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250H-VIT.D3-RIA-CT

INTENDED USE

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

GENERAL INFORMATION

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

Rue du Bosquet, 2, B-1348Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or erdering information contact :
Td : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Physiological function of 250H-Vit.D3

25-Hydroxyvitamin D3 (250HD3) is the trivial name of 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-3 3,
25-diol. This secosteroid is produced in the liver by 25-hydroxylation of cholecalciferol or
Vitamin Ds;. 250HDs3is a precursor for other Vitamin D metabolites and has only a limited
biological activity invitself. The most active derivative is 1a,25-Hydroxyvitamin D3, produced in
the kidney (or.placenta) by 1la-hydroxylation of 250HD3. This hormonally regulated steroid
stimulates theintestinal absorption of both calcium and phosphorus. It aso stimulates bone
resorption.and mineralisation thereby preventing the development of rickets, osteoporosis or
osteomaacia. This Vitamin D hormone might also be active in other tissues responsible for
calcium transport (placenta, kidney, mammary gland, ...) and endocrine glands (beta-cells,
parathyroid glands, ...). 25-hydroxyvitamin D ;isamain precursor for the metabolites.

Regulatory mechanism

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

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



IV. PRINCIPLES OF THE METHOD

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

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

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

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents Quantity Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with 2x48 pink Ready for use
anti 250H-
Vitamin.D3
125 1via red Reconstitute
lyophil. extempor aneously by
11?5 250H-Vitamin.Ds 160 kBq adding 6 ml of the tracer
buffer
CAL n 1vial yellow | Add 0.5 mi distilled
. lyophil. water
Calibrator 0: horse serum/
phosphate buffer, with
gentamycin
CAL 5vials yellow | Add 0.5 ml distilled
. - lyophil. water
Calibrators 1-5 in horse serum/
phosphate buffer, with
gentamycin (see exact values on
vial labels)
INC BUF 1via black Ready for use
45 ml
Incubation Buffer with sodium
azide (< 0.1%)
TRACER BUF 1via red Ready for use
7ml
Ethanolic solution with sodium
azide (< 0.1%)
ACETONITRILE 1via black Ready for use
25 ml
Acetonitrile
1via brown Dilute 70x with
‘ WASH | SOLN | CONC ‘ 10ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution
2vias silver Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | lyophil. water
Controls 1 and 2 in human serum
with thymol

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

VI.  SUPPLIESNOT PROVIDED

Thefollowing material isrequired but not provided in the kit:
Distilled water

Pipettes for delivery of: 50 pl, 100 pl, 400 ul, 500 pl.
Vortex mixer

Magnetic stirrer

Glass tubes (12x75 mm) for extraction step

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing
Aspiration and washing device

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

10.  Centrifuge operating at 800-1500 g

ONOURAWDNE

VIl. REAGENT PREPARATION

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

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

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

- Before opening or reconstitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on the label, 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, aiquots should be made and kept at
-20°C for maximum 3 months.

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

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

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

IX.  SPECIMEN COLLECTION*AND PREPARATION

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

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

- If the test isnotrun within 48 h., storage at —20°C is recommended

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

X. PROCEDURE

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

B. Procedure

Extraction step :

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

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

3. Add 0.5 ml acetonitrile to each tube.

4. Mix for 7 seconds with avortex.

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

Incubation step :

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

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

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

4. Add 50 ul Tracer in each tube, including total counts.

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

6

7

Aspirate the content of each tube (except total counts).
Wash tubes twice with 2 ml Wash Solution and aspirate. Avoid foaming
during the addition of the wash solution.

8. After the washing, let the tubes stand upright for two minutes and aspi rate
the remaining drop of liquid.

9.  Count tubesin agamma counter for 60 seconds.



Xl.  CALCULATION OF RESULTS

1. Calculate the mean of duplicate determinations.

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

Counts (Calibrator or sample)

B/BO x100= -
Counts (Zero Calibrator )

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

4. Computer assisted methods can aso be used to construct the calibration
curve. If automatic result processing is used, a 4 parameter logistic
function curvefitting is recommended.

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

6. For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of

D. Accuracy
RECOVERY TEST
Added M easured 250H-Vit D3conc. Recovery
250H-Vit D3 Total Blanked
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 79

8,9 17,6 9,7 109%
26,8 338 259 97%
38,6 48,6 40,7 105%

DILUTION TEST

unlabelled 250H.D (BO/'T) must be checked. Sample | Dilution Theoretical Measured Recover
Concentration Concentration
(ng/ml) (ng/ml) (%)
XIl. TYPICAL DATA Serum A 1 - 425 }
) . ) . 2 213 20,9 98,4%
The following data are for illustration only and should never be used instead of 1a 106 112 ’
the real time calibration curve. ' ' 105,4%
18 53 57 107,3%
1 2
250H-Vit.Ds cpm B/Bo x 100 vie o} b 97.9%
1/32 13 13 97,9%
Total count 31868
) E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
Calibrator 0 ng/mll 22218 100 % As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
3.5 ng/ml 17967 81 % dispensed 15.and 30 minutes after the calibrator has been added to the
10.6 ng/ml 13916 63% ML
21.0 ng/ml 9603 43% coated tubes.
62.8 ng/ml 5113 23%
145.2 ng/ml 4107 19% TIME DELAY
Note: 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml 0 (ng/ml) 15' (ng/ml) 30' (ng/ml)
Sample 1 95 9.2 10.1
XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS Sample 2 368 33.9 36.2

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 3
concentration two standard deviations below the average counts a zero
binding, was 1.2 ng/ml.

B. Specificity
The percentage of cross reaction estimated by comparison of the
concentration yielding a 50 % inhibition are respectively :

Compound Cross-Reactivity (%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0.3
1,25(0H),-Vitamin.Ds 8o
1,25(0H),-Vitamin.D, <0.01
Vitamin D3 <0.03
Vitamin D2 <0.03
24,25(0H),-Vitamin.Ds <0.8

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

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

C. Precision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Sample | N <X>*SD C.V. Sample | N <X>*SD C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 7.2 A 9 6.7+0.5 7.2
B 43 104+0.9 8.7 B 9 131+1.0 7.3

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

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

XV. EXPECTED VALUES

Dietary intake, race, season and age are known to affect the normal levels

of 250H.Vit.D3.

The expected values given hereafter should not be considered as

absolute. DIAsource evaluated serum collected from 40 male and 39 female,
healthy according to Ca, PTH and albumin values, from Western Europe . The age
of the volunteers fell within the range of 17 - 58 years. Samples were collected
during the months of December 2010 and January 2011. The mean for the
population (n = 79) was 12.5 ng/mL, ranging from 4.1 to 28.7 ng/ml (based on 2.5
% to 97.5 % percentiles).

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

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

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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



The human blood components included in this kit have been tested by European XVIII.SUMMARY OF THE PROTOCOL
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. TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
Therefore, handling of reagents, serum specimens should be in accordance with COUNTS CONTROLS
local safety procedures. ml ml ml

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.

Bovine components originate from countries where BSE has not been reported. EXTRACTION

Nevertheless, components containing animal substances should be treated as Cdlibrators - 0.1 -
potentially infectious. Samples/Controls - - 0.1
Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in Acetonitrile - 05 05
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form

highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a Vortex Vortex for 7 seconds

large amount of water to prevent azide build-up. Centrifugation 5 minutes at 800-1500 g

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette

by mouth. Use protective clothing and disposable gloves. All radioactive INCUBATION

handling should be executed in a designated area, away from regular passage. A Supernatant of extraction ; 01 01

log book for receipt and storage of radioactive materials must be kept in the lab. Incubation Buffer ; 0.4 0.4
Laboratory equipment and glassware, which could be contaminated with Tracer 0.05 0.05 0.05
radioactive substances should be segregated to prevent cross contamination of

different radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the Incubation 2 hours at room temperature under stiring (300-700
radiosafety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the RPM)
local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate Separation - aspirate
protection. Wash solution - 20
Separation - aspirate
Wash solution 2.0
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Lireentiérement le protocole avant utilisation.

250H-VIT.D3-RIA-CT

I. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour la mesure quantitative in vitro de la250H-Vit.D3 dans
le sérum ou le plasma hépariné humain.

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

C. Fabriquépar: DIAsource ImmunoAssays SA.
Rue du Bosquet, 2, B-13481Louvain-la-Neuve, Belgique.

Pour une assistance technique ou uneinfor mation sur une commande:
Td : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

[11. CONTEXTE CLINIQUE

A. Fonction physiologique de 250H-Vit.D 3

25-Hydroxyvitamine D3 (250QHD3) est le nom trivial de 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-3 3,
25-diol. Ce sécostéroide est produit dans le foie par la 25-hydroxylation de cholecalciferol ou
Vitamine D;. 250HD3.est un précurseur pour d'autres métabolites Vitamine D et n'a qu'une
activité biologique restreinte. Le dérivé le plus actif est 1a,25-Hydroxyvitamine D3, produit dans
les reins (ou le (placenta) par la la-hydroxylation de 250HD,;. Ce stéroide régulé de fagon
hormonale. stimule I'absorption intestinale du calcium et du phosphore. Il stimule aussi la
résorption et'la minéralisation osseuses et prévient ains le développement du rachitisme, de
I'ostéoporose ou de I'ostéomalacie. Cette hormone Vitamine D peut aussi étre active dans
d’autres tissus responsables pour la transport de calcium (la placenta, les reins, les glandes
mammaires,...) et des glandes endocrines (les cellules béta, les glandes parathyroides,...). 25-
hydroxyvitamine D3 est le précurseur principal pour les métabolites.

B. Mécanisme régulateur
La production de 25-hydroxyvitamine D se fait principalement dans le foie, bien que d autres
tissus (I'intestin, les reins) puissent effectuer la méme hydroxylation. Quoiqu’il puisse apparaitre
quelque inhibition rétroactive de la 25-hydroxyvitamine D sur sa propre production, une
disponibilité plus grande du substrat (Vitamine D 3) résulte en une augmentation de la production
de 25-hydroxyvitamine D et des concentrations augmentées de 25-hydroxyvitamine D circulant
dansle sang.

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



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

D’abord les calibrateurs, les controles et les échantillons (de sérum ou de plasma
hépariné) sont extraits avec de |’ acétonitrile.

Une quantité fixe de 250H Vitamine D 3 marquée avec '™, entre en concurrence
avec la 250H Vitamine D3 des échantillons, contrdles ou calibrateurs extraits
pour une quantité fixe d’ anticorps spécifiques, immobilisés sur la surface basse et

interne du tube plastic.

Apres 2 heures d'incubation a température ambiante, une phase d’ aspiration met

fin alaréaction de concurrence. Les tubes sont alors lavés avec 2 ml de Solution

delavage et comptés dans un compteur gamma.

V. REACTIFSFOURNIS

Réactifs Quantité Code Reconstitution
Couleur
H Tubes tapissés avec I' anti 2x48 Rose Prét al’emploi

250H-Vitamine D3

125) 1 flacon Rouge Reconstituer en
lyophil. extemporané en

11?5 250H-Vitamine D3 160 kBq ajoutant 6 ml de tampon
traceur
CAL n 1 flacon Jaune Ajouter 0,5 ml d eau

lyophil. distillée

Calibrateur 0: sérum de
cheval/tampon phosphate avec de
la gentamycine

CAL 5 flacons Jaune

Ajouter 0,5 ml d eau

) ~ lyophil. distillée
Calibrateurs 1-5 dans du sérum de
cheval / tampon phosphate avec
delagentamycine (cf. valeurs
exactes sur chague flacon)
INC BUE 1flacon Noir Prét al’emploi
45 ml
Tampon d' incubation avec de
I" azoture de sodium
Prét al’emploi
1 flacon Rouge
Solution éthanolique et de
I azoture (<0,1%)
ACETONITRILE 1 flacon Noir Prét al’emploi
25ml
Acétonitrile
1 flacon Brun Diluer 70x avec de
‘ WASH | SOLN | CONC ‘ 10ml I"eau distillée (utiliser
un agitateur
Solution de Lavage magnétique).
2 flacons Argent Ajouter 0,5 ml d eau
| CONTROL | N | lyophil. distillée

Controles- N =10u2
dans du sérum humain et thymol

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

VI.  MATERIEL NON FOURNI

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

Pipettes pour distribuer: 50 ul, 200 pl, 400 pl, 500 pl.

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

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

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages
Systemes d' aspiration et de lavage.

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

Centrifugeuse fonctionnant 2 800-1500 g.

ONOOUTAWNE
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VIl. PREPARATION DESREACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 0,5 ml d’ eau distillée.
Controles : Reconstituer les controles avec 0,5 ml d’ eau distillée.

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

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

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

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

- Apres la premiére utilisation le traceur reconstitué doit étre congelé. Il est
alors stable jusgu’ ala date d’ expiration.

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

IX.  PREPARATION ET STABILITE DE L’'ECHANTILLON

- Les échantillons de sérum et de plasma héparinés doivent étre gardés entre
2et 8°C.

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

- S letest n'est pas réaisé dans les 48 heures, un stockage a -20°C est
recommandé

- Apres'la décongélation les échantillons de sérum et de plasma héparinés
doivent ére mélangés (Vortex), puis centrifugés.

X. MODE OPERATOIRE

A Notes de manipulation
Ne pas utiliser la trousse ou ses composants aprés 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.
Méanger tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce. Pour
éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de pipette
pour I’ addition de chague réactif et échantillon.
Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de cdibration pour chague nouvelle série
d' expériences, ne pas utiliser les données d’ expériences précédentes.

B. M ode opératoire

Phase d' extraction :

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

2. Distribuer 100 pl de chague calibrateur, controle ou échantillon dans les
tubes respectifs.

3. Ajouter 0,5 ml acétonitrile a chague tube.

4. Mélanger 7 secondes avec un vortex.

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

Etape d'incubation :

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

2. Ajouter 100 ul du surnageant obtenu aprés la phase d’ extraction dans les
tubes respectifs. Les pointes des pipettes doivent ére saturées du
surnageant en question avant |’ addition dans le tube.

3. Distribuer 400 ul du tampon d’incubation dans chague tube (sauf ceux pour
ladétermination de I’ activité totale).

4. Ajouter 50 pl de traceur a chaque tube, ceux pour la détermination de
I’ activité totale inclus.

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

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

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

8. Aprés e lavage, laisser |es tubes droits pendant 2 minutes et aspirer le reste
deliquide.



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

Xl.  CALCUL DES RESULTATS

1. Calculer lamoyenne de chague détermination réalisée en double.
2. Calculer la capacité de liaison de I’ essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant laformule ci-dessous :

moyennedes cpm (CAL ou échantillon)
moyenne descpm (CAL 0)

3 Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/BO(%0)) de chague point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en 250H.D 3, écarter les valeurs aberrantes.

4. Des méthodes informatiques peuvent auss ére 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
paramétres » du lissage de courbes.

5. L’interpolation des valeurs de chagque échantillon (B/B0(%)) détermine les
concentrations en 250H.D ; & partir de la courbe d’ é&alonnage.

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

B/BO (%) = x100

XIl. DONNEESTYPES

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

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION
250H-Vit D3 Concentration en ?SOH-Vit D3 Récupération
mesur ée
ajoutée Total Blanc
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 7.9
8,9 17,6 9,7 109%
26,8 338 259 97%
38,6 48,6 40,7 105%
TEST DE DILUTION
Echantillon | Dilution Concentration Concentration o
théorique mesur ée Recupération
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Sérum A 11 - 425 -
12 21,3 20,9 98,4%
1/4 10,6 11,2 105,4%
1/8 53 57 107,3%
1/16 2,7 2,6 97,9%
1/32 1,3 1,3 97,9%

250H-Vit.D3 cpm B/Bo x 100
Activité totale 31868 -
Calibrateur 0 ng/ml 22218 100 %
3.5 ng/ml 17967 81 %
10.6 ng/ml 13916 63 %
21.0 ng/ml 9603 43 %
62.8 ng/ml 5113 23%
145.2 ng/ml 4107 19%

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

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

XI11. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

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

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

DELAI
0' (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
échantillon 1 95 9,2 10,1
échantillon 2 36,8 339 36,2

Elément Réactivité Croisée (%)

250H-Vitamine D3 100
250H-Vitamine D, <0,3
1,25(0OH),-Vitamine,D3 89*
1,25(0OH),-Vitamine,D, <0,01

Vitamine D3 <0,03

Vitamine D2 <0,03
24,25(0H),-Vitamine,D3 <0,8

* Vu que les concentrations de 1,25(0OH) -Vit.D; sont environ 1000 fois plus
basses que 25-OH-Vit.D3, cette réactivité croisée est insgnifiante et n'intervient
pas dans ce test 25-OH-Vit.Ds.

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

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Echantil- | N <X>+*SD C.v. Echantil- N <X>+SD C.V.
lon (ng/ml) (%) lon (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 72 A 9 6,7+05 72
B 43 104+09 87 B 9 131+1,0 73

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

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

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

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

XV. VALEURSATTENDUES

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

Les valeurs attendues reprises ci-dessous ne doivent pas étre considérées comme
des valeurs absolues. DIAsource a évalué le sérum de 40 hommes et 39 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 17 458 ans. Les échantillons
ont été prélevés pendant les mois de décembre 2010 et janvier 2011. La moyenne
pour la population (n = 79) éait de 12,5 ng/mL, la fourchette allant de 4,1 &4 28,7
ng/ml (basé sur les percentiles 2,5 % a 97,5 %).

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

Une bibliographie récente a suggéré les fourchettes suivantes pour |a
classification du statut en 25 OH Vitamine D: carencee 0 a 10 ng/mL;
insufficience: 10 230 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 des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35n5 keV).



Ce produit radioactif peut uniquement étre regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; I'achat, le stockage, I’ utilisation et I'échange de produits
radioactifs sont soumis alalégislation du pays de I'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré al’homme ou aux animaux.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont é&é évalués par des
méthodes approuvées par I’ Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I’anti-HCV, Ianti-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 étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas é&é déectée
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L’ azoture de sodium est nocif s'il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(" azoture de sodium est utilisé comme agent conservateur). L’ azoture dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le 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 vé&tements protecteurs et des gants a usage unique. Toutes les
manipulations radioactives doivent ére exécutées dans un secteur désigné,
éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des matiéres
radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de laboratoire
et la verrerie, qui pourrait ére contaminée avec des substances radioactives,
doivent étre isolés afin d’ éviter la contamination croisée de plusieurs i sotopes.
Toute contamination ou perte de substance radioactive doit é&tre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
regles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.
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XVIII. RESUME DU PROTOCOLE
ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)
ml ml CONTROLE(S)

ml

EXTRACTION

Cadlibrateurs - 0,1 -

Echantillons/Contréles - - 01

Acétonitrile - 0,5 0,5

Vortex Vortex durant 7 seconds

Centrifugation 5 minutes a 800- 1500 g

INCUBATION

Surnageant d’ extraction - 0,1 0,1

Tampon d’ incubation - 0,4 0,4

Traceur 0,05 0,05 0,05

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

Séparation - aspirez

Solution de Lavage - 20

Séparation 3 aspirez

Solution de Lavage - 20

Séparation ) aspirez gentiment

Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes

Numéro de catalogue DI Asource :

KIP1961

Numéro de P.I.:
1700543/fr

Numéro de révision :
130729/1

Date de révision : 2013-07-29
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L eeshet hele protocol voor gebruik.

