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25-HYDROXYVITAMIN D %] RIA KIT

1. INTENDED USE

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.

This kit is intended for quantitative determination of 25-hydroxyvitamin D (25-OH-D)
and other hydroxylated vitamin D metabolites in human serum or plasma to be used in
the assessment of vitamin D sufficiency. Assay results should be used in conjunction
with other clinical and laboratory data to assist the clinician in making individual patient
management decisions in an adult population.

2. SUMMARY AND EXPLANATION

As calciferol (Vitamin D) enters the circulation, it is metabolized to several forms, the
major of these being 25-hydroxycalciferol (25-OH-D). The first step in the metabolism
of vitamin D, 25 hydroxylation, occurs mainly in the liver.' Only a small amount of
25-OH-D is metabolized in the kidney to other dihydroxyvitamin D metabolites in man.23
Since 25-OH-D is the predominant circulating form of vitamin D in the normal
population, it is considered to be the most reliable index of vitamin D status.*

The two principal forms of 25-OH-D are cholecalciferol (vitamin Ds) and ergocalciferol
(vitamin D3).% Vitamin Ds is derived mainly from actions of ultraviolet light on the skin
while D2 is derived solely from dietary sources. Since these two parent compounds
provide various contributions to the overall vitamin D status of the individual, it is
important that both forms are measured equally.®” A great deal of research has
provided information about the circulating levels of 25-OH-D metabolism and their
physiological significance.

The measurement of 25-OH-D is becoming increasingly important in the management
of patients with various disorders of calcium metabolism associated with rickets,
neonatal hypocalcemia, pregnancy, nutritional and renal osteodystrophy,
hypoparathyroidism, and postmenopausal osteoporosis.®®© NOTE: The performance
characteristics of the DiaSorin 25-OH-D assay have not been established in a pediatric
population.

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The DiaSorin 25-OH-D assay consists of a two-step procedure. The first procedure
involves a rapid extraction of 25-OH-D and other hydroxylated metabolites from serum
or plasma with acetonitrile. Following extraction, the treated sample is then assayed
using an equilibrium RIA procedure. The RIA method is based on an antibody with
specificity to 25-OH-D. The sample, antibody and tracer are incubated for 90 minutes at
20-25°C. Phase separation is accomplished after a 20 minute incubation at 20-25°C
with a second antibody precipitating complex. A NSB/Addition buffer is added after this
incubation prior to centrifugation to aid in reducing non-specific binding.

4. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

25-OH-D Calibrators 6 vials/1 mL
25-OH-D NSB/Addition Buffer 1 bottle/70 mL
25-OH-D Antiserum 1 bottle/105 mL
25-OH-D Tracer 1 vial/6 mL
25-OH-D DAG Precipitating Complex 2 vials/30 mL
25-OH-D Controls 2 vials/1 mL
25-OH-D Acetonitrile 2 vials/15 mL
Number of tests 100




STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. After opening, store each
reagent at 2-8°C until the expiration date on the label. Reagents should not be used
past the expiration date. The expiration date of the kit is reported on the external label
and corresponds to the expiration date of the tracer.

Reagents from different batches must not be mixed.

41 25-OH-D NSB/Addition Buffer: ready to use reagent

Phosphate-gelatin buffer containing 0.1% sodium azide. This component has a dual
function. It will serve both as the NSB buffer and as the Addition buffer.

4.2 25-OH-D; Calibrators: ready to use reagent

Six (25-OH-D3) calibrators at concentrations ranging from 0-100 ng/mL are prediluted
in processed human serum containing 0.1% sodium azide. Handle these reagents with
care (see Warnings and Precautions). The kit calibrators are calibrated using UV
quantitation and have been verified by HPLC analysis. The kit calibrators demonstrate
commutability with patient samples when used with reagents and operating procedure
of this in vitro diagnostic test as recommended.

NOTE: If desired, an “Optional” calibrator (2.5ng/mL) can be created by diluting the kit
calibrator “1” 1:2 in the kit zero calibrator (i.e. 100 uL “1” + 100 uL “0”). This dilution
should be performed prior to extraction and then extracted as per product insert.

4.3 25-OH-D Antiserum: ready to use reagent.
Goat anti-25-OH-D serum is diluted in phosphate-gelatin buffer containing 0.1%
sodium azide.

4.4 25-OH-D; Tracer: ready to use reagent.
An iodinated ['%]] analog of 25-OH-Dsis diluted in an ethanol-phosphate buffer. Handle
this reagent with care (see Warnings and Precautions).

4.5 Donkey Anti-Goat (DAG) Precipitating Complex: ready to user reagent.
Donkey anti-goat serum, normal goat serum, and polyethylene glycol are diluted in a
BSA-borate buffer containing gentamycin sulfate and 0.1% sodium azide. Mix for
5-10 minutes before and during use to ensure that a homogeneous suspension is
achieved.

4.6 25-OH-D Controls: ready to use reagent.

Human serum containing 0.1% sodium azide is spiked with the appropriate amounts of
25-OH-Ds to obtain control concentrations within specified ranges. Mix thoroughly and
treat as an unknown samples. Control 1 represents a low-normal range and Control 2
represents a high-normal range. The range of concentrations of each control is
reported on the certificate of analysis and indicates the limits established by DiaSorin
for control values that can be obtained in reliable assay runs. Handle these reagents
with care (see Warnings and Precautions).

4.7 Acetonitrile: ready to use reagent.
Acetonitrile. Qualified for use with this kit. Handle this reagent with care (see Warnings
and Precautions). This product contains dry natural rubber.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.
Not for internal or external use in humans or animals.
CAUTION: This device is to be received, acquired, possessed, and used only by
physicians, clinical laboratories, hospitals, veterinaries or research facilities. Testing is
to be performed only by properly qualified and trained laboratory personnel.

REAGENTS CONTAINING HUMAN SOURCE MATERIAL
Treat as potentially infectious.

Each serum/plasma donor unit used in the preparation of this product has been tested
by a U.S. FDA approved method and found non-reactive for the presence of HBsAg,
antibody to HCV and antibody to HIV 1/2. While these methods are highly accurate,
they do not guarantee that all infected units will be detected. This product may also
contain other human source material for which there is no approved test. Because no
known test method can offer complete assurance that hepatitis B virus (HBV),



hepatitis C virus (HCV), Human Immunodeficiency Virus (HIV) or other infectious
agents are absent, all products containing human source material should be handled in
accordance with good laboratory practices using appropriate precautions as described
in the U.S. Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health
Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4th., May 1999 or
current edition.

REAGENTS CONTAINING SODIUM AZIDE

CAUTION: Some reagents in this kit contain sodium azide. Sodium azide may react
with lead or copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, flush
with a large volume of water to prevent azide build-up (Council Directive 1999/45/EC).
For further information, refer to “Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove
Azide Salts,” in the Manual Guide-Safety Management No. CDC-22 issued by the
Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA,. U.S. 1976.

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R 20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

R 32 - Contact with acids liberates very toxic gas.

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

REAGENTS CONTAINING ACETONITRILE

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
88/379/EEC)

R11 - Highly flammable.

R23/24/25 - Toxic by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

S16 - Keep away from sources of ignition — No smoking.

S36 - Wear suitable protective clothing.

S43 - In case of fire, use dry chemical or carbon dioxide.

S45 - In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately.

S51 - Use only in well-ventilated areas.

REAGENTS CONTAINING ETHANOL
WARNING - FLAMMABLE

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
88/379/EEC)

R11 - Highly flammable.

S16 - Keep away from sources of ignition — No smoking.

S43 - In case of fire, use dry chemical or carbon dioxide.

REAGENTS CONTAINING IODINE-125
This kit contains radioactive material which does not exceed 4 uCi (148 kBq) of iodine-
125. Appropriate precautions and good laboratory practices should be used in the
storage, handling, and disposal of this material.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:
This radioactive material may be received, acquired, possessed and used only by
physicians, veterinarians in the practice of veterinary medicine, clinical laboratories or
hospitals, and only for in vitro clinical or laboratory tests not involving internal or
external administration of the material, or the radiation therefrom, to human beings or
animals. Its receipt, acquisition, possession, use and transfer are subject to the
regulations and the general license of the U.S. Nuclear Regulatory Commission or of
the state with which the Commission has entered into an agreement for the exercise of
regulatory authority.

1. Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.
Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.
Do not pipette radioactive material by mouth.
Do not eat or drink within designated radioactive work areas.
Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali
detergent or radiological decontamination solution. Any glassware used must be
rinsed completely with water before washing with other laboratory glassware.

asreN



For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:

The receipt, use, transfer and disposal of radioactive materials are subject to the
regulations and conditions of your specific license.

WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
cancer.

ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from
the radioactivity printed on the box label and on the tracer vial label. The box label and
the tracer vial label indicate the actual amount of radioactivity at the calibration date
where the package insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.

6. INDICATIONS OF POSSIBLE DETERIORATION OF KIT REAGENTS
6.1  The presence of abnormal particulate matter in any of the reagents. (The NSB
buffer, antiserum and DAG precipitating reagents may be cloudy.)
6.2 A shift in the slope or position of the calibrator curve from what is normally
obtained.
6.3 A decrease in maximum binding.
6.4 A high nonspecific binding.

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARTION
Fifty (50) microliters of serum or plasma (EDTA or Heparin) is required for the 25-OH-D
extraction; a volume of 150 microliters will permit repeat analysis and provide adequate
pipetting volume as well.
Either human serum or plasma may be used in this kit. The anticoagulants EDTA or
heparin may be used with this assay. A fasting specimen is recommended, but not
required. Blood should be collected aseptically by venipuncture in a 5 or 10 mL
evacuated glass tube. Allow the blood to clot at room temperature (15-25°C).
Centrifuge for 15 minutes using approximately 760 x g* to obtain hemolysis free sera.
No additives or preservatives are required to maintain integrity of the sample. All
plastics, glassware or other material coming into contact with the specimen should be
entirely free of any contamination. Store serum or plasma samples at -20°C or lower.
Specimens may be stored in glass or plastic vials, as long as the vials are tightly
sealed to prevent desiccation of the sample.
A study performed by DiaSorin on a limited number of patient samples showed
samples to be stable for up to 9 weeks when stored at -20°C. No significant change in
values was observed following 3 freeze-thaw cycles of the samples. Repeated freeze-
thaw cycles should be avoided. Transported specimens should generally arrive frozen.

8. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED
- Disposable borosilicate glass tubes, 12 x 75 mm.
NOTE: Plastic tubes are not suitable for use with this kit.
- Temperature controlled centrifuge to accommodate 12 x 75 mm tubes.
- Gamma counter capable of counting 125-iodine.
- Vortex mixer.
- Pipetting devices
a. Micropipettors calibrated to deliver 25 yL and 50 pL (imprecision less than
or equal to + 1%).

b. Repeating dispensers using tips that are calibrated to deliver 50 pL, 500 L
and 1.0 mL (imprecision less than or equal to = 1%).

NOTE: For extraction and assay procedures below, refer to “Equipment and
Materials Required but not Supplied” for pipette specifications.

*g = (1118 x 10°®) (radius in cm) (rpm)?



9. EXTRACTION PROCEDURE

9.1

9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

Set up labeled 12 x 75 mm disposable glass tubes for each calibrator, control
and patient sample.

Add 500 pL of acetonitrile to each tube.

Place pipet tip containing 50 pL of calibrator, control or patient sample below
the surface of the acetonitrile and SLOWLY add into the acetonitrile.

Vortex for 10 seconds.
Centrifuge using 1200 x g* for 10 minutes at 20-25°C.

Pipette duplicate 25 pL aliquots from the supernatant into separate
appropriately labeled 12 x 75 mm tubes. CAUTION: Take care not to disturb
pellet.

Assay supernatants according to the assay procedure.

10. ASSAY PROCEDURE

10.1

10.2

10.3

10.4
10.5

10.6
10.7

10.8

10.9

10.10

Allow all reagents and samples to equilibrate to room temperature. Do not
allow reagents to reach temperatures above 25°C.
Set up labeled 12 x 75 mm disposable glass tubes in duplicate according to
the Scheme of the Assay on the last page.
Add reagents as follows:
a. Total count tubes
50 pL of 28| 25-OH-D
1.0 mL of NSB/Addition buffer
b. Nonspecific binding tubes (NSB)
25 L of 0 calibrator (extracted)
50 pL of 12| 25-OH-D
1.0 mL of NSB/Addition buffer
c. Calibrators, controls, and unknown samples
25 pL of calibrator, control, or unknown sample (extracted)
50 pL of 1251 25-OH-D
1.0 mL of 25-OH-D antiserum
Vortex gently without foaming and incubate for 90 (+/- 10) minutes at 20-25°C.

Add 500 pL of DAG precipitating complex (DAG precipitating complex should
be mixed thoroughly before and during use) to all tubes except the total count
tubes.

