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250H Vitamin D total -RIA-CT

1. INTENDED USE

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

II. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name : DIAsource 250H Vitamin D total -RIA-CT Kit

B. Catalog number : KIP 1971  : 96 tests
KIP 1974 :4x 96 tests

C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet 2 , 1348 Louvain-La-Neuve , Belgium

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0) 10 84 99 00 Fax : +32 (0) 10 84 99 90

I1II. CLINICAL BACKGROUND

Vitamin D is the generic term used to designate Vitamin D3 or cholecalciferol and Vitamin D2 or ergocalciferol

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

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

25 OH D3 is a precursor for other Vitamin D metabolites and has also a limited activity by itself.

The most active derivative is 1,25-Hydroxyvitamin D3, produced in the kidney (or placenta) by 1 o —hydroxylation of 2SOHD3.
250HVitamin D stimulates the intestinal absorption of both calcium and phosphorus and also bone resorption and mineralisation.
250H Vitamin D might also be active in other tissues responsible for calcium transport (placenta, kidney, mammary gland...)
and endocrine gland (parathyroid glands, beta cells...).

Vitamin D3 and Vitamin D2 are also available by ingestion through food or dietary supplementation.

As Vitamin D2 is metabolised in a similar way to vitamin D3, both contribute to the overall Vitamin D status of an individual.
It is the reason why it is very important to measure both forms of 25 OH Vitamin D equally for a correct diagnosis of Vitamin D
deficiency, insufficiency or intoxication.

Vitamin D deficiency is an important risk factor for rickets, osteomalacia, senile osteoporosis, cancer and pregnancy outcomes.
The measurement of both 25 OH Vitamin D forms is also required to determine the cause of abnormal serum calcium
concentrations in patients.

Vitamin D intoxication has been shown to cause kidney and tissue damages.
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1v.  PRINCIPLES OF THE METHOD

At first, calibrators, controls and samples (serum) are incubated with the
incubation buffer, directly in coated tubes for 2 hours at room temperature (18-
25°C), on a shaker, to release 250H Vitamin D; and 250H Vitamin D, from
Vitamin D Binding Protein (DBP).

Then, without washing steps, a fixed amount of '*I labelled 250H Vitamin D is
added in each tube to compete with the 250OH Vitamin D; and 250H Vitamin D,
from samples, controls or calibrators, for a fixed amount of a specific monoclonal
antibody sites immobilized to the lower and inner surface of plastic tubes.

After 1 hour incubation at room temperature (18-25°C), on a tube shaker, an
aspiration step terminates the competition reaction. The tubes are then washed
twice and aspirated again. A calibration curve is plotted and the total 25 OH
Vitamin D (D; and D,) concentrations of the samples are determined by dose
interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 Tests 4x 96 Colour | Reconstitution
Kit Tests Kit Code
Tubes coated with Mab .
H anti 250H Vit D3 and D2 2x48 8x48 pink Ready for use
Ag 1251 1 vial 4 vials
168 kBq 168 kBq red Add 10.5 ml of
. » Tracer Buffer
25]odine labelled 250H Vit D | lyophilised | lyophilised
(HPLC grade).
v 0]

. - 1 vial 1 vial 1 Add 0.5 ml
Calibrator 0: in horse serum and | jyophilised | lyophilised | *< OV | distilled water
phosphate buffer with
gentamycin.

CAL
5 vials 5 vials ello Add 0.5 ml
Calibrators 1-5 in horse serum lyophilised | lyophilised | Y& % distilled water
(see exact values on vial labels)
| DIL | SPE | 1 vial 2 vials black Add 1 ml
Specimen diluent in horse serum lyophilised | lyophilised distilled water
Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 vial 4 vials brown distilled water
10 ml 10 ml (use a magnetic
Wash solution (TRIS-HCI) stirrer).
| CONTROL | N |
2 vials 2 vials silver Add 0.5 ml
Controls - N =2 lyophilised | lyophilised distilled water
in human plasma with Proclin
(see exact values on vial labels)
| TRACER | BUF | . .
1 vial 4 vials red Ready for use
Tracer Buffer with casein, 115 ml 115 ml
gentamycin and red dye
| INC | BUF |
1 vial 2 vials green Ready for use
Incubation Buffer with casein 55 ml 110 ml
and proclin.

Note : Use Specimen diluent for dilution of samples with values above the
highest calibrator before pre-treatment step.
No international reference material is available.

VI. SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the kit:

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 25 ul, 100 pul, 500 pl and 1 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

3. Vortex mixer

4. Magnetic stirrer

5. Tube shaker (300 to 700 rpm)
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5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system

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

REAGENT PREPARATION

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

Tracer: Reconstitute the lyophilised tracer with 10.5 ml of the Tracer
Bufter.

Specimen diluent :Reconstitute the lyophilised diluent with 1 ml distilled
water.

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.

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, aliquots should be made and kept at
—20°C for maximum 3 months. Avoid subsequent freeze-thaw cycles.
Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable, if kept in the original well-closed vial at
4°C for maximum one week or at -20°C (with one thawing) until the
tracer expiry date.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

This kit is suitable for serum samples.

Serum samples must be kept at 2-8°C.

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

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

PROCEDURE

Handling notes
Do not use the kit or components beyond expiry date.
Do not mix materials from different kit lots.
Bring all the reagents to room temperature (18-25°C), prior to use.
Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposable pipette tip for addition of each different reagent and
sample in order to avoid cross-contamination. High precision pipettes or
automated pipetting equipment will improve the precision.
Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous runs.
Each tube can only be used once.

Procedure

The Incubation Buffer must be brought to room temperature (18-25°C),
before beginning incubation.

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

Dispense 25 pul of calibrator or control or sample.

Dispense 500 pl of Incubation Buffer into each tube, except those for total
counts.

Incubate for 2 hours at room temperature (18-25°C) on a tube shaker (300 to
700 rpm).

Be careful : don’t aspirate and don’t wash tubes before dispensing the
tracer.

Dispense 100 pl of '*lodine labelled 250H Vitamin D into each tube,
including the uncoated tubes for total counts.

Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
Incubate for 1 hour at room temperature (18-25°C) on a tube shaker (300 to
700 rpm).

Aspirate the content of each tube (except total counts). Be sure that the tip
of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in order to remove all
the liquid.

Wash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate. Avoid foaming during the addition of the Working Wash solution.
Wash tubes again with 2 ml Wash solution (except total counts) and
aspirate.



Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining drop
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of liquid.

12.  Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

XI. 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 :

B/BO(%) = Counts (Calibrator (?r sample)
Counts (Zero Calibrator)

3. Plot the (B/B0(%)) values for each calibrator point as a function of 250H
vitamin D concentration of each calibrator point. Reject obvious outliers.

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

5. By interpolation of the sample (B/B0 (%)) values, determine the total 250H
vitamin D concentrations of the samples from the calibration curve.

6.  For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled 25 OH vitamin D (B0/T) must be checked.

XII. TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of

C. Precision
INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Sample | N <X>+SD C.V. Sample | N <X>+SD C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
20 23.1+ 1.1 4.7 A 12 21.0+ 14 6.7
20 37.1+ 1.7 4.7 B 12 36.6+2.1 5.8

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D.

Accuracy

RECOVERY TEST

the real time calibration curve.

250H Vitamin D total cpm B/Bo (%)
Total count 67320
Calibrator 0.0 ng/ml 20520 100.0
5.8 ng/ml 16288 79.4
13 ng/ml 10274 50.0
35 ng/ml 6398 31.2
50 ng/ml 3926 19.1
100 ng/ml 1190 5.8

Note : 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml

XIIl. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A.

Detection Limit

The LOB (Limit of Blank) was calculated by measuring the blank several
times and was calculated as the mean + 1.65 Standard Deviation of the
distribution of these values.

The LOB was calculated to be 0.8 ng/ml.

The LOD (limit of detection) was calculated as the LOB + 1.65 Standard
Deviation of a low concentration sample tested in 10 different runs.

The LOD was calculated to be 1.9 ng/ml.

The LOQ (Limit of Quantitation) was calculated by testing 5 samples of
low values 10 times. The LOQ was calculated to be 2.6 ng/ml.

Specificity

The percentage of cross reaction was determined by testing sera with
spiked and unspiked crossreactants. The results are summarized in the
following table:

Added 250H-Vit.D3 Recovery
(ng/ml) (%)
254 82
14.3 81
7.8 104
Added 250H-Vit.D: Recovery
(ng/ml) (%)
13.8 92
9.0 85
4.2 81
DILUTION TEST
Sample Theoretical concent. Measured concent.
dilution (ng/ml) (ng/ml)
1/1 95.1 95.1
1/2 47.6 43.1
1/4 23.8 243
1/1 61.8 61.8
1/2 309 31.7
1/4 15.4 14.0
1/1 76.8 76.8
12 38.4 37.9
1/4 19.2 17.9

Time delay between last calibrator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 20 and 30 minutes after the calibrator has been added to the
coated tubes.

Compound Cross-Reactivity (%)

250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D2 85
1,25(OH),-Vitamin.D3 4.1
1,25(OH)z-Vitamin.D> 0.2

Vitamin D3 ND

Vitamin D2 0.1

3-epi-25 hydroxy Vitamin D3 0.4
24,25(0OH),-Vitamin.D3 23
25,26(OH)2-Vitamin D3 26.5

ND : Not detectable

TIME DELAY
0 minute 20 minutes 30 minutes
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Sample 1 12.2 8.9 9.7
Sample 2 27.9 31.6 28.6
Sample 3 44.2 45.6 45.3

X1V. INTERNAL QUALITY CONTROL

The assay performance is not affected by hemolysis (5 g/L hemoglobin
tested) and by bilirubinemia (1 g/L bilirubin tested). Bilirubin conjugate
(1g/L tested), triglycerides (2 g/L tested) and ascorbic acid (Vitamin C)
(1 g/L) don’t interfere with this assay.

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

If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples, which
should be kept frozen in 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.
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: <10 ng/mL; Insufficiency: 10-29 ng/mL;
Sufficiency: 30 to 100 ng/mL; Potential toxicity: >100 ng/mL.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains '>I (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 legislation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area. away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioisotopes.

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

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.

For more information, see Material Safety Data Sheet (MSDS).
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XVIll. SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE (S)
CONTROLS
COUNTS ul ul
ul
INCUBATION
(in coated tubes)
Calibrators - 25 -
Samples / controls - - 25
Incubation Buffer - 500 500
Incubation 2 hours at RT (18-25°C) on a shaker (300 to 700 rpm)
!Don’t aspirate tubes
Tracer 100 100 100
Incubation 1 hour at RT (18-25°C) on a shaker (300 to 700 rpm)
Separation - Aspirate
Working Wash solution 2ml
Separation Aspirate
Working Wash solution _ 2ml
Aspirate
Counting Count tubes for 60 seconds

DIAsource's Instrumentation Service confirms that the kit is valid for use on
the platform Stratec Riamat 300. If you need any additional information,
please contact IVDInstrumentation@diasource.be

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

250H Vitamin D total -RIA-CT

1.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro de la 25-hydroxyvitamine
D3 et D2 (25-OH-D3 et 25-OH-D2) dans le sérum.

II.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit: DIAsource 250H Vitamin D total -RIA-CT Kit

B. Numéro de catalogue: KIP1971: 96 tests
KIP1974 : 4 x 96 tests

C. Fabriqué par: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgique.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

1Il. CONTEXTE CLINIQUE

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

L'homme produit naturellement de la vitamine D lorsque sa peau est exposée aux ultraviolets des
rayons solaires. La vitamine D3 est métabolisée, principalement dans le foie, en 25-hydroxyvitamine
D3 (25 OH D3) qui est la forme principale de la vitamine D circulante dans le corps.

La 25 OH D3 est un précurseur d'autres métabolites de la vitamine D et posséde en elle-méme une
activité limitée. Le dérivé le plus actif est la 1,25-hydroxyvitamine D3 produite par le rein (ou le
placenta) par 1a-hydroxylation de la 25OHD3.

La 250Hvitamine D3 stimule 1'absorption intestinale a la fois du calcium et du phosphore ainsi que la
résorption et la minéralisation de 1'os.

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

Une autre source de vitamine D3 et de vitamine D2 est 'alimentation ou la prise de suppléments
diététiques. La vitamine D2 étant métabolisée par une voie similaire a la vitamine D3, les deux formes
de la vitamine contribuent au statut général en vitamine D d'un individu.

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

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

Le dosage des deux formes de la vitamine D est aussi requis pour déterminer la cause d'une
concentration anormale de calcium dans le sérum.

Il a été démontré qu'une intoxication en vitamine D provoque des dommages aux reins et a d'autres
tissus.



1v.  PRINCIPE DU DOSAGE

Pour commencer, les calibrateurs, les contrdles et les échantillons (sérum) sont
incubés avec le tampon d'incubation directement dans les tubes tapissés pendant 2
heures a température ambiante (18-25°C) sur un agitateur afin de relacher la 250H
vitamine Dj; et la 250H vitamine D, de la protéine de liaison de la vitamine D
(DBP).

Ensuite, sans étape de lavage, une quantité fixe de 250H vitamine D marquée a
IT'> est ajoutée a chacun des tubes. Elle entre en compétition avec la 250H
vitamine D; et la 250H vitamine D, des échantillons, controles et calibrateurs vis-
a-vis d'une quantité déterminée de sites d'un anticorps monoclonal spécifique
fixés sur la paroi interne et inférieure des tubes en plastique.

Aprés une incubation de 1 heure a température ambiante (18-25°C) sur un agitateur
pour tubes, une étape d'aspiration termine la réaction de compétition. Les tubes
sont ensuite lavés deux fois et a nouveau aspirés. Une courbe de calibration est
tracée et les concentrations en 250H vitamine D totale (D; et D,) des échantillons
sont déterminées par interpolation de la concentration sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs Trousse Trousse Code Reconstitution
pour 96 pour 4x96 | couleur
analyses analyses

Tubes tapissés avec un

H AC monoclonal anti - 2x48 8x48 rose Prét a 'emploi
250H Vit D3 et D2.
Ag 2] 1 flacon 4 flacons Ajouter 10,5
168 kBq 168 kBq rouge ml du Tampon
du traceur

250H Vit D marquée a l'iode'” | lyophilisé | lyophilisés
(de grade HPLC).

o ]
1 flacon 1 flacon

Calibrateur 0: dans du sérum de lyophilisé lyophilisé Jaune
cheval et un tampon phosphate
avec de la gentamycine.

Ajouter 0,5 ml
d'eau distillée

Calibrateurs 1 & 5 dans du sérum | 5 flacons 5 flacons Ajouter 0,5 ml

de cheval (voir les valeurs lyophilisés | lyophilisés Jaune d'eau distillée
exactes sur les étiquettes des
flacons).
| DIL | SPE | 1 flacon 2 flacons noir Ajouter 1 ml
Diluant de I'échantillon dans du | 1yophilisé | lyophilisés d'eau distillée
sérum de cheval.
Diluer 70 x
avec de l'eau
| WASH ‘ SOLN ‘ CONC I 1 flacon 4 flacons brun distillée
) 10 ml 10 ml i (utiliser un
Solution de lavage (TRIS-HCI). .
agitateur
magnétique)
| CONTROL | N |
2 flacons 2 flacons argenté Ajouter 0,5 ml
Contrdles - N = 2 dans du plasma | lyophilisés | lyophilisés g d'eau distillée
humain avec du Proclin.
(voir les valeurs exactes sur les
étiquettes des flacons).
| TRACER | BUF |
1 flacon 4 flacons rouge Prét a I'emploi
Tampon du traceur avec de la 11,5 ml 11,5 ml
caséine et de la gentamycine et un
colorant rouge.
| INC | BUF |
1 flacon 2 flacons vert Prét a 'emploi

Tampon d'incubation avec de la 35 ml 10 ml

caséine et du ProClin.

Note : Utiliser le diluant de 1'échantillon pour la dilution des échantillons ayant
des valeurs supérieures aux valeurs du calibrateur le plus élevé avant
I'étape de prétraitement.

Des références internationales ne sont pas disponibles.

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 25ul, 100 pl, 500 pl et 1 ml (il est recommandé
d'utiliser des pipettes de précision avec des pointes en plastique a usage
unique)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur pour tubes (300 a 700 tpm)

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages

Systémes d’aspiration et de lavage.

Tout compteur gamma capable de mesurer 1’1 peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).
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VII. PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 0,5 ml d’eau distillée.
Contrdles : Reconstituer les controles avec 0,5 ml d’eau distillée.
Traceur: Reconstituer le traceur lyophilisé avec 10,5 ml de Tampon du
traceur.

Diluant de I'échantillon : Reconstituer le diluant lyophilisé avec 1 ml
d'eau distillée.

Solution de lavage: Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 69 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(70x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.
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VIII. 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 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

- Aprés reconstitution, les calibrateurs et les controles 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. Eviter des cycles de congélation et décongélation
successifs.

