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.  INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of 25-hydroxyvitamin D2 and D3 (25-
OH-D2 and 25-OH-D3) in serum or heparin plasma

[I. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name: DIAsource 250H Vitamin D total -RIA-CT Kit
B. Catalog number : KIP 1971 : 96 tests
C. 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

1. CLINICAL BACKGROUND

Vitamin D isthe generic term used to designate Vitamin D2 or ergocalciferol and Vitamin D3 or cholecalciferal.

Humans naturally produce Vitamin D3 when the skin is exposed to ultraviol et sun rays.

In the liver mainly, Vitamin D3 is metabolised into 25-Hydroxyvitamin D3 (25 OH D3) which is the main form of Vitamin D
circulating in the body.

25 OH D3 isaprecursor for other Vitamin D metabolites and hasalso a limited activity by itself.

The most active derivative is 1,25-Hydroxyvitamin D3, produced in the kidney (or placenta) by 1 a —hydroxylation of 250HD3.
250HVitamin D stimulatestheintestinal absorption of both calcium and phosphorus and al so bone resorption and mineralisation.
250H Vitamin D might also be active in other tissues responsible for calcium transport (placenta, kidney, mammary gland...)
and endocrine gland (parathyroid glands, beta cells...).

Vitamin D3 and Vitamin D2 are al so availabl e by ingestion through food or dietary supplementation.

AsVitamin D2 is metabolised in a similar way to vitamin D3, both contribute to the overall Vitamin D status of an individual.

It isthe reason why it is very important to measure both forms of 25 OH Vitamin D equally for a correct diagnosis of Vitamin D
deficiency, insufficiency or intoxication.

Vitamin D deficiency is an important risk factor for rickets, osteomalacia, senile osteoporosis, cancer and abnormal pregnancy
outcomes.

The measurement of both 25 OH Vitamin D forms is also required to determine the cause of abnormal serum calcium
concentrationsin patients.

Vitamin D intoxication has been shown to cause kidney and ti ssue damages.
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IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

At firg calibrators, controls and samples (serum or heparin plasma) are pre-
treated to release 250H Vitamin D, and 250H Vitamin D3 from Vitamin D
Binding Protein (DBP).

A fixed amount of *®| labelled 250H Vitamin D competes with the 250H
Vitamin D, and 250H Vitamin D3 from treated samples, controls or calibrators,
for a fixed amount of a specific monoclonal antibody sites immobilized to the
lower and inner surface of plagtic tubes.

After 2 hours incubation at room temperature on a tube shaker, an aspiration step
terminates the competition reaction. The tubes are then washed twice and
aspirated again. A caibration curveis plotted and the total 25 OH Vitamin D (D,
and D3) concentrations of the samples are determined by dose interpolation from
the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 Test Kit | Colour Recongtitution
Code
Tubes coated with Mab anti 2x48 green | Ready for use
250H Vit D2 and 250H Vit D3
15 Lvia red Add 6 ml of Trager
Ag 160 kBq Buffer
Fjodine labelled 250H Vit D | YOPMlised
(HPLC grade).
CAL n 1vial yellow | Add 0.5ml distilled
lyophilised water
Cdibraor 0: horse serum and
phosphate buffer with gentamycin.
cAL Svids | yellow | Add05mi distilled
lyophilised water
Cdibraors 1-5 in horse serum and
phosphate buffer with gentamycin
(see exact vaueson vid labels)
1via brown Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2vids silver Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | Iyophilised water
ControlsN =2
in human serum with thymol
| TRACER | BUF |
R f
1vial red eady for use
Tracer Buffer with casein and 7 ml
gentamycin
PRE Lvid | 9N Add 5 mi distilled
Iyophilised distilled water
Pre-treatment Solution with Proclin
300 (0.1 %)
Ready for use
PRE BUF 1via blue
20ml
Pre-treatment Buffer with sodium
azide (<0.1%)
1vid black Ready for use
Dilution Solution with sodium azide | 100 ml
(<0.1%)

Note: Use Calibrator 0 for dilution of samples with values above the highest
calibrator before pre-treatment step.
No international reference material isavailable.

VI.  SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1. Distilled water

2. Pipettes for deivery of: 50 pl ,100 pl , 200l , 500 pl and 1 ml (the use of
accurate pipettes with disposabl e plastic tips is recommended)
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Vortex mixer

Magnetic stirrer

Tube shaker (300 to 700 rpm)

Glass tubes (12x 75 mm) or polypropylene tubes (for example: Falcon
352063) for pre-treatment step.

A water bath at 37°C

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system

Any gamma counter capable of measuring **°| may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Recondtitute the calibrators with 0.5 ml distilled water
Controls: Reconstitute the controls with 0.5 ml ditilled water.
Tracer: Recondtitute the lyophilized tracer with 6 ml of tracer buffer.
Pre-treatment Solution :Reconstitute extemporaneoudy the lyophilized
pre-treatment solution with 5 ml digtilled water.
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.

VIII. STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS
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Before opening or recongtitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on thelabel, if kept at 2 to 8°C.
After reconstitution, 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. Avoid subsequent freeze-thaw cycles.
Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the origina
well-closed vial at -20°C (with one thawing).

After its first use, pre-treatment solution is stable 2 months at -20°C(with
one thawing)
Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Don’t use EDTA plasma.

Thiskit is suitable for serum and heparin plasma samples. A correlation has
been established between 23 serum and heparin plasma samples from
same patients: Plasma = 0.997 Serum, R =0.91.

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

If the test is not run within 24 hrs, samples storage at -20°C is

recommended.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

PROCEDURE

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

B. Procedure
B1 Pre-treatment :

Label one glass tube or one polypropylene tube for each calibrator, control
and sample.
Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 100 pl of each
into the respective tubes.
Dispense 50 pl of pre-treatment solution into each tube.
Dispense 200 pl of pre-treatment buffer into each tube.
Briefly vortex tubes, cover them and incubate 30 minutesat 37°C ina
water bath.
! Be careful incubation volume must be completely immer sed
during this step.
! Respect incubation time: 30 - 35 minutes is necessary.
! Respect incubation temperature: 37 - 40 °C is necessary.
Dispense 1 ml of Dilution Solution into each tube and vortex briefly.

B2 Incubation :
Label coated tubes in duplicate for each calibrator, control and sample. For

the determination of total counts, label 2 normal tubes.
Dispense 500ul of pre-treated calibrator or control or sample



3. Dispense 50 ul of lodine labelled 250H Vitamin D into each tube, Precision
including the uncoated tubes for total counts.
4.  Shakethe tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
5. Incubate for 2 hours at room temperature on a tube shaker (300 to 700 rpm) INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
6. Aspirate the content of each tube (except total counts). Be sure that thetip
of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in order to remove all Sample | N | <X>=*SD CV. | Sample | N | <X>+SD C.V.
theliquid. (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
7. Wa_sh tubes Wlth 2 _mI Wo_rklng Wash_solutlon (except total counts)_ and A 2| 147+ 08 54 A 16| 138+13 04
aspirate. Avoid foaming during the addition of the Working Wash solution. B 3| 4242 17 B 16 385435 o1
8. Wash tubes again with 2 ml Wash solution (except total counts) and aspirate
. SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
9.  Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining drop
of liquid.
10. Count tubesin a gamma counter for 60 seconds.
Accur acy
XI.  CALCULATION OF RESULTS
RECOVERY TEST
1.  Caculatethe mean of duplicate determinations. ;
2. Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding determined Added (iS/OmFI')- Vit.Ds Re‘(igv;ary
at the zero calibrator point (0) according to the following formula: 9 °
; 0
B/BO(%) = Counts (Calibrator qr sample) 25 100
Counts (Zero Calibrator) 50 105
100 105
3. Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the o
(B/B0O(%)) values for each calibrator point as a function of 250H vitamin D )
concentration of each calibrator point. Reject obvious outliers. Added(iZ/OmIT)- VitD, Re((:;;/)ery
4. Computer asssted methods can also be used to construct the calibration
curve. If automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function 0
curve fitting is recommended. 25 182
5. By interpolation of the sample (B/BO (%)) values, determine the total 250H 50 101
vitamin D concentrations of the samples from the calibration curve. 100 %
6. For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled 25 OH vitamin D (BO/T) must be checked.
XIl.  TYPICAL DATA DILUTION TEST
The following data are for illustration only and should never be used instead of Sample Theoretical Measured Recovery
thereal time calibration curve. dilution concent. concent.
(ng/ml) (ng/ml) %)
250H Vitamin D total cpm B/Bo (%) m 102.8 102.8 100
12 51.4 60.1 117
14 25.7 25.6 100
Total count 45756 s 19 129 100
Cdibraor 0.0 ng/ml 21958 100.0
2 ng/ml 17916 81.6 1 80.3 80.3 100
6 ngml 14170 64.5 12 402 420 105
15 ng/ml 10710 48.8 V4 20.1 24.7 123
55 ng/ml 4949 225 /8 10.0 10.9 108
120 ng/ml 3161 14.4

Note: 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml

Time delay between last calibr ator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sampleis
dispensed 10 and 20 minutes after the calibrator has been added to the
coated tubes.

TIME DELAY
0" (ng/ml) 10' (ng/ml) 20' (ng/ml)
Sample 1 135 13.6 11.7
Sample 2 39.5 39.3 374

XI1l. 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 D total
concentration two standard deviations below the average counts at zero
binding, was 0.4ng/ml.
B. Specificity
The percentage of cross reaction estimated by comparison of the
concentration yielding a50 % inhibition are respectively :
Compound Cross-Reactivity (%)
250H-Vitamin Da 100
250H-Vitamin D, 95
1,25(0H),-Vitamin.D; 4
1,25(0H),-Vitamin.D, 4
VitaminD3 <0.3
Vitamin D2 <0.3
24,25(0H)-Vitamin.D3 >100

The assay performance is not affected by hemolyss (5 g/L hemoglobin
tested), bilirubinemia (0.25 g/L bilirubin tested) or triglycerides (5 g/L
tested).



XIV. EXPECTED VALUES

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

The expected values given hereafter should not be consdered 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 12.9 ng/mL, ranging from 6.6 to 24.5 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.

XV. 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.

All radioactive handling should be executed in a designated area. away from
regular passage. A logbook 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
radiation safety procedures. The radioactive waste must be disposed of following
thelocal regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory.  Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.

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 or plasma 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). Azidein
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosve 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.

XIV. PRECAUTIONS AND WARNINGS
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XV. SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE (S)
CONTROLS
COUNTS ul ul
ul
PRE-TREATMENT
(in glass tubes or
polypropylene tubes)
Samples, contrals, cdibrators - 100 100
Pre-treatment solution - 50 50
Pre-treatment buffer - 200 200
Vortex
Incubation: 30-35 minutes a 37-40°C in gwater bath (incubation
volume must be immersed)
Dilution Solution - 1000 1000
Vortex
INCUBATION
(in coated tubes)
Pre-treated Cdibrators, - 500 500
samples, controls
Tracer 50 50 50
Incubation 120 minutes a RT on ashaker (300 to 700 rpm)
Separation - Aspirate
Working Wash solution 20ml
Separation - Aspirate
Working Wash solution 20ml
Aspirate
Counting Count tubes for 60 seconds
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KIP 1971 1700528/en 110324/1

Revision date : 2011-03-24
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250H Vitamin D total -RIA-CT

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour la mesure quantitative in vitro de la 25-hydroxyvitamine
D2 et D3 (25-OH-D2 et 25-OH-D3) dansle sérum ou le plasma hépariné.