Mix tubes well and incubate for 20-25 minutes at 20-25°C.

Add 500 uL of NSB/Addition buffer to all tubes except the total count tubes.
Vortex gently to mix tubes well. Use caution when performing this step to
avoid splashing due to high liquid volume in tube.

Centrifuge all tubes for 20 minutes at 20-25°C at 1800 x g*, except the total
counts.

Decant the supernatants, except the total count tubes, using a foam rack tube
holder or equivalent by inverting the rack into an appropriate waste container.
Place the inverted rack onto absorbent paper for 2-3 minutes. Blot the tubes
gently to ensure all liquid is removed.

In a gamma scintillation counter, count each tube for a minimum of 1 minute.
Each tube should be counted for a sufficient time to achieve statistical
accuracy. (See results section: Limitation of the Procedure.)

*g = (1118 x 10°) (radius in cm) (rpm)?



11. PROCEDURAL COMMENTS

11.1  Add each aliquot of reagent to the lower third of the assay tube to ensure
complete mixture of reagents.

11.2  To completely monitor the consistent performance of an RIA assay there are
additional factors which may be checked. DiaSorin suggests a regular check
of the following parameters to assure consistent kit performance.

a. Total Counts

b. Maximum Binding
Average counts per minute (CPM) of 0 Calibrator Tube/Average CPM of
Total Count Tubes.

c. Nonspecific Binding
Average CPM of NSB Tube/Average CPM of Total Count Tubes.

d. Slope of Calibrator Curve
For example, monitor the 80 and 50% points of the calibrator line.

12. QUALITY CONTROL

Each laboratory should include at least two controls (one at low-normal level and one
at high-normal level) in every assay to monitor assay performance. Commercially
available controls or the two reference controls provided with the kit may be utilized.
The kit controls have been evaluated by DiaSorin using DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D
25| RIA kit. The range of concentrations of each control is reported on the certificate of
analysis and indicates the limits established by DiaSorin for control values that can be
obtained in reliable assay runs.

The controls should be treated as unknown specimens and assayed in duplicate.
Quality control charts should be maintained to follow control performance. Acceptable
performance limits should be determined by each individual laboratory of each level of
control using statistically based methods designed to detect both systematic and
random errors. Control results must meet the laboratory’s criteria for acceptability prior
to reporting patient test results.s 19.20

13. CALCULATION OF RESULTS
There are many methods in existence for calculating results of RIAs. Each is based on
obtaining a calibration curve by plotting the extent of binding against stated con-
centrations of the calibration calibrators. This graph may be either a linear or
logarithmic scale. Each of these methods gives essentially the same values for controls
and samples, although certain assays may “fit” better into one particular method versus
another. The calculation method for the DiaSorin Quality Control Laboratory is % B/Bo
versus log concentration.
131 Calculate the average CPM for each calibrator, control, and unknown sample.
13.2  Subtract the average CPM of the NSB tubes from all counts.

13.3  Divide the corrected CPM of each calibrator, control, or unknown sample by
the corrected CPM of the 0 calibrator.
CPM of Calibrator or Unknown Sample — CPM of NSB

B/Bo (%) = x 100
CPM of 0 Calibrator — CPM of NSB

13.4  Using 2 cycle semi-log or log-logit graph paper, plot percent B/Bg for 25-OH-D
calibrators (vertical axis) versus the concentration (horizontal axis).

13.5 Draw a best-fit line through the points.

13.6 Interpolate the levels of 25-OH-D in the unknown samples from the plot.

13.7  If an unknown sample has been diluted, correct for the appropriate dilution
factor.



13.8  Calculate maximum binding by dividing CPM of O calibrator by the average
total counts obtained in the total count tubes.

13.9 Automated data reduction programs may also be utilized to analyze data.
DiaSorin utilizes RIACalc (Pharmacia) with a %B/Bg versus log concentration,
smooth-SPLINE fit program. Other data reduction methods must be validated
before incorporating for regular use.

TABLE |
DiaSorin 25-OH-D Vitamin D RIA Sample Data
Averag Percent Graph
Duplicate e Corrected Bound Percent Conc.
Tube CPM CPM CPM (B/T) (B/Bo) (ng/mL)
Total Count 41878 40901
39924
NSB 555 531 1.3
508
0 Calibrator 19585 19822 19291 48.5
19673
20314
19718
Calibrators
1 14503 14472 13941 72.3 5
14442
2 11005 10838 10307 53.4 12
10670
3 7182 7411 6880 35.7 20
7642
4 4687 4654 4123 214 40
4622
5 2768 2877 2346 12.2 100
2985
Unknown Samples
1 10365 10406 53.9 12.8
10447
2 4219 4634 24.0 404
4720

Typical sample data and a calibrator curve are shown in TABLE | and FIGURE 1; this
information is for reference only and should not be used for the calculation of any

value.



Figure 1

25-HYDROXYVITAMIN D SAMPLE STANDARD CURVE
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14. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

141

14.2

14.3

14.4

14.5

Counting times should be sufficient to prevent statistical error (for example,
accumulation of 2,000 CPM will yield 5% error; 10,000 CPM will yield 1%
error).

Assay results should be used in conjunction with other clinical and laboratory
data to assist the clinician in making individualized patient management
decisions.

Effects due hemolysis or lipemia present in patient samples have not been

evaluated for this assay; however, the acetonitrile extraction is expected to
minimize any interference due to these substances.

The greatest source of imprecision in this method is likely to be the extraction
step. Other sources of procedural imprecision may be imprecise
micropipettors or out-dated reagents.

The kit antibody will demonstrate some cross-reactivity with all forms of
dihydroxyvitamin D2 and D3 steroids; however, in humans, these compounds
are naturally present only in picomolar concentrations.

NOTE: The performance characteristics of this assay have not been
established in a pediatric population.



15. EXPECTED VALUES
Reference Range

It is important for each laboratory to establish its own reference range representative of
its typical population. Factors such as UV exposure ®'° season,'"'? race,” and dietary
intake® are all known to affect levels of 25-OH-D in humans. A decrease in vitamin D
levels with age has been demonstrated in the literature; however, the research
conducted for most of these studies has been conducted in the Northern European
countries, where there is less sunlight and less pervasive food fortification.®'' This,
coupled with highly variable differences in health criteria and medication status, makes
it difficult to generalize the effect of age alone on vitamin D status.'? Results from
studies conducted in the U.S. have yielded equivocal results, with some showing
occurrence and others the absence of a decline in vitamin D status with age.
Anticonvulsants have been shown to cause a decrease in 25-OH-D levels as have long
term use of sunscreen contaminating p-aminobenzoic acid."”” A pediatric reference
range has not been established by DiaSorin using this kit.

DiaSorin evaluated serum collected from 20 male and 24 female, apparently healthy,
predominately Caucasian volunteers from the midwestern U.S. using the DiaSorin 25-
Hydroxyvitamin D '?°| RIA kit. The age of the volunteers fell within the range of 23 - 67
years. Samples were collected during the month of October. Only a slight difference in
25-OH-D levels was seen between males (mean = 21.7 ng/mL) and females (mean =
24.1 ng/mL) in this reference group. The mean for the entire population (n = 44) was
23.0 ng/mL with a 2 S.D. range of 9.0 — 37.6 ng/mL.

A high prevalence of subclinical 25 OH Vitamin D deficiency among normal apparently
healthy ?opulations has been observed in many countries, particularly in winter
months.”™" Recent literature has suggested the following ranges for the classification
of 25 OH Vitamin D status: Deficiency: 0 to 5 ng/mL (0 - 12.5 nmol/L); Insufficiency:
5 to 20 ng/mL (12.5 - 50 nmol/L); Hypovitaminosis D: 20 to 40 ng/mL (50 - 100 nmol/L);
Sufficiency: 40 to 100 ng/mL (100 - 250 nmol/L); and Toxicity: greater than 100 ng/mL
(> 250 nmol/L).*

16. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISITCS

16.1 Precision

Assay precision was evaluated at DiaSorin by testing four control levels spanning the
curve over 23 operating days in 40 assays. Each assay included the four controls x 2
extractions (4 replications). The study design was consistent with CLSI Document
EP5-T2 guidelines.” Data calculations were made using SAS PROC VARCOMP. The
statistical model fitted is a random effects linear model.”

Mean Within-run Total Imprecision
(ng/mL) (% C.V.) (% C.V.)
8.6 11.7 9.4
22.7 10.5 8.2
33.0 8.6 9.1
49.0 12.5 11.0

16.2 Trueness
The assay trueness has been checked by the dilution and recovery test .

LINEARITY (PARALLELISM)
Serial Dilution Study of 4 Patient Samples (values = ng/mL)

Sample Undiluted 1/2 1/4
1 74.6 79.4 74.8
2 87.8 96.4 95.2
3 85.6 88.2 82.4
4 55.2 57.8 60.4




Recovery

Known amounts of 25-OH-Ds were added to patient serum samples and percent
recovery was determined.

Initial Amount *Expected Measured
Sample Conc. spiked Conc. Conc.
Number (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Recovery
1 15.8 5.0 255 24.8 97%
10.0 35.1 41.8 119%
25.0 62.7 61.9 99%
2 51.2 5.0 60.6 62.0 102%
10.0 69.8 73.8 106%
25.0 96.4 99.4 103%
3 26.6 5.0 36.2 33.5 92%
10.0 45.7 54.0 118%
25.0 73.0 82.8 113%
4 57.3 5.0 66.6 63.8 96%
10.0 75.8 78.1 103%
25.0 102* 104* 102%
5 41.3 5.0 50.8 48.5 95%
10.0 60.1 56.1 93%
25.0 87.0 93.2 107%

*  Expected 25-OH-D concentration calculation includes dilution factor introduced by
spiking solution.

** These are extrapolated values, the measured concentration is > 100 ng/mL (top
calibrator)

16.3 Analytical Sensitivity (Limits of Detection)
The sensitivity of this assay, when defined as the lowest quantity differentiated from
zero at 2 standard deviations below the mean cpm’s of the zero calibrator (n = 20), has
been shown to be at or below 1.5 ng/mL. This sensitivity level applies both with the use
of the calibrator “1” and the “Optional” calibrator.

16.4 Analytical Specificity
Data on the cross-reactivity of the antiserum used in this kit is expressed as the ratio of
25-OH-D concentration to the cross reacting substance concentration at 50% inhibition
of maximum binding.

Steroid % Cross-reactivity
Vitamin D2 0.8
Vitamin D3 0.8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(OH)2-D2 100
25,26-(OH)2-D3 100
1,25-(OH)2-D2 11.0
1,25-(OH)2-D3 11.0

REFER TO LAST PAGE FOR REFERENCES

10



SCHEME OF THE ASSAY

1. Extract samples: Dispense 500 uL of acetonitrile into a glass tube and slowly add
50 L of calibrator, control or patient sample below the surface of the acetonitrile.
Vortex for 10 seconds and centrifuge using 1200 x g* for 10 minutes at 20-25°C.

2. Dispense reagents according to the following scheme:

Total Cal Controls and
Tubes/Reagents Counts NSB 0-6 unknown samples
Extracted 0 Calibrators - 25 uL - -
Extracted Calibrators - - 25 uL -
Extracted Controls - - - 25 uL
Extracted Unknown - - - 25 uL
Samples
Tracer 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
NSB/Addition Buffer 1.0 mL 1.0 mL - -
25-OH-D Antiserum - - 1.0 mL 1.0 mL

3. Mix well; incubate for 90 minutes (+/- 10 minutes) at 20-25°C.

4. Dispense 500 uL of DAG precipitating complex into all wells, except the total
count tubes.

5. Mix well; incubate for 20-25 minutes at 20-25°C.

6. Dispense 500 uL of NSB/Addition Buffer into all well, except the Total Count
tubes.

7. Centrfuge using 1800 x g* for 20 minutes.
8. Decant the supernatants.
9. Count each tube in a gamma counter for 60 seconds or longer.

*g = (1118 x 10°) (radius in cm) (rpm)?

11



TROUSSE DE DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE (RIA) "%
DE LA 25-HYDROXYVITAMINE D

1. INDICATION

POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

Cette trousse permet la détermination quantitative de la 25-hydroxyvitamine D (25-OH-
D) et d'autres métabolites hydroxylés de la vitamine D dans le sérum ou le plasma
humain afin d'évaluer une éventuelle carence en vitamine D. Les résultats du dosage
doivent étre utilisés avec d'autres données cliniques et d'analyse pour aider le clinicien
a prendre des décisions individuelles de traitement de I'adulte.

