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Read entire protocol before use.

250H-VIT.D3-RIA-CT

INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of 250H-Vit.D3 in human serum and
heparin plasma.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
Catalog number : KIP1961: 96 tests
Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

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

CLINICAL BACKGROUND

Physiological function of 250H-Vit.D3

25-Hydroxyvitamin D3 (250HD5) is thetrivial name of 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-3,
25-diol. This secosteroid is produced in the liver by 25-hydroxylation of cholecalciferol or
Vitamin D;. 250HD; is a precursor for other Vitamin D metabolites and has only a limited
biological activity in itself. The most active derivative is 1a,25-Hydroxyvitamin D3, produced in
the kidney (or placenta) by la-hydroxylation of 250HD;. This hormonally regulated steroid
stimulates the intestinal absorption of both calcium and phosphorus. It also stimulates bone
resorption and mineralisation thereby preventing the development of rickets, osteoporosis or
osteomalacia. This Vitamin D hormone might aso be active in other tissues responsible for
calcium transport (placenta, kidney, mammary gland, ...) and endocrine glands (beta-cells,
parathyroid glands, ...). 25-hydroxyvitamin D3 isamain precursor for the metabolites.

Regulatory mechanism

The production of 25-hydroxyvitamin D mainly occurs in the liver athough other tissues
(intestine, kidney) might perform the same hydroxylation. Although there might be some feed-
back inhibition of 25-hydroxyvitamin D on its own production, a higher substrate availability
(Vitamin D3) results in higher 25-hydroxyvitamin D production and higher circulating 25-
hydroxyvitamin D concentrationsin blood.

Clinical applications
This assay is of importance for the diagnosis of Vitamin D deficiency, insufficiency or
intoxication.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

At firgt calibrators, controls and samples (serum or heparin plasma) are extracted
with acetonitrile.

A fixed amount of *®| labelled 250H Vitamin Ds; competes with the 250H
Vitamin D3 from either extracted samples, controls or calibrators for a fixed
amount of specific antibody sites immobilized to the lower and inner surface of
plastic tubes.

After 2 hours incubation at room temperature, an aspiration step stops the
competition reaction. The tubes are then washed with 2 ml washing solution and
counted in a gamma counter.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents Quantity Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with 2x48 pink Ready for use
anti 250H-
Vitamin.D3
125) 1via red Reconstitute
lyophil. extempor aneously by
1% 250H-Vitamin.Ds 160 kBq adding 6 ml of the tracer
buffer
CAL n 1viad yellow | Add 0.5ml distilled
lyophil. water
Cdibrator 0: horse serum/
phosphate buffer, with
gentamycin
cAL Svids | yelow | Add0.5mi distilled
. - lyophil. water
Cdibraors 1-5in horse serum/
phosphate buffer, with
gentamycin (see exact va ues on
vid |abels)
1via black Ready for use
INC BUF 25 mi
Incubation Buffer with sodium
azide (< 0.1%)
1vid red Ready for use
TRACER BUF
7ml
Ethanolic solution with sodium
azide (< 0.1%)
ACETONITRILE 1via black Ready for use
25ml
Acetonitrile
1via brown Dilute 70x with
| wasr | souw | conc | 10m distlled water (use &
magnetic stirrer).
Wash solution
2vids silver Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | lyophil. water
Controls 1 and 2 in human serum
with thymol

Note: Use Calibrator O for dilution of samples with values above the highest
calibrator before extraction step.
No international reference material isavailable.

VI.  SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:
. Distilled water

Pipettes for ddlivery of: 50 ul, 100 pl, 400 ul, 500 pl.

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Glass tubes (12x75 mm) for extraction step

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration and washing device

Any gamma counter capable of measuring I may be used (minimal yied
70%).

Centrifuge operating at 800-1500 g
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VII. REAGENT PREPARATION

Calibrators: Recongtitute the calibrators with 0.5 ml distilled water.
Controls: Reconstitute the controls with 0.5 ml ditilled water.

1'% 250H-Vit.Ds : Reconstitute with 6 ml of the tracer buffer.

Wor king Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.
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VIII. STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

- After recongtitution, calibrators and controls are stable for one week at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at
-20°C for maximum 3 months.

- Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.

- The recongtituted tracer has to be frozen after first use. Then, it is stable
until the expiry date.

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

IX.  SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

- Serum and heparin plasma samples must be kept at 2-8°C.

- This kit is suitable for serum and heparin plasma samples. A correlation
has been established between 23 serum and heparin plasma samples from
same patients: Plasma = 0.95 Serum + 1.25, R = 0.89.

- If the test is not run within 48 h., sorage at —20°C is recommended

- After thawing serum and heparin plasma samples should be mixed
(Vortex), then centrifuged.

X. PROCEDURE

A. Handling notes
Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials from different kit lots. Bring al the reagents to room
temperature prior to use.
Thoroughly mix al reagents and samples by gentle agitation or swirling.
In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.
High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision. Respect the incubation times.
Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

B. Procedure

Extraction step :

1. Labe glass tubes (12x75 mm) for extraction: 6 calibrators, 2 controls and
up to 40 samplesin duplicate.

2. Dispense 100 ul of each calibrator, control or sample in the respective
tubes.

3. Add 0.5 ml acetonitrile to each tube.

4., Mix for 7 seconds with a vortex.

5 Centrifuge for 5 minutes at room temperature (at 800-1500 g).

Incubation step :

1. Label coated tubesin duplicate for each calibrator, sample, control. For the
determination of total counts, label 2 normal tubes.

2. Add 100 pl of the supernatant obtained after the extraction step in the
corresponding tubes. Pipette tips have to be saturated with corresponding
supernatant before the addition in the tube.

3. Dispense 400 pl Incubation Buffer in each tube, except those for total

counts.

Add 50 pl Tracer in each tube, including total counts.

Incubate for 2 hours, under stirring (300-700 RPM), at room temperature.

Aspirate the content of each tube (except total counts).

Wash tubes twice with 2 ml Wash Solution and aspirate. Avoid foaming

during the addition of the wash solution.

8. After the washing, et the tubes stand upright for two minutes and aspirate
theremaining drop of liquid.

9.  Count tubesin a gamma counter for 60 seconds.
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Xl.  CALCULATION OF RESULTS

1. Calculate the mean of duplicate determinations.

2. Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding
determined at the zero calibrator point (0) according to the following
formula:

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator)

B/BO x100=

3. Using a3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper plot the (B/BO x
100) values for each calibrator point asa function of the 250H.Ds
concentration of each calibrator point, reject obvious outliers.

4, Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. |If automatic result processing is used, a 4 parameter logistic
function curve fitting isrecommended.

5. By interpolation of the sample (B/BO x 100) values, determine the
250H.D3 concentrations of the samples from the reference curve.

6. For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled 250H.D3 (BO/T) must be checked.

XIl.  TYPICAL DATA

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

250H-Vit.D3 cpm B/Box 100
Total count 40301
Cdibraor 0 ng/ml 23803 100 %
3.0 ng/ml 20171 85%
9.0 ngml 16237 68 %
20.0 ng/ml 12156 51 %
65.0 ng/ml 7090 30 %
130.0 ng/ml 5330 2%

Note: 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml

XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent 250H-Vitamin.Ds
concentration two standard deviations below the average counts at zero
binding, was 1.2 ng/ml.

B. Specificity
The percentage of cross reaction estimated by comparison of the
concentration yielding a50 % inhibition arerespectively :

D. Accur acy

RECOVERY TEST

Added 250H-Vit.D3 Recovery
(ng/ml) (%)
0 100
15 109
40 97
60 106

DILUTION TEST

Sample Theoretical Measured Recovery
dilution concent. concent.
(ng/ml) (ng/ml) %)

1 25 25 100

12 213 20.9 98.4

v4 10.6 112 105.3

/8 5.3 57 107.0

116 2.7 2.6 98.8

132 13 13 98.0

E. Time delay between last calibr ator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 15 and 30 minutes after the calibrator has been added to the

coated tubes.
TIME DELAY
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
Sample 1 9.5 9.2 10.1
Sample 2 36.8 33.9 36.2

Compound Cross-Reactivity (%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0.3
1,25(0H),-Vitamin.Ds 89*
1,25(0OH),-Vitamin.D, <0.01
VitaminD3 <0.03
VitaminD2 <0.03
24,25(0H)-Vitamin.Ds <0.8

* As 1,25(0OH)2-Vit.D3 concentrations are practically 1000 times lower
than 25-OH-Vit.D3, this cross-reactivity is insignificant and does not
interferein this25-OH-Vit.D3 assay.

The assay performance is not affected by hemolysis (5 g/L haemoglobin
tested) or bilirubinemia (0.25 g/L bilirubin tested).

C. Precision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Sample | N <X>+3SD C.V. Sample | N <X>+3SD C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 7.3 A 9 6.7+05 72
B 43 104+ 0.9 88 B 9 131+1.0 7.3

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aiquots. Do not freeze-thaw more than
twice.

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

XV.EXPECTED VALUES

Dietary intake, race, season and age are known to affect the normal levels
of 250H.Vit.D3.

The expected values given hereafter should not be considered as
absolute. DIAsource evaluated serum collected from 39 male and 40 female,
healthy according to Ca, PTH and albumin values, from Western Europe. The age
of the volunteers fell within the range of 17 - 58 years. Samples were collected
during the months of December 2010 and January 2011. The mean for the
population (n = 79) was 12.5 ng/mL, ranging from 4.1 to 28.7 ng/ml (based on 2.5
%10 97.5 % percentiles).

Each laboratory should establish its own range based on their local population.

Recent literature has suggested the following ranges for the classification of 25
OH Vitamin D status: Deficiency: 0-10 ng/mL; Insufficiency: 10-30 ng/mL;
Sufficiency: 30 to 150 ng/mL; Toxicity: >150 ng/mL.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

Thiskit contains*®| (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons, purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legidation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.



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

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

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves. All radioactive
handling should be executed in a designated area, away from regular passage. A
log book for receipt and storage of radioactive materials must be kept in the lab.
Laboratory equipment and glassware, which could be contaminated with
radioactive substances should be segregated to prevent cross contamination of
different radioi sotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiosafety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the
local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory.  Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.
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XVIIT.SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
ml ml ml
EXTRACTION
Cdibraors - 0.1 -
Samples/Controls - - 0.1
Acetonitrile - 05 05
Vortex Vortex for 7 seconds
Centrifugation 5 minutes at 800-1500 g
INCUBATION
Supernaant of extraction - 0.1 0.1
Incubation Buffer - 04 04
Tracer 0.05 0.05 0.05
Incubation 2 hours a room temperature under stirring (300-700
RPM)
Separation - aspirate
Wash solution - 20
Separation - aspirate
Wash solution 20
Separation aspirate carefully
Counting Count tubes for 60 seconds
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KIP1961 1700543/en 110328/1

Revision date: 2011-03-28
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

250H-VIT.D3-RIA-CT

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour la mesure quantitative in vitro dela 250H-Vit.D3 dans
le sérum ou | e plasma hépariné humain.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
B. Numérodecatalogue: KIP1961: 96 tests

C. Fabriquépar: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgique.

Pour une assistance technique ou uneinformation sur une commande:
Tel : +32(0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

[11. CONTEXTE CLINIQUE

A. Fonction physiologique de 250H-Vit.D;

25-Hydroxyvitamine D3 (250HD3) est le nom trivial de 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-3p,
25-diol. Ce sécostéroide est produit dans le foie par la 25-hydroxylation de cholecalciferol ou
Vitamine D;. 250HD; est un précurseur pour d’ autres métabolites Vitamine D et n'a qu'une
activité biologique restreinte. Le dérivé le plus actif est 1a,25-Hydroxyvitamine D3, produit dans
les reins (ou le placenta) par la la-hydroxylation de 250HD;. Ce stéroide régulé de facon
hormonale stimule |’absorption intestinale du calcium et du phosphore. Il gimule auss la
résorption et la minéralisation osseuses et prévient ains le développement du rachitisme, de
I'ostéoporose ou de I'ostéomalacie. Cette hormone Vitamine D peut auss étre active dans
d’autres tissus responsables pour la transport de calcium (la placenta, les reins, les glandes
mammaires,...) et des glandes endocrines (les cellules béta, les glandes parathyroides,...). 25-
hydroxyvitamine D est le précurseur principal pour les métabolites.

B. Meécanismerégulateur
La production de 25-hydroxyvitamine D se fait principalement dans le foie, bien que d'autres
tissus (I'intestin, les reins) puissent effectuer la méme hydroxylation. Quoiqu’il puisse apparaitre
quelque inhibition réroactive de la 25-hydroxyvitamine D sur sa propre production, une
disponibilité plus grande du substrat (Vitamine D) résulte en une augmentation de la production
de 25-hydroxyvitamine D et des concentrations augmentées de 25-hydroxyvitamine D circulant
dansle sang.

C. Applicationscliniques
Cette trousse est importante pour le diagnostic de déficience, insuffisance ou intoxication en
VitamineD.



1V.  PRINCIPE DU DOSAGE

D’abord les calibrateurs, les contrdles et les échantillons (de sérum ou de plasma
hépariné) sont extraitsavec de I’ acétonitrile.

Une quantité fixe de 250H Vitamine Ds marquée avec ||, entre en concurrence
avec la 250H Vitamine D3 des échantillons, contrdles ou calibrateurs extraits
pour une quantité fixe d'anti corps spécifiques, immobilisés sur la surface basse et
interne du tube plastic.

Aprés 2 heures d'incubation a température ambiante, une phase d’ aspiration met
fin alaréaction de concurrence. Les tubes sont alors lavés avec 2 ml de Solution
de lavage et comptés dans un compteur gamma.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs Quantité Code Reconstitution
Couleur
Tubes tapissés avec |’ anti 2x48 Rose Prét al’emploi
250H-Vitamine D3
125 1 flacon Rouge Reconstituer en
lyophil. extemporanéen
1'% 250H-Vitamine D3 160 kBq goutant 6 ml de tampon
traceur
CAL n 1 flacon Jaune Ajouter 0,5ml d'eau
lyophil. distillée
Cdibrateur 0: sérum de
cheva/tampon phosphate avec de
lagentamycine
CAL 5 flacons Jaune Ajouter 0,5ml d'eau
. n lyophil. distillée
Cdibrateurs 1-5 dans du sérum de
cheva / tampon phosphate avec
delagentamycine (cf. vdeurs
exactes sur chaque flacon)
1 flacon Noir Prét al’emploi
INC BUF 25 mi
Tampon d’'incubation avec de
I azoture de sodium
Sy o 1 flacon Rouge Prét al’emploi
7ml
Solution éthanolique et de
I azoture (<0,1%)
ACETONITRILE 1 flacon Noir Prét al’emploi
25ml
Acétonitrile
1 flacon Brun Diluer 70x avec de
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml I"eau distillée (utiliser
un agitateur
Solution de Lavage magnéti que).
2 flacons Argent Ajouter 0,5ml d’eau
| CONTROL | N | lyophil. distillée
Contréles- N=1o0u 2
dans du sérum humain et thymol

Note: Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons avec des
val eurs au-dessus du calibrateur e plus haut avant la phase d’ extraction.
Des références international es ne sont pas disponibles.

VI. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1 Eau digtillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 100 ul, 400 pl, 500 pl.

3. Agitateur vortex

4. Agitateur magnétique

5. Tubes en verre (12x75 mm) pour la phase d' extraction.

6. Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

7. Systémes d' aspiration et delavage.

8.  Tout compteur gamma capable de mesurer I''®| peut ére utilisé
(rendement minimum 70%).

9. Centrifugeuse fonctionnant a 800-1500 g.

VIl. PREPARATION DESREACTIFS

Calibrateurs: Reconstituer les calibrateursavec 0,5 ml d' eau distill ée.
Controles: Recongtituer les controlesavec 0,5 ml d eau ditillée.

1125 250H-Vit.D3 : Recongtituer avec 6 ml de tampon traceur.

Solution de lavage: Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
gjoutant 69 volumes d'eau digtillée a 1 volume de Solution de Lavage
(70x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée alafin delajournée.
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VIIlI. STOCKAGE ET DATE D’'EXPIRATION DESREACTIFS

- Avant |'ouverture ou la reconsgtitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu'a la date d expiration, indiquée sur I’ &iquette, s la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

- Apres reconstitution, les calibrateurs et les contréles sont stables pendant
une semaine entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquotes devront étre réalisées et celles-ci seront gardées a —20°C pendant
3 mMois maxi mum.

- Apreés la premiére utilisation |e traceur reconstitué doit &re congelé. 1 est
aors stablejusqu’ ala date d' expiration.

- Des atérations dans I'apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

IX.  PREPARATION ET STABILITE DE L'ECHANTILLON

Les échantillons de sérum et de plasma héparinés doivent &re gardés entre
2et8°C.

Cette trousse convient pour des échantillons de sérum e de plasma
hépariné. Une corrdation a é&é établie entre 23 échantillons de sérum et de
plasma hépariné de certains patients: plasma = 0,95 + 1,25 s&rum, R =
0,89.

S le test n'est pas réalisé dans les 48 heures, un stockage a -20°C est
recommandé

Apreés la décongélation les échantillons de sérum et de plasma héparinés
doivent é&re mélangés (Vortex), puis centrifugés.

X. MODE OPERATOIRE

A Notes de manipulation
Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d' expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.
Mélanger tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce. Pour
éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de pipette
pour |' addition de chaque réactif et échantillon.
Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter la précision. Respecter lestemps d'incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chague nouvele <érie
d' expériences, ne pas utiliser |es données d' expériences précédentes.

B. M ode opér atoire

Phase d' extraction :

1. Marquer des tubes en verre (12x75 mm) pour extraction : 6 calibrateurs, 2
controles et jusque 40 échantillons en double.

2. Distribuer 100 pul de chaque calibrateur, contréle ou échantillon dans les
tubes respectifs.

3 Ajouter 0,5 ml acétonitrile a chaque tube.

4, Mélanger 7 secondes avec un vortex.

5 Centrifuger 5 minutes a température ambiante (a 800-1500 g).

Etape d'incubation :

1. Identifier les tubes tapissés fournis dans la trousse, en double pour chaque
calibrateur, échantillon, controle. Pour la détermination de I’ activité totale,
identifier 2 tubes non tapissés.

2. Ajouter 100 pl du surnageant obtenu aprés la phase d' extraction dans les
tubes respectifs Les pointes des pipettes doivent &re saturées du
surnageant en question avant |’ addition dans letube.

3. Distribuer 400 pl du tampon d'incubation dans chaque tube (sauf ceux pour
ladéermination del’ activité totale).

4, Ajouter 50 pl de traceur a chaque tube, ceux pour la déermination de
I"activité totaleinclus.

5. Incuber pendant 2 heures a température ambiante en agitant (300 a 700
TPM).

6. Aspirer le contenu de chaque tube (sauf ceux pour la détermination de
I"activité total€).

7. Laver lestubes 2 fois avec 2 ml de Solution de lavage et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’ addition de la Solution de Lavage

8. Apreéslelavage, laisser |estubes droits pendant 2 minutes et aspirer le reste
deliquide.




9. Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.

XlI.  CALCUL DES RESULTATS

1. Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
2. Calculer la capacité de liaison de I’ comme un pourcentage de liaison

déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyenne des cpm (CAL ou échantillon)
moyenne des cpm (CAL 0)

3. Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/BO(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en 250H.Ds, écarter les valeurs aberrantes.

4. Des méthodes informatiques peuvent auss é&re utilisées pour construire la
courbe de calibration. Si un systéme d’ analyse de traitement informatique
des données est utilisé il est recommandé d' utiliser la fonction «4
parameétres » du lissage de courbes.

5. L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0O(%)) détermine les
concentrations en 250H.D3 a partir de la courbe d' étalonnage.

6. Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de
250H.D3 non marquée (BO/T) doit ére vérifié.

B/BO(%) = x100

XIl. DONNEESTYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées ala place d’ une courbe d' éal onnage.

250H-Vit.D3 cpm B/Box 100
Activité totde 40301 -
Cdibraeur 0 ng/ml 23803 100 %
3,0 ng/ml 20171 85%
9,0 ngml 16237 68 %
20,0 ng/ml 12156 51 %
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2%

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION
250H-Vit.D3 ajoutée (ng/ml) Récupération
(%)
0 100
15 109
40 97
60 106
TEST DE DILUTION
Dilution Concent. théorique Concent. Récupération
(ng/ml) mesurée.
(ng/ml) (%)
1 25 425 100
12 213 209 98,4
V4 10,6 11,2 105,3
/8 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon est distribué 15 ou 30 minutes aprés que le
calibrateur ait été ajouté aux tubes avec | anticorps.

DELAI
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
échantillon 1 9,5 9,2 10,1
échantillon 2 36,8 339 36,2

Note: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml

XIll1. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

A. Limite de détection
Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en paralléle avec un assortiment
d'autres calibrateurs. La limite de déection, définie comme la
concentration apparente située 2 déviations sandards en-dessous de la
moyenne déerminée ala fixation zéro, &ait de 1,2 ng/ml.

B. Spécificité
Le pourcentage de réaction croisée estimé par la comparaison de la
concentration (indiquant une inhibition de 50 %) est respectivement :

Elément Réactivité Croisée (%)
250H-Vitamine D3 100
250H-Vitamine D, <0,3
1,25(0OH).-Vitamine,Ds 89*
1,25(0OH).-Vitamine,D, <0,01
Vitamine D3 <0,03
Vitamine D2 <0,03
24,25(0H),-Vitamine,Ds <0,8

* Vu que les concentrations de 1,25(0OH),-Vit.D3 sont environ 1000 fois plus
basses que 25-OH-Vit.Ds, cette réactivité croisée est insignifiante et n’intervient
pas dans cetest 25-OH-Vit.Ds.

La performance de I'analyse n'est pas affectée par I'hémolyse (on a testé 5 g/L
d'hémoglobine) ou la présence de bilirubine (on atesté 0,25 g/L de hilirubine).

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Echantil- | N <X>+8D C.V. Echantil- N <X>+ 8D C.V.
lon (ng/ml) %) lon (ng/ml) %)
A 49 191+ 14 73 A 9 6,7+05 72
B 43 104+0,9 838 B 9 131+10 73

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

- Si les réaultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
ére utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

- Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Ne pas congder —
décongeler plus de deux fois.

- Les criteres d acceptation pour les écarts des valeurs en doublet des
échantillons doivent étre basés sur |es pratiques de laboratoire courantes.

XV. VALEURSATTENDUES

L'alimentation, la race, la saison et I'age ont une influence sur les taux de
250H.Vit.D3. normaux.

Les valeurs attendues reprises ci-dessous ne doivent pas ére cons dérées comme
des valeurs absolues. DIAsource a évalué le sérum de 39 hommes et 40 femmes
d'Europe de I'ouest ayant des valeurs normales du Ca, dela PTH et de I'albumine.
L'age des volontaires se situait dans la fourchette de 17 a 58 ans. L es échantillons
ont éé prélevés pendant les mois de décembre 2010 et janvier 2011. La moyenne
pour la population (n = 79) é&ait de 12,5 ng/mL, la fourchette alant de 4,1 a 28,7
ng/ml (basé sur les percentiles 2,5 % a 97,5 %).

Tous les laboratoires doivent éablir leur fourchette a partir de leur population
locale.

Une bibliographie récente a suggéré les fourchettes suivantes pour la
classfication du statut en 25 OH Vitamine D: carence 0 a 10 ng/mL;
insufficience: 10 a 30 ng/mL; normal: 30 &150 ng/mL; toxicité& >150 ng/mL.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie 60 jours), une matiére radioactive
émettant desrayonnementsionisants X (28 keV) ety (35n5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement &re regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; |'achat, le stockage, I’ utilisation et I’ échange de produits



radioactifs sont soumis a la légidation du pays de I'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas &re administré al’ homme ou aux animaux.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &é évalués par des
méthodes approuvées par |I' Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront ére conformes aux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas éé déectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront ére traités
comme potentiellement infectieux.

L’ azoture de sodium est nocif sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I"azoture de sodium est utilisé comme agent conservateur). L’ azoture dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et |e cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a I'eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger, ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique. Toutes les
manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur désigné,
éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des matiéres
radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L 'éguipement de laboratoire
et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances radioactives,
doivent étreisolés afin d' éviter la contamination croisée de plusieurs isotopes.
Toute contamination ou perte de substance radioactive doit &re réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.
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XVIII. RESUME DU PROTOCOLE
ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)
ml ml CONTROLE(S)

ml

EXTRACTION

Cdibrateurs - 01 -

Echantillonsg/Contrdles - - 01

Acétonitrile - 05 05

Vortex Vortex durant 7 seconds

Centrifugation 5 minutes 2800- 1500 g

INCUBATION

Surnageant d’ extraction - 01 01

Tampon d'incubation - 04 04

Traceur 0,05 0,05 0,05

Incubation 2 heures a température ambi ante en agitant (300 & 700
TPM).

Séparation - aspirez

Solution de Lavage - 20

Séparation - aspirez

Solution de Lavage - 20

Sépardtion - aspirez gentiment

Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes

Numéro de catalogue DI Asource :

KIP1961

Numérode P.l.:
1700543/fr

Numéro de révision :
110328/1

Date derévision : 2011-03-28
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L ees het hele protocol voor gebruik.

250H-VIT.D3-RIA-CT

BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunotest voor de kwantitatieve bepaling in vitro van 250H-Vit.D3 in humaan serum en
heparineplasma.