250H-VIT.D3-RIA-CT

BEOOGD GEBRUIK

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

ALGEMENE INFORMATIE

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

Rue du Bosquet; 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinfor matie kunt u contact opnemen met:
Td : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

KLINISCHE ACHTERGROND

Fysiologische functie van 250H-Vit.D3

25-Hydroxyvitamine D3 (250HD3) is de triviale naam van 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-
3B, 25-diol. Deze secosteroide wordt in de lever geproduceerd door 25-hydroxylatie van
cholecaciferol of Vitamine Ds. 250HD3 is een precursor voor andere Vitamine D metabolieten
en heeft zelf dechts een beperkte biologische activiteit. Het meest actieve derivaat is 1a,25-
Hydroxyvitamine D3, geproduceerd in de nier (of placenta) door 1 a-hydroxylatie van 250HD ;.
Dit hormonaal geregel de steroide stimuleert de absorptie door de ingewanden van zowel calcium
als fosfor.\Het stimuleert ook beenderresorptie en -mineralisatie en verhindert zo de ontwikkeling
van rachitis, osteoporosis of osteomalacia. Dit Vitamine D-hormoon kan ook actief zijn in andere
weefsels verantwoordelijk voor calciumtransport. (placenta, nier, borstklier,...) en endocriene
klieren (beta-cellen, paraschildklier,...). 25-hydroxyvitamin D 3 is een hoofdprecursor voor de
metabolieten.

Regulatiemechanisme

De productie van 25-hydroxyvitamine D doet zich vooral in de lever voor hoewel andere weefsels
(darm, nier) dezelfde hydroxylatie kunnen uitvoeren. Hoewel er een zekere feed-back
belemmering kan zijn van 25-hydroxyvitamine D op zijn eigen productie, resulteert een hogere
substraatbeschikbaarheid (Vitamine D 3) in een hogere 25-hydroxyvitamine D productie en hogere
25-hydroxyvitamine D concentraties in omloop in het bloed.

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



IV. BESCHRIJVING VAN DE METHODE

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

Een vaste hoeveelheid 2| gelabelde 250H Vitamine D ; concurreert met de 250H
Vitamine D3 van geéxtraheerde monsters ,controles of kalibrators voor een vaste
hoeveelheid van specifieke sites van antilichamen, geimmobiliseerd op het onder-
en binnenoppervlak van plastic buizen.

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

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagentia Quantity Kleur- Reconstitutie
code
Buizen gecoat met 2x48 roze Klaar voor gebruik
anti 250H-Vitamine
D3
125) 1 flacon rood Ex-tempora
gevries- reconstituer en door
115 250H-Vitamine D3 droogd toevoeging van 6 ml
160 kBq tracerbuffer
CAL n 1 flacon geel 0,5 ml gedestilleerd
) gevries water toevoegen
Kalibrator O: droogd
paardenserum/fosfaatbuffer met
gentamycine
CAL 5 flacons geel 0,5 ml gedestilleerd
) - gevries- water toevoegen
Kalibrators 1-5in droogd
paardenserum/fosfaatbuffer met
gentamycine (raadpleeg de
flaconetiketten voor de exacte
waarden)
INC BUE 1 flacon zwart Klaar voor gebruik
45 ml
Incubatiebuffer met sodiumazide
1 flacon rood Klaar voor gebruik
Ethanolische oplossing met
sodiumazide (< 0,1%)
ACETONITRILE 1 flacon zwart Klaar voor gebruik
25 ml
Acetonitrile
1 flacon 10 bruin 70x met gedistilleerd
‘ WASH | SOLN | CONC ‘ ml water verdunnen
(gebruik een
Wasoplossing magnetische roerder)
2 flacons zilver 0,5 ml gedestilleerd
| CONTROL | N | gevries- water toevoegen
droogd
Controles 1 en 2 in menselijk g
serum met thymol

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

VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

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

1 Gedestilleerd water.

Pipetten voor een volume van 50 pl, 1200 pl, 400 pl en 500 pl.
Vortexmenger.

M agnetische roerder

Glazen buizen (12x75 mm) voor de extractiefase.

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

Zuig- en wastoestel.

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

Centrifuge werkend bij 800-1500 g

N UTAWN

©

VII. BEREIDING VAN HET REAGENS

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

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

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

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

VIII. OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

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

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

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

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

IX.  MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

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

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

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

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

X. PROCEDURE

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

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

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

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

B. Procedure

Extractiefase :

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

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

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

4, Mix met een vortex gedurende 7 seconden.

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

Incubatiefase :

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

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

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

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

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

6. Zuig de inhoud van elke buis op (met uitzondering van de totaaltellingen)

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

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

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



Xl. BEREKENING VAN DE RESULTATEN

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

cpm (Kalibrator of monster) 100

cpm (Nulkalibrator)

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

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

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

6. Voor elke bepaling moet het totaalpercentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld 250H-Vit.D 3 (BO/T), gecontroleerd worden.

B/BO (%) =

Xll.  KENMERKENDE GEGEVENS

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

D. Nauwkeurigheid

RECUPERATIE TEST
T oegevoegd Gemeten 250H-Vit D3 concentratie Recuperatie
250H-Vit D3 Totaal Zonder blanko waarde
(ng/mt) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 79
89 17,6 9,7 109%
26,8 33,8 25,9 97%
38,6 48,6 40,7 105%
VERDUNNINGSTEST
Staal | Verdunning| Theoretische Gemeten Recuper atie
Concentratie | Concentratie mecuperalie
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Serum A 11 - 42,5 -
12 21,3 20,9 98,4%
14 10,6 11,2 105,4%
18 53 57 107,3%
1/16 2,7 2,6 97,9%
132 13 13 97,9%

250H-Vit.D;3 cpm B/Bo x 100

Totaaltelling 31868

Kalibrator 0 ng/ml 22218 100 %

3.5 ng/ml 17967 81 %

10.6 ng/ml 13916 63 %

21.0 ng/ml 9603 43 %

62.8 ng/ml 5113 23%

145.2 ng/ml 4107 19%

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

XI11. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

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

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

Bestanddeel K uisreactiviteit (%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0H),-Vitamin.Ds 8o
1,25(0H),-Vitamin.D, <0,01
Vitamin D3 <0,03
Vitamin D2 <0,03
24,25(0H),-Vitamin.Ds <0,8

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

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

BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN

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

A 49 | 191+ 14 | 7.2 A 9 6,7+05 7.2

B 43 | 10409 87 B 9 | 131%10 73

SD : Standaarddeviatie; VC : Variatiecogfficiént

E. Tijdspanne tussen'delaatste kalibrator en distributie van het monster
Zods hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de bepaling
nauwkeurig, .zelfs wanneer een monster 15 of 30 minuten na toevoeging
van de kalibrator in de gecoate bui 5 es gepipetteerd wordt.

TIJIDSPANNE
0' (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
monster 1 9,5 9,2 0,1
monster 2 36,8 33,9 6,2

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

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

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

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

XV. TE VERWACHTE WAARDEN

Voedselopname, ras, seizoen en leeftijd tasten mogelijk de normae
250H.Vit.D3 - spiegels aan.

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

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

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



XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

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

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

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

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

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

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

Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeenstemming met de procedure voor stralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeenstemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.
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XVIII.  SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRA- MONSTER(S)
TELLINGEN TORS CONTROLE(S)
ml ml ml
EXTRACTIE
Kalibrators 01 -
Monsters/Controles - 0,1
Acetonitrile 05 05
Vortex Vortex gedurende 7 seconden
Centrifugatie 5 minuten bij 800-1500 g
INCUBATIE
Supernatant of extractie 0,1 0,1
Incubatiebuffer - 0,4 04
Tracer 0,05 0,05 0,05
Incubatie 2 uren bij kamertemperatuur, al roerend (300-700 tpm).
Scheiding opzuigen
Wasoplossing 20
Scheiding 4 opzuigen
Wasoplossing 20
Scheiding - Voorzichtig opzuigen
Telling Tel de buisjes gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch desKitslesen Siebitte diese Packungsbeilage.

250H-VIT.D3-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

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

A.

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

Her gestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Boquet, 2, B-1348 Louvain-la:Neuve, Belgien.

Fir technische Unter stiitzung oder Bestellungen.wenden Sie sich bitte an:
Tel : +32(0)10 84.99.11 Fax;:'+32 (0)10 84.99.91
Fiir Deutschland : Kostenfrele Rufnummer : 0800 1 00 85;74.- K ostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Die physiologische Bedeutung des25-OH-Vitamins D,

25-Hydroxyvitamin D5 (250HD3).ist die Trivialbezeichnung fur 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-
trien-3pB, 25-diol. Dieses Secosteroid wird in der Leber durch Hydroxylierung von Cholecalciferol
oder Vitamin D3 gebildet.«250HD; ist eine Vorstufe fir andere Vitamin D-Metaboliten und
besitzt selbst nur eine‘begrenzte biologische Aktivitét. Der biologisch aktivste Abkommling ist
das 1a,25-Hydroxyvitamin D3, das in der Niere (oder der Plazenta) durch 1 a-Hydroxylierung des
250HD; gebildet wird. Dieses hormonell gesteuerte Steroid regt im Darm die Aufnahme von
Calcium und.Phosphor an. Es stimuliert weiters die Knochenresorption und -mineralisierung und
tragt dadurch zur Verhinderung einer Rachitis, Osteoporose oder Osteomalazie bei. Auch in
anderen, fur den Calciumtransport verantwortlichen Geweben (Plazenta, Niere, Brustdriisen,
usw.) und in den endokrinen Drisen (Betazellen, Parathyroidzellen, usw.) kann dieses Vitamin
D-Hormon wirksam werden. 25-Hydroxyvitamin D; ist die hauptsichliche Vorstufe fur die
Metaboliten.

Der Steuerungsmechanismus

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

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

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

Eine festgesetzte Menge an | markiertes 25-OH-Vitamin D3 konkurriert mit
dem aus Proben, Kontrollen oder Kalibratoren extrahierten 25-OH-Vitamin D3
um ene begrenzte Anzahl von Antikorperbindungsstellen, die im unteren
Innenteil von Kunststoffréhrchen immobilisiert sind.

Nach 2 Stunde Inkubation bel Raumtemperatur, beendet das Absaugen die
Verdréngungsreaktion. Die Rohrchen werden anschliessend mit 2 ml
Waschldsung gewaschen und in einem Gamma-Counter gezahlt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenz Quantitét Farbcode Rekonstitution
Mit anti 25-OH-Vitamin 2x48 rosa Gebrauchsfertig
Ds-beschichtete Réhrchen
1 Gefal rot zeitnahes
lyophil. Rekonstituieren durch
1'% 25-OH-Vitamin D3 160 kBq Zugabe von 6 ml
Tracer-Puffer
CAL n 1 GefaR gelb 0,5 ml dest. Wasser
- lyophil. zugeben
Null-Kalibrator: Pferdeserum
/Phosphatpuffer mit Gentamicin
CAL “ 5 Geféfe gelb | 05 ml dest. Wasser
. lyophil. zugeben
Kalibratoren 1-5:
Pferdeserum/Phosphatpuffer mit
Gentamicin (genaue Werte auf
Gefal-Etiketten)
INC BUF 1 GefalR schwarz Gebrauchsfertig
45 ml
Inkubationspuffer mit
Natriumazid (< 0,1%)
1 Gefal rot Gebrauchsfertig

Athanollésung mit Natriumazid

(<0,1%)
AZETONITRIL 1 GefalR schwarz Gebrauchsfertig
25 ml
Azetonitril
1 Gefal braun 70x mit dest. Wasser
‘ WASH | SOLN | CONC ‘ 10 ml (Magnetriihrer
verwenden)
Waschlésung verdiinnen.
2 Gefalze silber 0,5 ml dest. Wasser
| CONTROL | N | lyophil. zugeben

Kontrollen: N = 1 oder 2

in Humanserum und Thymol

Bemer kung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator fir die Verdinnung von Proben
mit Werten Uiber dem héchsten Kalibrator vor der Extraktion.
Es sind keine weiteren internationalen Referenzdokumente vorhanden.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Materia wird benétigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:
Dest. Wasser

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

Vortexmixer

Magnetrihrer

Glasrohrchen (12 x 75 mm) fur den Extraktionsschritt

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

Jeder Gamma-Counter, der I messen kann, kann verwendet werden.
Maximale Messeffizienz sollte gewdahrleistet sein.
Zentrifuge fir Betrieb mit 800-1500 g

ONOUTAWNE
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VIII.

B.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

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

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen und Rekonstituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8°C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar.

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

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

Der rekonstituierte Tracer ist nach dem ersten Gebrauch tiefzufrieren und
dann bis zum Verfalldatum haltbar.

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

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

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

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

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

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

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfiihrung

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

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

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

Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von friheren Durchlaufen.

Dur chfiihrung

Extraktionsschritt:

1

3.

2.
4.
5

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

Geben Sie 100 pl jedes Kalibrators, jeder Kontrolle oder Probe in die
entsprechenden Roéhrchen.

Pipettieren Sie 0,5 ml Azetonitril in jedes Rohrchen.

Mischen Sie 7 Sekunden mit einem Vortexmixer.

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

Inkubationsschritt:

1

10.

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fir jeden Kalibrator, jede Probe
und jede Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften Sie 2

normale Rohrchen.

Pipettieren Sie 100 pl des Uberstandes aus dem Extraktionsschritt in die
entsprechenden Rohrchen. Die Pipettenspitzen jeweils vor dem Pipettieren

mit dem entsprechenden Uberstand sétigen.

Geben Sie 400 pl Inkubationspuffer in ale Rohrchen (auler T).

Pipettieren Sie 50 pl Tracer in alle Réhrchen (einschliefdlich T).

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

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

Waschen Sie die Rohrchen zweimal mit 2 ml Waschlésung und saugen Sie
ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bel Zugabe der Waschlésung.

Lassen Sie nach dem Waschen die Réhrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und

saugen Sie den verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

Werten Sie die Rohrchen in éinem Gamma-Counter Uber 60 Sekunden aus.




Xl.  BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Aktivitdt (Kalibrator oder Probe)
Aktivitat (Null-Kalibrator)
3. Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 GrolRenordnungen) drucken Sie die (B/B0(%))
Werte fur jeden Kalibratorpunkt als Funktion der 250H.D 3 Konzentration
fur jeden Kalibratorpunkt, schliel3en Sie offensichtliche , Ausreier aus.
4. Computergestiitzte Methoden koénnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer , 4-Parameter” -Kurvenfunktion.
5. Bestimmen Se die 250H.D; Konzentrationen der Proben Uber
Interpolation der Probenwerte B/BO(%0)) der Referenzkurve.
6. Bel jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes 250H.D 3 (BO/T) gepriift werden.

N

B/BO (%) =

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht als
Ersatz fur die Echtzeitkalibrationekurve verwendet werden.

D. Genauigkeit

WIEDERFINDUNGSTEST

250H-Vit.D3 Cpm B/Bo x 100
Gesamtaktivitét 31868
Kalibrator 0 ng/ml 22218 100 %
3.5 ng/ml 17967 81 %
10.6 ng/ml 13916 63 %
21.0 ng/ml 9603 43 %
62.8 ng/ml 5113 23%
145.2 ng/ml 4107 19 %

Zugegeben Gemessene 250H-Vit D3 Konzentration | Wiedergefunden
250H-Vit D3 Gesamt Geloscht
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 79
8,9 17,6 9,7 109%
26,8 338 25,9 97%
38,6 48,6 40,7 105%
VERDUNNUNGSTEST
Verdinnun Theoretische
Probe Unnung i ‘ Gem&wen.e Wiederaefunden
Konzentration | Konzentration Wiedergetunden
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Serum A 1 - 425 -
1/2 21,3 20,9 98,4%
14 10,6 11,2 105,4%
18 53 57 107,3%
1/16 2,7 2,6 97,9%
1/32 1,3 13 97,9%

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

XI11. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen. Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare 25-OH-
Vitamin D3 Konzentration bei zwei Standardabweichungen unterhalb. 'des
gemessenen Durchschnittswerts bel Nullbindung, entsprach 1,2 ng/ml.

B. Spezifitat
Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschétzt
wurde, welche eine 50%ige Inhibition ergibt, betrégt respektive:

Substanz Kreuz-Reaktivitat (%)

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

Vitamin D3 <0,03

Vitamin D2 <0,03
24,25(0H),-Vitamin,Ds <0,8

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

Die Leistung des Tests wird nicht durch Hamolyse (mit 5g/L Hamoglobin
getestet) oder Bilirubinamie (mit 0,25 g/L Bilirubin getestet) beeinfluf.

C. Préazision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Probe N <X>+SD C.V. Probe N <X>+SD C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 72 A 9 6,7+05 72
B 43 10,4+ 0,9 8,7 B 9 13,1+ 1,0 73

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

E. Zeitver zogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

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

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

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

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

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

XV. ZU ERWARTENDER BEREICH

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

Die nachfolgend erwarteten Ergebnisse sollten nicht als absolut betrachtet werden.

DIAsource evaluierte Serum, das von von 40 Ménnern und 39 Frauenaus
Westeuropa gesammelt wurde, die gesund nach ihren Ca-, PTH- und Albumin-

Werten waren. Das Alter der Freiwilligen lag zwischen 17 und 58 Jahren. Die
Proben wurden in den Monaten Dezember 2010 und Januar 2011 gesammelt. Der

Durchschnittswert (n= 79) lag bei 12,5 ng/ml, mit Bereich sgrenzen von 4,1 bis 28,7
ng/ml (basierend auf 2,5 bis 97,5 Perzentilen).

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

etablieren.

Aktudlle Literatur schlégt die folgenden Bereiche fir die Klassifizierung von 25 OH
Vitamin D vor: Mangel: 0-10 ng/ml; Unzulénglichkeit: 10-30 ng/ml; Ausreichend:
30 bis 150 ng/ml; Giftigkeit: >150 mg/ml.



XVI. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fur diagnostische Zwecke.

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

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

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

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

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluRrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spllen Sie
wahrend der Waschschritte den Abfluf griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in lhrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe, Der Umgang mit radioaktiven
Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in einem speziell ausgewiesenen
Bereich stattfinden. Ein Logbuch fir Protokolle und Auf bewahrung muss im
Labor sein. Die Laborausriistung und die Glasbehdlter, die mit radioaktiven
Substanzen kontaminiert werden konnen, miissen ausgesondert werden, um
Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Radioisotopen zu verhindern.
Verschiittete radi oaktive Substanzen miissen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfalle miissen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das Labor zustandigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fur den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausreichenden Schutz.
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XVIII. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS
GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
ml ml ml
EXTRAKTION
Kalibratoren - 01 -
Proben / Kontrollen - - 0,1
Azetonitril - 05 0,5
Vortex Vortex 7 Sekunden
Zentrifugierung 5 Minuten bei 800-1500 g
INKUBATION
Extraktionsiiberstand - 0,1 0,1
Inkubationspuffer - 0,4 0,4
Tracer 0,05 0,05 0,05
Inkubation 2 Stunden bei Raumtemperatur unter Rihren (300-700
UPM)
Separation - absaugen
Waschlésung - 20
Separation - absaugen
Waschldsung - 2,0
Separation - vorsichtig absaugen
Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden
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Prima di utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I’ uso.

250H-VIT.D3-RIA-CT

[. USODELKIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativain vitro del 250H-Vit.D3 umano nel~siero o nel
plasma eparini zzato.

I1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE
A. Nomecommerciale: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP1961: 96tests

C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su comeordinareil prodotto contattare:
Td : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

[11. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Funzonefisiologica di 250H-Vit:D3

25-idrossivitamina D5 (250HDs3) € 1a denominazione comune di 9,10-secocolesta-5,7,10(19)-triene-3 3,25-
diolo. Questo secosteroide.viene prodotto nel fegato attraverso la 25-idrossilazione del colecalciferolo o

della vitamina D;. 250HD; € una precursore per altri metaboliti della vitamina D ed € dotato
esclusivamente di un’ attivita biologica limitata. 1l derivato piu attivo € 1 a,25-idrossivitamina D3, prodotta
nel rene (o nella placenta) da lo-idrossilazione di 250HD;. Questo steroide regolato ormonamente
stimola |"assorbimento sia del calcio che del fosforo da parte dell’intestino. Esso stimola, inoltre, il

riassorbimento.e la mineralizzazione ossea prevenendo 1o sviluppo del rachitismo, dell’ osteoporosi o della
osteomalacia-” Questo ormone della vitamina D potrebbe risultare attivo anche in atri tessuti responsabili

del trasporto del calcio (placenta, rene, ghiandole mammarie, ecc.) e nella ghiandole endocrine (cellule
beta, paratiroidi, ecc.) La25-idrossivitaminaD 3 €il principale precursore per i metaboliti.