2. RESUME ET EXPLICATION

Lorsque I'ergocalciférol (vitamine D) pénétre dans la circulation, il est métabolisé sous
plusieurs formes, la principale étant le 25-hydroxycalciférol (25-OH-D). La premiére
étape du métabolisme de la vitamine D, 25, I'hydroxylation, se produit essentiellement
dans le foie." Chez I'homme, une petite quantité seulement de 25-OH-D est
métabolisée dans les reins en d'autres métabolites de la dihydroxyvitamine D.2®
Comme la 25-OH-D est la forme prédominante de la vitamine D en circulation dans
une population normale, on la considere comme l'indice le plus fiable de détermination
de I'état de carence ou suffisance en vitamine D.*

Les deux principales formes de 25-OH-D sont le cholécalciférol (vitamine Ds) et
I'ergocalciférol (vitamine D2).>5 La vitamine D3 est essentiellement dérivée des actions
de la lumiére ultraviolette sur la peau alors que la D2 est uniquement dérivée des
aliments. Comme ces deux composés parents jouent des rbles divers dans I'état global
de carence/suffisance en vitamine D de la personne, il est important que ces deux
formes soient mesurées I'une comme l'autre.®” Un grand nombre de recherches ont
fourni des informations sur les niveaux en circulation du métabolisme de 25-OH-D et
leur signification physiologique.

La mesure de 25-OH-D gagne en importance dans le traitement des patients atteints
de troubles divers du métabolisme du calcium associés au rachitisme, a I'hypocalcémie
néonatale, la grossesse, l'ostéodystrophie nutritionnelle et rénale, I'nypoparathyroidie
et l'ostéoporose post-ménopausique.®®'® REMARQUE : Les caractéristiques de
précision du dosage DiaSorin 25-OH-D n'ont pas été définies chez I'enfant.

3. PRINCIPE DU DOSAGE

Le dosage DiaSorin 25-OH-D est une procédure en deux temps. La premiere
procédure est l'extraction rapide de 25-OH-D et d'autres métabolites hydroxylés du
sérum ou du plasma avec de l'acétonitrile. Suite a I'extraction, I'échantillon traité est
ensuite dosé par RIA d'équilibrage. La méthode RIA repose sur un anticorps spécifique
de 25-OH-D. L'échantillon, I'anticorps et le traceur sont incubés pendant 90 minutes
entre 20 et 25 °C. La séparation en phases s'accomplit au bout de 20 minutes
d'incubation entre 20 et 25 °C produisant un second complexe d'anticorps précipitant.
Un tampon NSB/addition est ajouté aprés cette incubation et avant la centrifugation qui
permettra de réduire les liaisons non spécifiques.

4. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Etalons C25-OH-D 6 tubes/1 mL
Tampon NSB/addition 25-OH-D 1 flacon/70 mL
Antisérum 25-OH-D 1 flacon/105 mL
Traceur 25-OH-D 1 tube/6 mL
Complexe précipitant DAG 25-OH-D 2 tubes/30 mL
Controles 25-OH-D 2 tubes/1 mL
Acétonitrile 25-OH-D 2 tubes/15 mL
Nombre de dosages 100
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CONSERVATION : Dés réception, la trousse doit étre stockée entre 2 et 8 °C. Aprés
ouverture, conserver chaque réactif entre 2 et 8 °C jusqu'a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette. Les réactifs ne doivent pas étre utilisés au-dela de la date de
péremption. La date de péremption de la trousse se trouve sur I'étiquette extérieure et
correspond a celle du traceur.

Les réactifs de lots différents ne doivent pas étre mélangés.

41 Tampon NSB/addition 25-OH-D : réactif prét a I'emploi

Tampon de gélatine de phosphate contenant 0,1 % d'azide de sodium. Ce composant
joue deux réles. |l fait office de tampon NSB et de tampon d'addition.

4.2 Etalons 25-OH-Ds : réactif prét a I'emploi

Six étalons (25-OH-Ds3) a des concentrations comprises entre 0 et 100 ng/mL sont
prédilués dans du sérum humain traité contenant 0,1 % d'azide de sodium. Traiter ces
réactifs avec précaution (voir Avertissements et précautions). Les étalons de la trousse
sont calibrés par quantification UV et ont été vérifiés par analyse CLHP. Les étalons de
la trousse démontrent leur commutabilité avec les échantillons patient lorsqu'ils sont
utilisés avec des réactifs et selon le mode d'emploi de ce dosage diagnostique in vitro,
comme recommandé.

REMARQUE : Au besoin, un étalon “facultatif’ (2,5 ng/mL) peut étre créé en diluant
I'étalon de la trousse “1” a 1:2 dans I'étalon zéro de la trousse (a savoir 100 uL “1” +
100 uL “0”). Cette dilution doit étre réalisée avant extraction, puis I'extraction doit se
faire conformément a la notice d'utilisation du produit.

4.3 Antisérum 25-OH-D : réactif prét a I'emploi.

Du sérum anti-25-OH-D de chévre est dilué dans un tampon de gélatine de phosphate
contenant 0,1 % d'azide de sodium.

4.4 Traceur 25-OH-D; : réactif prét a I'emploi.

Analogue iodé ['*l] de 25-OH-Ds dilué dans un tampon d'éthanol-phosphate. Manipuler
ce réactif avec précaution (voir Avertissements et précautions).

4.5 Complexe précipitant anti-chévre (DAG) de singe : réactif prét a I'emploi.
Sérum anti-chévre de singe, sérum de chévre normal et polyéthyléne-glycol dilués
dans un tampon d'albumine bovine-borate contenant du sulfate de gentamycine et
0,1 % d'azide de sodium. Mélanger pendant 5 a 10 minutes avant et durant usage pour
garantir une suspension homogeéne.

4.6 Contréles 25-OH-D : réactif prét a I'emploi.

Sérum humain contenant 0,1 % d'azide de sodium dopé avec les quantités appropriées
de 25-OH-Ds pour obtenir des concentrations de contréle comprises dans les
intervalles spécifiés. Bien mélanger et traiter comme des échantillons inconnus. Le
contréle 1 représente un intervalle bas-normal et le contréle 2 représente un intervalle
haut-normal. La plage de concentrations pour chaque contrdle est indiquée dans le
certificat d’analyse et indique les limites établies par DiaSorin pour les valeurs de
contréle qui peuvent étre obtenues dans des séries analytiques fiables. Manipuler ces
réactifs avec précaution (voir Avertissements et précautions).

4.7 Acétonitrile : réactif prét a I'emploi.

Acétonitrile. Qualifié d'utilisable avec cette trousse. Manipuler ce réactif avec
précaution (voir Avertissements et précautions). Ce produit contient du caoutchouc
naturel sec.

5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
Non prévu pour une utilisation interne ou externe sur 'hnomme ou I'animal.

ATTENTION : Ce dispositif doit étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement
par des médecins, des laboratoires cliniques, des hépitaux, des vétérinaires et des
centres de recherche. Les analyses doivent étre effectuées uniquement par un
personnel de laboratoire correctement qualifié et formé.

Chaque don de sérum/plasma intervenant dans la préparation de ce produit a été testé
par une méthode agréée par la FDA et s'est avéré non réactif en présence de HBSAG,
d'anticorps anti-VHC et d'anticorps anti-VIH1/2. Méme si ces méthodes sont
extrémement précises, elles ne garantissent pas la détection de tous les dons
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infectés. Ce produit peut également contenir d'autres produits d'origine humaine pour
lesquelles il n'existe aucun test agréé. Comme aucune méthode de test connue ne
peut offrir 'assurance compléte de I'absence du virus de I'hépatite B ou de I'hépatite C
(VHC), tous les produits d'origine humaine doivent étre manipulés conformément aux
bonnes pratiques de laboratoire en prenant les précautions appropriées décrites dans
le document U.S. Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of
Health Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4°™ éd.,
mai 1999 ou derniére édition.

REACTIFS CONTENANT DE L'AZIDE DE SODIUM

ATTENTION : Certains réactifs de cette trousse contiennent de I'azide de sodium.
L'azide de sodium peut réagir avec la plomberie en plomb ou en cuivre et former des
azotures ultra-explosifs. Pour leur mise au rebut, rincer a grande eau pour empécher
I'accumulation d'azide (Directive du conseil 1999/45/EC). Pour plus d'informations,
consulter “Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” dans le
Manual Guide-Safety Management No. CDC-22 publié par les Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA,. U.S. 1976.

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocif en cas d'inhalation, d'ingestion et de contact avec la peau.

R 32 - Un contact avec les acides dégage des gaz trés toxiques.

S28 - Aprés un contact avec la peau, laver immédiatement a grande eau.

REACTIFS CONTENANT DE L'ACETONITRILE

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 88/379/EEC)

R11 - Hautement inflammable.

R23/24/25 - Toxique en cas d'inhalation, d'ingestion et de contact avec la peau.

S16 - Tenir a I'écart de sources d'inflammation — Interdiction de fumer.

S36 - Porter des vétements de protection adaptés.

S43 - En cas d'incendie, utiliser une poudre extinctrice ou du gaz carbonique.

S45 - En cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin.

S51 - Utiliser uniquement dans des lieux bien aérés.

REACTIFS CONTENANT DE L'ETHANOL
AVERTISSEMENT - INFLAMMABLE

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 88/379/EEC)

R11 - Hautement inflammable.

S16 - Tenir a I'écart de sources d'inflammation — Interdiction de fumer.

S43 - En cas d'incendie, utiliser une poudre extinctrice ou du gaz carbonique.

REACTIFS CONTENANT DE L'IODE 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 4 uCi (148 kBq) d'iode
125. Les précautions appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre
utilisées pour la conservation, la manipulation et la mise au rebut de ce produit.
Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre
d'une licence générale :
Ce produit radioactif peut étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniguement par des
médecins, des laboratoires cliniques et des hépitaux et uniguement pour des analyses
cliniques ou de laboratoire in vitro n'impliquant pas I'administration interne ou externe
du produit, ni par rayonnement, a 'hnomme ou a I'animal. Sa réception, son acquisition,
sa détention, son utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations et a la
licence générale de I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la
Commission a conclu un accord pour I'exercice de I'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé dans un endroit désigné.

2. L'acces aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.

3. Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

4. Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.
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5. En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone,
puis la laver a l'aide d'un produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de
décontamination radiologique. Tout article en verre utilisé doit étre entierement
lavé a I'eau avant de laver les autres articles en verre du laboratoire.

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre
d'une licence spécifique :

La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont
sujets aux réglementations et conditions de votre licence spécifique.

AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme étant cancérigene.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre Iégérement
différente de celle qui est imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon
du traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du traceur indiquent la dose réelle de
radioactivitt a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la
radioactivité théorique de la trousse.

6. INDICATIONS D'UNE DETERIORATION POSSIBLE DES REACTIFS DE LA
TROUSSE

6.1 Présence de particules anormales dans l'un quelconque des réactifs. (Le
tampon NSB, l'antisérum et les réactifs précipitants DAG peuvent étre
troubles.)

6.2 Ecart de pente ou de position de la courbe d'étalonnage par rapport a la
normale obtenue.

6.3 Diminution de la liaison maximale.
6.4  Haute liaison non spécifique

7. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Cinquante (50) microlitres de sérum ou de plasma (EDTA ou héparine) sont nécessaires
pour l'extraction de 25-OH-D; un volume de 150 microlitres permettra les doublets
d'analyse et un volume de pipetage adéquat également.

Du sérum ou du plasma humain peut étre utilisé dans cette trousse. L'EDTA ou
I'héparine peuvent étre utilisés comme anticoagulant avec ce dosage. Un échantillon a
jeun est recommandé, mais pas obligatoire. Le sang doit étre prélevé de maniére
aseptique par ponction veineuse dans un tube de verre a vide de 5 ou 10 mL. Laisser le
sang coaguler a température ambiante (15 a 25 °C). Centrifuger pendant 15 minutes a
760 x g* environ pour obtenir du sérum sans hémolyse. Aucun additif ou conservateur
n'est requis pour maintenir l'intégrité de I'échantillon. Tous les plastiques, articles de
verre ou autres produits entrant en contact avec I'échantillon ne doivent absolument pas
étre contaminés. Conserver les échantillons de sérum ou de plasma a -20 °C maximum.
Les échantillons peuvent étre conservés dans des tubes en verre ou en plastique, a
condition d'étre hermétiquement fermés pour empécher le desséchement de
I'échantillon.

Une étude réalisée par DiaSorin sur un nombre limité d'échantillons patient a montré leur
stabilité pendant 9 semaines lorsqu'ils sont conservés a -20 °C maximum. Aucun
changement significatif des valeurs n'a été observé aprés 3 cycles de congélation-
décongélation des échantillons. Les cycles répétés de congélation-décongélation doivent
étre évités. Les échantillons transportés doivent généralement arriver congelés.

8. MATERIEL ET PRODUITS REQUIS MAIS NON FOURNIS
- Tubes en verre borosilicaté jetables, 12 x 75 mm.

- REMARQUE : Les tubes en plastique sont inadaptés a une utilisation avec
cette trousse.