ALGEMENE INFORMATIE

Gedeponeerd handelsmerk : DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
Catalogusnummer : KIP1961 : 96 testen
Geproduceerd door : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinfor matie kunt u contact opnemen met:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

KLINISCHE ACHTERGROND

Fysiologische functie van 250H-Vit.D;

25-Hydroxyvitamine D3 (250HD3) is de triviale naam van 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-
3B, 25-diol. Deze secosteroide wordt in de lever geproduceerd door 25-hydroxylatie van
cholecalciferol of Vitamine D;. 250HDj; is een precursor voor andere Vitamine D metabolieten
en heeft zelf dechts een beperkte biologische activiteit. Het meest actieve derivaat is 10,25-
Hydroxyvitamine D3, geproduceerd in de nier (of placenta) door la-hydroxylatie van 250HD;.
Dit hormonaal geregelde steroide stimuleert de absorptie door de ingewanden van zowel calcium
alsfosfor. Het stimuleert ook beenderresorptie en -mineralisatie en verhindert zo de ontwikkeling
van rachitis, osteoporosis of osteomalacia. Dit Vitamine D-hormoon kan ook actief zijn in andere
weefsels verantwoorddijk voor calciumtransport. (placenta, nier, borstklier,...) en endocriene
klieren (beta-cellen, paraschildklier,...). 25-hydroxyvitamin D3 is een hoofdprecursor voor de
metabolieten.

Regulatiemechanisme

De productie van 25-hydroxyvitamine D doet zich vooral in delever voor hoewel andere weefsels
(darm, nier) dezelfde hydroxylatie kunnen uitvoeren. Hoewel er een zekere feed-back
belemmering kan zijn van 25-hydroxyvitamine D op zijn eigen productie, resulteert een hogere
substraatbeschikbaarheid (Vitamine D3) in een hogere 25-hydroxyvitamine D productie en hogere
25-hydroxyvitamine D concentratiesin omloop in het bloed.

Klinische toepassingen
Dezetest is van belang voor de diagnose van Vitamine D deficiéntie, insufficiéntie of intoxicatie.



IV.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Eerst worden kalibrators, controles en monsters (serum of heparineplasma)
geéxtraheerd met acetonitrile.

Een vaste hoeveelheid ' gelabelde 250H Vitamine D3 concurreert met de 250H
Vitamine D; van geéxtraheerde monsters ,controles of kalibrators voor een vaste
hoeveelheid van specifieke sites van antilichamen, geimmobiliseerd op het onder-
en binnenoppervlak van plastic buizen.

Na twee uur incubatie bij kamertemperatuur stopt een afzuigfase de
competitiereactie. De buizen worden dan gewassen met 2 ml wasoplossing en
geteld in een gammateller.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagentia Quantity Kleur- Recongtitutie
code
Buizen gecoa met 2x48 roze Klaar voor gebruik
anti 250H-Vitamine
Ds
125) 1 flacon rood Ex-tempora
gevries- reconstitueren door
1'% 250H-Vitamine D3 droogd toevoeging van 6 ml
160 kBq tracerbuffer
CcAL n 1 flacon ged | 05ml gedestilleerd
. gevries- water toevoegen
Kadibrator O: droogd
paardenserum/fosfaatbuffer met
gentamycine
cAL Sflacons | geel | 05ml gedestilleerd
. - gevries- water toevoegen
Kadibrators 1-5in droogd
paardenserum/fosfaatbuffer met
gentamycine (raadpleeg de
flaconetiketten voor de exacte
waarden)
INC BUE 1 flacon zwart Klaar voor gebruik
45 ml
Incubatiebuffer met sodiumazide
1 flacon rood Klaar voor gebruik
Ethanolische opl ossing met
sodiumazide (< 0,1%)
ACETONITRILE 1 flacon zwart Klaar voor gebruik
25ml
Acetonitrile
1 flacon 10 bruin 70x met gedistilleerd
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ mi water verdunnen
(gebruik een
Wasopl ossing magnetische roerder)
2 flacons zilver 0,5 ml gedestilleerd
| CONTROL | N | gevries- water toevoegen
droogd
Controles 1 en 2 in mensdlijk | O oY
serum met thymol

Nota: Gebruik kalibrator 0 voor verdunning van monsters met waarden boven de
hoogste kalibrator voor extractiefase.
Er isgeen internationaal referentiemateriaal beschikbaar.

VI.  NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de
kit:

Gedestilleerd water.

Pipetten voor een volume van 50 pl, 100 pl, 400 pl en 500 pl.
Vortexmenger.

Magneti sche roerder

Glazen buizen (12x75 mm) voor de extractiefase.

Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.

Zuig- en wastoestel.

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van *°I. Een maximale
telefficiéntie moet worden gegarandeerd.

Centrifuge werkend bij 800-1500 g

@NoOA~WNE
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VIl. BEREIDING VAN HET REAGENS

A. Kalibrators: Recongtitueer de kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.

B. Controles: Recongtitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.

C. 1125 250H-Vit.D3 : Reconstitueer met 6ml van de tracerbuffer.

D. Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-
wasoplossing door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheld wasoplossing (70 x). Gebruik een magnetische roerder voor de
homogenisering. Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-
wasopl ossing afgevoerd worden.

VIIl. OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

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

- Na recongtitutie zijn de kalibrators en controles gedurende 1 week
houdbaar hij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots
gemaakt worden, die bij -20°C bewaard moeten worden voor maximaal 3
maanden.

- De gereconstitueerde tracer moet na het eerste gebruik bevroren worden.
Hij is dan stabid tot de vervaldatum.

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

IX. MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

- Serummonsters en monsters van heparineplasma moeten hij 2-8°C
bewaard worden.

- Deze kit is geschikt voor serummonsters en monsters van heparineplasma.
Er is een verband gelegd tussen 23 ssrummonsters en monsters van
heparineplasma van dezelfde patiénten: plasma = 0,95 serum + 1,25;
R=0,89.

- Indien de bepaling niet binnen 48 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.

- Na het ontdooien moeten serummonsters en heparineplasma gemixt
worden (Vortex) en vervolgens gecentrifugeerd.

X. PROCEDURE

A. Opmer kingen bij de procedure
Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen voor
gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en mongter.

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.

Bereid een kalibratiecurve voor eke run; men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

B. Procedure

Extractiefase :

1. Labe glazen buizen (12x75 mm) voor extractie: 6 kalibrators, 2 controles
en tot 40 monstersin duplo.

2. Dien 100 ul van eke kalibrator, controle of monsters toe in de
respectievelijke buizen.

3. Voeg 0,5 ml acetonitrile toe bij elke buis.

4, Mix met een vortex gedurende 7 seconden.

5 Centrifugeer 5 minuten bij kamertemperatuur (bij 800-1500 g).

Incubatiefase :

1. Etiketteer de gecoate buizen in duplo voor elke kalibrator, voor ek
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buizen voor de bepaling
van de totaaltellingen.

2. Voeg 100 ul toe van de supernatant bekomen na de extractiefase in de
overeenkomstige buizen . De pipettepunten moeten verzadigd zijn met de
overeenstemmende supernatant voor de toevoeging in de buis

3. Dien 400 ul incubatiebuffer toe in elke buis , behalve diegene voor de
totaaltellingen.

4, Voeg 50 ul tracer toein elke buis, ook de totaaltellingen.

5. Incubeer al roerend (300-700 tpm) gedurende 2 uur bij kamertemperatuur.

6. Zuig deinhoud van elke buis op (met uitzondering van de totaal tellingen)

7. Was de buizen tweemaal met 2 ml wasoplossing en zuig af. Vermijd
schuimvorming tijdens toevoeging van de wasoplossing.

8. Na de wasfase moeten de buizen gedurende twee minuten rechtop blijven
staan en zuig daarna de overblijvende vloei stof op.

9. Tel de buizen in een gammateller gedurende 60 seconden.



XI.  BEREKENING VAN DE RESULTATEN

1. Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.
2. Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

cpm (Kalibrator of monster)

cpm (Nulkalibrator)

3. Zet de (B/B0(%)) waarden uit voor ek kalibratorpunt, als een functie van de
250H-Vit.D; concentratie van ek kalibratorpunt, op 3-cyclisch semi-
logaritmisch of dubbellogaritmisch papier, verwerp hierbij de duiddijke
uitschieters.

4.  Ook computergestuurde methoden kunnen worden gebruikt om de
kalibratiecurve te vormen. Indien de resultaten automatisch verwerkt
worden, wordt de 4 parameter logistische functie aanbevolen voor de
gepaste curve.

5. Bepaal de 250H-Vit.D; concentraties van de monsters uit de referentiecurve
door de monsterwaarden (B/B0(%)) teinterpoleren.

6. Voor eke bepaling moet het totaal percentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld 250H-Vit.D3 (BO/T), gecontroleerd worden.

B/BO (%) =

XIl.  KENMERKENDE GEGEVENS

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

250H-Vit.D3 cpm B/Box 100

Totadtelling 40301 -

Kadlibrator 0 ngml 23803 100 %

3,0 ng/ml 20171 85%

9,0 ngml 16237 68 %

20,0 ng/ml 12156 51 %

65,0 ng/ml 7090 30 %

130,0 ng/ml 5330 2%

Nota: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml

XI1. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A. Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met een reeks andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven as de schijnbare 250H-
Vitamine D3 concentratie van twee standaarddeviaties onder de
gemiddel de tellingen bij nulbinding, bedroeg 1,2 ng/ml.

B. Specificiteit
De percentages van kruisreactiviteit geschat naar de vergelijking van de
concentraties (een remming van 50% toegevend) zijn respectievelijk:

D. Nauwkeurigheid

RECOVERY TEST
250H-Vit.D3 toegevoegd Recovery
(ng/ml) (%)
0 100
15 109
40 97
60 106
VERDUNNINGSTEST
Verdunning Theoretische Concentratiedie Recovery
concentratie bepaald werd
(ng/ml) (ng/ml) %)
1 25 425 100
12 213 209 98,4
V4 10,6 11,2 105,3
18 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0

E. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de bepaling
nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 15 of 30 minuten na toevoeging
van de kalibrator in de gecoate bui§ es gepipetteerd wordt.

TIJIDSPANNE
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
mongter 1 95 9,2 0,1
mongter 2 36,8 339 6,2

Bestanddeel Kruisreactiviteit (%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0H),-Vitamin.Ds 89*
1,25(0OH),-Vitamin.D, <0,01
VitaminD3 <0,03
Vitamin D2 <0,03
24,25(0H)-Vitamin.Ds <08

* Daar 1,25(0OH),-Vit.D3 concentraties ongeveer 1000 maal lager zijn dan 25-OH-
Vit.Ds, is deze kruisreactiviteit onbeduidend en heeft hij geen invioed op deze 25-
OH-Vit.D3 test.

Hemolyse (5 g/l hemoglobine getest) of bilirubinemie (0,25 g/l bilirubine getest)
heeft geen invloed op de eigenschappen van de test.

C. Precisie

BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN

Monster N <X>+SD V.C. Monster N <X>+SD V.C.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 49 191+ 14 73 A 9 6,7+05 72

B 43 104+ 0,9 8.8 B 9 13,1+1,0 73

SD : Standaarddeviatie; VC : Variatiecoéfficiént

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle
2, niet binnen het berelk vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan
mogen de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg
gegeven wordt voor de discrepantie.

- Indien gewenst, kan ek laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer. Gelieve niet meer dan twee keer in te vriezen en te ontdooien.

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

XV.TE VERWACHTE WAARDEN

Voedsdopname, ras, seizoen en leeftijd tasen mogeijk de normae
250H.Vit.D3 - spiegels aan.

De te verwachten waarden die hierna worden vermeld, mogen niet al's absolute
waarden worden beschouwd. DIAsource evalueerde serum afgenomen bij
39 mannen en 40vrouwen uit West-Europa die volgens de Ca-, PTH- en
albuminewaarden gezond waren. De leftijd van de vrijwilligers lag tussen 17 en
58 jaar. Mongters werden afgenomen tijdens de maanden december 2010 en
januari 2011. Het gemiddelde voor de populatie (n=79) was 12,5 ng/ml,
variérend van 4,1 tot 28,7 ng/ml (gebaseerd op een percentiel van 2,5% tot
97,5%).

Elk laboratorium moet op basis van de lokale populatie zijn eigen bereik bepalen.

Recente literatuur suggereert de volgende bereiken voor de classificatie van
250H vitamine D-status. deficiéntie: 0-10 ng/ml; insufficiéntie: 10-30 ng/ml;
sufficiéntie: 30 tot 150 ng/ml; toxiciteit: > 150 ng/ml.



XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat '®| (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
stralen (35,5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden
door bevoegd personed; ontvangst, opdag, gebruik en overdracht van
radioactieve producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de
eindgebruiker. In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of
dieren.

De componenten, afkomstig van mensdlijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultast. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van mensalijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veilighei dsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden al's potentied infectieus materiaal.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerl e dingen ruimschoots met water nagespoel d worden
om ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond  pipetteren. Draag beschermende kleding en  gebruik
wegwerphandschoenen. Alle handelingen met radioactief materiaal moeten
plaatsvinden in een daartoe bestemde ruimte, waar uitduitend bevoegd personeel
toegelaten wordt. Een logboek met ontvangst en opdag van radioactieve
materialen moet worden bijgehouden in het laboratorium.
Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat eventueel gecontamineerd werd met
radioactieve bestanddel en, moeten worden gesegregeerd om kruisbesmetting van
verschill ende radioi sotopen te vermijden.

Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeensemming met de procedure voor dralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de bas sregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.
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XVIIT. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL
TOTAAL- KALIBRA- MONSTER(S)
TELLINGEN TORS CONTROLE(S)
ml ml ml
EXTRACTIE
Kaibrators 0,1 -
Monsters/Controles - 01
Acetonitrile 0,5 05
Vortex Vortex gedurende 7 seconden
Centrifugatie 5 minuten bij 800-1500 g
INCUBATIE
Supernaant of extractie 0,1 0,1
Incubatiebuffer - 04 04
Tracer 0,05 0,05 0,05
Incubatie 2 uren bij kamertemperatuur, d roerend (300-700 tpm).
Scheiding opzuigen
Wasopl ossing 20
Scheiding opzuigen
Wasopl ossing 20
Scheiding V oorzi chtig opzuigen
Telling Tel de buises gedurende 60 seconden

DIAsource cata ogusnummer :
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Vor Gebrauch desKitslesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

250H-VIT.D3-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fur die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 250H-Vit.D3 in
Serum und Heparinplasma.

A.

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung:  DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
K atalognummer: KIP1961: 96 tests

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

Fur technische Unter stiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96
Fir Deutschland : K ostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfr eie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Die physiologische Bedeutung des 25-OH-Vitamins D,

25-Hydroxyvitamin Ds; (250HD3) ist die Trivialbezeichnung fur 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-
trien-3p, 25-diol. Dieses Secosteroid wird in der Leber durch Hydroxylierung von Cholecalciferol
oder Vitamin D3 gebildet. 250HD; ist eine Vorstufe fir andere Vitamin D-Metaboliten und
besitzt selbst nur eine begrenzte biologische Aktivitdt. Der biologisch aktivste Abkdmmling ist
das 1a,25-Hydroxyvitamin D3, dasin der Niere (oder der Plazenta) durch la-Hydroxylierung des
250HD; gebildet wird. Dieses hormonell gesteuerte Steroid regt im Darm die Aufnahme von
Calcium und Phosphor an. Es stimuliert weiters die Knochenresorption und -mineralisierung und
tragt dadurch zur Verhinderung einer Rachitis, Osteoporose oder Osteomalazie bei. Auch in
anderen, fur den Calciumtransport verantwortlichen Geweben (Plazenta, Niere, Brustdriisen,
usw.) und in den endokrinen Drisen (Betazellen, Parathyroidzellen, usw.) kann dieses Vitamin
D-Hormon wirksam werden. 25-Hydroxyvitamin D3 ist die hauptséchliche Vorstufe fir die
Metaboliten.

Der Steuerungsmechanismus

Die Produktion des 25-Hydroxyvitamins D findet hauptsichlich in der Leber statt, obwohl die
gleiche Hydroxylierung auch von anderen Geweben (Darm, Niere) durchgefiihrt werden kann.
Obwohl es mdglicherweise eine Feedbackhemmung durch die Produktion des 25-
Hydroxyvitamins D gibt, fihrt ein hoheres Substratangebot (Vitamin D3) zu einer erhdhten
Produktion des 25-Hydroxyvitamins D sowie zu einer Erhéhung der Konzentration des 25-
Hydroxyvitamins D im Blut.

Klinische Anwendungen
Dieser Assay ist fur die Diagnose des Vitamin D-Mangels, seiner Unzulénglichkeit oder
Intoxikation von Bedeutung.
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IV. GRUNDSATZLICHESZUR DURCHFUHRUNG

Zunéchst werden Kalibratoren, Kontrollen und Proben (Serum oder
Heparinplasma) mit Azetonitril extrahiert.

Eine festgesetzte Menge an **°| markiertes 25-OH-Vitamin Ds konkurriert mit
dem aus Proben, Kontrollen oder Kalibratoren extrahierten 25-OH-Vitamin Ds
um ene begrenzte Anzahl von Antikorperbindungsstellen, die im unteren
Innenteil von Kunststoffréhrchen immobilisiert sind.

Nach 2 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur, beendet das Absaugen die
Verdrangungsreaktion. Die Rohrchen werden anschliessend mit 2 ml
Waschl dsung gewaschen und in einem Gamma-Counter gezéhlt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenz Quantitét Farbcode Rekonstitution
Mit anti 25-OH-Vitamin 2x48 rosa Gebrauchsfertig
H Ds-beschi chtete Rohrchen
125) 1 Gefdl3 rot zeitnahes
lyophil. Rekonstituieren durch
1'% 25.0H-Vitamin D3 160 kBq Zugabe von 6 ml
Tracer-Puffer
ca | o] 1Gefay geb | 05 mi dest. Wasser
lyophil. zugeben

Null-Kdibrator: Pferdeserum
/Phosphatpuffer mit Gentamicin

cAL 5 Gefafe geb | 05 mi dest. Wasser
lyophil. eb
Kdibratoren 1-5: yopn! zugenen
Pferdeserum/Phosphatpuffer mit

Gentamicin (genaue Werte auf
Gefal-Etiketten)

INC BUF 1 Gefd schwarz | Gebrauchsfertig

45 ml
Inkubati onspuffer mit
Natriumazid (< 0,1%)
1 Gefdl3 rot Gebrauchsfertig

Athanollésung mit Natriumazid

(<0,1%)
AZETONITRIL 1 Geféld schwarz Gebrauchsfertig
25ml
Azetonitril
1 Gefdl3 braun 70x mit dest. Wasser
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml (Magnetrihrer
verwenden)
Waschl dsung verdiinnen.
2 Gefdlle silber 0,5 ml dest. Wasser
| CONTROL | N | lyophil. zugeben

Kontrollen: N =1 oder 2
in Humanserum und Thymol

Bemer kung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator fiir die Verdiinnung von Proben
mit Werten Giber dem hochsten Kalibrator vor der Extraktion.
Es sind keine weiteren internati onalen Referenzdokumente vorhanden.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

Pipetten: 50 ul, 100 pl, 400 ul, 500 pl.

Vortexmixer

Magnetrihrer

Glasréhrchen (12 x 75 mm) fiir den Extraktionsschritt

5 ml automati sche Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen
Absaug- und Waschvorrichtung

Jeder Gamma-Counter, der I messen kann, kann verwendet werden.
Maximal e M esseffizienz sollte gewéhrleistet sein.

Zentrifuge fir Betrieb mit 800-1500 g
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VIII.

B.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekondituieren Sie die Kalibratoren mit 0,5 ml dest. Wasser.
Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.
1125 25-OH-Vitamin D3 Rekongtituieren Sie mit 6 ml Tracer-Puffer.
Waschldsung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschlésung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlésung (70x) 69
Volumen destilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetriihrer. Entsorgen
Sie nach jedem Arbeitstag die tiberflissige Waschl dsung.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen und Rekongtituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8°C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfall sdatum haltbar.

Nach der Rekonstitution sind Kalibratoren und Kontrollen eine Woche bei 2
bis 8 °C sabil. Fur ene langere Aufbewahrung sollten diese Reagenzien
diquotiert und bei —20°C eingefroren werden for maximum 3 months ,fir
maximal 3 Monate.

Die Waschlosung sollte frisch hergestellt und am selben Tag aufgebraucht
werden.

Der rekongtituierte Tracer it nach dem ersten Gebrauch tiefzufrieren und
dann bis zum Verfalldatum haltbar.

Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf Instabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben und Heparin Plasmaproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt
werden.

Dieser Kit ist fir Serum- und Heparin Plasmaproben geeignet. Eine
Korreation wurde zwischen 23 Serum- und Heparin Plasmaproben des
gleichen Patienten festgestellt: Plasma = 0,95 Serum + 1,25, R= 0,89.

Falls der Test nicht innerhalb von 48 Std. durchgefuhrt wird, missen die
Proben bei —20°C aufgehoben werden.

Nach dem Auftauen Serumproben und Heparinplasma zuerst mischen
(Vortexmixer), dann zentrifugieren.

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfuhrung

Vewenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach dem
Ablaufdatum. Vermischen Sie nie Materialien von unterschiedlichen Kit-
Chargen. Bringen Sie ale Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Ruhren. Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhthen die
Prézision. Achten Sieauf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchlé&ufen.

Dur chfiihrung

Extraktionsschritt:

1.
3.

2.
4.
5

Beschriften Sie Glasrdhrchen (12 x 75 mm) fur Extraktion: 6 Kalibratoren,
2 Kontrollen und bis zu 40 Proben in doppelter Ausfertigung

Geben Sie 100 ul jedes Kalibrators, jeder Kontrolle oder Probe in die
entsprechenden Réhrchen.

Pipettieren Sie 0,5 ml Azetonitril in jedes Rohrchen.

Mischen Sie 7 Sekunden mit einem Vortexmixer.

Zentrifugieren Sie 5 Minuten bei Raumtemperatur (bei 800-1500 g).

Inkubationsschritt:

1.

10.

Beschriften Sie je 2 beschichtete Réhrchen fiir jeden Kalibrator, jede Probe
und jede Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften Sie 2
normal e Réhrchen.

Pipettieren Sie 100 ul des Uberstandes aus dem Extraktionsschritt in die
entsprechenden Rohrchen. Die Pipettenspitzen jeweils vor dem Pipettieren
mit dem entsprechenden Uberstand séttigen.

Geben Sie 400 ul Inkubationspuffer in alle Rohrchen (aufBer T).

Pipettieren Sie 50 ul Tracer in ale Rohrchen (einschlielllich T).

Inkubieren Sie 2 Stunden, unter Ruhren (300-700 UPM), bei
Raumtemperatur.

Saugen Sie den Inhalt jedes Réhrchens ab (auRRer Gesamtaktivitét).

Waschen Sie die Rohrchen zweimal mit 2 ml Waschl6sung und saugen Sie
ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei Zugabe der Waschl 6sung.

Lassen Sie nach dem Waschen die Rohrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und
saugen Sie den verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

Werten Sie die Rohrchen in einem Gamma-Counter iber 60 Sekunden aus.




XlI. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét al's Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Aktivitét (Kalibrator oder Probe) 1
Aktivitdt (Null-Kalibrator)

3. Vewenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 GroRenordnungen) drucken Sie die (B/BO(%))
Werte fiir jeden Kalibratorpunkt als Funktion der 250H.D3; Konzentration
fur jeden Kalibratorpunkt, schlief}en Sie offensichtliche , Ausreil3er aus.

4. Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstdlung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgeftihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer , 4-Parameter”-Kurvenfunktion.

5. Bestimmen Sie die 250H.D; Konzentrationen der Proben (ber
Interpolation der Probenwerte B/BO(%)) der Referenzkurve.

6. Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers

ohne unmarkiertes 250H.D5 (BO/T) gepriift werden.

N

B/BO (%) =

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kdnnen nicht a's
Ersatz fur die Echtzeitkalibrationekurve verwendet werden.

D. Genauigkeit

WIEDERFINDUNGSTEST
Zugeg. 25-OH-Vit.D; Wiedergefunden
(ng/ml) (%)
0 -
75 100
15,0 107
30,0 100
60,0 98
VERDUNNUNGSTEST
Probeverdiin Theoretische Gemessene Wiedergefunden
nung Konzent. Konzent.
(ng/ml) (ng/ml) %)
1 25 25 100
12 213 20,9 98,4
V4 10,6 11,2 1053
/8 53 57 107,0
1/16 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0

E. Zeitver zdger ung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann erhalten
bleibt, wenn die Probe 15 oder 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators in die
beschichteten Rohrchen zugefugt wird.

250H-Vit.D3 Cpm B/Box 100
Gesamtaktivitét 40301 -
Kdibrator 0 ng/ml 23803 100 %
3,0 ng/ml 20171 85%
9,0 ngml 16237 68 %
20,0 ng/ml 12156 51 %
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2%

Bemer kung: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml

ZEITABSTAND
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
Probe 1 9,5 9,2 10,1
Probe 2 36,8 33,9 36,2

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit enem Satz anderer
Kalibratoren gemessen. Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare 25-OH-
Vitamin D; Konzentration be zwei Standardabweichungen unterhalb des
gemessenen Durchschnittswerts bei Nullbindung, entsprach 1,2 ng/ml.

B. Spezifitat
Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschétzt
wurde, wel che eine 50%i ge I nhibition ergibt, betragt respektive:

Substanz Kreuz-Reaktivitat (%)

250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0OH),-Vitamin,Ds 89¢
1,25(0OH),-Vitamin,D, <0,01
VitaminD3 <0,03

Vitamin D2 <0,03
24,25(0H)-Vitamin,Ds <08

* Da die 1,25(0OH),-Vitamin D3 Konzentrationen praktisch 1.000 Mal niedriger
snd as die des 25-OH-Vitamins D, ist diese Kreuz-Resktivitdt als nicht
signifikant fur den 25-OH-Vitamin D3 Assay einzustufen.