I1. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit: DIAsource 250H Vitamin D total -Ria-CT Kit
B. Numérodecatalogue: KIP1971: 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

[1l. CONTEXTE CLINIQUE

La vitamine D est le terme générique utilisé pour désigner la vitamine D2, ou ergocalciféral, et la
vitamine D3, ou cholécalciféral.

L'homme produit naturellement de la vitamine D lorsque sa peau est exposée aux ultraviolets des
rayons solaires.

La vitamine D3 est métabolisée, principalement dans le foie, en 25-hydroxyvitamine D3 (25 OH D3)
qui est laforme principale de la vitamine D circulante dans le corps.

La 25 OH D3 est un précurseur d'autres métabolites de la vitamine D et possede en elle-méme une
activitélimitée.

Le dérivé le plus actif est la 1,25-hydroxyvitamine D3 produite par le rein (ou le placenta) par lo-
hydroxylation dela 250HD3.

La 250Hyvitamine D3 stimule I'absorption intestinale a la fois du calcium et du phosphore ains que la
résorption et laminéralisation del'os.

La 250H vitamine D peut également étre active sur d'autres tissus responsables du transport du cal cium
(placenta, rein, glande mammaire,...) et sur les glandes endocrines (glandes parathyroides, cellules
béta,...).

Une autre source de vitamine D3 et de vitamine D2 est |'alimentation ou la prise de suppléments
diététiques.

La vitamine D2 étant métabolisée par une voie similaire & la vitamine D3, les deux formes de la
vitamine contribuent au statut général en vitamine D d'un individu.

C'est laraison pour laquelleil est trés important de doser les deux formes de la 250H vitamine D pour
un faire diagnostic correct de carence, insuffisance ou intoxication en vitamine D.

La carence en vitamine D est un facteur de risque important de rachitisme, ostéomalacie, ostéoporose
sénile, cancer et mauvaise évolution de la grossesse.

Le dosage des deux formes de la vitamine D est auss requis pour détermine la cause d'une
concentration anormal e de calcium dans le sérum.

Il a é&é démontré gu'une intoxication en vitamine D provoque des dommages aux reins et a d'autres
tissus.



1V.  PRINCIPE DU DOSAGE

Les calibrateurs, contrdles et échantillons (sérum ou plasma hépariné) sont tout
d'abord prétraités pour que la protéine de liaison de la vitamine D (DBP) relache

la250H vitamine D, et la250H vitamine Ds.

Une quantité fixe de 250H vitamine D marquée & I'I**® entre en compéition avec
la 250H vitamine D, et la 250H vitamine D3 des échantillons, contréles et
calibrateurs traités pour une quantité fixe de stes danticorps monoclonauix

spécifiques immobilisés sur la surface interne et le bas de tubes en plastique.

Aprés une incubation de 2 heures a température ambiante sur un agitateur pour
tubes, une éape d'aspiration termine la réaction de compétition. Les tubes sont
ensuite lavés deux fois et a nouveau aspirés. Une courbe de calibration est tracée
et les concentrations en 250H vitamine D totale (D, et D3) des échantillons sont

déterminées par interpolation de la concentration sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs Quantité Code Reconstitution
Couleur
H Tubes tapissés avec |’ anti 2x48 Vert Prét al’emploi
250H-Vitamine D, et
250H-Vitamine D3
(anti corps monocl onauix)
125 1 flacon Rouge Ajouter 6 ml detampon
lyophil. traceur
250H Vit D marquée al'l*® (de 160kBq
grade HPLC).
CAL n 1 flacon Jaune Ajouter 0,5ml d’eau
lyophil. distillée
Cdibrateur 0: sérum de chevd et
tampon phosphate avec de la
gentamycine
CAL 5 flacons Jaune Ajouter 0,5ml d'eau
. n lyophil. distillée
Cdibrateurs 1-5 dans du sérum de
cheva et tampon phosphate avec
delagentamycine (cf. vdeurs
exactes sur chaque flacon)
1 flacon Brun Diluer 70x avec del’eau
‘ WASH ‘ SOLN ‘ cone ‘ 10ml distllée (utiliser un
agitateur magnétique).
Solution de Lavage (Tris-HCl)

2 flacons Argent Ajouter 0,5ml d’eau
CONTROL | N | lyophil. distillée

Controles- N =2
dans du sérum humain et thymol

Prét al’emploi

TRACER BUF 1 flacon Rouge
7ml
Tampon traceur avec de lacaséine
et delagentamycine
PRE SOLN 1flacqn Vert AJ o_utfar 5ml d'eau
lyophil. distillée
Solution de prétraitement avec du
ProClin 300 (0,1 %)
1 flacon Bleu Prét al’emploi
PRE BUF 20ml
Tampon de prétraitement avec de
|'azoture de sodium (<0,1%)
1 flacon Noir Prét al’emploi

Solution de dilution avec de
|'azoture de sodium (<0,1%)

Note: Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons avec des
valeurs au-dessus du calibrateur le plus haut avant |'éape de prétraitement.

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, 200 pl, 500 pl e 1 ml (il est
recommandé d'utiliser des pipettes de précison avec des pointes en

plastique a usage unique)
Agitateur vortex
Agitateur magnétique
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Agitateur pour tubes (300 a 700 tpm)

Tubes en verre (12 x 75 mm) ou en polypropyléne (par exemple: Falcon
352063) pour |'étape de prétraitement.

Un bain-marie a37°C

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systémes d' aspiration et delavage.

Tout compteur gamma capable de mesurer |
(rendement minimum 70%).

1) peut é&re utilisé

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs: Reconstituer les calibrateursavec 0,5 ml d’ eau distill ée.
Controles: Recondtituer les contrélesavec 0,5 ml d’ eau distillée.

Traceur : Recondtituer le traceur lyophilisé avec 6 ml detampon traceur.
Solution de prétraitement: Reconstituter en extemporané la solution de
prétraitement lyophilisée avec 5 ml d'eau distillée.

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 homogénéser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée alafin delajournée.

STOCKAGE ET DATE D’ EXPIRATION DESREACTIFS

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

Apreés recongtitution, les calibrateurs et les contrdles sont stables pendant
une semaine entre 2 et 8°C. Pour de pluslongues périodes de stockage, des
aliquotes devront étre réalisées et celles-ci seront gardées a —20°C pendant
3 mois maximum. Eviter des cycles de congéation et décongéation
successifs.

La Solution de Lavage préparée doit ére utiliséele jour méme.

Aprés sa premiére utilisation, le traceur est stable jusqu'a la date
d'expiration sil est conservé dans le flacon d'origine bien fermé & -20°C
(avec une décongéation).

Aprés sa premiére utilisation, la solution de prétraitement est stable
pendant 2 moisa -20°C (avec une décongélation).

Des dltérations dans |’ apparence physique desréactifs de la trousse peuvent
indiquer uneinstabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Ne pas utiliser de plasmasur EDTA.

Cette trousse convient pour des échantillons de s&rum et de plasma
hépariné. Une corrélation a éé éablie entre 23 échantillons de sérum et de
plasma hépariné de certains patients: plasma = 0,997 sérum, R = 0,91.

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

S le test n"est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

MODE OPERATOIRE

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 I' 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 les données d' expériences précédentes.

M ode opératoire
B1 Prétraitement :

Etiqueter un tube en verre ou en polypropyléne pour chacun des
calibrateurs, contréles et échantillons.

Agiter brievement au vortex les calibrateurs, contréles et échantillons et
distribuer 100 pl de chacun dans|eur tube respectif.

Distribuer 50 pl de solution de prétraitement dans chacun destubes.
Distribuer 200 pul de tampon de prétraitement dans chacun des tubes.
Agiter brievement au vortex les tubes, les couvrir et incuber 30 minutes &
37°C au bain-marie.

! Attention, le volume a incuber doit ére complétement immergé
pendant cette étape.



10.

XI.

XII.

| Respecter letemps d'incubation: 30 a 35 minutes sont nécessair es.

! Respecter latempérature d'incubation: 37 &40 °C sont nécessair es.
Distribuer 1 ml de solution de dilution dans chacun des tubes et agiter
briévement au vortex.

B2 Incubation :

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.

Distribuer 500 pl de calibrateur ou de contrdle ou d'échantillon prétraités.
Ajouter 50 pl de 250H vitamine D marquée a I'I**® & chaque tube, ceux
pour ladétermination del’ activité totaleinclus.

Agiter manuellement et doucement le porte-tubes pour libérer toutes les
bulles d'air emprisonnées.

Incuber pendant 2 heures & température ambiante sur un agitateur pour
tubes (300 2700 tpm).

Aspirer le contenu de chaque tube (sauf ceux pour la détermination de
I’activité totale). S'assurer quela pointe dela pipette atteint le fond du tube
tapissé afin deretirer tout le liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de lavage (sauf ceux pour la
détermination de I’ activité totale) et aspirer. Eviter la formation de mousse
pendant I’ addition de la Solution de Lavage.

Laver les tubes avec 2 ml de solution de lavage (sauf ceux pour la
détermination del’ activitétotale) et aspirer.

Laisser lestubes droits pendant 2 minutes et aspirer le reste de liquide.
Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
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)
Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0O(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en 250H vitamine D, écarter |es valeurs aberrantes.
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.
L’interpolation des val eurs de chaque échantillon (B/B0O(%)) détermine les
concentrations en 250H vitamine D totale a partir de la courbe
d éalonnage.
Pour chaque essai, |e pourcentage total de traceur lié en absence de 250H
vitamine D non marquée (BO/T) doit &re vérifié.

x100

B/BO (%) =

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 Vitamin D total cpm B/Bo (%)
Activitétotde 45756

Cadibrateur 0,0 ng/ml 21958 100,0
2 ngml 17916 81,6

6 ng/ml 14170 64,5

15 ng/ml 10710 48,8

55 ng/ml 4949 225

120 ng/ml 3161 14,4

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

XIHI.

A.

PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

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 de 250H-Vitamine D totale située 2 déviations
standards en-dessous de la moyenne déterminée a la fixation zéro, était de
0,4 ng/ml.

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

Elément Réactivité Croisée (%)

250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, 95
1,25(0OH),-Vitamin.Ds 4
1,25(0OH),-Vitamin.D, 4
VitaminD3 <0,3

Vitamin D2 <0,3

24,25(0H)-Vitamin.Ds >100

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

triglycérides (5 g/L testé).