- La Solution de Lavage de travail doit étre utilisée le jour méme.

- Aprés sa premiére utilisation, le traceur est stable jusqu'a la date
d'expiration s'il est conservé dans le flacon d'origine bien fermé a -20°C
(avec une décongélation) ou pendant maximum une semaine ou a 4°C.

- Des altérations dans 1’apparence physique des réactifs de la trousse peuvent
indiquer une instabilité ou une détérioration.

IX. PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

- Cette trousse convient pour des échantillons de sérum.

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

- Si le test n’est pas réalisé¢ dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé

- Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

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 (18-25°C) avant
utilisation.
Mélanger tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce. Pour
éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de pipette
pour I’addition de chaque réactif et échantillon.
Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Chaque tube ne peut étre utilisé qu'une seule fois.

B. Procédure

Le tampon d'incubation doit étre porté a température ambiante (18-25°C) avant
de commencer l'incubation.

1. Etiqueter deux tubes tapissés pour chacun des calibrateurs, controles et
échantillons. Etiqueter 2 tubes normaux pour la détermination des
comptages totaux.

2. Distribuer 25 pl de calibrateur ou de contrdle ou d'échantillon.

3. Distribuer 500 pl de Tampon d'incubation dans chacun des tubes a
l'exception de ceux pour le comptage total.
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Incuber pendant 2 heures a température ambiante (18-25°C) sur un agitateur
de tubes (300 a 700 tpm).

Attention : ne pas aspirer et ne pas laver les tubes avant d'avoir distribué
le traceur.

Distribuer 100 pl de 250H vitamine D marquée a l'iode'” dans chacun des
tubes y compris dans les tubes non tapissés du comptage total.

Secouer doucement a la main le porte-tubes pour libérer toutes les bulles
d'air coincées dans les tubes.

Incuber pendant 1 heure a température ambiante (18-25°C) sur un agitateur
de tubes (300 a 700 tpm).

Aspirer le contenu de chacun des tubes (excepté celui des comptages
totaux). S'assurer que la pointe de l'aspirateur atteint bien le fond des tubes
tapissés pour réussir a enlever tout le liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de lavage de travail (excepté ceux des
comptages totaux) et aspirer. Eviter la formation de mousse lors de
I'addition de la Solution de lavage de travail.

Laver a nouveau les tubes avec 2 ml de Solution de lavage de travail
(excepté ceux des comptages totaux) et aspirer.

Laisser les tubes reposer en position verticale pendant deux minutes et
aspirer les gouttes ou le liquide restant.

Compter les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
Calculer la capacité de liaison de I’essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyennedes cpm (CAL ou échantillon)

B/B0 (%)= x100

moyennedes cpm (CAL 0)

Porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en 250H vitamine D, écarter les valeurs aberrantes.

Des méthodes informatiques peuvent aussi étre 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
parametres » du lissage de courbes.

L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) détermine les
concentrations en 250H vitamine D totale a partir de la courbe
d’étalonnage.

Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié¢ en absence de 250H
vitamine D non marquée (B0/T) doit étre vérifié.

XII. DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées a la place d’une courbe d’étalonnage.

B. Spécificité
Le pourcentage de réactivité croisée a ét¢ déterminé en analysant des
sérums enrichis et non enrichis avec des substances pouvant provoquer
une réactivité croisée. Les résultats sont résumés dans le tableau suivant:
Elément Réactivité Croisée (%)

250H-Vitamine D3 100

250H-Vitamine D> 85

1,25(0H)-Vitamine.Ds 4,1

1,25(0OH)2-Vitamine.D> 0,2

Vitamine D3 ND

Vitamine D2 0,1

3-¢pi-25 hydroxy Vitamine D3 0,4

24,25(0OH),-Vitamine.D; 23

25,26(0OH)2-Vitamine D3 26,5

ND : Non detectable

La performance de l'essai n'est pas affectée par I'némolyse (5 g/L
d'hémoglobine a été testé) et par la bilirubinémie (1 g/L de bilirubine a
été testé). La bilirubine conjuguée (1g/L été testé), les triglycérides (2 g/L
été testé) et l'acide ascorbique (vitamine C) (1 g/L) n'interférent pas avec

250H Vitamine D total cpm B/Bo (%)
Activité totale 67320
Calibrateur 0,0 ng/ml 20520 100,0
5,8 ng/ml 16288 79,4
13 ng/ml 10274 50,0
35 ng/ml 6398 31,2
50 ng/ml 3926 19,1
100 ng/ml 1190 5.8

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

XIIl. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

A.

Limite de détection

La LOB (Limite du Blanc) a été calculée en mesurant plusieurs fois le
blanc et correspond a la moyenne + 1,65 écart type de la distribution de
ces valeurs. La LOB est calculée a 0,8 ng / ml.

La LOD (limite de détection) a été calculée comme étant le LOB + 1,65
écart-type d'un échantillon a faible concentration testé dans 10 essais
différents. La LOD est calculée a 1,9 ng/ml.

La limite de quantification (LOQ) a été calculée en testant 10 fois 5
échantillons de valeurs faibles. La limite de quantification a été calculée a
2,6 ng / ml.

cet essai.
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 20 23,1+ 1,1 4,7 A 12 21,0+ 1,4 6,7
B 20 | 37,1+ 1,7 47 B 12 | 366+21 5.8
SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation
D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION
250H-Vit.D; ajoutée (ng/ml) Récupération
(%)
25,4 82
14,3 81
7,8 104
250H-Vit.D: ajoutée (ng/ml) Récupération
(%)
13,8 92
9,0 85
4,2 81

TEST DE DILUTION
Dilution Concent. théorique Concent. mesurée.
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 95,1 95,1
12 47,6 43,1
1/4 23,8 24,3
1/1 61,8 61,8
12 30,9 31,7
1/4 15,4 14,0
1/1 76,8 76,8
12 38,4 37,9
1/4 19,2 17,9

Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme
quand un échantillon est distribu¢ 20 ou 30 minutes apres que le
calibrateur ait été ajouté aux tubes avec 1’anticorps.



DELAI
0 minute 20 minutes 30 minutes
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Echantillon 1 12,2 8,9 9,7
Echantillon 2 27,9 31,6 28,6
Echantillon 3 442 45,6 45,3

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

Si les résultats obtenus pour le contrdle 1 et/ou le contrdle 2 ne se trouvent pas
dans la fourchette spécifiée sur 1'étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
étre utilisés a moins d'avoir donné une explication satisfaisante a la divergence.

S'il le souhaite, un laboratoire peut faire ses propres pools d'échantillons de
controle. Ceux-ci doivent étre aliquotés et congelés. Ne pas congeler-décongeler
plus de deux fois.

Les critéres d'acceptation des différences entre les résultats des échantillons
analysés en double doivent répondre aux bonnes pratiques de laboratoire.

XV. VALEURS ATTENDUES

L’alimentation, la race, la saison et 1’dge ont une influence sur les taux de
250H.Vitamine D3 normaux.

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

Des articles récents ont suggéré les fourchettes suivantes pour la classification de
la teneur en 250H vitamine D: déficience <10 ng/mL; insuffisance 10-29 ng/mL;
suffisance 30 a 100 ng/mL; toxicité potentielle >100 ng/mL.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1’'*I (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35,5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; 1’achat, le stockage, I’utilisation et 1’échange de produits
radioactifs sont soumis a la législation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré a I’homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre 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.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, I’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
complete 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 été détectée.
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 ’eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger, ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.

Pour plus d'informations, consultez la fiche signalétique (MSDS).
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XVIII. RESUME DU PROTOCOLE

COMPTAGES CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
TOTAUX CONTROLES
ul ul nl
INCUBATION
(dans des tubes
tapissés)
Calibrateurs R 25 R
Echantillons / - - 25
contrdles
Tampon - 500 500
d'incubation
Incubation 2 heures a T° amb. (18-25°C) sur un agitateur (300 & 700 tpm)
!Ne pas aspirer les tubes
Traceur 100 100
100
Incubation 1 heure a T® amb. (18-25°C) sur un agitateur (300 a 700 tpm)
Séparation - Aspirer
Solution de 2 ml
lavage de travail Aspirer
Séparation R 2ml
Solution de Aspirer
lavage de travail
Comptage Compter les tubes pendant 60 secondes

Le service d'instrumentation de DIAsource confirme que le kit est valide
pour une utilisation sur la plateforme Stratec Riamat 300.
Si vous avez besoin d'informations supplémentaires, veuillez contacter

IVDInstrumentation@diasource.be
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

250H-Vitamin D total-RIA-CT

L VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vifro Bestimmung von 25-Hydroxy Vitamin D3 und D2
(25-OH-D3 und 25-OH-D2) in Serum.

II. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung: DIAsource 250H-Vitamin D total-RIA-CT Kit

B. Katalognummer: KIP1971: 96 Tests
KIP1974 : 4 x 96 Tests

C. Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

Fiir technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:
Tel : +32 (0)10 84.99.00 Fax : +32 (0)10 84.99.90

IIl. KLINISCHER HINTERGRUND

Vitamin D ist der allgemeine Ausdruck zur Bezeichnung von Vitamin D3, oder Cholecalciferol und Vitamin D2, oder
Ergocalciferol.

Menschen produzieren Vitamin D3 auf natiirliche Weise, wenn die Haut ultravioletten Sonnenstrahlen ausgesetzt wird.
Hauptséchlich wird Vitamin D3 in der Leber in 25-Hydroxyvitamin D3 (25 OH D3) metabolisiert, welches die Hauptform von
im Korper zirkulierendem Vitamin D darstellt.

25 OH D3 ist ein Vorldufer fiir andere Vitamin D Metaboliten und ist in begrenztem Umfang selbst aktiv.

Das am meisten aktive Derivat ist 1,25- Hydroxyvitamin D3, welches in den Nieren (oder in der Plazenta) durch eine 1 a —
Hydroxylierung produziert wird. 25 OH Vitamin D stimuliert die intestinale Absorption von Kalzium und Phosphor und auch die
Knochenresorption und —Mineralisierung. 25 OH Vitamin D kann auch in anderen Geweben aktiv fiir den Kalziumtransport
verantwortlich sein ( Plazenta, Nieren, Milchdriisen,...) und fiir die Endokrinen Driisen (Nebenschilddriise, Beta Zellen,...).

Vitamin D3 und Vitamin D2 werden ebenfalls {iber die Nahrung oder diétische Ergénzungsmittel verfiigbar gemacht.

Da Vitamin D2 auf dhnliche Weise metabolisiert wird wie Vitamin D3, tragen auch beide zum Vitamin D Gesamtstatus einer
Person bei. Das ist der Grund, warum eine Bestimmung der beiden Formen von 25 OH Vitamin D fiir eine korrekte Diagnose des
Vitamin D Mangels, der Insuffizienz oder der Intoxikation so wichtig ist.

Vitamin D Mangel ist ein wichtiger Risikofaktor fiir Rachitis, Knochenerweichung, altersbedingte Osteoporose, Krebs und
Schwangerschaftsvorféllen. Die Messung von beiden Formen von 25 OH Vitamin D ist ebenso erforderlich zur Bestimmung der
Ursachen von anormalen Konzentrationen von Serum Kalzium Spiegeln bei Patienten.

Vitamin D Intoxikationen verursachen Nieren und Gewebeschéden.



1V. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Zuerst werden die Kalibratoren, Kontrollen und (Serum) Proben direkt in
beschichteten Rohrchen mit Inkubationspuffer fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur (18-25°C) auf einem Schiittler inkubiert, um 250H Vitamin D;
und 250H Vitamin D, aus dem Bindungsprotein (DBP) freizusetzen.

Dann wird, ohne Waschschritte, eine festgelegte Menge von '*’I markiertem
250H Vitamin D zu jedem Rohrchen gegeben, um mit dem 250H Vitamin D3
und 250H Vitamin D, der Proben, Kontrollen oder Kalibratoren um eine
festgelegte Menge eines spezifischen monoklonalen Antikdrpers zu
konkurrieren, der an die innere Wand der Plastikrohrchen gebunden ist.

Nach 1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur (18-25°C) auf einem
Rohrchenschiittler beendet das Absaugen die Verdringungsreaktion. Die
Rohrchen werden anschliessend zweimal gewaschen und erneut abgesaugt. Es
wird eine Kalibrationskurve erstellt und die Gesamtkonzentrationen von 25 OH
Vitamin D (D; und D, ) der Proben durch Dosis Interpolation aus der
Kalibrationskurve abgelesen.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Tests 4x96 Farbkode | Wiederherstellung
pro Kit Tests pro
Kit
Rohrchen beschichtet .
mit Mab anti 250H 2x48 8x48 Rosa Gebrauchsfertig
Vit D3 und D2
Ag 1251 1 Rohrchen | 4 Rohrchen 10.5 ml des
168 kBq 168 kBq Rot Tracerpuffer
"»lod markiertes 250H lyophilisiert | lyophilisiert hinzufiigen
Vitamin D (HPLC Grad)
o~ o
1 Réhrchen | 1 Rohrchen Gelb 0.5 ml destilliertes
Kalibrator 0: Pferdeserum s - © Wasser hinzufii
. gen
und Phosphatpuffer mit lyophilisiert | lyophilisiert
Gentamycin
Kalibratoren 155 in 5 Rohrchen | 5 Rohrchen Gelb 0,5 ml de§tillie£tes
Pferdeserum (exakte | lyophilisiert | lyophilisiert Wasser hinzufiigen
Werte befinden sich auf
den Roéhrchenetiketten)
DIL SPE " .
1 Rohrchen | 2 Réhrchen | gohwarz 1 ml destilliertes
Probenverdiinnung in | lyophilisiert | lyophilisiert Wasser hinzufiigen
Pferdeserum
| Réhrch 4 Réhrch 70 x verdiinnen mit
Shrchen Shrchen il
‘ WASH | SOLN l CONC l Braun desulhert?s Wasser
10 ml 10 ml (Magnetriihrer
Waschlosung (TRIS-HCI) benutzen)
| CONTROL | N
Kontrollen -N = 2 in | 2 Rohrchen | 2 Réhrchen il 0,5 ml destilliertes
Humanplasma mit Proclin lyophilisiert | lyophilisiert riber Wasser hinzufiigen
(exakte Werte befinden
sich auf den
Rohrchenetiketten)
| TRACER | BUF |
1 Rohrchen | 4 Rohrchen | Rot .
. . hsft
Tracerpuffer mit Kasein | 11,5ml 11,5ml Gebrauchsfertig
und Gentamycin und roter
Farbe
1 Rohrchen | 2 Rohrchen | Griin Gebrauchsfertig
Inkubationspuffer mit | 25 m! 110 ml
Kasein und Proclin

Bemerkung: Benutzen Sie Probenverdiinnung vor dem Vorbehandlungsschritt
zur Verdiinnung der Proben, die Werte oberhalb des hoéchsten
Kalibrators aufweisen.
Es sind keine internationalen Referenzen vorhanden.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.

PN AW

Dest. Wasser

Pipetten: 25 pl, 100 pl, 500 pl und 1 ml (die Benutzung von genauen
Pipetten mit Einmalspitzen ist vorgeschrieben)

Vortexmixer

Magnetriihrer

Roéhrchenschiittler (300 bis 700 upm)

5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem

Jeder Gamma-Counter, der '*’I messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70%)

VII. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

>

g OF

=

VIIIL.

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie die Kalibratoren mit 0,5 ml dest.
Wasser.

Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.

Tracer: Rekonstituieren Sie den lyophilisierten Tracer mit 10,5 ml des
Tracerpuffer.

Probenverdiinner: Rekonstituieren Sie die lyophilisierte Verdiinnung
mit 1 ml destilliertes Wasser.

Waschlosung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens
nutzbarer Waschlosung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlosung
(70x) 69 Volumen destilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetriihrer.
Entsorgen Sie nach jedem Arbeitstag die tiberfliissige Waschlosung.

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
bei 2 bis 8 °C stabil. Fir eine lingere Aufbewahrung sollten diese
Reagenzien aliquotiert und bei —20°C eingefroren werden for maximum 3
months ,fiir maximal 3 Monate. Vermeiden Sie wiederholte Einfrier-
Auftau Zyklen.

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

Nach dem Erstgebrauch ist der Tracer bis zum Verfallsdatum stabil, wenn
er in der gut verschlossenen Originalflasche bei -20°C (mit einmal
Auftauen) aufbewahrt wird, oder bei 4°C: maximal eine Woche.
Verdnderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen auf Instabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

IX. PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Dieser Kit ist fiir Serumproben geeignet.

Serumproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, miissen die
Proben bei —20°C aufgehoben werden.

Vermeiden Sie wiederholte Einfrier- Auftau Zyklen.