Die Leistung des Tests wird nicht durch Hamolyse (mit 5g/L Ha&moglobin
getestet) oder Bilirubindmie (mit 0,25 g/L Bilirubin getestet) beeinfluft.

C. Préazision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Probe N <X>+SD C.V. Probe N <X>+SD C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 73 A 9 6,7+05 72
B 43 104+0,9 838 B 9 131+ 1,0 73

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Wenn die Resultate fiir Kontrolle 1 und/oder Kontrolle 2 sich nicht innerhalb
des auf dem Flaschchenetikett angegebenen Bereichs befinden, kénnen die
Resultate nicht verwendet werden, wenn es keine zufrieden sellende
Erklarung fur die Diskrepanz gibt.

- Falls Extra-Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte. Erinnern Sie sich,
dass zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.

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

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

Nahrungsaufnahme, Rasse, Jahreszeit und Alter haben einen Einfluss auf die
Normalwerte des 25-OH-Vitamins Ds.

Die nachfolgend erwarteten Ergebnisse sollten nicht als absolut betrachtet werden.
DIAsource evaluierte Serum, das von von 39 Mé&nnern und 40 Frauenaus
Westeuropa gesammelt wurde, die gesund nach ihren Ca-, PTH- und Albumin-
Werten waren. Das Alter der Freiwilligen lag zwischen 17 und 58 Jahren. Die
Proben wurden in den Monaten Dezember 2010 und Januar 2011 gesammelt. Der
Durchschnittswert (n= 79) lag bei 12,5 ng/ml, mit Bereichsgrenzen von 4,1 bis 28,7
ng/ml (basierend auf 2,5 bis 97,5 Perzentilen).

Jedes Labor sollte seinen eigenen Bereich, basierend auf der lokalen Bevdlkerung,
etablieren.

Aktuelle Literatur schiégt die folgenden Bereiche fir die Klassfizierung von 25 OH
Vitamin D vor: Mangel: 0-10 ng/ml; Unzulanglichkeit: 10-30 ng/ml; Ausreichend:
30 bis 150 ng/ml; Giftigkeit: >150 mg/ml.



XVI. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt | (Halbwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisi erte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen
oder Tieren angewendet werden.

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

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid al's
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluRrohren reagieren und so hochexpl osive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wahrend der Waschschritte den Abfluf? grindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe, Der Umgang mit radioaktiven
Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in einem speziell ausgewiesenen
Bereich gattfinden. Ein Logbuch fir Protokolle und Aufbewahrung muss im
Labor sein. Die Laborausriistung und die Glasbehdlter, die mit radioaktiven
Substanzen kontaminiert werden konnen, missen ausgesondert werden, um
Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Radioi sotopen zu verhindern.
Verschiittete radioaktive Substanzen miissen sofort den Sicherheitshestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle miissen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das Labor zusténdigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausrei chenden Schutz.
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XVIII. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS
GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
ml ml ml
EXTRAKTION
Kadibratoren - 01 -
Proben/ Kontrollen - - 01
Azetonitril - 05 05
Vortex Vortex 7 Sekunden
Zentrifugierung 5 Minuten bei 800-1500 g
INKUBATION
Extrakti onsiiberstand - 01 01
I nkubati onspuffer - 04 04
Tracer 0,05 0,05 0,05
Inkubation 2 Stunden bei Raumtemperatur unter Riihren (300-700
UPM)
Separation - absaugen
Waschl ésung - 20
Separation - absaugen
Waschl dsung - 20
Separation - vorsichtig absaugen
Auswertung Messen der Rohrchen 60 Sekunden

DI Asource Kata ognummer:

KIP1961

Beipackzettel- nummer:
1700543/de
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Origind ausgabe:
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Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I’ uso.

250H-VIT.D3-RIA-CT

I. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del 250H-Vit.D3 umano nel sero o nel
plasma eparinizzato.

II. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE
A. Nome commerciale: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
B. Numerodi catalogo: KIP1961: 96 tests

C. Prodottoda: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgio.

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

[11. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Funzonefisiologica di 250H-Vit.D3

25-idrossivitamina D3 (250HD3) € la denominazione comune di 9,10-secocol esta-5,7,10(19)-triene-3p,25-
diolo. Questo secosteroide viene prodotto nel fegato attraverso la 25-idrossilazione del colecalciferolo o
ddla vitamina D;. 250HD; € una precursore per atri metaboliti della vitamina D ed € dotato
esclusivamente di un’attivita biologica limitata. 1l derivato piu attivo € 1a,25-idrossivitamina D3, prodotta
nel rene (o0 nella placenta) da la-idrossilazione di 250HD;. Questo steroide regolato ormonalmente
gtimola I'assorbimento sia del calcio che del fosforo da parte dell’intestino. Esso stimola, inoltre, il
riassorbimento e la mineralizzazione ossea prevenendo lo sviluppo del rachitismo, dell’ osteoporosi o della
osteomalacia. Questo ormone della vitamina D potrebbe risultare attivo anche in altri tessuti responsabili
del trasporto del calcio (placenta, rene, ghiandole mammarie, ecc.) e nella ghiandole endocrine (cellule

beta, paratiroidi, ecc.) La25-idrossivitaminaDs €il principale precursore per i metabaliti.

B. Meccanismo di regolazione

La produzione di 25-idrossivitamina D avviene principamente nel fegato sebbene altri tessuti (intestino,
reni) potrebbero eseguire la stessa idrossilazione. Sebbene possa verificars una certa inibizione da
retroazione nella stessa produzione di 25-idrossivitamina D, una maggiore disponibilita di substrato
(vitamina D3) comporta una maggiore produzione di 25-idrossivitamina D e una maggiore concentrazione

di 25-idrossivitamina D in circolazione nel sangue.

C. Applicazioni cliniche

Questo dosaggio € importante ai fini della diagnosi di carenza o insufficienza di vitamina D, o in caso di

intossicazione.



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

In un primo tempo i calibratori, i controlli e i campioni (sero e di plasma
eparinizzato) vengono estratti con acetonitrile.

Una quantita definita di 250H vitamina D3 marcata con 2| compete con 250H
vitamina D3 ottenuta da qualsiasi campione, controllo o calibratore estratto per un
numero definito di siti di anticorpo specifici adsorbito sulla superficie inferiore e
interna delle provette di plastica.

Dopo 2 ore di incubazione a temperatura ambiente, la reazione di competizione
viene interrotta per aspirazione della miscela di reazione. Le provette vengono
lavate con tampone di lavaggio e contate in un contatore gamma.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Quantita Codice Volume di
colore ricostituzione
U Provette sensibilizzate 2x48 rosa Pronte per I'uso
con anticorpo anti

250H-VitaminaD3

125 1 flacone rosso Ricostituire al
liofilizzati momento aggiungendo
250H-VitaminaDs 1'% 160 kBq 6 ml di tracer buffer
CAL n 1 flacone gidlo Aggiungere 0,5 ml di
. - - liofilizzati acquadidtillata
Cdibraore 0: siero di
cavallo/tampone fosfato con
gentamicina
CAL 5 flaconi gidlo Aggiungere 0,5 ml di
. - — - liofilizzati acquadigtillata
Cdibraori 1-5in siero di
cavallo/tampone fosfato con
gentamicina (le concentrazioni
esdtte dei calibratori sono
riportate sulle etichette dei
flaconi)
INC BUF 1 flacone nero Pronte per |'uso
45 ml
Tampone incubazi one con azide
di sodio (<0,1%)
1 flacone rosso Pronte per |'uso
Soluzione etanolica con sodio
azide (<0,1%)
1 flacone nero Pronte per |'uso
Acetonitrile
1 flacone bruno Diluire 70 x con acqua
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml distillata usando un

agitatore magnetico
Tampone di lavaggio

2 flaconi argento | Aggiungere 0,5 ml di
CONTROL | N | liofilizzati acquadigtillata

Controlli N. 1 e 2, in siero umano,
contenente timolo

Nota: Utilizzare il calibratore N.O per diluire i campioni con valori superiori a
quelli del calibratore maggiore prima dellafase di estrazione.
Non é disponibile a cun materiale di riferimento internazionale.

VI. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale € richiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit:
1. Acquadigtillata

2 Pipette per dispensare 50 pl, 100 pl, 400 ul, 500 pl.

3 Agitatore tipo vortex

4. Agitatore magnetico

5. Provette di vetro (12x75 mm) per lafase di estrazione.

6 Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi

7 Dispositivo di aspirazione e lavaggio.

8 Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%).
9 Centrifuga attivata a 800-1500 g

Oowm>

VIII.

B.

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricogtituirei calibratori con 0,5 ml di acqua distillata.
Controlli: Ricogtituirei controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

1125 250H-Vit.D3 : Ricogtituire con 6 ml di tracer buffer.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(70 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
Lasoluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 1 settimanaa 2-8°C
e, suddivis in aliquote a—20°C, per periodi pit lunghi, fino a un massmo
di 3 mes.

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

Dopo il primo utilizzo € necessario congelare il marcato ricostituito, chesi
manterra stabile fino alla data di scadenza.

Alterazioni dell’aspetto fisco dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di siero e di plasma eparinizzato a 2-8°C.

Questo kit & adatto per campioni di siero e di plasma eparinizzato. E stata
stabilita una correlazione tra 23 campioni di siero e di plasma eparinizzato
ottenuti dagli stess pazienti: plasma= 0,95 siero + 1,25, R = 0,89.

Se non s desidera eseguire il dosaggio entro 48 ore dal prelievo, s
raccomanda di conservarei campioni a—20°C.

Una volta eseguito lo scongelamento, i campioni di sero e di plasma
eparinizzato devono essere prima miscelati (vortex) e, poi, centrifugati.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti divers. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che si
usi un NUOVO reattivo o campione.

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

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

M etodo del dosaggio

Fase di estrazione :

1.

2.

3.
4.
5

Etichettare le provette di vetro (12x75 mm) per la fase di esrazione 6
calibratori, 2 controlli e finoa40 campioni in duplicato.

Dispensare 100 ul di ciascun calibratore, controllo o campione nelle
rispettive provette.

Aggiungere 0,5 ml di acetonitrile a ciascuna provetta.

Miscelare per 7 secondi utilizzando un agitatore vortex.

Centrifugare per 5 minuti atemperatura ambiente (a 800-1500 g).

Fase di incubazione :

1.

Numerare |le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensbilizzate
per la determinazione dell’ attivitatotale.

Aggiungere 100 ul di supernatante ottenuto dalla fase di estrazione nelle
rispettive provette. Primadi eseguire I’ aggiunta nella provetta, & necessario
chei puntali delle pipette sano stati saturati con il rispettivo supernatante.
Dispensare 400 pl tampone incubazione in ciascuna provetta, tranne in
quelle per Iattivitatotale.

Aggiungere 50 pul di marcato in ciascun provetta, incluso quelle per I attivita
totale.

Incubare 2 ore a temperatura ambiente sotto agitazione (300-700 rpm).
Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
|"attivita totale.

Lavare per due volte le provette utilizzando 2 ml di tampone di lavaggio ed
eseguire |'aspirazione. Evitare che s formi schiuma durante I'utilizzo del
tampone di lavaggio.

Dopo il lavaggio lasciare decantare | e provette in posizione verticale per due
minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido residue.




9. Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

XI.  CALCOLO DEI RISULTATI

1. Calcolarelamediadelle determinazioni in duplicato.

2. Calcolareil rapporto (rapporto di competizione) tra radioattivita legata alle
provette di calibratore 1-5, campioni e controlli (B) e la radioattivita legata
alle provette dello calibratore zero (BO).

cpm (Calibratore, campioni o controlli) <1

B/BO(%) =
6 cpm (Zero Cdibratore)

00

3. Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di 250H.Dg, tracciare la curva di taratura, scartare
i valori palesemente discordanti.

4.  E possbile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sissema automatico di interpolazione dati utilizzare la curva a 4
parametri.

5. Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di 250H.Ds.

6. Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

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

per calcolare le concentrazioni di 250H.D3 in campioni e controlli a posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

250H-Vit.D3 cpm B/Box 100
Attivitatotae 40301 -
Cdibratore 0 ng/ml 23803 100 %
3,0 ng/ml 20171 85%
9,0 ngml 16237 68 %
20,0 ng/ml 12156 51 %
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2%

Nota: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml
XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita
Venti replicati dello standard zero sono stati dosati inseme agli atri
standard. La senshilita, calcolata come concentrazione apparente di
250H-Vitamina.D3 con cpm inferiore alla media piu 2 deviazioni standard
di 20 replicati dello standard zero, e risultata essere 1,2 ng/ml.

B. Specificita
Le percentuali di crossreattivita stimata rispetto ala concentrazione in
grado di produrre un’inibizione al 50% sono rispettivamente:

Composto Cross-Reattivita (%)

250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0OH),-Vitamin.Ds 89¢
1,25(0OH),-Vitamin.D, <0,01

Vitamin D3 <0,03

Vitamin D2 <0,03
24,25(0H)-Vitamin.Ds <08

* Dal momento che le concentrazioni di 1,25(OH),-Vit.D3; sono, praticamente,
1000 inferiori rispetto a quelle di 25-OH-Vit.Ds, questa cross-resttivita non &
significativa e non interferisce con questo dosaggio di 25-OH-Vit.Ds.

Le prestazioni del saggio non sono influenzate dall’emolis (analizzati 5 g/L di
emoglobina) o dalla bilirubinemia (analizzati 0,25 g/L di bilirubina).

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Campio | N <X>+3SD C.V. Campio | N <X>+3SD C.V.
ne (ng/ml) %) ne (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 73 A 9 6,7+05 72
B 43 10,4+ 0,9 88 B 9 131+10 73

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficente di Variazione

D. Accur atezza

TEST DI RECUPERO
250H-Vit.Dsaggiunto Recupero
(ng/ml) (%)
0 100
15 109
40 97
60 106
TEST DI DILUZIONE
Diluizione Concentrazione Concentrazione Recupero
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml) (%)
1 25 25 100
12 213 20,9 98,4
v4 10,6 112 105,3
/8 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0

E. Tempo trascorso tral’aggiunta dell’ultimo calibr atore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene
accurato anche quando un campione viene aggiunto nelle provette
sensibilizzate 15 e 30 minuti dopo I’ aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO

0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
campioni 1 9,5 9,2 10,1
campioni 2 36,8 33,9 36,2

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

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

- Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un’ aliquota piu di duevolte.

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

XV.VALORI ATTESI

E noto che |’ apporto dietetico, larazza, |a stagione e I’ eta influiscono sui normali
livelli di 250H.Vit.Ds,

| valori attes forniti qui di seguito non devono essere considerati come
assoluti. DIAsource ha analizzato il siero raccolto da 39 soggetti maschili e 40
soggetti femminili, giudicati sani in base ai valori di Ca, PTH e albumina,
provenienti dall’Europa occidentale. L’intervallo di eta dei volontari era 17-
58 anni. | campioni sono stati raccolti durantei mes di dicembre 2010 e gennaio
2011. Lamedia per la popolazione (n = 79) érisultata 12,5 ng/mL, varabile da 4,1
a28,7 ng/ml (basati sui percentili dal 2,5% al 97,5%).

Ogni laboratorio deve stabilire il proprio intervallo di riferimento in base ala
propria popolazione locale.

La letteratura recente suggerisce i seguenti intervalli per la classificazione dello
stato di 25-OH-Vitamina D: carenza: 0-10 ng/mL; insufficienza: 10-30 ng/mL;
sufficienza: da 30 a 150 ng/mL; tossicita: >150 ng/mL.

XVI. PRECAUZIONI PERL'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene *°| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35,5 keV)
ionizzanti.

L’acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani 0 animali.

| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati



da organismi di controllo europei o0 da FDA e s sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi 0 i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle
tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi resttivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove s usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. L e sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del material e radioattivo. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I'uso di sostanze radi oattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
ATTIVITA CALIBRATORE CAMPIONI
TOTALE ml CONTROLLI
ml ml
ESTRAZIONE
Cdibraore - 0,1 -
Campioni/Controlli - - 0,1
Acetonitrile - 0,5 05
Agitatore Vortex Agitare per 7 secondi
Centrifugazione 5 minuti a800-1500 g
INCUBAZIONE
Supernatante di - 0,1 0,1
estrazione
Tampone incubazione - 04 04
Marcato 0,05 0,05 0,05

Incubazione Incubare 2 ore atemperatura ambiente sotto agitazione (300-
700 rpm).

Separazione Tampone - aspirare

di lavaggio - 20

Separazione - aspirare

Tampone di lavaggio R 20

Separazione - Aspirare con cautela

Conteggio Contare le provette per 1 minuto

DIAsource:
KIP1961

Numero di cataogo di

Revisione numero:
110328/1

P.I. numero:
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Leer el protocolo completo antesde usar.

250H-VIT.D3-RIA-CT

INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro del 250H-Vit.D3 humano en suero o
plasma heparinizado.

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT
NUmerode Catdlogo: KIP1961: 96 test

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

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

INFORMACION CLINICA

Funcion fisioldgica de 250H-Vit.Ds

25-Hidroxivitamina Dz (250HD3) es & nombre simple de 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-
3B, 25-dial. Este secosteroide se produce en € higado por la 25-hidroxilacién ddl colecalciferol o
Vitamina D3. 250HD; es un precursor para otros metabolitos de la Vitamina D y tiene una
actividad biologica limitada. El derivado més activo es 1a,25-Hidroxivitamina Ds, producido en
el rifion (o la placenta) por la la-hidroxilacion de 250HD;. Este esteroide regulado de manera
hormonal estimula la absorcién intestinal del calcio y ddl fosforo. Estimulatambién laresorcion y
mineraizacion 6sea e impide asi € desarrollo del raquitismo, osteoporosis o de la osteomalacia.
Esta hormona Vitamina D también puede ser activa en otros tejidos responsables del transporte
dd calcio (placenta, rifién, glandula mamaria,...) y en las glandulas endocrinas (células beta,
glandulas paratiroideas,...). 25-hidroxivitamina D3 es un precursor principal paralos metabolitos.

Mecanismo regulador

La produccién de 25-hidroxivitamina D se produce principalmente en € higado, aunque otros
tgidos (intestino, rifién) pueden efectuar la misma hidroxilacion. Aungue puede haber cierta
inhibicion retroactiva de la 25-hidroxivitamina D en su propia produccién, una disponibilidad
mas alta dd sustrato (Vitamina D3) resulta en una produccion mas alta de 25-hidroxivitamina D
y en concentraciones més atas de 25-hidroxivitamina D en circulacion en lasangre.

Aplicacionesclinicas
Este kit esimportante para diagnosticar la deficiencia, insuficiencia o laintoxicacion por
VitaminaD.



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

Primero los calibradores, los controles y las muestras (suero o plasma

heparinizado) son extraidos con acetonitrilo.

Una cantidad fija de 250H Vitamina Ds marcada con | compite con la 250H
Vitamina D3 de las muestras, los controles o |os calibradores extraidos, por una
cantidad fija de stios de anticuerpos, inmovilizados en la superficie inferior

interna de tubos de plasti co.

Después de 2 horas de incubacion a T.A., una aspiracion termina con la reaccion
de competicion. Los tubos se lavan con 2 ml de Solucion de lavado y se cuentan

en un contador de radiaciones gamma.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Controles-N =102
en suero humano y timol

Reactivos Cantidad Cadigo Recongtitucién
de Color
Tubos recubiertos con 2x48 rosa Listo parauso
anti 250H-
Vitamin.D3
125) lvial rojo Reconstituir
liofilizado inmediatamente antes
TRAZADOR: 250H-Vitamina.D3 160 kBqg de usar agregando 6 ml
marcado con 1125 del tampon trazador
CAL n 1vial amaillo | Afiadir 0,5ml de agua
liofilizado destilada
Cdlibrador 0: suero de
caballo/tampon fosfato con
gentamicina
cAL Svides | amaillo | Afadir 0,5 ml de agua
. liofilizados destilada
Cadlibradores 1-5 en suero de
caballo/tampon fosfato con
gentamicina(mirar los vaores
exactos en | as eti quetas)
1via negro Listo parauso
45 ml
Tampon de incubaci on con azida
sodica (< 0.1%)
. rojo Listo parauso
TRACER | BUF lvid ! P
7ml
Solucién etandlica con azida
sodica(< 0,1%)
1via negro Listo parauso
ACETONITRILE 25 ml
Acetonitrilo
1via marrén Diluir 70 x con agua
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml destilada (utilizar
agitador magnéti co)
Solucion de lavado
2vides plaeado | Afiadir 0,5 ml de agua
| CONTROL | N | liofilizados destilada

Nota: Para diluciones de muestras con valores superiores a calibrador mas alto

antes de la fase de extraccion, utilizar € calibrador 0.
No existe ninguna preparacion de referenciainternacional.

VlI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

Aguadestilada

Vortex
Agitador magnético

©CONoOOA~WNE

Pipetas de 50 pl, 100m, 400 pl y 500 pl

VII. PREPARACION DE REACTIVOS

Tubos de vidrio (12x75 mm) parala fase de extraccion.
Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para e lavado
Sistema de aspiraci 6n (opcional)
Contador de radiaciones gamma para medir 1*® (minima efi ciencia 70%)
Centrifuga funcionando a 800-1500 g

A. Calibrador es: recondtituir los calibradores con 0,5 ml de agua destilada.

B. Controles: Recondtituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.

C  250H-Vit.Dsl-'?: reconstituir con 6 ml detampén trazador.

D. Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabagjo no utilizada al
final del dia.

VIIl. ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

- Antes de abrir o recongtituir todos |os componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.

- Después de su recongtitucion los calibradores y controles son estables
durante una semana a 2-8°C. Para periodos mas largos, alicuotar y guardar
a—20°C por 3 meses maximo.

- Después del primer uso el trazador reconstituido tiene que ser congelado.
Asi es establ e hasta la fecha de caducidad.

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

IX. RECOGI DA Y PREPARACION DE MUESTRAS

- Las muestras de suero y plasma heparinizado deben ser guardadas a 2-8°C.

- Este kit es adecuado para muestras de suero y plasma heparinizado. Se ha
establ ecido una correlacién entre 23 sueros y plasmas heparinizados de los
mismos pacientes. Plasma = 0,95 Suero + 1,25, R = 0,89.

- Si d ensayo no seredliza en 48 hrs., amacenar las muestras a—20°.

- Después de descongelar, las muestras de suero y plasma heparinizado
tienen que ser mezcladas (Vortex), después centrifugadas.

X. PROTOCOLO

A. Notas de manejo
No utilizar & kit o componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente nimero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar contaminacion cruzada
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision o equipamiento de di spensacion automética
meorarala precision. Respetar | ostiempos de incubacién.

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

B. Protocolo

Fase de extraccion:

1. Marcar los tubos de vidrio (12x75 mm) para extraccion: 6 calibradores, 2
controlesy hasta 40 muestras en duplicado.

2. Dispensar 100 pl de cada calibrador, control o muestra en sus respectivos
tubos.

3. Afiadir 0,5 ml de acetonitrilo a cada tubo.

4, Mezclar durante 7 segundos con un vortex.

5. Centrifugar durante 5 minutos a temperatura ambiente (a 800-1500 g).

Fase de Incubacion :

1.

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada uno de los
calibradores, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Afiadir 100 pl del sobrenadante obtenido después de la fase de extraccion a
los tubos respectivos. Las puntas de las pipetas deben ser saturadas del
sobrenadante en cuestion antes delaadicién al tubo.

Dispensar 400 ul del Tampdn de Incubacion en cada tubo, excepto los de
Cuentas Totales.

Afiadir 50 ul del trazador a cada tubo, incluyendo las Cuentas Total es.
Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente, en un agitador (300-700
RPM).

Aspirar e contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales).
Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca @ fondo del tubo
con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar lostubos 2 veces con 2 ml de Solucién de lavado y aspirar. Evitar la
formacién de espuma durante la adicion dela Solucion de lavado

Después del lavado, dejar los tubos en posicion vertical durante 2 minutos
y aspirar € liquido restante.

Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma




Xl.  CALCULO DE RESULTADOS

1. Calcular la media delos duplicados.

2. Calcular la radiactividad enlazada como un porcentaje de la unién
determinada a punto cero (0) del calibrador de acuerdo con la siguiente
formula

Cuentas (Calibrador o muestra)
Cuentas ( Calibrador Cero)
3. Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico o logit-log, representar los
valores de (B/B0%) de cada punto del calibrador frente a las
concentraciones del 250H-Vit.D de cada calibrador, rechazando los

puntos externos.

4, Métodos computarizados de resultados pueden ser utilizados para la
construccion de la curva de calibracion. Si se utiliza un sstema
automético de célculo de resultados, se recomienda usar la representacion
gréfica” 4 parametros’.

5. Por interpolacion de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan
los valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de
calibracion.

6. El porcentagje total de enlace del trazador en ausencia de 250H-Vit.D no
marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

B/BO(%) = x100

XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

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

D. Exactitud

TEST DE RECUPERACION
250H-Vit.D afadido Recuperado
(ng/ml) (%)
0 100
15 109
40 97
60 106
TEST DILUCION
Dilucién de Concent. Concent. Recuperado
lamuestra Tedrica Medida %)
(ng/ml) (ng/ml)
1 25 25 100
12 213 20,9 98,4
v4 10,6 112 105,3
8 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0

250H-Vit.Dy cpm B/Box 100 E.  Tiempo deesperaentreladispensacion del tltimo calibrador ylade
lamuestra
Cuentas Totales 40301 . Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene incluso en
Calibrador 0 ngml 23803 100% caso de dispensar la muestra 15 y 30 minutos después de haberse adicionado €
30 ng/ml 20171 85 % calibrador alos tubos recubiertos.
9,0 ngml 16237 68%
20,0 ng/ml 12156 51% TIEMPO DE ESPERA
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2% 0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
Nota: 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml Muegtra 1 95 9,2 10,1
Muestra 2 36,8 33,9 36,2

XI1l. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. L imite de deteccion

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

El limite de deteccién, definido como la concentracion aparente de 250H-
Vitamin.D3, dos desviaciones estandares debajo de la media de cuentas cuando
enlace era cero, fuede 1,2 ng/ml.