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Echantil- | N <X>+SD C.V. Echantil- N <X>+SD C.V.
lon (ng/ml) %) lon (ng/ml) %)
A 23 14,7+ 0,8 54 A 16 138+ 1,3 94
B 23 24+ 2 47 B 16 385+ 35 91
SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation
D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION
250H-Vit.Dj3 ajoutée (ng/ml) Récupération
(%)
0 100
25 105
50 105
100 91
250H-Vit.D; ajoutée (ng/ml) Récupération
(%)
0 100
25 101
50 101
100 96
TEST DE DILUTION
Dilution Concent. théorique Concent. Récupération
(ng/ml) mesurée.
(ng/ml) (%)
1 102,8 102,8 100
12 51,4 60,1 117
14 25,7 25,6 100
/8 12,9 12,9 100
1 80,3 80,3 100
12 40,2 42,0 105
14 20,1 24,7 123
/8 10,0 10,9 108
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 10 ou 20 minutes aprés que le

calibrateur ait été ajouté aux tubes avec I’ anticorps.

DELAI
0" (ng/ml) 10' (ng/ml) 20' (ng/ml)
échantillon 1 135 13,6 11,7
échantillon 2 39,5 39,3 374

XV. VALEURSATTENDUES



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

Les valeurs attendues reprises ci-dessous ne doivent pas étre considérées 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 12,9 ng/mL, la fourchette alant de 6,6 a 24,5
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 (35,5 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.

Toutes les manipulations radioactives doivent é&re exécutées dans un secteur
désigné, doigné de tout passage. Un journal de réception e de stockage des
matieres radioactives doit &re tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait &re contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés 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.

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.
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XVIIl.  RESUME DU PROTOCOLE
ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)
ul ul CONTROLE(S)
pl
PRETRAITEMENT
(dans des tubes en verre
ou en polypropyléene)
Cdibrateurs, Echantillons, - 100 100
Controles
Solution de prétraitement - 50 50
Tampon de prétraitement - 200 200
Incubation Vortex
30 &35 minutes a 37-40°C au bain-marie (le volume a
incuber doit étre immergé)
Solution de dilution - 1000 1000
Vortex
INCUBATION
(dans les tubes tapissés)
Cdibrateurs, Echantillons, - 500 500
Controles prétraités
Traceur 50 50 50
Incubation 2 heures a température ambiante en agitant (300 a 700
TPM).
Séparation - aspirer
Solution de lavage de - 2,0
travall
Séparation - aspirer
Solution de lavage de - 2,0
travall
Séparation - aspirer
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes

Numéro de catalogue DI Asource : Numérode P.l.: Numéro de révision :
KIP1971 1700528/fr 110324/1

Date derévision : 2011-03-24
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Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I’ uso.

250H Vitamin D total -RIA-Ci

I. USODEL KIT

Kit radioimmunol ogico per la determinazione quantitativa in vitro della 25-idrossivitamina D2 e D3 (25-OH-D2
e 25-OH-D3) nel siero o nel plasma eparinizzato.

II. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE
A. Nome commerciale: DIAsource 250H Vitamin D total -Ria-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP1971: 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

[1l. INFORMAZIONI CLINICHE

Con il termine “VitaminaD” s intendono genericamente laVitamina D2, o ergocalciferolo, e la Vitamina D3, o
colecalciferolo.

L'esposizione della cute ai raggi ultravioletti induce naturamente la sintes di Vitamina D3 da parte
dell’ organismo umano.

La Vitamina D3 viene metabolizzata, principamente nd fegato, a 25-idrossivitamina D3 (25-OH-D3), la
principale formadi Vitamina D circolante nell’ organismo.

La 25-OH-D3 e un precursore di atri metaboliti della Vitamina D, oltre ad avere essa stessa un’attivita limitata.

Il suo derivato piu attivo € la 1,25-idrossivitamina D3, prodotta dal rene (o dalla placenta) in seguito a
idrossilazione della 25-OH-D3 in posizione 1a.

La 25-OH-Vitamina D stimola I’ assorbimento intestinale sia del calcio che del fosforo, oltre al riassorbimento e
allamineralizzazione delle ossa.

La 25-OH-Vitamina D puo anche essere attivain altri tessuti responsabili del trasporto del calcio (placenta, rene,
ghiandola mammaria, ecc.) e nelle ghiandole endocrine (paratiroidi, beta cellule, ecc.).

Le Vitamine D3 e D2 sono assimilabili anche da fonti dimentari e dalla supplementazione con integratori
alimentari.

Poiché la Vitamina D2 & metabolizzata in modo simile ala Vitamina D3, entrambe queste vitamine
contribuiscono allo stato complessivo di Vitamina D ndll’ organismo umano.

Questo eil motivo per cui € molto importante misurare ugualmente entrambe le forme di 25-OH-Vitamina D per
effettuare una corretta diagnosi di carenza, insufficienza o intossicazione da Vitamina D.

La carenza di Vitamina D € un importante fattore di rischio per rachitismo, osteomalacia, osteoporos senile,
cancro ed esiti sfavorevoli di una gravidanza

La misurazione di entrambe le forme di 25-OH-Vitamina D € indispensabile anche quando & necessario
determinare la causa di un’ anomala concentrazione sierica di calcio in un paziente.

E stato dimostrato che I’ intossicazione da Vitamina D causadanni renali etissutali.



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

Inizialmente calibratori, controlli e campioni (sero o plasma eparinizzato)
vengono pre-trattati affinché la 25-OH-Vitamina D, e la 25-OH-Vitamina D3
vengano rilasciate dalla proteina di legame della Vitamina D (DBP).

Una quantita fissa di 25-OH-Vitamina D marcata con **°| compete con le 25-OH
Vitamine D, e D; presenti nei campioni, controlli e calibratori trattati, per il
legame a un numero definito di siti rappresentati da anticorpi monoclonali
specifici immobilizzati sulla superficie inferiore e interna delle provette di
plastica

Dopo 2 ore di incubazione a temperature ambiente in un agitatore per provette, la
reazione di competizione viene interrotta per aspirazione. Le provette vengono
quindi lavate due volte e nuovamente sottoposte ad aspirazione. Si costruisce poi
una curva di calibrazione e s calcolano le concentrazioni totali delle 25-OH-
Vitamine D (D, e D3) mediante interpolazione della dose sulla curva di
calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Quantita Codice Volume di
colore ricogtituzione
U Provette sensibilizzate con 2x48 verde Pronte per I'uso

anti corpo monoclonae anti

250H-VitaminaD, e anti

250H-VitaminaD3

125 1 flacone rosso Aggiungere 6 ml di
liofilizzati tampone per il marcato
25-OH-Vit D marcatacon @lodio | 160 kBg
(qudita per HPLC).
CAL n 1 flacone gidlo Aggiungere 0,5 ml di
) - - liofilizzati acquadigtillata
Cdibraore 0: siero di cavaloe
tampone fosfato con gentamicina
5 flaconi gidlo Aggiungere 0,5 ml di
. - — - liofilizzati acquadistillata

Cdibratori 1-5insiero di cavadlo
e tampone fosfato con
gentamicina (le concentrazioni
esdtte dei calibratori sono
riportate sulle eti chette dei
flaconi)

1 flacone bruno Diluire 70 x con acqua
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml distillata usando un

agitatore magnetico
Tampone di lavaggio (Tris— HCI)

2 flaconi argento | Aggiungere 0,5 ml di
| CONTROL | N | liofilizzati acquadistillata
Controlli N. 1 e 2, in siero umano,
contenente timolo

1 flacone rosso Pronto per I'uso
Tampone per il marcato con
caseinae gentamicina

1 flacone verde Aggiungere 5 ml di
liofilizzati acquadistillata
Soluzione di pre-trattamento con
Proclin 300 (0,1%)

PRE BUF 1 flacone blu Pronto per I'uso
20ml
Tampone di pre-trattamento con
sodio azide (<0,1%)
1 flacone nero Pronto per I'uso
Soluzione di diluizione con sodio
azide (<0,1%)

Nota: Utilizzare il calibratore O per diluire i campioni con valori superiori a
quelli del calibratore maggiore prima della fase di pre-trattamento.
Non é disponibile a cun materiale di riferimento internazionale.

VI. REATTIVI NON FORNITI

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

N
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VIII.

oA~ w

Pipette per dispensare 50 pl, 100 ul, 200 pl, 500 pl e 1 ml (s raccomanda
I"uso di pipette accurate con puntali di plastica monouso).

Agitatoretipo vortex

Agitatore magnetico

Agitatore per provette (da 300 a 700 rpm)

Provette di vetro (12 x 75 mm) o di polipropilene (ad es.: Falcon 352063)
per lafase di pre-trattamento.

Un bagno termostatato a 37 °C

Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi

Dispositivo di aspirazione e lavaggio.

Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%).

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

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

Marcato : Ricostituire il marcato liofilizzato con 6 ml di tampone per il
marcato.

Soluzione di pretrattamento: la soluzione di
ricogtituitaal momento con 5 ml di acqua ditillata.
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.

pretrattamento  va

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 1 settimanaa2-8 °C
e, suddivis in aliquote a—20 °C, per periodi piu lunghi, fino a un massmo
di 3mes. Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento.

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, il marcato & stabile fino alla data di scadenza, se
mantenuto a -20 °C nel suo flacone originale ben chiuso (un solo
scongelamento).

Dopo il primo utilizzo, la soluzione di pre-trattamento € stabile per 2 mes
a-20 °C (un solo scongelamento).

Alterazioni dell’aspetto fisico de reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Non usare plasmacon EDTA.

Questo kit & adatto per campioni di siero e di plasma eparinizzato. E stata
stabilita una correlazione tra 23 campioni di sero e di plasma eparinizzato
ottenuti dagli stess pazienti: plasma= 0,997 sero, R=0,91.

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

Se non s desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, s
raccomanda di conservarei campioni a—20 °C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento

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 s
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
B1 Pretrattamento:

Etichettare una provetta di vetro o di polipropilene per ciascun calibratore,
controllo e campione.

Vortexare brevemente calibratori, controlli e campioni e distribuire 100 pl
di ognuno di nellarispettiva provetta.

Distribuire 50 pl di soluzione di pre-trattamento in ogni provetta.
Distribuire 200 pl di tampone di pre-trattamento in ogni provetta.
Vortexare brevemente le provette, coprirle e incubare per 30 minuti a
37 °C nel bagno termostatato.



| Attenzione: durante questa fase il volume di incubazione deve
risultar e completamente immer so nel bagno.

| Rispettareil tempo di incubazione: sono necessari 30 - 35 minuti.

| Rispettarelatemperaturadi incubazione: sono necessari 37 - 40 °C.

6. Distribuire 1 ml di Soluzione di diluizione in ogni provetta e vortexare
brevemente.

B2 Incubazione:

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

2. Distribuire 500 pl di calibratore o controllo o campione pretrattati.

3. Aggiungere 50 pl di 25-OH-vitamina D marcata con ***lodio in ciascuna
provetta, incluse quelle per I’ attivita totale.

4, Agitare a mano delicatamente il portaprovette per far fuoriuscire tutte le
bolle d ariaintrappolate.

5. Incubare 2 ore a temperatura ambi ente sotto agitazione (300-700 rpm).

6. Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
| attivita totale. Assicurars che la punta dell’ aspiratore raggiunga il fondo
della provetta sensibilizzata per rimuovere tutto il liquido.