- Centrifugeuse a thermostat pour tubes 12 x 75 mm.
*g = (1118 x 10°®) (rayon en cm) (tr/min)?
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Compteur gamma capable de compter l'iode 125.

Agitateur-mélangeur vortex.

Pipettes

a. Micropipettes calibrées pour délivrer 25 pL et 50 pL (imprécision inférieure
ou égale a + 1 %).

b. Distributeurs a répétition utilisant des embouts calibrés pour délivrer 50 pL,
500 pL et 1 mL (imprécision inférieure ou égale a + 1 %).

REMARQUE : Pour les procédures d'extraction et de dosage ci-dessous, se

reporter aux spécifications des pipettes, a la section “Matériel et produits requis
mais non fournis”.

9. PROCEDURE D'EXTRACTION

9.1
9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

10. P
10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

Installer des tubes en verre jetable de 12 x 75 mm pour chaque étalon,
contréle et échantillon patient.

Ajouter 500 pL d'acétonitrile dans chaque tube.

Placer I'embout des pipettes contenant 50 uL d'étalon, de contréle ou d'échantillon
patient sous la surface de l'acétonitrile et verser PROGRESSIVEMENT dans
I'acétonitrile.

Mélanger dans l'agitateur vortex pendant 10 secondes.
Centrifuger a 1 200 x g* pendant 10 minutes entre 20 et 25 °C.

Pipeter des doublets d'aliquotes de 25 pL du surnageant dans des tubes 12 x
75 mm distincts étiquetés en conséquence. ATTENTION : Prendre soin de ne
pas troubler la boulette.

Doser les surnageants selon la procédure de dosage.

ROCEDURE DE DOSAGE

Laisser tous les réactifs et les échantillons s'adapter a la température ambiante.
Ne pas laisser les réactifs atteindre une température supérieure a 25 °C.
Installer des tubes en verre de 12 x 75 mm étiquetés en doublet selon le Profil
de dosage de la derniére page.
Ajouter les réactifs comme suit :
a. Tubes de numération totale

50 pL de 25-OH-D "%

1 mL de tampon NSB/addition
b. Tubes de liaison non spécifique (NSB)

25 pL d'étalon O (extrait)

50 pL de 25-OH-D "%

1 mL de tampon NSB/addition
c. FEtalons, contréles et échantillons inconnus

25 pL d'étalon, contréle ou échantillon inconnu (extrait)

50 pL de 25-OH-D '?9|

1 mL d'antisérum 25-OH-D
Mélanger doucement dans l'agitateur vortex sans former de de mousse et
incuber pendant 90 (+/- 10) minutes entre 20 et 25 °C.
Ajouter 500 pL de complexe précipitant DAG (mélanger intimement le
complexe précipitant DAG avant et durant I'utilisation) dans tous les tubes, a
I'exception des tubes de numération totale.
Bien mélanger le contenu des tubes et incuber pendant 20 a 25 minutes entre
20 et 25°C.

*g = (1118 x 10°®) (rayon en cm) (tr/min)
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10.7  Ajouter 500 pl de tampon NSB/addition dans tous les tubes, a I'exception des
tubes de numération totale. Mélanger doucement a I'agitateur vortex pour bien
mélanger le contenu des tubes. Faire attention a cette étape afin d'éviter les
projections en raison du grand volume de liquide dans le tube.

10.8  Centrifuger tous les tubes pendant 20 minutes entre 20 et 25 °C a 1 800 x g*,
a I'exception des tubes de numération totale.

10.9 Décanter les surnageants, a I'exception des tubes de numération totale, sur
un ratelier en mousse ou équivalent en inversant le ratelier dans un récipient a
déchets approprié. Placer le ratelier inversé sur du papier absorbant pendant
2 a 3 minutes. Sécher délicatement les tubes au buvard pour garantir
I'absorption de I'ensemble du liquide.

10.10 Dans un compteur de scintillation gamma, procéder a la numération de
chaque tube pendant 1 minute minimum. Chaque tube doit étre compté
pendant un temps suffisant pour permettre I'obtention d'une précision
statistique. (Voir la section des résultats : Limitations de la procédure.)

11. COMMENTAIRES SUR LA PROCEDURE

11.1  Ajouter chaque aliquote de réactif au tiers inférieur du tube a essai pour
garantir le mélange complet des réactifs.

11.2  Pour surveiller complétement la précision constante d'un dosage RIA, il faut
parfois vérifier des facteurs supplémentaires. DiaSorin suggére un contrdle
régulier des parametres suivants pour garantir la précision constante de la
trousse.

a. Numérations totales

b. Liaison maximale
Numeérations moyennes par minute (CPM) du tube de I'étalon 0O/CPM
moyenne des tubes de numération totale.

c. Liaison non spécifique
CPM moyenne du tube NSB/CPM moyenne des tubes de numération
totale.

d. Pente de la courbe d'étalonnage
Par exemple, surveiller les points 80 et 50 % de la courbe d'étalonnage.

12. CONTROLE QUALITE

Chaque laboratoire doit inclure au moins deux contréles (I'un au niveau bas-normal et
l'autre au niveau haut-normal) a chaque dosage pour surveiller la précision du dosage.
Des contrbles disponibles dans le commerce ou les deux controles de référence fournis
avec la trousse peuvent étre utilisés. Les contréles de la trousse ont été évalués par
DiaSorin avec la trousse DiaSorin RIA 25-hydroxyvitamine D 3| L'intervalle des
concentrations pour chaque contrdle est imprimé sur le certificat d’analyses et indique
les limites définies par DiaSorin pour les valeurs des controles obtenues par des tests
fiables.

Les contrdles doivent étre traités comme des échantillons inconnus et dosés en
doublets. Des tableaux de contrdle qualité doivent étre tenus a jour pour suivre la
précision des contrdles. Les limites acceptables de précision doivent étre déterminées
par chaque laboratoire pour chaque niveau de contréle d'aprés des méthodes
statistiques congues pour dépister les erreurs systématiques et aléatoires. Les résultats
de contrble doivent étre conformes aux criteres d'acceptabilité du laboratoire avant d'étre
validés en tant que résultats. "2

*g = (1118 x 10°®) (rayon en cm) (tr/min)?
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13. CALCUL DES RESULTATS

Il existe de nombreuses méthodes de calcul des résultats des dosages radio-
immunologiques. Chacune est basée sur l'obtention d'une courbe d'étalonnage en
tragant I'ampleur de la liaison par rapport aux concentrations indiquées pour les
étalons. Ce graphe peut étre a I'échelle linéaire ou logarithmique. Chacune de ces
méthodes donne essentiellement les mémes valeurs pour les contrdles et les
échantillons, méme si certains dosages peuvent étre mieux “adaptés” a une méthode
particuliere que d'autres. La méthode de calcul pour le laboratoire de contréle qualité
DiaSorin est % B/Bg par rapport a la concentration logarithmique.

131

13.2
13.3

13.4

13.5

13.6

13.7

13.8

13.9

Calculer la CPM moyenne pour chaque étalon, controle et échantillon
inconnu.

Soustraire la CPM moyenne des tubes NSB de toutes les numérations.

Diviser la CPM corrigée de chaque étalon, contréle ou échantillon inconnu par
la CPM corrigée de I'étalon 0.
CPM de I'étalon ou de I'échantillon inconnu — CPM de NSB

B/Bo (%) = x 100
CPM de I'étalon 0 — CPM de NSB

En utilisant du papier logarithmique ou semi-logarithmique a 2 cycles, tracer le
pourcentage B/Bg pour les étalons 25-OH-D (axe vertical) par rapport a la
concentration (axe horizontal).

Tracer la droite de meilleur ajustement d'un point a I'autre.

Interpoler les niveaux de 25-OH-D dans les échantillons inconnus d'apres le
tracé.

Si un échantillon inconnu a été dilué, corriger en fonction du facteur de dilution
approprié.

Calculer la liaison maximale en divisant la CPM de I'étalon 0 par les
numérations totales moyennes obtenues dans les tubes de numération totale.
Des programmes de réduction automatique des données peuvent également
étre utilisés pour 'analyse des données. DiaSorin utilise RIACalc (Pharmacia)
avec programme d'ajustement de spline cubique %B/Bop par rapport a
concentration logarithmique. D'autres méthodes de réduction des données
doivent étre validées avant de les incorporer pour une utilisation réguliere.
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TABLEAU |
Données d'échantillon RIA Vitamine D 25-OH-D DiaSorin

Pourcentage Conc.
CPM CPM CPM Liaison Pourcentage graph.
Tube doublets moyenne ajustée (BIT) (B/Bo) (ng/ml)
Numération totale 41878 40901
39924
NSB 555 531 1,3
508
Etalon 0 19585 19822 19291 48,5
19673
20314
19718
Etalons
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 53,4 12
10670
3 7182 7411 6880 35,7 20
7642
4 4687 4654 4123 21,4 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
Echantillons inconnus
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24 40,4
4720

Des données d'échantillons typiques et une courbe d'étalonnage sont présentées au
TABLEAU | et a la FIGURE 1; ces informations sont fournies a titre de référence
seulement et ne doivent pas étre utilisées pour le calcul d'une valeur quelconque.
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COURBE D’ETALONNAGE DE LA 25 HYDROXYVITAMIN D
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Figure 1

14.  LIMITATIONS DE LA PROCEDURE

141 Les temps de numération doivent étre suffisants pour empécher l'erreur
statistique (par exemple, I'accumulation de 2 000 CPM donnera une erreur de
5% ; 10 000 CPM donneront une erreur de 1 %).

14.2  Les résultats de dosage doivent étre utilisés avec d'autres données cliniques
et de laboratoire pour aider le clinicien a prendre des décisions de traitement
individualisées selon le patient.

14.3 Les effets causés par une hémolyse ou une lipémie présente dans les
échantillons patient n'ont pas été évalués pour ce dosage ; toutefois, on
s'attend a ce que I'extraction d'acétonitrile minimise toute interférence causée
par ces substances.

14.4 La plus grande source d'imprécision avec cette méthode est probablement
I'étape d'extraction. D'autres sources d'imprécision peuvent étre des
micropipettes mal calibrées ou des réactifs périmés.

14.5 L'anticorps de la trousse montrera une certaine réactivité croisée avec toutes
les formes de stéroides dihydroxyvitamine D2 et D3 ; toutefois, chez 'homme,
ces produits sont naturellement présents uniquement a des concentrations
picomolaires.

REMARQUE : Les caractéristiques de précision de ce dosage n'ont pas été
établies chez I'enfant.
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15. VALEURS ESCOMPTEES
Intervalle de référence

Il est important que chaque laboratoire établisse son propre intervalle de référence
représentatif de sa population typique. Des facteurs tels qu'une exposition a la lumiere
UV 10 |a saison,''? |la race,’ et le régime alimentaire? influent tous sur les niveaux de
25-OH-D chez I'homme. Une diminution des niveaux de vitamine D avec I'age a été
indiquée dans les revues médicales; toutefois, les recherches menées pour la plupart
de ces études portaient sur des Pays d'Europe septentrionale ou la lumiére du jour est
moindre et l'enrichissement des produits alimentaires moins prononcé.?'®'® Ces
facteurs, associés a des différences trés variables des critéres de santé et de I'état
médicamenteux, rendent difficile une généralisation de I'effet de I'age seul sur les
niveaux de vitamine D."2Les résultats d'études réalisées aux Etats-Unis ont donné des
résultats ambigus, certains montrant I'occurrence et d'autres I'absence de diminution
du niveau de vitamine D avec I'dge. Les anticonvulsifs ont montré qu'ils causaient une
diminution des niveaux de 25-OH-D, comme I'utilisation a long terme d'écran solaire
contaminant I'acide 4-aminobenzoique.'” Aucun intervalle pédiatrique de référence n'a
été établi par DiaSorin avec cette trousse.

DiaSorin a évalué du sérum prélevé sur 20 hommes et 24 femmes, apparemment en
bonne santé, en grande partie des volontaires de race blanche issus du Midwest des
Etats-Unis avec la trousse RIA DiaSorin 25-hydroxyvitamine D 125|. L'age des
volontaires était de 23 a 67 ans. Les échantillons ont été prélevés durant le mois
d'Octobre. Une légére différence seulement dans les niveaux de 25-OH-D a été
observée chez les hommes (moyenne = 21,7 ng/mL) et chez les femmes (moyenne =
24,1 ng/mL) dans ce groupe de référence. La moyenne pour I'ensemble de la cohorte
(n = 44) était de 23 ng/mL, avec un intervalle de 2 écarts-types de 9 a 37,6 ng/mL.