B. Especificidad
El porcentaje de reaccién cruzada estimada por la comparacion de la
concentracién (indicando una inhibicién de 50 %) es respectivamente :

Compuesto Reaccién-cruzada (%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0OH),-Vitamin.Ds 89+
1,25(0OH),-Vitamin.D, <0,01
VitaminD3 <0,03
Vitamin D2 <0,03
24,25(0H)-Vitamin.Ds <038

* Visto que las concentraciones de 1,25(0OH),-Vit.D3 son aproximadamente 1000
veces més bajas que 25-OH-Vit.D3, esta reaccién cruzada es insignificante y no
influye en este ensayo de 25-OH-Vit.D3.

El desempefio no se ve afectado por hemdliss (probado con 5 g/L de
hemoglobina) o bilirubinemia (probado con 0,25 g/L bilirubina).
C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Muest N <X>+ 8D Ccv Muest N <X>+ 8D Ccv
ra (ng/ml) %) |fra (ng/ml) %)
A 49 191+ 14 73 A 99 6,7+05 72
B 43 10,4+ 0,9 88 B 13,1+1,0 73

SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para € Control 1 y/o Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, |os resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, los cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar més de dos veces.

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los duplicados de las
muestras se apoyan en las Buenas Précticas de Laboratorio.

XV. VALORES ESPERADOS

La alimentacion, la raza, la esacién y la edad pueden influenciar los niveles
normales de 250H.Vit.Ds.

Los valores esperados presentados a continuacién no deben considerarse como
absolutos. DI Asource evalu6 suero de 39 hombresy 40 mujeres, sanos de acuerdo
a valores de Ca, PTH y albimina, de Europa Occidental. La edad de los
voluntarios fluctué entre los 17 y los 58 afios de edad. Las muestras fueron
tomadas durante |os meses de diciembre del 2010 y enero del 2011. El promedio
para la poblacién (n = 79) fue de 12.5 ng/mL, con un rango entre 4,1 a 28,7
ng/mL (basados en los percentiles 2,5 % a 97,5 %).

Cada laboratorio debe establecer su propio rango basado en su poblacion local.

Literatura reciente ha sugerido los siguientes rangos para la clasificacion del
estado de la 25 OH Vitamina D: Deficiencia: 0-10 ng/mL; Insuficiencia: 10-30
ng/mL; Suficiencia: 30 a 150 ng/mL; Toxicidad: >150 ng/mL.



XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene I'® (vida media: 60 dias) emisor derayos X (28 keV) y derayos
v (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser mangado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos alalegislacion del paisde usuario. En ningin caso € producto debera ser
suministrado a humanos o animales.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/o la FDA dando negativo para HBsAg, anti-
HCV, anti-HIV-1 y 2. No se conoce ningin método que asegure que los
derivados de la sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones.
Por lo tanto € mangjo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los
procedi mientos de seguridad local es.

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

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la pid (azida sddica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con € plomo y cobre de las
caferias y producir azidas metélicas altamente explosivas. Durante € proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por € sumidero para evitar el
almacenamiento de laazida.

No fumar, beber, comer o utilizar cosméticos en @ éarea de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes. Todo e manegjo de producto
radiactivo se hara en un érea sefializada, diferente de la de paso regular. Debera
de utilizarse un libro de registros para recepcion y almacenaje de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente deberd separarse para evitar la contaminacion
cruzada con otros radi oi sGtopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
eliminados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legidacion alacual pertenezca el laboratorio. El gjustarse a las normas basicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.
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XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(ES)
(ml) (ml) (ml)
EXTRACCION
Cadibradores - 0,1 -
Muestras, controles - - 0,1
Acetonitrilo - 0,5 05
Vortex Vortex durante 7 segundos
Centrifugacion 5 minutos a 800-1500 g
INCUBACION
Sobrenadante de
extraccion - 0,1 0,1
Tampdn de incubaci 6n - 04 04
Trazador 0,05 0,05 0,05

Incubacion 2horasaT.A. en un agitador (300-700 RPM).
Separacion - aspirar

Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar

Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - Aspirar cuidadosamente
Contge Contar los tubos durante 60 segundos

KIP1961
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P.I. Numero : Revisién nr :
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C€

L eiatodo o protocolo antes de utilizar.

250H-VIT.D3-RIA-CT

UTILIZACAO PREVISTA

Radioimunoensaio para a determinagdo quantitativa in vitro do 250H-Vit.D3 no soro humano e no
plasma com heparina

| NFORMACOES GERAIS
Nome do proprietario: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
NUmerodo catdlogo:  KIP1961: 96 testes

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

Para obter infor magdes sobr e aquisi¢ao ou assisténcia técnica, contacte:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

SIGNIFICADO CLINICO

Funcéo fisiolégica do 250H-Vit.Ds

25-Hidroxivitamina D3 (250HD3) é 0 nome comum de 9, 10-secocolesta-5, 7, 10(19)-trieno-3p,
25-diol. Este secosterdide € produzido no figado por 25-hidroxilacdo de colecalciferol ou
Vitamina Ds. O 250HD3 é um precursor para outros metabolitos da Vitamina D e possui apenas
uma actividade biolégica limitada. O derivado mais activo é a 1o,25-Hidroxivitamina Ds,
produzida no rim (ou placenta) por lo-hidroxilagdo do 250HDs;. Este esterGide regulado
hormonalmente, estimula a absorcao intestinal, tanto de célcio como de fésforo. Estimula, ainda,
a reabsorcdo e a mineraizagdo 6ssea, prevenindo, assim, o desenvolvimento de raquitismo,
osteoporoses ou osteomal acia. Esta hormona da Vitamina D pode, igualmente, ser activa noutros
tecidos responsaveis pelo transporte do calcio (placenta, rim, glandula mamaria...) e nas glandulas
endocrinas (células beta, glandulas paratiroides...). A 25-hidroxivitamina Dz é o principa
precursor dos metabolitos.

Mecanismo regulador

A producdo de 25-hidroxivitamina D ocorre principalmente no figado, embora outros tecidos
(intestino, rim) possam desempenhar a mesma hidroxilacdo. Embora possa ocorrer algumaretro-
inibicdo da 25-hidroxivitamina D na sua prépria producdo, uma disponibilidade superior de
substrato (Vitamina Ds3) resulta numa producdo superior de 25-hidroxivitamina D e em
concentracfes superiores de 25-hidroxivitamina D acircular no sangue.

AplicacgBes clinicas
Este ensaio é importante para o diagndstico da caréncia, insuficiéncia ou intoxicacdo de Vitamina
D.



IV. PRINCIPIO DO METODO

Em primeiro lugar, os calibradores, controlos e amostras (soro ou plasma com
heparina) so extraidos com acetonitrilo.

Uma quantidade fixa de 250H Vitamina Ds marcada com *#I compete com a
250H Vitamina D3 de amostras extraidas, controlos ou calibradores para uma
quantidade fixa de paratopos especificos imobilizados na superficie inferior e
interna de tubos de plasti co.

Apbs 2 horas de incubacgdo a temperatura ambiente, uma operacéo de aspiragéo
interrompe a reaccdo de competicao. Os tubos sfo, de seguida, lavados com 2 ml
de solucdo de limpeza e contados num contador gama.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes Quantidade | Cddigo Reconstituicio
de cor
Tubos revestidos com 2x48 cor-de- | Prontopara utilizar
anti 250H-Vitamina rosa
D-
125) 1recipiente | vermelho | Reconstituir
liofilizado extemporaneamente
1'% 250H-Vitamina D 160 kBq por adicéo de 6 ml de
Tampé&o Marcador
CAL n 1recipiente | amarelo | Adicione 0,5 ml de
) liofilizado agua destilada
Cdlibrador 0: soro de
cavalo/tampéo fosfato com
gentamicina
CAL Srecipientes | amarelo | Adicione 0,5 ml de
. liofilizados agua destilada
Cdlibradores 1-5 em soro de
cavalo/ tampéo fosfato com
gentamicina (ver vaores exactos
nos rétul os dos recipiente)
INC BUF 1 recipiente preto Pronto para utilizar
45 ml
Tampéo de incubagéo com azida
de s6dio (<0,1%)
1recipiente | vermelho | Pronto para utilizar
Solugdo etanol com azida de sodio
(<0,1%)
ACETONITRIL 1 recipiente preto Pronto para utilizar
25ml
Acetonitrilo
1recipiente | castanho | Dilua 70 x com agua
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml destilada (use um
= agitador magnético).
Solugéo de lavagem
CONTROL N 2 recipientes | prateado | Adicione 0,5ml de
liofilizados 4guadestilada
Controlos 1 e 2 em soro humano
com timol

Nota: Utilize o Calibrador O para a diluicio de amostras com valores acima do
maior calibrador antes da operagéo de extraccao.
Néo est@o disponiveis materiais dereferéncia internacionais.

VI.  MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas ndo € fornecido com o kit:
Agua dedtilada

Pipetas autométicas de: 50 ul, 100 pl, 400 pl, 500 pl.
Misturador vortex

Agitador magnético

Tubos de vidro (12x75 mm) para a operagao de extracgao.
Seringa automatica de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem
Dispositivo de aspiragéo e lavagem.

Qualquer contador gama com capaci dade para medir 2| pode ser utilizado
(alcance minimo 70%)

Centrifugadora a 800-1500 g

@NoOA~WNE

©

VII. PREPARACAO DOS REAGENTES

A. Calibrador es: Reconstitua os calibradores com 0,5 ml de agua destilada.

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

C. 1125 250H-Vit.D3: Reconstitua com 6 ml de Tampé&o Marcador

D. Solucdo de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solugdo de Lavagem de Trabalho, adicionando 69 volumes de agua
destilada para 1 volume de solucdo de lavagem (70x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Elimine a solucéo de lavagem néo utilizada
no final do dia

VIIl. ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOSREAGENTES

- Antes de serem abertos ou reconstituidos, todos os componentes dos kits
S0 edtaveis até ao final do prazo de validade, indicado no rétulo, desde
que mantidos entre 2 a 8°C.

- Apobs reconstituicdo, os calibradores e os controlos sio estaveis durante 1
semana, se mantidos entre 2 a 8°C. Em periodos de armazenamento mais
longos, devem ser feitas aliquotas e mantidas a —20°C por no maximo 3
meses.

- O marcador recongituido tem de ser congelado antes da primeira
utilizacio. A seguir, permanece estavel até ao fim do prazo de validade.

- As dteragBes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradacéo.

IX. RECOLHA E PREPARAQAO DE AMOSTRAS

- Amostras de soro e amosiras de plasma com heparina devem ser mantidas
entre 2-8°C.

- Este kit é adequado para amostras de soro e plasma com heparina. A
correlacio foi estabelecida entre 23 amostras de soro e plasma com
heparina dos mesmos pacientes: Plasma= 0,95 + 1,25 soro, R = 0,89.

- Se aandlise ndo for realizada em 48 h, recomenda-se conservar a -20°C

- Apbs 0 descongelamento, as amostras de soro e plasma com heparina
devem ser misturadas (Vortex) e, de seguida, centrifugadas.

X. PROCEDIMENTO

A. Notas de manipulagao
N&o utilize o kit ou qualquer componente depois da expiracéo do prazo de
validade. Nao misture componentes de diferentes lotes. Antes da
utilizacdo, todos os componentes devem estar a temperatura ambiente
(TA).

Misture bem os reagentes e as amostras, por agitacdo ou rotacdo suaves.
Para evitar contaminagdes cruzadas, utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartavel para adicio de cada reagente e amostra.

Pipetas de ata precisio ou equipamento automatico de pipetagem
mel horam a precisdo. Respeite os periodos de incubagéo.

Prepare uma curva de calibragem para cada andlise, ndo utilize dados de
andlises prévias.

B. Procedimento

Operacao de extracgao:

1. Rotule os tubos de vidro (12x75 mm) para extraccdo: 6 calibradores, 2
controlos e até 40 amostras em duplicata.

2. Dispense 100 pl de cada calibrador, controlo ou amostra nos respectivos
tubos.

3. Adicione 0,5 ml de acetonitrilo a cada tubo.

4, Misture durante 7 segundos com um vortex.

5. Centrifugue durante 5 minutos a temperatura ambi ente (a 800-1500 g).

Operacao de calibragem:
1.

2.

®© N M

10.

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra e
controlo. Para a determinagéo das contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Adicione 100 pl de sobrenadante obtido apds a operagdo de extracgdo aos
tubos correspondentes. As pontas das pipetas devem estar saturadas com o
sobrenadante correspondente antes de adicionar ao tubo.

Dispense 400 pl de Tampéo de Incubagéo para cada tubo, excepto aqueles
para as contagens totais.

Adicione 50 pl de marcador para cada tubo, incluindo as contagenstotais.
Incube durante 2 h a temperatura ambiente sob agitacéo (300-700 RPM).
Aspire o contelido de cada tubo (excepto as contagenstotais).

Lave duas vezes os tubos com 2 ml de Solugéo de Lavagem e aspire. Evite
aformacao de espuma quando adi ciona a solugdo de lavagem.

Depois da lavagem, deixe os tubos na vertical durante 2 minutos e
seguidamente aspire a Ultima porcao de liquido.

Conte os tubos num contador gama durante 60 segundos.




XI.  CALCULO DOSRESULTADOS

1.  Caculeamédia das determinagBes em duplicado.

2. Cdecule a radioactividade de ligagdo como uma percentagem da ligagdo
determinada no ponto do calibrador zero (0), de acordo com a férmula
seguinte:

Contagens (Calibrador ou amostra)

B/BO(%) =
6 Contagens (calibrador Zero)

3. Utilizando um papel de grafico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log,
trace os valores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragem como uma fungéo
da concentragdo 250H-Vit.D3 em cada ponto, reeitando os resultados
aberrantes 6bvios.

4.  Os métodos informaticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibragem. Se o processamento dos resultados for automético, é
recomendavel um agjustamento de curvas de funcio logigica de 4
parametros.

5. Por interpolagdo dos valores das amostras (B/BO(%)), determine as
concentragdes de 250H-Vit.D; das amostras da curva de referéncia

6. Para cada andlise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
250H-Vit.D3 (BO/T) sem rétul o deve ser verificada

XIl. DADOSTIPICOS

Os dados seguintes servem apenas de exemplo e nunca devem ser utilizados em
detrimento dos dados reais da curva de calibragem.

250H-Vit.D3 Cpm B/Box 100
Contagem Tota 40301 -
Cdibrador 0 ngml 23803 100 %
3,0 ng/ml 20171 85%
9,0 ngml 16237 68 %
20,0 ng/ml 12156 51 %
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2%

D.  Sensbilidade

TESTE DE RECUPERAGCAO
250H-Vit.D3 Recuper agéo
adicionada (ng/ml) %)
0 100
15 109
40 97
60 106

TESTE DE DILUIGAO

Diluicéo Concent. Tedrica Concent. Recuper agéo
(ng/ml) Medida.
(ng/ml) (%)

71 425 425 100

12 213 209 98,4
v4 10,6 11,2 105,3
18 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0

E. Atraso de tempo entre o ultimo calibr ador e a dispensa da amostra
Conforme demonstrado a seguir, os resultados das andlises continuam
precisos, mesmo quando € dispensada uma amostra 15 e 30 minutos
depois da adicéo do calibrador aos tubos revestidos.

ATRASO DE TEMPO
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
Amosdira 1 95 9,2 10,1
Amostra 2 36,8 33,9 36,2

Nota: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml
XIII. DESEMPENHO E LIMITES

A. Limite de deteccdo
Foram analisados vinte calibradores zero, juntamente com um conjunto de
outros calibradores. O limite de deteccio, definido como a concentragéo
aparente de 250H-Vit.D; dois desvios padrdo abaixo da média de
contagem com zero ligagdes, foi de 1,2 ng/ml.

B. Especificidade
A percentagem de reacgdes cruzadas estimada por comparagdo com o
rendimento da concentragdo com inibicgo de 50 % &, respectivamente, de:

Composto Reacgdo cruzada (%)

250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0OH),-Vitamin,Ds 89¢
1,25(0OH),-Vitamin,D, <0,01

Vitamin D3 <0,03

Vitamin D2 <0,03
24,25(0H)-Vitamin,Ds <08

* Como as concentragdes de 1,25(0OH),-Vit.D; sdo praticamente 1000 vezes
inferiores as de 25-OH-Vit.D3, edta reactividade cruzada é insignificante e nao
interfere neste ensaio de 25-OH-Vit.Ds.

O desempenho do ensaio ndo é afetado pela hemdlise (5 g/ L de hemoglobina
testado) ou hilirrubinemia (0,25 g/ L de bilirrubina testado).

C. Precisdo

INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO
Soro N <X>+DP C.V. Soro N <X>+DP C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 73 A 9 6,7+05 72
B 43 104+0,9 838 B 9 13,1+ 1,0 73

DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo

XIV. CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

- Se os resultados obtidos para o controlo 1 €/ou controlo 2 ndo estéo dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser utilizados, a menos que sgja dada uma explicacdo satisfatéria para a
discrepancia encontrada.

- Se for desgjavel, cada laboratério pode fazer os seus préprios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.
Néo faca ciclos de congelacio/descongelagdo mais do que duas vezes.

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

XV. Valores esperados

O edado adimentar, a raga, a edacdo e a idade afectam reconhecidamente os
niveis normais de 250H.Vit.Ds.

Os valores esperados, a seguir ndo devem ser considerados como absol utos.
DIAsource fontes séricas avaliadas col etadas de 39 homens e 40 mul heres,
saudavei's, de acordo com os valores de PTH, célcio e albumina, da Europa
Ocidental. A idade dos voluntérios caiu dentro da faixa de 17-58 anos. Amostras
foram coletadas durante os meses de dezembro de 2010 ejaneiro de 2011. A
meédiada populagdo (n = 79) foi de 12,5 ng/ mL, variando 4,1-28,7 ng / ml (com
base em percentuais de 2,5% para 97,5%).

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios limites com base na sua
populagdo local.

A literaturarecente tem sugerido os seguintes limites para a classificacéo de 25
OHVitamina D: Caréncia: 0-10 ng/ mL; Insuficiéncia: 10-30 ng/ mL; Normal:
30a150 ng/ mL; Toxicidade:> 150 ng / mL.

XVI. AVISOSE PRECAUCOES

Seguranca

Apenas para uso em diagnéstico in vitro.

Este kit contém | (meia-vida: 60 dias), emitindo radiacdes X (28 keV) ey (35,5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal
autorizado: a compra, armazenamento, utilizagdo e troca de produtos radioactivos
estdo sujeitas a legidacdo nacional vigente. Em nenhum caso, este produto pode
ser administrado em seres humanos ou em animais.



Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legislagdo europeia e/ou FDA e dados como negativos
para o HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. N&o existe qualquer método, até agora
conhecido, que ofereca total seguranga quanto a impossibilidade de transmissio
de hepatite, HIV ou outras infecgOes, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, 0 soro ou o plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiai s potencial mente infecci 0sos.

Todos os produtos de origem animal e seus derivados foram recolhidos de
animai s saudaveis. Os componentes bovinos sdo provenientes de paises sem casos
notificados de BSE. No entanto, todos estes componentes devem ser manipulados
como sendo potencial mente infecciosos.

Evite 0 contacto da pele e mucosas com o0s reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagdes e
formar compostos explosivos. Durante a operacdo de lavagem, enxague com uma
quanti dade abundante de agua corrente para evitar acumulacgdes de azida.

N&o fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. Néo utilize as
pi petas com o auxilio da boca. Use vestuério adequado de protecgdo e luvas. Toda
a manipulacdo radioactiva deve ser efectuada em local préprio e exclusivo para
tal. Deve ser mantido no laboratério um livro de registo para a recepcdo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade deve ser
segregado para evitar contaminagdo cruzada com diferentes isétopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedimentos de radioproteccdo. O lixo radioactivo deve ser eiminado de
acordo com a legislagdo vigente e as regras do laboratério. O cumprimento das
regras basi cas da radi osseguranga fornece a protecgdo adequada.
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XVIII. RESUMO DO PROTOCOLO
CONTAGENS CALIBRAD AMOSTRA(S)
TOTAIS ORES CONTROLO(S)
ml ml ml
EXTRACCAO
Cdibradores - 01 -
Amostras/Controlos - - 01
Acetonitrilo - 05 05
Vortex Vortex durante 7 segundos
Centrifugag&o 5 minutos a800 - 1500 g
| NCUBAQAO
Sobrenadante de - 01 01
extracgao
Tampéo de I ncubagéo - 04 04
Marcador 0,05 0,05 0,05

Incubacéo 2 horas atemperatura ambiente sob agitacdo (300-700
RPM).

Separagdo - aspirar

Solugéo de lavagem - 20

Separagdo - aspirar

Solugéo de lavagem - 20

Separagdo - Aspirar cuidadosamente

Contagem Contar os tubos durante 60 segundos

N° do catdogo DI Asource:

KIP1961

N°deP.l:
1700543/pt

N° de reviséo:
110328/1

Datadarevisio : 2011-03-28
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

250H-VIT.D3-RIA-CT

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

Padi0avoconpocsdioptopdc yio v in Vitro mocotikn pétpnon g 250H-Vit.D3 6 avBpdmvo opo 1
NTAPWIGHEVO TAAGLO.

T'ENIKEY [TNHPO®OPIEX
Epmopuciy ovopasio:  Kit 250H-Vit.D3-Ria-CT g DIAsource
Ap1Opog kataidyov: KIP1961: 96 efetdoeig

Koataokevaleton amé tTnv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

TN teyviki fo10gia 1| IAnpoPopics oYeTIKG pe TOPOYYEMES EMKOIVOVI|GTE GTA:
Thyl.: +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

KAINIKO YIIOBAGPO

Doeroioyixij srrovpyio T 250H-Vit.D;

25-vépovprrapivny D3 (250HD3) eivor to koo dvoua tng 9, 10-cexoyoleota-5, 7, 10(19)-
Tpievo-3B, 25-010MG. AvTO T0 GEKOGTEPOEIDES TTaPAyeTOl 6TO NTop amd 25-VOpo&VAimon TG
YoANKaAc1pepOANG 1 TG Prrapivng Dz. H 250HD; givat mpddpopog yio dAlovg petafolriteg g
Brrapivng D kou amnd povn g €xet mepropiopuévn Proroykn dpdon. To mo dpactikd mapdywyo
givan M lo,25-v8po&ifrtapivn Ds, mov mopdystonr oto veppd (| tov mAakodvta) pe lo-
vopoluAimon g 250HD3. Avtd T0 OpUOVIKA PLOUIGHEVO GTEPOEIBEG OIEYEIPEL TNV EVIEPIKT|
amoppoOPNoN TOGO TOL 0oPecTiov 600 Kol Tov ESPdpov. Emiong dweyeiper v ootikn
avappoOPNoN Kot TPOSONKN LETAAMK®Y 6TotYElmV TPpoAapPavovtag £Tal TV avarTtuén poyitidog,
00TEOTOPWONG 1 00TEOHOAOKING. AvTi 1 opudvn ¢ Prrapivng D Ba propodoe eniong va givan
dpacTiKn og GALOVG 16TOVG LITEHOVVOLG Yo TN pHeTAPOPd Tov acPeotiov (mMlaxovvrac, veppdc,
Onlaotikog adévag, ...) Ko gvdokpveic adéveg (B-kotTopa, Tapabupeosideic adéveg, ...). H 25-
vopo&uPrrapivn D3 eivarl évag KOPLog TpASPOROG Y10 TOVG LETOPOAITEG.

Pobuietixos unyaviecuos

H napayoyn g 25-vdpo&uPrrapivng D Aappdvetl ydpa koping oto Nrap mopdtt kot GAAOL 16TOl
(évtepo, veppdg) Bo pmopovoay emiong va ektelovy v 1810 vdpo&viinon. Tlapott Bo propovos
VO DTEAPYEL KOTOL0L 0vadpOoTIKY ovactoAn e 25-vdpoéuPrrapiviig D oty id1a v mapaymyn
g, vyNAoTEPN drabecidtnTa Tov vVIosTpdpotog (Brrapivn Da) £xel og amotédlespa LYNAGTEPT
napaymy 25-vdpofuvfitapivie D kot vymiotepeg GLYKEVIPMOOELS KuKAOPopovcag 25
vopoéuPrrapivng D oto aipa.

Kimikég epapuoyés
O 7pocdopiopldg ovtdS €ival ONUAVTIKOG Yioe TN Odyvoon EAAEYNG, OVETAPKELNS N
dnintmpiacng amod Prropivn D.



V. BAXIKEY APXEY THX MEOOAOY

Kot' apynv, Bodupovountés, viikd ehéyyov kou deiypata (0pdg 1 NropvicuEVo
Ao ) VToBAALOVTOL GE EKYVAIOT LE OKETOVITPIALO.