X.  DURCHFUHRUNG

A. Bemerkungen 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
(18-25°C).
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes
Schiitteln oder Riihren.
Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden. Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem
erhohen die Prazision.
Erstellen Sie flir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchléufen.
Jedes Rohrchen kann nur einmal verwendet werden.

B. Vorgehen

Der Inkubationspuffer muss vor der Verwendung auf Raumtemperatur(18-
25°C) gebracht werden.

Beschriften Sie beschichtete Rohrchen fiir jeden Kalibrator, jede Kontrolle
und Probe. Zur Bestimmung der Gesamtzéhlung beschriften Sie 2 normale
Réhrchen.

Dispensieren Sie 25 pl Kalibrator , Kontrolle oder Probe.

Dispensieren Sie 500 pl Inkubationspuffer in jedes Rohrchen, auler in die
fir die Gesamtzéhlung vorgesehenen.
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Inkubieren Sie fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C) auf einem
Rohrchenschiittler (300 bis 700 upm)

ACHTUNG: Waschen oder saugen Sie die Réhrchen nicht ab, ehe Sie
den Tracer dispensieren.

Dispensieren Sie 100 pl mit '*lod markiertes 250H Vitamin D in jedes

Rohrchen, einschlieBlich  der unbeschichteten Rohrchen fiir  die
Gesamtzahlung.
Schiitteln Sie den Rohrchenstinder vorsichtig von Hand, um

eingeschlossene Luftblasen freizusetzen.

Inkubieren Sie 1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) auf einem
Rohrchenschiittler (300 bis 700 upm)

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (Ausnahme: Rohrchen fiir die
Gesamtzahlung). Stellen Sie sicher, dass die Spitze des Absaugers den
Boden der beschichteten Rohrchen erreicht, um alle Fliissigkeit zu
entfernen.

Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschlosung (Ausnahme:
Gesamtzdhlung) und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei der
Zugabe der Waschlosung.

Waschen Sie die Rohrchen erneut mit 2 ml Gebrauchswaschlosung
(Ausnahme: Gesamtzdhlung) und saugen Sie ab.

Lassen Sie die Rohrchen fiir 2 Minuten aufrecht stehen und saugen Sie den
verbleibenden Tropfen Fliissigkeit ab.

Zihlen Sie die Rohrchen in einem Gamma Counter fiir 60 Sekunden.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitit als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:

Gesamtzihlung (Kalibrator oder Proben)
Gesamtzahlung (Null Kalibrator)

x100

B/BO(%) =

Tragen Sie die (B/B0(%)) Werte fiir jeden Kalibratorpunkt als Funktion
der 25-OH Vitamin D Konzentration fiir jeden Kalibratorpunkt, schlieen
Sie offensichtliche ,,Ausreifier* aus.

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

Bestimmen Sie die gesamt 25-OH Vitamin D Konzentrationen der Proben
iiber Interpolation der Probenwerte B/B0(%)) der Kalibrationskurve.

Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes 25-OH Vitamin D (B0/T) gepriift werden.

TYPISCHE WERTE

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

B. Spezifitit
Der Prozentanteil der Kreuzrektion wurde durch Testen von Seren mit
zugefligten und ohne zugefiigte Kreuzreaktanten bestimmt.
Substanz Kreuz-Reaktivitit (%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D 85
1,25(0H)2-Vitamin,Ds 4,1
1,25(OH),-Vitamin,D> 0,2
Vitamin D3 ND
Vitamin D2 0,1
3-epi-25 hydroxy Vitamin D3 0,4
24,25(0H),-Vitamin,Ds 23
25,26(0OH)2-Vitamin D3 26,5

ND : Nicht nachweisbar

Die Leistung des Testsystems wird nicht durch Hamolyse (getestet
wurden 5 g/l Hamoglobin) oder Bilirubindmie (getestet wurden 1 g/l
Bilirubin) beeintrdchtigt. Bilirubinkonjugat (1 g/1), Triglyceride (2 g/l)
und Ascorbinsdure (Vitamin C) (1 g/l) interferieren nicht mit diesem

Testsystem.
C. Prizision
INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Probe N <X>=SD C.V. Probe N <X>=SD C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 23,1+ 1,1 4,7 A 12 21,0+ 1,4 6,7
B 20 37,1+ 1,7 4,7 B 12 36,6 £2,1 5,8

250H Vitamin D komplett Cpm B/Bo(%)
Gesamtaktivitdt 67320
Kalibrator 0,0 ng/ml 20520 100,0
5,8 ng/ml 16288 79,4
13 ng/ml 10274 50,0
35 ng/ml 6398 31,2
50 ng/ml 3926 19,1
100 ng/ml 1190 58

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

XI1l. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A.

Nachweisgrenze

Die Leerwert-Grenze (LOB) wurde durch mehrmaliges Messen des
Leerwerts berechnet und ist definiert als Mittelwert, abziiglich der 1,65+
fachen Standardabweichung der Mehrfachmessung des Leerwertes. Das
LOB wird mit 0,8 ng / ml berechnet.

Die LOD (Nachweisgrenze) wurde als LOB + 1,65 Standardabweichung
einer Probe mit niedriger Konzentration, die in 10 verschiedenen Assays
getestet wurde, berechnet. Die LOD wird mit 1,9 ng/ ml berechnet.

Die Bestimmungsgrenze (LOQ) wurde durch zehnmaliges Testen von 5
Proben mit niedrigen Werten berechnet. Die Bestimmungsgrenze wurde
mit 2,6 ng / ml berechnet.

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D.

E.

Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Zugeg. 25-OH-Vit.D3 Wiedergefunden
(ng/ml) (%)
254 82
14,3 81
7.8 104
Zugeg. 25-OH-Vit.D: Wiedergefunden
(ng/ml) (%)
13,8 92
9,0 85
4,2 81
VERDUNNUNGSTEST
Probeverdiin Theoretische Gemessene
nung Konzent. Konzent.
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 95,1 95,1
1/2 47,6 43,1
1/4 23,8 24,3
11 61,8 61,8
12 30,9 31,7
1/4 15,4 14,0
11 76,8 76,8
12 38,4 37,9
1/4 19,2 17,9

Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
erhalten bleibt, wenn die Probe 20 oder 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Réhrchen zugefiigt wird.



ZEITABSTAND
0 Minuten 20 Minuten 30 Minuten
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Probe 1 12,2 8,9 9,7
Probe 2 27,9 31,6 28,6
Probe 3 44,2 45,6 453

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Liegen die erhaltenen Ergebnisse der Kontrolle 1 und/oder der Kontrolle 2 nicht
innerhalb des, auf dem Flaschchen Etikett, festgelegten Bereichs, kann das
Ergebnis so lange nicht verwendet werden, bis eine zufriedenstellende Erklérung
fiir die Diskrepanz gefunden wurde.

Wenn gewiinscht, kann jedes Labor eigene Pools von Kontrollproben erstellen,
die aliquotiert eingefroren werden. Diese Proben sollten nicht hdufiger als
zweimal eingefroren und aufgetaut werden.

Akzeptanzkriterien fir die Differenz zwischen den Doppelergebnissen der
Proben sollten auf den Regeln fiir gute Laborpraxis beruhen

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

Nahrungsaufnahme, Rasse, Jahreszeit und Alter haben einen Einfluss auf die
Normalwerte des 25-OH-Vitamin D3.

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

Die gegenwirtige Literatur schlagt die folgenden Bereiche zur Klassifizierung
des 250H Vitamin D Status vor: Mangel: <10 ng/ml; Ungeniigend: 10-29 ng/ml;
Normal: 30 bis 100 ng/ml; Potentielle Giftigkeit: >100 ng/ml.

XVI. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthlt T (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende 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 Gegenstand der Gesetzgebung des Landes
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen
oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glasbehilter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
miissen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern.

Verschiittete radioaktive Substanzen miissen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle miissen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zusténdigen Behorden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewéhrleistet ausreichenden Schutz.

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

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

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflufirohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wihrend der Waschschritte den Abfluf3 griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Threm
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund.  Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerthandschuhe.

Weitere Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (MSDS).
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XVIII. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRATOR PROBEN-
ZAHLUNG EN KONTROL
LEN
ul ul ul
INKUBATION
(in beschichteten
Rohrchen)
Kalibratoren - 25 -
Proben/Kontrollen - - 25
Inkubationspuffer - 500 500
Inkubation 2 Stunden bei RT (18-25°C) auf einem Schiittler (300
bis 700 Upm)
Réhrchen nicht absaugen !!
Tracer 100 100 100
Inkubation 1 Stunde bei RT (18-25°C) auf einem Schiittler (300 bis
700 Upm)
Trennung - Absaugen
Waschlosung 2 ml
Trennung Absaugen
Waschlésung R 2ml
Absaugen
Zahlung Zahlen Sie die Rohrchen fiir 60 Sekunden




Der Instrumentation Service von DIAsource bestitigt, dass das Kit fiir die
Verwendung auf der Plattform Stratec Riamat 300 giiltig ist. Wenn Sie
weitere Informationen bendtigen, wenden Sie sich Dbitte an
IVDInstrumentation@diasource.be
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso.

250H Vitamin D total -RIA-CT

L USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro della 25-idrossivitamina D3 e D2 (25-OH-D3
e 25-OH-D2) nel siero.

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

B. Numero di catalogo: KIP1971: 96 tests
KIP1974 : 4 x 96 tests

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

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

1Il. INFORMAZIONI CLINICHE

Con il termine “Vitamina D” si intendono genericamente la Vitamina D3, o colecalciferolo, e la Vitamina D2, o
ergocalciferolo.

L’esposizione della cute ai raggi ultravioletti induce naturalmente la sintesi di Vitamina D3 da parte
dell’organismo umano.

La Vitamina D3 viene metabolizzata, principalmente nel fegato, a 25-idrossivitamina D3 (25-OH-D3), la
principale forma di Vitamina D circolante nell’organismo.

La 25-OH-D3 ¢ un precursore di altri metaboliti della Vitamina D, oltre ad avere essa stessa un’attivita limitata.
Il suo derivato piu attivo ¢ la 1,25-idrossivitamina D3, prodotta dal rene (o dalla placenta) in seguito a
idrossilazione della 25-OH-D3 in posizione 1a.

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

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

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

Poiché la Vitamina D2 ¢ metabolizzata in modo simile alla Vitamina D3, entrambe queste vitamine
contribuiscono allo stato complessivo di Vitamina D nell’organismo umano.

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

La carenza di Vitamina D ¢ un importante fattore di rischio per rachitismo, osteomalacia, osteoporosi senile,
cancro ed esiti di una gravidanza. La misurazione di entrambe le forme di 25-OH-Vitamina D ¢ indispensabile
anche quando ¢ necessario determinare la causa di un’anomala concentrazione sierica di calcio in un paziente.

E stato dimostrato che ’intossicazione da Vitamina D causa danni renali e tissutali.



1v.  PRINCIPIO DEL METODO

Inizialmente i calibratori, i controlli e i campioni (siero) vengono incubati con il
Tampone di incubazione, direttamente nelle provette rivestite, per 2 ore a
temperatura ambiente (18-25°C), su un agitatore, per rilasciare la 25-OH-Vitamina
D; e la 25-OH-Vitamina D, dalla proteina legante la Vitamina D (DBP).

Quindi, senza nessuna fase di lavaggio, a ogni provetta si aggiunge una quantita
fissa di 25-OH-Vitamina D marcata con '*I che compete con la 25-OH-Vitamina
D; e la 25-OH-Vitamina D, all’interno di campioni, controlli o calibratori, per il
legame a una quantita fissa di siti specifici sull’anticorpo monoclonale
immobilizzato sulla superficie inferiore e interna delle provette di plastica.

Dopo 1 ora di incubazione a temperatura ambiente (18-25°C) in un agitatore per
provette, la reazione di competizione viene interrotta per aspirazione. Le provette
vengono quindi lavate due volte e nuovamente sottoposte ad aspirazione. Si
costruisce poi una curva di calibrazione e si calcolano le concentrazioni totali
delle 25-OH-Vitamine D (D; e D,) mediante interpolazione della dose sulla curva
di calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

Reagenti Kit da 96 4x Kit da Codice | Ricostituzione
test 96 test colore

Provette rivestite con Pronte per
U mAb anti-25-OH-Vit D3 2x48 8xa8 rosa I'uso

Ag 1257 1 ) 4 o Aggiungere
flaconcino | flaconcini 10,5 ml del
168 kBq 168 kBq rosso Tampone del

25-OH-Vit D marcata con '#lodio | . ... Ry Tracciante

(per HPLC) liofilizzata | liofilizzata

o [ e

flaconcino | flaconcino giallo 0,5 ml di

Calibratore 0: in siero di cavallo € | [iofilizzato | liofilizzato

va acqua distillata
tampone fosfato con gentamicina.

CAL 5 Acgi
.. ggiungere
Calibratori 1-5 in siero di cavallo 5 'ﬂacgncu'n flaconcini giallo 0,5 ml di
liofilizzati [P . .
liofilizzati acqua distillata

(vedi valori esatti sull’etichetta
dei flaconcini)

DIL | SPE | 1 2 nero Agglu'ngerel
) - —— | flaconcino flaconcini ml di acqua
Diluente dei campioni in siero di | [iofilizzato | liofilizzato distillata
cavallo
Diluire 70 x
| WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 4 con acqua
. .. distillata
flaconcino flaconcini | marrone
(usare un
10ml 10ml agitatore
Soluzione di  lavaggio (TRIS- mag netico)
HCI) g
| CONTROL | N |
] o 2 Aggiungere
Controlli -N =2 2 'ﬂacgnclr}l flaconcini | argento 0,5 ml di
in plasma umano con Proclin liofilizzati | Jiofilizzati acqua distillata
(vedi valori esatti sull’etichetta
dei flaconcini)
| TRACER | BUF |
1 . 4 . Pronto per
Tampone del Tracciante con flaconcino flaconcini 0SSO I’uso
! o 11,5 ml 11,5 ml
caseina ¢ gentamicina e colorante
rosso
| INC | BUF | 1 P
. o Pronto per
o . flaconcino | flaconcini verde I’uso
Tampone di incubazione con 55 ml 110 ml

caseina e proclina

Nota: Usare il Diluente dei campioni per diluire i campioni con valori superiori a
quelli del calibratore piu alto prima della fase di pre-trattamento.
Non ¢ disponibile alcun materiale di riferimento internazionale.

VI. REATTIVI NON FORNITI

11 seguente materiale ¢ richiesto per il dosaggio ma non ¢ fornito nel kit:

1. Acqua distillata

2. Pipette per dispensare 25 pl, 100 pl, 500 pl e 1 ml (si raccomanda 1’uso di
pipette accurate con puntali di plastica monouso).

Agitatore tipo vortex

Agitatore magnetico

Agitatore per provette (da 300 a 700 rpm)

Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi

Dispositivo di aspirazione e lavaggio.

Contatore gamma con finestra per '*°I (efficienza minima 70%).

PN AW

VII. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: ricostituire i calibratori con 0,5 ml di acqua distillata.
Controlli: ricostituire i controlli con 0,5 ml di acqua distillata.
Tracciante: ricostituire il tracciante liofilizzato con 10,5 ml del Tampone
del Tracciante.

Diluente del campione: ricostituire il diluente liofilizzato con 1 ml di
acqua distillata.

Soluzione di lavaggio diluita: preparare la quantita necessaria di
soluzione di lavaggio diluita aggiungendo 69 parti di acqua distillata ad
una parte di soluzione di lavaggio concentrata (70 x). Usare un agitatore
magnetico per rendere la soluzione omogenea. La soluzione di lavaggio
diluita va scartata al termine della giornata.

T oy
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VIII. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

- Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 1 settimana a 2-8 °C
e, suddivisi in aliquote a —20 °C, per periodi piu lunghi, fino a un massimo
di 3 mesi. Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento.

- La soluzione di lavaggio diluita deve essere preparata fresca ogni volta e
usata nello stesso giorno della preparazione.

- Dopo il primo utilizzo, il tracciante ¢ stabile se mantenuto nel suo
flaconcino originale ben chiuso a 4 °C per un periodo massimo di una
settimana o a -20°C (sottoponendolo a un solo scongelamento) fino alla
data di scadenza indicata.

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

IX. RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

- Questo kit € adatto per campioni di siero.

- Conservare i campioni di siero a 2-8 °C.

- Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20 °C.

- Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento

X METODO DEL DOSAGGIO

A. Avvertenze generali
Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti diversi. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente (18-25°C).
Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
contaminazioni incrociate, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che
si usa un nuovo reattivo o campione.
L’uso di pipette ben tarate e riproducibili o di sistemi di pipettatura
automatici migliora la precisione del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.
Allestire una curva di taratura per ogni seduta analitica, in quanto non ¢
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.
Ogni tubo puo essere utilizzato una sola volta.

B. Procedura

Prima di iniziare lincubazione, il Tampone di incubazione va portato a
temperatura ambiente (18-25°C).