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

C. Applicazioni cliniche
Questo dosaggio € importante ai fini della diagnosi di carenza o insufficienza di vitamina D, o in caso di
intossi cazione.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

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

Una quantita definita di 250H vitamina D 3 marcata con | compete con 250H
vitamina D3 ottenutadaqualsias campione, controllo o caibratore estratto per un
numero definito di siti di anticorpo specifici adsorbito sulla superficie inferiore e
internadelle provette di plastica.

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

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Quantita Codice Volumedi
colore ricostituzione
H Provette sensibilizzate 2x48 rosa Pronte per I'uso
con anticorpo anti

250H-Vitamina.D3

125) 1 flacone rosso Ricostituireal
liofilizzati momento aggiungendo
250H-VitaminaD; 1'% 160 kBq 6 ml di tracer buffer

CAL n 1 flacone gialo Aggiungere 0,5 mi di

. - - liofilizzati acqua distillata
Calibratore O: siero di
cavallo/tampone fosfato con
gentamicina

CAL 5 flaconi gialo Aggiungere 0,5 mi di

X - — - liofilizzati acquadistillata
Calibratori 1-5in siero di
cavallo/tampone fosfato con
gentamicina (le concentrazioni
esatte dei calibratori sono
riportate sulle etichette del
flaconi)

INC BUF 1 flacone nero Pronte per I’ uso

45 ml
Tampone incubazione con azide
di sodio (<0,1%)
1 flacone rosso Pronte per I’ uso

Soluzione etanolica con sodio
azide (<0,1%)

ACETONITRILE 1 flacone nero Pronteper I’ uso

25 ml
Acetonitrile
1 flacone bruno Diluire 70 x con acqua

‘ WASH | SOLN | CONC ‘ 10ml distillata usando un

agitatore magnetico
Tampone di lavaggio

2 flaconi argento | Aggiungere 0,5 mil di
CONTROL | N | liofilizzati acqua distillata

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

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

VI.  REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale érichiesto per il dosaggio manon & fornito nel kit:
1 Acquadistillata

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

3 Agitatore tipo vortex

4. Agitatore magnetico

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

6 Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi

7 Dispositivo di aspirazione e lavaggio.

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

o0wm>

VIHI.

B.

Fase
1.

2.
3.
4.
5

Fase
1.

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituirei calibratori con 0,5 ml di acqua distillata.
Controalli: Ricostituirei controlli con 0,5 ml di acquadistillata.

1125 250H-Vit.Ds : Ricostituire con 6 ml di tracer buffer.

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

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili 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 pit lunghi, fino a un massimo
di 3mesi.

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

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

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservare i campioni/di'siero edi plasma eparinizzato a2-8°C.

Questo kit & adattoper campioni di siero e di plasma eparinizzato. E stata
stabilita una correlazione tra 23 campioni di siero e di plasma eparin izzato
ottenuti dagli, stessi‘pazienti: plasma= 0,95 siero + 1,25, R = 0,89.

Se non s “desidera eseguire il dosaggio entro 48 ore dal prelievo, s

raccomandadi conservare i campioni a—20°C.

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

METODO DEL DOSAGGIO

Awvvertenze generali

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

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

usi un nuovo reattivo o campione.

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

incubazione.

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

M etodo del dosaggio

di estrazione:
Etichettare le provette di vetro (12x75 mm) per la fase di estrazione: 6
calibratori, 2 controlli e fino a40 campioni in duplicato.
Dispensare 100 pl di ciascun calibratore, controllo o campione nelle
rispettive provette.
Aggiungere 0,5 ml di acetonitrile a ciascuna provetta.
Miscelare per 7 secondi utilizzando un agitatore vortex.
Centrifugare per 5 minuti atemperatura ambiente (a800-1500 g).

di incubazione:

Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per ladeterminazione dell’ attivita totae.

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

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

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

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

Dopo il lavaggio lasciare decantare le provettein posizione verticale per due
minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido residue.




9.  Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

Xl.  CALCOLO DEI RISULTATI

1. Cacolarelamediadelle determinazioni in duplicato.

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

cpm (Calibratore, campioni o controlli)
cpm (Zero Calibratore)

B/BO(%) = x100

3. Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/B0O (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di 250H.D 3, tracciare la curva di taratura, scartare
i valori palesemente discordanti.

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

5. Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di 250H.D 3.

6.  Per ogni dosaggio determinare |a capacita legante BO/T.

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

per calcolare le concentrazioni di 250H.D 5 in campioni e contralli a posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

D. Accuratezza

TEST DI RECUPERO
Concentrazionedi RecUPero
250H-Vit D3 misurata P
250H-Vit D3 aggiunta | Totale | Dopo sottrazione del bianco
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 79

89 17,6 9,7 109%

26,8 33,8 25,9 97%

38,6 48,6 40,7 105%

TEST DI DILUZIONE
Campione | Diluizione | Concentrazione | Concentrazione
. . Recupero
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Siero A 1 - 425 -

12 21,3 20,9 98,4%
14 10,6 11,2 105,4%
1/8 53 57 107,3%

116 2,7 2,6 97,9%

132 13 13 97,9%

E. Tempo trascorsotra l’aggiunta dell’ ultimo calibratore eil campione

] Come mostrato.nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene
250H-Vit.Ds cpm B/Box 100 accurato anche quando un campione viene aggiunto nelle provette
. sensibilizzate 15 e 30 minuti dopo I" aggiuntadel calibratore.
Attivitatotale 31868 -
Calibratore 0 ng/ml 22218 100 % TEMPO TRASCORSO

35 ng/ml 17967 81%

10.6 ng/ml 13916 63 % 0' (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)

21.0 ng/ml 9603 43%

62.8 ng/ml 5113 23% campioni 1 9,5 9,2 10,1

145.2 ng/mi 4107 19% campioni 2 36,8 339 36,2

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

A.  Sensbilita
Venti replicati dello standard zero sono stati dosati -insieme agli altri
standard. La sensibilitd, calcolata come concentrazione apparente di
250H-Vitamina.D3 con cpm inferiore alla media piu'2 deviazioni standard
di 20 replicati dello standard zero, € risultata essere 1,2'ng/ml.

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

Composto Cross-Reattivita (%)

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

Vitamin D3 <0,03

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

* Dal momento che le concentrazioni di 1,25(0H) »-Vit.D3 sono, praticamente,
1000 inferiori rispetto a quelle di 25-OH-Vit.D 3, questa cross-resttivita non &
significativa e non interferisce con questo dosaggio di 25-OH-Vit.D 3.

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

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Campio | N <X>*SD C.V. Campio | N <X>*SD C.V.
ne (ng/ml) (%) ne (ng/ml) (%)
A 49 | 191+ 1,4 7,2 A 9 6,705 7,2
B 43 104+0,9 8,7 B 9 131+1,0 73

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficentedi Variazione

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

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

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

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato de
campioni devono basarsi sullabuonaprassi di laboratorio.

XV.VALORI ATTESI

E noto che I’ apporto dietetico, larazza, la stagione e I’ eta influiscono sui normali

livelli di 250H.Vit.Ds,

| vaori ates forniti qui di seguito non devono essere considerati come
assoluti. DIAsource ha analizzato il siero raccolto da 40 soggetti maschili e 39

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 durante i mesi di dicembre 2010 e gennaio

2011. Lamedia per la popolazione (n = 79) érisultata 12,5 ng/mL, varabile da4,1

a28,7 ng/ml (basati sui percentili dal 2,5% al 97,5%).

Ogni laboratorio deve stabilire il proprio intervallo di riferimento in base alla
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

11 kit e solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene "I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (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 puo essere
somministrato ad esseri umani o animali.

| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si 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 oi 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

casi 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 reattivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Ne luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. Le 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 materiale radioattivo. || materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato al’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle 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 radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
ATTIVITA CALIBRATORE CAMPIONI
TOTALE ml CONTROLLI

ml ml
ESTRAZIONE
Calibratore - 0,1 -
Campioni/Controlli - - 0,1
Acetonitrile - 05 05
Agitatore Vortex Agitare per 7 secondi
Centrifugazione 5 minuti a800-1500 g
INCUBAZIONE
Supernatante di - 0,1 0,1
estrazione
Tampone incubazione - 0,4 0,4
Marcato 0,05 0,05 0,05

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

Separazione Tampone - aspirare

di lavaggio - 20

Separazione - aspirare

Tampone di lavaggio - 2,0

Separazione > Aspirare con cautela

Conteggio Contare le provette per 1 minuto
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Leer el protocolo completo antes de usar.

250H-VIT.D3-RIA-CT

INSTRUCCIONES DE USO

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

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT
NUmero de Catalogo: KIP1961: 96 test

Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348-Louvain-la-Neuve, Belgium.

Para cuestiones técnicas e informacion sobre pedidos contactar:
Td : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

INFORMACION CLiNICA

Funcion fisiolégica de 250H-Vit.D,

25-Hidroxivitamina D 3<(250HD3) es el nombre simple de 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-
3B, 25-diol. Este secosteroide se produce en el higado por la 25-hidroxilacion del colecalciferol o

Vitamina D;. 250HD; es un precursor para otros metabolitos de la Vitamina D y tiene una
actividad biol6gica limitada. El derivado mas activo es 1a,25-Hidroxivitamina D3, producido en
el rifion (o la placenta) por la La-hidroxilacién de 250HD ;. Este esteroide regulado de manera
hormonal, estimula la absorcién intestinal del calcio y del fosforo. Estimula también laresorcion y
mineralizacion 6sea e impide asi € desarrollo del ragquitismo, osteoporosis o de la osteomalacia.

Esta hormona Vitamina D también puede ser activa en otros tejidos responsables del transporte
del cacio (placenta, rifion, glandula mamaria,...) y en las glandulas endocrinas (células beta,

glandulas paratiroidess,...). 25-hidroxivitamina D 3 s un precursor principal paralos metabolitos.

M ecanismo regulador

La produccion de 25-hidroxivitamina D se produce principamente en el higado, aunque otros
tegjidos (intestino, rifidn) pueden efectuar la misma hidroxilacion. Aunque puede haber cierta
inhibicion retroactiva de la 25-hidroxivitamina D en su propia produccién, una disponibilidad
més alta del sustrato (Vitamina D3) resulta en una produccién més alta de 25-hidroxivitamina D
y en concentraciones més altas de 25-hidroxivitamina D en circulacidn en la sangre.

Aplicaciones clinicas
Este kit es importante para diagnosticar ladeficiencia, insuficiencia o laintoxicacion por
VitaminaD.



IV. PRINCIPIOS DEL METODO

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

heparinizado) son extraidos con acetonitrilo.

Una cantidad fija de 250H Vitamina D s marcada con ' compite con la 250H
Vitamina D3 de las muestras, los controles o los calibradores extraidos, por una
cantidad fija de sitios de anticuerpos, inmovilizados en la superficie inferior

interna de tubos de plastico.

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

en un contador de radiaciones gamma

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Controles-N =102
en suero humano y timol

Reactivos Cantidad Caodigo Reconstitucién
de Color
Tubos recubiertos con 2x48 rosa Listo para uso
anti 250H-
Vitamin.D3
1via rojo Reconstituir
liofilizado inmediatamente antes
TRAZADOR: 250H-Vitamina.Ds 160 kBq deusar agregando 6 ml
marcado con 1125 del tampdn trazador
CAL n 1vial amarillo | Afiadir 0,5 ml de agua
) liofilizado destilada
Calibrador 0: suero de
caballo/tamp6n fosfato con
gentamicina
CAL 5viales amarillo | Afiadir 0,5 ml de agua
. liofilizados destilada
Calibradores 1-5 en suero de
caballo/tampén fosfato con
gentamicina (mirar los valores
exactos en las etiquetas)
1via negro Listo para uso
45 ml
Tampdn de incubacién con azida
sodica (< 0.1%)
: rojo Listo para uso
TRACER | BUF Lvial d P
7ml
Solucién etandlica con azida
sddica (< 0,1%)
1via negro Listo para.uso
ACETONITRILE 25 ml
Acetonitrilo
1via marrén Diluir 70 x con agua
‘ WASH | SOLN | CONC ‘ 10ml destilada (utilizar
agitador magnético)
Solucién de lavado
2 viales plateado | Afadir 0,5 ml de agua
| CONTROL | N | liofilizados destilada

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

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

V.  MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

Agua destilada

Vortex
Agitador magnético

©CoNOUR~WN P

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

VII. PREPARACION DE REACTIVOS

Tubos de vidrio (12x75 mm) paralafase de extraccion.
Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) parael lavado
Sistema de aspiracion (opcional)
Contador de radiaciones gamma paramedir | *® (minima eficiencia 70%)
Centrifuga funcionando a 800-1500 g

ooy

VIII.

B.

Calibradores: reconstituir los calibradores con 0,5 ml de agua destilada.
Controles: Reconstituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.
250H-Vit.D3 |- : reconstituir con 6 ml de tampon trazador.
Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabgjo no utilizada al
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

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

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

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

RECOGI DA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero y plasmaheparinizado deben ser guardadas a 2-8°C.
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= 0,95 Suero + 1,25, R = 0,89.

Si e ensayo no seredliza en 48 hrs., amacenar las muestras a—20°.
Después de descongélar, las muestras de suero y plasma heparinizado
tienen que ser mezcladas (V ortex), después centrifugadas.

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 € fin de evitar contaminacion cruzada
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicién de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision o equipamiento de dispensacion automética
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.

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

Protocolo

Fase de extraccion:

1.

2.

3.
4.
5

Marcar los tubos de vidrio (12x75 mm) para extraccién: 6 calibradores, 2
controles y hasta 40 muestras en duplicado.

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

Afiadir 0,5 ml de acetonitrilo a cada tubo.

Mezclar durante 7 segundos con un vortex.

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

Fase de Incubacion :

1.

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

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

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

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

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

Lavar los tubos 2 veces con 2 ml de Solucion delavado y aspirar. Evitar la
formacion de espuma durante la adicidn de la Soluciédn de lavado

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

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




Xl.  CALCULO DE RESULTADOS

1 Calcular lamediade los duplicados.

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

Cuentas (Calibrador 0o muestra)
Cuentas( Calibrador Cero)
3. Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico o logit-log, representar los
vaores de (B/BO%) de cada punto del calibrador frente a las
concentraciones del 250H-Vit.D de cada calibrador, rechazando los

puntos externos.

4. Métodos computarizados de resultados pueden ser utilizados para la
construccion de la curva de calibracion. S se utiliza un sistema
automatico de célculo de resultados, se recomienda usar la representacion
gréfica“ 4 pardmetros”.

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

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

B/BO(%) = X100

Xll.  EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion sirven como gemplo y nunca deberan ser
usados como una calibracion real.

D. Exactitud

TEST DE RECUPERACION
Afadido Concentracion 250H-Vit D3 Medida | Recuperado
250H-Vit D3 Total Menos el blanco
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 79
89 17,6 97 109%
26,8 338 25,9 97%
38,6 48,6 40,7 105%

TEST DE DILUCION
Muestra | Dilucion | Concentracion Concentracion
Tedrica Medida | R&cuperado
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Suero A 7 - 425 R
12 21,3 20,9 98,4%
14 10,6 11,2 105,4%
18 53 57 107,3%
116 2,7 2,6 97,9%
132 1,3 13 97,9%

250H-Vit.D3 cpm B/Bo x 100
Cuentas Totales 31868 -
Cadlibrador 0 ng/ml 22218 100 %
3.5 ng/ml 17967 81 %
10.6 ng/ml 13916 63 %
21.0 ng/ml 9603 43 %
62.8 ng/ml 5113 23%
145.2 ng/ml 4107 19%

E. Tiempo de esperaentrela dispensacion del dltimo calibrador y la de
lamuestra

Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se manti eneincluso en e

caso de dispensar. la muestra 15 y 30 minutos después de haberse adicionado €

calibrador aloestubos recubiertos.

Nota: 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml

XII1. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. Limite de deteccion

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

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

B. Especificidad
El porcentaje de reaccion cruzada estimada por~la“comparacién de la
concentracion (indicando unainhibicién de 50 %) es respectivamente :

TIEMPO DE ESPERA
0' (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
Muestra 1 95 9,2 10,1
Muestra 2 36,8 33,9 36,2

Compuesto Reaccion-cruzada (%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0H),-Vitamin.Ds 80
1,25(0H),-Vitamin.D, <0,01
Vitamin D3 <0,03
Vitamin D2 <0,03
24,25(0H),-Vitamin.Ds <08

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

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

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Muest N <X>+SD Ccv Muest N <X>+SD Ccv
ra (ng/ml) %) |fra (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 72 A 99 6,7+05 72
B 43 10,4+0,9 8,7 B 131+1,0 73

SD : Desviacién Estandar; CV: Coeficiente de Variacion

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

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

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

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

XV. VALORES ESPERADOS

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

Los valores esperados presentados a continuacion no deben considerarse como
absolutos. DIAsource evalud suero de 40 hombres'y 39 mujeres, sanos de acuerdo
a valores de Ca, PTH y abimina, de Europa Occidental. La edad de los
voluntarios fluctu6é entre los 17 y los 58 afios de edad. Las muestr as fueron
tomadas durante los meses de diciembre del 2010 y enero del 2011. El promedio
para la poblacién (n = 79) fue de 12.5 ng/mL, con un rango entre 4,1 a 28,7
ng/mL (basados en los percentiles 2,5 % a 97,5 %).

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

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



XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Seguridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene 1'® (vidamedia : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos
v (35.5 keV) ionizantes.

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

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

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 considerados como potencialmente infecciosos.

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

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

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberdn ser
eliminados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion ala cual pertenezca e laboratorio. El gjustarse alas normas béasicas de
seguridad radiolgica facilita una proteccion adecuada.
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XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(ES)

(ml) (ml) (ml)
EXTRACCION
Calibradores - 0,1 -
Muestras, controles - - 01
Acetonitrilo - 0,5 05
Vortex Vortex durante 7 segundos
Centrifugacion 5 minutos a 800-1500 g
INCUBACION
Sobrenadante de
extraccion - 0,1 0,1
Tampon de incubacion - 04 0,4
Trazador 0,05 0,05 0,05
Incubacion 2horasaT.A..en un agitador (300-700 RPM).
Separacion - aspirar
Solucion de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Solucion de Lavado A 2,0ml
Separacion g Aspirar cuidadosamente
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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C€

L eiatodo o protocolo antes de utilizar.

250H-VIT.D3-RIA-CT

UTILIZACAO PREVISTA

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

INFORMACOES GERAIS
Nomedo proprietario: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
NUmerodo catdlogo:  KIP1961: 96 testes

Produzido por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348Louvain-la-Neuve, Bégica.

Para obter infor magdes sobr e aquisicao ou assisténcia técnica, contacte:
Td : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

SIGNIFICADO CLINICO

Funcéo fisiol6gica do 250H-Vit:D

25-Hidroxivitamina D3 (250HD3) € o nome comum de 9, 10-secocolesta-5, 7, 10(19)-trieno-3 B,
25-diol. Este secosteréide € produzido no figado por 25-hidroxilagcdo de colecalciferol ou
Vitamina Ds. O 250HD; € um precursor para outros metabolitos da Vitamina D e possui apenas
uma actividade biolégica limitada. O derivado mais activo é a 1a,25-Hidroxivitamina D,
produzida no~rim (ou placenta) por la-hidroxilagdo do 250HD;. Este esterdide regulado
hormonal mente, estimula a absorcéo intestinal, tanto de célcio como de fésforo. Estimula, ainda,
a reabsorgdo e a mineralizagdo Ossea, prevenindo, assm, o desenvolvimento de raquitismo,
osteoporoses ou osteomalécia. Esta hormona da Vitamina D pode, igualmente, ser activa noutros
tecidos responsaveis pelo transporte do célcio (placenta, rim, glandula maméria...) e nas glandulas
enddcrinas (células beta, glandulas paratiroides...). A 25-hidroxivitamina D3 € o principal
precursor dos metabolitos.