Mia otabepiy mocdtnta 250H Preapivig Ds onpacpévig pe 2 avtayovieton pe
mv 250H Brrapivn Ds gite and ta exyvMopéve deiypota, ite and ta VAKE
eléyxov M Ttovg Poabuovountéc yww otabepn mocotnte Oécewv  E8IKOV
OVTICOUATOV OV &IVOL OKIVITOTOMUEVE OTNV KATO KOl ECMTEPIKT EMLPAVELL
TAACTIKOV COANVAPI®V.

Metd omd emndoon 2 opdv oe Oegpuokpacio dopatiov, 1 aviidpoaon
avtayoviopob teppoatiCetar pe éva prua avappdéenons. Ta coinvaplo Katodmy
mévovtor pe 2 ml Sodldpoatog mAOONG Kol HETPOVIOL 68 £vav amoplOunth
axtivov v.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTtijpra Mocotnra | Xpopatt AvacvoTaon
KOG
KOKOG
H SoMvépa 2x48 pol "Etowpo yia ypnon
EMCTPOUEVOL [LE AVTL-
250H-Brrapivn.Ds
125) 1 prakido KOKKIVO | AvaovoTiioTE apuécmg
AVOQIA. TPV TN YPNON,
1125 250H-Brrapiv.Ds 160 kBq npocbétovag 6 ml tov
pUOLLGTIKOD dLaddpaTOg
CAL n 1 prahido kitpwvo | MpoeOiote 0,5 ml
Ao, AMEGTAYUEVOL VEPOD
Bafpovountg 0: opog
ardyov/puBuioTikd Sidvpo
POCPOPIKAV [LE YEVTOPVKIVN
CAL - 5 groAida kitpwvo | MpoeOiote 0,5 ml
AOPIA. AMEGTAYUEVOL VEPOD
0opdg aldyov/pubBuicTikd Sidvpo
POCPOPIKAV [LE YEVTOPVKIVN
(Beite Tig axpiPeic Tyég oTig
£TIKETEG TOV PLOMSIOV)
INC BUF 1 pradido powvpo Etowpo yio xprion
45ml
PuOuiotikd Siéhopa endoong pe
alidio tov vatpiov <0,1%)
1 pradido kokkwo | "Etowpo yia ypnon
ABavorko didrvpa pe alidio tov
vatpiov <0,1%)
ACETONITRILE 1 pradido powvpo Etowpo yio xprion
25ml
Aketovitpilo
1 prahido KopE Apurdote 70X pe
‘ WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 10ml AMEGTAYUEVO VEPD
- - (xpnowonowiote
Ardhopa mhoong HOyVNTIKO AvadEVTNPaL).
2 puokidio aonui MpocOiote 0,5 ml
| CONTROL | N | AOPIA. OTEGTOYUEVOV VEPOD
Yhwa ehéyyov 1 2 og avOpdnivo
0p6 e Oopdin
Inueioon: Xpnowornoteite  Pabpovounti 0 vy v opaimwon

SElYUATOV PE TIEG TAVEO 0t avTHY TOL VYNAGTEPOL Babpovountn mpv
oo 10 Ppe eKyOAONG.
Aev vapyet S1aféotpo d1ebvig VAIKO avapopdis.

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovBo VAKE amwartovvTon aAAG dev TapExovToL 6TO KIT:
Ameotaypévo vepod

IMirétec yia dtovoun: 50 ul, 100 pl, 400 ul, 500 pl.
Avapeiktmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Y dhva coinvapia (12x75 mm) yio to Prue tg ekxvAong.
Avtéporn ovpryye tov 5 ml (torov Cornwall) yio mhvon
ZVOKELT avoppOPNoNG Kot TAVONG.

Mmnopei va ypnoiponombei omoloodfmote amaplOuntic oktivov y pe
duvartdtnra pérpnong tov 2l (eAdyiom amddoon 70%).
Yvokeun uyokévipiong ota 800-1500 g

ONoOAWNE

©
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ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BoOpovountéc pe 05 ml

BaOpovountés:  Avacvotiote
OTESTAYLEVOL VEPOD.

YMkG €A éyyov: Avacvothote Ta VAIKG eAéyyov e 0,5 ml amecstayuévon
vEPOUL.

1'% 250H-Vit.Ds : Avaovotiote pe 6 ml tov pudpoTikod SIADIATOG.
Awdopa whdong gpyosiog: Ilpostodote emapkn Oyko StaAdpoTog
mAvoNG epyaciog pe Tpoodnkn 69 dykwv ameotaypévov vepov og 1 dyko
Srahvportog mAdong (70X). Xpnowomotote HoyvnTikod avadentipa yio v
opoyevonoinon. Amoppiyte T0 U1 YPNOOTOMUEVO SLGAVHO TAVONG
£PYOOL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

TOVg

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv omd 10 Gvorypo M v avacVotoot, OO TO GUOTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd g v nuepounvie AMENG, N omoia avaypapetot
oV eTikéTa, £pdoov dwutnpovviat og Oeppokpacio 2 £mg 8° C.

Metd v ovochotaom, To VAMKE gAEyxov mapapévovy otabepd yio pio
efdopddo oe Oeppokpacion 2 éog 8° C. TN'o peyoddtepeg mepiddovg
POAOENG, TTPETEL VO, oynuaTiCovTol KAAGHATH Kot VO S1otnpodvTol 6TovG —
20° C y10. €0 Kot 3 uMves 10 avdTEPO.

DpéoKo, TOPUCKELOOUEVO OldAvue TADoNG epyaciog Oa mpémer vo
xpNoyLomoteitol Ty idio uéPa.

O avacvotofeic yyvndEme TpEnEL Vo KOTUWOYETAL LETE TNV TPATN XPNRON.
¥ ovvéyela, givan otabepdg péypt TNy nuepounvia Anéne.

Toxov petaforég TG QLOIKNG EREAVIONS TV AVTIOPOCTNPIOV TOL KIT
evdE eTOL VoL LTTOdINA®@VOLV aoTdfeta 1| odloimon.

2YAAOT'H KAI ITPOETOIMAZIA AEITMAT2N

Ta deiypato 0pod Kot NIAPVICUEVOL TAAGHATOG TPEMEL VO PUAACGOVTOL
o¢ Beppokpacio 2-8° C.

AvT0 10 KIT £VIEIKVVTOL Y10, dEYILOTO OPOV KO NTAPVIGHEVOD TAUGHATOG.
‘Exetl xabiepobdei cvoyétion petaé&d 23 derypdtov opod Kot NTapviciVon
mAGopatog omd Tovg idovg acbeveic: mhdopa = 0,95 + 1,25 opov, R =
0,89.

Eav 1 e&étaon dev mpaypatorombei evidg 48 opdv, cuviotdtor  @OAaEN
otovg -20° C.

Metd v andyvén, to deiypota opov Kot NTOPVIGHEVOL TAGCUATOG
npénel vo  avopetyvoovtar (ue  oTpoPiMopd) Kol 6T GLVEXEL Vo
VIOPAALOVTOL GE PULYOKEVTPLOT).

ATAAIKAZIA

INUEIDOELS CYETIKA UE TO YEPLGUO

Mn ¥pNOYOTOLEITE TO KIT 1 TO GLOTOTIKG UETA TNV Muepounvia ANéEng.
Mnv avaperyviete VAKG oo SlapopeTikéc moptideg kit. Dépete OAa TO
avtdpaotipla o€ Oeppokpacio dwpoatiov Tpwv amnd T xpron.

Avapei&te kohd Oho To avTdpaoTple Kot T Ogiypoto pe  omokn
avokiviion 17 avadevon. Xpnoponoteite vo kabopd avardcio poyyog
TIETAG Yoo TV TPocOnKn ke SapopeTikoy  avTIdPacTNPioy Kot
S&lyLaTOg TPOKEWEVOL VO, ATOPVYETE TNV EMUOAVVON).

H oaxpifeio Pertidoveron pe ypion mwmetdv vyning oxpifelog M
QUTOHATOTOMUEVOL e€omMopol dlavoung pe mutéteg.  Trmpeite Tovg
XPOVOVG ETOACTG.

Ipoetopdote pio kopmdAn Pabuovounong yo kabe avdarvon kot pn
XPNOYLOTOLEITE dEdOUEVH A TPONYOVUEVEG AVAADCELG.

Awdikaoia

EKYVAIONGS:

Inubvete T véAva coinvapie (12x75 mm) yio v ekydion: 6
Babpovountég, 2 vikd eréyyov kot émg 40 deiypota £1g SITAovv.
Awoveipete 100 pl and kabe Babupovountr, vk gléyyov 1 deiypa ota
AVTIGTOLY O COANVAPLO.

Ipocbéote og kGbe cwinvapto 0,5 ml aketovitpiriov.

Avapei&te ent 7 3e0TEPOLETTA Y PNOLLOTOLOVTASG OVOUEIKTN 6TPOPIMoHOD.
Duyokevipiote eni 5 Aemtd og Oeppokpasio dopatiov (ota 800-1500 g).

EMDACNG:

ENUAVETE TO ETIOTPOUEVO, COANVAPLY €1 dITAOVVY Yo kGOe Babpovount,
deilypa, vAKO eAéyyov. T'a TOV TPOGAIOPIGIO TOV GUVOMK®OV HETPHOEMV,
ONUAVETE 2 GUOLOAOYIKA COANVAPLOL.

IpocBéote 100 pl Tov vaegpkeyévov Tov EAEON HeTd To Pripa ekyvAoNG
o0 aVTIOTOLY O COATVAPLOL. To pdyyn TeV mnretd®v  mpémel  va
SwPpéyovtar pe 0 ovticToryo vmepkeinevo mpv TV mpocOnkn cto
COAVAPLO.

Awoveipete 400 pl omd 10 pubuiotikd SidAvpe emdoong oe kaOe
COANVAPLO, EKTOG 0O EKEIVA TTOV APOPOVY TIG GLUVOAKEG LETPNOELS.




10.

XI.

XII.

BO” 100=

IlpocBéote 50 ul amdé 7tov ywvmbétn oe «Gbe cwAnvaplo,
GUUTEPIAOUPAVOUEV®V KL EKEIVOV TTOV 0POPOVY TIG GCUVOMKEG LETPTOELS.
Enwdote eni 2 dpeg o Ogppokposio dopotiov vrd avadevon (300-700
G.0LA).

Avoppopfiote to TEPEyOuevo kabe cwinvapiov (ue e€aipeon ekeiva Tov
AQPOPOHY TIG GUVOAKEG HETPNOELS).

IM\ovete dV0 @opéc ta corlnvapio pe 2 ml SwAdpatog mAVONG Kol
avoppoPnoTe. ATOQUYETE TO GYNUATIOUO aPPOD KOTA TN SIUPKELD TNG
TpooHiKNg Tov dwAdpatog TAGNG.

Metd v mvon, aenoTe T cOAVapLa va otadodv og opbia BEon Yo dvo
AETTA KO VOPPOPTOTE TN GTAYOVE VYPOD TOV ATOUEVEL.

YnoBdAdete og pétpnon 1o coAnvapia oe amapldunt aktivov v yio 60
devtepdrenta.

YIIOAOTIEMOZX TN AIIOTEAEZMAT2N

Ynohoyiote T péon TN TOV SITADV TPOGIOPIGUDV.

Ynohoyiote T deoUEVHEV PASIEVEPYELD OG TOGOGTO TG BECUEVGTG TOV
npocdlopiletar 610 onueio undevikod Pabuovount (0) copewve pe Tov
akoAovho THmo:

Metr ;seiV (Bagnonomnht 7V deigra )
MetriseV(MhdenikéVbagnononht4V)

100

Mg ypfion nuikoyapBuikov i logit-log yaptiov ypaghuoatog 3 kdkiav,
TapacTote Ypaekd Tig Tinég (B/BO x 100) yia kdbe onpeio Baduovounth
®G oVVAPTNON TG ovykEvipwong g 250H.D3 yia kdbe onpeio
Bobpovountn Kot amoppiyTe TIG ELPAVEIS U1 ATOSEKTES TULEC.

lNo v katookevy g KoumvAng Pobpovounong eivar dvvatd vo
xpnowomomBovv  emiong pébodor pe ™ Ponbsin  nAekTpovikoy
vroloytoth. Edv ypnowtonoteitar avtopatn enelepynoio anote A eGUATOY,
GUVIGTATOL TPOCOAPLOYT KOUTOANG AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TOPAUETPOV.
Me mapepPorin tov Tudv Tev derypdtov (B/BO x 100), tpocdiopicte Tig
ovykevipdoels 250H.D3 tov detypdtmv omd v KopmdAn avapopdc.

INo xaBs wpocdwopiopd, mpémer va EAEYYETOL TO TOGOGTO TOV
GUVOMKOD 1VN0ET 7OV SEGUEVETAL EV TN GTOVGIO U1 CNUACHEVIG
250H.D; (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akérovBa dedopévo mpoopiloviar povo g emenynon Kot dev TPEMEL Vo
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTOANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov.

gival avev onupooiog kot dev emdpd ' avtdév TOV TPoosdopopd g 25-OH-
Vit.D3.

H omddoon tov mpocdiopiopon dev ennpedletar and v adrvon (eA&yydnke pe
5 g/L anposoaipivic) | xorepodpvaruio (eréyyOnke pe 0,25 g/L yorepvOpivig).

T. Axpipara
I'TA TON IAIO ITPOXAIOPIZMO METAZEY ATA®OPETIKQN
IMTPOZAIOPIZMQN
Agiypo | N <X>*T.A. TA. Agiypo | N <X>+*T.A. A
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 73 A 9 6,7+05 72
B 43 10,4+ 0,9 88 B 9 131+1,0 73

250H-Vit.D; cpm B/Box 100
Zuvolki| péTpnon 40301 -
BoOpovountrg 0 ngml 23803 100 %
3,0 ngml 20171 85 %
9,0 ng/ml 16237 68 %
20,0 ng/ml 12156 51 %
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2%

T.A.: Tomkn amokAion, X.A.: ZuvteheoThg dtakdpovong

A. OpBoTTO
EZEETAXH ANAKTHXIHZ
Mpoctedeica 250H-Vit.D; Avaxtnon
(ng/ml) (%)
0 100
15 109
40 97
60 106
EEETAXH APAIQXHX
Apaioon OempNTIKN MetpnOsica Avaxtnon
deiypatog GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(ng/ml) (ng/ml) %)
1 25 25 100
12 21,3 20,9 98,4
va 10,6 11,2 105,3
/8 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0
E. Msoodwaotnua petagd tng dwavoung teievtaiov Padpovounti) kot
dsiypotog
Onwg @oivetor 61N GUVEKELD, TO ATOTEAECIOTO TOV TPOGIIOPIGUOD TUPUUEVOVY

0pOd axopa kot otav dravépetar Eva deiypa 15 ko 30 Aemtd petd myv npocdnkn
70V Badpovounty oTo EXOTPOUEVH COANVEPLO.

Ynpeioon: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml

X, AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZMOI
A. ‘Opro aviyvevong
YropMinkav og mpocdiopiopd gikoot pundevikoi Pabuovountés pali pe
£vo. oOvoro dAlav Babpovountdv. To 6plo aviyvevong, opilldpevo wg n
Qovopevikyy ovykévipoon 250H-Brrapivng D3 §Vo tumikdv aroklicewv
KOTO amd TG PEGES HETPNOEIG 68 undevikn déopevon, ftoav 1,2 ng/ml.
B. Ewwémra
To TOG06TO SUGTAVPOVHEVIG AVTIOPAOTS, TOL VITOAOYILETAL [IE GVUYKPLON
™G GLYKEVIPMONG TOL amodidet avaotorn 50 %, sivar avtiotoyo.:
"Eveoon AwoTovpovpevn avridpastikétnTe (%)
250H- Burapivn D 100
250H- Burapivn D, <0,3
1,25(0OH).- Brropivn.Ds 89*
1,25(0OH).- Brropivn.D; <0,01
Brrapivn D3 <0,03
Brrapivn D2 <0,03
24,25(0H) - Brrapivn.Ds <0,8

* Emedn ot ovykevipwoels g 1,25(0H)2-Vit.D3 sivar oyxeddv 1000 @opég
youniotepeg and v 25-OH-Vit.D3, avtf 1 Stactawpoduevn avidpactikotTo

MEZOAIASTHMA
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
deiypo 1 9,5 9,2 10,1
deiypa 2 36,8 33,9 36,2
XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAErXoxr

Edv 1o omotedéopata mov AopPavovtol yio o VAIKO gdéyyov 1 ffkot to
VAKO eAéyyxov 2 dg PBpiokovtan evtdg Tov mediov Tdv mov kabopiletan
oV eTkéta Tov Qlaldiov, To omotedéopato dev givar dvvatd vo
xpnoyomomBovv, ektdg edv éxel dobel wavomomtikny e€qynon ywo ™y
ACVUP®VICL.

Eav eivon embounto, kdbe epyootnplo umopei va dnpiovpynoet to Sk
Tov pefypota Setypdtov eAEyxov, To omoio TPEMEL Vo daTnpovvVTOL
KOTEYVYUEVE 68 KAAGHOTO. MNV KoToy VY ETE-OTOYVYETE TEPLOGOTEPO AT
800 Qopéc.

Ta kpreipro. amodoxns yio ™ dopopd peta&h TV SIMADOV TOTEAECUATOV
tov dsiypdtov o mpémer va Pacifoviar oe opbég epyacTnplokég
TPAKTIKEG.



XV.ANAMENOMENEZX TIMEX

H Swtpoen, 1 @uAn, N emoyxf kot 1 niikio givar yvootd o1l ennpedlovv ta
@uotloroyikd eninedo ¢ 250H.Vit.Ds.

Ot aVOUEVOLEVES TIEG TTOV AVOPEPOVTOL TAPUKAT® dev Oo Tpémet va Bewpovvton
amoivteg. H DIAsource a&loldynoe toug opovg mov cVAAEYONKav amd 39 avdpeg
kot 40 yvvaikeg, vyielg og mpog tig wég Ca, PTH kot Agvkopartivng, omd
Avtikry Evpéonn. To nlkiokd gbpog twv egbehoviav frav 17 - 58 ém. Ta
delypato cvAAExONKay Kotd ™ Sudpkeln TV punvov Askéupprog 2010 ko
Tavovaprog 2011. O pécog 6pog tov mAndvopov (N = 79) Nrav 12,5 ng/mL, pe
g0pog petold 4,1 kau 28,7 ng/ml (ue Bdon 1ig exatootioieg avoroyieg 2,5 % dwg
97,5 %).

Kabe epyaotipio 0o mpéner vo kabiepdvel 10 81kd tOL €0pog pe Pdon Tov
£KGOTOTE TOMIKO TANOVGHO.

H mpéceotn PBproypagio cuviotd to axdrovBa gvpn yo v ta&vopnon g
kotdotaong g 25 OH Brrapivng D: ‘EXkewyn: 0-10 ng/mL, Averdpkeio: 10-30
ng/mL, Erxdpkeio: 30 éwg 150 ng/mL, To&ivwon: >150 ng/mL.

XVI. ITPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopdieia

Movo yia doyveotiky ypfion in vitro.

To Kkt avtd mepigyet 10 2 | (Xpdvog quilwnc: 60 nuépec), o padievepyl ovoio
1 onoio eknépmet 1oviCovoa aktvoBoria X (28 keV) kot y (35,5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv ivar duvatd vo petapepbei ko va xpnotpomomdei
puovo amd e€ovorodomuéva drtopa. H ayopd, @vro&n, ypnon kot avioiloyn
padlEVEPYDV TTPOIOVIMV VIOKEWVTOL oTN vopobesio ™G xdpag Tov TEMKOD
xpnotn. e kapio mepintwon dev mpémet vo, xopnyeitat To TPoidv o avhpdTOvG
1 {doa.

Ta cvotatikd avBpdTvoy aipatog Tov TEPIAAUPAVOVTaL 6TO KIT QUTO £YOVV
eheyyOei pe pebodovg eykekpiuéves oty Evponn f/kol and tov FDA kot éyet
Swamiotmbel 011 givan apvntikd ©¢ Tpog v mapovsio. HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvoot) pébodog dev eivar dvvard va mapéyet mAnpn
Sdrac@diion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrvov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 1} d\eg Aopudéels. Emopévag, o yepiopds aviidpoompiov, derypdtov
0po¥ N Thdopatog Oa Tpémet vo yivetar cOUPOVO UE TIG TOTIKEG dladikaoies mepi
AoPOAELOG.

Oha ta Cokd Tpoidvta Kot mapdywyo £xovv oviieydei omd vy (oa. Ta Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL aTTd YDPeG OOV dev éxet avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer vo avtetonifovior g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omoladNmoTe  €mapr]  TOL  JEPUOTOC  HE  AVTIOPOOTAPLOL
(xpnopomoteitor 0fido Tov varpiov wg cvvpnrtikd). To alido oto kit awtd
EVOEXETOL VO AVTIOPAGEL e LOAVPO Kat YOAKO TOV VI PAVAMKOV COAVAOCEDY KoL
Vo, oYNuaTiosl pe Tov Tpomo avtd iaitepa ekpnkTikd alidio petdAiov. Kotd ™
S1dpkela, Tov PAHOTOG TAVONG, EKTADVETE TNV OmOYETEVON UE UEYEAN TocHTTO
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TVY OV GuocdPEVOTS AlIdiov.

Mnv konvilete, unv mivets, unv TpOTE KOl U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
xOpo epyaciac. Mmnv davépete pe MTETO YPNOOTOLOVTOG TO OTOHN GOG.
XPNOOTOLEITE TPOOGTOTEVTIKO POLYIGHO Kot ovardoiwo yavtia. Olog o
XEWPLOHOG TOV padievepyoh VAKOD Ba Tpémel vo ekteleital o€ Kabopiopévo xmpo,
HOKPLE 07tO YDPOVG TOKTIKNAG SIEAEVONG. XTO €PYOOTNHPLO TPEMEL VO, droTnpeiton
NUEPOADYLO Yot TNV Tapokafi) Kot T @OAAEN padievepydv vAK®dV. E&omAiopodg
Kot YoaAva oKedn TOL gpyoctnpiov, ta onoia o pmopovoay vo LoAvvBouv pe
padievepyéc ovoieg, Oa mpémel va. uAdccovTol o€ EEXMPLOTO YDPO Yo TNV
TPOANYN ETUOAVVOTS TOV SL0POPOV PUdLOIGOTOTMV.

Touydv Slappoég padievepydv VYPOV TPETEL Vo, kabapilovtat apéomc GOUPOVO. LE
T1g drodikacies aopdrelag amd padievépyesia. Ta padievepyd amdPANTo TpEmeL va
ATOPPIRTOVTOL GOUPMOVO. LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHOVG Kot TIG KoTevhuvTipieg
odnyieg TV apydv Tov £xovv dikalodocio 6To gpyocthplo. H mpnon tov
BooIKOV KavOVmV Ao QAAELNS 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL EXOPKT TPOGTUCTOL.
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XVII.IHEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

XYNOAIKEX BAOGMONO AEITMA(TA)
METPHZXEIZ MHTEX YAIKA
ml ml EAEI'XOY

ml

EKXYAIXH

Bafpovountég - 0,1 -

Aciypora/Y A eréyyon - - 01

Aketovitpilio - 05 05

Z1pofilionog Ztpofidiote yio 7 devteporenta

Duyokévipilon 5entd ota 800-1500 g

ENQAYXH

Ynepkeipevo ekyditong - 0,1 0,1

PuBpiotikd diéhopa - 04 04

EMOUONG

IxvnBétng 0,05 0,05 0,05

Endaon 2 dpeg o€ Beppokpacio dopatiov v avadevon (300-

700 6.0.1.).

Aoy opiopog - avappdenon

Atddopa TAvong - 2,0

Aloyopiopog - avappdenon

Atddopa TAvong - 2,0

Aoy opiopog - TPOGEKTIKY avappoOenomn

Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devtepoienta

Ap. katoddyov DI Asource: Apbuog P.1.: Ap. avabedpnong:
KIP1961 1700543/el 110328/1

Huepounvia avefedpnong : 2011-03-28
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Przed zastosowaniem nalezy pr zeczyta¢ caly protokol.

250H-VIT.D3-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunologiczne do ilosciowego pomiaru in vitro poziomu 250H-witaminy D3 w [udzkiej
surowicy i heparynizowanym osoczu.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa fir mowa: DIAsource 250H-VIT.D3-RIA-CT
Numer katal ogowy: KIP1961: 96 oznaczen

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue de I'Indusdtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgia

Dzial pomocy technicznej oraz infor macje dotyczace zaméwien:
Tel: +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

INFORMACJE KLINICZNE

Wiasciwosci fizjologiczne 250H -witaminy D

Witamina D3 jest potoczna nazwg cholekal cyferolu zawierajacego grupg OH w pozycji 25 (250HD3). Ten
sekosteroid jest wytwarzany w watrobie poprzez hydroksylacje w pozycji 25. cholekalcyferolu (witaminy
D3). 250HD; jest prekursorem innych metabolitéw witaminy D, a sama w sobie przgawia niewielka
aktywnos¢ biologiczng. Najbardzig aktywng pochodng jest la,25-hydroksywitamina Ds wytwarzana w
nerkach (lub w tozysku) w wyniku hydroksylacji 250HD; w pozycji lo. Ten steroid, ktorego produkcja
jest regulowana hormonalnie, nasila przyswajanie zarwno wapnia, jak i fosforu. Stymuluje réwniez
resorpcje kosci oraz mineralizacje, dzigki czemu zapobiega rozwojowi Kkrzywicy, osteoporozy lub
osteomalacji. Witamina D jako hormon moze réwniez wykazywat aktywnos¢ w innych tkankach
odpowiedzialnych za transport wapnia (tozysko, nerki, gruczot sutkowy i inne) oraz w gruczotach
endokrynowych (komérki beta trzustki, przytarczyce i inne). 25-hydroksywitamina D; jest gtéwnym
prekursorem metabolitéw.