1. Etichettare le provette rivestite, calcolandone un numero in duplicato per
ciascun calibratore, controllo e campione. Per la determinazione delle conte
totale, etichettare 2 provette normali.

2. Erogare 25 pl di calibratore o controllo o campione.

3. Erogare 500 ul di Tampone di incubazione in ogni provetta, eccetto quelle
destinate alle conte totali.

4. Incubare per 2 ore a temperatura ambiente (18-25°C) su un agitatore per
provette (300—700 rpm).
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XII.

Attenzione : non aspirare e non lavare le provette prima di introdurvi il
tracciante.

Erogare 100 pl di 25-OH-Vitamina D marcata con '**lodio in ogni provetta,
incluse quelle non rivestite per le conte totali.

Agitare delicatamente a mano il supporto delle provette per liberare
eventuali bolle d’aria.

Incubare per 1 ora a temperatura ambiente (18-25°C) su un agitatore per
provette (300—700 rpm).

Aspirare il contenuto di ogni provetta (eccetto quelle destinate alle conte
totali). Controllare che il puntale dell’aspiratore raggiunga il fondo della
provetta rivestita per rimuovere tutto il liquido.

Lavare le provette (eccetto quelle destinate alle conte totali) con 2 ml di
Soluzione di lavaggio diluita e aspirare. Evitare la formazione di schiuma
durante I’aggiunta della Soluzione di lavaggio diluita.

Lavare ancora le provette (eccetto quelle destinate alle conte totali) con 2 ml
di Soluzione di lavaggio diluita e aspirare.

Lasciar riposare le provette in posizione verticale per 2 minuti, quindi
aspirare le gocce di liquido rimanenti.

Introdurre le provette nel contatore gamma per 60 secondi per il calcolo
delle conte.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Calcolare il 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 (B0).

cpm (Calibratore o campioni)

B/B0 (%) = x100

cpm (Zero Calibratore )

Ponendo in ordinata i rapporti di competizione B/BO (%) per ogni
calibratore e in ascissa le rispettive concentrazioni di 25-OH-Vitamina D,
tracciare la curva di taratura, scartando i valori palesemente discordanti.

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

Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di 25-OH-
Vitamina D totale.

Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T della 25-OH-
Vitamina D.

CARATTERISTICHE TIPICHE

I dati sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati
al posto della curva calibratore eseguita contemporaneamente.

Specificita

La percentuale di reattivita incrociata ¢ stata determinata analizzando i
sieri con ’addizione o meno di reagenti a reattivita incorciata. I risultati
sono riassunti nella tabella seguente.

Composto Reattivita incrociata(%)
25-OH-Vitamina D3 100
25-OH-Vitamina D2 85
1,25(OH)>-Vitamina Ds 4,1
1,25(0OH)2-Vitamina D 0,2
Vitamina D3 ND
Vitamina D2 0,1
3-epi-25-idrossi-Vitamina D3 0,4
24,25(0OH),-Vitamina D3 23
25,26(0OH)2-Vitamina D3 26,5

ND : Non rilevabile

Le prestazioni del saggio non sono influenzate dall’emolisi (5 g/L di
emoglobina analizzati) e dalla bilirubinemia (1 g/L di bilirubina
analizzati). Bilirubina coniugata (1g/L analizzato), trigliceridi (2 g/L
analizzati) e acido ascorbico (Vitamina C) (1 g/L) non interferiscono con
questo saggio.

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Campio | N <X>=DS C.V. Campio | N <X>=DS C.V.
ne (ng/ml) (%) ne (ng/ml) (%)
A 20 23,1+ 1,1 4,7 A 12 21,0+ 1,4 6,7
B 20 37,1+ 1,7 4,7 B 12 36,6 £2,1 58

25-OH-Vitamina D totale cpm B/Bo (%)
Attivita totale 67320
Calibratore 0,0 ng/ml 20520 100,0
5,8 ng/ml 16288 79.4
13 ng/ml 10274 50,0
35 ng/ml 6398 31,2
50 ng/ml 3926 19,1
100 ng/ml 1190 5.8

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

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.

Sensibilita

I LOB (limite bianco) ¢ stato calcolato misurando il bianco piu volte e
corrisponde alla media + 1,65 deviazione standard della distribuzione di
questi valori. Il LOB ¢ calcolato a 0,8 ng / ml.

I LOD (limite di rilevamento) ¢ stato calcolato come la LOB + la
deviazione standard 1,65 di un campione a bassa concentrazione testato in
10 diversi dosaggi. LOD ¢ calcolato a 1,9 ng / ml.

11 limite di quantificazione (LOQ) ¢ stato calcolato testando 5 campioni di
valori bassi 10 volte. I limite di quantificazione ¢ stato calcolato a

2,6 ng / ml.

DS: Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D.

Accuratezza
TEST DI RECUPERO
250H-Vit.Ds aggiunta Recupero
(ng/ml) (%)
25,4 82
14,3 81
7,8 104
250H-Vit.D: aggiunta Recupero
(ng/ml) (%)
13,8 92
9,0 85
42 81
TEST DI DILUZIONE
Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 95,1 95,1
172 47,6 43,1
1/4 23,8 243
1/1 61,8 61,8
172 30,9 31,7
1/4 15,4 14,0
1/1 76,8 76,8
12 38,4 37,9
1/4 19,2 17,9




E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene
accurato anche quando un campione viene aggiunto nelle provette
sensibilizzate 20 e 30 minuti dopo ’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
0 minuti 20 minuti 30 minuti
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Campione 1 12,2 8.9 9,7
Campione 2 27,9 3L6 28,6
Campione 3

XIV. CONTROLLO DI QUALITA INTERNO

Se i risultati ottenuti per il Controllo 1 e/o il Controllo 2 non rientrano
nell’intervallo specificato sull’etichetta del flaconcino, i risultati non possono
essere utilizzato salvo nel caso in cui sia possibile trovare una spiegazione
soddisfacente per tale discrepanza.

Se opportuno, ogni laboratorio puo creare pool propri dei campioni di controllo,
che devono essere aliquotati e mantenuti in congelatore. Non
congelare/scongelare per piu di due volte.

I criteri di accettazione della differenza tra i risultati in duplicato dei campioni si
devono basare sui principi di Buona Pratica di Laboratorio.

XV. VALORI ATTESI

E noto che I’apporto dietetico, I’etnia, la stagione e 1’eta influiscono sui normali
livelli di 25-OH-Vitamina Ds.

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

Di recente in letteratura sono stati suggeriti i seguenti intervalli per la
classificazione dello stato della 25-OH-Vitamina D:

Carenza: <10 ng/mL; Insufficienza: 10-29 ng/mL; Sufficienza: da 30 a 100
ng/mL; Potenziale tossicita: >100 ng/mL.

XVI. PRECAUZIONI E AVVERTIMENTI

Sicurezza

11 kit ¢ 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 pud essere
somministrato ad esseri umani o animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si 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. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. I rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per 1’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
I 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 o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
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 azoturo di sodio
come conservante. L’azoturo di sodio pud reagire con piombo, rame o ottone
presenti nelle tubature di scarico per formare azoturi di metallo esplosivi. Smaltire
questi reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non ¢ consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
Per ulteriori informazioni, consultare la scheda di sicurezza (MSDS).
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XVIIIL SCHEMA DEL DOSAGGIO

CONTE CALIBRA- CAMPIONE/I
TOTALI TORI (CONTROLLI)
pl pl ul
INCUBAZIONE
(in provette rivestite)
Calibratori - 25 -
Campioni / controlli - - 25
Tampone di incubazione - 500 500

Incubazione 2 ore a RT (18-25°C) su un agitatore (300—700 rpm)

NON ASPIRARE IL LIQUIDO NELLE PROVETTE!

Tracciante 100 100 100

Incubazione 1 ora a RT (18-25°C) su un agitatore (300—700 rpm)

Separazione - Aspirare
Soluzione di lavaggio dil. 2ml
Separazione Aspirate
Soluzione di lavaggio dil. R 2ml
Aspirate
Conta Contare le provette per 60 secondi

11 servizio di strumentazione di DIAsource conferma che il kit & valido per
1'uso sulla piattaforma Stratec Riamat 300. Se hai bisogno di ulteriori
informazioni, contatta IVDInstrumentation@diasource.be
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Leer el protocolo completo antes de usar.

250H Vitamin D total -RIA-CT

1.  INSTRUCCIONES DE USO

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

II. INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource 250H- Vitamin D total -Ria-CT

B. Numero de Catalogo: KIP1971: 96 test
KIP1974 : 4 x 96 test

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Para cuestiones técnicas e informacion sobre pedidos contactar:
Tel : +32 (0)10 84.99.00 Fax : +32 (0)10 84.99.90

III. INFORMACION CLINICA

Vitamina D es el término genérico usado para designar a la vitamina D3 o colecalciferol y la Vitamina
D2 o ergoclaciferol.

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

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

25 OH D3 es la precursora para otros metabolitos de la vitamina D y tiene una actividad limitada por si
sola. El derivado mas activo es la 1,25-Hidroxivitamina D3, producida en el rifion (o placenta) por la
la-hidroxilacion de 250HD3.

La 250HVitamina D estimula la absorcion intestinal del calcio y el fésforo y también la reabsorcion y
mineralizacion osea.

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

La Vitamina D3 y Vitamina D2 también estan disponibles por ingestion a través de los alimentos o
suplementos dietéticos.

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

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

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

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

Se ha demostrado que la intoxicacion con Vitamina D puede causar dafio en el riiidn y tejidos.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

Al inicio, los calibradores, controles y muestras (suero) se incuban con el tampén
de incubacion, directamente en tubos recubiertos durante 2 horas a temperatura
ambiente (18-25°C), en un agitador, para liberar 250H Vitamina D; y 250H
Vitamina D, de la proteina fijadora de la Vitamina D (DBP).

A continuacion y antes de lavar, se afiade una cantidad fija de 250H Vitamina D
marcada con ¥ en cada tubo para competir con la 250H Vitamina Ds y la 250H
Vitamina D, de las muestras controles o calibradores, por una cantidad fija de
sitios de un anticuerpo monoclonal inmovilizado en la zona interna inferior de los
tubos de plastico.

Después de 1 hora de incubacion a temperatura ambiente (18-25°C) en un agitador
de tubos, una etapa de aspiracion termina la reaccion de competencia. Luego los
tubos se lavan dos veces y se aspiran nuevamente. Se dibuja una curva de
calibracion y el total de las concentraciones de las 25 OH Vitaminas D (Dsy D»)
de las muestras se determinan por interpolacion de dosis usando la curva de
calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kitde 96 | Kitde4x | Codigo | Reconstitucién
pruebas 96 de color
pruebas

Tubos recubiertos con el
U anticuerpo monoclonal 2x48 8x48 rosa
anti 250H Vit D3 y D2

Listo para uso

Ag 11 1 vial 4 viales Adiadir 10,5 ml
168 kBq 168 kBq rojo del tampén
250H Vit D marcada con '*Yodo | liofilizado | liofilizado Trazador
(grado HPLC).
= 0] "
1 vial | vial Anadir 0,5 ml
Calibrador 0: en suero equino y | fiofilizado | 1: via amarillo de agua
tampon  de  fosfato  con liofilizado destilada

gentamicina

Aiadir 0,5 ml

Calibradores 1-5 en suero equino .5 via les 45 via les amarillo de agua
liofilizado | liofilizado destilada
(ver el valor exacto en la !
etiqueta del vial)
| DIL | SPE | 1 vial 2 viales negro Andz;d;riaml
Diluyente de la muestra diluido | lofilizado | liofilizado destilgada
en suero de caballo
Diluir x70 con
| WASH ‘ SOLN ‘ CONC I 1 vial 4 viales agua destilada
10 ml 10 ml marron (utilizar un
agitador
Solucién de lavado (TRIS-HCI) magnético)
| CONTROL | N |
. . Aiadir 0,5 ml
Controles - N =2 ]Azfylléles 142;./11?16; plata de agua
en plasma humano con proclina tottlizado | hiotthizado destilada
(ver el valor exacto en la
etiqueta del vial)
| TRACER | BUF | . . .
1 vial 4 viales rojo Listo para uso
Tampoén trazador con caseina y 115 ml 115 ml
gentamicina y tincion roja
| INC | BUF |
1 vial 2 viales verde Listo para uso
55 ml 110 ml

Tampén de incubacion con
caseina y proclina

Nota : Utilizar el diluyente de la muestra para diluir muestras con valores
superiores al valor del calibrador més alto antes del paso de pre
tratamiento.

No existe ninguna preparacion de referencia internacional.

VI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Agua destilada

2. Pipetas de 25 pl, 100 pl, 500 pl y 1 ml (se recomienda el uso de pipetas
precisas con puntas plasticas)

Vortex

Agitador magnético

Agitador de tubos (300 a 700 rpm)

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir ['*® (minima eficiencia 70%)

PN AW

VII. PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores: reconstituir los calibradores con 0,5 ml de agua destilada.
Controles: Reconstituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.
Trazador: Reconstituir el trazador liofilizado con 10,5 ml de Tampoén
trazador.

Diluyente de la muestra: Reconstituir el diluyente liofilizado con 1 ml de
agua destilada.

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

© owp
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Vill. ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

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

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

- La solucion de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en el
mismo dia. Después del primer uso, el trazador es estable, si se guarda en
el vial original debidamente cerrado a 4°C, maximo por una semana o a
-20°C (con una descongelacion) hasta la fecha de caducidad

- Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
si se mantiene en el vial original, debidamente cerrado a -20°C (con una
descongelacion) o maximo durante una semana a 4°C.

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

IX. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

- Este kit es adecuado para muestras de suero.

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

- Si el ensayo no se realiza en 24 horas, almacenar las muestras a —20°.
- Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

X PROTOCOLO

A. Notas de manejo
No utilizar el kit o componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente nimero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente (18-25°C) antes de su uso.
Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitindolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar contaminaciéon cruzada
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adiciéon de cada
reactivo y muestra.
El uso de pipetas de precision o equipamiento de dispensacion automatica
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.
Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.
Cada tubo solo se puede usar una vez.

B. Procedimiento

El tampén de incubacion debe alcanzar temperatura ambiente (18-25°C)
antes de iniciar la incubacion.

1. Etiquetar los tubos recubiertos en duplicado para cada calibrador, control y
muestra. Para la determinacion del conteo total, etiquetar 2 tubos normales.

2. Dispensar 25 pul de calibrador o control o muestra.

3. Dispensar 500 pl de tampon de incubacion en cada tubo, excepto en los
destinados a conteo total.
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XII.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente (18-25°C) en un agitador de
tubos (300 a 700 rpm).

Precaucion :
trazador.
Dispensar 100 pl de 250H Vitamina D marcada con '*Yodo encada tubo
incluyendo los tubos no recubiertos para conteo total.

Agitar la gradilla con tubos suavemente con la mano para liberar cualquier
burbuja de aire atrapada.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) en un agitador de
tubos (300 a 700 rpm).

Aspirar el contenido de cada tubo (excepto los de conteo total). Asegurar
que la punta del aspirador alcance el fondo del tubo recubierto para sacar
todo el liquido.

Lavar los tubos con 2 ml de solucion de trabajo de lavado (excepto los de
conteo total) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la adicion de
la solucion de trabajo de lavado.

Lavar los tubos nuevamente con 2 ml de solucion de lavado (excepto los
conteos totales) y aspirar.

Dejar los tubos en la posicion vertical durante dos minutos y aspirar la gota
de liquido remanente.

Leer los tubos en un contador gamma durante 60 segundos.

no aspirar y no lavar los tubos antes de dispensar el

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados.

Calcular la radiactividad enlazada como un porcentaje de la union
determinada al punto cero (0) del calibrador de acuerdo con la siguiente
formula:

Cuentas (Calibrador o muestra)
Cuentas( Calibrador Cero)

Representar los valores de (B/B0%) de cada punto del calibrador frente a
las concentraciones de la 250H vitamina D de cada calibrador,
rechazando los puntos externos.

Métodos computarizados de resultados pueden ser utilizados para la
construccion de la curva de calibracion. Si se utiliza un sistema
automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la representacion
grafica “ 4 parametros”.

Por interpolacion de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones totales de la 250H vitamina D desde la
curva de calibracion.

El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de la 250H vitamina
D no marcado (B0/T) debe ser calculado en cada ensayo.

B/BO(%) = x100

EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacién sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados como una calibracion real.

B. Especificidad
El porcentaje de reaccion cruzada se determind probando suero con y sin
afiadido de sustancias que producen reaccion cruzada. Los resultados se
han resumido en la siguiente tabla:
Compuesto Reaccion-cruzada (%)
250H-Vitamin D3 100
250H-Vitamin D 85
1,25(0H)2-Vitamin.Ds 4,1
1,25(OH)2-Vitamin.D> 0,2
Vitamin D3 ND
Vitamin D2 0,1
3-epi-25 hidroxilo Vitamina D3 0,4
24,25(0H),-Vitamin.Ds 23
25,26(0OH)2-Vitamina D3 26,5

ND : Indetectable

El rendimiento del ensayo no se ve afectado por hemolisis (probado con
5 g/l hemoglobina), por bilirrubinemia (probado con 1 g/l de bilirrubina).
La bilirrubina conjugada (probado con 1g/1), los triglicéridos (probado
con 2 g/l) y el acido ascorbico (Vitamina C) (1 g/l) no interfieren con este
ensayo.