M ecanismo regulador

A producdo de 25-hidroxivitamina D ocorre principamente no figado, embora outros tecidos
(intestino, rim) possam desempenhar a mesma hidroxilag&o. Embora possa ocorrer alguma retro-
inibicdo da 25-hidroxivitamina D na sua prépria producdo, uma disponibilidade superior de
substrato (Vitamina Dj) resulta numa producdo superior de 25-hidroxivitamina D e em
concentrages superiores de 25-hidroxivitamina D acircular no sangue.

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



V.

PRINCIPIO DO METODO

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

Uma quantidade fixa de 250H Vitamina D marcada com | compete com a

250H Vitamina D3 de amostras extraidas, controlos ou calibradores para uma
quantidade fixa de paratopos especificos imobilizados na superficie inferior e
interna de tubos de plastico.

Apbs 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente, uma operacdo de aspiragéo
interrompe a reacggo de competicdo. Os tubos sdo, de seguida, lavados com 2 ml
de solugéo de limpeza e contados num contador gama.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Quantidade | Cadigo Reconstituicédo
de cor
Tubos revestidos com 2x48 cor-de- | Prontopara utilizar
anti 250H-Vitamina rosa
Dq
125) 1recipiente | vermelho | Reconstituir
liofilizado extemporaneamente
115 250H-Vitamina D3 160 kBq por adicéo de 6 ml de
Tampé&o Marcador
CAL n 1recipiente | amarelo | Adicione0,5 ml de
. liofilizado 4gua destilada
Calibrador 0: soro de
cavalo/tamp@o fosfato com
gentamicina
CAL 5recipientes | amarelo | Adicione 0,5 ml de
i liofilizados 4gua destilada
Calibradores 1-5 em soro de
cavalo/ tamp&o fosfato com
gentamicina (ver valores exactos
nos rétul os dos recipiente)
INC BUF 1 recipiente preto Pronto para utilizar
45 ml
Tamp&o de incubacdo com azida
de sodio (<0,1%)
1recipiente | vermelho | Pronto para utilizar
Solugao etanol com azida de sodio
(<0,1%)
ACETONITRIL 1 recipiente preto Prontopara utilizar
25ml
Acetonitrilo
1recipiente | castanho| Dilua 70 x com &gua
‘ WASH | SOLN | CONC ‘ 10ml destilada (use um
itador magnético).
Solucdo de lavagem « %0 )
2 recipientes'| prateado | Adicione 0,5 ml de
| CONTROL | N | liofilizados égua destilada
Controlos 1 e 2 em soro humano
com timol

Nota: Utilize o Calibrador 0 para a diluicdo de amostras com valores acima do

maior calibrador antes da operagdo de extracgéo.
N&o estdo disponiveis materiais de referéncia internacionais.

VI. MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessério, mas nao é fornecido com o kit:

1.  Aguadestilada

Misturador vortex
Agitador magnético

ONOUTAWN

(alcance minimo 70%)

©

Centrifugadoraa800-1500 g

Pipetas autométicas de: 50 pl, 100 pl, 400 pl, 500 pl.

Tubos de vidro (12x75 mm) paraa operacao de extracgao.
Seringa autométicade 5 ml (tipo Cornwall) paralavagem
Dispositivo de aspiraco e lavagem.
Qualquer contador gama com capacidade para medir | pode ser utilizado

VII. PREPARACAO DOS REAGENTES

A. Calibradores: Reconstitua os calibradores com 0,5 ml de &gua destilada.

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

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

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

VIII. ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

- Antes de serem abertos ou reconstituidos, todos os componentes dos kits
sdo estaveis até ao final do prazo de validade, indicado no rétulo, desde
gue mantidos entre 2 a8°C.

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

- O marcador reconstituido tem de ser congelado antes da primeira
utilizagdo. A seguir, permanece estével até ao fim do prazo de validade.

- As ateragGes na aparéncia fisica dos, reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradacao.

IX. RECOLHAE PREPARAQAO DE AMOSTRAS

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

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

- Seaandlisendo for realizada em 48 h, recomenda-se conservar a-20°C

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

X. PROCEDIMENTO

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

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

Pipetas de ata precisio ou equipamento automético de pipetagem
melhoram a precisdo. Respeite os periodos de incubagéo.

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

B. Procedimento

Operacao de extracgao:

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

2. Dispense 100 ul de cada caibrador, controlo ou amostra nos respectivos
tubos.

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

4, Misture durante 7 segundos com um vortex.

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

Operacao de calibragem:
1.

2.

o N M

10.

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra e
controlo. Para a determinaco das contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Adicione 100 pl de sobrenadante obtido ap 6s a operaco de extrac¢do aos
tubos correspondentes. As pontas das pipetas devem estar saturadas com o
sobrenadante correspondente antes de adicionar ao tubo.

Dispense 400 ul de Tampéo de Incubagdo para cada tub o, excepto aqueles
paraas contagens totais.

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

Lave duas vezes os tubos com 2 ml de Solugdo de Lavagem e aspire. Evite
aformag&o de espuma quando adiciona a solugdo de lavagem.

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

Conte 0s tubos num contador gama durante 60 segundos.




Xl.  CALCULO DOSRESULTADOS

1.  Calcule amédiadas determinagdes em duplicado.

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

Contagens (Calibrador ou amostra) <100
Contagens (calibrador Zero)

B/BO (%) =

3. Utilizando um papel de grafico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log,
trace os valores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragem como uma funcéo
da concentragdo 250H-Vit.D; em cada ponto, rejeitando os resultados
aberrantes ébvios.

4. Os métodos informéticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibragem. Se o processamento dos resultados for automatico, é
recomendavel um gjustamento de curvas de fun¢do logistica de 4
parémetros.

5. Por interpolagdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentracdes de 250H-Vit.D 5 das amostras da curva de referéncia.

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

XIl. DADOSTIPICOS

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

D. Sensibilidade

TESTE DE RECUPERACAO
250H-Vit D3 | Concentragdo 250H-Vit D3 medida Recuperagdo
adicionado Total menos o branco
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 79
8,9 17,6 9,7 109%
26,8 33,8 25,9 97%
38,6 48,6 40,7 105%
TESTE DE DILUIQAO
Amostra | Dilui¢do | Concentragio | Concentracdo -
tebrico medida Recuperacdo
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Serum A 1 - 425 -
12 21,3 20,9 98,4%
14 10,6 11,2 105,4%
18 53 57 107,3%
1/16 2,7 2,6 97,9%
1/32 1,3 1,3 97,9%

250H-Vit.D3 Cpm B/Bo x 100
Contagem Total 31868
Calibrador 0 ng/ml 22218 100 %
3.5 ng/ml 17967 81 %
10.6 ng/ml 13916 63 %
21.0 ng/ml 9603 43 %
62.8 ng/ml 5113 23%
145.2 ng/ml 4107 19%

Nota: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml
XIll. DESEMPENHOE LIMITES

A. Limite de detecgéo
Foram analisados vinte calibradores zero, juntamente com um conjunto de
outros calibradores. O limite de deteccdo, definido como a concentragéo
gparente de 250H-Vit.D3; dois desvios padréo abaixo da média de
contagem com zero ligagdes, foi de 1,2 ng/ml.

B. Especificidade
A percentagem de reacgBes cruzadas estimada por ‘comparagdo com o
rendimento da concentraggo com inibicao de 50'% &, respectivamente, de:

Composto Reaccdo cruzada (%)

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

Vitamin D3 <0,03

Vitamin D2 <0,03
24,25(0H),-Vitamin,Ds <0,8

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

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

C. Precisdo

INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO
Soro N <X>+*DP C.V. Soro N <X>+*DP C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 72 A 9 6,7+05 72
B 43 10,4+0,9 8,7 B 9 131+ 1,0 73

DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo

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

ATRASO DE TEMPO

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

XIV. CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

- Se os resultados obtidos para o controlo 1 e/ou controlo 2 ndo est&o dentro
do interval o especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser utilizados, a menos que sgja dada uma explicagdo satisfatéria para a
discrepancia encontrada.

- Sefor desgjavel, cada laboratério pode fazer os seus proprios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.
Né&o faga ciclos de congel agéo/descongel agdo mais do que duas vezes.

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

XV. Valores esperados

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

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

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

A literatura recente tem sugerido 0s seguintes limites para a classificagdo de 25
OHVitamina D: Caréncia: 0-10 ng/ mL; Insuficiéncia: 10-30 ng/ mL; Normal:
30a150ng/ mL; Toxicidade:> 150 ng/ mL.

XVI. AVISOS E PRECAUCOES

Seguranca

Apenas para uso em diagndstico in vitro.

Este kit contém 2| (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagdes X (28 keV) e vy (35,5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal

autorizado: a compra, armazenamento, utilizacdo e troca de produtos radioactivos



estdo sujeitas a legislag@o naciona vigente. Em nenhum caso, este produto pode
ser administrado em seres humanos ou em animais.

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

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

Evite o contacto da pele e mucosas com os reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagtes e
formar compostos explosivos. Durante a operagéo de lavagem, enxaglie com uma
quantidade abundante de &gua corrente para evitar acumulagdes de azida.

N&o fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. N&o utilize as
pipetas com o auxilio da boca. Use vestuério adequado de proteccéo e luvas. Toda
a manipulagéo radioactiva deve ser efectuada em local préprio e exclusivo para
tal. Deve ser mantido no laboratério um livro de registo para a recepcéo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade deve ser
segregado para evitar contaminagdo cruzada com diferentes istopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedimentos de radioproteccdo. O lixo radioactivo deve ser eliminado de
acordo com a legislagdo vigente e as regras do laborat6rio. O cumprimento das
regras bési cas da radi osseguranca fornece a protecgdo adequada.
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XVIII. RESUMO DO PROTOCOLO
CONTAGENS CALIBRAD AMOSTRA(S)
TOTAIS ORES CONTROLO(S)
ml ml ml
EXTRACCAO
Cadlibradores - 0,1 -
Amostras/Controlos - - 0,1
Acetonitrilo - 05 05
Vortex Vortex durante 7 segundos
Centrifugacéo 5 minutos a 800 - 1500 g
INCUBACAO
Sobrenadante de - 0,1 0,1
extracGao
Tampé&o de | ncubagdo - 04 04
Marcador 0,05 0,05 0,05

Incubagéo 2 horas a temperatura ambiente sob agitag&o (300-700
RPM).

Separagdo - aspirar

Solucéo de lavagem - 2.0

Separacdo - aspirar

Solucéo de lavagem - 2.0

Separacdo - Aspirar cuidadosamente

Contagem Contar os tubos durante 60 segundos

NOdo catélogo DIAsource:

KI1P1961

NedeP.l:
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caty protokot.

250H-VIT.D3-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

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

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

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgia

Dzial pomocy technicznegj or azinfer macje dotyczace zamoéwien:
Tel: +32(0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMACJE KLINICZNE

Wiasciwosci fiZologiczne 250H-witaminy D5

Witamina D3 jest potocznag nazwa.cholekal cyferolu zawierajacego grupe OH w pozycji 25 (250HD3). Ten
sekosteroid jest wytwarzany. w.watrobie poprzez hydroksylacj e w pozycji 25. cholekalcyferolu (witaminy
D3). 250HD; jest prekursorem innych metabolitow witaminy D, a sama w sobie przejawia niewielk a
aktywnos biologiczna. Ngjbardziej aktywna pochodng jest 1a,25-hydroksywitamina D; wytwarzana w
nerkach (lub w tozysku) w wyniku hydroksylacji 250HD ; w pozycji la. Ten steroid, ktérego produkcja
jest regulowana ‘hormonalnie, nasila przyswajanie zaréwno wapnia, jak i fosforu. Stymuluje réwnie z
resorpcje. kosci oraz mineralizacje, dzieki czemu zapobiega rozwojowi krzywicy, osteoporozy lub
osteomalacji.” Witamina D jako hormon moze réwniez wykazywaé aktywno& w innych tkankach
odpowiedzialnych za transport wapnia (tozysko, nerki, gruczot sutkowy i inne) oraz w gruczotach
endokrynowych (komorki beta trzustki, przytarczyce i inne). 25-hydroksywitamina D 3 jest gtdwnym
prekursorem metabolitow.

Mechanizm regulacyjny

Do wytwarzania 25-hydroksywitaminy D dochodzi gtéwnie w watrobie, chociaz inne tkanki (jelito, nerki)
moga wykonywa¢ taka sama hydroksylacje. Chociaz moze doj& do wiasnego hamowania zwrotnego 25-
hydroksywitaminy D w wyniku wtasnegj produkcji, wicksza dostepno& substratu (witaminy Ds) prowadzi
do zwigkszenia produkcji 25-hydroksywitaminy D i wy zszych stg en 25-hydroksywitaminy D we krwi.

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



V.

ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

Przy wykorzystaniu pierwszych kalibratorow materiaty kontrolne i probki
(surowicy lub heparynizowanego osocza) sg ekstrachowane z acetonitrilem.
Ustalona ilog 250H-witaminy D3 oznakowang] %I wspdtzawodniczy z 250H-
witaming D3 pochodzaca z ekstrachowanych prébek, kontroli lub kalibratoréw o
ustalong liczbe migjsc na przeciwciatach unieruchomionych na dolng lub
wewngtrzng powierzchni plastikowych probowek.

Po dwugodzinng inkubacji w temperaturze pokojowej, w wyniku aspiragji
dochodzi do zatrzymania reakcji kompetytywnej. Nast ¢pnie probéwki sg ptukane
przy pomocy 2 ml roztworu ptuczacego i zliczane w liczniku gamma.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE
Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Probéwki optaszczone 2x48 rézowy Gotowe do
antv-250H-VIT.D3 zastosowania
Ag 125 1fiolka czerwony | Rekonstytuowaé
materiat doraznie dodajac 6
liofiliz. buforu znacznika
1'% 250H-Vit.D3 160 kBq
CAL n 1fiolka 701ty Doda¢ 0,5 ml wody
materiat destylowanej
Kalibrator O: surowica liofilizowany
konska/bufor fosforanowy z
gentamycyna
CAL “ 5 fiolek z0lty Doda¢ 0,5 ml wody
materiat destylowanej
Kalibratory - N =od 1do 5 liofilizowany
(doktadne  wartosci na
etykietach fiolek) surowica
konska/bufor fosforanowy z
gentamycyna
1fiolka czarny Gotowy do
INC BUF 45 ml zastosowania
Bufor inkubacyjny z
zawartosciag azydku
sodowego (<0,1%)
1fiolka czerwony | Gotowy do
BUF 7ml zastosowania
Roztwor etanolowy z
zawartoscig azydku
sodowego (<0,1%)
ACETONITRILE 1fiolka czarny Gotowy do_
25ml zZastosowania
Acetonitril
1fiolka bragzowy Rozcienczy¢ 70x woda
WASH | SOLN ‘ CONC 10ml destylowana
(wykorzystaé
Roztwor  ptuczacy (TRIS mieszadto
HCI) magnetyczne)
| CONTROL | N | 2fiolki srebrny Doda¢ 0,5 ml wody
materiat destylowanej
Kontrole- N = od 1do 2 liofilizowany
w surowicy ludzkiej z
tymolem
Uwaga: W przypadku wartosci powyze nawyzszego kalibratora, do

VI.

rozcienczania probek nalezy wykorzysta¢ Kalibrator O przed procesem
ekstrakgji.
Nie jest dostepny zaden miedzynarodowy materiat referencyjny.

MATERIAZLY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty sa wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:

ONOOUTAWNE

©

Woda destylowana

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

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Proboéwki szklane (12x75 mm) do procesu ekstrakcji.

Strzykawka automatyczna o obj etosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru 2 (minimalny uzysk 70%)

Wirdwka dziatgjaca przy 800-1500 g

VII. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

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

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

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

D. Roboczy roztwdr pluczacy: Wiasciwa objeto¥ roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowac dodajac 69 objetosci wody destylowane
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwoér
ptuczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

VIII. PRZECHOWYWANIE | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

- Przed otwarciem lub rekonstytucj a wszystkie sktadniki zestawu zachowuj a
trwato& do daty waznoici przedstawiong na etykiecie, jezeli s3
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

- Po rekonstytucji, kalibratory i kontrole zachowuj g stabilno& przez jeden
tydzien w temperaturze od 2 do 8°C. W razie koniecznosci diuzszego
przechowywania nalezy przechowywa¢ niewielkie objetosci materiatow w
temperaturze -20°C przez maksymalnie 3 miesi ace.

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

- Rekonstytuowany wskaznik powinien ‘by¢ zamrozony po pierwszym
wykorzystaniu. Wowczas zachowuje stabilno& do daty waznosci.

- Zmiany w wygladzie fizyeznym odczynnikbw w zestawie moga
wskazywac naich niestabilno& lub zuzycie.

IX. POBIERANIE I'PRZYGOTOWANIE MATERIAZU DO BADANIA

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

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

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

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

X. PROCEDURA

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

Waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatdw pochodzacych z réznych serii zestawow.
Przed wykorzystanien wszystkie odczynniki powinny osi ggnac
temperature pokojowa.

Wszystkie odczynniki i prébki nalezy dokladnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.

Aby unikng¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegdlinych odczynnikéw i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokig precyzji lub pipety
automatyczne poprawigj g precyzje wykonania oznaczenia.

Przestrzega¢ czasow inkubacji.

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

B. Procedura

Proces ekstrakg;ji:

1.  Oznaczy¢ podwdjnie probdwki szklane (12x75 mm) do ekstrakcji: 6
kalibratoréw, 2 kontrolei do 40 prébek.

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

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

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

5. Wirowac przez 5 minut w temperaturze pokojowej (800-1500 g).

I nkubacja:

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

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

3. Dozowa¢ 400 pl buforu inkubacyjnego do kazdg probéwki, z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania

4. Do kazdg probowki, w tym do probéwek nieop taszczonych do catkowitego
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zliczania, doda¢ po 50 pl 250H-V1T.D3 oznakowanego jodem



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

6. Aspirowa¢ zawartoX kazdg probéwki (z wyjatkiem probéwek do
catkowitego zliczania).

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

8. Po plukaniu nalezy pozostawi¢ probdwki w pozycji ku gorze przez dwie
minuty, anastepnie aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

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

XI.  OBLICZANIE WYNIKOW

1. Obliczy¢ srednig oznaczen podwaojnych.
2. Obliczy¢ zwigzang radioaktywno& jako odsetek wigzania okreslonego w
zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z poni zszym wzorem:

Liczbazliczenl(dlakalibratoralub probki) ,

B/BO(%) =
(%) Liczba zliczenl(dla kalibratora zerowego)

100

3. Na 3 arkuszach p6tlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykresli¢
wartosci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcj ¢ st enia
250H-VIT.D3 kazdego punktu kalibratora. Odrzuci ¢ oczywiste wartosci
graniczne.

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

5. Nakladajagc wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresli¢ steg enia 250H-
VIT.D3 w prdbkach z krzywej kalibracyjng.

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

XIl.  PRZYKZAD DANYCH TYPOWYCH

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

250H-Vit.Ds cpm B/Bo x 100
Zliczanie catkowite 31868
Kalibrator 0 ng/ml 22218 100 %
3.5 ng/ml 17967 81 %
10.6 ng/ml 13916 63 %
21.0 ng/ml 9603 43 %
62.8 ng/ml 5113 23%
145.2 ng/ml 4107 19.%

Uwaga: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml
XIIl. DZIAEANIE | OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratoréw zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw.