7. Lavare le provette utilizzando 2 ml di tampone di lavaggio (tranne quelle
per I'attivita totale) ed eseguire I’ aspirazione. Evitare che si formi schiuma
durante I utilizzo del tampone di lavaggio.

8. Lavare ancora |e provette con 2 ml di soluzione di lavaggio (eccetto quelle
per le conte totali) e aspirare.

9. Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circae
aspirare eventuali gocce di liquido residue.

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

XI. CALCOLO DEI RISULTATI

1. Calcolarelamediadelle determinazioni in duplicato.

2. Cadlcolareil 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).

B/BO(%) = cpm (Cdibratore, canpioni ocontrolli) X100
cpm (Zero Calibratore)

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 25-OH-Vitamina D, tracciare la curva di
taratura, scartarei valori pal esemente 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 25-OH-
VitaminaD totale.

6. Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T dela 25-OH-
VitaminaD.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| dati sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati

a posto della curva calibratore eseguita contemporaneamente.

25-OH-VitaminaD totale cpm B/Bo (%)
Attivitatotde 45756

Cdibraore 0,0 ng/ml 21958 100,0
2 ng/ml 17916 81,6

6 ng/ml 14170 64,5

15 ng/ml 10710 488

55 ng/ml 4949 225

120 ng/ml 3161 14,4

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

X,

A.

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

Sensibilita

Venti replicati dello standard zero sono stati dosati inseme agli atri
standard. La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di 25-
OH-Vitamina D totale con cpm inferiori alla media piu 2 deviazioni
standard di 20 replicati dello standard zero, érisultata essere 0,4 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, 95
1,25(0H),-Vitamin.Ds 4
1,25(0H),-Vitamin.D, 4
VitaminD3 <0,3
Vitamin D2 <0,3
24,25(0H)-Vitamin.Ds >100

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

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 23 14,7+ 0,8 54 A 16 138+ 13 94
B 23 24+ 2 47 B 16 385+35 91

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accur atezza
TEST DI RECUPERO
250H-Vit.Dz aggiunta Recupero
(ng/ml) (%)
0 100
25 105
50 105
100 91
250H-Vit.D, aggiunta Recupero
(ng/ml) (%)
0 100
25 101
50 101
100 96
TEST DI DILUZIONE
Diluizione Concentrazione Concentrazione Recupero
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml) %)
1 102,8 102,8 100
12 51,4 60,1 117
14 25,7 25,6 100
/8 12,9 12,9 100
1 80,3 80,3 100
12 40,2 42,0 105
4 20,1 247 123
/8 10,0 10,9 108
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 10 e 20 minuti dopo I’ aggiunta del calibratore.
TEMPO TRASCORSO
0" (ng/ml) 10' (ng/ml) 20' (ng/ml)
campioni 1 13,5 13,6 11,7
campioni 2 39,5 39,3 374




XV.VALORI ATTESI

E noto che |’ apporto dietetico, larazza, |a stagione e I’ eta influiscono sui normali
liveli di 250H.Vitamin.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 a valori di Ca, PTH e abumina,
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 12,9 ng/mL, varabile da 6,6
a24,5 ng/ml (basati sui percentili dal 2,5% a 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.

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.
| 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 paesi 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 pipettarei reattivi con pipette a bocca.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
ATTIVIT CALIBRATO CAMPIONI
A RE CONTROLLI
TOTALE ul pl
ul
PRE-TRATTAMENTO
(in provette di vetro odi
poli propilene)
Cdibraore, Campioni,
Controlli - 100 100
Soluzione di pre-
trattamento - 50 50
Tampone di pre- - 200 200
trattamento
Incubazione Agitare (Vortex)
30-35 minuti a37-40 °C in bagno termostatato (il
volume di incubazione deve risultare immerso)
Soluzione di diluizione - 1000 1000
Agitare (Vortex)
INCUBAZIONE
(in provette sensibilizzate)
Cdibratore, Campioni, - 500 500
Controlli pretrattati
Marcato 50 50 50
Incubazione Incubare 2 ore atemperatura ambiente sotto agitazione
(300-700 rpm).
Separazione - aspirare
Tampone di lavaggio - 2,0
Separazione - aspirare
Tampone di lavaggio R 20
Separazione R aspirae
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di cataogo di
DIAsource:
KIP1971

P.I. numero:
1700528/it

Revisione numero:
110324/1

Data di

revisione: 2011-03-24
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Leer el protocolo completo antesde usar.

250H Vitamin D total -RIA-CT

. INSTRUCCIONESDE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de la 25-hidroxivitamina D2 y D3 (25-
OH-D2 y 25-OH-D3) en suero o plasma heparinizado.

[I. INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource 250H- Vitamin D total -Ria-CT
B. NUmerodeCatalogo: KIP1971: 96 test

C. 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

[11. INFORMACION CLiNICA

Vitamina D es € término genérico usado para designar alavitamina D2 o ergoclaciferal y laVitamina
D3 o colecalciferal.

Los humanos producen vitamina D3 en forma natural cuando la piel esta expuesta a los rayos
ultravioleta del sol.

La vitamina D3 es metabolizada principalmente en € higado produciendo 25-Hidroxivitamina D3 (25
OH D3) que eslaforma principal de vitamina D circulando en € organismo.

25 OH D3 esla precursora para otros metabolitos de la vitamina D y tiene una actividad limitada por s
sola.

El derivado més activo esla 1,25-Hidroxivitamina D3, producida en € rifion (o placenta) por la la-
hidroxilacion de 250HD3.

La 250HVitamina D estimula la absorcién intestinal del calcio y € fosforo y también lareabsorcion y
mineraizacion ésea.

La 250H Vitamina D también puede estar activa en otros tgjidos siendo responsable del transporte de
calcio (placenta, rifién, glandula mamaria...) y glandula endocrina (glandula paratiroides, cdulas
beta...).

La Vitamina D3 y Vitamina D2 también estén disponibles por ingestion a través de los alimentos o
suplementos di etéticos.

Como la Vitamina D2 se metaboliza en forma similar a la vitamina D3, ambas contribuyen al estado
general delaVitamina D de un individuo.

Por estarazén es muy importante medir ambos tipos de 25 OH Vitamina D de la misma forma para un
diagndstico correcto de deficiencia, insuficiencia o intoxicacion.

La deficiencia de vitamina D es un factor de riesgo importante en raquitismo, osteomalacia,
osteoporosis senil, cancer y € resultado del embarazo.

La medicién de ambos tipos de 25 OH Vitaminas D también es necesario para determinar la causa de
concentraciones anormales de calcio en e suero de pacientes.

Se ha demostrado que laintoxicacion con Vitamina D puede causar dafio en € rifion y tejidos.



V.

PRINCIPIOSDEL METODO

Al comienzo los calibradores, controles y muestras (suero o plasma heparinizado)
son pretratados para liberar 250H Vitamina D, y 250H Vitamina D3 de la
Proteina de Unién a VitaminaD (DBP).

Una cantidad fija de 250H Vitamin D marcado con | compite con la 250H
Vitamina D, y la 250H Vitamina D3 de las muestras, controles o calibradores
tratados, por una cantidad fija de sitios para un anticuerpo monoclonal especifico,
inmovilizados en la superficieinterna einferior delos tubos plasticos.

Después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente en un agitador de
tubos, una etapa de aspiracion termina la reaccion de competencia. Luego los
tubos se lavan dos veces y se aspiran nuevamente. Se dibuja una curva de
calibracion y el total de las concentraciones de las 25 OH Vitaminas D (D, y Dg)
de las muestras se determinan por interpolacion de dosis usando la curva de

Solucién de Dilucion con azida de
sodio (<0.1%)

calibracion.
V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Cantidad Cadigo Recongtitucion
de Color
Tubos recubiertos con anti 2x48 verde Listo para uso
250H-Vitamin.D, y 250H-
Vitamin.Ds (anti cuerpos
monocl onales)
15 Lvial rojo | Afiadir 6ml del tampon
liofilizado trazador
250H VitaminaD marcado con 160 kBq
%y odo (grado HPLC).
ca | o] lvid | amaillo | Afadir 0,5 mi de agua
liofilizado destilada
Cadlibrador O: suero de cabdlo y
tampdn fosfato con gentamicina
cAL Svides | amaillo | Afadir 0,5 mi de agua
. liofilizados destilada
Cadlibradores 1-5 en suero de
caballo y tamp6n fosfato con
gentamicina (mirar los vaores
exactos en | as eti quetas)
1via marrén Diluir 70 x con agua
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml destilada (utilizar
Solucion delavado (Tris— HCI) agitador magneti co)
2vides plaeado | Afiadir 0,5 ml de agua
| CONTROL | N | liofilizados destilada
Controles- N =2
en suero humano y timol
. j Listo parauso
TRACER 1vid e 1op
Tampdn trazador con caseinay 7ml
gentamicina
PRE | SOLN 1via verde Afiadir 5ml de agua
B X liofilizado destilada
Solucién para pretramiento con
Proclina 300 (0.1 %)
PRE BUF 1via azul Listo parauso
. ; 20ml
Tampon para pretratamiento con
azidade sodio (<0.1%)
SOLN 1vial negro | Listo parauso
100 ml

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

antes dela etapa de pretratamiento, utilizar € calibrador 0.
No existe ninguna preparacion de referenciainternacional.

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Agua destilada

2. Pipetas de 50 pl, 100m, 200 pl, 500 pl y 1 ml (se recomienda € uso de

pi petas preci sas con puntas plagti cas)

3. Vortex
4. Agitador magnético
5

Agitador de tubos (300 a 700 rpm)

o

B oo~

Oow>

m

VIII.

[SEN

Tubos de vidrio (12 x 75 mm) o tubos de polipropileno (por gemplo:
Falcon 352063) para la etapa de pretratamiento.

Un bafio mariaa 37°C

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%)

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibrador es: recongtituir los calibradores con 0,5 ml de agua destilada.
Controles: Recondtituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.
Trazador : recongtituir € trazador liofilizado con 6 ml de tampon trazador.
Solucion de pretratamiento: Reconstituir inmediatamente antes de usar la
solucion de pretratamiento liofilizada con 5 ml de agua destilada.

Solucién de lavado de trabajo: Preparar el 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 solucién de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir o recongtituir todos los 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 reconstitucion los calibradores y controles son estables
durante una semana a 2-8°C. Para periodos més largos, alicuotar y guardar
a —20°C por 3 meses maximo. Evitar congelar y descongelar
suces vamente.

La solucién de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en €
mismo dia.

Después del primer uso, € trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
s se mantiene en € vial origina bien tapado a -20°C (descongelado una
Vez).

Después del primer uso, la solucién de pretratamiento es estable por 2
meses a -20°C (descongelado una vez)

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

No use plasmacon EDTA.

Este kit es adecuado para muestras de suero y plasma heparinizado. Se ha
establecido una correlacion entre 23 sueros 'y plasmas heparinizados de los
mismos pacientes. Plasma = 0,997 Suero, R = 0,91.