250H Vitamin D total cpm B/Bo (%)
Cuentas Totales 67320
Calibrador 0,0 ng/ml 20520 100,0
5,8 ng/ml 16288 79,4
13 ng/ml 10274 50,0
35 ng/ml 6398 31,2
50 ng/ml 3926 19,1
100 ng/ml 1190 5.8

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

XIII. REALIZACION Y LIMITACIONES

A.

Limite de deteccién

El LOB (limite de blanco) se calculd midiendo el blanco varias veces y
corresponde a la media + 1.65 desviacion estandar de la distribucion de
estos valores. E1 LOB se calcula a 0,8 ng / ml.

El LOD (limite de deteccion) se calculé como la LOB + 1.65 desviacion
estandar de una muestra de baja concentracion analizada en 10 ensayos
diferentes. LOD se calcula en 1,9 ng / ml.

El limite de cuantificacion (LOQ) se calculé analizando 5 muestras de
valores bajos 10 veces. El limite de cuantificacion se calculé en 2,6 ng /
ml.

C. Precision
PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO
Muest N <X>+ SD CV || Muest N <X>+ SD (0\%
ra (ng/ml) (%) | ra (ng/ml) (%)
A 20 23,1+ 1,1 4,7 A 12 21,0+ 1,4 6,7
B 20 37,1+ 1,7 4,7 B 12 36,6 +2,1 5,8
SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DE RECUPERACION
250H-Vit.D; anadido Recuperado
(ng/ml) (%)
25,4 82
14,3 81
7.8 104
250H-Vit.D; anadido Recuperado
(ng/ml) (%)
13,8 92
9,0 85
4,2 81
TEST DILUCION
Dilucion de Concent. Concent.
la muestra Teérica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 95,1 95,1
172 47,6 43,1
1/4 23,8 243
1/1 61,8 61,8
1/2 30,9 31,7
1/4 15,4 14,0
1/1 76,8 76,8
12 38,4 37,9
1/4 19,2 17,9




E. Tiempo de espera entre la dispensacion del ultimo calibrador y la de

la muestra

Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene incluso en el
caso de dispensar la muestra 20 y 30 minutos después de haberse adicionado el
calibrador a los tubos recubiertos.

TIEMPO DE ESPERA
0 minutos 20 minutos 30 minutos
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Muestra 1 12,2 8,9 9,7
Muestra 2 27,9 31,6 28,6
Muestra 3 44,2 45,6 45,3

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Si los resultados obtenidos del Control 1 y /o el Control 2 no caen dentro del
rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados no se pueden utilizar a no
ser que dé una explicacion satisfactoria por la discrepancia.

Si asi lo desean, cada laboratorio puede preparar sus propias mezclas de muestras
de control, que deben guardarse congeladas en aliquotas. No congelar y
descongelar mas de dos veces.

El criterio de aceptacion paralas diferencias entre los dos resultados de las
muestras deben basarse en Buenas Practicas de Laboratorio.

XV. VALORES ESPERADOS

La alimentacion, la raza, la estacion y la edad pueden influenciar los niveles
normales de 250H.Vitamin.D3.
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: <10 ng/ml; Insuficiencia: 10-29
ng/ml; Satisfactorio: 30 a 100 ng/ml; Potencialmente toxico: >100 ng/ml.

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad
Para uso solo en diagnostico in vitro.

Este kit contiene 1'* (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos
v (35,5 keV) ionizantes.

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

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en un area sefializada, diferente de
la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros para recepcion y
almacenaje de productos radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio
que podria estar contaminado radiactivamente debera separarse para evitar la
contaminacion cruzada con otros radioisotopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
eliminados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse a las normas basicas de
seguridad radiologica facilita una proteccion adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/o la FDA dando negativo para HBsAg, anti-
HCV, anti-HIV-1 y 2. No se conoce ningiin método que asegure que los
derivados de la sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones.
Por lo tanto el manejo de los reactivos y muestras se hara 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 piel (azida sddica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con el plomo y cobre de las
cafierias y producir azidas metalicas altamente explosivas. Durante el 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 el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.

Para obtener mas informacion, consulte la Hoja de datos de seguridad del material
(MSDS).
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XVIIl. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CONTEO CALIBRAD CONTROLE
TOTAL ORES S DE LAS
MUESTRAS
ul ul ul
INCUBACION
(en tubos recubiertos)
Calibradores - 25 -
Muestras / controles - - 25
Tampon de incubacion - 500 500

Incubacion 2 horas a TA (18-25°C) en agitador (300 a 700
rpm)

;No aspirar los tubos!
Trazador 100 100 100
Incubacion 1 hora a TA (18-25°C) en agitador (300 a 700 rpm)
Separacion - Aspirar
Solucion de trabajo de lavado 2 ml
Separacion Aspirar
Solucion de trabajo de lavado _ 2ml

Aspirar

Conteo Leer los tubos durante 60 segundos

El servicio de instrumentacion de DIAsource confirma que el Kit es vilido
para su uso en la plataforma Stratec Riamat 300. Si necesita informaciéon
adicional, comuniquese con IVDInstrumentation@diasource.be
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C€

AwpBdote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1ION.

250H Vitamin D total -RIA-CT

1.  XPHXHTIA THN OIIOIA TIPOOPIZETAI

Padtoavoconposdioptopdg yo v in vitro mtocotikn pétpnon g 25-vdpo&uPrrapivng D3 ko D2 (25-
OH-D3 ka1 25-OH-D2 ) o€ 0p0.

II. T'ENIKEX INHPO®OPIEX
A. Epmopwij ovopasio: Kt 250H-Vitamin D total -Ria-CT g DIAsource

B. ApOpég kataroyov:  KIP1971: 96 efetdoeig
KIP1974 : 4 x 96 eketdoelg

I Koatraokevaleror amo tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyviki) fon0sia 1| TANPoPopisg GYETIKA PE TAPAYYELIES ETKOIVOVIIGTE GTA:
TnA.: +32 (0)10 84.99.00 Dag: +32 (0)10 84.99.90

I1l. KAINIKO YIIOBA®PO

Burtapivn D eivar 1 kown ovopacio yo v Breapivi D3 1 yoAnkaAicipepoin kot ) Prrapivy D2 1
EPYOKOAGLPEPOAT).

O avBpomvog opyaviopds mapdyet euololoyikd Prrapivi D3 otav 1o dépua extibetol ce vIepPLOON
NAK aKTvoBoAio.

H Brropivn D3 petaporiletar kvpimg oto map og 25-vdpo&ufrropivn D3 (25 OH D3), mov amotehel
™V KOpla KukAo@opovoa popen Prrapiving D oto copa.

H 25 OH D3 amotelel mpddpoun ovoia yio dAlovg petafolriteg Prrapivng D xor dwwbéter emiong
TEPLOPICUEVT] EVEPYOTNTAL.

To mo dpactikd mapdymyo eivor 1 1,25-vdopo&vPrrapivny D3, ) omoia mapdyeTor otovg veppovc (1 Tov
mAakovvTa) pécw 1 a —vdpo&uriomong g 250HD3.

H 250H-Burrapivn D dieyeipet v eviepikn anoppdenon 1o To0v acPestiov 660 Kot TOV POGPOPOV
ALY KOL TNV OOTIKY amoppOPN o Kol TNV evandbeor aAdT@V o8 aVTd.

H 250H Burapivn D evdeyopévog eivar emiong evepyn o€ AALOVS 1GTOVG TOV EIVOL ETLPOPTICUEVOL LE
MV HETOQOPG TOL ooPeotiov (mAakovvtag, veppoi, palikol adéveg...) Kot evOOKpveic adéveg
(mapabopeoctdeic adéveg, kottapa B...).

H PBuropivn D3 ot  Proapivn D2 givor eniong dwbéoeg péow mpodGANYNG pe v Tpoen M
Satpopikdv cvopmAnpopdtov. H frropivy D2 petaporileton pe mapdpoto tpdémo 6mmg n Prrapivy D3
K0l ETOUEVOG KOl 01 VO GLUVEICOEPOVY oTa emtimeda Prrapivng D otov opyaviouo.

TV ovtov axpifog o Adyo eivor Wdwitepa onUOVTIK] 1 HETPNON Kot TV dVo popeov g 25 OH
Brrapivng D yio v opb1y didyvmon tng EAdewyng, avendpkelog 1 to&ivoong amd Prrapivn D.

H éhhewym Prapivng D amoteAel onuavtikd mapdyovto KvoOvou Yo T payitido, TNV 0oTeEopaANKiaL,
TNV 0GTEOMOPWOOT] TOL YHPATOG, TOV KOPKIvo Kot TV £KPacn Tng Kumong.

H pétpnon kot t@v 600 popedv g 25 OH Buopivg D armatteitar eniong yio tov kabopiopd g
attiag mafoAOYIKOV GLYKEVIPOCEMV 0oPECTION GTOV 0pd aGOEVAOV.

"Exet pavel mog 1 to&ivoon amd Prrapivn D odnyel o€ veppucég Kot 1otikég PAaPes.



1V.  BAXIKEX APXEY THX ME®OA0Y

Kartopymv ot Babpovountés, to vAkd eléyyov kot ta detypata (0pog) emwdalovtol
pe 10 pubuotikd dddvpo emdaons, anevdeiog oe EMOTPOUEVE COANVAPLOL 2
wpeg o Beppokpacia dwpatiov (18-25°C), emdve oe avadevtipa, ywo TV
amerevbépwon 250H Prrapivng Ds kot 250H Brrapiving Dy and ) deopevtikn
npoteivn Preopivng D (DBP).

Koatoémv, yopic pipoate midong, pio kabopiopévn mocodtnTo. GNUOGUEVIG HE
250H PBrrapivng D mpootifetor og kGbe cOANVAPIO Yoo VO AVTOYOVIGTEL TV
250H Brrapivy D3 kot v 250H Preapivn D, tav detypdtov, YAK®OV eAEyyov 1
Babpovountdv o pio cuykekpiuévn mocotnTe 0EcEV €VOC GUYKEKPLLEVOL
LOVOKAMVIKOD OVTICOUATOG, OV £Youv KabnAwbel otnv kdto kot £omTEPIKN
EMPAVELDL TOV TAAGTIKOV COANVOPIOV.

‘Enerta and endoon 1 opdv og Beppoxpacio dopatiov (18-25°C) oe avadevtipa
colnvopiov, éva Prua avappdenong teppatifel v avtidpaon aviay®VIGHOV.
Katomwv ta coinvapio vropdrlovtar 00 Qopég oe mMADON KOl avappOPOVTOL
Eava. Zyedialeton pio KopmdAn PabULovOounong Kot ot GUVOMKEG GUYKEVTPOGELG
25 OH PBuapivng D (D3 kot D) tov derypdtov mpocdopilovtar pe avaymyn
GLYKEVTIPOGEMY 0O TNV KopmoAn fodpovopunong .
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V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpootipro Kt 96 Kit 4x 96 | Xpopatikog AvaovoTtaon
eetdosov | egeTaoemv KOdKog

ZmANVAPLOL EMOTPOUEVOL "Etowpa yo
H HE HOVOKA. OVTICMMO avTL 2x48 8x48 Pos xpnon
250H Bit. D3 ka1 D2

Ag 1251 1 pudidio | 4 uaridio

IpocBiote 10,5
168 kBq | 168 kBq

ml PvBpuctikod
Inuoouévy  pe  Ziddo | Avogiho- Avo@iho- SlMﬁunOG
250H Pu. D (Babpod | momuévn | mompévn Iymbém

KOKKLVO

HPLC).
CAL n ‘

i 1 graridio 1 graridio pocdicte 0,5
Babpovopniig 0: oe 0pd | y0pmo- | Avopiro- Kitptvo ml
akdyov Kot puOMETIKO Tompuévog | mompuévoc OTOCTOYREVOD
SWAVHE  POCPOPIKAV  pE VEPOD
yevtapvkivy

5 uhidi | 5 @radidia IpocBiote 0,5

Babpovountég 1-5 oe opo
HOVOHTTEES P Avogiro- Avo@tho- kitptvo ml .
aAhdyov . . OTOGTOYHEVOD
TOMUEVOL | TTOMpEVOL !
vEPOL

(Br. axpifeic Tpés oTIC
ETIKETEG TOV PLOMFIOV)

DIL SPE &
lx(ptal'ﬁm Z}L(ptal'ﬁm . l'lpou()scﬂ:' 1 ml
VOPLAO- VOPIAO- novpo OTOGTOYHEVOD
ApowTikd detypdtav g Toumuevo TOmHEVO VEPOL

opd ordyov

Apardete 70 x
HE OTOGTAYLLEVO

‘WASH ‘ S LN ‘ CONC‘

1 poAidio | 4 uaridwa <ok vepo
10 ml 10 ml ¢ (xpnopomoniote
. . HoyvnTikd
ﬁtgﬁuua mwoong  (TRIS- aaBEVTAPE).
| CONTROL | N |
. . MpocOiote 0,5
Yk shéyyov - N =2 Zx(pta)\f»m Zx(pta)\f»m ) ml
oe avOpdmvo TAGopo pe LOPIAO- LOPIAO- apyopo AMOGTAYUEVOD
Proclin (mporiivn) TomHEvVa TomHEva VEPOL
(Br. axprpeic Tpég oTig
ETIKETES TOV QLOMSiV)
TRACER | BUF |
X . 1 gloridio | 4 earida KOKKIVO 'ETOIHO a
Puewfcnko 5100»1)}101 115 ml 115 ml xpvion
Iyvn6ém ue KoGeivn, ? ?
yevtopvkivny Kot - epubpn
APOOTIKN
INC | BUF | i
Etowpo ya
1 poAido | 2 @uoridwa TPAGIVO
Puboticd Stdivpa 55 ml 110 ml xpnon

Endoaong pe woaleivy ko
TPOKAIvY.

Inupeioon: Xpnowonomote 0 ApoloTikd Seyudtov Yo TV apainon Tov
detypatov  pe Tpég mov  vmepPoivovv  ekeiveg Tov  vyNMAdTEPOL
Babpovountn mpv amd o Pripo TPOKATAPKTIKNG eneéepyociag.

Aev vrdpyet Stabéoipo debveg VMKO avapopds.

VI. ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Ta axdAovBa VAKE amottovvTol oALG Sev TapEYOVTOL GTO KIT:

1.  Amectaypévo vepd

2. Ihméteg yu Swavopny: 25 pl, 100 pl, 500 pl kot 1ml (cvvietdror ) xpnon
TIETOV aKkPIPEiG Pe aVOADOILO TAACTIKA pUYYN)

Avopeikmg otpopiiiopon

MoyvnTikdg ovadevTnpog

Avadevtpag coinvopiov (300 émg 700 c.0.A.)

Avtopatn odpryya tov 5 ml (tonov Cornwall) yio mivon

2VOKELT avoppOPNONG Kot TAVOTG.

Mmopei va. ypnoipomombel 0mo0cdTOTE AmMOPOUNTAS OKTIVOV Y HE
duvatdmra pétpnong tov 1 (erdyiom anddoon 70%).

PN AW

VII. IAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. BaBpovopntéic: Avoaovotiote tovg  Pobpovountés pe 0,5 ml
OTECTOUYLEVOL VEPOV.

B YMka ehéyyov: Avacvotiote ta VAG eréyxov pe 0,5 ml anectoypévov
vepO.

C. IxvOétng: Avacvomiote 10 Avoguhomompévo yvnBém pe 10,5 ml
PuBuoticov doddpatog Ixvnoém.

D APUIOTIKO dEYPATOV (AVOGVOTNOTE TO AVOPIAOTOMUEVO APULOTIKO LIE

1 ml amootaypévov vepoo.

Awlopo wAveng epyaciog: Ilpostowdote emapkn Oyko doldpoTog

TAOoNg epyaciag pe mpoohnkn 69 dykov aneotaypévov vepob og 1 dyko

Srodvpatog TAvong (70x). XpnoYomomoTe HayvnTikd avadenTipo yio Thv

opoyevomoinomn. Amoppiyte To un ¥pNGWOTOMUEVO ddAvpo mAHoNG

£pyaciog 6To TEAOG TG NUEPAS.

=

VIII DPYAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

- Tlpwv and 10 Gvorypo 1 TV avachoTAon, OAQ TO CLOTHTIKG TOL KIT
nopapévovy otofepd £mg v muepopunvio AEng, N omoia avaypdpeTal
oTNV £TIKETA, EQPOGOV dloTnpovvtat o€ Beppokpacio 2 £wg 8° C.