Granica wykrywania, zdefiniowana'jako odmienne steg enie dwdéch odchylen
standardowych ponize przecietngl wartosci zliczania przy wigzaniu zerowym
ksztaltowata si¢ napoziomie 1,2 ng/ml.

B. Swoisto&

Odsetki  reaktywnosci  krzyzowe) uzyskane przez poréwnanie stg enia
uzyskujacego 50% hamowanie sa nastepujace:

C. Precyzja
PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Sur owi N <X>+SD Ccv Sur owi N <X>*SD Ccv
ca (ng/ml) (%) ca (ng/ml) (%)
A 49 191+ 14 7,2 A 99 6,7+0,5 7,2
B 43 104+0,9 8,7 B 13,1+1,0 7,3

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wsp6iczynnik zmiennosci

D. Dokladno&

BADANIE ODZY SKU

Dodano Stez enie 250H-Vit D3 zmierzone Odzysk
250H-Vit D3 | Catkowite | W roztworze préby slepieg
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 79
89 17,6 9,7 109%
26,8 338 259 97%
38,6 48,6 40,7 105%

BADANIE ROZCIENCZENIA

Pr 6bki Rozcienczenie Stez enie Stgz enie Odzysk
teoretyczne zmier zone
(ng/ml) (ng/ml) (%)
surowicy A 1 - 25 -

12 21,3 20,9 98,4%
14 10,6 11,2 105,4%
1/8 53 57 107,3%
116 2,7 2,6 97,9%
132 13 13 97,9%

Sktadnik Reaktywnos¢ krzyzowa
(%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D, <0,3
1,25(0H)-Vitamin,Ds 89*
1,25(0OH),-Vitamin,D, <0,01
Vitamin D3 <0,03
Vitamin D2 <0,03
24,25(0OH).-Vitamin,Ds <0,8

* Poniewaz ste enia 1,25(0OH)2-witaminy D3 sa praktycznie 1000 razy
nizsze w poréwnaniu do 25-OH-witaminy D3, ta resktywno & krzyzowa
jest nieznaczacai nie interferuje w tym oznaczeniu 25-OH-witaminy D3.

Na charakterystyke kliniczna testu nie mawptywu hemoliza (zbadano dla
5 g/l hemoglobiny) ani bilirubinemia (zbadano dla 0,25 g/l bilirubiny).

E. Opéznienie pomiedzy oznaczeniem ostatniego kalibratora i
dozowaniem pr6bki

Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostgja dokladne nawet wowczas, gdy od

momentu dodania kalibratora do op taszczonych probéwek ming o 15 - 30 minut.

OPOZNIENIE
0' (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
S1 9,5 9,22 10,1
S2 36,8 339 36,2

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie zngduja Si¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopdki nie uda s ¢ znalez¢ wiasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

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

- Dopuszczane kryteria dotyczace réznicy pomiedzy wynikami oznaczen
podwajnych prébek powinny by ¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
|aboratorium.

XV. WARTOSCI OCZEKIWANE

Zawarto& sktadnikéw pokarmowych, rasa, pora roku i wiek wptywaja na
normalne poziomy 250H-witaminy D .

Przedstawionych tu wartosci oczekiwanych nie nalezy traktowac¢ jako wartosci
absolutnych. DIAsource ocenito prébki surowicy pobrane od 40 me czyzn i 39
kobiet zamieszkatych w zachodnig Europie, zdrowych pod k astem oznaczen Ca,
PTH i albumin. Wiek ochotnikdw miescit si¢ w zakresie 17 - 58 lat. Probki
pobierano w okresie grudnia 2010 i stycznia2011. Srednia dla populacji wyniosta
(n = 79) 12,5 ng/ml dla zakresu od 4,1 do 28,7 ng/ml. (od 2,5 % do 97,5 %
percentyla).

Kazde laboratorium powinno opracowaé wilasne wartosci na podstawie lokalneg
populagji kliniczng.

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



XVI. SRODKI| OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczenstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera | (Okres potowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizuj ace X (28 keV) i y (35,5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wylaczne
przez osoby autoryzowane;, zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktow radioaktywnych podlega regulaciom prawnym kraju u zytkownika
konicowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
Zwierzetom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by ¢ przeprowadzana w migjscach
do tego przeznaczonych, z dala od migjsc ogdlng u zytecznosci. W laboratorium
musi by¢é przechowywany rejestr przyj¢ i przechowywania materiatéw
radioaktywnych. Wyposazenie |laboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami  radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu unikniecia
krzyzowego zanieczyszczenia roznych radioi zotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢é natychmiast
oczyszczone zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢é usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogélnie przyjetymi wytycznymi obowigzujacymi w
laboratorium. Przestrzeganie  podstawowych  zasad  bezpieczefistwa
radi ol ogicznego zapewnia wystarczaj gce zabezpieczenie.

Skiadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaly przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europgjskie i/lub FDA. Stwierdzono,
7e nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ catkowite) pewnosci ze materiaty pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikéw zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDS i innych. Dlatego poste¢powanie z odczynnikami i prébkami surowicy lub
osocza powinno by¢ zgodne z migiscowymi  procedurami - dotyczacymi
bezpieczenstwa.

Produkty pochodzenia zwierzecego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Skiadniki bydlece pochodza z krajéw, w ktérych nie odnotowano wyst epowania
BSE. Pomimo to, skladniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skéry z odczynnikami (zawieraj 3 azydek sodowy jako srodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie moze reagowa¢ z miedzig i
otowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulagji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojéw ani pokarmoéw, badz uzywaé kosmetykow w
migjscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOEU
CALKOWITA KALIBRATORY PROBK I
LICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul u
pl

EKSTRAKCJA
Kalibratory 100 -
Prébki/Kontrole - 100
Acetonitril 500 500
Mieszadto wirowe Wirowa¢ przez 7 sekund
Wirowanie 5 minut przy 800-1500 g
INKUBACJA
Supernatant w 100 100
ekstrakcji
Bufor inkubacyjny - 400 400
Znacznik izotopowy 50 50 50

Inkubacja 2 godziny w temperaturze pokojowej nieprzerwanie
mieszajac (300-700 RPM).

Rozdzielenie Aspiracja

Roboczy roztwoér 2,0ml

piuczacy

Rozdzielenie Aspiracja

Roboczy roztwér 20ml

piuczacy

Rozdzielenie Ostrozna aspiracja

Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund

Nr katalogowy DIAsource
K1P1961

Numer P.l.
1700543/pl

Nr aktualizagji :
130729/1

Data wydania : 2013-07-29
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250H-VIT.D3-RIA-CT

. YOPmA

Rovo o w3 oemBase  (RIA) 3aK0 JMUECrBEHO W3 MpBaHE N VitrO HA CIBPMEHHETO HA YO BAIKH
250H-Bir .D3 B apyM U X@IaPUHO BATIEB M .

I|. GHA] HdEP MAITH

A. Hme HOBaHO uME : DIAsource 250H-VIT.D3-RIA-CT Kit
B. Kmamxe n HOoME P KIP1961: 96 Tecra

C. Ibu3Be B HOOT: DIAsource ImmunoAssays S/A.

Rue du Bosquet 2 B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

3 XHMYe CIDMIL WH P[bh YK
Te n+32(0)1084.99.11 Daxc : +32 (0)10 84.99.91

1. K P Bl

A. @Bwn oz wmnagy nrpa na250H-Buna min D3

25-xuapo kaButamd D3 (250HD3) e pasro Bo pHO Tkparko Ha3 Banme Ha 9, 10-axo xo secra-5, 7,
10(19)-tpuen-36 erg 25-mmo a1 T0 BUEKO Crepo U € IMpo U3BEKIa B uepHUA Jpo O upess 25-
XUIPO KOUBI Ul HAa X0 JEKam uhepo 8 wu Brramn Dz 250HD; e npeaypo p Ha apyru @rad o mrTH
Ha Biramr D u mpurerBa @@ 0 rpaHnuaia 6 MO JD TMYHAKTUBHO cr. Hail -akTUBHUS T IgpUBar ¢
10,25- xuapo kwBuTaMH D3, Mpo u3 BekIad B 6 60 per uT@uM IJAN eHTara ) 4pe3 lo-X uapo KOAL U
Ha 250HD3. To 3¥X0 pM@ HAHO PEYHpaH Crepo M CTUWHpa  YpeBHara ad © poO I vHMa KAl Ul U
¢do apo paTo el ‘Taka CrUMHpa MH@AHATA PO PO Il M MHEAM3 Al MsI T4 HA KO CTUTG KATO
10 TO 3 FHAaYMH (IPAIS TCTBA Pa3 BUTHETO HA PaxMT, O Creéd 10 po 3@ o creo manusd . To 3Bramn D
XOpPO H WX ) 1a O bICaKTHBEH U B JAPYH THKaHH, O ChIMCTBS Ball  IIPEHACI HCTO HA KAl Ui
(mrmr eara, 6 BO payu vVEIHA XWBa © T.H), U B A0 KpuHHUTEe MU (0 era KErku ,
Maparuped WIHUTE KB U U T.H.). 25- Xuapo kaButawH Dz e 0 (O BHUS TIpEKYp® p 3 M0 JiHaBaHe Ha
Mrad o JUTHUTE O Trpyiiara Ha BuT. D.

b. Pecynamopexaniss m

25-xuapo kaBuTawH D @ npo u3BeyIarJEBHO B YEPHHS JPO  BBIPE&KH ue ChlATA XHMIPO KGRI Usl

W jic [1a & W3BBPIBA U B IPY'H THhKaHU (uepBa, 6 50 papuBnp&u dUe v e 1a WM HI KaKBA CTATCH

Ha pa@yHpaHe dYpe3 0 O parHBpPbH3 KaIlo O THO IEHHE CTUNWHpPAHE WM HHXHMO MpaHeIpo W3 BO JICTBO TO
Ha 25-xuapo keBuTamH D, mo-ro ju e Toko muerBo b cpar (Biramn Ds) Bo augo0 1mMO-ro JH M@
KO JUYETBO Ha IMPO M3 BeWIaHUs 25-Xuapo KuBUTaMH D, KakTo M O 1MO-TO JeM KO HIl GHTpal| HMHA

I UpKYHpamsi B KpbBTa 25-Xuapo KaBuTamH D.

B. Kiwwmnunpu oxe nin
To Ba3 ogIBaHE € O TCHIACTBEHO 3 HAYGHWE IIPW JUArHO CTHKara Ha JApHI] UT, HGIO Crarb4HO CT WM
MHTO KuKa usic Brrawmn D.



V. Ip iyl H MOH

ITepBO ® acrpaxypar ¢ 110 M IMa Ha Al €r0 HUTPHWIKAHO paro py KO HTPO JHH
npo 6 (pyMy WK O TXAIZHHO BATUB M )

Omperemo Ko JMI&TBO Haro BapaH ¢ 2| 250H Brrawn  Ds, @ ko HKypmpa ¢
250H Brramn D3 o Tekerpaxupanure mpo 6 ,MKO HTPO JUH Kaub paro pusa
0 IPEIGEHO KO JUYETBO I GHTPO BEHa aialMPUUHU @GHTUTER , NN O WIK3 UPaHH
Ha JI0 JHATA ¥ BHTPAIHATA I10 BBPXHO CHA IUACIMMO BHTE  AIPYBETKH .

Cign nBydam Ba MHKYO all MsiIIPU CTaii HA TeMIE@Arypa KO HKYDEHTHAra PEKI| Us
npukiouBa ¢ aampanus . Cign To Bamipyserkure @ npo mBar ¢ 2 ml u3 mMBaug
Pa83TBO M & M3BBPIBA O PO GHE 110 10 ITa Harad 6 po g4

V. ROBBAH P EATHH
Pe are Hm Koomue c1BoO IlBe ® H Tr omBsine
961 c; 1

Enpyserku, o kpuric 2x48 po3oB | TowB3ayio Tpd a
H antu-250H-

Brrawn D3

1 duako H I Pe oHcmMmMpiie
Jno dwms npan P e K MDPHO

Haro Bapeu c 1'% 250H- 160 kBq 4ype 10 6 aBsi HEA 6
Brrawn  .Dj mlo 1o T

Tpdi cepHIs 6 yhep

Jobase ®0,5ml
JECTWHpaHa  BO Ja

CAL - 1 dumxo H HKBIT
Jno w3 npan
Kaub6 paro p0: ko H&H

apw /o aparar 6 yhep ¢
T'EHT M1l MTH

Jobase ®0,5ml
NECTWHpaHa  BO Ja

CAL 5 ¢umko Ha HKIT

MO (pYIM3 NpaHN

Kaub parop- N =1 n0o 58
KO HKH ap /o aparen
6 ybep ¢ renramil uH

(BIDK TO YHHTECTO ¥ HO CriHa
ervkera Ha (UAKO HUTE)

1 duako H uepeH T'owoB3ayno Tpd a
45ml
WHKY6 anno Ha6 yhep ¢
Harpues a3 uz (< 0,1%)
1 duexo = YEPBEH T'omoB3ay10 Tpd a
ETaHO 1D B)a3 TBO [T HATPUEB
aux (< 0,1%)
A 1rero HUTpHUIL
WASH SOLN CONC 1 duexo = Kahs B Pazp ® wOXc
10 ml JICTHHPaHa  BO Jia
M3 mBany patBo (TRIS (13 110 B Bali TS
HCI) MIHHUT &
@1aparo p)
| CONTROL | N | 2 dimro fa @6 bpar | Jlobase ®0,5ml
Ko urpo il u 2 B 4o Baiku o um3 ppaih AdQrimpana - Bo 1a
@M C THO T

3a0 eexxa . 3a papegiaHe Ha TpO O UTE&HC Cro M HO CTMHI Hail -BU® KHUTE
cro i HO crma Kamb paro panpeIy &KCrpakiy us Ta U3 1o JB Bail T&awO paro pO.
Hima Hanmyen wMrepual 3aNKHApo AHH  PapEEI] MU .

VI. @®HIBA ,KHO0 K E& QHY ABAT
CrenHuTe MrePMau @ HE O XO IMMIHO HE & O GIryps Bar B HAO O pa

Jlerwmpasa BO Ja

TTvmern o 150 pl, 100 pl, 400 pl u 500 pl

3 aBHX Pl 1LQAVT ST

MrHuTeH  @iaparo p

Crekienn aipyserku (12x75 mm) 3aerana ekcrpaxis us .

5ml asro eruuna arpunn o Bxka(tun Cornwall) 3 aus mBade

A amipan no vHagicrea (o m36 o)p

BikaksB rada 0 po 5%0 HTO@ % Ja U3MPH  YIO TP EHO T&O JHILTBO
5] (mpmaren xarran urer o T70%)

IgaTpo dyra , pad o Tamc 800-1500 g

ONO A WDNE

©

VIIl. IP HOBAE H P ETHTA
A. Kunoprom
BO 1@

b. Kompm : Pe wHcwmupite ko Hrpo mre 0,5 ml nermmpasa  Bo za

B. 1'% 250H-B uxDs : Rxo ueruryupaiite ¢ 6 ml o Trpdi aoprmst 6 yhep.

I'. Padore ummBam m3mop : [lo nro TBeregnakBared 0 6 eMo T pad o THHSA
W3 MBI PaBTBO pIpS 110 O aBsi Hereia 69 o O ea necrmwmpada Bo JakeM 10 6 @
oT mmBams  paTBO p (70X). U310 /BBl TEMrHUTEH  @1aparo p, 3a Ja

X0 M raam3 upare. M3 xXBbpiere HeMo Tpd GO TO KO JMHEIBO O T pad O THHSA
W3 MBAl P TBO [B KPS HA JIGHS .

: Rxo Heruryapaii te kamb paro purec 0,5 ml nermmpana

VIII. (BXP AHEE H®PE H Igr H P BEITHIAE

- Brykn KO MIO HEHTH Ha KMTa @ Crad MJHM [0 arara Ha o0 KaHa ro JHO ¢f
110 @ YeHHA O ITaKO BKATANPH TeMarypa Ha cexpanane o 12 °C mo 8°C
PG O TBaps HAUM PO HCTUTYIPAHE .

- Cigl  pe&ko HCrUTMpaHe , Kaud paro puTe M KO HTPO JUTe@ crad WHH 3a
QoK oT 7 nun npu Temgarypm  2-8°C. 3a mo-IpTH QO KO BE HA
CbXpaHane , € O MPEIeH KParHo M & CbXpams Ba mpu Tamegparypa -20 °C
3 A MKUINM 3amra

- Ilps o mpuro TBeamst RO o T m3mBam pa3TBO p TpsAO Bajma O BIc
W3 TI0 JB BaHCHIWS JICH .

- Rxko HeruTypaHusi T Tpaicep TpsA O Bana O pac3apa3 @ OFl  IBpBara
yio Tped a Cign TO BaToO if0 craBa crad WEH JI0 M3 THYaHE Ha (PO Ka Ha
ro JHO @

- Ilpo Min  BBB (U3 MUGKMS BWI HA P@IEGHTHTE HA KWTA WHIMI Upar
HETa0 WHO CT WH HE'0 THO-CL

IX. (BHP AE H (IP(HTE  H (P AHTKA

CoysT ¥ X@lgpuHO Bara UM TP O BaJa & CbXpaHsiBar IIpU
Teagarypu +2-8°C.

To 3WHT € 110 X0 [ BAGPYMH  1po 6 M Npo 6 B TXAIGPHHO Ba VB M .
Yerano Bea e KO pemius exly 23 opyau  1po 6 uu mpo 6 Ho T
X@IapUHO Ba UMM O THA KO mianentu: s = 0,95 aqpm + 1,25 R =
0,89.

AKO T&rsT He ® Haupasd B pawnre Ha 48 yam , ® mpaio ppusa
coxpaHaine 1pu Temgarypa -20°C.

Crgl pea3 pa3siBaHe Gpymure 1po O m po O UTe TXAIaPUHO Ba IS M
Tpsi6 Bama & oa@iT (B 3aBHXpAINS QEWTEl ), OBl KO €0 Ja &
L eHTpO (yrupar.

X. PapwA

A. OO Oe /e MU

He w3 mo B Bali T&kuTa WM KO MIO HHTHTE N CF Jiarara Ha U3 THYaHe O Ka Ha
ro gHo @ He camaliTe Mreuam O T pBJUYHM N@PTHAM KuTO Be Ilpetn
WIO TP @ CraBere BAIMKM PEreHTH Ha Craif Ha Teweparypa

Bomar eno QEBAITE BMYKM PErGHTH C NPO O UTEPS HEKHO PAKJALHHE
WU BBPTEUBO Pa3 MBaHE 3a 1a 30 eHere KPhCro GHa KO HTAWIHAL M |,
W3 1I0 JB Bl TEIUCI IUIEreH Hakpaid HUK 3 a gHO KparHa Yo Tp& aamo O aBs Her
Ha BGKHM PEr@T KbM bO TBErHara Ipo 6.a

Bio ko TIpaiu3 MpaHUTe MUINETH WK aBTO MIMYHWTE IHIern 6 mxaro Jio 6 pwwu
TO yHO crTaCBho O pas s Ball ®e ¢ Bpadro 3auHKY0 ai us

Io nro TBer&am0 pail MO HHAKPUBA 3 aBCI KO M3 MpPBaHE U HE U3 I10 JB Ball T@EAHHU
O TIPGIMLHN U3 NDBaHHS

B.Ipe yn

Inan e kempa rapn:

1. Crekinu  aipygerkun ¢ eruker  (12x75 mm) 3a ecrpakuus: 6
kaub paro pg 2 ko Hrpo m 10 40 mpo 6 w0 TBerHo 1o 26 po.st

2. Renpereere 100 pl o rBaxm Kamb paro p Ko HTpO JAWH 1po 6 B

CbO TBETHHUTE AIPYBEIKH .
K®M Bot ka aipyserka 10 6 aBer®,5 ml ai ero vurpun

CaeEre B IIpO IbHEHHE HA 7 GKYHIM B 3 aBHXPS [IQEUTEST

IdaTpo dyrupaii Te B mpo obmeHNe Ha 5 MHYTM Ha Craid HA TeMearypa
(ipu 800-1500 g).

o s w

Inan wmry oa yin:

1. O3Hayere JBE IO JBE II0 KPUTHTE AIPYBEIKM 3a BE&KU KamO paro p
KO HTpO Jar 1po 6.8 ao nperer He Ha 0 6 16 po iMym , 0 6 0 3Haue
2 HO PMUHH @IPYBETKH .