Une forte prévalence de carence sous-clinique en 25-hydroxyvitamine D parmi des
cohortes normales apparemment en bonne santé a été observée dans bien des pays,
en particulier durant I'hiver.”*" Les derniéres publications suggérent les intervalles
suivants pour la classification des divers états concernant la 25-hydroxyvitamine D:
carence: 0 a 5 ng/mL (0 a 12,5 nmol/L) ; insuffisance : 5 a 20 ng/mL (12,5 a
50 nmol/L) ; hypovitaminose D : 20 a 40 ng/mL (50 a 100 nmol/L) ; suffisance : 40 a
100 ng/mL (100 a 250 nmol/L); et toxicité : plus de 100 ng/mL (> 250 nmol/L).2*

16. CARACTERISTIQUES SPECIFIQUES DE PERFORMANCE
16.1 Précision

La précision du dosage a été évaluée dans les laboratoires de DiaSorin en dosant
quatre niveaux de contréle couvrant la courbe sur une période de 23 jours dans le
cadre de 40 dosages. Chaque dosage incluait les quatre contréles x 2 extractions
(4 réplicats). La conception de I'étude s'inscrivait dans le droit fil des directives EP5-T2
du document du CLSI.** Les calculs de données ont été effectués en utilisant SAS
PROC VARCOMP. Le modele statistique ajusté est un modele linéaire a effets
aléatoires.”

Moyenne Intra-série Imprécision totale
(ng/mL) (% C.V.) (% C.V.)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0
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16.2 Pureté

La pureté du dosage a été vérifiée par le test de dilution et de récupération.

Linéarité (parallélisme)
Etude de dilution en série sur 4 échantillons patient (valeurs = ng/mL)

Echantillon Non dilué 12 1/4
1 74,6 79,4 74,8
2 87,8 96,4 95,2
3 85,6 88,2 82,4
4 55,2 57,8 60,4

Récupération

Des niveaux connus de 25-OH-D; ont été ajoutés dans des échantillons de sérum
patient et le pourcentage de récupération a été déterminé.

Conc. Niveau *Conc. Conc.
Echantillon initiale ajouté escomptée mesurée Récupéra-

Nombre (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) tion
1 15,8 5,0 25,5 24,8 97%
10,0 35,1 41,8 119%

25,0 62,7 61,9 99%

2 51,2 5,0 60,6 62,0 102%
10,0 69,8 73,8 106%

25,0 96,4 99,4 103%

3 26,6 5,0 36,2 33,56 92%
10,0 45,7 54,0 118%

25,0 73,0 82,8 113%

4 57,3 5,0 66,6 63,8 96%
10,0 75,8 78,1 103%

25,0 102** 104** 102%

5 41,3 5,0 50,8 48,5 95%
10,0 60,1 56,1 93%

25,0 87,0 93,2 107%

* Le calcul de la concentration 25-OH-D escomptée inclut un facteur de dilution
introduit en dopant la solution.

** |l s'agit de valeurs extrapolées; la concentration mesurée est de > 100 ng/mL
(étalon supérieur)

16.3 Sensibilité analytique (limites de détection)
La sensibilit¢ de ce dosage, lorsqu'elle est définie comme la quantité la plus basse
différente de zéro a 2 écarts-types en dessous de la cpm moyenne de I'étalon zéro
(n = 20) s'est avérée inférieure ou égale a 1,5 ng/mL. Ce niveau de sensibilité porte a

la fois sur l'utilisation de I'étalon “1” et de I'étalon “facultatif”.
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16.4 Spécificité analytique
Les données de réactivité de I'antisérum utilisé dans cette trousse sont exprimées
comme la concentration de 25-OH-D rapporté a la réaction croisée de concentration de
substance avec inhibition de 50 % de la liaison maximale.

Stéroide % de réactivité croisée
Vitamine D2 0,8
Vitamine D3 0,8
25-0OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(0OH)2-D3 100
1,25-(OH)2-D2 11,0
1,25-(OH)2-D3 11,0

VOIR LA DERNIERE PAGE POUR REFERENCE

PROFIL DU DOSAGE

1.

Echantillons extraits : distribuer 500 uL d'acétonitrile dans un tube de verre et
ajouter lentement 50 pL d'étalon, contréle ou échantillon patient en dessous de la
surface de l'acétonitrile. Mélanger a l'agitateur vortex pendant 10 secondes et
centrifuger a 1 200 x g* pendant 10 minutes entre 20 et 25 °C.

Distribuer les réactifs conformément au profil :
] Controles et

Numération Etalon échantillons
Tubes/réactifs totales NSB 0-6 inconnus
Etalons 0 extraits - 25 L - -
Etalons extraits - - 25 uL -
Contréles extraits - - - 25 uL
Echantillons inconnus extraits - - - 25 pL
Traceur 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Tampon NSB/addition 1 mL 1.0 mL - -
Antisérum 25-OH-D - - 1mL 1mL

Bien mélanger ; incuber pendant 90 minutes (+/- 10 minutes) a 20-25 °C.

Distribuer 500 uL de complexe précipitant DAG dans tous les puits, a I'exception
des tubes de numération totale.

Bien mélanger ; incuber pendant 20 a 25 minutes entre 20 et 25 °C.

Distribuer 500 uL de tampon NSB/addition dans tous les puits, sauf les tubes de
numération totale.

Centrifuger a 1 800 x g* pendant 20 minutes.
Décanter les surnageants.
Compter chaque tube dans un compteur gamma pendant 60 secondes ou plus.

*g = (1118 x 10°®) (rayon en cm) (tr/min)
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25-HYDROXYVITAMIN D %] RIA-KIT

1. VERWENDUNGSZWECK

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Dieses Kit dient der quantitativen Bestimmung von 25-Hydroxyvitamin D (25-OH-D)
und anderen hydroxylierten Vitamin-D-Metaboliten in menschlichem Serum oder
Plasma zur Beurteilung der Vitamin-D-Versorgung. Die Testergebnisse sollten in
Verbindung mit anderen klinischen und labordiagnostischen Daten verwendet werden,
um den Arzt dabei zu unterstiitzen, bei der Population der Erwachsenen individuelle
Patientenmanagement-Entscheidungen zu treffen.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG

Wenn Calciferol (Vitamin D) in den Kreislauf gelangt, wird es zu mehreren Formen
metabolisiert, vor allem zu 25-Hydroxycholecalciferol (25-OH-D). Der erste Abschnitt
des Vitamin-D-Stoffwechsels, die 25-Hydroxylierung, findet hauptsachlich in der Leber
statt." Nur eine kleine Menge 25-OH-D wird beim Menschen in der Niere zu anderen
Dihydroxyvitamin-D-Metaboliten verstoffwechselt.?2® Da 25-OH-D die vorherrschende
zirkulierende Form von Vitamin D in der normalen Population ist, gilt es als
zuverlassigster Indikator fiir den Vitamin-D-Status.*

Die zwei Hauptformen von 25-OH-D sind Cholecalciferol (Vitamin Ds) und
Ergocalciferol (Vitamin D2).3® Vitamin D3 entsteht hauptsachlich unter UV-Einwirkung in
der Haut, wahrend D2 nur aus der Nahrung gewonnen werden kann. Da diese beiden
verwandten Verbindungen den Vitamin-D-Status beeinflussen, miissen beide Formen
gleichermalRen gemessen werden.®” Die Forschung hat wichtige Informationen zu den
zirkulierenden Konzentrationen des 25-OH-D-Metabolismus und ihre physiologische
Bedeutung geliefert.

Die Messung von 25-OH-D wird immer wichtiger beim Management von Patienten mit
diversen Erkrankungen des Calciumstoffwechsels, die mit Rachitis, neonataler
Hypokalzamie, Schwangerschaft, ernahrungsbedingter und renaler Osteodystrophie,
Nebenschilddriisenunterfunktion und postmenopausaler Osteoporose assoziiert
werden.®#1° HINWEIS: Die Leistungsmerkmale des DiaSorin 25-OH-D Tests konnten
bei Kindern und Jugendlichen nicht nachgewiesen werden.

3. TESTPRINZIP

Der DiaSorin 25-OH-D Test wird in zwei Schritten durchgefiihrt. Der erste Schritt besteht
in der schnellen Extraktion von 25-OH-D und anderen hydroxylierten Metaboliten aus
Serum oder Plasma mit Acetonitril. Nach der Extraktion wird die vorbehandelte Probe in
einem ausgeglichenen Radioimmunoassay untersucht. Der Radioimmunoassay basiert
auf einem 25-OH-D-spezifischen Antikdrper. Die Probe, der Antikdrper und der Tracer
werden 90 Minuten lang bei 20-25°C inkubiert. Die Phasentrennung erfolgt nach
20-minutiger Inkubation bei 20-25°C mit einem zweiten prazipitierenden Antikérperkomplex.
Nach dieser Inkubation und vor der Zentrifugierung wird ein NSB-/ Zusatzpuffer zugegeben,
um die nichtspezifische Bindung zu reduzieren.

4. KITREAGENZIEN

25-0OH-D Kalibratoren 6 Flaschchen/1 mL
25-OH-D NSB-/Zusatzpuffer 1 Flasche/70 mL
25-OH-D Antiserum 1 Flasche/105 mL
25-OH-D Tracer 1 Flaschchen/6 mL
25-OH-D Prazipitierender DAG-Komplex 2 Flaschchen/30 mL
25-OH-D Kontrollen 2 Flaschchen/1 mL
25-OH-D Acetonitril 2 Flaschchen/15 mL
Anzahl der Tests 100
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LAGERUNG: Das Kit sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden. Nach dem Offnen jedes
Reagenz bei 2-8°C nicht langer als bis zu dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum lagern. Die Reagenzien dirfen nach dem Verfallsdatum nicht verwendet
werden. Das Verfallsdatum des Kits ist auf dem &uReren Etikett angebracht und
entspricht dem Verfallsdatum des Tracers.

Reagenzien aus verschiedenen Chargen dirfen nicht vermischt werden.

41 25-OH-D NSB-/Zusatzpuffer: gebrauchsfertiges Reagenz
Phosphatgelatinepuffer mit 0,1% Natriumazid. Diese Komponente hat zwei Funktionen.
Sie dient sowohl als NSB-Puffer als auch als Zusatzpuffer.

4.2 25-OH-Ds Kalibratoren: gebrauchsfertiges Reagenz

Sechs (25-OH-D3) Kalibratoren werden in Konzentrationen zwischen 0-100 ng/mL in
vorbehandeltem humanen Serum mit 0,1 % Natriumazid vorverdinnt. Gehen Sie mit
diesen Reagenzien vorsichtig um (siehe Warnhinweise und Vorsichtsma3nahmen). Die
Kalibratoren des Kits werden mittels UV-Bestimmung kalibriert und wurden per HPLC-
Analyse Uberprift. Die Kitkalibratoren sind mit Patientenproben austauschbar, wenn
sie mit Reagenzien verwendet werden und dieser diagnostische In-vitro-Test wie
empfohlen durchgefiihrt wird.

HINWEIS: Bei Bedarf kann ein “optionaler” Kalibrator (2,5 ng/mL) erzeugt werden,
wenn der Kalibrator “1” des Kits im Verhaltnis 1:2 im Nullkalibrator verdiinnt wird (d. h.
100 uL “1” + 100 uL “0”). Diese Verdinnung sollte vor der Extraktion stattfinden.
AnschlieBend gemafl Packungsbeilage extrahieren.

4.3 25-OH-D Antiserum: gebrauchsfertiges Reagenz
25-0OH-D-Ziegenantiserum wird in einem Phosphatgelatinepuffer mit 0,1% Natriumazid
verdunnt.

4.4 25-OH-Ds Tracer: gebrauchsfertiges Reagenz

Ein iodiertes ['?°]] Analogon von 25-OH-Ds; wird in einem Ethanolphosphatpuffer
verdliinnt. Gehen Sie mit diesem Reagenz vorsichtig um (siehe Warnhinweise und
Vorsichtsmalinahmen).

4.5 Prazipitierender DAG (Esel-anti-Ziege)-Komplex: gebrauchsfertiges Reagenz
Esel-anti-Ziege-Serum, normales Ziegenserum und Polyethylenglykol werden in einem
BSA-Boratpuffer mit Gentamycinsulfat und 0,1 % Natriumazid verdinnt. 5-10 Minuten
lang vor und wahrend des Gebrauchs mischen, damit eine homogene Suspension
entsteht.

4.6 25-OH-D Kontrollen: gebrauchsfertiges Reagenz

0,1 % Natriumazid enthaltendes Humanserum wird mit den entsprechenden Mengen
25-OH-D3 versetzt, um Kontrollkonzentrationen innerhalb der angegebenen Bereiche
zu erhalten. Griindlich mischen und als unbekannte Proben behandeln. Kontrolle 1
stellt einen niedrigen Normalbereich und Kontrolle 2 einen hohen Normalbereich dar.
Der Konzentrationsbereich jeder Kontrolle ist auf dem Analysezertifikat aufgedruckt und
zeigt die von DiaSorin festgestellten Grenzen fiir Kontrollwerte, die mit zuverlassigen
Tests erhalten werden. Gehen Sie mit diesen Reagenzien vorsichtig um (siehe
Warnhinweise und VorsichtsmaRnahmen).