- Metd v avacOoToon, To VAKG EAEYYOL Tapopévouy otabepd Yo pio
efdopdda oe Oeppokpocio 2 éwg 8° C. T peyolvtepeg mepiddovg
POLaénG, mpémet va. oynpotiCovror KAAGHATA Kt VoL J10TpovvToL GTOVG —
20° C yu é0g kot 3 PVeS T0 ovOTEPO. ATOQVYETE TOVG EXOVEIANUUEVOVG
KOKAOVG amOYLENG-KOTAWLENG.

- DOpéoko, mopackevaopuévo Swidvpo TAOoNG epyaciag Oo mpémer va
xpnoponoteitar v ido nuépa.

- Metd v mpdTn ypnom tov, o Yvnbémg eivar otabepdg Ewg TNV
nuepopmvio AMENG owtov, €4V PLAAGGETAL GTO OPYIKO, EPUNTIKA KAELGTO
PuAido otovg -20°C (e pia amdyvén), o og kot pio efdopddo oTovg
4°C.

- Toxév petaforés TG GUOIKNG EUPAVIONG TOV OVTIOPACTNPIOV TOV KIT
gvd€yetar va vTodnNA®VoLY aotdfelo 1| aAdoimon.

IX. XYAAOI'H KAI IIPOETOIMAXIA AEIFTMATQN

- Avt6 10 KIT evdeikvuton yio deiypoTa 0pov.

- Ta detypata opod Tpénet va puAdocovtat atovg 2-8°C.

- Eav 1 e&étaon dev mpaypotomombel evidg 24 mpdv, cuviotdror 1 eOAaEn
otovg -20° C.

- ATo@OYETE TOVG ETAVEINUUEVOVG KOKAOVG OOYLENG-KATAYVENG.

AITAAIKAXTA

LNHELDOCELS GYETIKA PIE TO YEPLGUO

Mn xpnoYLOTOLELTE TO KIT 1) TOL GLOTOTIKG HETA TNV Nuepoumvia AHEnC.
Mnv avoperyvoete VAKG omd dtopopetikég maptides kit. Dépete Oha to
avtwpactpa og Beppokpacio dwpatiov (18-25°C) mpw and ™ xpron.
Avopeiéte kohd OA0 To ovTOpACTAPO KOl TO Oelypoto ME OmOAn
avaxivnon 1 avadevon. Xpnowonoteite éva kabapd avardoo pOyXog
mMAETAG yw. ™V TPooHiKn KABe SPopeTIKOD  avTISPACTNPIOL KoL
SElYHOTOG TPOKELEVOD VO ATOPVYETE TNV EXYUOALVVOT).

H oxpifewr Pertidveron pe ypion mmetd@v VYNNG okpifsag M
avtopoTomompévoy  eomhopod Swtavopng pe mumétec.  Impeite toug
APOVOLG ETDUCTC.

[Ipoetodote pa KopmoAn Pobpovounong ywe kébe avaivon kot pn
xpNoionoteite dedopéva amd TPoNyoOUEVES OVOADCELS.

Kabe soivag pmopet va ypnoporombel povo pio gopd.

> =



B.

Awdkacio

To Pvbuictiké owdivua Erdacns mpémel va amokticer Ospuoxpacio
dwpatiov (18-25°C) mprv amo v évapln tns exdaocng.

1.

XL

—

XII.

Emonudvete to  emotpopéva  convaple €1 dmAodv Yoo KABe
Bobpovount, vAO gréyyxov ko detypa. T tov kaboplopd tmv GuVOAKOV
UHETPCEMV, EMONUAVETE 2 KAVOVIKA COAVAPLOL.

Awveipete 25 pl Babpovounti 1 vAKOD eLEyyov i detypatog.

Atoveipete 500 pl PoOuiotcov dwodkvparog Endoong oe kdbe cminvapio,
€KTOG 0O eKEIVOL Y10l TIG GUVOMKEG LETPTGELS.

Enwdote yio 2 dpeg og Beppokpacio dopatiov (18-25°C) og avadevtipa
coinvapiov (300 £mg 700 c.o.A.).

IIpocoyij : unv avappopiceTe Kol uny TAVVETE TA GCWANVAPIA TIPLY AT TH
dravouij Tov Lyvnléry.

Awoveipete 100 pl g onpoouévng pe 1630 250H Brapivng D og ké0e
COANVAPLO, CUUTEPIAOUBOVOUEVOV TOV 1] ETCTPOUEVOV COAVOPI®V YioL
TLG GUVOMKEG LLETPTOELC.

Avakiviote fmia T Ok coAnvapiov pe o xEpL, Yo vo anerevfepmoete
TUYOV TOYIOEVHEVEG PUGOAIDES CLEPL.

Enodote yio 1 dpa og Beppokpacio dopatiov (18-25°C) oe avadevtipa
coinvopiov (300 £mg 700 c.a.A.).

Avappopnote 10 mepleyOpevo ke coinvapiov (ektdg ekeivov Yo Tig
GLVOMKEG peTpnoels). Befawwbeite mog 10 dkpo tov avoppoent @Odver
GTOV TVOUEVEL TOV EMGTPOUEVOL COANVOPIOV YO VO, OTTOLOKPVVEL TANP®G
70 VYpO.

IM\bvete to coinvaplo pe 2 ml dwidpotog [Thvong Epyaciog (extog
EKEIVOV Y10l TIG GUVOMKEG UETPNOELG) KoL OVOPPOPNOTE. ATOQVYETE TO
GYNUATIOUO a@pod KoTd TV Tpocstnkm Tov dtuddpatog ITivong Epyaciac.
Mbvete Eava ta colnvaplo pe 2 ml doddporog [TAvong (extdg ekeivav
Y10, TIG GUVOMKEG PETPNGELS) KOL OVOPPOPT|OTE.

Aopnote T coAnvaplo g 0pBia BEom Yo 300 AemTd KOl AVOPPOPHOTE TNV
TOPALEVOVT T GTAYOVO. VYPOD.

Metpriote To GoANVAPLo. 6€ amaplOunT axTivov ¥ yio 60 devtepolenta.

YIIOAOTIEMOX TQN AIIOTEAEXMATQN

Ymohoyiote T péon Tiun TV SITAGV TPOGSIOPIGUAOV.

Ymoloyiote 1 JeGUEVHEVT PASIEVEPYELD MG TOGOGTO TNG OEGUEVGTG TOV
mpocdopiletal oto onpeio pundevikod Babuovount (0) copemva pe tov
axolovBo Tomo:

Mezpjocic(Babuovountic nddyua)
Mepjocig(Mndeviig fabuovounic)

B/BO(%) = x100

Tapactmote ypagikd t1g Tipés (B/BO (%)) v kdBe onpeio Babpovount
®¢ ovvaptnomn g cvykévipoong g 250H Brrapiving D yio ke onpeio
Bobpovount Kot anoppiyTe TIG ELPOVEIS U1 OTOSEKTEG THEC.

To v xotaokevn ™G KopmOAng Pabpovounong eivor dvvatd va
ypnoonombody  emiong péBodor pe ™  Ponber  mMAekTpovikoy
vroloyiot). Edv ypnowonoteiton avtdpat enelepyasio anoterespudtmv,
GUVIGTATOL TPOGAPLOYN KOUTOANG AOYIOTIKNG CLVAPTNONG 4 TOPAUETPOV.
Me mapepforn Tov Tndv tov detypdtov (B/BO (%)), mpocdiopiote Tig
OLYKEVTPOGELS TG cuvolikng 250H Prrapiving D tov derypdtov and v
KOUTOAT, avOpopas.

T k4B mpoodlopiopd, TPmel va EAEYXETAL TO TOGOGTO TOV GUVOAKOD
yvnO€Tn mov decpevetan v ™ amovsio pn onpacuévng 250H Prapivng
D (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

Ta okoérovba dedopéva mpoopilovtar poévo og eme&nynon Ko dev TPEmeL Vo
APNOLOTOOVVTOL TOTE VT TNG KAUTVANG Bofrovounong Tpoypatikod xpovou.

XIII. AIIOAOZXH KAI IIEPIOPIXMOI

A. ‘Opro aviyvevong
To LOB (Agvkd Opto) vmohoyictnke e T HETPNOT TOL AEVKOD OPKETEG
@opés kat avtiotoyyel ot péon + 1.65 Tumiky amdKAoN TG KOTAVOUNG
avtev Tov Twdv. H LOB vroAoyiletat og 0,8 ng / ml.
To LOD (6pto aviyvevong) vmoroyiotke @g 1 tomiky omdkiion LOB +
1.65 evog delypotog yapnAnig cvykévipoong mov dokiudotnke oe 10
Swapopetikég dokipaoies. H LOD vroroyiletot ota 1,9 ng / ml.
To 6pio mocotikomoinong (LOQ) vrohoyictnie e ) dokyn 5 detypdtmv
xopmiav  tpuov 10 @opés. To Op0  TMOGOTIKOD  TPOGIOPIGHOV
vroAoyioTnKe otal 2,6 ng / ml.
B. Ewwomra
To m0G0GTd dlacTavpPovpEVNG avTidpaons kabopictnke péow eEétoong
opdv pe epfoliacud Ko opic eufoliacpud OVCLOV SLUGTAVPOVUEVNG
avtidopaong. Ta anoteréopata cuvoyilovial GTOV TOPUKAT® TIVOKOL:
"Evoon Awetovpodpsvy avridpastikotnto (%)

250H- Brropivn D3 100

250H- Prrapivny D2 85

1,25(0OH)2- Brropivn.Ds 4,1

1,25(0H),- Breapivn.Dy 0,2

Brrapivy D3 ND

Brrapivy D2 0,1

3-emt-25 vépo&uPrrapivny D3 0,4

24,25(0OH)2- Brrapivn.Ds 23

25,26(0H)2-Brrapivn D3 26,5

ND : Aev aviyvedetot

H oamddoon tov mpocdopiopod dev  emmpedletor amd  aipdivon
(eMéyybnxav 5 g/L ayooearpivng) kot and yorepvOpvorpio (eAEyyOnkav
1 g/L yokepuBpivng). To cdlevypa yorepvbpivng (eréyynke 1g/L), ta
TpryAvkepiotn (eléyyOnke 2 g/L) kot to ackopPikd o&H (Prrapivn C) (1
g/L) dev mapepPdrlovtol o€ VTOV TOV TPOGIIOPIGUO.

I. Axpipero
T'TA TON IAIO [TPOXAIOPIZMO METAEY AIA®OPETIKQN
TTPOZAIOPIZEMON
Asgiypo. | N <X>=T.A. XA Agiypa | N <X>=T.A. XA,
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 23,1+ 1,1 47 A 12| 21,0+14 6,7
B 20 37,1+ 1,7 4,7 B 12 36,6 £2,1 58

250H Vitamin D total cpm B/Bo (%)
XUVOMKN pEtpnon 67320
BaOpovountig 0,0 ng/ml 20520 100,0
5,8 ng/ml 16288 79,4
13 ng/ml 10274 50,0
35 ng/ml 6398 31,2
50 ng/ml 3926 19,1
100 ng/ml 1190 5.8

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

T.A.: Tomun andxkiion, X.A.: ZuvtedeoTg SLoKOHAVOTG

A.

OpBétTa

EZETAXH ANAKTHXZHZ

Ipoctedeica 250H-Vit.D; (ng/ml) Avaxtnon (%)

254 82
14,3 81
7.8 104

Tpootedeica 25SOH-Vit.D: (ng/ml) Avaxtnon (%)

13,8 92
9,0 85
42 81




EZETAXH APAIQXHX

Apaioon OzopnTiki MetpnOsioa
deiypatog ovykévipoon (ng/ml) ovykévipoon (ng/ml)

1/1 95,1 95,1

12 47,6 43,1

1/4 23,8 243

1/1 61,8 61,8

12 30,9 31,7

1/4 15,4 14,0

1/1 76,8 76,8

12 38,4 37,9

1/4 19,2 17,9

E. Meoodwdotnpo petald T dwovopng teievtaiov Padpovounty ko
deiyparog

Onmg QaiveTal 6T GLVEXELD, TO OOTEAEGUOTO TOV TPOGOLOPIGUOD TOPAUUEVOLY
opOd axopa kot otav dravépetar Eva detypa 20 kot 30 Aemtd petd v mpocbnkn
70V BobpovounTy 610 ETGTPOUEVE COANVAPLA.

MEZOAIAXTHMA
0 Aentd (ng/ml) 20 hemtd 30 hemtd
(ng/ml) (ng/ml)
Acrg 1 122 8,9 9,7
Agiy“a ) 27,9 31,6 28,6
T 442 45,6 453
Asglypo 3

X1V. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

Eav to amoteréopata mov Aapfdvovtar yio tov opd eléyyov 1 /Kol Tov opd
eréyyov 2 de Ppiokovtor evidg Tov mediov THOV Tov kabopiletor otV eTIKETAL
oV PLAdiov, Ta amoteléopata dev givat duvatd va ypnoioromBovy, KTog GV
£yet d00el tkavomomTikr| &iyNon Yo TV AGVUPMVIa.

Edav givar embopntd, kdbe epyootiplo pmopei va dnpovpynoet to dikd tov
petypato derypdtov  eléyyov (pools), to omoion mpémel vo  SaTnpovvTaL
KOTEYUYHEVE GE KAAOHOTO/SO0ELS oG xprions. Mnv KotaydyeTe Kot amoyvyeTe
TAV® amd [ popa.

Ta kpumplo amodoyng yo ™ Spopd HETAED TOV SIMAGV OTOTEAECUATOV TOV
detypdtov Ba tpénet va Bacilovtar oe 0pOEG EPYAOTNPLOKES TPUKTIKES.

XV. ANAMENOMENEZX TIMEX

H dwrpoen, m AN, M emoyn Kor n niwio eivor yvootd 6tL emnpedlovy Ta
@uoloroyiKd emineda g 250H.Vit.D3.

Kdabe epyaompro Ba mpémel va kobiepdvel 10 dikd Tov €0pog pe Paon tov
€KAGTOTE TOTIKO TANOVGUO.

Xmv zmpoéceatn Piproypapio mpoteivovior T mopakdte €0pn Yo TV
ta&wounon g Katdotaong g 25 OH Prrapiving D: "Eikewyn: <10 ng/mL,
Avendpkewo: 10-29 ng/mL, Endprea: 30 £og 100 ng/mL, Avynticr to&ikdnTas
>100 ng/mL.

XVI. ITPODPYAAZEILX KAI ITPOEIAOIIOIHXELY

Aocgpdigio

Movo Yo StayveoTikn xpnon in vitro.

To kit avtéd mepiéyet 1o 12 1 (Xpdvog nuilong: 60 nuépec), wa padievepyr| ovcio
1 omoia ekméumet oviCovoa axtvoforio X (28 keV) kary (35.5 keV).

Avtd 10 padievepyd mpoidv eivar duvatd vo petaeepbel kot vo xpnoiomondet
povo amd egovolodotnuéva dropo. H ayopd, evlaén, ypron kot avtodlayn
POSIEVEPYDV TPOTOVI®MV VLIOKEWTOL OTN VOHoBesion TG YMPOG TOL TEAKOV
¥PNoTN. Xe Kopio TepinTeon dev TPEMEL VoL YopnyeitaL To TPpoidv oe avOpdIovg
1M {da.

‘Ohog 0 yepopds Tov podievepyod VAIKOD Bo mpémet vo  ekteleitor o€
KoBopIopévo ydPo, HOKPL omd XHPOLS TAKTIKNG OEAELONG. XTO €PYOGTIPLO
mpEmEL va, Sratnpeitor NHePOAOYLO Yo TNV TapoAafn) kot T GVAUEN padievepydv
viwov.  Efomhoupdg xor yvditvo okevm Ttov epyootnpiov, to omoio Oa

Umopovoay va. LoALVOOUV pe padievepyés ovoies, Oa mpémel va puAdccovTal G
EexmploTd PO Yo TNV TPOANYT ETUOAVVGTG TOV S10QOPp®V PudIoIcOTOTMY.
Toyov doppoig padievepymv vypdv mpénet va kabopilovtal apécmg cOUPOVOL He
115 Srdkacieg aopdretas amd padevépyeta. Ta padievepyd amdfinto mpénet va
AmOPPITTOVTOL GOUPMOVO. LE TOVG TOTIKOVG KOVOVIGHOVG Kol TIG KOTELOLVTIPLEG
odnyieg tov apydv mov £xovv dikawodocic oto gpyactipo. H tpnon tov
Booctkdv Kavovev ac@drelog amd padEVEPYELN TAPEYEL EXOPKT TPOGTAGLOL.