Mechanizm regulacyjny

Do wytwarzania 25-hydroksywitaminy D dochodzi gtéwnie w watrobie, chociaz inne tkanki (jelito, nerki)
moga wykonywa¢ taka samg hydroksylacje. Chociaz moze dojs¢ do wtasnego hamowania zwrotnego 25-
hydroksywitaminy D w wyniku wiasng produkgji, wicksza dostepnosé¢ substratu (witaminy D3) prowadzi
do zwigkszenia produkgcji 25-hydroksywitaminy D i wyzszych stezen 25-hydroksywitaminy D we krwi.

Zastosowania kliniczne
To oznaczenie odgrywa role w rozpoznawaniu braku, niedoboru lub zatrucia witaming D.



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

Przy wykorzystaniu pierwszych kalibratorow materiaty kontrolne i probki
(surowicy lub heparynizowanego 0socza) s3 ekstrachowane z acetonitrilem.
Ustalona ilosé¢ 250H-witaminy D3 oznakowang **°1 wspétzawodniczy z 250H-
witaming D3 pochodzaca z ekstrachowanych probek, kontroli lub kalibratoréw o
ustalong liczbe migisc na przeciwciatach unieruchomionych na dolng lub
wewnetrzng powierzchni plastikowych probowek.
Po dwugodzinng inkubacji w temperaturze pokojowej, w wyniku aspiracji
dochodzi do zatrzymania reakcji kompetytywnej. Nast¢pnie probowki s ptukane
przy pomocy 2 ml roztworu ptuczacego i zliczane w liczniku gamma.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Probéwki optaszczone 2x 48 rozowy Gotowe do zastosowania
anty-250H-VIT.D3
A 15 1fiolka czerwony | Rekonstytuowaé doraznie
9 materiat dodajac 6 buforu znacznika
liofiliz.
1'% 250H-Vit.Ds 160 kBq
CcAL n 1fiolka sty | Dodaé 0,5 ml wody
materiat destylowanej
Kaibrator 0: surowica liofilizowany
konska/bufor fosforanowy z
gentamycyng
CcAL 5 fiolek sty | Dodaé 0,5 ml wody
materiat destylowanej
Kaibratory - N =0d 1do 5 liofilizowany
(doktadne wartosci na
etykietach fiolek) surowica
konska/bufor  fosforanowy z
gentamycyng
INC BUE 1fiolka czarny Gotowy do zastosowania
45 ml
Bufor inkubacyjny z
zawartoscig azydku sodowego
(<0,1%)
1fiolka czerwony | Gotowy do zastosowania
Roztwor etanolowy z
zawartoscig azydku sodowego
(<0,1%)
ACETONITRILE 1fiolka czarny Gotowy do zastosowania
25ml
Acetonitril
1fiolka brazowy Rozcienczy¢ 70x woda
WASH ‘ SOLN ‘ CONC 10ml destylowana (wykorzysta¢
mieszadlo magnetyczne)
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI)
2 fiolki srebrny Doda¢ 0,5 ml wody
| CONTROL | N | materiat destylowanej
liofilizowany

Kontrole-N =od 1do 2
w surowicy ludzkiej z tymolem

Uwaga:

W  przypadku wartosci  powyzej

najwyzszego kalibratora, do

rozcienczania probek nalezy wykorzysta¢ Kalibrator O przed procesem

ekstrakdji.

Nie jest dostepny zaden mie¢dzynarodowy materiat referencyjny.

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty s3 wymagane, ale nie 3 dostarczone w zestawie:

Woda destylowana

Mieszadto wirowe

ONOOAWDNE

Mieszadto magnetyczne

Probowki szklane (12x75 mm) do procesu ekstrakcji.

Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)
Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do

pomiaru 2| (minimal ny uzysk 70%)

©

Wiréwka dziatajaca przy 800-1500 g

Pipety do dozowania: 50 pl, 100 pl, 400 ul i 500 pl

VIlI. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A. Kalibratory: Rekonstytuowa¢ kalibratory przy pomocy 0,5 ml wody
destylowangj.

B. Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé przy pomocy 0,5 ml wody
destylowangj.

C. 1™ 250H-Vit.D3: Rekonstytuowaé przy pomocy 6 ml buforu znacznika.

D. Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwg objetos¢ roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowaé dodajac 69 objetosci wody destylowang
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
ptuczacy nalezy wylaé¢ pod koniec dnia.

VIII. PRZECHOWYWANIE | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

- Przed otwarciem lub rekonstytucjag wszystkie sktadniki zestawu zachowujg
trwatos¢ do daty waznosci przedstawiong na etykiecie, jezdi s
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

- Po rekonstytugji, kalibratory i kontrole zachowujg stabilnosé¢ przez jeden
tydzieh w temperaturze od 2 do 8°C. W razie koniecznosci diuzszego
przechowywania nalezy przechowywa¢ niewiekie objetosci materiatéw w
temperaturze -20°C przez maksymalnie 3 miesiace.

- Swiezo przygotowany roboczy roztwér pluczacy powinien by¢
wykorzystany w tym samym dniu.

- Rekonstytuowany wskaznik powinien by¢ zamrozony po pierwszym
wykorzystaniu. Woéwczas zachowuje stabilnos¢ do daty waznosci.

- Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikbw w zestawie moga
wskazywac naich niestabilnos¢ lub zuzycie.

IX. POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIAZU DO BADANIA

- Prébki surowicy i heparynizowanego osocza musza by¢ przechowywane w
temperaturze 2-8°C.

- Zestaw ten jest odpowiedni w przypadku probek surowicy i
heparynizowanego osocza. Okreslona zostata korelacja pomiedzy 23
prébkami surowicy i heparynizowanego osocza od tych samych pacjentow:
osocze = 0,95 surowica + 1,25, R = 0,89.

- Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciggu 48 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w temperaturze -20°C.

- Po rozmrozeniu probki surowicy i heparynizowanego osocza powinny by¢
wymieszane (mieszadto wirowe), a nastepnie odwirowane.

X. PROCEDURA

A. Uwagi dotyczace obslugi
Nie wolno wykorzystywaé sktadnikéw zestawu po uptywie podang daty

Waznosci.

Nie wolno miesza¢ materialéw pochodzacych z réznych serii zestawdw.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnaé
temperature pokojowsg.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy doktadnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.

Aby unikna¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegdlnych odczynnikéw i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokig precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Przestrzega¢ czasow inkubacji.

Przygotowa¢ krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywa¢ danych z poprzednich oznaczen.

B. Procedura

Proces ekstrakc;ji:

1.  Oznaczy¢ podwojnie probowki szklane (12x75 mm) do ekstrakcji: 6
kalibratoréw, 2 kontrole i do 40 prébek.

2. Dozowa¢ 100 pl kazdego kalibratora, kontroli lub prébki do odpowiednich
probowek.

3. Doda¢ 0,5 ml acetonitrilu do kazdej probowki.

4.  Miesza¢ przez 7 sekund przy pomocy mieszadta wirowego.

5. Wirowa¢ przez 5 minut w temperaturze pokojowsej (800-1500 g).

I nkubacja:

1. Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczy¢ optaszczone
probowki w badaniach podwdjnych. W celu okreslenia catkowitych zliczen
nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probowki.

2. Doda¢ 100 pl supernatantu uzyskanego po ekstrakcji do odpowiednich
probowek. Koncoéwki pipet powinny by¢é wysycone odpowiednim
supernatantem przed dozowaniem do probowki.

3. Dozowa¢ 400 pl buforu inkubacyjnego do kazde probowki, z wyjatkiem
probéwek do catkowitego zliczania.

4. Do kazdg probowki, w tym do probéwek nieoptaszczonych do catkowitego

Zliczania, doda¢ po 50 pl 250H-VIT.D3 oznakowanego jodem™?®.



5. Inkubowa¢ przez 2 godziny w temperaturze pokojowsj, nieprzerwanie
mieszajac (300-700 RPM).

6. Aspirowaé zawartos¢ kazdg probowki
catkowitego zliczania).

7. Przeptuka¢ probowki dwukrotnie przy pomocy 2 ml roztworu ptuczacego i
aspirowac. W trakcie dodawania roztworu ptuczacego nalezy unikaé
wytwarzania piany.

8.  Po ptukaniu nalezy pozostawi¢ probowki w pozycji ku gorze przez dwie
minuty, a nastepnie aspirowaé pozostate krople ptynu.

9.  Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

(z wyjatkiem probowek do

Xl.  OBLICZANIE WYNIKOW

1. Obliczy¢ $rednig oznaczen podwaojnych.
2. Obliczy¢ zwigzana radioaktywnosé¢ jako odsetek wigzania okreslonego w
zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczba zliczenl(dla kalibratora lub prébki) .
Liczba zliczenl(dla kalibratora zerowego)

B/BO(%) = 100

3. Na 3 arkuszach péHlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykreslié
wartosci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcje stezenia
250H-VIT.D3 kazdego punktu kalibratora. Odrzuci¢ oczywiste wartosci
graniczne.

4. Do opracowania krzywej kalibracyjng moga by¢ wykorzystane réwniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane
automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca si¢ dopasowanie krzywe
logistyczng 4 parametrowsj.

5. Naktadajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresli¢ stezenia 250H-
VIT.D3 w prébkach z krzywej kalibracyjnej.

6. Dlakazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego zwigzanego
znacznika izotopowego przy braku nieoznakowanego 250H-VIT.D3
(BO/T).

XIl.  PRZYKEZAD DANYCH TYPOWYCH

Ponizsze dane s3 przedstawione wylacznie w celach przyktadowych i nie
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych.

250H-Vit.D3 cpm B/Box 100
Zliczanie catkowite 40301
Kadlibrator 0 ngml 23803 100 %
3,0 ng/ml 20171 85%
9,0 ngml 16237 68 %
20,0 ng/ml 12156 51 %
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2%

C. Precyzja
PRECY ZJA W SERII PRECY ZJA MIEDZY SERIAMI
Surowi N <X>+8D Ccv Surowi N <X>+8SD Ccv
ca (ng/ml) (%) ca (ng/ml) %)
A 49 191+ 14 73 A 99 6,7+05 72
B 43 104+ 0,9 8.8 B 131+1,0 73
SD: Odchylenie standardowe; CV: Wsp6tczynnik zmiennosci
D. Dokladnosé
BADANIE ODZY SKU
dodano 250H-VIT.D3 Odzysk
(ng/ml) (%)
0 100
15 109
40 97
60 106
BADANIE ROZCIENCZENIA
Rozcienczeni Stez. teoretyczne Stez. zmier zone Odzysk
e (ng/ml) (ng/ml) %)
71 425 425 100
12 21,3 20,9 98,4
V4 10,6 11,2 105,3
/8 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0
E. Opoéinienie pomiedzy oznaczeniem ostatniego kalibratora i

dozowaniem pr 6bki
Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet wowczas, gdy od
momentu dodania kalibratora do optaszczonych probéwek mingto 15 - 30 minut.

OPOZNIENIE
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
S1 95 9,2 101
S2 36,8 33,9 36,2

Uwaga: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml

XI11. DZIAEANIE | OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne st¢zenie dwoéch odchylen
standardowych ponizej przecietng wartosci zliczania przy wigzaniu zerowym
ksztaltowala si¢ na poziomie 1,2 ng/ml.

B. Swoistosé

Odsetki resktywnosci krzyzowej uzyskane przez poréwnanie st¢zenia

uzyskujacego 50% hamowanie s3 nastepujace:

Skladnik Reaktywnosé krzyzowa
(%)

250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0H),-Vitamin,Ds 89
1,25(0H),-Vitamin,D, <0,01
VitaminD3 <0,03
Vitamin D2 <0,03
24,25(0H)-Vitamin,D3 <0,8

* Poniewaz stezenia 1,25(0OH)2-witaminy D3 s3 praktycznie 1000 razy
nizsze w poréwnaniu do 25-OH-witaminy D3, ta reaktywnos¢ krzyzowa
jest nieznaczacai nie interferuje w tym oznaczeniu 25-OH-witaminy D3.

Na charakterystyke kliniczng testu nie ma wptywu hemoliza (zbadano dla
5 g/l hemoglobiny) ani bilirubinemia (zbadano dla0,25 g/l bilirubiny).

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie znagjduja S¢ w zakrese
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopoki nie uda si¢ znalez¢ wiasciwego wyjasnieniatego odchylenia.

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wiasne prébki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych
objetosciach.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace réznicy pomiedzy wynikami oznaczen
podwajnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
laboratorium.

XV. WARTOSCI OCZEKIWANE

Zawartos¢ sktadnikow pokarmowych, rasa, pora roku i wiek wptywaja na
normal ne poziomy 250H-witaminy Ds.

Przedstawionych tu wartosci oczekiwanych nie nalezy traktowaé jako wartosci
absolutnych. DIAsource ocenito probki surowicy pobrane od 39 mezczyzn i 40
kobiet zamieszkalych w zachodnigj Europie, zdrowych pod katem oznaczen Ca,
PTH i abumin. Wiek ochotnikbw miescit s¢ w zakresie 17 - 58 lat. Probki
pobierano w okresie grudnia 2010 i stycznia 2011. Srednia dla populagji wyniosta
(n=79) 12,5 ng/ml dla zakresu od 4,1 do 28,7 ng/ml. (od 2,5 % do 97,5 %
percentyla).

Kazde laboratorium powinno opracowa¢ wiasne wartosci na podstawie lokalng
populacji kliniczng.

W aktualng literaturze sugerowane s nastepujace zakresy klasyfikacji statusu
witaminy D 25 OH: brak: 0-10 ng/ml; niedobdr: 10-30 ng/ml; poziom
wystarczajacy: 30 do 150 ng/ml; toksycznosé: >150 ng/ml.



XVI. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczeristwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera '®| (Okres potowicznego rozpadu:
promieniowaniejonizujace X (28 keV) i y (35,5 keV).
Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytaczne
przez osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktow radioaktywnych podiega regulaciom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
zwierzgtom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miegjscach
do tego przeznaczonych, z dala od migjsc ogélng uzytecznosci. W laboratorium
mus  by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materiatéw
radioaktywnych. Wyposazenie |aboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami  radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczeniaréznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢é usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogdlnie przyjetymi wytycznymi obowiazujacymi w
laboratorium. Przestrzeganie  podsawowych  zasad bezpieczenstwa
radiol ogi cznego zapewnia wystarczajace zabezpi eczenie.

Skladniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europgjskie i/lub FDA. Stwierdzono,
ze nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ catkowitg pewnosci ze materiaty pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikéw zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDS i innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza powinno byé zgodne z miegscowymi procedurami  dotyczacymi
bezpieczenstwa

Produkty pochodzenia zwierzecego byty pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydl¢ce pochodza z krajéw, w ktérych nie odnotowano wystgpowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawierajagce substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skoéry z odczynnikami (zawiergja azydek sodowy jako srodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy Si¢ w zestawie moze reagowaé z miedzig i
otowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarmoéw, badz uzywaé kosmetykow w
migjscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i rgkawiczki
jednorazowe.

60 dni), emitujacy
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWITA KALIBRATORY PROBK |
LICZBA KONTROLE
ZLICZEN l ul
pl

EKSTRAKCJA
Kadibratory 100 -
Probki/Kontrole - 100
Acetonitril 500 500
Mieszadlo wirowe Wirowa¢ przez 7 sekund
Wirowanie 5 minut przy 800-1500 g
INKUBACJA
Supernatant w 100 100
ekstrakgji
Bufor inkubacyjny - 400 400
Znacznik izotopowy 50 50 50
Inkubacja 2 godziny w temperaturze pokojowej nieprzerwanie

mieszgac (300-700 RPM).
Rozdzielenie Aspiracja
Roboczy roztwoér 20ml
ptuczacy
Rozdzielenie Aspiracja
Roboczy roztwor 2,0ml
ptuczacy
Rozdzielenie Ostrozna aspiracja
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund

Nr kata ogowy DI Asource
KIP1961

Numer P.I.
1700543/pl

Nr aktudizagji :
110328/1

Datawydania: 2011-03-28




IIpoueTeTe meTMsi MPOTOKOJ MPeEIN yOTpeda

250H-VIT.D3-RIA-CT

|. YIIOTPEFA

Pamnonmynno uscnensane (RIA) 3a koqudecTBeHO U3MepBaHe iN Vitro Ha ChABPIKAHUETO HA YOBEIIKH
250H-But.D3 B cepym 1 xenapuHOBa IIa3Ma.

II. OBIIA HHO®OPMALIUA

A. TlaTtenTtoBaHO UMe: DIAsource 250H-VIT.D3-RIA-CT Kit
B. Karaso:xkeHn Homep: KIP1961: 96 Tecra

C. IIpousBeneHo oT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue De I’ Industrie 8 B-1400 Nivelles, Belgium.

3a TexHMYeCKa MOMOLI WJIH MOPbYKA:
Ten.: +32 (0)67 88.99.99 daxkc: +32 (0)67 88.99.96

1. KIHMHHUYEH IIPEIJIE]]

A.  @uzuonocuuna ynkuus na 250H-Bumamun D3

25-xuapokcuuramu D3 (250HD3) e pasroBopHoTO KpaTko HasBanue Ha 9, 10-cexoxomecra-5, 7,
10(19)-tpuen-36era, 25-muon. To3u CEKOCTEPOMI Cce€ NPOU3BEXKIa B 4YepHUs apod upe3 25-
XHIpOKCUIIAIMS Ha Xojekaiuudepona wim Buramun D3. 250HD; e npekypcop Ha Apyru MeTabomuTu
Ha Buramun D u mputexaBa camo orpaHuyeHa OHOJIOIMYHA aKTUBHOCT. Haii-akTWBHHAT AepuBat €
1a,25- xuapokcuButamMut D3, mpousBexxaaH B 6b0penuTe (Win miareHTaTa) upe3 lo-XuapoKCHIaIus
Ha 250HD;. To3u XOpMOHAJIHO PEryjHpaH CTEPOH] CTUMYJIMpa 4YpeBHATa aOCOpOIMsA Ha Kajlus U
¢docdopa. Toii chio Taka CTUMYIIMPa MUHEpAIHATA PE30pOLHUS 1 MUHEPATU3AIMATa HA KOCTUTE, KATO
10 TO3M HAYMH TPEISTCTBA PAa3BUTHETO HAa PAaXHUT, OCTEONOpo3a WK ocreoMananys. To3u Buramun D
XOpMOH MOXe€ Ja ObJe aKTUBEH M B JAPYTM THKAaHHW, OCHUIECTBSBAIIM IPEHACSHETO Ha KaJIUH
(mmanenTa, ObOpend, MJieYHa OKjie3a M T.H.), WU B €EHIOKpHHHHUTE JKjiIe3u (Oera KIETKH,
MapaTUPEOUTHUTE KIIC3H U T.H.). 25- XuapokcuBuTaMuH D3 € OCHOBHHUSIT IPEKypcop 3a MoydaBaHe Ha
MeTabOJIUTUTE OT rpyraTa Ha BUT. D.

E. Pezynamopen mexanuzom

25-xunpokcuButamMuH D ce mpou3Bex/a IIaBHO B YepHHS JIpo0, BHIPEKH Y€ ChINATa XUAPOKCHIALMS
MOKE [la Ce U3BBPIIBA U B APYT'H ThKaHU (depBa, Ob0pern). Berpekn ue Moke 1a ©Ma HIKAKBa CTEIICH
Ha peryiarpane 4pe3 oOpaTHa Bpb3Ka M0 OTHOIIEHUE CTUMYJIHPAaHE WM UHXHUOUpPaHE MTPOU3BOICTBOTO
Ha 25-xujpokcuButamud D, mo-roismorto koimuectBo cydcrpar (Butamun D3) Bomu 10 MO-TOIsIMO
KOJIMYECTBO Ha MPOM3BEXIAHMsS 25-XUIpOKCHBUTaMUH D, KakTo M 710 MO-roJeMH KOHIIEHTpalyd Ha
LIUPKYITHPAIys B KpbBTa 25-XxuapokcuBuTamMut D.

B. Knunuunu npunosicenusn
ToBa M3ciIeaABaHE € OT ChIIECTBEHO 3HAYEHUE IPU TUATHOCTUKATA HA JCPUIMT, HEAOCTATHUYHOCT HITH
uHTOKCHKaIWMs ¢ Butamuu D.



\V. IDPHHIHUIIH HA METO/1A

ITbpBO ce eKcTpaxHpaTr C MOMOIUTA Ha aleTOHUTPUI KaIMOPaTOpH, KOHTPOIH M
1po6u (CEpyMHH MM OT XEMapUHOBA IIA3Ma).

OrnpeseneHo KomuecTBo HatoBapeH ¢ 22| 250H Butamun D3, ce KOHKypHpa ¢
250H Buramus D3 oT excTpaxupaHuTe IpOOH, KOHTPOIN MM KaanOpaTopH 3a
OIPE/IeIeHO KOJIMYECTBO LICHTPOBE HA CHELU(DUYHH aHTHTENA, UMOOHIN3HUPAHH
Ha JojHaTa U BbTPCUIHATA [TIOBBPXHOCT HA IMJIACTMAaCOBUTE CIIPYBETKU.

Crien 1ByyacoBa MHKYOAls IpU CTaifHAa TeMIEpaTypa KOHKYPEHTHATA PeaKius
npuKiIrouBa ¢ acuparus. Clie ToBa enpyBeTkuTe ce npoMusar ¢ 2 ml namusag
Pa3TBOp U ce U3BBPIIBA OPOCHE C IOMOLITA Ha raMa Oposd.

V. H3IIOJI3BAHH PEATEHTH

PearenTn KoanuecTBo IBeren Ipuroresine
96 Tecta KOJT
EnpyseTku, nokputu ¢ 2x48 po30B T'oToB 3a ynorpeba
U aHTH-250H-
Buramun.D3
1 pnakon uepsen PexoncTutymnpaiite
Jlnodunmsupan eKCTEMIIOPATHO
Harosapen ¢ 1'?° 250H- 160 kBq 4pe3 no0aBsHe Ha 6
Buramun.D3 ml or ot
TpeiicepHus 6ydep
1 dmaxorn KBIT Jodasere 0,5ml
Jlnodunmsupan JIeCTUIINPaHa BOza
Kamm6parop 0: koHCKH
cepym/ocdaren 6ydep ¢
TeHTAMHIIHH
5 makona HKBIT Jlo6asere 0,5ml
JIHO(HITH3HpPaHH JIeCTUIINPaHa BOzia
Kam6parop - N = 1 no 5B
KOHCKH cepym/pocdaren
6ydep ¢ reHTaMHIINH
(BHX TOYHHTE CTOMHOCTH HA
erHKeTa Ha ()JIaKOHHTE)
1 pnakon 4yepeH T'oToB 3a ynorpeba
45ml

WHuky6aunonen 6ydep ¢
Harpues asuj (< 0,1%)

ToToB 3a ynorpe6a

1 pnakon 4epBeH
TRACER BUF 7ml

ETanonoB pa3rBop ¢ HarpHes
asuz (< 0,1%)

ToToB 3a ynorpe6a

ACETONITRILE 1 pnaxon Heped
25ml

ALETOHUTpPHUIT
1 pnaxon Ka(siB Pa3penere 70X ¢
WASH SOLN CONC
10ml JIeCTHIIMpaHa Bojia
WM3muBar pasrsop (TRIS- (n3nomsBaiite
HCI) MarHuTeH
cemnaparop)
| CONTROL | N | 2 (akona cpebbpen | MobGasere 0,5ml
MopuIM3HPaHI JICCTHIIMPaHa BOJa

KonTporm 11 2 B 4oBeLKH
CepyM C THMOJ

3abenexka: 3a paspexgaHe Ha NPOOUTE ChC CTOMHOCTH HaJ HAl-BUCOKHUTE
CTOMHOCTH Ha KanubpaTopa Npean eKCTpaKkuusTa H3non3Baite kaamopatop 0.
Hsma HannueH mMarepual 3a MeKIYHApOIHH pedepeHIIHH.

VI. CPE/ICTBA, KOHUTO HE CE OCHT'YPABAT
CrienHHUTE MaTEepHaM ca He0OXOIMMHU, HO HE Ce OCHTYpsBAT B Ha0Opa:

Jlectunmpana Boaa

IMunern or: 50 pl, 100 pl, 400 pl u 500 pi

3aBUXPSIL CMECUTEN

MaruuTeH cenapaTop

Crpkienu enpysetku (12X75 mm) 3a erana eKcTpakuus.

5 ml aBromaTnuna cupuHuoska (tun Cornwall) 3a u3muBase
Acnupaunonsa cucrema (1o u3bop).

BesikakbB ramMa Oposid, KOMTO MOXKE 112 U3MepH YIIOTPEOEHOTO KOJIMYECTBO
15| (vunnmanen kanaurer o 70%)

Henrpodyra, padoreuia ¢ 800-1500 g

@NOOA~WDNE

©

VII. IIPUTI'OTBAHE HA PEATEHTA

A. Kanu6paropu : Pexoncruryupaiite xanubparopure ¢ 0,5 ml pecruinnpana
BOJIA.

B. Konrposu: Pexoncruryupaiite kourpoiute ¢ 0,5 ml necrunupana Boja.

B. ' 250H-But.Ds : PexonctuTympaiite ¢ 6 ml ot TpeiichpHus 6ydep.

I'. PaGoren m3mmuBauny pa3rBop: Iloarorsere ajaexBareH obeM OT pabOTHHMS
M3MHBAIL[ Pa3TBOP upe3 KobaBsiHeTo Ha 69 obema nectuimpana Boaa kbM 1 obem
or u3muBamws pasreop (70x). M3monsBaiiTe MarHuteH cemapaTtop, 3a Ja
xoMmorenusupare. M3xBbpiere HEYHNOTPEOCHOTO KOJIMYECTBO OT pPabOTHHS
U3MHUBAILl pa3TBOP B Kpas HA ACHA.