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

S d ensayo no seredliza en 24 horas, almacenar las muestras a—20°.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

PROTOCOLO

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
mejorarala precision. Respetar |os tiempos de incubacion.

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

Protocolo
Pretratamiento :

Marque un tubo de vidrio o polipropileno para cada calibrador, control y
muestra.

Brevemente agite en un vortex los calibradores, controles y muestras y
dispense 100 pl de cada uno en los tubos respectivos.

Dispense 50 pl de solucién de pretratamiento en cada tubo.

Dispense 200 pl de tamp6n de pretratami ento en cada tubo.

Brevemente agite en un vortex |os tubos, clibralos e incube 30 minutos a
37°C en bafio maria.

| Atencién el volumen a incubar debe quedar completamente
sumer gido dur ante esta etapa.

| Respete el tiempo de incubacion: 30 - 35 minutos son necesar ios.

| Respetelatemperatura deincubacion: 37 - 40 °C son necesar ios.



6. Dispense 1 ml Solucion de Dilucién en cada tubo y agite brevemente en un B. Especificidad
vortex El porcentaje de reaccién cruzada estimada por la comparacion de la
concentracién (indicando una inhibicién de 50 %) es respectivamente :
B2  Incubacio6n :
1 Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada uno de los Compuesto Reaccion-cruzada (%)
calibradores, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales. 250H-Vitamin D, 100
2. Dispensar 500pl de muestras o calibradores o controles pretratados. 250H-Vitamin D, 9%
3. Afiadir 50 pul de 250H Vitamina D marcado con ***Yodo a cada tubo, 1.25(OH).-Vitamin.Ds 4
i 1,25(0OH),-Vitamin.D, 4
incluyendo las Cuentas Total es. Vitamin D3 <03
4. Agitar la gradilla con tubos suavemente con la mano para liberar las Vitamin D2 <0,3
burbujas de aire atrapadas. 24,25(0H)-Vitamin.Ds >100
5. Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente, en un agitador (300-700
RPM).
6.  Aspirar e contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales). El desempefio no se ve afectado por hemdlisis (probado con 5 g/L de
Asegurarse que la punta de |a pipeta de aspiracion toca el fondo del tubo hemoglobina), bilirubinemia (probado con 0,25 g/L hilirubina) o triglicéridos
con el fin deaspirar todo el liquido. (probado con 5 g/L).
7. Lavar los tubos con 2 ml de Solucién de lavado (excepto los de Cuentas
Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la adicion de la C. Precisién
Solucién de lavado
8. Lavar los tubos nuevamente con 2 ml de Solucién de lavado (excepto los PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO
de cuentastotales) y aspirar.
9. Dear los tubos en posicién vertical durante 2 minutos'y aspirar € liquido Muest N <X>+SD CV || Muest N <X>+SD cv
restante. ra (ng/ml) (%) [ra (ng/ml) (%)
10. Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma. A 23 147+ 0,8 54 A 16 138+13 94
B 23 424+ 2 47 B 16 385+35 91
XI.  CALCULO DE RESULTADOS SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
1. Calcular la media delos duplicados.
2. Calcular la radiactividad enlazada como un porcentaje de la unién -
determinada al punto cero (0) del calibrador de acuerdo con la siguiente TEST DE RECUPERACION
formula
B/BO( _ Cuentas (Calibrador o muestra) 250H-Vit.Dz afadido Recuperado
(%) = :
Cuentas ( Calibrador Cero) (ng/ml) (%)
3. Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico o logit-log, representar los 0 100
valores de (B/B0%) de cada punto de calibrador frente a las 25 105
concentraciones de la 250H vitamina D de cada calibrador, rechazando 50 105
los puntos externos. 100 91
4, Métodos computarizados de resultados pueden ser utilizados para la
congruccion de la curva de calibracion.  Si se utiliza un sistema 250H-Vit.D, afiadido Recuperado
automético de célculo de resultados, se recomienda usar la representacion (ng/ml) (%)
gréfica” 4 parametros’.
5. Por interpolacién de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los zg igg
valores de las concentraciones totales de la 250H vitamina D desde la 50 101
curva de calibracion. 100 9%
6. El porcentgje total de enlace del trazador en ausencia de la 250H vitamina
D no marcado (BO/T) debe ser cal culado en cada ensayo.
XIl. EJEMPLO DE RESULTADOS TEST DILUCION
Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberan ser Dilucion de Concent. Concent. Recuperado
usados como una calibracién real. lamuestra Tedrica Medida (%)
(ng/ml) (ng/ml)
250H Vitamin D total cpm B/Bo (%) v 102,8 102,8 100
12 51,4 60,1 117
Cuentas Totales 45756 gg ig; igg 188
Calibrador 0,0 ng/ml 21958 100,0 1/1 80,3 80,3 100
2 ng/ml 17916 81,6 1/2 40,2 42,0 105
6 ng/ml 14170 64,5 14 20,1 24,7 123
15 ng/ml 10710 48,8 1/8 10,0 10,9 108
55 ng/ml 4949 225
120 ng/ml 3161 14,4

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

XIHI.

A.

REALIZACION Y LIMITACIONES

L imite de deteccion

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

E. Tiempo de esperaentrela dispensacion del Gltimo calibrador y lade

lamuestra

Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantieneincluso en €
caso de dispensar la muestra 10 y 20 minutos después de haberse adicionado €
calibrador a los tubos recubiertos.

El limite de deteccion, definido como la concentracion aparente total  de 250H-
Vitamina D, dos desviaciones estandares debajo de la media de cuentas cuando &
enlace era cero, fue de 0,4 ng/ml.

TIEMPO DE ESPERA

0" (ng/ml) 10' (ng/ml) 20' (ng/ml)
Muestra 1 135 13,6 11,7
Muestra 2 39,5 39,3 374




XIV. VALORES ESPERADOS

La alimentacion, la raza, la esacién y la edad pueden influenciar los niveles
normales de 250H.Vitamin.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 poblacion (n = 79) fue de 12.9 ng/mL, con un rango entre 6,6 a 24,5
ng/mL (basado en los percentiles 2,5% a 97,5%).

Cada laboratorio debe establ ecer 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.

XV. 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.

Todo el manegjo de producto radiactivo se hara en un area sefializada, diferente de
la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros para recepcion y
amacenaje de productos radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio
que podria estar contaminado radiactivamente deberd separarse para evitar la
contaminaci 6n cruzada con otros radioi sotopos.

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 radiologica facilita una protecci 6n adecuada.

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
cafierias y producir azidas metdlicas 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.
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XVII. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(ES)
(uh) (1) (D]
PRETRATAMIENTO
(entubos de vidrio o
poli propileno)
Cdlibradores, Muestras, - 100 100
controles
Solucién para - 50 50
pretratamiento
Tampén para - 200 200
pretratamiento
Incubacion Vortex

30-35 minutos a37-40°C en un bafio maria (el volumen
aincubar debe estar sumergido)

Solucién de Dilucion - 1000 1000
Vortex

INCUBACION

(en tubos recubiertos)

Cadlibradores, Muestras, - 500 500

controles pretratados

Trazador 50 50 50

Incubaci 6n 2 horas atemperatura ambiente en un agitador (300-
700 RPM).

Separacion - aspirar

Solucién de Lavado de - 2,0

Trabgo

Separacion - aspirar

Solucién de Lavado de - 2,0

Trabgo

Separacion - aspirar

Contgje Contar los tubos durante 60 segundos
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

250H Vitamin D total -RIA-CT

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Pad100voc0onpocdiopiotog yio tnv in vitro mocotikn pétpnon g 25-vdpoéufrrapiving D2 ka1 D3 (25-
OH-D2 ka1 25-OH-D3) og 0pd 1| NrapivicuéVo TAAGHLO.

Il. TI'ENIKEX IAHPO®OPIEX
A. Epmopwn ovopasio:  Kir 250H-Vitamin D total -Ria-CT g DIAsource
B. ApwOuog katordyov: KIP1971: 96 eetdoeig

I' Koataokevaletor amo tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

TN teyviki fo0gia | IAnpo@ opics oYeTIKG pe TOPOYYEMES EMKOIVOVI|GTE GTA:
Tyl.: +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

[1l. KAINIKO YIIOBAGPO

Burapivn D givar 1 ko ovopacio yio v Bropivy D2 i epyokaioipepdin kot tn Prroapiviy D3 i
YOANKUACIPEPOAN.

O avOpodTIvog opyavicpog mapdyetl euotoroyikd Prropivny D3 otav 1o déppo extifetarl og vIePd
NMoKN oKTvoBoAia.

H Prrapiv D3 petaforileton kuping oto frap o 25-vdpoéufrrapivy D3 (25 OH D3), mov amoteAsi
™V KOpla KukAopopovca popen Prrapivig D oto copo.

H 25 OH D3 amotelel mpodpoun ovoia yio dAlovg petoforiteg Prrapiving D ko dobéter emiong
TEPLOPICUEVT) EVEPYOTNTAL.

To mo dpactikd mapdywyo eivor n 1,25-vdpoévfrrapivy D3, n onoia mapdystor otovg veepoic (1 Tov
mAakobvta) péow 1 a —-vdpo&viimong tng 250HD3.

H 250H-Brrapivn D dieyeipel v eviepikn amoppoenon 1660 Tov acPectiov 660 Kot Tov POGPOPOL
OALG KO TV OGTIKN AmoppO@N o Kot THY EVAmO0est aldTmV 6 0VTA.

H 250H Burapivn D evdeyopévog sivat emiong evepyn o€ GALOLS 1GTODES TOL EIval EMPOPTICUEVOL LE
v petapopd tov acPeotiov (mhlaxovvtac, veepoi, polikoi adévec...) kot gvdokpiveic adiveg
(rapabvpeoeideic adéveg, kotTOopa B...).

H Preapivn D3 ko n Prropivy D2 eivor emiong dwbéoyleg péow mpoOGANYNG HE TV TPOON M
Sotpopikdv cvpminpopdtov. H Brrapiviy D2 petafoiiletar pe mopdpoto tpomo 6mwg n Preapivy D3
KOl ETOUEVAMS Kol 0L VO CLVEIGPEPOLY 0Ta, emtimeda Prrapivng D atov opyaviopo.

I‘avtdv akpiPdg 1o Adyo eivorl Wlaitepa GNUOVTIKA 1) HETPTON Kol TV 000 poppdv g 25 OH
Brrapivng D yio v opbn dudyveon g EAAeyng, averdpketlog 1 toéivoong amod Prropivn D.

H é\iewyn Prropivng D amotedel onpovtikd mopdyovio Kivddvou yio Tn poyitida, TV 06TEOoLoAuKIa,
TNV 0GTEOTOP®GT] TOV YNPATOG, TOV KAPKiIvo kal Tnv EkPacn g kdnong.

H pétpnon kat tov 3o popedv g 25 OH Propiving D aratteiton emiong yio tov kabopiopd g
attiog TaBoAOYIKMY GUYKEVTPHGE®DY 0oPeoTion oTov 0pd achevmv.