2. Jlo 6 aBerel00 pl o THO JyeHUs QIHATAHT OBl  erana e&KCrpakius B
b0 TBETHHUTE @IpyBerku . Hakpail Hunure Ha pumerure Tps O B@ia ¢ Ha-
KHAMAr ChC (O TBETHMS GIIEHATAHT NPeIH 10 O aBs HEbM AIpyBErKara .

3. Reupereere 400 pl uHKYO aiivo HeiO yhep BBB BOI KA @IpyBerka , ¢ M3-
KIIOUGHHE Ha T U, IPYIBUIGH 320 IPICH He HAa 0 O mpsid po MMyt




4. Jlo 6 aereS0 pl Tpdicep KbM BOI Ka @IpYBErKa , BKIOYUTEHO KbM TE U,
NPEIBHIGHH 320 IIPYISH HE Ha 0 O 1m0 po Hvym

5. MHKY0 upaii TeB Mpo JbHeHHE HA JBA Ya@ IPH Craid HA Temeparypa |
npu pa3 6 bpxBare(300-700 0 6 o pdmayra ).

6. A amipupaii Te (WM TIpewiTE ) CHABPHAHMEIO Ha BoIKa aipyerka (c
M3 KJIOYEHHE Ha T& Y, NPYBUIHH 3a O NpgienHe Ha 0 O g O po i
Mym ).

7. Tlpo miiTe @ipyBerkure ABYKparHo ¢ 2 Ml W3 MBall pa3 TBO P adlvpy -
paii Te 130 s rBaii pes neHBaHEro Ipu 10 O aBs HEA U3 MBAWS PBTBO P

8. Cre M3MBaHE O CTaBEre AIPYBEIKMTE B U3 IIPABEHO 110 JD-OKHHE 330 KO D
IIBE MHYT ¥ aQIMpHpaii T O CTaHAUTE KalKH TEIHO CI.

9. O ruerere aipyBerkure Brad 6 po s3@60 exyHmm .

X|. BYFIBAE H P BYITATUE

1.  V3uncere @EHO TO apUTMIMYHO HA P YTaruTe , [O JBHEGH O TABE IO
JIBE AIPYBETKHUTE .

HE HAYNTEHA ¥ HE O Ka3 BaBJII HHE BBPXY P& YTarUTe O TTO Bau3 CEIBAHE Ha
25-OH-Brr .D3.

O ChICTBSI BaHETO  HA U3 [IMTBAHETO HE & Bimsi € O TXa@e m3a (reryado ¢ 5g/L
xae 1o 6 uy wu 6 wupyd nHewst (terysaso ¢ 0,25 g/l 6 wupyd up.

B. ¢ msHOCT

IO BEM HA U3IIMTBA\HETO NIKY M3IIMTBAHETO

Ce pm N <X>+SD CcVv Ce pm N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 49 191+ 14 7,2 A 9 6,7+0,5 7,2

B 43 104+0,9 87 B 9 131+1,0 73

SD : CrannaprHo o TkiD Heane CV: Ko apym nedt Ha Bapuan mst

2. M3uucere ®bp3BaHra pagvo aKTHBHO Cr KATO PO II GHTO TMBP3 BaHEro , I'. TounocT
O mpeleEH npu HyeBara  kamb paiuo HHa TO 4ka(0) aio per ogiHara
o pya
3. UW3mo BBai KiB 1 MK/MYHA (M -0 rapuTMuHa wu logit-log rpapuuna B3 CTA HOBITEJIEH TECT
xaprus, Haneere  (B/BO(%)) cro i HO crure aBol Ka K&ub pai Mo HHATO YKa Jlo6aBe n | Msme p u250H-Vit D3 wome Hipms B 1 3cTanoBe
karo ¢yskn ug Ha 250H.D3 ko HIl edTpan ust T#a BCI Ka KAMO parl Ho HHa 250H-Vit D3 Obus Korp.n
10 4ka O TXBBPIEre O YBHIAHUTEO TKID HEHHS.
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
B/B0 (%) = 6 po {iKam6 paro pu npo 6)ax 100
6 po fHys Kau6 paro p) 0 79
89 17,6 9,7 109%
4. Ko MIOTBPHO aWCTUpaHd Mro J¥ CbI0 1@ rar Ja O baaru3 o JBaHH, 3aja 26,8 33,8 25,9 97%
@ M0 CIpo KaMO pal MO HHATaKpUBa. A KOG W3 I10 JB BABTO MIMYEH MIO J{ 38,6 486 40,7 105%
Ha 0 0 pad O H@APE yrarure , ® NpaIo PHYBAIO AXO I IE-T1apadrpo Ba
JD THCTUYHA KPHBa.
5. Ye wunreno smius Ha (B/BO (%)) cro i HO crute® Trpo 6 arge o npeieH T
250H.D3 ko Hi eiTpan muteHa mpo 6 uTe TKAMO pai Mo HHATAKPHBA. TECTC B 3 EEXKIA HE
6. IIpo mersTHa 0 6 10 TOPO OBNS Ba) BEKCTBO , BBP3aHO IPH JUI@ HA
Hedaro Baper 250H.D3 (BO/T), Tps6 Baga & mpo BU 32 BOIKO 1poa Pasp wmne | Te op mrma Wy p Ha B 1 zcmuose b
U3 CEIBaHE . OHIE HIRIMS | IOHIE HIpys -
(ng/mi) (ng/mi) Q)
XII. XAP AKTIP B M SRA 11 - 425 -
12 21,3 20,9 98,4%
JlaHHUTE |, M3 JD EHH 110-JI0 Jy @ G 3aWwiocrpal ¥l U HHUKO TaHe O MBana & 1/4 10,6 11,2 105,4%
M31I0 JBBAIBMTO HCTHHKATa KaMO pall MO HHAKPHBA. 1/8 53 57 107,3%
116 2,7 2,6 97,9%
250H-Vit.D; cpm B/Bo x 100 1/32 1,3 1,3 97,9%
06 uf po i 31868 - JI. kb CHe Hue
Kam paro p 0 ngm 2918 100 % KakTo e 10 Ka3 aHO [10-110 Jy, P& YTarure O TU3IUTBAaHero O CraBar TO YHUJIO PH
35 ng/ml 17967 8106 Ko rarompo 6 are pauperema 15 u 30 mHyrH og1  Karo kawb paro pere 6 Hr
10,6 ng/ml 13916 63% 20 6 aBAKBM [0 KPHTATadIPYBErKa .
21,0 ng/ml 9603 43 %
62,8 ng/ml 5113 23% I cHe e
145,2 ng/ml 4107 19 %
%oe e xa 1ng/ml =25 pmol/ml 0 (ng/ml) 15 (ng/mi) 30" (ng/mi)
mpo 6 ard 95 9,2 10,1
XI . I/ IHE H aP A 1po 6 ard 368 339 36.2
A.Ompe ® /e HEMAT

JIBaneer HymBM KamO paro pa@ 0 WM M3 IUTaHU 3 aIHO C KO MUUEKT O TIPY'H

kamd paro pu O peiesHns JUMT , JAepUHUpaH Karo s BHATa KO HII GHT pall HsIHA

JIBE CTaHIAPTHH O TKJD HEHUS HAI PEIHUS O po iMipy HY®BO ®bp3BaHE, € O Wi
1,2 ng/ml.

Bb. Ge mduynHocT
IIpo ueiTHTEeHa ®BBP3BaHe, O MPQICHN YPS QPEBHEHIE HA KO HII GHTPALl M T,A
BO nam’ 10 50 % nHXUO HMpaHe @ CbO TBErHO:

Cb e mHe HHe Kp cocana p axmBHocT (%)

250H- Brraun D3 100
250H- Brrawn D, <0,3
1,25(0OH),- Birawn .D3 89*
1,25(0OH),- Brrawn  .D; <0,01
Birawn D3 <0,03
Birawn D2 <0,03
24,25(0H),- Biraun  .D3 <0,8

* Tpit karo ko Hu edrpa uuresa 1,25(0OH)2-Bir .D3 @ npakruyexu 1000 mern
no-HMkd o T T@u Ha 25-OH-Bir .D3, TaéW KpbCro @Ha pEKTUBHO CI €

XIV. BBIP HEHH  KAYUBH KHP 01

- A xo pe yrarure , 110 Jyean 3a Ko urpo ;ml u/um Ko urpo B2 He @ B
pawuTe Ha HUBO TQ YKa3aHO HA CrMKera Ha (UAKO Ha, TO PGB Yrarure He
W rar fa 6 bAAaru3 IO JB BaHY O BEH aKO HE @ IIPEIO CraBU 3 10 BO JUTTHO
0 0 s MeN@a TO BAHEHO TBEICTBUE .

- ITo #emHre , BOIKa JEO O paro pusd € Ja oI HalpaBd ® O CrBEHKO NIJEKT
0 TKO HTPO JHHIIPO O /KO UTOTPsi O BAA & CbXPaHs Bal 3 apa3 iU B KParHU
CbO THO LIEHVS.

- Kpurepymure 3a mpuedHe Ha pa3JuKara O T JBO i HUTe p@Yrarn Ha
npo 6 uraps 6 Baa € o nuparna Jlo 6 pardlab o paro prhlpakTHKa.

XV. OHKBAWI — QOiedn

U3z BarHo e, 4e Ho pwHure HuBa Ha 250H.Bir .D3 & Bmst 51 T O TXpaHUT @HUS
peRIM , AI0 PTYBAHETO , 'O JIMIHKS G3 O HY Bb3 PaCTTa.

Jlaneure 1O-70 Jy O YaKBaHM €ro HHO crMHe TpsAO Bana & pBIIBKIAT  Karo
a ® mgoran DIAsource u3 Bepum o 1 e@ikasa epyM , B3er o ™0 me  u 39 xam
31paBy 10 O THO IeHMe Ha cro ifHo crureda Ca, PTH u ab ywmu , o T3 anagHa
EBpo ma B3pacrra ©Ha 10 6 po BO yuium® mana B rpanumure 17 - 58 ro muHn
Ipo 6 urea B3eru B nguo aa axespu 2010 r. u suyepu 2011 r. Cperxara



cro i Ho e ano myan ust ta(n = 79) 6 aie 12,5 ng/mL, B uarepsar o 1,1 no 28,7
ng/ml (Ha 6 a3 arasa 2,5 % o 97,5 %-uu nepeHTIWH ).

Bika 180 0 paro pusrpsa 6 Ba@la 0 IpgIeH BO 1 ® O CrBEHUHTEBAT , BAWAM 32
b0 TBETHO TQATHO  HAWEHHE

CHo pe1no CEIHHTE JUTEATYPHU J@HHH € TPEIIO JArar OBIHMTE HHTEBAU
saxpvpukarusi ta Ha crarya Ha 25 OH purawn D: mepwiur: 0-10 ng/mL;
Heto crarbyno cr: 10-30 ng/mL; mo crarbuHo ko muerso : 30 mo 150 ng/mL;
To Kar4HO ¢t >150 ng/mL.

XVI. Ip grazm MP KU U Ip ENP BRI

Be 3omcHocT

Caa 3ainvitro guarso cruka.

To 3mad o measpia 2| (o mmuBo T. 60 1HM), ewrupan i o #us upam X (28
keV) u y (35,5 keV) mueins .

To 3panno aKTHBEH TpO MYKT 1@ #€ Ja & NpeHaci | Ja @ U310 JBBAGM O T
0 TO PH3 UPEHWHIIA; I10 KYIKAra, CbXPAHGHWEro , YIO TP araym pa3 M Hara Ha
PaIHO aKTUBHU NPO IYKTH @ PGl HA 3aKO HO JAarerrBO TOHA JbprkBara , Ha
Kpaii Hust 1o Tped urerTo 3mpo MykTHe 6 MBaB HUKakbB CWIaid Ja @ MpWAra
HA XO PAUU WIBO THH

Bo paBaiero ¢ pagumakTHBHMS PO MYKTTPs O BAla ¢ M3 BBPIBA B O NPFICHA 32
nera TEUTO P IAB! O TPA'YH PHH 30 HUHA NpewHaBaHe . B 7m0 o paro pus ta
Tps 0 Baja @ IO JAABpXA [HEGBHUK 3a I10 JJHMABAHETO UM CbXPAHEGHHMEro  Ha
panHo akTUBHU Mrpuam . Jlab 0 paro pHaraxuIupo BKa M CI'BKJEDHS , KO UTO
M rar ga 6 BAATKO HTaWMHWPaHW C PIMO aKTUBHM GO craHiuu, Tps 6 B@a 6 baar

OTAGEHM C Iel Ja & wu30 aHe KPBCro @Ha KO HTAaMHAIMA C P23 JHYHH
PaIHO U3 0 TO IH
BikakBn pammo akTHBHM TNpb&M TpsO BajJa @ I10 YHCrBar HE3ab aBHO B

b0 TBEICTBUE C IIPO I GIYPHUTE 3 a pagua Mo HHA O &0 mado cr Buuo aktuBHuTe
O THANbU M TPsAO BaJa & M3XBBPHT, OEIBAiKH  MCTHUTE Hapend U U
PBKO BO JICTBaHA BJACTHTE , MIP@KHS BA  IOPHCIMKI s T4, HYL JBO O paro pHHT.e
[punbpssaHero  KbM O (HO BHATE MpPaBWA 3a pPAIUIIHO HHA O €0 mamo cr
O QIryps Bar gIeKBarHa 3 almlTa .

b BalkuTEe KPHBHM KO MIO HEHTH, BKJIOYGHM B KT, @ O WH T&rBaHN UYpS
0 10 6 peiw TEBpo ndi an w/wm FDA (A MpukaH®a aredus 110 XPaHUTE U
JEKAPCTBATa ) MO M M @ JaM O Tpulares pe yrar 3aHbsAg, aaru-HCV,
anTu-HIV-1n 2. i} w3Bered mro 1, Ko i TQa JaBa IIbJHA TapaHIl M 3aTO B3
Ye YO BAIKUTE KPBBHU IuBaru He npeaci T xaiarut, CIIMH wwm  npyru
vp&u . ETo3am , 6 0 paBeHErockC pe@reHTUTE , GPYMHUTE  WH IJE3 NHHTE
1po © mpsi6 BAA 6 BIEB CbO TBEICIBHE C MCTHUTE IIPO LI QIYPUIIO O &0 Madio cr
Bvuky  IBO TMHXKM TpO JYKTH M JEUBaTM @ O wH 0 MPaHH O T 3 APaBU
JIBO THH B jxuTe KO MO HEHTH @ C IIPO M3 X0 @ Terpanu , kbaero BSE (Bo yxa
apysa  aiapao narus ) He € O WR yeraHo Bs BaHa. HsaBuame o T p0\BR
KO NMIO HEHTHUTE, ChbIBPIA  JKIBO THHXKH GO CraHI MM Tpsi0 Bda & Tperupar
Karo IO TEeHI MayHO MH(EI U0 3 HU

V36 sirBail TR&KBBTO M Ja O WD KO JKH KO HTakT ¢ peareirure (Cepprrar
HATPUEB a3 Ml Karo KO HGPBAHT ). A 3 HIBTB TO 3 IKHT 10 %€ J1a parupa 'Cc 0 JD BO TO
M MITa BBB BO [0 IIPO BO AHUEBCTARAI[ MM Karo IO TO 3 MHAYMH & I10 JyHaBar
QUHO &QUD 3MBHH MraHi a3 umd. [lo Bpe@ Ha W3 MBHAS erall, Ipo Mid Te
CbC GUHA U O O WHacrpyl BO JaKaHAW3 all ¥ Ta, 3a/]a u3 0 e@Heredo pMpaHero
Ha a3 HIH.

He mymere , He muiiT¢ He sOKe M HE O OHCai TE' KO 3MrMKa B pad O THara
Tepuro pus He mymernpaii Te ¢ yera . M3 1o JB Bail T AWTHO 0 O JEKID M PBKABHIL
3 a@IHO KparHa Jio Tped a
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XVIII. (HHEE H P AEKOHA
OBIIA POBA (M)
ke Hocr | MAIHMBPATOPIL | i prp o
ml ml
BCTPAKIUA
Kam6 paro pu - 01 -
IIpo 6 ko HTpO M - - 0,1
A 1ero HuTpuI - 0,5 05
3 aBHUXPsI LLIQAUT &1 O craBere B 3aBUXps lIQAUTET  3a7 GKYHAU
Irpo dyra Smuyrn npu 800-1500 g
UHKYBATIMA
Exerpaxupan - 0,1 0,1
OfIepHAT aHT
Mnkyd anno na6 ybep - 04 04
T pdi cop 0,05 0,05 0,05

WnKyo aius 24aa Ha crail Ha Tewmearypa 1pu pa3 6 bpksane(300-
7000 6 o pdmmyra ).

Cenapan ust - aqiupupaii Te

U3 mBay pasTBOP - 2,0

Cenapan ust - aqupupaii Te

W3 mBam_pa3 TBO-p - 2,0

Canapau wsi - A aiupupaii T€ BHUMI @HO

Bpo aie O ryerere aipyerkure 3a60 axynam

DIAsource karam T HO Np :

KI1P1961

P.I. HO ™ :
1700543/bu

Ho »p Ha pesus mi:
130729/1

Jlara wa pesus ust: 2013-07-29
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Hasznalat el6tt olvassa el a teljeshaszndlati utasitast.

250H-VIT.D3-RIA-CT

I.  VIZSGALAT CELJA

Immunradiometrias eljards human szérum és heparinplazma 250H-D s-vitamin-tartalmanak in vitro
mennyiségi meghatarozasira.

1.  ALTALANOSINFORMACIOK

A. Bejegyzett név: DIAsource 250H-Vit.D3-Ria-CT Reagenskészl et
B. Katalégusszam: KIP1961: 96 vizsgélat
C. Gyarto: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet 2,-B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapesolatos kérdésekkel hivja a kovetkezé szamot:
Tel : +32(0)10 84.99:11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

1. KLINIKAI HATTER

A. A 250H-D3 éettani szerepe

A 25-hidroxi-Ds-vitamin (250H-D3) a 9,10-seco-5,7,10 (19)-kol esztatrién-3 B,25-diol hétkdznapi neve. Ez a secoszteroid
a mgjban keetkezik a ‘kolekalciferol, més néven D ; vitamin 25-hidroxil&cigja soran. A 250H-D3 mas D-vitamin
anyagcseretermékek. € danyagaként szolgdl, sgjét biolégiai aktivitasa csekély. Legaktivabb szérmazéka az 1 o,25-
dihidroxi-D3 vitamin, “amit a vesék (és a méhlepény) termelnek a 250H-D3 1 o-hidroxil&cidjaval. Ez a hormondlis
szabdlyozés, datt, 816 szteroid serkenti a kalcium és a foszfor felszivodasit a tépesatorndbdl. Fokozza a csontok
reszorpcidjétés mineralizécidjét is, ezdltal pedig megakaddyozza angolkér kialakulasét, valamints a csontl&gyul&st és a
csontritkulast: Aktiv ez a hormon hatasii D-vitamin mas, a kalcium széllitaséért feld ¢s szdvetekben (méhlepény, vesék,
temirigyek, sth.), és endokrin mirigyekben (béta-sejitek, mellékpajzsmirigyek, stb.) is. Ezekben a szdvetekben is a 25-
hidroxi-D3 vitamin szolgdl az anyagcseretermeékek egyik f 6 €l 6anyagakeént.