4.7 Acetonitril: gebrauchsfertiges Reagenz

Acetonitril. Zum Gebrauch mit diesem Kit. Gehen Sie mit diesem Reagenz vorsichtig um
(siehe Warnhinweise und VorsichtsmaRnahmen). Dieses Produkt enthalt Naturkautschuk.

5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN
NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
Nicht fur die innere oder duRere Anwendung bei Menschen oder Tieren.

VORSICHT: Dieses Gerat darf nur von Arzten, klinischen Laboren, Krankenhausern,
Tierarzten oder Forschungseinrichtungen empfangen, erworben, besessen und
verwendet werden. Die Tests dirfen nur von entsprechend qualifizierten und
geschulten Labormitarbeitern durchgefiihrt werden.
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Jede, bei der Vorbereitung dieses Produktes verwendete Serum-/Plasmaspendeeinheit
wurde nach einer FDA-genehmigten Methode getestet und fir nicht reaktiv auf
Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg), Hepatitis-C-Antikérper (HCV) und Antikorper
fur HIV-1/2 befunden. Obwohl diese Testmethoden &uRerst genau sind, kann nicht
gewahrleistet werden, dass alle infizierten Einheiten erkannt werden. Dieses Produkt
kann dariiber hinaus weiteres Material menschlichen Ursprungs enthalten, fir die es
keinen zugelassenen Test gibt. Weil mit keiner Testmethode zweifelsfrei nachgewiesen
werden kann, dass Hepatitis B-, Hepatitis C-, HIV-Viren oder andere infektitse
Agenzien vorliegen, sollten Produkte, die Material menschlichen Ursprungs enthalten,
im Rahmen guter Laborpraktiken mit den geeigneten VorsichtsmalRnahmen
gehandhabt werden, wie sie im Handbuch “Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories” (4. Auflage, Mai 1999, oder aktuelle Auflage) der US-amerikanischen
Centers for Disease Control and Prevention und der National Institutes of Health
beschrieben werden.

NATRIUMAZID ENTHALTENDE REAGENZIEN

VORSICHT: Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Natriumazid. Natriumazid kann
mit Blei- oder Kupferrohrleitungen reagieren und hochexplosive Metallazide bilden. Bei
der Entsorgung mit viel Wasser splilen, um eine Azidbildung zu vermeiden (Richtlinie
1999/45/EG). Weitere Informationen finden Sie in “Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts” im Manual Guide-Safety Management Nr. CDC-22, der
von den Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, U.S. 1976,
herausgegeben wurde.

Europédische Gemeinschaften: Gefahrenbezeichnungen fiir gefahrliche Stoffe
(Richtlinie 1999/45/EG)

R 20/21/22 - Gesundheitsschadlich durch Einatmen, bei Hautkontakt oder Verschlucken.

R 32 - Entwickelt bei Berlihrung mit Saure sehr giftige Gase.

S28 - Bei Berlhrung mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.

ACETONITRIL ENTHALTENDE REAGENZIEN

Europdische Gemeinschaften: Gefahrenbezeichnungen fiir gefahrliche Stoffe
(Richtlinie 88/379/EWG)

R11 - Leichtzendzindlich.

R23/24/25 - Giftig beim Einatmen, bei Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken.
S16 - Von Zindquellen fernhalten — Nicht rauchen.

S36 - Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen.

S43 - Zum Léschen Trockenléschmittel oder Kohlendioxid verwenden.

S45 - Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen.

S51 - Nur in gut gelufteten Bereichen verwenden.

ETHANOL ENTHALTENDE REAGENZIEN
WARNUNG - ENTZUNDLICH

Europdische Gemeinschaften: Gefahrenbezeichnungen fiir gefahrliche Stoffe
(Richtlinie 88/379/EWG)

R11 - Leichtzendzundlich.

S16 - Von Zindquellen fernhalten - Nicht rauchen.

S43 - Zum Léschen Trockenléschmittel oder Kohlendioxid verwenden.

REAGENZIEN MIT I0D-125

Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit nicht mehr als 4 uCi (148 kBq) lod-125. Bei
der Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende
Vorsichtsmalinahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.

Fir Arzte bzw. Institutionen, welche im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope
erhalten:
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Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind
nur Arzten, klinischen Laboren oder Krankenhdusern und nur fir klinische In-vitro-
Tests oder In-vitro-Labortests gestattet, bei denen kein interner oder externer Kontakt
des Materials oder seiner Strahlung mit Menschen oder Tieren stattfindet.
Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und Weitergabe des Materials
unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz der US Nuclear Regulatory
Commission (US-amerikanische Strahlenschutzbehdrde) bzw. des Staates, mit dem
diese Behérde ein Abkommen zur Ausiibbung ihrer Uberwachungsfunktion
abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafir bestimmten
Bereich zu beschranken.

Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.

Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.
Verschuttetes Material aufwischen und Bereich anschlieRend mit alkalischem
Reinigungsmittel oder radiologischer Dekontaminationslésung waschen. Alle
benutzten Glasbehalter vor dem Waschen mit anderen Laborbehaltern aus Glas
_grandlichst mit Wasser spllen.

Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope
erhalten:

Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials
unterliegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.
WARNHINWEIS: Dieses Produkt enthalt eine Chemikalie, die nach Angaben des US-
Bundesstaates Kalifornien krebserregend ist.

ACHTUNG: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitat kann von der auf
dem Etikett des Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas abweichen.
Sowohl das Etikett des Kartons als auch das Etikett des Tracer-Flaschchens geben
den tatsachlichen Wert der Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum an, wahrend die
Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat darstellt.

6. ANZEICHEN FUR EINEN MOGLICHEN VERDERB DER REAGENZIEN

6.1 Das Vorhandensein abnormer Partikel in einem der Reagenzien (der NSB-
Puffer, das Antiserum und die prazipitierenden DAG-Reagenzien sind
moglicherweise trub).

6.2 Eine Verschiebung der Steigung oder Position der Kalibratorkurve im
Vergleich zu den normalen Ergebnissen.

6.3  Eine Abnahme der maximalen Bindung.
6.4  Eine hohe nichtspezifische Bindung.

arwN

7. PROBENGEWINNUNG UND -VORBEREITUNG

Fir die Extraktion von 25-OH-D werden fiinfzig (50) Mikroliter Serum oder Plasma
(EDTA oder Heparin) benétigt; 150 Mikroliter ermdglichen Wiederholungsanalysen und
stellen zudem ein adaquates Pipettiervolumen dar.

In diesem Kit kann humanes Serum oder Plasma verwendet werden. Bei diesem Test
kénnen die Antikoagulanzien EDTA oder Heparin verwendet werden. Eine
Nichternprobe wird empfohlen, sie ist jedoch nicht erforderlich. Zur Blutentnahme
sollte unter aseptischen Bedingungen eine Vene punktiert werden und das Blut in ein
5- oder 10-mL-Glasréhrchen abgefillt werden. Das Blut bei Raumtemperatur
(15-25°C) gerinnen lassen. 15 Minuten lang mit ca. 760 x g* zentrifugieren,
um hamolysefreie Serumproben zu erhalten. Es sind keine Zusatzstoffe oder
Konservierungsmittel erforderlich, um die Probenintegritdt sicherzustellen. Alle
Kunststoffteile, Glasgerate oder anderen Materialien, die mit der Probe in Kontakt
kommen, missen vollstéandig frei von Kontamination sein. Serum- oder Plasmaproben
bei -20°C oder darunter lagern. Die Proben kénnen in Glas- oder Kunststoffflaschchen
gelagert werden, wenn die Flaschchen fest versiegelt sind, um eine Austrocknung der
Probe zu vermeiden.

*g = (1118 x 10®) (Radius in cm) (U/min)®
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Eine

Studie, die von DiaSorin an einer begrenzten Anzahl von Patientenproben

durchgefiihrt wurde, zeigte, dass die Proben bis zu 9 Wochen stabil sind, wenn sie
bei -20°C aufbewahrt werden. Nach dreimaligem Einfrieren und Auftauen der Proben
haben sich die Werte nicht signifikant geandert. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen
ist zu vermeiden. Proben, die transportiert werden, missen im Allgemeinen gefroren
geliefert werden.

8. Z

USATZLICH BENOTIGTE GERATE UND MATERIALIEN
Einweg-Borosilikatglasréhrchen, 12 x 75 mm.
HINWEIS: Kunststoffrohrchen sind fir dieses Kit nicht geeignet.
Temperaturgesteuerte Zentrifuge fur 12 x 75 mm Réhrchen
Gamma-Zahler zur Zahlung von lod-125
Vortex-Mixer
Pipettiergerate
a. Auf die Abgabe von 25 pL und 50 pL kalibrierte Mikropipetten
(Ungenauigkeit weniger oder gleich + 1 %)

b. Multipipetten mit Spitzen, die auf die Abgabe von 50 pL, 500 pL und 1,0 mL
kalibriert sind (Ungenauigkeit weniger oder gleich + 1 %)
HINWEIS: Angaben zu den Pipetten, die fir das unten beschriebene Extraktions-
und Testverfahren benétigt werden, entnehmen Sie bitte dem Abschnitt
“Zusatzlich bendtigte Gerate und Materialien”.

9. EXTRAKTIONSVERFAHREN

9.1
9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

Fir den Kalibrator, die Kontrolle und die Patientenprobe jeweils ein
beschriftetes 12 x 75 mm Einweg-Glasrohrchen vorbereiten.

Zu jedem Roéhrchen 500 pL Acetonitril geben.

Die 50 ul Kalibrator, Kontrolle bzw. Patientenprobe enthaltende Pipettenspitze
unter die Oberflache des Acetonitrils halten und LANGSAM zum Acetonitril
zugeben.

10 Sekunden lang vortexen.
Mit 1200 x g* 10 Minuten lang bei 20-25°C zentrifugieren.

Doppelte 25-uL-Aliquots des Uberstands in getrennte, entsprechend
beschriftete 12 x 75 mm Réhrchen pipettieren. VORSICHT: Das Pellet nicht
storen.

Die Uberstéande geméaR Testverfahren untersuchen

10. TESTVERFAHREN

10.1

10.2

Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen. Die Reagenzien
durfen nicht auf mehr als 25°C erwarmt werden.

Beschriftete 12 x 75 mm Einweg-Glasrohrchen gemalt Testschema auf der
letzten Seite in doppelter Ausfiihrung vorbereiten.

*g = (1118 x 10®) (Radius in cm) (U/min)?
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10.3

10.4

10.5

10.6
10.7

10.8

10.9

10.10

Reagenzien wie folgt zugeben:
a. Totalaktivitat-Rohrchen
50 L 1?51 25-OH-D
1,0 mL NSB-/Zusatzpuffer
b. NSB-Ro6hrchen
25 pL Nullkalibrator (extrahiert)
50 pL %] 25-OH-D
1,0 mL NSB-/Zusatzpuffer
c. Kalibratoren, Kontrollen und unbekannte Proben
25 pL Kalibrator, Kontrolle oder unbekannte Probe (extrahiert)
50 pL %% 25-OH-D
1,0 mL 25-OH-D-Antiserum
Vorsichtig vortexen (Schaumbildung vermeiden) und 90 (+/- 10) Minuten lang
bei 20-25°C inkubieren.

500 pL préazipitierenden DAG-Komplex (der prazipitierende DAG-Komplex
muss vor und wahrend des Gebrauchs griindlich gemischt werden) zu allen
Rohrchen aufler den Totalaktivitat-Réhrchen zugeben.

Die Réhrchen gut mischen und 20-25 Minuten lang bei 20-25°C inkubieren.

500 uL NSB-/Zusatzpuffer zu allen Rohrchen aufler den Totalaktivitat-
Roéhrchen zugeben. Vorsichtig vortexen, um die Réhrchen gut zu mischen.
Gehen Sie mit Vorsicht vor, um bei einem groRRen Flissigkeitsvolumen im
Rohrchen nichts zu verschiitten.

Mit Ausnahme der Totalaktivitadt-Réhrchen alle Réhrchen 20 Minuten lang bei
20-25°C bei 1800 x g* zentrifugieren.

Die Uberstande auRer bei den Totalaktivitit-Réhrchen vorsichtig mit Hilfe
eines Rohrchenhalters 0.4. dekantieren. Dazu das Rack uber einem
geeigneten Abfallbehalter umdrehen. Das umgedrehte Rack fiir 2-3 Minuten
auf Saugpapier stellen. Die Rohrchen vorsichtig abtupfen, um
zuriickgebliebene Flussigkeit zu entfernen.