"Exet povel mog 1 to&ivoon and Brrapivn D odnyei oe veppikéc kot 1otikég PAGPeS.



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

Katopyiv vrofdilovior og mpokatapktiky ene&epyacio ot fabuovountés, to
VAKG edéyyov kar to Seiypota (0pdg M MRmOPWICUEVO TAGOUO) YioL TNV
anerevBépoon 250H Brrapivng Dy ko 250H Brropivng D3 amd v deopgvtikn

npoteivn g Preopivng D (DBP).

Mia ovykekpyiév) mocomTa onuocpévig pe 21, 250H  Prapivg D
avtayovietor ™m 250H Brroapiv D, kou ) 250H Brrapivn D3 and deiypora,
VAKG déyyov kor Pobuovountég mov éyovv vmoPAndei oe emefepyoaocio Yo
GUYKEKPIUEVT TTOGOTNTO BEcEMV €VOG E101KOD LOVOKAMVIKOD OVTICMOIOTOS TOV
£xovv KoONAoOel 6TV KoTdOTEPN KOl £6M ETPAVELD TAACTIKOV COANVAPI®V.

‘Enerto. and endoon 2 wpodv oe Beppokpacic dopatiov oe  avadevtipo
coAvapiov, évo PApa avappdenong TepUATICEL TNV AVTISPOCT] OVTOYMVIGHOV.
Katonw to colnvépio vropdrlovtar 300 @opég og TADGN Kol avappoeOVTOL
Eava. Xyedialeton pio kopmOAn Babrovounong Kot ot GUVOMKEG GUYKEVTIPOGELG
25 OH Butapivng D (D2 xou D3) tov detypdrov mposdiopiloviar pe avoyoyn
GUYKEVTIPOGE®V amd TV KOUTOAN Babpovounong .

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Awidopa apainong pe alido Tov
vazpiov (<0,1%)

AvridpoosTtijpra Mocotnra | Xpopatik AvacveTaon
05 KOIKOG
ZOANVAPLOL ETOTPOUEVE. pE 2x48 TPAGIVO "Etowpo yia xpnon
H avti- 250H-Brrapivn.D,
and avti-250H-Brropivn.Da
125) 1 pradido KOKKLVO MpocOiote 6 ml Tov
AVOQIA. pubpIeTIKOY
Enuoacpévy pe Ziddio 250H pur. 160 kBq Sradvpotog
D (Bobpov HPLC).
CAL n 1 pradido Kitptvo MpocOiote 0,5 ml
AOPIA. AMEGTAYUEVOD VEPOD
Bafpovountg 0: opog
ardyov/puBuieTikd Sidopo
POCPOPIKAV [LE YEVTOUVKIVN
CAL 5 groAidia Kitpvo MpocOiote 0,5 ml
— AOPIA. AMEGTAYUEVOL VEPOD
0opdg aldyov/pubBuicTikd Sidvpo
POCPOPIKAV [LE YEVTOPVKIVN
(Beite Tig axpiPeic Tyég oTig
£TIKETEG TOV PLOMSIOV)
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 prakido KopE Apudote 70X pe
_ 10ml OMEGTAYUEVO VEPO
Awdhopa hdong (Tris— HCl) (xpnowonomote
HOyVITIKO
avodevThpa).
| CONTROL | N | 2 puokidio aonui IpocOiote 0,5 ml
AOPIA. AMEGTAYUEVOL VEPOD
Yhwa ehéyyov 1-2 oe avOpdnivo
0p6 pe OLPOAN
TRACER BUE 1 prakido KOKKLVO Etowpo yo xprion
7ml
PoOpioticd diddvpa yyvn€m pe
KOoEIVN Ko YevTopvkivn
1 proridio mpiowo | Mpocbéote 5 ml ]
Ao, AMEGTAYUEVOL VEPOD
AGAVPO TPOKOTAPKTIKAG
enegepyooiog pe mpokiivy 300
(0,1 %)
PRE BUE 1 pradido ume Etowpo yo xprion
20 ml
PuBpiotikd didhvpa Tpokot.
enegepyooiog pe alidio Tov
vazpiov (<0,1%)
DIL SOLN 1 pradido powvpo Etowpo yio xprion
100 ml

Inueioon: Xpnoonomote Tov Babuovount 0 yua tv apaioon derypdtov pe
TIHEG Qv tov  vymAdtepov  Pabuovounty,
TPOKATUPKTIKNG EmeEepyaciag.
Aev vapyet S1o0éotpo d1ebvig VAIKO avapopdis.

VI.

ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Tpwv  ond

0 Pina

Ta akdAovBo VAKE amwartovvTon aAAG dev TapExovToL 6TOo KIT:

1.  Ameotaypévo vepd

2. Iuéreg yua dwavopn: 50 pl, 100 pl, 200 ul, 500 pl ko1 Iml (cvvietdrol
¥pNon TIET®OV ok piPeiog pe avoddo e TAAGTIKG pOYYN)

o0 AW

B oo~

0.

VII.

VIII.

Avapeiktg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Avadevtipog cornvopiov (300 £og 700 c.0.).)

Ivédva cornvapie (12 X 75 mm) 1 coknvapio tolveporvreviov (m.y.:
Falcon 352063) 10, T0 Brua TpoKaTapKTIKiG enetepyaciog.

Aovtpd vepov otovg 37°C

Avtéporn ovpryye tov 5 ml (torov Cornwall) yio Thvon

ZVOKELT avOapPOPNoNG Kot TAVONG.

Mmnopei va ypnoipwonombei omolocdnmote amopunTig oKTiveov Y e
duvartdtnra pérpnong tov 2l (eAdyiom amddoon 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovountég pe 05 ml

BaOpovountés:  Avacvotnote
OTESTAYHEVOL VEPOD.

YMkd ehéyyov: Avacvotiote to vAkd ehéyyov pe 0,5 ml aneotayuévon
vEPOUL.

IywmOétng: Avocvotiote Tov Avo@ilomomuévo tyvndétn pe 6 ml tov
PLOUIETIKOD SLOAVLATOG tvndétn.

AlWdhopa pokaTapKTIKNG emeepyaciag (Apécmg mpv amd TN ¥pHom,
OVOGVOTHOTE TO AVEILOTOMUEVO SIAAVUO TPOKOTUPKTIKNG eneEepynciog
ue 5 ml anegotaypévov vepoo.

Awdopa mhvong epyaciag: Ilpostodote emapki] Oyko SloAVUATOG
mAoong epyaciog pe Tpochnkn 69 dykwv anectaypuévov vepod og 1 dyko
Sradvpotog TAvong (70X). XpnoIHomotoTe LoyVNTIKO ovadgvTHpo. Yo, TV
opoyevonoinon. Amoppiyte TO W XPNOWOTOMNUEVO StdAvpa TAvONG
£PY0OL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

TOVG

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv ond 10 Gvorypa M TNV avaoOoTaoT, OAO TO GUOTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd Emg TV nuepounvie ANENG, N omoia avoypaeeTol
oV eTikéTa, £pdoov dwutnpovviat og Oeppokpacio 2 Emg 8° C.

Meté ™V avaovoTaot, To VAMKE eAEyyov mapapévouy otabepd yo pio
efdopddo oe Beppokpacia 2 fmg 8° C. I peyoddtepeg meptodovg
@OAOENG, TPETEL VO oyNuaTilovTon KAAGHOTO Kot Vo S10THPOUVTIOL GTOVG —
20° C yuwo. ¢ kot 3 ufveg t0 avdtepPo. ATOQPVYETE TOVG EXAVEINUUEVOVG
KOKAOVG amOYLENG-KOTAYVENG.

Dpéoko, TMAPACKEVAOCUEVO SldAvpo TAVoNG epyociag Oo mpémer vo
xpNoyLomoteital Ty idio uéPaL.

Metd v mpdT™ TOL YPNoM, O Yvnbétng eivon otabepdc fwg ™V
nuepounvia AMENG, €av dotnpeitan 6To apykd, KAl KAEWGHEVO QLOAISIO
6100 -20°C (ue pio amdyven).

Meté v TpAOTN TOL XPHOTN, TO SGAVUE TPOKOTUPKTIKNG emeéepynciog
givar 61a0epd yia 2 piveg otoug -20°C(ue pia andyvén)

Toxdv peToforéG TG QUOIKNG ELPAVIONG TOV AVIIOPOCTNPI®V TOL KIT
evdE eTOL VoL VTTOdNA®VOLV aoTtdfeta 1| odloimon.

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

Mnyv ypnowponomcete thdopa EDTA.

AvT TO KIT gVIEIKVVTOL Y10, dEiypaTor 0poD KOl NTOPVIGHEVOD TAGGIATOC.
‘Exetl xabiepwbei cvoyétion peta&d 23 detypdtov opod Kot NTapvicpévon
TAGGPOTOG 0o TOVG id10vg acbeveic: mhdopa = 0,997 opod, R = 0,91.

Ta delypato 0pod Kol NIAPWVICUEVOL TAACHOTOS TPETEL VO GUAACGOVTOL
otovg 2-8°C.

Eav 1 e&étoon dev mpaypatorombei evidg 24 opdv, cuviotdtor 1 gOAAEN
otovg -20° C.

ATOQUYETE TOVG EMAVEIATULUEVOLS KOKAOVG 0Oy LENG-KOTAWVENS.

ATAAIKAZIA

INUEIDOELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO

Mn ¥pNOYOTOLEITE TO KIT 1 TO GLOTOTIKG UETA TNV Muepounvia ANéng.
Mnv ovaperyvOete VAKG oo SlapopeTikéc moptideg kit. Pépete OAa TO
avtdpaotipla o€ Oeppokpacio dwpotiov Tpv amnd T xphon.

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 EMUOAVVOT).

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

Ipoetopdote pio kopmdAn Pobuovounong y kabe avalvon kot pn
XPNOoLoToLEite dedopéva amnd mTponyoOueveS avaldoELS.

Awdikaoia

IMpokatapktiki eneepyocio:

Emionuavete éva yodAvo coAnvaplo 1 £vo cOANVAEPLO TOALTPOTLAEVIOL
v kKGBe Babpovountn, vVAKO gEAEyxov Kat detypaL.

Avadevote ovviopo tovg Pobpovountéc, e VMKGE €AEyyov Ko TO.
deiypota og avadevtpa vortex, kot dwaveipete 100 Yl and to kabéva ota
AVTIGTOLY O COANVAPLO.



10.

XI.

XII.

Awoveipete 50 Pl tov Srahdpatog mpok. eneéepyasiog oe KGHe cwANVAEpPLO.
Awoveipete 200 I tov  puOuioTikoy  SOADUOTOC  TPOKATUPKTIKAG
enefepyooiog og kGOe cOANVAPLO.

Avadedote 6OVTONN T0 COANVEPLO 68 avadevTipo VOrtex, KoAvyte ta Kot
enwdote Yo 30 Aentd otovg 37°C 68 AOLTPO VEPOL.

| IIpocééte MGTE 0 O0YKOG EMMUONG VO €8l EuPonTIoTEL TAMPOS KOTH
™ dLdpKeLe VTOH TOV fripoTog.