B.  Szabalyoz6 folyamatok

A 250H-D3 jelentés részben a mdjban termel 6dik, azonban més szdvetekben (bélcsatorna, vese) is zgjlik hasonld
hidroxilécié. Bér lehet, hogy a 250H-D3 bizonyos mértékben negativ visszacsatolassal hat sgjat termel 6désére, a nagy
mennyiségben rendelkezésre 4816 szubsztréd (D s-vitamin) fokozza a 250H-D3-termelést és ndveli a vérben kering 6
250H-D3 szintjét.

C. Kilinikai felhasznélas
A vizsgalat D-vitamin hiany, illetve tladagol és diagnosztizal ésa szempontjabdl fontos.



IV. AMODSZERELVE

Elészor a kalibrétorokat, kontrollokat és a mintékat (vérsavé vagy heparin
vérplazma) acetonitrillel kell kezelni.

Ismert mennyiségii **I-dal jelélt 250H-D3 verseng a mintdban, kontrollokban
vagy a kalibrétorokban taldhaté 250H-D3-mal a csivek alsd részének bels ¢
fellletére rogzitett ismert mennyiségi specifikus ellenanyag kot Shelyeiért.

A csOveket két dran & szobahomérsékleten kell inkubélni, majd a folyadékot €l
kell tavolitani. Ekkor a kompetitiv reakcio ledll. A csbveket ezutan & kell mosni
2 ml higitott mosdoldattal. Végil a radioaktivitds gamma-sugarzasmér ével
mérhetd.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA

Reagens M ennyiség 96 Szin Feloldas
mintahoz
25-hidroxi-Ds-vitaminnal 2x48 rézsaszin | Haszndlatra kész

boritott csovek

Ag 125) 1 ampulla piros Ideiglenesen oldja
liofilizalt fel, 6 ml
240 kBq nyomjelzéizotop-
5.dal  jelolt  25-hidroxi-Ds- higité puffer
vitamin (tracer) hozzéadésaval

CAL n 1 ampulla sarga Adjon hozza 0,5
o liofilizalt ml desztillalt vizet
Nulla kalibrétor:
|6szérum/gentamicines
foszféatpuffer
CAL “ 5 ampulla sarga Adjon hozza 0,5
- liofilizalt ml desztillalt vizet
Kalibrétorok 1 - 5):
|6szérum/gentamicines
foszfétpuffer (a pontos értékeket I.
az ampull&k cimkéin)
INC BUF 1 ampulla fekete | Haszndlatra kész
45 ml
Inkubéciés puffer natrium-aziddal
(<0,1%)
1 Il i Hasznélatra ké
TRACER | BUF a;nr?:ij a piros aszndlatra kész
Etanolos oldat, natrium-aziddal
(<0,1%)
1 ampulla fekete Haszndlatra kész
L 25 ml
Acetonitril
| WASH | SOLN | CONG | 1ampulla bama | Higitsa 70 x
10ml desztilldlt vizzel
Mosboldat (hgsznaljon B
mégneses keverot).
2 ampulla ezlst Adjon hozza 0,5
| CONTROL | N | liofilizalt ml desztillalt vizet

A kontroll 1. és 2. gentamicin
tartalmu timolban

Megjegyzés: A legnagyobb kalibrétornal magasabb 250H-D3-koncentraci6ju
mintékat az acetonitriles kezelés e 6tt higitsa a nulla kalibrétorral.
Nem &l rendelkezésre nemzetkdzi referencia anyag.

VI. AFELHASZNALOALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezd eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de szilkségesek a vizsgdlat
elvégzéséhez:

Desztilldlt viz

Pipettak: 50 pl, 100 pl, 400 m és 500 pl beméréséhez.

Vortex

M égneses kever

Uveg kémesovek (12x75 mm) az acetonitriles kivonashoz.

5 ml automata fecskend6 (Cornwall) a mosashoz

Vizlégszivatty és mosokésziilék

Barmely, ®| mérésére alkalmas gamma-sugérzasméré (minimalis hozam
70%).

Centrifuga (800-1500 g)

ONOUTAWN P
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VIlI. REAGENSEK ELOKESZITESE

Kalibratorok : Oldjafel akalibrétorokat 0,5 ml desztillalt vizben
Kontrollok Oldjafel akontrollokat 0,5 ml desztilldt vizben.

1251 -250H-D3: Oldjafe 6 ml nyomjelzéizotdp-higitd pufferben.

Higitott mosboldat: Készitsen megfelel 6 mennyiségii higitott mosooldatot
Ugy, hogy 69 rész desztilldt vizhez 1 rész mosooldatot (70x) kever.
Homogenizadlja mégneses keveré segitségével. A napi  vizsgdlatok
végeztével ontse ki a megmaradt higitott mosdoldatat.

oW

VIII. A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

- Felnyités és feloldas nélkil a reagensek 2-8°C-on térolva a cimkén
feltlintetett idépontig eltarthatok.

- Ujraoldés utan a kalibrétorok és kontrollok egy hétig stabilak +2 °C és +8
°C kozott. Ha tovabb tarolandd, akkor szét kell osztani, majd legfeljebb 3
hoénapig -20 °C-on kell térolni.

- A frissen késziilt higitott mosdoldatot még aznap fel kell hasznalni.

- A feloldott tracert az els¢ haszndat utén fagyassza le. Ezutdn a lejérati
idegéig eltarthato.

- A reagensek fizika tulajdonsagainak megvéaltozasa val6szin tileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

IX. MINTAVETEL ESELOKESZITES

- A sz&rum- és heparinplazmamintékat +2 °C és +8 °C kozétti
hémérsékleten kell tarolni.

- Ez a kit mind szé&rum-, mind heparinplazmaminték esetében alkalmazhato.
A korrelacio kiaakitasara az ugyanazoktdl a betegekt 61 szarmaz6 23
szérum- és heparinplazmaminta kézott kerdilt sor: plazma = 0,95 szérum +
1,25,R=0,89.

- Amennyibennem végzi d a vizsgdatot 48 6ran beliil, ajanlott a mintakat
-20°C-on térolni.

- A vérsavd vagy heparin vérplazma mintakat felolvasztés utén keverje meg
(vortex), majd centrifugdjale.

X..0 " ELJARAS

A. Tudnival6k
Ne haszndlja a reagenseket algjarati idgjUkon tdl. Ne keverjen dssze eltér 6
gyartési szamu reagenskészletekb ¢l szarmazo6 anyagokat. Haszndlat el 6tt
vérjameg, amig areagensek szobah smérsékletre melegednek.
A reagenseket és a mintakat homogenizdlja alaposan 6vatos mozgatéassal
vagy keveréssel. Minden reagens és minta beméréséhez haszndljon tiszta
eldobhat6 pipettahegyet, hogy ekerlilje az anyagok beszennyez 6dését.
Nagypontosségu pipettdk, vagy automata pipettédzd készilék haszndlata
javitjaavizsgélat pontossagat. Tartsa be a megadott inkubacids id 6ket.
Minden vizsgéalathoz készitsen Uj kalibrécids gorbét, ne hasznélja korabbi
mérések adatait.

B. A vizsgalat menete

Kivonas

1. Feliratozzon 12x75 mm-es Uveg kémcsbveket a kivonads |épéshez 6
kalibrétor, 2 kontroll és legfeljebb 40 minta szamara, duplikétban.

2. Mérjen 100 mi-t a kalibrétorokbdl, kontrollokbdl és mintékbdl a megfelel 6
csbvekbe.

3. Mérjen minden csébe 0,5 ml acetonitrilt.

4, Keverje acsivek tartalmat vortex segitségével 7 masodpercig.

5. Centrifugélja a csoveket 5 percig szobah 6mérsékleten 800-1500 g-vel.

I nkubécios |1épés

1 Feliratozzon 2-2 reagenssdl boritott csdvet a kalibréatorok, a minték és a
kontrollok szédméra. A teljes radioaktivitass méréséhez haszndjon 2
reagens nélkili csovet (totdlok).

2. Mérjen 100 m-t a kivonés soran keletkezett felliliszobdl a megfeld 6

csbvekbe. Bemérés € 6tt szivjatele a pipettahegyet az adott felliliszoval.

Mérjen 400 m inkubaci 6s puffert a csbvekbe (atotélokat kivéve).

Mérjen 50 pl tracert minden csébe (atotdokbais).

Inkubdlja a csbveket szobahémérsékleten 2 6ran &, (300 - 700

fordulat/percen torténd) keverés mellett.

Szivjale acsovek tartalmét (kivéve a totélok).

Mossa a csoveket kétszer 2 ml higitott mosdoldattal, majd tavolitsa el a

folyadékot. Vigyazzon, hogy a mosooldat beméréskor ne habosodjon.

8. Az mosas utén hagyja dlni a csiveket 2 percig, mad tavolitsa € a
megmaradt folyadékcseppet.

9. Mérje aradioaktivitast gamma-sugarzasmér 6vel 60 méasodpercig.

S

No



Xl. EREDMENYEK KISZAMITASA

1. Szamoljaki apérhuzamos mérések &tlagét.
2. Szémitsa ki a megkotott radioaktivitas szézalékos értékét a nulla
kalibrétorra kapott eredmény felhasznéldsaval az adbbi képlet aapjan:

B/B0O % = [ kontroll vagy minta cpm / BO (nulla kalibrétor) cpom] x 100

3. Félogaritmikus vagy logit-log milliméterpapiron &brézolja a kalibrétorok
B/BO(%) értékeit a hozzguk tartoz6 250H-D3  koncentréciok
fliggvényében. Hagyja figyelmen kivil anyilvanvaldan kies 6 értékeket.

4.  Szamitogép segitségével is felrgizolhatd a kalibrécids gorbe. Ez esetben
haszndljon 4-paraméteres logisztikus gorbeillesztést.

5. A kalibréciés gorbe adapjan hat&rozza meg a minték 250H-D3-
koncentrécigja B/B0(%) értékeik interpolcidjaval.

6. Minden vizsgdlat sordn hatdrozza meg a jeldletlen 250H-D3 nélkil
bekdtéds tracer szazal ékos mennyiségét (BO/T).

XIl. JELLEMZO MERESI EREDMENVYEK tot hier

A kovetkez$ adatok csak példaként szolgalnak, soha ne haszndlja 6ket a valos
idejti kalibréaci6 helyett.

D. Pontossag

VISSZANYERESI TESZT

Hozzaadott Mért koncentracié 250H-Vit D3 Visszanyer és
250H-Vit D3 Osszes Vak
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
0 79
89 17,6 9,7 109%
26,8 33,8 25,9 97%
38,6 48,6 40,7 105%
HIGITASI VIZSGALAT
Minta Higitas Elméleti Mért Visszanverés
koncentracio koncentracio ViSzanyeres
(ng/ml) (ng/ml) (%)
szérum A 11 - 42,5 -
12 21,3 20,9 98,4%
14 10,6 11,2 105,4%
18 53 57 107,3%
116 2,7 2,6 97,9%
132 13 13 97,9%

250H-Vit.Ds cpm B/Bo x 100
Teljes radioaktivitas 31868
Kalibrétor 0 ng/ml 22218 100 %
3.5 ng/ml 17967 81 %
10.6 ng/ml 13916 63 %
21.0 ng/ml 9603 43 %
62.8 ng/ml 5113 23%
145.2 ng/ml 4107 19 %

Megjegyzés: 1 ng/ml = 2,5 pmol/ml

XIIl. A VIZSGALAT JELLEMZO! ES KORLATAI

A. A kimutathat6sag als6 hatara

Husz nulla kalibrétort vizsgaltak meg més kalibréatorokkal egyiitt.

A kimutathat6sag also hatéra 1,2 ng/ml-nek bizonyult, ami a nulla kalibrétor cpm
értékeinek  dtlagabdl szamolhatdé ki a sandard deviacio  kétszeresének
levonasaval.

B. Specificitas

A keresztreakci6 szézalékos értékel killonbdz 6 vegyiiletek 50%-os gétlést okozo
koncentréciéi alapjan szamolva:

E. Az utolsd kalibrator ésa mintak bemér ése kozott etelt id 6

Ahogy. ezt ‘az aldbbi adatok is mutatjék, a vizsgdlat eredményeit nem
befolyasolja, ha egy minta bemérése akér 15 - 30 percce az utolsd
kalibrétor utén torténik.

ELTELT IDO
0' (ng/ml) 15' (ng/ml) 30" (ng/ml)
1. minta 95 9.2 10.1
2. minta 36.8 339 36.2

Vegyulet K er esztr eaktivitas (%)

250H- Ds-vitamin 100

250H- D,-vitamin <0.3

1,25(0H),-Dg-vitamin 89*
1,25(0H),-D,-vitamin <0.01
D3-vitamin <0.03
D2-vitamin <0.03
24,25(0H),- Ds-vitamin <0.8

* Mive a 1,25(0H),-Ds-vitamin koncentrécidja tulajdonképpen 1000-szer
alacsonyabb, mint a 250H-D3-€, a keresztreaktivitas nem jelent &s, és nem
befolyésoljaa 250H-D3-vizsgélat eredményét.

A vizsgdat tejesitményé nem befolyésolja a hemolizis (5 ¢/l
hemoglobin bevizsgdldsa mellett), illetve a bilirubinaemia (0,25 g/l
bilirubin bevizsgddsa mellett).

C. Reprodukalhat6ség

VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI

Savé N <X>+SD CcVv Savé N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 49 191+ 14 7,2 A 99 6,7+ 0,5 7,2
B 43 104+0,9 8,7 B 131+1,0 73

SD: standard deviéci6; CV: variacios koefficiens

XIV. BELSO MINOSEGELLENORZES

- Ha a kontroll 1-re és/vagy 2-re kapott eredmények kivil esnek az
ampulldk cimkén feltlntetett tartomanyon, a vizsgalat eredményel nem
hasznalhatok fel, kivéve, haismert az eltérés pontos oka.

- Igény esetén barmely laboratérium készithet egy sajét, kontrollként
szolgél 6 savOpoolt, amit azutén szétosztva, lefagyasztva kell tarolni.

- A pérhuzamos vizsgdatok eredményel kozotti eltérés elfogadhatod
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatérozni.

XV. VARHATO ERTEKEK

A téplalkozas szokéasok, arassz, az évszakok és az életkor is befolyasoljék a 25-
hidroxi-D3-vitamin szintjét.

A tovébiakban kozolt varhatd értékeket nem kell abszollt értékeknek tekinteni.
A DIAsource kiértékelte a 40 férfitdl és 39 nétsl vett mintét, akik a Ca-, PTH-,
illetve abuminértékeik szerint egészségesek, és akik Nyugat-Eur6pabdl
szarmaznak. Az onkéntesen résztvev 6k kora a 17 és 58 év kozétti tartomanyba
esett. A mintékat 2010 decembere és 2011 januérja kozétt gy ijtottek. Az egész
popul &ci6 esetében az &lag (n = 79) 12,5 ng/ml valt, a tratomany pedig 4,1-t ¢l
28,7 ng/ml-ig terjedt (a2,5%-tdl 97,5%-ig terjed 6 értékek alapjan).

Minden laboratérium alakitsa ki sajét tartomanyat, a helyi populécié alapjan.

Az Ujabb szakirodalom a kdvetkez ¢ tartomanyokat javasolja a 25 OH D-vitamin
szempontjabdli dllapot besorolasara: Vitaminhiany: 0-10 ng/ml; vitaminhiany:
10-30 ng/ml; elegendd vitaminmennyiség: 30-150 ng/ml; vitamintoxicitas: >150
ng/ml.

XVI. MUNKAVEDELEM

Biztonsagi el dirasok

Csak in vitro diagnosztikai felhaszndlasra

A kit rontgen (28 keV) és gamma (35,5 keV) sugarzé I izotopot (felezési idé:
60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben taldhat6 radioaktiv anyagot csak arra jogosult személyek
vehetik & és haszndlhatjak fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, téroléasara,




haszndlatéra, és cseréjére az adott orszag torvényei érvényesek. A reagensek XVIIl.  AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA
alkalmazésa embereken és dlatokon is minden korilmények kozott tilos.

A készlet emberi vérbdl késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti és/vagy

az FDA data mingsitett médszerrel HBsAg-tdl, valamint anti-HCV, és anti-HIV-

1 és 2 elenanyagoktdl mentesnek taldlték. Azonban egyetlen ma ismert modszer
dapjan sem dllithatd biztosan, hogy az emberi vérbél késziilt anyagok nem Totalok Kalibrator ok Mintak,
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy més fert $z6 betegséget. Ezért minden ilyen kontrollok
reagenst és minden savo-, illetve plazmamintét a fert 8z6 anyagokra vonatkozo mi mi mi
helyi biztonsagi € dirasoknak megfelel sen kell kezelni.
Minden dlati eredetii reagens és termék egészséges dlatokbdl szarmazik. A KIVONAS
szarvasmarha eredetii reagensek olyan orszagokbdl szarmaznak, ahonnan eddig Kalibratorok - 01 -
nem jelentettek BSE esetet. Ennek elenére minden dlati eredet i anyagot Mintak, kontrollok - - 01
tartalmaz6 reagenst potencidlisan fert §zésveszélyesként kell kezelni. Acetonitril - 05 05
Vigyézzon, hogy a reagensek bérre ne kerliljenek (tartdsitoszer: natrium-azid). A
reagensekben taldlhatd nétrium-azid robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet Vortex Keverje 7 masodperig
6lom és réz csdvezetékek anyagéval. A csovek mosasakor nagy mennyiség i Centrifugdlas 5 percig 800-1500 g-vel
vizzd egyiitt ontse ki ezeket az anyagokat, hogy megel 6zze az azid o
felgyiileml ését. INKUBACIO
Ne dohanyozzon, ne fogyasszon ételt vagy italt, illetve ne haszndjon Fellillsz6 - 0.1 0.1
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon széjjal. Munka kézben Inkubécios puffer . 04 04
viseljen laborkopenyt és egyszer haszndlatos keszty it. Minden, radioaktiv Tracer 0,05 0,05 0,05
reagenssel végzett miiveletet egy arra kijeldlt, elkilonitett helyen kell elvégezni.
A laboratdriumba érkezett radioaktiv anyagok atvételér 8l és tarolasardl vezetett Inkubécio 2 6ran & szobahmérsékleten, (300 - 700
jegyzokonyvet a laboratérium teriiletén kell tartani. Azokat a laboratdriumi fordulat/percen torténd) keveres mellett.
eszkozoket és Uvegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal szennyez ¢dhettek,
kilonitse €, hogy ekerllje a kilonbozé radioizotépokkal torténd Folyadék eltavol itésa Leszivés
keresztszennyez$dést. Mosooldat 20
Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiomlik, azonnal tekaritsa fel az erre Folyadék eltavolitasa Leszivas
vonatkozd el Girasoknak megfelel6 modon. A keletkezé radioaktiv hulladékot a Mosooldat 2.0
helyi szabalyoknak és az illetékes hatésagok erre vonatkozd Utmutatasanak Folyadék eltavolitasa Ovatos leszivas
megfelel6en kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok kezelésére vonatkoz6 o o ) .
alapvets szabdlyokat, megfelel Sen védett lesz a sugarfert 626l Meérés Radiioaktivitas mérése 60 masodpercig
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P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