Ta ovotatikd avOpdTVOL aipatog mov TEPLAUPAVOVIOL GTO KIT 0WTd £YOVV
eleyyBel pe pebddovg eykekpyéveg oty Evponn f/xor and tov FDA kot €xet
Swamiotefel 0T givar apvnTikd @g mpog v mapovsic HBsAg, avti-HCV, avti-
HIV-1 xon 2. Kopio yvoot) pébodog dev eivar duvatd va moapéyst mAnpn
Soo@aiion OTL TaPAY®YO. TOV avOpOTIVOL aiptoTog dg Ba peTad®oovy Nratitda,
AIDS 1| d\eg Aopmées. Emopévmg, o xEpopog avidpactnpiov, derypotov
0pov N TAGoHaToG Bo TPEMEL VaL YIVETOL COUPOVOL LE TIG TOTIKESG SladIKacies mept
AGQALELOG.

‘Ol o {owd TpoidvTa kot mapdymyo £xovv cuilexfei omd vy Cda. To Posia
GLGTOTIKA TTPOEPYOVTOL Al Ydpeg Omov dev €xel avapepBei BSE. Tap' OA' avtd,
GLOTOTIKA OV TePLEYoLV (mkéc ovoieg Bao mpémel va avtipetomilovior ®g
SUVNTIKOG LOAVGULOTUCEL.

AToQelyeTe  OMOONMOTE  €MOPT}  TOVL  OEPUOTOS  HE  OVTIOPACTHPLOL
(xpmoomoteiton alido Tov vorpiov ®g cvuvinpntikd). To alido oto kit avTd
evdgyeTon va avTdpaoet pe poAvPoo Kot xodkd TV VIPAVAMK®OY COANVAOGEDV Kol
Vo oYNUOTIoEL e TOV TPOTO avTO Wiaitepa ekpnkTikd alidta petddiov. Katd
SLapKELD TOL PNUOTOG TAVGNG, EKTAVVETE TIV OTTOYETEVCT| HE UEYOAT TOCOTNTA
vePOD, Y10 TV TPOANYN TVYOV GLGEOPEVONG alIBiov.

Mnv kanvilete, unv TvVETE, PNV TPOTE KOL U1 YPNOYOTOLEITE KOAAVLVTIIKG GTO
1Opo epyaciog. Mnv Savépete pe TMETO YPNGYLOTOLOVIOG TO OTOUO GOGC.
XpNoOTOLEITE TPOGTATEVTIKO POVYIGUO KOt OVOADGIL YEVTIOL.

T mepiocdtepeg mAnpogopics, avatpééte 6to DVALO dedopévav aoPaieiog
vAucov (MSDS).
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XVII IIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

XYNOAIKEZ BAGMONOM AEII'MA
METPHXEIX HTEXZ (TA) YAIKA
EAErXoy
ul ul ul
EIIQAYH
(o€ EMOTP. COANVAPLYL)
BaOpovountég - 25 -
Agiyp. / vk eréyyov - - 25
Pofp. dtihvpo endaong - 500 500
Endoon 2 dpeg og OA (18-25°C) oe avadevtipa (300 £émg 700
c.0.A.)
Mnv avappogijoete Ta cwlnvipia!
IvymOétng 100 100 100
Endoon 1 dpa oe OA (18-25°C) oe avadevtipa (300 £mg 700
G.0LA.)
Aoy mpiopog - Avoppopnote
Awiiopa Epy. ITvong 2 ml
Aoy mpiopog Avoppopnote
Awiiopa Epy. ITvong B 2 ml
Avoppopnote
Métpnon Metprote o coAnvapta v 60 devtepdiento

H vanpeoia opyaveov g DIAsource emBefordver 6tL T0 Kt €ivar £ykvpo yia
xpnon oty mhateéppa Stratec Riamat 300. Edav ypewdleote emmiiov
mAnpogopics, emkovoviote pe to IVDInstrumentation@diasource.be
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DIAsource 250H-VIT D Total-RIA-CT

(A2l =57]7]]

.. HEHa
k= g = W
T [ B89 | 2RHSIUASEEANNY
2 L DIAsource 250H-VITD total-RIA-CT
3| B7ts | M40l 15-260 =
Athol &% L 250H VIT D22t 250H VIT D3
o |wesm | BT
oo TJo
5 | mHLY | 96 HIAEF|E
6 | MEyy | 2.8C, HXY2EH 70Y
7| A8IB | 2-8C, HEYZEE 70Y
ek
HX Vitamin D Binding Protein (DBP)0lA{ 250H VITD32} 250H VITD2E
23|87| o BEERUM MO R, AN(HE)E HYAZ AT} S|
AYE AlFHo|M H200M 2A|ZHS O HY YT JE* = MIA EHA glo]
Alget ofzfel LhEof nEAIZI DFE ol £0| M| S0l tis =&
ANU BEESY, Y| 8H o 2HE 9 250H VITD32t 250H VITD22|
der2 I8l 1?5 EX| 250H Vitamin DE F7totCt A0 A 1A[ZHS] Hi
=, BY BB Agsto] ZBSS SRAUCL 13 3 AlEBL 28
M&3t CounterOf| A 7|2==ICt,
. M3ElE= Ao
Hs A ) Color Code P S|
1 | Coated tubes 2X48 Pink =Nl AR THs
Tracer 1 vial, Tracer Buffer 10.5ml
2 | 1| Jabeled EAAR Red X7} '
250H-Vit D 168 kBq =
] 1 vial, -
3 | Calibrator 0 =R Yellow Z5+ 0.5m H7t
o= 1L
i 5 vials,
g | Galprators SHAR Yelow | Z&% 05m H7
Specimen 1 vial, =
5 | Bioant SAAE Black =22 1ml 7}
Wash Solution ) ZF+E 70t 3AM
8 : 1 vial, 10ml B
Concentration via m rown (RHmEE7| AFR)
2 vials,
9 | Control 1 &I =X Silver Z&= 0.5ml ¥t
o= 1L
6 | Tracer Buffer 1 vial, Red SA AR Tt
11.5ml - © <
Incubation - = o Jle
5 Buffer 1 vial, 55ml Green =N AFE 7ts

Note: (ZIA{2] EHF &) 7} £2 gto] #=&8Y 2of +
Bj4ofs B2 YHE AE.

Iv. EEEX

1. A =H|

(1) EEE Ar87153t0 2-8°cO| 2RBHC

(2) £F0| 24A12t O|Ljof O|ROIX|X] G=CtRH HHME -20°cH dEF
Xgelof oot
(3) 4/ HES metrf
2. Aot =H|

(1) EZ8%: 0.5mie] R4S H7Hst0] MRt
(2) B=wal 8% 05miel SRS HIksto] HRABICE
(3) E20lM: E3{01M 2N 10.5mIE HIHSHOf KB
() A BN amiol TS HIHOl R

(5) & B =T ol BME

MHEHS ZH|5H7| 23 MA -8 Cf

=2 oO—l =
SR &= 69 W 12 (70H) 24) oict. @ A=SH| s AHuET|E
o|gett. MG MH N2 AHE = T 7|BtCt.

3. AA 7?|' §f ZH| : Gamma Pro)
Note 1: HSFAF Y2 AFE & A:2(18-25° C) 22 JfX/2fof BIL}
Note 2: EE//"//‘?’F_- 2Fop) HofE AgEES E2/of7 Lt ME X 2L
(1) & calibrator, control, 12|10 HHE 2ot ZEE FEE 2744 FH|5HY

2t S EASITE Total count= 2712 Bh A|H S FH| ST

(2) Calibrator, control, % ZHX| 25ul =H|SI0] 2t AlgTHo]| 2FSHC}.

2 g It ZHef

(3) Total countE X QI$t Z Al& 2ol HYF2t=H 500u1E KHE|CHE ®Itetot

(4) A 2(18-25°C)0| 300-700 RPMO| MM =l shakerZ 2A|ZF SO HFSA|ZICH

(5) 2t80| B = total counts ETeH ZE AIFH 0| 100ull] EZO|ME
2Fsict

(6) AlHT BS £oz REYA 280 2E 7|ZE HARCL

(7) &2(18-25°C)0l 300-700 RPMOf| HHEl tube shaker® 1A|ZF &¢t
gRSAIZICH
(8) Total countE M 2I$t ZE AlHEo| HHE St HAHBC
EY7Io] & £20| HtEO| FHotM ZE AMIL MA E 5 JA=F siCh
(9) Total countE A QI$t ZE AlHEE 2mIQ| MABUC R MAET T WK E
SYsto] M sict MM NS Hote Mf AZO0| WI|X| $=& xietct
(10) (9)H S CHA| BhESC}
(M) AN = of 282 S A|PEs ZHEZ MY 52 = 2 HHE 25

S0 MO}
S0 Gamma Counter2 cpme ZHoICt

B/BO (%)= Counts (Calibrator =& ZA&) 10

Counts (Zero Calibrator)
® Zt calibrator po

g2 mAITHC Ol X|= M QB
@ AHE22 Aitg H 2 4-Parameter Logistic Function 54X 8t (curve
fitting)= &St
® & ZH| 2l 250H Vitamin D =& EUHHOZE BEQMO|A AESICt
® Z+ HAt OCH BO/ T (%)E =HlsloF shot,
(2) X%

H Vitamin D 5&=2|

2%5:10- 29 ng/ml

ZE:30- 100 ng/ml

£X47t5:>100 ng/ml
5. EZE HolH

Che MEs OAlY &, AN EESHES OIS AF8SiAM = o &L

250H-Vitamin D Total cpm B/Bo (%)
Total count 67320
Calibrator 0.0 ng/ml 20520 100.0
5.8 ng/ml 16288 79.4
13 ng/ml 10274 50.0
35 ng/ml 6398 31.2
50 ng/ml 3926 19.1
100 ng/ml 1190 5.8

Note: 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml

V. 2 E MERE
1. BHA

Mz ZXHBE|BEXEMEMHS POCQOT75)0| [t AlEsta
SOIYA (RA = FTPK004)0f 7| otn =tolstct.

(1) EMHZ ITPKKIP19710] 7| E 2 F8E0| LX|st=X| 2olstct
(2) HE T#HEY| 10t 7|EQH| TFHEO| YX|St=X| &l

(3) T2 7|EQ REI|tE =

4) TEEQ| AU E =2l

)
)

)

5) FHEC THYEIS HAUBY, BN 5)
) =
)

)

— o~

(6) ME7H &A AR Qal(kr%*a%'ﬁ, S2EMFE S)
(7) 2h20| 2tHo| F&s| A0 U= 2ol
(8) WA & EHEXtE =IYA(FTPK004)0| 7| dstn Mot

VI. AL&A| FoAtg

1. HQITICHE O 20t ArE5}0{of BtO, M| QXICHE
S STt

2. & ME0f ZehE gAESelE

olel EYoILt AL £

Al BEt& M-S Eo10{0F Shot.
gy wat A2

oo Tl X o o y = =
HERT NYE BAGM MBI
(2) BASSOIUAS HTY U HHO YP2 T 2TV WSS oA
YELL (O, 84 43, 59, 3% 5)
(3) HAHSSIUAS Y AGS 2T ohs F2, YO TojHg

128 Gols TY X MYES Moo, HA}
C
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Pi‘ed pouZzitim si pFectéte cely protokol.

Celkovy 250H Vitamin D-RIA-CT

L  STANOVENE POUZITI

Radioimunologicky test pro kvantitativni méfeni in vitro 25-hydroxyvitaminu D3 a D2 (25-OH-D3 a
25-OH-D2 ) v séru.

II. VSEOBECNE INFORMACE
A. Registrovany nazev: Sada DIAsource Celkovy 250H Vitamin D -RIA-CT

B. Katalogové ¢islo: KIP 1971: 96 testi
KIP 1974: 4 x 96 testl

C. Vyrabi: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet 2, 1348 Louvain-La-Neuve, Belgie

Kontakt pro technickou pomoc nebo informace o objednavkach:
Tel.: +32 (0) 10 84 99 00 Fax: +32 (0) 10 84 99 90

III. KLINICKE POZADI

Vitamin D je druhovy termin slouzici k ozna€eni vitaminu D3 nebo cholekalciferolu a vitaminu D2 neboli ergokalciferolu
Clovék piirozené produkuje vitamin D3, kdy? je pokozka vystavena ultrafialovému slune¢nimu zateni.

Pfevazné v jatrech se vitamin D3 metabolizuje na 25-hydroxyvitamin D3 (25 OH D3), ktery je hlavni podobou vitaminu D, ktery
v téle obiha.

25 OH D3 je prekurzorem pro dalsi metabolity vitaminu D a ma také sam o sob&é omezenou aktivitu.

Nejaktivnégjsim derivatem je 1,25-hydroxyvitamin D3 produkovany v ledvinach (nebo placenté) 1 o —hydroxylaci 2SOHD3.
250HVitamin D stimuluje vstiebavani vapniku a fosforu ve stfevé a také resorpci a mineralizaci kosti.

250H Vitamin D muze byt také aktivni v jinych tkanich odpovédnych za ptenos vapniku (placenta, ledviny, mlééna zlaza...) a
endokrinni zlazy (pfistitna téliska, beta buiky...).

Vitamin D3 a vitamin D2 jsou také dostupné prostiednictvim potravinovych nebo dietnich doplniki.

Jelikoz se vitamin D2 metabolizuje podobné jako vitamin D3, oba pfispivaji k celkovému statutu vitaminu D kazdého
jednotlivce.

Pravé proto je velice dilezité méfit obé podoby 25 OH vitaminu D stejné kvili spravné diagnostice deficience, nedostatecnosti
nebo intoxikace vitaminu D.

Deficience vitaminu D je dilezity rizikovy faktor pro kiivici, méknuti kosti, stafeckou osteopordzu, rakovinu a vysledky
téhotenstvi.

Meéfeni obou forem 25 OH vitaminu D je také nutné v zajmu stanoveni pii¢iny abnormalni koncentrace vapniku v séru u
pacientt.

Intoxikace vitaminem D prokazatelné zptisobuje poskozeni ledvin a tkané.



1v.  PRINCIPY METODY

V inkubaénim pufru se nejprve inkubuji kalibratory, kontrolni slozky a vzorky
(sérum), a to piimo v potazenych zkumavkach po dobu 2 hodin pfi pokojové
teploté (18-25 °C) na tfepacce, aby se uvolnil 250H vitamin D; a 250H vitamin
D, z proteinu, ktery vaze vitamin D (DBP).

Pro pevné stanovené mnozstvi specifickych monoklonalnich protilatkovych
oblasti imobilizovanych na dolni a vnitini plose plastovych zkumavek se pak do
kazdé zkumavky pfida bez mycich krokl pevné mnozstvi 250H vitaminu D s
oznacenim 'ZI, ktery reaguje s 250H vitaminem D; a 250H vitaminem D, ze
vzorku, kontrolnich nebo kalibra¢nich slozek.

Inkubaci v délce 1 hodiny pii pokojové teploté (18-25°C) na tifepacce se
kompetitivni reakce ukonéi odsavacim krokem. Zkumavky se pak dvakrat omyji a
znovu odsavaji. Kalibracni kiivka se zanese a celkové koncentrace 25 OH
vitaminu D (D3 a D,) ve vzorcich se ur¢i interpolaci davky z kalibra¢ni kiivky.

V.  DODAVANA CINIDLA

Cinidla Sada 96 Sada 4x96 Barevny Rekonstituce
testi testil kod
Zkumavky potazené Mab oy . Pripraveno k
H anti 250H Vit D3 a D2 2x48 8x48 riZava pouziti
A 125 1 lahvicka | 4 lahvicky o
g 168 kBq 168 kBq Pr.lde‘.lte 10,5 ml
) ) Cervend indika¢niho
125J6dem oznageny 250H Vit D Lyot;lllézova Lyoat;lllézov pufru
(aroveit HPLC).
1 lahvicka 1 lahvicka Yo 1
ibra - fiské 5 Lyofilizova | Lyofilizov zluta Prlfie]te 0,5m
Kall!:)rat(?r 0: v konském séru a y 1 1 destilované vody
fosfatovém pufru s ne anc
gentamycinem.
5 lahvicek 5 lahvicek Pridejte 0,5 ml
Kalibratory 1-5 v koriském séru Lyofilizova | Lyofilizov zluta
L. " né ané destilované vody
(viz pFesna hodnota na Stitku
lahvi¢ky)
| DIL | SPE | Vlahvicka | 2 lahvieky | Pidejte 1 ml
Lyofilizova | Lyofilizov destil & vod
Zied’'ovaci vzorek v konském né ané cestifovane vody
séru
Red'te 70 x s
- . destilovanou
‘ WASH ‘ SOLN I CONC I 1 lahvicka 4 lahvicky hnéda vodou (pouzite
10ml 10ml magnetickou
Myci roztok (TRIS-HCI) michadku)
| CONTROL | N |
2 lahvicky | 2 lahvicky .
Kontroly - N =2 Lyofilizova | Lyofilizov stiibrna dP“f]Iejte 0,’5 131
v lidské plazmé s proclinem né ané estilovane vody
(viz piesna hodnota na Stitku
lahvi¢ky)
| TRACER | BUF |
| lahvicka | 4lahvicky | Cervens | Pripravenok
Indikaéni pufr s caseinem, 11,5ml 11,5ml pouziti
gentamycinem a  Cervenym
barvivem
| INC | BUF | Piipraveno k
1 lahvicka 2 lahvicky zelena
Inkubacni pufr s caseinem a 35 ml 110 ml pouziti
proclinem.