VIII. CbXPAHEHHE H CPOK HA I'OJHOCT HA PEATEHTHTE

- BCHYKH KOMIIOHEHTH Ha KMTA Ca CTaOMJIHM J10 JaTaTa Ha CPOKA Ha OAHOCT,
MIOCOYCH Ha ONAKOBKaTa, IPH TeMmIiepaTypa Ha chxpaHenue ot 2 °C po 8°C
IPEAU OTBAPSHE MIIM PEKOHCTUTYHPAHE.

- Cilei pEeKOHCTHTYHpaHe, KaauOpaTtopuTe M KOHTPOJUTE Cca CTAOWIIHHU 3a
cpok oT 7 muHu mpu Temmeparypu 2-8°C. 3a mo-AbArH CpOKOBE Ha
ChXpaHEHHE, ce OMpe/elis KpaTHO U Ce ChXpaHsBa npu temmeparypa -20 °C
3a MakcUMyM 3 Mecelia.

- Ipsicho mnpurorBeHuss PaboTeH wu3MuBall pa3TBOp TpsiOBa na Obae
H3I10JI3BaH CbIIUA ACH.

- PeKOHCTHTYHpaHHAT TpeHchp TpsiOBa ga Obae 3aMpaseH cliiel IIbpBaTa
ynotpeba. Ciex ToBa TOW OcCTaBa CTa0WIICH 0 M3THYaHE Ha CPOKa Ha
FOZIHOCT.

- IlpoMenn BBB (U3MYECKHS BHJ HAa pEAreHTHTE HA KUTAa HHAMLUpAT
HECTaOMIIHOCT MJIH HETOJHOCT.

IX. CBBUPAHE HA IIPOFUTE H OBPABOTKA

CepyMBT M XeNmapHHOBaTa IIIa3Ma TpsOBa 1a C€ CbXpaHsIBAT IIpU
Temmneparypu 2-8°C.

To3u KUT € MOAXOSIL 32 CEPYMHH IIPOOU U MPOOH OT XeHapHHOBA IUIa3Ma.
VYcraHoBeHa e Kopemauust Mexay 23 cepyMHH mpoOu u mpodu ot
XEMaprHOBA IIa3Ma OT HSKOM manueHTy: mwiasma = 0,95 cepym + 1,25, R =
0,89.

AKO TecThT HE ce HampaBu B pamkure Ha 48 waca, ce mpenopbusa
chXpaHeHue npu Temmeparypa -20°C.

Crien pa3MpassiBaHe CEpyMHHUTE NMPOOH M NMPOOUTE OT XEHapuHOBA IUIa3Ma
TpsibBa 1a ce cMecAT (B 3aBHUXPSILUMS CMECHTEIN), CIEA KOEeTo jAa ce
HeHTpodyrupar.

X. IMPOLEAYPA

A. OO Ges1eRKH

He u3non3paiite kuta WM KOMIIOHEHTHTE My CJIe]] AaTaTa Ha U3THYaHE CpOoKa Ha
rogHoct. He cmecBaiite Matepuanu OT pasiuyHuM naprtuau kurtose. Ilpenun
ynoTpeda ocTaBeTe BCHYKH PEareHTH Ha CTaiiHa TemIeparypa.

BHUMATEIHO CMECBalTe BCHYKH PEArcHTH C MPOOHUTE 4Ype3 HEKHO pakiiallaHe
WIM BBPTEIMBO pa3MecBaHe. 3a 1a H30erHeTe KpbCTOCAaHA KOHTAMHMHALWS,
M3M0JI3BAlTE YHMCT MMUMETEH HaKpallHUK 3a eHOKpaTHA ynoTrpeda 3a 100aBsHETO
Ha BCEKH peareHT KbM ChOTBETHATA Ipooda.

Bl/lCOKO NPEUU3UPAHUTE TNMUNETA WM aBTOMATUYHUTE IMUIICTH 614xa l'lOLlOﬁpl/lJ'll/l
TouHocTTa. CHOOpa3siBaiiTe ce ¢ BpEMETO 3a HHKyOauusl.

IMoxrorsere KaanOpanMOHHA KPHBA 32 BCSKO H3MEPBAHE U He H3I0JI3BaiiTe JaHHU
OT NPEANIITHU U3MEPBaHUA.

B. IIpoueaypa

Eman excmpakuyus:

1. Crpkienn enpyserkun ¢ eruker (12x75 mm) 3a  ekcrpakuus: 6
Kaymbparopa, 2 KoHTposk 1 10 40 npoOH, ChOTBETHO 110 2 GposL.
2. Pasmpenenere 100 ul or Bcekn KamuOpaTop, KOHTposia WM npoda B

CBOTBETHHUTE EIPYBETKHU.
KoM Besika enpyserka godasere 0,5 ml aretonuTput.

CwMecere B IPOIBIDKEHUE HAa 7 CEKYHU B 3aBUXPSALL CMECUTEIL.
LlentpodyrupaiitTe B poab/DKeHHEe Ha 5 MUHYTH Ha CTaiiHa TeMmIeparypa
(ipu 800-1500 g).

oA~ w

Eman unxyoayus:

1. Os3Hauere [Be MO JBE IMOKPHUTUTE EIMPYBETKH 3a BCEKH KaiauOpartop,
KOHTpOJIA W 1po0Oa. 3a onpeeinsHe Ha o0uws Opoi umIrysicH, 0003HaueTe
2 HOpPMAJIHH elPYBETKH.

2. Jlo6aBere 100 ul o monyueHus CymepHATaHT CEI e€Tana eKCTPAKIUA B
CHOTBETHHTE enpyBeTKH. HakpaiiHuuure Ha mumeruTe TpsiOBa 1a ce Ha-
KHCHAT CbC ChbOTBCTHHS CYNICPHATAHT IIPCAN ﬂOﬁaBﬂHe KBbM CIIPYBETKATA.

3. Pasnpenenere 400 pl unkyGanuoned 6ydep BbB BCSKa €NPYBETKA, C H3-
KJIIOYCHHE Ha TE3H, IPEIBH/CHH 3a OIPEACIsIHE Ha 00LIs OPOi HMITYJICH.




4. Jlo6asere 50 pul Tpeiichkp KbM BCsKa €NpyBETKa, BKIFOYUTEIHO KbM TE3H,
IPEIBHUICHH 32 OIPEIENsIHe Ha O0LIs OPOi HMITYJICH.

5. WHkyOupaiiTe B NPOABIDKEHHE HA JIBa 4yaca MpU CTallHa TeMmIepaTtypa W
npu pazobpksane (300-700 oGopoTa/MuHyTa).

6. Acnupupaiite (Wi npesieiTe) ChIbPKAHMETO HA BCsKa enpyseTka (c
U3KJIIOYCHHE Ha TE3W, INPEIABHICHH 3a ONpeAcisHe Ha o0ums Opoi
MMITYJICH).

7. Ipomuiite enpyBeTkuTe ABYKpaTtHO ¢ 2 Ml W3MHUBAL Pa3TBOpP W aCIHUPH-
paiite. 30sirBaiite pasneHBaHeTO NPy H00aBsSHE HA HM3MHBAILHS Pa3TBOP.

8. Crienr I3MHBaHE OCTAaBETE CNPYBETKUTE B U3IPABEHO MOJIO-)KCHHE 32 OKOJIO
JIBE MUHYTH U aCIIUPUPAITE OCTAHAINTE KallKU TEYHOCT.

9. Otyerere enpyBeTKUTE B rama 6posiy 3a 60 cekyHIH.

Xl. H3YHCIIABAHE HA PE3YJIITATHTE

1. H3uuciere CpeaHOTO apUTMETUYHO HA PE3YJITATUTE, MOJYyYEHH OT ABE 110
JIBE CIPYBETKUTE.

2. V3uwuciere cBbp3BallaTa PaJMOAKTHBHOCT KAaTo MPOLEHT OT CBBP3BAHETO,
ompejeseH npu Hynesara KanuOpaunonHa touka (0) cropex cieaHara
dopmyia :

3. Msnomsaiiku 3 qMKIMYHA ceMU-IorapuTMuuHa wim |ogit-log rpaduuna
xaprusi, Hanecere (B/B0(%)) croiiHocTuTe 32 BCsIKa KaMOpaloHHa TOYKa
kato (ynkuus Ha 250H.D3 koHIeHTpanusITa Ha BCsKa KaauOpannoHHa
TOYKa. OTXB'pr'leTe OYCBUHHUTEC OTKJIIOHCHHUS ..

B/BO (%) = 6poii (KanuGpaTop 1 npoba) x 100
6poii (Hynes Kamu6parop)

4.  KOoMIIOTHPHO aCHCTHPAHH METO/H ChLIO MOraT 1a ObJaT U3MO0JIBAHH, 32 12
ce [OCTPON KaMOpaloOHHATa KpUBa. AKO Ce U3I10J13Ba aBTOMATHYCH METOJ
Ha 00paboTKa Ha pe3yJITaTUTe, Ce MPENnopbuBa MOAXOAsIIA 4-apaMeTpoBa
JIOrUCTUYHA KpHUBa.

5. Ypes unrepnonauus Ha (B/BO (%)) croiinoctuTe OT pobara ce onpenessT
250H.D3 koH1eHTpauuuTe Ha MpoOuTe OT KaanOpaunoHHATa KPUBA.

6. IlpoueHThT Ha OOLIOTO MPOCIEASBAIIO BELIECTBO, CBBP3aHO HPH JIMIICA HA
Henartopaped 250H.D3 (BO/T), tpsibBa na ce mnpoBepd  3a BCSKO
M3CIIe/(BaHE.

XII. XAPAKTEPHH JAHHHU

HaHHl/lTC, HU3JI0KEHHU I10-0J1y Ca CaMO 3a WIIFOCTpALUs 1 HUKOTa HE OuBa Ja ce
H3I10JI3BAaT BMECTO HCTHHCKATa Kannﬁpaunox—u—xa KpuBa.

HE3HAYMTEIIHA M HE OKa3Ba BIMSHHE BbPXY PE3YJITATUTE OT TOBA M3CICABAHE Ha
25-OH-Bur.D3.

OChIIECTBSIBAHETO HAa M3MMTBAHETO HE ce BiMse OT Xxemoum3a (recryBano ¢ 5 g/L
XeMorio6uH) niu 6unupyounemus (recrysaso ¢ 0,25 g/l OGuampyous).

B. IIpeunsnoct

110 BPEME HA U3IIMTBAHETO MEXAY U3IIUTBAHETO
Cepym N <X>*SD CcVv Cepym N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 73 A 9 6,7+05 72
B 43 104+ 0,9 8.8 B 9 131+1,0 73

250H-Vit.D; cpm B/Box 100
061 6poit 40301 -
Kaym6parop 0 ng/ml 23803 100 %
3,0 ngml 20171 85 %
9,0 ng/ml 16237 68 %
20,0 ng/ml 12156 51 %
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2%

SD : Crangaprro otkionenue; CV: KoepuuneHnT Ha Bapuanys

I'. Tounoct
BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
no6asen 250H-Vit.Ds Bn3cranosen (%)
(ng/ml)
0 100
15 109
40 97
60 106
TECT C PASPEXXJIAHE
Paspexnane TeopeTnyHa H3mepena Bn3cranosen (%)
KOHUEHTpauus KOHUEHTpauus
(ng/ml) (ng/ml)
71 425 425 100
12 21,3 20,9 98,4
V4 10,6 11,2 105,3
/8 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0

. 3akbcHeHHe

Kakro e mokasaHo 110-10Jy, Pe3y/lITaTHTE OT U3IHTBAHETO OCTABAT TOYHH JOPH
KoraTo npobara e pasnpeznenena 15 u 30 MuHyTH cieq KaTto KaauOpaTopsT € Oui
1100aBEeH KbM IIOKPHTATa CIPYBETKA.

3aGenexka: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml
X U3ITBJIHEHHUE H OTPAHUHYEHUA

A. OnpejesieH TUMUT

JlBasieceT HyJieBH KanuOpatopa ca OMIM M3MHTaHH 33€IHO C KOMILUICKT OT JPYru
kamubpatopu. OnpeneneHus JIMMHT, Ae(pUHAPAH KAaTo sIBHATA KOHLEGHTPALHS Ha
JIBe CTAHIAPTHH OTKJIOHEHMsS HAaJ CPEeAHHs Opoil MpH HyJIeBO CBBP3BaHE, € OHII
1,2 ng/ml.

B. Cnennguunoct
IpoleHTHTE HA CBBP3BaHE, ONPEICICHH YPe3 CPaBHEHHE HA KOHIEHTPALHATA,
Bozewa 10 50 % nHxubupane, ca CbOTBETHO:

3akbcHeHHnE
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
npobara 1 95 9,2 10,1
npobata 2 36,8 339 36,2

ChenuHenne Kpscrocana peaktusnoct (%)

250H- Butamun D3 100

250H- Buramun D, <0,3

1,25(0OH),- Buramun.D3 89*

1,25(0OH),- Buramun.D, <0,01

Buramun D3 <0,03

Buramun D2 <0,03

24,25(0H),- Butamun.D3 <0,8

* Tbii kato koHUeHTpauuute Ha 1,25(0OH)2-Bur.D3 ca npaktuueckn 1000 nbTi
no-Huckd oT Te3n Ha 25-OH-But.D3, Tasu KpbcTOCaHA PEAKTUBHOCT €

XIV. BBTPELHIEH KAYECTBEH KOHTPOJI

- Axko pesynrature, nonydenn 3a Konrtpona 1 w/wim Kontpona 2 He ca B
paMKUTE Ha HHBOTO, YKa3aHO Ha €THKeTa Ha ()JIaKOHA, TO PE3YJITATHTE He
Morar Aa ObJaT M3MOJI3BaHH, OCBEH aKO HE CE PEIOCTaBH 33aI0BOJUTEIHO
00sICHEeHHE Ha TOBA HECHOTBETCTBHE.

- Ilo xenaHue, Besika J1abOpaTOpUsi MOXKE Jla CH HalpaBH COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHH NPOOH, KOMTO TPSOBa [1a ce ChbXPaHsIBAT 3aMpPa3eHH B KPaTHH
CbOTHOILICHHUSI.

- Kpurepunte 3a mpueMaHe Ha pa3iukaTta OT ABOWHUTE pe3yJNTaTH Ha
npodute TpsiOBa aa ce onupat Ha JJoOpara JlabopatopHa ITpakTuka.

XV. OYAKBAHH CTOHHOCTH

W3BectHO e, ye HopMaiHuTe HUBA Ha 250H.But.D3 ce BIMAAT OT XpaHUTEIHUS
pe)Kl/lM, Cl'lOpTyBaHeTO, TOAUIIHUS CE30H U B’b3paCTTa.

JlajeHuTe 1MO0-10JIy OYaKBaHH CTOMHOCTH He TpsibBa 1Ja ce pasriiexaaT KaTro
abcomoran. DIASOuUrce u3Bbpium OLeHKa Ha cepyM, B3eT 0T 39 Mbike 1 40 sxeHH,
3[IpaBH MO OTHOIIeHHWEe Ha croiHocthre Ha Ca, PTH u anbymuH, or 3amaaHa
EBpona. Be3pactra Ha no0poBosure nomaaa B rpanuuute 17 - 58 romauHu.
IIpo6ute ca B3ern B mepuoxma aexemspu 2010 r. u suyapu 2011 r. Cpexnnara
cToiHOCT 3a nonyianusaTa (N = 79) 6eme 12,5 ng/mL, B uarepsana or 4,1 no 28,7
ng/ml (ua 6asara na 2,5 % no 97,5 %-Hu nepCeHTUIN).



Besika nmabopaTtopust TpsiOBa jia onpeselid cBOoss COOCTBEH MHTEPBall, BAJM/ICH 3a 6. HOLICK M.F. (2007)
ChOTBETHOTO MECTHO HACENICHHE. Vitamin D deficiency.
Cropen nmocjaeqHUTEe JUTEPATYpPHU AAHHU CE MPEArojarar CICAHUTE UHTEPBAIIH N. Engl. J. Med., 357:266-281.
3a kiacudukanusTa Ha cratyca Ha 25 OH Buramun D: pepuunr: 0-10 ng/mL;

nepoctarbynoct: 10-30 ng/mL; mocrarsuno komauectso: 30 mo 150 ng/mlL;

TokcuyHoct: >150 ng/mL.

XVIII.  OBOBILIEHHE HA IIPOTOKOJIA
XVI. IPEJIIA3HH MEPKH H IIPE/]YITPEK/IEHHA
OBIA IIPOBA (K
Bezonacuoct AK'I'HI;JI-I-IOCT KAJIHBHI:IATOPH KOHTPO(JII)/I
Camo 3a in Vitro quarsocrrka. ml ml
Tosu HaBop chabpxa 2| (momyxuBot: 60 fHu), eMuTHpa iorm3upamm X (28 EKCTPAKIIHS
keV) u y (35,5 keV) ipuenus. KanuGparopu - 01 B
To3u paanoakTHBEH MPOAYKT MOXKE Ja Ce IPeHacs M Ja Ce U3I0J3Ba CaMoO OT TTpo6u, KOHTpOIH _ . 01
OTOPHU3MpPAHU JMI[A; IOKyNKaTa, ChXPaHCHHETO, ymoTpebaTa M pa3MsHaTa Ha AueToRuTpHI - 05 05
PaJMOaKTHBHU MPOAYKTH ca MpeIMeT Ha 3aKOHOJATEeJCTBOTO Ha JbpikaBara, Ha
KpaiiHus notpebuten. To3u NpoayKkT He OMBa B HUKAKbB CIydail 1a ce mpuiara T — OCTaBeTe B 3aBUXPAI CMECHTE 3 7 CORYH/TH
Ha XOopa HUJIk )KUBOTHHU. Lientpodyra 5muaytn npu 800-1500 g
bopaBeHeTo ¢ paanakTHBHHS HPOAYKT TPsiOBa a ce U3BHPLIBA B OHpe/eiicHa 3a
LIeJITa TEPUTOPUSL, [ajied OT PEery/sIpHH 30HM Ha NpeMuHaBaHe. B nmaGoparopusita MHKYBAIUS
TpﬂﬁBa Ja c€ noaabpKa MAOHEBHUK 3a II0JIy4aBaAaHETO W CBXPAHCHHUETO Ha EKC’]‘anI/IpaH - 0’1 0’1
pasMoaKTHBHUH MaTepuand. JlaboparopHaTta eKMIMPOBKA M CTBKIAPHs, KOHTO cynepHaTanT
Morar 1a 6baT KOHTAMMHUPAHH C PaJMOAKTHBHY CyOCTaHLMH, TpsOBa na Ob1aT HnkyGaunonen Gyhep _ 04 04
OTHECNCHH C el fAa ce H30erHe KPbCTOCAaHA KOHTAMHUHALMS C Pa3InuHH Tpeiicsp 0,05 0,05 0,05
PaZMOU30TOIH.
BesikakBH  pafMioaKTHBHM HPBCKH TPsiOBa Oa ce IOYMCTBAT He3abaBHO B VikyGams 2 waca Ha craiia Temreparypa npu pasoupxsane (300-
CHOTBETCTBHE € MPOLEAYPUTE 3a paJualdoHHa Oe30macHOCT. PagnoakTHBHHTE 700 oBoporalmuiyra).
oTmagblu TpsOBa 1a ce U3XBBPILIT, CIEIBAHKH MECTHHTE Hapeabu U
PBKOBOACTBA HA BJIACTUTE, YHPAXXKHABAUIA HOPUCAUKLUATA, HAL naﬁopaTopl/lnTe. .
[lpuaspikaHeTo KbM OCHOBHHUTE MpaBWiIa 33 PaJMIMOHHA OE30MACHOCT Cenapanus . achpupartre
OCHI'YpsIBaT a[JeKBaTHA 3aIlHTa. Usmubam pasteop ) 20 N
qOBeLLlKl/lTe KPBbBHU KOMIIOHECHTH, BKJIFOYCHH B KHTa, Ca 6l/lJ'll/l TECTyBaHU 4pe3 CCHBPBHI/IH . achprparre
. H3muBaIi pa3rsop - 20
onobpenn or Eepomneiickn n/umn FDA (AmepukaHCcKa areHUus 110 XpaHHTE U Cenapaus : ACHHDHPAHTE BHIMATEIHO
JIeKapcTBaTa) METOIM M ca jJand orpuuareiaed pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV, pip
anTu-HIV-1 u 2. HsiMa u3BecTeH METO/, KOWTO Ja JaBa IIbJIHA FapaHIIKs 3a TOBa,
Ye YOBELIKMTE KPbBHHM JepuBathd He npeHacsar xenatut, CIIUH wmm apyru Bpoene Oruerere enpyserkute 3a 60 cexynmn
nHbekunu. ETo 3a10, 60paBeHETO ChC PEareHTUTE, CEPyMHUTE MM IUIA3MEHUTE
npodu TpsioBa ja Ob/e B ChOTBETCTBUE C MECTHHUTE IIPOLIEAYPH 110 OE30MAaCHOCT.
Benuky JKMBOTHHCKM MPONYKTH W JACpHBATH ca OWiH CbhbOMpaHH OT 3ApaBH
KUBOTHH. BOJICKMTE KOMIIOHEHTH Ca ¢ IPOU3XOJ OT CTpanH, kbaero BSE (Boncka DIAwurcslrngggfr Homep: f%;&“;g HOMeflggg/imm:
cepyMHa eHuedanonartis) He ¢ Ouia ycraHoBsBaHa. HesaBucumo OT TOBa, !

KOMITOHEHTHTE, ChABPIKAILM XUBOTHHCKH CyOCTaHIMH TpsiOBa Aa ce TpeTUpaTr
KaTo IMOTCHIHAJIHO l/lH(beKLll/IOSHl/l. )IaTa Ha PEBHU3HS: 2011-03-28
W36sirBaiite KakbBTO M Ja OWIIO KOXEH KOHTaKT C peareHTHTe (ChIbpiKar

HATPHEB a3u/ KATO KOHCEPBAHT). A3HABT B TO3H KHT MOXE /Ia pearupa ¢ 0J0BOTO

U ME€ATa BbB BOAOIPOBOJHHUTE MHCTAJALlMM KAaTO IO TO3UW HAYMUH CC IOJy4daBaT

CUJIHO C€KCIUIO3BUBHU MCTAJIHU a3uu. HO BpEMEC Ha U3MHUBHHIA €Tall, l'lpOMPlﬁTe

ChC CHJIHA M OOMIJIHA CTPYsI BOJA KaHAIM3ALUATA, 32 Aa U3bernere opMUpPAHETO

Ha a3uau.

He nyuwiere, He mnuiiTe, HE SDKTE M HE CH Cllaraiite Ko3MeTHKa B paboTHaTa

Tepuropus. He nunerupaiite ¢ ycra. M3non3saiiTe 3aliiTHO 00JICKIIO M PhKaBHIIU

3a eHOKpaTHA yrnoTpeoa.
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250H-VIT.D3-RIA-CT

I.  VIZSGALAT CELJA

Immunradiometrias €jards human szérum és heparinplazma 250H-Ds-vitamin-tartalmanak in vitro
mennyisegi meghatérozasara.

1.  ALTALANOSINFORMACIOK

A. Beegyzett név: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Reagenskészlet
B. Kataloégusszam: KIP1961: 96 vizsgda
C. Gyarto: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue del'Indudrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kér désekkel hivja a kdvetkezé szamot:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. KLINIKAI HATTER

A. A 250H-D3 élettani szerepe

A 25-hidroxi-Ds-vitamin (250H-D3) a 9,10-seco-5,7,10 (19)-kolesztatrién-3p,25-diol hétkdznapi neve. Ez a secoszteroid
a méjban keletkezik a kolekalciferol, mas néven Ds vitamin 25-hidroxilacidja soran. A 250H-D3 mas D-vitamin
anyagcseretermékek eldanyagaként szolgal, sajat bioldgiai aktivitdsa csekély. Legaktivabb szdrmazéka az 1o,25-
dihidroxi-D3 vitamin, amit a vesék (és a méhlepény) termelnek a 250H-D3 la-hidroxilacidjaval. Ez a hormonalis
szabalyozas alatt alo szteroid serkenti a kalcium és a foszfor felszivodasit a tépcsatornabdl. Fokozza a csontok
reszorpcidjét és mineralizaciojét is, ezéltal pedig megakadédlyozza angolkér kialakulédsat, valamints a csontlagyulést és a
csontritkulast. Aktiv ez a hormon hatést D-vitamin més, a kalcium széllitasaért felelds szovetekben (méhlepény, vesek,
tejmirigyek, stb.), és endokrin mirigyekben (béta-sejtek, mellékpajzsmirigyek, stb.) is. Ezekben a szbvetekben is a 25-
hidroxi-D3 vitamin szolgél az anyagcseretermékek egyik fé eléanyagakeént.

B.  Szabalyozé folyamatok

A 250H-D3 jelentds részben a méjban termelddik, azonban més szbvetekben (bélcsatorna, vese) is zgjlik hasonld
hidroxilécié. Bér lehet, hogy a 250H-D3 bizonyos mértékben negativ visszacsatolassal hat sajat termel6désére, a nagy
mennyiségben rendelkezésre 816 szubsztrat (Ds-vitamin) fokozza a 250H-D3-termelést és noveli a vérben keringd
250H-D3 szintjét.