I Typiote ) ddpkera endaong: arorrovvron 30 - 35 Aentd.

I Typiote ) Ogppokpacio endaong: amarrovvron 37 - 40 °C.
Awoveipete 1 ml tov SwAdpatog apoinong oe kabe coANVApPLO Kol
avOdEVOTE GUVTOLO LE AVAOEVTIPAL.

Endoon :

ENUAVETE TO ETOTPOUEVE COANVEAPLY E1G STAOVV Yia kKGOg Padupovountr,
deilypa, vAKO gléyyov. T Tov TPOGSOPIoUO TOV GUVOMK®OV LETPHCE®V,
ONUAVETE 2 PUOLOAOYIKA COANVAPLOL.

Awoveipete 500 pl Babpovount 1 vAkod gléyyxov 1 deiypotog mov éxet
vroPAnOei og mpokatapkTiky eneéepyacia.

Awveipete 50 pl g onpaspévng pe s 250H Breapiving D ot kébe
COANVAPLO, CUUTEPIAAUPBOVOUEVOV TOV UN ETOTPOUEVOV COANVAPIOV Y10,
TIG GUVOMKEG LETPTOELS.

Avadevote o ™ OMkn coAnvapiov pe to xépt, v va ehevbepwbodv
TUXOV LG OAIdES aépa.

Enodote eni 2 dpeg o Oeppokposio dopation vd avadevon (300-700
G.0LA).

Avoppopfiote 10 Tepeydpevo kabe cwinvapiov (ue e&aipeon ekeiva Tov
aQOpPolV TG CUVOMKES METPRoels).  Aluc@oAicte TG 10 GKPO TOL
avoppoent eOAaveL 6Tov TVOUEVE GTOV ETGTPOUEVOL GOANVAPIOV, DOTE
vo, aparpedel OLo 10 VYPO.

[M\ovete ta coinvapto pe 2 Ml Swadvpoatog TAvong epyaciog (ektdg TV
GUVOMK®MYV UETPHOEMY) KOL OVOPPOPNGTE. ATOQUYETE TN Onuiovpyio
aPPOL KOTA TV TPOooHNKN ToL SLoADpaTOg TAYONG EPYUCTag.

IM\ovete Eava ta colnvaplo pe 2 ml dwddpatog mhdong (extdg TV
GUVOMK®Y UETPNCEDV) KOl AVAPPOPTGTE.

Agnote 1 coANvaple vo otabolv KatokOpuea Yo 800 AEmTd Ko
AVOPPOPTIOTE TNV VIOAEWTOUEVT] 6TOYOVO, VYPOD.

YnoPdilete og pétpnon 1o convaple o€ anaplunt oaxtivov y yio 60
devtepdrenta.

YIIOAOT'IEMOZX TN AIIOTEAEZMAT2N

Ynohoyiote T péon TN TOV STADV TPOGIOPIGUDV.

Ynohoyiote T deOUEVHEV PASIEVEPYELD OG TOGOGTO TNG BECUEVGTG TOV
npocdlopiletar 610 onueio undevikod Paduovount (0) copewve pe Tov
akoAovho THmo:

Metrjsel V(Bagnononht;Videigra )
Metrsisel V(MhdenikéVbagrmononht V)

B/BO(%) = * 100

Mg ypfion nuikoyapduikov i logit-log xaptiov ypaghuoatog 3 kdkiav,
TapacToTe Ypaekd Tig Tinég (B/BO (%)) yia kabe onueio pabuovount
®G oVVAPTNON TG oLYKEVTPOONG Ths 250H Brrapivng D yio kGbe onpeio
Bobpovountn Kot omoppiyTe TIG ELPAVEIS U1 ATOSEKTES TULEC.

lNo v katookev) g KoumvAng Poabpovounong eivar dvvatd vo
xpnowomomBovv  emiong pébodor pe ™  Ponbsir  nAekTpoviKoy
vroloywoth. Edv ypnowuonoteitar avtopatn enelepyncio anoteeGUATOY,
GUVIOTATOL TPOCOAPLOYT KOUTOANG AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TUPAUETPOV.
Me mapepforf twv Tind@v Tev derypdtav (B/BO (%)), mpocdiopicte Tig
GUYKEVTPOGELS TG oVVOAMKNS 250H Brrapivng D tov dstypdtov and v
KOUTTOAT 0vVopopag.

TNo k6Oe Tpocdlopiopd, Tpémel vo EAEYYETAL TO TOGOGTO TOL GLUVOAKOD
yvnBém mov deopevetar gv ™ anovoio un onpacpuévng 250H Brrapivng
D (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

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

X, AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZEMOI
A. ‘Opro aviyvevong
YropAMibnkav og npocdiopiopd gikoot pundevikoi Pabuovountés pali pe
£vo. oOvoro dAlav Babpovountdv. To 6plo aviyvevong, opilldpevo wg n
QOLVOLEVIKT]  oVLYKEVTp®ON TG ovvolikng 250H-Brropivng D3 &vo
TUTK®OV  OmoKAIGEOV KAT® amd TG HECEG HETPNOELS OF UNOEVIKN
déopevon, firav 0,4 ng/ml.
B. Ewwémra
To T0G06TO SOGTAVPOVUEVIG AVTIOPAOTS, TOL VITOAOYILETAL [IE GVUYKPLoN
™G GLYKEVIPMONG TOL amodidet avaotorn 50 %, sivar avtioToyo.:
"Eveoon Awotovpovpevn avridpastikétnTe (%)
250H- Burapivn D 100
250H- Burrapivn D, 95
1,25(0OH).- Brropivn.Ds 4
1,25(0H)- preapivn.D, 4
Brrapivn D3 <0,3
Brrapivn D2 <0,3
24,25(0H)2- Brrapivn.Ds >100

H omddoon tov mpocdiopiopon dev ennpedletar and v adrvon (eA&yydnke pe
5 g/L awpoosgoipivng), xorepvdpvarpio (sAéyydnke pe 0,25 g/l yokepudpivng) 1
o, TpryAvkepidia (eAéyyOnkav 5 g/L).

T. Axpipara
I'TA TON IAIO ITPOXAIOPIZMO METAZEY ATA®OPETIKQN
IMTPOZAIOPIZMQN
Agiypo | N <X>%*T.A. TA. Agiypo | N <X>+*T.A. TA.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 23 147+ 08 54 A 16 138+ 13 94
B 23 424+ 2 47 B 16 385+35 91

250H Vitamin D total cpm B/Bo (%)
Zuvolkr| péTpnon 45756

BoOpovountrg 0,0 ng/ml 21958 100,0
2 ngml 17916 81,6

6 ng/ml 14170 64,5

15 ng/ml 10710 48,8

55 ng/ml 4949 225

120 ng/ml 3161 14,4

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

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

A. OpBoTTO
EEETAXH ANAKTHXHX
Mpoctedeica 250H-Vit.D; (ng/ml) Avaktnon (%)
0 100
25 105
50 105
100 91
Mpoctedeica 250H-Vit.D, (ng/ml) Avaktnon (%)
0 100
25 101
50 101
100 9%
EEETAZH APAIQXHX
Apaioon OempNTIKN Metpn0sica Avaxtnon
deiypatog ovykévrpawon (ng/ml) ovykévrpwon (ng/ml) %)
U1 102,8 102,8 100
12 514 60,1 117
v4 25,7 25,6 100
/8 129 12,9 100
U1 80,3 80,3 100
12 40,2 42,0 105
V4 20,1 24,7 123
/8 10,0 10,9 108
E. Msoodwaotnua petagd tng dwavoung teievtaiov Padpovounti) ko
dsiypotog

Onwg @oivetor 61N GUVEKELD, TO ATOTEAECIOTO TOV TPOGIIOPIGUOD TUPAUUEVOLY
opOd axopa kot otav dravépetar éva deiypa 10 kon 20 Aemtd petd myv npocdnkn
70V Badpovounty oTo EXOTPOUEVH COANVEPLO.



MEZOAIASTHMA
0" (ng/ml) 10' (ng/ml) 20' (ng/ml)
deiypo 1 13,5 13,6 11,7
deiypa 2 39,5 39,3 37,4

XIV.ANAMENOMENEZX TIMEX

H Swtpogn, 1 @uAN, N emoyxf kot 1 niikio givar yvootd o1l ennpedlovv ta
@uotloroyikd eminedo ¢ 250H.Vit.Ds.

Ot aVOUEVOLEVES TILEG TTOV AVOPEPOVTOAL TAPUKAT® dev Oo Tpémet va Bewpovvton
amorvteg. H DIAsource a&loldynoe toug opovg mov cVAAEYONKav amd 39 dvdpeg
kot 40 yvvaikeg, vyielg og mpog g Twég Ca, PTH kot Agvkopativng, omd
Avtikry Evpéonn. To nlkiokd gbpog twv ebehoviav frav 17 - 58 ém. Ta
delypato cvAAEYONKay Kotd ™ Sudpkeln TV punvov Asképpprog 2010 ko
Tavovaprog 2011. O pécog 6pog tov mAndvopov (N = 79) Nrav 12,9 ng/mL, pe
g0pog petald 6,6 kon 24,5 ng/ml (ue Baon tic ekatootiaieg avaroyieg 2,5 % éwg
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 v v ta&vopnon g
kotdotaong g 25 OH Brrapivng D: ‘EXewyn: 0-10 ng/mL, Averdpkeio: 10-30
ng/mL, Erxdpkeio: 30 éwg 150 ng/mL, To&ivwon: >150 ng/mL.

XV. IHPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHZEIY

Acopdieia

Movo yia Stoyveotiky ypfion in vitro.

To Kkt avtd mepigyet 10 2 | (Xpdvog quilwnc: 60 nuépec), o padievepyi 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
povo amd e€ovorodomuéva dropa. H ayopd, @vro&n, ypnon kot avioiloyn
padlEvepYdV TPOIOVIMV VIOKEWVTOL oTN vopobesio ™G xdpag Tov TEMKOD
xpnotn. e kapio mepintwon dev mpémet vo, xopnyeitat To TPoidv o avhpdTOVG
1 {doa.

Olog 0 yepopdg TOL padievepyod VAIKOD Oo TPEmEl vo exTEAEiTOL OF
KaBOPIopUEVO Y DPO, HOKPLEL oo XDPOVG TAKTIKNG S1EAEVONG. XTO €PYACTNPLO
TpEMEL VL dloTNpEiTa MUEPOLOYIO Yiow TV Tapodafr| Kot T QOAAEN PaSIEVEPYDV
VAkdv.  E€omMopdg kor yvdAwve okedn Tov gpyactnpiov, to omoin Oa
pmopovoav vo. oAvvOodv e padievepyég ovoieg, Ba mpémel va puAGcoOoVTUL GF
EeyxwproTd XxOPO Yo TNV TPOANYN ETUOAVVONG TV S10POP®V PASLOIGOTOTMV.
Tuydv Slappoég padievepydv VYPOV TPETEL Vo, Kabapilovtat apécmc GOUPOVO. e
T1g drodikacies aopdrelag amd padievépysia. Ta padievepyd amdPANTo TpEmeL va.
ATOPPIRTOVTOL GOUPMOVE LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHOVG Kot TIG KTenhuvTipLeg
odnyieg TOV apydv Tov £xovv dikalodocio 6To gpyocthplo. H mpnon tov
BooIK®V KavOVmV Ao QAAELNS 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL ETOPKT TPOCTUCTOL.