Alle Rohrchen in einem Gammaszillilationszahler fir mindestens 1 Minute
messen. Jedes Rohrchen sollte ausreichend lange gemessen werden, um
eine statistische Genauigkeit zu erzielen (Naheres zu den Ergebnissen finden
Sie im Abschnitt "Grenzen des Verfahrens").

11. ANMERKUNGEN ZUM VERFAHREN

111

11.2

Jedes Aliquot des Reagenz in das untere Drittel des Testrohrchens
hinzugeben, damit sich die Reagenzien vollstandig vermischen.
Um die konsistente Leistung eines Radioimmunoassays vollstandig zu
Uberwachen, missen moglicherweise weitere Faktoren uberprift werden.
DiaSorin empfiehlt, die folgenden Parameter regelmaRig zu Uberprifen, um
sicherzustellen, dass die Leistung des Kits konsistent ist.
a. Totalaktivitat
b. Maximale Bindung
Durchschnittliche Zahlungen pro Minute (CPM) des Nullkalibrator-
Réhrchens / Durchschnittliche CPM der Totalaktivitdt-Réhrchen
c. Nichtspezifische Bindung
Durchschnittliche CPM des NSB-Réhrchens / Durchschnittliche CPM der
Totalaktivitat-Réhrchen
d. Steigung der Kalibratorkurve
Uberwachen Sie zum Beispiel die 80%- und 50%-Punkte der
Kalibratorlinie.

*g = (1118 x 10®) (Radius in cm) (U/min)?
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12. QUALITATSKONTROLLE

Jedes Labor sollte in jedem Assay mindestens zwei Kontrollen (eine bei einer
niedrignormalen Konzentration und eine bei einer hochnormalen Konzentration)
einsetzen, um die Leistung des Assays zu uberwachen. Es kénnen handelslbliche
Kontrollen oder die beiden Referenzkontrollen verwendet werden, die im Kit enthalten
sind. Die Kitkontrollen sind von DiaSorin mit dem DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D |
RIA-Kit evaluiert worden. Der Konzentrationsbereich jeder Kontrolle ist auf dem
Analysezertifikat aufgedruckt und zeigt die von DiaSorin festgestellten Grenzen fir
Kontrollwerte, die mit zuverlassigen Tests erhalten werden.

Die Kontrollen sollten als unbekannte Proben behandelt und doppelt untersucht werden. Um
die Leistung der Kontrollen zu Uiberwachen, soliten Qualitatskontrolltabellen gefiihrt werden.
Jedes Labor sollte mit Hilfe von statistischen Methoden, mit denen sowohl
systematische als auch =zufdllige Fehler erkannt werden konnen, fur jede
Kontrollkonzentration akzeptable Leistungsgrenzen festlegen. Die Kontrollergebnisse
missen den Akzeptabilitatskriterien des Labors entsprechen, bevor die Testergebnisse
des Patienten mitgeteilt werden konnen.'® ®2

13. ERGEBNISBERECHNUNG

Es gibt viele Mdglichkeiten, die Ergebnisse von Radioimmunoassays zu berechnen.
Bei jeder Methode wird eine Kalibrationskurve angelegt, indem die prozentualen
Bindungen gegen die angegebenen Konzentrationen der Kalibratoren aufgetragen
werden. Die Kurve kann entweder eine lineare oder eine logarithmische Skala haben.
Jede dieser Methoden fiihrt im Wesentlichen zu denselben Werten flr Kontrollen und
Proben; bei einigen Assays ist die eine Methode jedoch mdglicherweise besser
geeignet als die andere. Die Umrechnungsmethode fiir das DiaSorin
Qualitatskontrolllabor ist % B/Bg gegen log Konzentration.

13.1  Berechnen Sie die durchschnittliche CPM fir jeden Kalibrator, jede Kontrolle
und jede unbekannte Probe.
13.2  Die durchschnittiche CPM der NSB-R&hrchen von allen Zahlungen abziehen.

13.3 Die korrigiete CPM jedes Kalibrators, Kontrolle oder unbekannten Probe
durch die korrigierte CPM des Nullkalibrators teilen.

CPM des Kalibrators oder der unbekannten Probe — CPM der NSB
B/Bo (%) = x 100
CPM des Nullkalibrators — CPM der NSB

13.4 Auf halblogarithmischem oder doppeltlogarithmischem Millimeterpapier
prozentuale Bindungen B/Bg fir 25-OH-D-Kalibratoren (vertikale Achse)
gegen die Konzentration (horizontale Achse) auftragen.

13.5  Durch die Punkte eine Ausgleichsgerade legen.

13.6 Die Konzentrationen von 25-OH-D in den unbekannten Proben aus der
Auftragung interpolieren.

13.7 Wenn eine unbekannte Probe verdinnt wurde, muss der Wert mit dem
entsprechenden Verdinnungsfaktor korrigiert werden.

13.8 Die maximale Bindung wird berechnet, indem die CPM des Nullkalibrators
durch die in den Totalaktivitdt-Rdéhrchen erhaltenen Gesamtzéhlungen
dividiert wird.

13.9 Fir die Datenanalyse koénnen auch automatische Datenreduktions-programme
verwendet werden. DiaSorin verwendet das Smooth-SPLINE-Programm
RIACalc (Pharmacia) mit %B/Bg gegen den Logarithmus der Konzentration.
Andere Datenreduktionsmethoden missen validiert werden, bevor sie
regelmafig eingesetzt werden.
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TABELLE I
DiaSorin 25-OH-D Vitamin D RIA Probendaten

Prozent. Kurve
Doppelte Durchschn. Korrigiert Gebunden Prozent  Konz.
Roéhrchen CPM CPM CPM (B/T) (B/Bo)  (ng/mL)
Totalaktivitat 41878 40901
39924
NSB 555 531 1,3
508
Nullkalibrator 19585 19822 19291 48,5
19673
20314
19718
Kalibratoren
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 53,4 12
10670
3 7182 7411 6880 35,7 20
7642
4 4687 4654 4123 21,4 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
Unbekannte Proben
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24,0 40,4
4720

TABELLE | und ABBILDUNG 1 zeigen typische Probendaten und eine Kalibratorkurve;
diese Informationen dienen nur zu Referenzzwecken und sollten nicht zur Berechnung
von Probenwerten verwendet werden.
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Abbildung 1

25-HYDROXYVITAMIN D - BEISPIEL EINER STANDARDKURVE
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14. GRENZEN DES VERFAHRENS

141

14.2

14.3

14.4

14.5

Die Zahlzeiten sollten ausreichend lang sein, um statistische Fehler zu vermeiden
(2.000 CPM ergeben z. B. 5 % Fehler; 10.000 CPM ergeben 1 % Fehler).

Die Testergebnisse sollten in Verbindung mit anderen klinischen und
labordiagnostischen Daten verwendet werden, um den Arzt dabei zu
unterstitzen, individuelle Patientenmanagement-Entscheidungen zu treffen.

Wirkungen, die auf Hamolyse oder Lipamie in Patientenproben zuriickzufiihren sind,
wurden bei diesem Assay nicht ausgewertet; es wird jedoch davon
ausgegangen, dass mit der Acetonitril-Extraktion die durch diese Substanzen
verursachten Stérungen minimiert werden.

Die Extraktion stellt wahrscheinlich die groRte Quelle fiir Ungenauigkeiten bei
dieser Methode dar. Andere Quellen fiir Verfahrensungenauigkeiten kénnen
ungenaue Mikropipetten oder veraltete Reagenzien sein.

Der Kitantikdrper zeigt eine gewisse Kreuzreaktion mit allen Formen von
Dihydroxyvitamin D2- und D3-Steroiden; beim Menschen liegen diese
Verbindungen jedoch nur in pikomolaren Konzentrationen vor.

HINWEIS: Die Leistungsmerkmale dieses Assays konnten bei Kindern und
Jugendlichen nicht nachgewiesen werden.
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15. ERWARTETE WERTE
Referenzbereich
Es ist wichtig, dass jedes Labor seinen eigenen Referenzbereich festlegt, der fur seine
typische Population reprasentativ ist. Es ist bekannt, dass Faktoren wie die UV-
Exposition °'°, die Jahreszeit'"'?, die Rasse’ und die Ernahrung?® die Konzentrationen
von 25-OH-D beim Menschen beeinflussen. In der Fachliteratur wurde gezeigt, dass
die Vitamin-D-Konzentrationen im Alter abnehmen; fir diese Studien wurde jedoch
hauptséachlich in den nordeuropaischen Landern Forschung betrieben, d. h. in Ladndern
mit weniger Sonnenlicht und geringerer Lebensmittelanreicherung.?'>® Hinzu kommen
noch groRe Unterschiede in Bezug auf Gesundheitskriterien und den Medikationsstatus.
Daher ist es schwierig, den Einfluss des Alters allein auf den Vitamin-D-Status zu
verallgemeinern.'? In den USA durchgefiihrte Studien haben zu zweifelhaften Ergebnissen
gefiihrt: Bei einigen trat im Alter ein niedriger Vitamin-D-Status auf, bei anderen war der
Vitamin-D-Status normal. Es konnte gezeigt werden, dass Antikonvulsiva eine Abnahme
der 25-OH-D-Konzentrationen bewirken, wie es auch bei der Langzeitverwendung von
Sonnencreme mit p-Aminobenzoesaure der Fall ist."” Fir dieses Kit wurde von DiaSorin
kein padiatrischer Referenzbereich festgelegt.
Wertete DiaSorin Serum aus, das mit dem DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D 2% RIA-Kit
von 20 mannlichen und 24 weiblichen scheinbar gesunden, vorwiegend weifen
Freiwilligen aus dem mittleren Westen der USA gewonnen wurde. Die Freiwilligen
waren zwischen 23 und 67 Jahre alt. Die Proben wurden im Oktober genommen.
Zwischen den mannlichen (Mittelwert = 21,7 ng/mL) und weiblichen (Mittelwert = 24,1 ng/mL)
Probanden in dieser Referenzgruppe wurde nur ein kleiner Unterschied in Bezug auf die 25-
OH-D-Konzentrationen festgestellt. Der Mittelwert fiir die Gesamtpopulation (n = 44) betrug
bei einem 2 SD-Bereich von 9,0 — 37,6 ng/mL 23,0 ng/mL.

Eine hohe Pravalenz des subklinischen 25-OH-Vitamin-D-Mangels in der offensichtlich
gesunden Normalbevoélkerung wurde in vielen Landern beobachtet, vor allem in den
Wintermonaten."" In der neueren Fachliteratur werden fiir die Klassifikation des 25-
OH-Vitamin-D-Status die folgenden Bereiche vorgeschlagen: Defizienz: 0 - 5 ng/mL
(0 - 12,5 nmol/L); Insuffizienz: 5 - 20 ng/mL (12,5 -50 nmol/L); Hypovitaminose D:
20 - 40 ng/mL (50 -100 nmol/L); Suffizienz: 40 - 100 ng/mL (100 -250 nmol/L); Toxizitat:
tiber 100 ng/mL (> 250 nmol/L).**

16. TESTCHARAKTERISTIKA
16.1 Prazision
Zur Ermittlung der Assay-Prazision wurden bei DiaSorin vier Kontrollkonzentrationen in
40 Assays an 23 Tagen getestet. Jeder Assay umfasste die vier Kontrollen x 2
Extraktionen (4 Wiederholungen). Das Studiendesign entsprach den CLSI EP5-T2-
Richtlinien.? Die Daten wurden mit SAS PROC VARCOMP berechnet. Das statistische
Modell ist ein lineares Modell mit Zufallseffekten.”®

Mittelwert Intra-Assay-Prazision Gesamtprazision
(ng/mL) (% VK) (% VK)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0
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16.2 Richtigkeit

Die Richtigkeit des Assays wurde mit Hilfe des Verdiinnungs-und Wiederfindungstests
Uberpruft.

Linearitat (Parallelitat)
Serienverdiinnung von 4 Patientenproben (Werte= ng/ml)

Probe Unverdlinn 1/2 1/4

1 74,6 79,4 74,8

2 87,8 96,4 95,2

3 85,6 88,2 82,4

4 55,2 57,8 60,4
Wiederfindung

Die Wiederfindungsrate wurde durch Zugabe von bekannten Mengen 25-OH-D3 zu den
Serumproben bestimmt.

Urspr. *Erwartete Gemessene
Probe Konz. Spike Konz. Konz.