C. Klinikai felhasznélas
A vizsgalat D-vitamin hiény, illetve tlladagolés diagnosztizal dsa szempontjabol fontos.



IV. AMODSZERELVE

El6szér a kalibratorokat, kontrollokat és a mintékat (vérsavd vagy heparin
vérplazma) acetonitrillel kell kezelni.

Ismert mennyiségii *I-dal jelélt 250H-D3 verseng a mintaban, kontrollokban
vagy a kalibratorokban taldhaté 250H-D3-mal a csivek alsd részének belss
felll etére rogzitett i smert mennyiségii specifikus elenanyag kétshelyeiért.

A csoveket két oran & szobahémérsékleten kel inkubalni, majd a folyadékot e
kell tavolitani. Ekkor a kompetitiv reakcio ledll. A csoveket ezutan &t kell mosni
2 ml higitott mosooldattal. Végil a radioaktivitdas gamma-sugarzasmérével
mérhet6.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA

Reagens Mennyiség 96 Szin Feloldas
mintahoz
25-hidroxi-Da-vitaminna 2x48 rézsaszin | Haszndarakész
boritott csovek
Ag 125 1ampulla piros Ideiglenesen oldja
liofilizat fel, 6 ml
240 kBq nyomjelz6izotop-
B.dd  jelolt  25-hidroxi-Ds- higité puffer
vitamin (tracer) hozzéadéséava
CAL n 1 ampulla sarga Adjon hozza 0,5
o liofilizat ml desztill 8t vizet
Nulla kaibréor:
|6szérum/gentamicines
foszfa&puffer
CAL 5ampulla sarga Adjon hozza 0,5
- liofilizat ml desztill 8t vizet
Kadibratorok 1 - 5):
|6szérum/gentamicines
foszfé&puffer (apontos értékeket .
az ampull &k cimkéin)
INC BUF 1 ampulla fekete Haszndatrakész
45 ml
Inkubéciés puffer nétrium-azidda
(<0,1%)
1 Il iros Haszndatrakész
TRACER BUF a;nrlzlllj a M
Etanol os ol dat, n&rium-azidda
(<0,1%)
1ampulla fekete Haszndatrakész
25ml
Acetonitril
1ampulla barna Higitsa 70 x
WASH SOLN|CONC |
| S | 10ml desztill &t vizzel
Mosboldat (hazndjon
méagneses keverot).
2 ampulla ezlist Adjon hozz4 0,5
| CONTROL | N | liofilizat ml desztill dt vizet

A kontroll 1. és 2. gentamicin
tartalma timol ban

Megjegyzés: A legnagyobb kalibratornd magasabb 250H-D3-koncentracioju
mintékat az acetonitriles kezelés elétt higitsa a nulla kalibrétorral.
Nem &l rendelkezésre nemzetk 8zi referencia anyag.

VI. AFELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezé eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de szilkségesek a vizsgdlat
evégzéséhez:

Desziilldlt viz

Pipettéak: 50 pl, 100 pl, 400 m és500 pl beméréséhez.

Vortex

Mégneses keverd

Uveg kémcesivek (12x75 mm) az acetonitriles kivonashoz.

5 ml automata fecskendé (Cornwall) a mosashoz

Vizlégszivattyl és mosokésziil ék

Barmely, *°| mérésére alkalmas gamma-sugérzasmérs (minimélis hozam
70%).

Centrifuga (800-1500 g)

@NoOO~WNE
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VIl. REAGENSEK ELOKESZITESE

Kalibratorok : Oldjafe akalibrétorokat 0,5 ml desztillalt vizben
Kontrollok Oldjafe akontrollokat 0,5 ml desztill&lt vizben.

15| .250H-D3: Oldja fel 6 ml nyomjd z6i zotdp-higitd pufferben.

Higitott mosooldat: Készitsen megfeleld mennyiségii higitott mosooldatot
Ggy, hogy 69 rész desztilldt vizhez 1 rész mosbdoldatot (70x) kever.
Homogenizdlja mégneses keverd segitségével. A napi  vizsgaatok
végeztével ontseki a megmaradt higitott mosool datot.

Cowzx

VIIl. A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

- Felnyitas és feoldas nékil a reagensek 2-8°C-on térolva a cimkén
feltlntetett idépontig eltarthatok.

- Ujraol das utén a kalibratorok és kontrollok egy hétig stabilak +2 °C és+8
°C kozott. Ha tovabb tarolandd, akkor szét kell osztani, majd legfeljebb 3
hénapig -20 °C-on kell tarolni.

- A frissen késziilt higitott mosdoldatot még aznap fel kel hasznalni.

- A feloldott tracert az es6 haszndlat utan fagyassza le. Ezutén a lgérati
idegjéig etarthato.

- A reagensek fizikai tulajdonsagainak megvéltozasa val 6sziniileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

IX. MINTAVETEL ESELOKESZITES

- A szérum- és heparinplazmamintékat +2 °C és +8 °C kozbtti
hémérsékleten kell tarolni.

- Ez a kit mind szérum-, mind heparinplazmaminték esetében alkal mazhato.
A korrelacié kialakitasara az ugyanazoktdl a betegektsl szarmazé 23
szérum- és heparinplazmaminta kdzott kerdilt sor: plazma = 0,95 szérum +
1,25, R=0,89.

- Amennyiben nem végzi el a vizsgdlatot 48 érén belil, gjanlott a mintékat
-20°C-on tarolni.

- A vérsavo vagy heparin vérplazma mintékat fel ol vasztas utan keverje meg
(vortex), majd centrifugdjale.

X. ELJARAS

A. Tudnival6k
Ne hasznédlja areagenseket algarati idejikon tul. Ne keverjen Ossze etérd
gyartas szamu reagenskészletekbdl szarmaz6 anyagokat. Haszndlat elétt
vérja meg, amig a reagensek szobahémérsékl etre melegednek.
A reagenseket és a mintékat homogenizalja alaposan 6vatos mozgatassal
vagy keveréssel. Minden reagens és minta beméréséhez haszndljon tiszta
eldobhat6 pipettahegyet, hogy elkerilje az anyagok beszennyezbdését.
Nagypontossagu pipettak, vagy automata pipettazd készilék haszndlata
javitja avizsgdlat pontossagat. Tartsa be a megadott inkubaci 6sidoket.
Minden vizsgélathoz készitsen Uj kalibrécios gorbét, ne hasznélja korabbi
mérések adatait.

B. A vizsgalat menete

Kivonas

1. Feliratozzon 12x75 mm-es Uveg kémcsdveket a kivonas |épéshez 6
kalibrétor, 2 kontroll éslegfeljebb 40 minta szamara, duplikatban.

2. Mérjen 100 ni-t a kalibratorokbdl, kontrollokbdl és mintékbol a megfe el
csvekbe.

3. Mérjen minden csbbe 0,5 ml acetonitrilt.

4, Keverje a csivek tartalmét vortex segitségével 7 masodpercig.

5 Centrifugalja a csdveket 5 percig szobahémérsékleten 800-1500 g-vel.

Inkubéciés |épés

1. Feliratozzon 2-2 reagenssel boritott csovet a kalibrétorok, a minték és a
kontrollok szdmédra. A teljes radioaktiviths méréséhez haszndljon 2
reagens nédkuli csOvet (totalok).

2. Mérjen 100 ni-t a kivonds sorén keletkezett fellliszobdl a megfelel$
csivekbe. Bemérés elétt szivjatele a pipettahegyet az adott felliluszoval.

3. Mérjen 400 m inkubéci 6s puffert a csdvekbe (a totél okat kivéve).

4, Mérjen 50 pl tracert minden csbbe (atotalokbais).

5. Inkubdlja a csoveket szobahdmérsékleten 2 oran &, (300 - 700
fordulat/percen torténd) keverés mellett.

6. Szivjalea csovek tartalmat (kivéve atotal ok).

7. Mossa a csoveket kétszer 2 ml higitott mosdoldattal, majd tavolitsa € a
folyadékot. Vigyazzon, hogy a mosool dat beméréskor ne habosodjon.

8. Az mosas utén hagyja dlni a csoveket 2 percig, majd tavolitsa € a
megmaradt fol yadékcseppet.

9. Mérje aradioaktivitast gamma-sugarzasmérével 60 masodpercig.




XI. EREDMENYEK KISZAMITASA

1. Szamoljaki a parhuzamos mérések atlagat.
2. Szamitsa ki a megkotott radioaktivitds szézalékos értékét a nulla
kalibrétorra kapott eredmény fehasznalasaval az aldbbi képlet alapjan:

B/BO % = [ kontroll vagy minta cpm / BO (nulla kalibrétor) cpm] x 100

3. Féllogaritmikus vagy logit-log milliméterpapiron &brézolja a kalibrétorok
B/BO(%) értékeit a hozzguk tartozd6 250H-D3  koncentréciok
fuggvényében. Hagyja figyelmen kivil a nyilvanval 6an kiess értékeket.

4. Szamitégép segitségéve is ferajzolhatd a kalibracios gorbe. Ez esetben
hasznéljon 4-paraméteres | ogi sztikus gorbeill esztést.

5. A kalibraciés gorbe aapjan hatdrozza meg a mintdk 250H-D3-
koncentréci6jat B/BO(%) értékeik interpoléacidjaval.

6. Minden vizsgdlat soran hatarozza meg a jedletlen 250H-D3 nélkil
bek 6t6d6 tracer szézal é&os mennyiségét (BO/T).

XIl. JELLEMZO MERESI EREDMENYEK tot hier

A kovetkezé adatok csak pédaként szolgadlnak, soha ne haszndlja 6ket a valés
idejti kalibrécio helyett.

D. Pontossag

VISSZANY ERES

Hozzéadott 250H-D3 Visszanyerés
(ng/ml) (%)
0 100
15 109
40 97
60 106

HIGITASI VIZSGALAT

Higitas Elméleti Mért Visszanyer és
koncentrécio koncentréacio %)
(ng/ml) (ng/ml)

1 425 425 100

12 213 209 98,4
v4 10,6 11,2 105,3
/8 53 57 107,0
116 2,7 2,6 98,8
132 13 13 98,0

250H-Vit.D3 cpm B/Box 100
Teljes radioaktivités 40301
Kadibréator 0 ngml 23803 100 %
3,0 ng/ml 20171 85%
9,0 ngml 16237 68 %
20,0 ng/ml 12156 51 %
65,0 ng/ml 7090 30 %
130,0 ng/ml 5330 2%

M egjegyzés: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml

XI1I. A VIZSGALAT JELLEMZO| ES KORLATAI

A. A kimutathatésag also hatéra

Hlsz nullakalibrétort vizsgéltak meg méskalibréatorokkal egytitt.

A kimutathat6sag al s hatéra 1,2 ng/ml-nek bizonyult, ami a nulla kalibrator cpm
értékeinek atlagabdl szamolhaté ki a sandard deviacié kétszeresének
levonasaval.

B.  Specificitas

A keresztreakci6 szazalékos értékei kiilonbdzs vegyiletek 50%-os gétlast okozé
koncentréaci6i alapjan szamolva:

E. Az utolso kalibrator ésa mintak bemér ése kozott eltelt idé

Ahogy ezt az alabbi adatok is mutatjék, a vizsgdlat eredményeit nem
befolyasolja, ha egy minta bemérése akéar 15 - 30 percce az utolsd
kalibrétor utan torténik.

ELTELT IDO
0" (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
1. minta 9.5 9.2 10.1
2. minta 36.8 33.9 36.2

Vegyulet Keresztreaktivitas (%)
250H- Ds-vitamin 100
250H- D,-vitamin <0.3
1,25(0OH),-D3-vitamin 89*
1,25(0OH),-Do-vitamin <0.01
D3-vitamin <0.03
D2-vitamin <0.03
24,25(0H),- Dz-vitamin <0.8

* Mive a 1,25(0H),-Ds-vitamin koncentréci6ja tul  donképpen 1000-szer
dacsonyabb, mint a250H-D3-€, akeresztreaktivitas nem jelentds, és nem
befolyasolja a 250H-D 3-vizsgdl a eredményét.

A vizsgdat teljesitményé nem befolyasolja a hemolizis (5 g/l
hemoglobin bevizggdlasa mellett), illetve a bilirubinaemia (0,25 g/l
bilirubin bevizsgal dsa mell ett).

C. Reprodukalhat6sag

VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI

Savé6 | N | <X>=*SD cv Savé6 | N <X>=*SD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 49 | 191% 14 73 A 99 67+05 72
B 43 | 10409 88 B 131+ 1,0 73

SD: standard deviécio; CV: variéci6s koefficiens

XIV. BELSO MINOSEGELLENORZES

- Ha a kontroll 1-re és'vagy 2-re kapott eredmények kivil esnek az
ampulldk cimkéin feltiintetett tartomanyon, a vizsgdlat eredményei nem
hasznalhatok fel, kivéve, haismert az etérés pontos oka.

- Igény esetén béarmely laboratérium készithet egy sqjat, kontrollként
szolgdl 6 savépoolt, amit azutan szétosztva, |efagyasztva kell tarolni.

- A pérhuzamos vizsgdlatok eredményei kozotti eltérés efogadhatd
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatarozni.

XV. VARHATO ERTEKEK

A téplalkozas szokésok, arassz, az évszakok és az életkor is befolyasoljak a 25-
hidroxi-Ds-vitamin szintj .

A tovébiakban kozolt varhatd értékeket nem kell abszollt értékeknek tekinteni.
A DIAsource kiértékelte a 39 férfitdl és 40 nétol vett mintat, akik a Ca-, PTH-,
illetve abuminértékeik szerint egészségesek, és akik Nyugat-Europabol
szarmaznak. Az onkéntesen résztvevok kora a 17 és 58 év kozotti tartomanyba
esett. A mintakat 2010 decembere és 2011 januarja kozott gytijtottek. Az egész
populacio esetében az dtlag (n = 79) 12,5 ng/ml valt, a tratomany pedig 4,1-t6l
28,7 ng/ml-ig terjedt (a2,5%-t6l 97,5%-ig terjedd értékek alapjan).

Minden laboratérium alakitsa ki sajét tartomanyét, a helyi populéaci6 alapjan.

Az Ujabb szakirodalom a kovetkezé tartomanyokat javasolja a 25 OH D-vitamin
szempontjabdli dlapot besoroldsdra: Vitaminhidny: 0-10 ng/ml; vitaminhiany:
10-30 ng/ml; eegends vitaminmennyiség: 30-150 ng/ml; vitamintoxicitas >150
ng/ml.

XVI. MUNKAVEDELEM

Biztonsagi eldirasok

Csak in vitro diagnosztikai felhaszndlasra.

A kit réntgen (28 keV) és gamma (35,5 keV) sugérzé I izotépot (feezési ids:
60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben taldlhat6 radioaktiv anyagot csak arra jogosult személyek
vehetik & és haszndlhatjak fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, téroléasira,
haszndlatéra, és csréjére az adott orszag torvényei évényesek. A reagensek
alkalmazasa embereken és dllatokon is minden korilmények kozott tilos.

A készlet emberi vérbdl késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti ésivagy
az FDA dtal mindsitett médszerrel HBsAg-tol, valamint anti-HCV, és anti-HIV-



1 és 2 dlenanyagoktdl mentesnek taldlték. Azonban egyetlen maismert modszer
dapjan sem dlithatd biztosan, hogy az emberi vérbsl készilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z6 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savé-, illetve plazmamintat a fert6zé anyagokra vonatkozo
helyi biztonsagi e 6irasoknak megfele 6en kell kezelni.

Minden dlati eredetii reagens és termék egészséges dlatokbdl szarmazik. A
szarvasmarha eredetli reagensek olyan orszagokbdl szarmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden dlati eredetii anyagot
tartalmazo reagenst potencidlisan fertézésveszélyesként kell kezelni.

Vigyazzon, hogy a reagensek bérre ne kertlljenek (tartésitoszer: natrium-azid). A
reagensekben taldhaté néatrium-azid robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet
dlom és réz csdvezetékek anyagaval. A csovek mosasakor nagy mennyiségii
vizzel egyltt ontse ki ezeket az anyagokat, hogy megelézze az azid
felgytleml ését.

Ne dohanyozzon, ne fogyasszon éet vagy itat, illetve ne haszndjon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon szgjjal. Munka kozben
visdjen laborkdpenyt és egyszer hasznalatos kesztyiit. Minden, radioaktiv
reagenssdl végzett miiveletet egy arra kijel dlt, elkiilonitett helyen kell evégezni.
A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérdl és tarolasardl vezetett
jegyzkonyvet a laboratérium teriiletén kel tartani. Azokat a laboratériumi
eszkozoket és Uivegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal szennyezddhettek,
kilonitse e, hogy ekerilje a kulénbozd radioizotopokkal — torténd
keresztszennyezédét.

Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiémlik, azonnal tekaritsa fel az erre
vonatkoz6 € dirasoknak megfelel6 modon. A keletkezé radioaktiv hulladékot a
helyi szabdlyoknak és az illetékes hatésagok erre vonatkozd Utmutatasanak
megfeleléen kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok keze ésére vonatkozo
aapvetsé szabdlyokat, megfelel6en védett lesz a sugarfertézéstol.
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XVIIlI.  AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA
Total ok Kalibrator ok Minték,
kontrollok
ml ml ml
KIVONAS
Kadibrétorok 01 -
Minték, kontrollok - 01
Acetonitril 0,5 05
Vortex Keverje 7 mésodperig
Centrifugdl & 5 percig 800-1500 g-vel
INKUBACIO
Felliluszo 0,1 01
Inkubéci 6s puffer - 04 04
Tracer 0,05 0,05 0,05
Inkubécié 2 6rén & szobahdmérsékleten, (300 - 700

fordul at/percen torténs) keverés mellett.

Folyadék eltavolitasa
Mosbol dat
Folyadék eltavolitasa
Mosbol dat
Folyadék eltavolitasa

Leszivés
20
Leszivés
20
Ovatosleszivés

Mérés

Radi oaktivités mérése 60 méasodpercig

DIAsource Katd 6gusszam :

KIP1961

P.l. Szém:
1700543/hu

Verzibszam :
110328/1

Frisstésidopontja: 2011-03-28
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Used symbols

Symboles utilisés

Consult instructions for use

Consulter lesinstructions d' utilisation

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

LoT] Batch code Numéro de lot

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

In vitro diagnostic medica device

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Manufacturer

Fabricant

Contains sufficient for <n> tests

Contenu suffisant pour <n> tests

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

Cadlibrator diluent

Diluant de caibrateur

Reconstitution solution

Solution de reconstitution

Polyethylene glycol

Glycol Polyéthyléne

Extraction solution

Solution d’extraction

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

Neutraization solution

Solution de neutralisation

Tracer buffer

Tampon traceur

Microtiterplate

Microplaque detitration

Conjugeate buffer

Ab | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré

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

Chromogenic TMB concentrate

Chromogéne TMB concentré

CHROM TMB | CONC

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

Biotin conjugate concentrate

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentrate

Avidine HRP concentré

Assay buffer

Tampon de test

Biotin conjugate

Biotine conjugué

Specific Antibody

Anticorps spécifique

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

Gebrauchte Symbolen

il Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Gebrauchsanweisung beachten

f ] Bewaartemperatuur Lagern bei

= Houdbaar tot Verwendbar bis

LoT] Lotnummer Chargenbezeichnung

REF Catal ogusnummer BestellInummer
[BOHTROL] Controle Kontrolle

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

| Fabrikant Hersteller

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

Wasoplossing, geconcentreerd

Waschl6sung-Konzentrat

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

Extractieoplossing

Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Elutieoplossing Eluierungslsung

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

Microtiterplaat Mikrotiterplatte

Ab | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ag | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat

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

SUB | BUF Substraatbuffer Substratpuffer

STOP | SOLN Stopoplossing Stoppl &sung

INC | SR Incubatieserum Inkubationsserum

BUF Buffer Puffer

Ab AP AP Conjugaat AP Konjugat

SUB | PNPP Substraat PNPP Substrat PNPP

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

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

Ab | BIOT Biotine conjugaat Biotin-Konjugat

m Specifiek antilichaam Spezifischer Antikorper

Streptavidine-HRP concentraat

HRP Streptavidinkonzentrat

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

Simbolos utilisados

Consultare leistruzioni per I'uso

Consultar las instrucciones de uso

Limitazioni di temperatura

Limitacion de temperatura

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

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Contenido suficiente para<n> ensayos

£\ «at
9 .
g
z

CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Cadlibratore zero Calibrador cero

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

Ag | 1250 Marcato Trazador

Ab | 1280 Marcato Trazador

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato Trazador concentrada

Ab 1251 CONC

Marcato concentrato

Trazador concentrada

]

Provette

Tubos

INC | BUF Tampone incubazione Tampdn de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrile Acetonitrilo

SERUM Siero Suero

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

Diluente cdibratore

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

Soluzione di ricostituzione

Solucion de Reconstitucion

Polietilenglicole

Glicol Polietileno

EXTR [ SOLN

Soluzione di estrazione

Solucion de extraccion

ELU SOLN

Soluzione di eluizione

Solucién de elucion

T

Cartucce di silice bond elut

Cartuchos Bond Elut Silica

PRE SOLN

Soluzionedi pretrattamento

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR | SOLN

:

Soluzione di neutralizzazione

Solucion de Neutralizacion

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

Q
Q
z
&

BUF

Buffer coniugato

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

Cromégena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Solucién Cromégena TMB

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

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrato avidinaHRP

Concentrado avidinaHRP

ASS BUF

Soluzione tampone per test

Tampoén de ensayo

Ab BIOT

Coniugato con biotina

Conjugado de biotina

i

Al

Anticorpo Specifico

Anticuerpo especifico

SAV HRP | CONC

Streptavidina-HRP concentrata

Estreptavidina-HRP Concentrado

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

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

Contetido suficiente para<n> testes

Innehdllet racker till <n> prover

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

Tvéttl6sning, koncentrerad

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

Diluente do calibrador

Kalibratordiluent

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

EXTR | SOLN Solucdo de Extraccéo Extraktionsl&sning

BU | SN Soluggo de Eluicio Elueringsl6sning

Cartuchos de silicaBond Elut

Silikonpatroner for elueringsbindning

Soluggo de pré-tratamento

Forbehandlingsl 6sning

Solugéo de neutralizagéo

Neutraliseringsl ésning

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

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

Kromogeniskt TM B-koncentrat

CHROM | T™MB

Solugdo Cromogénica TMB

Kromogenisk TMB-I&sning

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

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Biotinkonjugat koncentrat

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Avidin HRP-koncentrat

ASS BUF

Tampéo de ensaio

Provbuffert

Ab BIOT

Conjugado de biotina

Biotinkonjugat

Al

Anticorpo especifico

|1

Tampéo de acidificaggo

HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado -

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

Anvendte symboler

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Laes brugsvejledningen

Oeppokpacio amobikevong

Opbevaringstemperatur

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

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Kataokevaomg

Fabrikant

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoElg

Indeholder nok til <n> test

ZUUTUKVOUEVO SLHAVLLOL EKTAVONG

Koncentreret vaskeopl gsning

CAL 0 Mndevikog Babpovountg Nul-kalibrator

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

Ag | 125l IynOétng Marker

Ab | 1280 IynOétng Marker

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

INC | BUF Pubpiotikd didhopa endaong Inkubati onsbuffer
ACETONITRILE Axetovirpilio Acetonitril

SERUM Opog Serum

DL | SPE Awihopa apainong detypdtmv Provediluent

DL | BUF Pubpiotikd didhvpo apaioong Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Avtiopog Antiserum
IMMUNOADSORBENT AvocompoopoenTikd Immonoadsorbent

Addopa Tpoemeepyaciog

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

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

ZUUTVKVOUEVO avTIdpactiplo cuievypévo pe Protivn

Biotin konjugat koncentrat

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

Avidin HRP koncentrat

PuBiotiko stddvpo Tposdopicron

Provebuffer

avTIdPuoTHPLo GLEEVYHEVO ne Plotivn

Biotin konjugat

Ewdwo6 Avticopo

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

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

| ACID | BUF | -
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Stosowane symbole

Hasmnalt szimbélumok

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

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

Producent

Gyarto

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

Tartalma <n> teszt el végzésére el egendd

WASH | SOLN | CONC

Roztwér ptuczacy stezony

Moso folyadék koncentrétum

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

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

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

Rozcienczanik kalibratora

Kalibrétor higité

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

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakeyjny Extrakci6s ol dat

ELU | SON Roztwor eucyjny Elud 6 oldat

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Bond Elut Silicaszilikagél patronok

Roztwér do przygotowania wstepnego

Elékezel 6 oldat

Roztwér neutralizujacy

Semlegesité oldat

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

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB koncentrdum

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB oldat

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

p-nitrofenyl ofosforan substratowy

Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

Biotin konjugatum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Avidin HRP koncentrdtum

ASS BUF

Bufor do oznaczania

Vizsgdlati puffer

Ab BIOT

Koniugatu biotyny

Biotin konjugdtum

Al

Przeciwciato swoiste

Specifikus ellenanyag

|1

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

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

Karanosxen Homep

Konrpon

W1 BUTPO TMArHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4HO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBal pa3sTBop

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

A Tpeiicsp

i i Tpeiicep

Konuenrpupan Mapkep

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

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3Tsop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pa3tBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTENTN

Ipen-neueben pazTBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IIACTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

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

su | BUF Cyb6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBOp

INC | SR HHKy6armoHeH cepym

suF Bydep
Ab AP

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpodenun pocdar

buoTnH KOHIOTHpaH KOHLEHTpAT

AVID HRP | CONC

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

AsuanH HRP konueHTpar

Bydep 3a npobure

buotun xoHiorar

crnenupuIHO AHTHTAIIO

crpenrtasuaud HRP koHLeHTpat

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

KHcenuHu3upai oydep
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