IJ -\? i

Use by

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

OLN | CONC

Wash solution concentrated

Zero calibrator

WA
CAL N

Calibrator #

CONTROL

Control #

Tracer

Ab 1251

Tracer

Tracer concentrated

Tracer concentrated

0

Tubes

Incubation buffer

ACETONITRILE

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

DI
DI

[on [ sur | Dilution buffer
Antseum
Immuncadsorbent

L
L BUF
L

Calibrator diluent

Reconstitution solution

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

NEUTR | SOLN

Neutralization solution

TRACEUR

Tracer buffer

Microtiterplate
HRP Conjugate
HRP Conjugate

Ab HRP_ [ CONC

HRP Conjugate concentrate

HRP Conjugate concentrate

e

Conjugate buffer

CHROM CONC

Chromogenic TMB concentrate

Chromogenic TMB solution

Substrate buffer

[on Lo ]

Stop solution

Incubation serum

P

Buffer
AP Conjugate
[sus [ pwr | Substrate PNPP

CONI | CONC

Biotin conjugate concentrate

Avidine HRP concentrate

Assay buffer

Biotin conjugate

Specific Antibody

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate
NSB Non-specific binding
2nd Ab 2nd Antibody

Acidification Buffer

Distributor

Incubation trays

PMSF solution

Protect from light

Dot Strip

Substrate

EXTR | SOLN |CONC

Extraction Buffer Concentrate

|CART | Cartridge

sav | e | Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipette

WASH | SOLN Wash buffer
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P.I. Number : 1701000

Symboles utilisés

bt

=

Consulter les instructions d’utilisation

Température de conservation

Utiliser jusque

Numéro de lot

Référence de catalogue

Controle

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

Calibrateur zéro

Calibrateur #

Controle #

Traceur

Traceur

Traceur concentré

Traceur concentré

Tubes

Tampon d'incubation

ACETONITRILE

Acétonitrile

Sérum

Diluant du spécimen

Tampon de dilution

Immunadsorban

Diluant de calibrateur

Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

Solution d’elution

Cartouches Bond Elut Silica

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque de titration

HRP Conjugué

HRP Conjugué

HRP Conjugué concentré

HRP Conjugué concentré

Tampon conjugué

Chromogene TMB concentré

Solution chromogene TMB

Tampon substrat

Solution d’arrét

Sérum d'incubation

Tampon

AP Conjugué

Tampon PNPP

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Concentré streptavidine HRP
NSB Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps

Tampon d'acidification

Distributeur

Plaque d'incubation

Solution PMSF

Conserver a l'abri de la lumiére

Bandelette de dots

Substrat

Tampon d'extraction concentré

Cartouche

SAV | HRP ‘

Streptavidine-peroxydase de raifort

PIPETTE H

Pipette

DLN

WASH

Tampon de lavage
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Gebruikte symbolen

Raadpleeg de gebruiksaanwijzing

Bewaartemperatuur

Houdbaar tot

Lotnummer

Catalogusnummer

Controle

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

Inhoud voldoende voor <n> testen

Wasoplossing, geconcentreerd

Nulkalibrator

Kalibrator #
Controle #
Tracer
M Tracer

Tracer geconcentreerd

Tracer geconcentreerd

Buisjes

Incubatiebuffer

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

DIL | BUF Verdunningsbuffer
Antiserum
Immunoadsorbent
Kalibratorverdunner

Reconstituticoplossing

Polyethyleen glycol

Extractieoplossing

Eluticoplossing

Bond Elut Silica kolom

Pre-behandelingsoplossing

Neutralisaticoplossing

Tracerbuffer

Microtiterplaat
HRP Conjugaat
HRP Conjugaat
-

HRP_ [ CONC

HRP Conjugaat geconcentreerd

HRP Conjugaat geconcentreerd

Conjugaat buffer

Chromogene TMB geconcentreerd

Chromogene Oplossing TMB

Substraatbuffer

Stopoplossing

Incubatieserum

Buffer

AP Conjugaat

Substraat PNPP

CONC

Geconcentreerd Biotine conjugaat

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

SAV | HRP | CONC

Streptavidine-HRP concentraat

Aspecificke binding

2de antilichaam

Verzuringsbuffer

Distributeur

Incubatievlootje

PMSF oplossing

Beschermen tegen licht

Strip met dots

Substraat

EXTR | SOLN |CONC

Extractiebuffer concentraat

|CART | Cassette

sav | e | Streptavidine - HRP
PIPETTE | Pipet

Wasbuffer
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Benutzte Symbole

bt

=

Gebrauchsanweisung beachten

Lagern bei

Verwendbar bis

Chargenbezeichnung

Bestellnummer

Kontrolle

In Vitro Diagnostikum

Hersteller

Ausreichend fiir <n> Ansitze

Waschlosung-Konzentrat

Null kalibrator

Kalibrator #

Kontrolle #

Tracer

Tracer

Tracer Konzentrat

Tracer Konzentrat

Rohrchen
Inkubationspuffer
Azetonitril
Humanserum
Probenverdiinner
Verdiinnungspuffer
Antiserum
Immunadsorbens

Kalibratorverdiinnung

Rekonstitutionslosung

Polyethylenglykol

Extraktionslosung

Eluierungslosung

Bond Elut Silikakartuschen

Vorbehandlungslosung

Neutralisierungslosung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP /| CONC

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

Konjugatpuffer

CHROM B

Chromogenes TMB Konzentrat

Farblgsung TMB
Substratpuffer
Stopplosung
Inkubationsserum
Puffer

AP Konjugat

Substrat PNPP

Biotin-Konjugat-Konzentrat

Avidin-HRP-Konzentrat

Assaypuffer

Biotin-Konjugat

Spezifischer Antikdrper

SAV | HRP | CONC HRP Streptavidinkonzentrat
NSB Unspezifische Bindung
2nd Ab Sekundirer Antikorper
Anséuerungspuffer
Vertreiber
Inkubationsschale

PMSF Losung

Vor Licht schiitzen

Tiipfelstreifen

Substrat

EXTR | SOLN [CONC

Konzentrat Extraktionspuffer

Kassette
sav | HRP ‘ Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipet
WASH | SOLN Waschpuffer
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Simboli utilizzati

bt

=

Consultare le istruzioni per ’'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Tampone di lavaggio concentrato

Calibratore zero

Standard #

Controllo #

Marcato

Marcato

Marcato concentrato

Marcato concentrato

Provette

Tampone incubazione

ACETONITRILE

Acetonitrile

Siero

Diluente campione

Tampone diluizione

Immunoassorbente

Diluente calibratore

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

Soluzione di estrazione

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

Soluzione di pretrattamento

Soluzione di neutralizzazione

Tracer Buffer

Piastra di microtitolazione

HRP Coniugato

HRP Coniugato

HRP Coniugato concentrato

HRP Coniugato concentrato

Buffer coniugato

Cromogena TMB concentrato

Soluzione cromogena TMB

Tampone substrato

Soluzione di arresto

Incubazione con siero

Buffer

AP Coniugato

Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

Concentrato avidina HRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
2od Ab 2° Anticorpo

Tampone Acidificante

Ditributore

Vassoi di incubazione

Soluzione di PMSF

Proteggere dalla luce

Dot strip

Substrato

Concentrato del tampone di estrazione

Cartuccia

SAV | HRP ‘

HRP coniugata a streptavidina

PIPETTE |

Pipetta

DLN

WASH

Tampone di lavaggio
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Simbolos utilisados

bt

=

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo de lote

Numero de catalogo

Control

Producto sanitario para diagnostico in vitro

Fabricante

Contenido suficiente para <n> ensayos

Solucién de lavado concentrada

Calibrador cero

Calibrador #

Control #

Trazador

Trazador

Trazador concentrada

Trazador concentrada

Tubos

Tampo6n de incubacion

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Suero

Diluyente de Muestra

Tampon de dilucion

Inmunoadsorbente

Diluyente de calibrador

Solucion de Reconstitucién

Glicol Polietileno

Solucién de extraccion

Solucién de elucion

Cartuchos Bond Elut Silica

Solucion de Pre-tratamiento

Solucion de Neutralizacion

Tampon de trazador

Placa de microvaloracion

HRP Conjugado

HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tampon de Conjugado

Cromogena TMB concentrada

Solucién Cromogena TMB

Tampon de sustrato

Solucion de Parada

Suero de Incubacion

Tampén

AP Conjugado

Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidina-HRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

SAV | HRp | conc Estreptavidina-HRP Concentrado
NSB Unidn no especifica
2nd Ab Segundo anticuerpo

Tampon de Acidificacion

Distribuidor

Bandejas de incubacion

Solucién de PMSF

Proteger de la luz

Tries Dot

Sustrato

Concentrado de tampon de extraccion

Cartucho
sAv | HRP ‘ Estreptavidina HRP
PIPETTE | Pipeta

DLN

WASH

Tampon de lavado
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Simbolos utilizados

Consulte instrugdes de utilizagao

Temperatura de conservagdo

IJ -\? i

Utilizar antes de

Codigo de lote

Numero de catalogo

Controlo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

Contetdo suficiente para <n> testes

OLN | CONC

Solugao de lavagem concentrada

A
AL

-— Calibrador zero
Calibrador #
Controlo #
Marcador
M Marcador

Marcador concentrada

Marcador concentrada

0

Tubos

Tampado de incubagdo

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Soro

Diluidor de espécimes

DIL
DIL

E

Tampdo de dilui¢do

ANTISERUM

Anti-soro

Imunoadsorvente

IMMUNOADSORBENT

Diluente do calibrador

Solugao de Reconstitui¢do

Polietileno-glicol

Solugdo de Extraccio

Solugao de Eluigao

Cartuchos de silica Bond Elut

PRE | SOLN

Solucdo de pré-tratamento

NEUTR | SOLN

Solugdo de neutralizagao

TRACEUR

Tampao Marcador

Placa de micro titulagao

HRP Conjugagio

HRP Conjugagio

HRP Conjugagao concentrada

HRP Conjugagao concentrada

Conjugue o tampao

Cromogénica TMB concentrada

Solugao Cromogénica TMB

Tampado de substrato

Solugao de Paragem

Soro de incubagio

Tampéo

AP Conjugagio

Substrato PNPP

Concentrado conjugado de biotina

Concentrado HRP de avidina

Tampdo de ensaio

Conjugado de biotina

Anticorpo especifico

SAV | HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado
NSB Ligagdes ndo especificas
20d Ab Anticorpo secundario

Tampao de acidificagao

Distribuidor

Bandeja de incubagdo

Solugao PMSF

Proteger da luz

Tira" Dot"

Substrato

EXTR | SOLN |CONC

Tampdo de extragdo concentrado

|CART | Cartucho
sav | e | Estreptavidina HRP
PIPETTE | Pipeta

WASH | SOLN

Tampao de lavagem
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Xpnowonowvueve coufora

ZopBovlevteite Tig 0dnyieg ypriong

Oeppokpacio awodnkevong

Hpepopmvia Aigng

ApOpog moptidag

ApBpdg kotardyou

IIpotumo eréyyov

In Vitro Awyvootiké latpoteyvolryikd mpodv

Kotaokevaotig

Tepieyopevo enapkés yio «v» e&etdoelg

Zopmokvepévo dtdhvpa EKthvong

Mndevikodg Badpovopntig

Babpovountg #

Opadg eréyyov #

IywmOémg

IywmBémg

Xpopoydvog Iyynbémg

Xpopoydvog Iyynbémg

0

Zoknvaplo

b 28

PuBpuoticd didhopa endaong

ACETONITRILE

Axetovirpilio

Opdg

AGhopo apaioong detypdtov

DIL | BUF Pubiotikd didhvpe apaioong
Avaonds
Avooorporpoantics

Apaotikd Babpovountdv

AGlopo avacvotaong

ToAvabvievoylokdin

Awdlopo kOO

Awdhopo €Khovong

Dooryyeg mopitiov Bond Elut

AtGAopo tpoemeéepyaciog

Adhopo eEovdetépmong

PuBpuoticod didiopa

IAdka pukpotithodotong

HRP Z0levypa

HRP Z0levypa

Xpopoyovog HRP Zolevypa

Xpopoyovog HRP Zolevypa

PuBpuotikd didhvpa culedypatog

CHROM CONC

Xpopoyovog TMB
™B Adhopo gpopoyovov TMB

PuBpuotikd didhvpa vrooTpOUTOG

AVOOYETIKO avTIOpACTPLO

Opdg endaong

PuBpuoticd didiopa

AP ZvCevypa

PNPP vrootpdpatog

BIOT | CONJ | CONC

ZUPTUKVOUEVO avTIdpaoTipo cvuievypévo pe Plotivy

AVID HRP | CONC

Zopmokveuévo dtéiopa ofdivng-HRP

PuBpuotikd didivpa mpocdiopiopod

avTdpaotiplo culevypévo pe Protivn

Ewwd Avticopa

CONC

Svpmokvouévn otpentafidivn covegevypévn pe HRP

un-ewdkn déopevon

20 Avticopa

PuBpoticd Avdhopa 6o

Awvopéag

Aiokot endoong

Awdlopo PMSF

Ipootarevete amd 10 Qog

Touvia KovkKidwV

Yrnootpopa

EXTR | SOLN |CONC

Zopmokvopa puop. SoAdpaTog ekyOAoNg

|CART | Dicryya
sav | e | Stpentapdivy HRP
PIPETTE | mméTo,

WASH | SOLN

PuBpuoticd didivpa mhdong
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Uzywane symbole

Przed zastosowaniem zapozna¢ si¢ z instrukcja

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

Kod serii

Numer katalogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawarto$¢ wystarczajaca do <n> testow

Roztwér pluczacy stgzony

Kalibrator zerowy

Kalibrator nr

CONTROL -

Kontrola nr

Znacznik izotopowy

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stgzony

Znacznik izotopowy stgzony

0

Probowki

‘Wymagana inkubacja buforu

ACETONITRILE

Acetonitryl

Surowica

Rozcienczalnik probki

DIL BUF

Bufor do rozcieficzania

DIL CAL

Rozcienczalnik kalibratora

Roztwoér do rozciefnczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

Roztwor ekstrakcyjny

Roztwoér elucyjny

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Roztwér do przygotowania wstgpnego

Roztwor neutralizujacy

TRACEUR

Bufor znacznika

mikroplytka

Koniugat peroksydazy chrzanowe;j

Koniugat peroksydazy chrzanowe;j

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowe;j

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowe;j

Bufor do koniugacji

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Roztwor chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Bufor substratu

Roztwoér zatrzymujacy reakcje

‘Wymagana inkubacja surowicy

Bufor

Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)

p-nitrofenylofosforan substratowy

Koncentrat koniugatu biotyny

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwcialo swoiste

SAV | HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wigzanie nieswoiste
2nd Ab Drugie przeciwcialo

Bufor zakwaszajacy

Dystrybutor

Tacki do inkubacji

Roztwor fluorku fenylometylosulfonylu
(PMSF - z ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)

Chroni¢ przed $wiatlem

Pasek testowy z antygenami - ,,Dot Strip”

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Stezony bufor do ekstrakeji

| CART |

Kaseta

Streptawidyna sprz¢zona z peroksydaza chrzanowa
(HRP - z ang. horseradish peroxidase)

| PIPETTE |

Pipeta

WASH | SOLN

Bufor do ptukania
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H3nos3BaHu cUMBOJIH

Binxre nHCTpYyKIMsTa 32 padoTa

Temnepatypa Ha CbXpaHCHHE

W3nonssaiite ¢

IMapruzen kox

Karanoxen Homep

Kontpon

VH BUTPO AMArHOCTHYHO MEIHIMHCKO H3/IeIne

Ipoussoauren

Cbm,p)xauue JIOCTaThYHO 3a <n> Tecra

KoHLeHTpupaH H3MHBALL PasTBOP

Hynes kanmubparop

Kanu6parop #

Kontpoxn #

Tpeiicsp

Tpeiicsp

Kounentpupan mapkep

Kounentpupan mapkep

Enpyserku
Nuky6auuonen 6ydep
ArneToHuTpUI

Cepym

Paspenuren 3a mpobure

Bydep 3a pazpexnane

ANTISERUM

AHTHCEPYM

MmyHnoabcopOent

IMMUNOADSORBENT
1L L

DI

Paspenuren 3a kammbpartopa

IIpecw3nasam pasrBop

TMonuerunen rimKon

ExctpaktoB pasrsop

PasTBop 3a emoupane

CuIUKareTHi IbIHUTEIH

Hpen-neueden pasrBop

Heyrpamusupai parsop

Mapxkepes 6y dep

MHUKPOTHTBPHA [UTACTHHA

HRP xontorar / Kontorar Ha XpsiHOBa NepoKcHa3a

Ag HRP

HRP xontorar / Kontorar Ha XpsiHOBa epoKcuasa

HRP koHIOrupas KOHIIEHTPAT

HRP koHIOrupas KOHIEHTPAT

Bydep 3a xonrorara

Xpomorener TMB konnenTpar

Xpomorener TMB pasrsop

Cy6ctparen Oy dep

Cromn pa3tBop

Nukyb6ammosnes cepym

Bygep

AP xonrorar / KOHIOrar Ha ankanHa docgarasa

Cy6crpar PNPP / nmapa Hurpodenun gpocdar

BHOTHH KOHIOTMpaH KOHIIEHTPAT

Asuans HRP koHnenrpar

Bydep 3a npobute

buoTuH KoHIOraT

crenu(pUIHO AHTUTSIIO

SAV | HRP | CONC crpenrtaBuann HRP konunenrpar
NSB HE Crenu(pUIHO CBBP3BAHE
2nd Ab BTOPO AHTHUTSIO

KkucenuHu3upan oy dep

Juctpubyrop

TRAY

IManuuxu 3a nHKYyOarms

PasrBop Ha ®PMCD

Jla ce nasu OT CBET/IMHA

2N
STRIP

Tect neHTa ¢ MApKEPHH TOUKH

Cy6crpar

EXTR | SOLN |CONC

KoHLEeHTpUpaH eKCTPAKTOB Pa3TBOP

|CART | Kacera
SAV ‘ HRP ‘ Crpenpasuaua HRP
PIPETTE | Tlunetu

WASH | SOLN

HM3muBant pa3rBop
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Hasznalt szimb6lumok

Olvassa el a hasznélati utmutatot

Térolasi hdmérséklet

Lejarati ido

Gyartasi kod

Katalogus szam

Kontrol

In vitro diagnosztikai eszkdz

Gyirté

Tartalma <n> teszt elvégzésére elegendd

Moso folyadék koncentratum

Zero kalibrator

Kalibrator #

CONTROL

Kontrol #

H
&

Nyomjelzd izotop

Ab 1251

Nyomjelzd izotop

Nyomjelzd izotop koncentratum

Nyomjelzd izotop koncentratum

Csovek
Inkubalé puffer
Acetonitril
Szérum
Mintahigito
DIL | BUF Higito puffer
Antiszérum
Immunadszorbens
Kalibrator higité

Mintael6készité oldat

Polietilén glikol

Extrakcios oldat

Elualé oldat

Bond Elut Silica szilikagél patronok

El6kezel6 oldat

Semlegesito oldat

Nyomjelzd izotop higité puffer

Mikrotiter lemez

HRP konjugatum

HRP konjugatum

HRP_ [ CONC

HRP konjugatum koncentratum

HRP konjugatum koncentratum

Konjugatum puffer

Kromogén TMB koncentratum

Kromogén TMB oldat

Szubsztrat puffer

Stop oldat

Inkubacids szérum

Puffer

AP konjugatum

Szubsztrat PNPP

CONC

Biotin konjugatum koncentratum

Avidin HRP koncentratum

Vizsgalati puffer

Biotin konjugatum

Specifikus ellenanyag

SAV | HRP | CONC Sztreptavidin HRP koncentratum
NSB Nem-specifikus kotédés
20d Ab Masodlagos ellenanyag

Savas puffer

Eloszto

Inkubacios talcdk

PMSF-oldat

Fénytol védendd

Pontesik

Szubsztrat

EXTR | SOLN |CONC

Extrakciospuffer-koncentratum

|CART | Kazetta

SAV ‘ HRP ‘ Sztreptavidin torma peroxidaz (HRP)
PIPETTE | Pipetta

Mosopuffer
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