Ta cvotatikd avhpdTvoy aipatog Tov TEPIAAUPAVOVTOL 6TO KIT QUTO £YOVV
eheyyOei pe pebodovg eykekpuéves oty Evponn f/kol and tov FDA kot éyet
Swmiotmbel 011 givan apvntikd ©g Tpog v mapovsio. HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvoot) pébodog dev eivar dvvard va mapéyet mAnpn
Sdrac@dion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrvov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 1} dM\eg Aopudéels. Emopévag, o yepiopds avidpoompiov, derypdtov
0po¥ N TAdopatog Oa Tpémet vo yivetar cOUPOVO HE TIG TOTIKEG dladikaoies mepi
ACPOAELOG.

O\a ta Cod Tpoidvta Kot mapdywyo £xovy oviieydei amd vy (oa. To Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL OTTd YDPeG OOV dev Exet avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer va avtetonifovior g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omowadNmote  €mapn  TOL  JEPUOTOC  HE  AVTIOPOOTAPLO.
(xpnowomoteitor 0fido Tov varpiov wg cvvpnrtikd). To alido oto kit awtd
EVOEXETOL VO AVTIOPAGEL e LOAVPO Kat YOAKO TOV VI PUAVAMKOV COANVAOCEDV KoL
Vo, oYNUaTiosl pe Tov Tpomo avtd iaitepa ekpnkTikd alidio petdAiov. Kotd ™
dudpkela Tov PAHOTOG TAVONG, EKTADVETE TNV amOYETEVON UE UEYEAN TocHTTOL
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TUY OV GVoGOPEVONS AlIdiov.

Mnv komvilete, unv mivets, unv TPOTE KOl U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
xOpo epyaciac. Mmnv davépete pe mITETA YPNOYOTOLOVING TO OTOHN GOG.
X PNOLOTOLEITE TTPOSTATEVTIKO POVYIGHO KOl VOADCILA YEVTIO.
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XVII. HEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

XYNOAIKEX BAOGMON AEITMA(TA)
METPHZXEIZX OMHTEX YAIKA
ul pl EAEIXOY pl

IIP. EIIEEEPI'AXIA
(o€ yoéhvo coinvaplo
GMOANV. TOAVTPOTLAEVIOL)
Babpovountég, Aeiypata,
YAwd eléyyov - 100 100
AGAVPO TPOKOTAPKTIKAG
enegepyooiog R 50 50
PoOp. dtdhvpo Tpokart.
enegepyociog - 200 200
Endoon Avidevon (vortex)

30-35 Lentd otovg 37-40°C og Aovtpd vepoo (o dykog
enDOONG TPEMEL VO EUPATTIOTEL)

Addopa opainong - 1000 1000
Avadevon (vortex)
ENQAYXH
(o€ emoTpopéva
cmAnvapie)
YropinOivia oe Tpokat. - 500 500
enegepyooio Asiypora,
YAwd eléyyov
. 50 50 50
Iyvnbétng
Endaon 2 dpeg o€ Beppokpacio dopatiov v avadevon (300-
7006.0.1.).
Aoy opiopog - avappdenomn
Addopo TAvong epyaciog - 20
Aoy wplopog - avappoenon
Addopo TAvong epyaciog - 2,0
Séparation - avappoenon
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devteporenta
Ap. katoddyov DI Asource: Apbuog P.1.: Ap. avabedpnong:

KIP1971 1700528/el 110324/1

Huepounvia avefedpnong : 2011-03-24



P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catal ogue number

Control

In vitro diagnostic medica device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

FIIEI*

WASH | SOLN | CONC Wash solution concentrated
cAL 0 Zero cdibrator
cAL N Calibrator #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 125 | conC Tracer concentrated
Ab | 125 | conC Tracer concentrated
i Tubes
INc | BUF Incubation buffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum
oL | sE Specimen diluent
oL | BUF Dilution buffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent

DL | cAL Cdlibrator diluent

REC | SOLN Reconstitution solution
Polyethylene glycol
Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutraization solution

Tracer buffer

Microtiterplate

HRP Conjugate

HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

con | BUF Conjugate buffer

CHROM CONC Chromogenic TMB concentrate

CHROM | T™MB Chromogenic TMB solution
Substrate buffer

stoP | soLN Stop solution

INC

Incubation serum

bR

BUI Buffer
Ab 3 AP Conjugate
suB | PNPP Substrate PNPP

BIOT CONC

i

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Ass BUF

Assay buffer

BIOT

Biotin conjugate

i

Ab

Specific Antibody

SAV HRP CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB Non-specific binding
2ndAb 2nd Antibody
ACDD | BUF Acidification Buffer
DIsT Distributor
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Symboles utilisés
Bt Consulter lesinstructions d utilisation
/ﬂf Température de conservation
= Utiliser jusque
Numéro de lot
Référence de catalogue
Controle

=]

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

i A=

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

ca | o Calibrateur zéro
CcAL N Cadlibrateur #
CONTROL [ N Controle #
Ag 1251 Traceur
Ab 1251 Traceur
Ag | 1251 | CONC Traceur concentré
Ab | 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes
INC | BUF Tampon dincubation
ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum
oL | sE Diluant du spécimen
piL | BUF Tampon dedilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant
DL | cAL Diluant de calibrateur
ReC | soN Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

ELU | SOLN Solution d’elution
GEL Cartouches Bond Elut Silica
PRE SOLN

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque de titration

Ab | HRP HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugué concentré
cony | BUF Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogéne TMB concentré
CHROM | TMB Solution chromogéne TMB
suB | BUF Tampon substrat
SToP | SOLN Solution d'arrét

iNc | =R Sérum dincubation

BUF Tampon
Ab AP AP Conjugué
suB | PNPP Tampon PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotine conjugué concentré

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

Concentré streptavidine HRP

NS8 Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification
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Simboli utilizzati

Consultare leistruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Tampone di lavaggio concentrato

CcAL 0 Cadlibratore zero
CcAL N Standard #
CONTROL [ N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato
Ag | 1251 | cONC Marcato concentrato
Ab | 1251 | CONC Marcato concentrato
lij Provette
INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Siero
oL | sE Diluente campione
DL | BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT |rm~unoamorbente

DIL CAL

Diluente calibratore

REC SOLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

EXTR | SOLN

T

Soluzione di estrazione

ELU SOLN

Soluzionedi eluizione

’

Cartucce di silice bond elut

PRE SOLN

Soluzione di pretrattamento

NEUTR | SOLN

Soluzione di neutraizzazione

TRACEUR Ul

Tracer Buffer

Piastradi microtitolazione

o

Al RP HRP Coniugato

Ag HRP HRP Coniugato

A | HrP | conc HRP Coniugato concentrato

Ag | HRP | conc HRP Coniugato concentrato
cong | BUF Buffer coniugato
cHrom | TMB | cone Cromogena TMB concentrato
CHROM | TMB Soluzione cromogena TMB
suB | BUF Tampone substrato

stop | soLn Soluzione di arresto

INC | sER Incubazione con siero

BUF Buffer
Ab AP AP Coniugato
sug | PNPP Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

AVID

CONC

BIOT CONJ | CONC

Concentrato avidinaHRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
20dAb 2° Anticorpo

| ACID | BUF |

Tampone Acidificante
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo delote

NUmero de catédl ogo

Control

Producto sanitario para diagndstico in vitro

Fabricante

<]EEEEEM =
ol |Z =

]

r

Contenido suficiente para<n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

Solucion de lavado concentrada

cAL 0 Calibrador cero
CcAL N Cadlibrador #
CONTROL [ N Control #
Ag | 1281 Trazador
Ab 1251 Trazador
Ag | 1251 | conc Trazador concentrada
Ab | 1251 | conc Trazador concentrada
lij Tubos

INC | BUF Tampon de incubacion
ACETONITRILE Acetonitrilo

SERUM Suero

DIL SPE Diluyente de Muestra

DIL BUF Tamp6n de dilucion

ANTISERUM Antisuero

IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

oL | ca Diluyente de calibrador

REC | SOLN Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucion de extraccion

ELU | soN Solucién de elucion

GEL Cartuchos Bond Elut Silica
PRE | SOLN Solucion de Pre-tratamiento
NEUTR | SOLN Solucion de Neutralizacion
TRACEUR | BUF Tampon de trazador

Placa de microvaloracion
Ab | HRP HRP Conjugado
Ag | HRP HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Crombgena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Solucion Cromégena TMB

suB | BUF Tampon de sustrato
STOP | soLN Solucion de Parada
INC | ser Suero de Incubacion
BUF Tampdn
Ab AP AP Conjugado
suB | PneP Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidinaHRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

Estreptavidina-HRP Concentrado

NSB Uni6n no especifica
2ndAb Segundo anticuerpo
ESEE Tampén de Acidificacion
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Enrcéiiynon couforov

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Oeppokpacio amobikevong

Hpepopnvia Anéng

ApBpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoEelg

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CcAL N Babpovountg #

CoNTROL | N Opodg eréyyov #

Ag | s Iymbémg

Ab 1251 Iyvnbémng

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg

Ab | 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Torvaplo

INC | BUF PuBpiotiko dtddvpa endoong
ACETONITRILE Axetovitpilio
SERUM Opog
DL | sE Aidopa apaioong detypdtmv
DL | BUF PouBpiotiko dtidovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvocompospopNTIKO
DL | cAL Aparotikd fodpovountdv
REC | SOLN Addopa avocHGTOoT G
PEG ToAvatbvievoylvkoin
EXTR | SOLN Aidopa exydrong
ELU | SOLN Aihopa Ekhoveng

’

Duoryyeg moprriov Bond Elut

PRE SOLN

Aidopa Tpoemeepyaciog

NEUTR | SOLN

Aihopa eEovdetépwong

TRACEUR Ul

Pubruotico didivpa

o

IMiéka pkpotithodoTong
Al RP HRP Z0Cevypa
Ag HRP HRP Z0Cevypa

Ab HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zulevypa

Ag HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

CONJ | BUF PuBpiotiko dtidvpa culedypatog
cHrRom | T™MB | cone Xpwpoydvog TMB
cHRoM | TMB Awdhopa ypopoyovov TMB

SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOG
stoP | soLn Avaoyetikd avtidpoaotiplo
INC | SR Opog emdaong
BUF PuBuiotikd dddvpa
Ab AP AP Z0Cevypa
SUB | PNPP PNPP vrostpdpatog

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivny

AVID HRP | CONC

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko stddvpa Tposdopicron

avTIdPOoTHPLO GLEEVYHEVO 1e PloTivn

Ewdwo6 Avticopa

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

Revision nr 070716