Poznamka: Zied'ovaci vzorek pouzijte pro fedéni vzorkt s hodnotou nad hodnotu
nejvyssiho kalibratoru pfed krokem pfedbézného oSetfeni.
K dispozici neni zadny mezinarodni referenéni material.

VI. MATERIAL, KTERY NENI SOUCASTI BALENI

Nasledujici material je nezbytny, ale neni soucasti sady:

1.  Destilovana voda

2. Pipety pro ptenos: 25 pl, 100 pl, 500 pl a 1 ml (doporucuje se pouziti
ptesnych pipet s jednorazovymi plastovymi hroty)

PN bW

VIL

°© oFr

=

VIIL

Virovy mixér

Magnetickd michacka

Trepacka zkumavek (300 az 700 ot/min)

5 ml automaticka injekéni stéikacka (typ Cornwall) pro promyti

Systém odsavani

Pouzit Ize jakykoli ¢itad gama schopny méfit '*°I (minimalni vynos 70 %).

PRIPRAVA CINIDLA

Kalibratory: Rekonstituujte kalibratory s 0,5 ml destilované vody.
Kontroly: Rekonstituujte kontrolu s 0,5 ml destilované vody.

Indikator: Rekonstituujte lyofilizovany indikator s 10,5 ml indika¢niho
pufru.

Zied’ovaci vzorek: Rekonstituujte
destilované vody.

Pracovni promyvaci roztok: Pfipravte si vhodny objem pracovniho
promyvaciho roztoku tim, ze pfidate 69 dili destilované vody k 1 dilu
promyvaciho roztoku (70x). K promichani pouzijte magnetickou
michacku. Na konci dne nevyuzity pracovni promyvaci roztok zlikvidujte.

lyofilizované¢ fedidlo s 1 ml

SKLADOVANI A DATA EXSPIRACE CINIDEL

Pted otevienim nebo rekonstituci jsou vSechny slozky sady stabilni do data
exspirace uvedeného na Stitku, a to pfi skladovani pti teploté 2 az 8 °C.

Po rekonstituci jsou kalibratory a kontroly stabilni po dobu jednoho tydne
pii teploté 2 az 8 °C. Pii delsim uskladnéni je tfeba vytvofit alikvotni
mnozstvi a skladovat pfi —20°C po dobu maximalné¢ 3 mésicu.
Neprovadéjte nasledné cykly mrazeni-rozmrazeni.

Cerstvé piipraveny pracovni promyvaci roztok by se mél spotiebovat
tentyz den.

Po prvnim pouziti je indikator stabilni, pokud se uschova v originalni
dobfe uzaviené lahvicce pifi teploté maximalné 4 °C po dobu jednoho
tydne nebo pii teploté -20 °C (s jednim rozmrazenim) do data exspirace
indikatoru.

Zmény fyzického vzhledu reakénich cinidel v sadé mohou svédcit o
nestabilité nebo zhorSeni kvality.

SBER A PRIPRAVA VZORKU

Tato sada je vhodna pro vzorky séra.

Vzorky séra je nutno skladovat pti 2-8 °C.

Pokud test neprobéhne do 24 hodin, doporucuje se skladovat vzorky pfi
teploté -20 °C.

Neprovadéjte nasledné cykly mrazeni-rozmrazeni.

POSTUP

Poznamky k manipulaci
Sadu nebo jeji soucastky nepouzivejte po datu exspirace.
Nesmésujte materialy z jinych Sarzi sady.
Pfed pouzitim uved'te vSechna reakéni ¢inidla na pokojovou teplotu (18-
25 °C).
Vsechna reakéni ¢inidla a vzorky dukladné promichejte Setrnym natfasanim
nebo krouzenim.
Pouzijte Cisty jednordzovy hrot pipety pro pfidani kazdého odlisného
reakéniho ¢inidla a vzorku, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci. Vysoce
pfesné pipety nebo automatické pipetovaci zatizeni pfesnost vyrazné zlepsi.
Pripravte si kalibracni kiivku pro kazdy krok, nepouzivejte data z

ptedchozich kroki.

Kazdou zkumavku lze pouzit pouze jednou.

Postup

Inkubacni pufr musi mit pokojovou teplotu (18-25°C), neZ zahdjite
inkubaci.

Potazené zkumavky oznacte s duplikdtem pro kazdy kalibrator, kontrolu i
vzorek. Pro urceni celkového poctu naznacte 2 normalni zkumavky.
Nadavkujte 25 pl kalibratoru nebo kontroly nebo vzorku.

Nadavkujte 500 pl inkubaéniho pufru do kazdé zkumavky vyjma téch pro
celkové pocty.

Inkubujte po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté (18-25 °C) na tfepacce
zkumavek (300 az 700 ot/min).

Davejte pozor: tkumavky pied naddvkovanim indikdtoru neodsdivejte a
nepromyvejte.

Nadavkujte 100 pl 250H vitaminu D s oznagenim '®jodu do kazdé
zkumavky vcetné nepotazenych zkumavek pro celkové pocty.

Stojan na zkumavky rukou mimé protfepejte, aby se uvolnily pfipadné
vzduchové bubliny.



Inkubujte po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté (18-25 °C) na tiepacce

x100

Zjevné

7.
zkumavek (300 az 700 ot/min).

8. Vysajte obsah kazdé zkumavky (vyjma téch pro celkové pocty). Davejte
pozor, aby hrot odsavacky dosahl na dno potazené zkumavky, abyste ziskali
veskerou kapalinu.

9.  Promyjte zkumavky 2 ml pracovniho promyvaciho roztoku (vyjma téch pro
celkové pocty) a vysajte. Béhem piidavani pracovniho promyvaciho roztoku
zabraiite napénéni.

10. Promyjte zkumavky znovu pomoci 2 ml promyvaciho roztoku (vyjma téch
pro celkové pocty) a vysajte.

11. Nechte zkumavky stat svisle po dobu dvou minut a odsajte zbyvajici kapku
kapaliny.

12.  Na dobu 60 sekund umistéte zkumavky do ¢ita¢e gama.

XI.  VYPOCET VYSLEDKU

1. Vypoditejte stfedni hodnotu ovéfovacich zkousek.

2. Vypocitejte vazanou radioaktivitu jako procento vazani ur¢eného v nulovém
bodé¢ kalibratoru (0) podle nasledujiciho vzorce:

B/BO (%)= Counts (Calibrator (?r sample)
Counts (Zero Calibrator)

3. Zaneste hodnoty (B/B0(%)) kazdého kalibra¢niho bodu jako funkci
koncentrace 250H vitaminu D kazdého kalibracniho bodu.
extrémni hodnoty odmitnéte.

4.  Zpusoby s pomoci pocitace l1ze také pouzit k vytvofeni kalibracni kiivky.
Pokud pouzijete automatické zpracovani vysledku, doporucuje se logisticka
funkéni kiivka se 4 parametry.

5. Interpolaci hodnot vzorku (B/B0O (%)) urcete celkové koncentrace 250H
vitaminu D ve vzorcich z kalibra¢ni kiivky.

6.

U kazdé zkousky je nutno zkontrolovat celkovy indikator vazany v
nepfitomnosti neoznaceného 25 OH vitaminu D (BO/T).

XII. BEZNA DATA

Nasledujici data jsou pouze pro ilustraci a nikdy by se neméla pouzivat namisto

ND: Nedetekovatelné

Vykonnost testu neni ovlivnhéna hemolyzou (5 g/l testovaného
hemoglobinu) a bilirubinémii (1 g/l testovaného bilirubinu). Konjugat
bilirubinu (1 g/l testovany) triglyceridy (2 g/l testované) a kyselina
askorbova (vitamin C) (1 g/1) nenaruSuji funkci tohoto testu.C.

Presnost
V RAMCI ZKOUSKY MIMO RAMEC ZKOUSKY
Vzorek N <X>+SD C.V. Vzorek | N <X>+SD C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 23,1+1,1 4,7 A 12 21,0+ 1,4 6,7
B 20| 37,1+17 4,7 B 12 36,6 2,1 5.8

SD: Standardni odchylka; CV: Varia¢ni koeficient

kalibracni kfivky v realném Case.

250H vitamin D celkem cpm B/Bo (%)

Celkovy pocet 67320

Kalibrator 0,0 ng/ml 20520 100,0

5,8 ng/ml 16288 79,4

13 ng/ml 10274 50,0

35 ng/ml 6398 31,2

50 ng/ml 3926 19,1

100 ng/ml 1190 5.8

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

XIII. UCINNOST A OMEZENI

A.

Limit detekce

LOB (mez slepého pokusu) se vypocital nékolikerym méfenim slepého
pokusu a pak se vypocital jako stfedni hodnota + 1,65 standardni odchylka
distribuce téchto hodnot.

LOB byl vypocitan na 0,8 ng/ml.

LOD (mez detekce) byla vypocitana jako LOB + 1,65 standardni odchylka
vzorku s nizkou koncentraci v 10 riznych pokusech.

LOD byl vypocitan na 1,9 ng/ml.

LOQ (mez stanovitelnosti) se vypocitala otestovanim 5 vzorku s nizkymi
hodnotami, a to desetkrat. LOQ byl vypocitan na 2,6 ng/ml.

Specificita
Procento kiizové reakce se urCilo otestovanim séra s obohacenymi a

neobohacenymi kfizovymi reaktanty. Vysledky shrnuje nasledujici
tabulka:
Slouc¢enina K¥iZova reaktivita (%)

250H-vitamin D3 100,0
250H-vitamin D> 85,0
1,25(OH)z-vitamin.D3 4,1
1,25(OH),-vitamin. D2 0,2
Vitamin D3 ND
Vitamin D2 0,1
3-epi-25 hydroxy vitamin D3 0,4
24,25(OH),-vitamin.Dj3 23,0
25,26(0OH)2-vitamin D3 26,5

D. Presnost
TEST OBNOVY
P#idano 250H-Vit.D3; Obnova
(ng/ml) (%)
25,4 82
14,3 81
7,8 104
Pi#idano 250H-Vit.D: Obnova
(ng/ml) (%)
13,8 92
9,0 85
42 81
TEST REDENI
Redéni vzorku | Teoreticka koncent. Mérena koncent.
(ng/ml) (ng/ml)
1/1 95,1 95,1
12 47,6 43,1
1/4 23,8 24,3
1/1 61,8 61,8
12 30,9 31,7
1/4 15,4 14,0
1/1 76,8 76,8
12 38,4 37,9
1/4 19,2 17,9
E. Casovy odstup mezi nadavkovanim posledniho kalibritoru a vzorku

Jak je uvedeno nize, vysledky zkousky zlstavaji presné, i kdyz se vzorek
davkuje 20 a 30 minut po pfidani kalibratoru do potazenych zkumavek.

CASOVY ODSTUP
0 minut 20 minut 30 minut
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Vzorek 1 12,2 8,9 9,7
Vzorek 2 27,9 31,6 28,6
Vzorek 3 44,2 45,6 45,3




XIV. INTERNI KONTROLA KVALITY

Pokud vysledky ziskané pro kontrolu 1 a/nebo kontrolu 2 nejsou v rozpéti
stanoveném na S§titku lahvicky, vysledky nelze pouzit, pokud neni uvedeno
uspokojivé vysvétleni odlisnosti.

Pokud je to zadouci, kazda laboratof mize vytvofit vlastni sady kontrolnich
vzorkd, které by mély byt uchovavany mrazené v pomérném mnozstvi. Proces
zmrazeni-rozmrazeni neprovadéjte vice nez dvakrat.

Kritéria piijatelnosti pro rozdil mezi vysledky vzorkd duplo by méla vychazet z
dobrych laboratornich postupt.

XV. OCEKAVANE HODNOTY

Dietni pfijem, rasa, roéni obdobi a vék maji vliv na normalni hladiny
250H.Vit.D3.
Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni rozsah podle své mistni populace.

Z nedavné literatury vyplynuly nasledujici rozsahy pro klasifikaci statutu 25 OH
vitaminu D: Deficience: <10 ng/mL; Nedostate¢nost: 10-29 ng/mL; Dostate¢nost:
30-100 ng/mL; Mozna toxicita: >100 ng/mL.

XVI. BEZPECNOSTNI OPATRENI A VAROVANI

Bezpecnost

Pouze pro diagnostiku in vitro.

Tato sada obsahuje '*I (polo¢as: 60 dni) vysilajici ioniza¢ni zafeni X (28 keV) a'y
(35.5 keV).

Tento radioaktivni produkt lze piedat pouze opravnénym osobam, které jej
mohou jako jediné pouzivat; nakup, skladovéni, pouzivani a vyména
radioaktivnich produktt se fidi zadkony v zemi kone¢ného uzivatele. Produkt
nesmi byt v zadném ptipadé podavan lidem nebo zvitatim.

Veskera manipulace s radioaktivnimi produkty by méla byt vykonavana ve
vyhrazené oblasti mimo bézny provoz. Laboratof musi vést protokol o piijmu a
skladovani radioaktivnich materialti. Laboratori zafizeni a sklenéné pomucky,
které by mohly byt kontaminované radioaktivnimi latkami, je nutno segregovat,
aby se zabranilo zkiizené kontaminaci riznymi radio-izotopy.

Jakykoli unik radioaktivnich latek musi byt okamzité uklizen v souladu s
bezpe€nostnimi postupy pro radiaci. Veskery radioaktivni odpad je nutno
zlikvidovat v souladu s nasledujicimi mistnimi pfedpisy a pokyny organt
vykonavajicich dohled nad laboratofemi. Dodrzovanim zakladnich pravidel pro
radiaéni bezpecnost zajistite dostate¢nou ochranu.

Slozky lidské krve obsazené v této sadé prosly testovanim podle schvalenych
evropskych a/nebo FDA schvalenych postupti a byly negativni na vyskyt HbsAg,
anti-HCV, anti-HIV-1 a 2. Zidnd znima metoda nezajisti Uplnou jistotu, Ze
derivaty lidské krve nemohou pfenaset hepatitidu, AIDS nebo jiné druhy nakazy.
Manipulace s reakénimi ¢inidly, séry nebo vzorky plazmy by tudiz méla probihat
v souladu s mistnimi bezpe¢nostnimi postupy.

Veskeré zivocisné produkty a derivaty byly odebrany od zdravych jedinci.
Slozky pochazejici z hovéziho skotu jsou ze zemi, v nichz nebyl hlaSen vyskyt
BSE. Se slozkami, které obsahuji latky zivo¢isného pivodu, by se vSak mélo
zachazet jako s potencialné infekénimi.

Zabranite jakémukoli kontaktu pokozky s reakénimi cinidly (azid sodny jako
konzervaéni latka). Azid v této sadé mlize reagovat s olovem a médi v potrubi, v
této podobé muze tvoiit vysoce vybusné azidy kovu. Beéhem promyvani
vyplachnéte odpad velkym mnozstvim vody, aby nedoslo k hromadéni azidu.

V pracovni oblasti nejezte, nepijte, nekuite a nepracujte s kosmetickymi
pripravky. Roztoky nepipetujte Gsty. Pouzivejte ochranné odévy a jednorazové
rukavice.

Dalsi informace jsou k dispozici v bezpe¢nostnim listu (BL).
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XVIIL. SHRNUTI PROTOKOLU

KALIBRATORY KONTROLY
CELKOVE VZORKU(U)
POCTY ul ul
ul

INKUBACE
(v potazenych
zkumavkach) - 25 -
Kalibratory - - 25
Vzorky / kontroly R 500 500
Inkubacéni pufr
Inkubace 2 hodiny pii pokojové teploté (18-25 °C) na tiepacce (300

az 700 ot/min).

! Zkumavky neodsadvejte
Indikator 100 100 100

Inkubace 1 hodina pii pokojové teploté (18-25 °C) na tfepacce (300

az 700 ot/min)
Separace - Odsavani
Pracovni
promyvaci roztok 2 ml
Separace R Odsavani
Pracovni 2ml
promyvaci roztok

Odsavani

Pocty Na dobu 60 sekund umistéte zkumavky do ¢itace

Oddéleni nastroji DIAsource potvrzuje, Ze tato sada je platna pro pouZiti na
platformé Stratec Riamat 300. Pokud potiebujete néjaké dalsi informace,
obrat’te se prosim na IVDInstrumentation@diasource.be

Dalsi preklady tohoto navodu k pouziti 1ze stahnout z nasi webové stranky:
https://www.diasource-diagnostics.com/
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