Nr. (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Wiederfindung

1 15,8 5,0 25,5 248 97%

10,0 35,1 41,8 119%

25,0 62,7 61,9 99%

2 51,2 5,0 60,6 62,0 102%

10,0 69,8 73,8 106%

25,0 96,4 99,4 103%

3 26,6 5,0 36,2 33,5 92%

10,0 45,7 54,0 118%

25,0 73,0 82,8 113%

4 57,3 5,0 66,6 63,8 96%

10,0 75,8 78,1 103%

25,0 102** 104** 102%

5 41,3 5,0 50,8 48,5 95%

10,0 60,1 56,1 93%

25,0 87,0 93,2 107%

* Bei der Berechnung der erwarteten 25-OH-D-Konzentration wurde der von der
Spike-L6sung eingebrachte Verdiinnungsfaktor berlcksichtigt.

** Hierbei handelt es sich um extrapolierte Werte, die gemessene Konzentration
betragt > 100 ng/mL (Kalibrator)

16.3 Analytische Sensititivitat (Nachweisgrenzen)
Die Sensitivitat dieses Assays, definiert als die niedrigste von Null abgeleitete Menge
bei zweifacher Standardabweichung unter der mittleren CPM des Nullkalibrators
(n - 20), ist gleich oder weniger 1,5 ng/mL. Die Sensitivitat gilt sowohl bei Verwendung
des Kalibrators “1” als auch bei Verwendung des “optionalen” Kalibrators.
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16.4 Analytische Spezifitat
Die Kreuzreaktivitat des in diesem Kit verwendeten Antiserums wird ausgedriickt als
das Verhaltnis der 25-OH-D-Konzentration zur Konzentration der kreuzreaktiven
Substanz bei 50% Inhibierung der maximalen Bindung.

Steroid % Kreuzreaktivitat
Vitamin D2 0,8
Vitamin D3 0,8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(0OH)2-D3 100
1,25-(0OH)2-D2 11,0
1,25-(OH)2-D3 11,0

LITERATURANGABEN FINDEN SIE AUF DER LETZTEN SEITE

KURZANLEITUNG

1.

Proben extrahieren: 500 pyL Acetonitril in ein Glasréhrchen dispensieren und
langsam 50 pL Kalibrator, Kontrolle oder Patientenprobe unter die Acetonitril-
Oberflache zugeben. 10 Sekunden lang vortexen und mit 1200 x g* 10 Minuten
lang bei 20-25°C zentrifugieren.

Reagenzien wie folgt dispensieren:
Kontrollen und
Totala Kal unbekannte

Roéhrchen/Reagenzien ktivitat NSB 0-6 Proben
Extrahierte 0 Kalibratoren - 25 uL - -
Extrahierte Kalibratoren - - 25 uL -
Extrahierte Kontrollen - - - 25 uL
Extrahierte unbekannte Proben - - - 25 L
Tracer 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
NSB-/Zusatzpuffer 1,0mL | 1,0mL - -
NSB-/Zusatzpuffer - - 1,0 mL 1,0 mL

Gut mischen; 90 (+/- 10) Minuten lang bei 20-25°C inkubieren.

500 uL prazipitierenden DAG-Komplex in alle Réhrchen auRer den Totalaktivitat-
Roéhrchen dispensieren.

Gut mischen; 20-25 Minuten lang bei 20-25°C inkubieren.

500 uL NSB-/Zusatzpuffer in alle Réhrchen aufier den Totalaktivitat-Réhrchen
dispensieren.

Mit 1800 x g* 20 Minuten lang zentrifugieren.
Die Ubersténde dekantieren.
Jedes Rohrchen mindestens 60 Sekunden lang in einem Gamma-Zahler zahlen.

*g = (1118 x 10®) (Radius in cm) (U/min)?
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EQUIPO '%| RIA PARA 25-HIDROXIVITAMINA D

1. USOINDICADO

PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO

Este equipo tiene como finalidad la determinacién cuantitativa de 25-hidroxivitamina D
(25-OH-D) y de otros metabolitos hidroxilados de vitamina D en suero o plasma
humanos para evaluar la suficiencia de vitamina D. Los resultados del ensayo deben
utilizarse junto con otros datos clinicos y de laboratorio para ayudar al médico a decidir
qué tratamiento aplicar a cada paciente de una poblacion adulta.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

Cuando el calciferol (vitamina D) entra en el flujo sanguineo, se metaboliza en varias
formas, siendo la principal el 25-hidroxicalciferol (25-OH-D). El primer paso del
metabolismo de la vitamina D, la 25 hidroxilaciéon, tiene lugar principalmente en el
higado." En el ser humano sélo una pequefia cantidad de 25-OH-D se metaboliza a
otros metabolitos de dihidroxivitamina D en el rifidn.23 Dado que en la poblaciéon normal
la forma predominante de vitamina D en la circulaciéon es 25-OH-D, se considera el
indice mas fiable de los niveles de vitamina D.*

Las dos formas principales de 25-OH-D son el colecalciferol (vitamina Ds) y el
ergocalciferol (vitamina D2).>® La vitamina D3 se obtiene principalmente de la accion de
la luz ultravioleta en la piel, mientras que la vitamina D2 se obtiene Unicamente de los
alimentos. Dado que estos dos precursores contribuyen al nivel general de vitamina D del
individuo, es importante medir ambas formas por igual.®” Numerosas investigaciones han
aportado informacion sobre los niveles circulantes de metabolismo de 25-OH-D y su
importancia fisiolégica.

La medicion de 25-OH-D esta cobrando cada vez mas interés para el tratamiento de
pacientes con diversos trastornos del metabolismo del calcio asociados con
raquitismo, hipocalcemia neonatal, embarazo, osteodistrofia renal y nutricional,
hipoparatiroidismo y osteoporosis posmenopausica.®®'® NOTA: No se han establecido
las caracteristicas del resultado del ensayo DiaSorin 25-OH-D en poblaciones
pediatricas.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ensayo DiaSorin 25-OH-D es un procedimiento de dos pasos. El primer paso
consiste en extraer rapidamente 25-OH-D y otros metabolitos hidroxilados de suero o
plasma con acetonitrilo. Tras la extraccién, la muestra tratada se somete a un
procedimiento RIA de equilibrio. El método RIA se basa en un anticuerpo con
especificidad frente a la 25-OH-D. La muestra, el anticuerpo y el trazador se incuban
durante 90 minutos a 20-25°C. La separacion de fases se logra tras 20 minutos de
incubacién a 20-25°C con un segundo complejo de precipitacion de anticuerpos.
Después de la incubacion y antes del centrifugado se afiade un tampén NSB/adicion
para reducir las uniones no especificas.

4. REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL EQUIPO

Calibradores 25-OH-D 6 viales/1 mL
Tampdn NSB/adicion 25-OH-D 1 frasco/70 mL
Antisuero 25-OH-D 1 frasco/105 mL
Trazador 25-OH-D 1 vial/6 mL
Complejo de precipitacion DAG 25-OH-D 2 viales/30 mL
Controles 25-OH-D 2 viales/1 mL
Acetonitrilo 25-OH-D 2 viales/15 mL
Numero de pruebas 100

ALMACENAMIENTO: Tras su recepcion, el equipo debe almacenarse a 2-8°C. Una
vez abiertos, almacene los reactivos a 2-8°C hasta la fecha de vencimiento que figura
en la etiqueta. Los reactivos no deben utilizarse después de la fecha de vencimiento.
La fecha de vencimiento del equipo se indica en la etiqueta externa y se corresponde
con la fecha de vencimiento del trazador.

No deben mezclarse reactivos de diferentes lotes.
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4.1 Tampén NSB/adicion 25-OH-D: reactivo listo para su uso.

Tampon fosfato-gelatina con azida sédica al 0,1%. Este componente tiene una funcién
doble: sirve como tampén NSB y como tampdn de adicion.

4.2 Calibradores 25-OH-Ds: reactivo listo para su uso.

Seis calibradores (25-OH-D3) con concentraciones que oscilan entre 0 y 100 ng/mL
prediluidos en suero humano procesado con azida sédica al 0,1%. Maneje estos
reactivos con cuidado (consulte Advertencias y precauciones). Los calibradores del
equipo estan ajustados con cuantificacion UV y se han verificado mediante analisis por
CLAR. Los calibradores del equipo han demostrado tener conmutabilidad con
muestras de pacientes cuando se utilizan con los reactivos y el procedimiento
recomendados para esta prueba de diagndstico in vitro.

NOTA: Si se desea, se puede crear un calibrador “opcional” (2,5 ng/mL) diluyendo el
calibrador “1” del equipo en el calibrador 0 del mismo en una proporcién 1:2 (es decir,
100 uL “1” + 100 uL “0”). Esta dilucién debe realizarse antes de la extracciéon y
después extraerse segun como los productos incluidos.

4.3 Antisuero 25-OH-D: reactivo listo para su uso.

Suero de cabra anti-25-OH-D diluido en tampén fosfato-gelatina con azida sédica al
0,1%.

4.4 Trazador 25-OH-Ds: reactivo listo para su uso.

Anadlogo yodado ['#*]] de 25-OH-Ds diluido en un tampén etanol fosfato. Maneje este
reactivo con cuidado (consulte Advertencias y precauciones).

4.5 Complejo de precipitacion DAG (Donkey Anti-Goat): reactivo listo para su
uso.

Suero de burro anticabra, suero de cabra normal y polietilenglicol diluidos en un
tampon borato-ASB con sulfato de gentamicina y azida sédica al 0,1%. Mezcle durante
5-10 minutos antes y durante su uso para asegurar la obtencién de una suspension
homogénea.

4.6 Controles 25-OH-D: reactivo listo para su uso.

Suero humano con azida sédica al 0,1% con la cantidad adecuada de 25-OH-D3 para
obtener concentraciones de control dentro de los rangos especificados. Mezcle
cuidadosamente y trate como muestras desconocidas. El control 1 representa un rango
bajo-normal y el control 2 un rango alto-normal. El intervalo de las concentraciones
para cada control esta impreso en el certificado de analisis e indica los limites definidos
por DiaSorin para los valores de los controles obtenidos con test fiables. Maneje estos
reactivos con cuidado (consulte Advertencias y precauciones).

4.7 Acetonitrilo: reactivo listo para su uso.

Acetonitrilo. Adecuado para utilizarse con este equipo. Maneje este reactivo con
cuidado (consulte Advertencias y precauciones). Este producto contiene caucho
natural seco.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO
No debe destinarse al uso interno o externo en seres humanos ni animales.

PRECAUCION: Este producto sélo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo
médicos, laboratorios clinicos, hospitales, veterinarios u organismos de investigacion.
Las pruebas debe realizarlas Unicamente el personal de laboratorio debidamente
competente y capacitado.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE MATERIAL DE ORIGEN HUMANO
Deben tratarse como material potencialmente infeccioso.

Todas las unidades de donantes de suero/plasma se han probado en conformidad con
métodos aprobados por la FDA estadounidense y han dado resultados negativos para
la presencia de AgsHB, anticuerpos de VHC y anticuerpos de VIH 1/2. Aunque estos
métodos son altamente precisos, no garantizan la deteccion de todas las unidades
infectadas. Este producto también puede contener otros materiales de origen humano
para los cuales no existe prueba homologada. Dado que ningin método de prueba
conocido puede garantizar plenamente la ausencia de virus de la hepatitis B (VHB), la
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hepatitis C (VHC), de inmunodeficiencia humana (VIH) ni otros agentes infecciosos,
todos los productos que contengan materiales de origen humano deben manejarse
segun las practicas de laboratorio correctas y las precauciones necesarias descritas
en el manual “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”, 4% ed., mayo
1999 o actual, para centros de control de enfermedades e institutos nacionales de
salud y prevencion.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE AZIDA SODICA

PRECAUCION: Algunos reactivos de este equipo contienen azida sédica. La azida
sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas metalicas
altamente explosivas. Antes de desechar el reactivo, enjuaguelo con abundante agua
para impedir la acumulaciéon de azidas (Directiva del Consejo 1999/45/EC). Para
obtener mas informacion, consulte “Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts” en Manual Guide-Safety Management N° CDC-22 publicado por
Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, EE.UU. 1976.

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocivo por inhalacion, por ingestion y en contacto con la piel.

R 32 - En contacto con acidos libera gases altamente téxicos.

S28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediatamente con abundante agua.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE ACETONITRILO

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 88/379/EEC)

R11 - Altamente inflamable.

R23/24/25 - Téxico por inhalacion, por ingestion y en contacto con la piel.

S16 Manténgase alejado de fuentes de ignicion. No fumar.

S36 - Utilicese ropa de proteccién adecuada.

S43 - En caso de incendio, utilicense productos quimicos secos o didxido de carbono.
S45 - En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico.

S51 - Usese s6lo en zonas bien ventiladas.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE ETANOL
ADVERTENCIA - INFLAMABLE

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 88/379/EEC)

R11 - Altamente inflamable.

S16 - Manténgase alejado de fuentes de ignicion. No fumar.

S43 - En caso de incendio, utilicense productos quimicos secos o didxido de carbono.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE YODO-125

Este equipo contiene material radiactivo que no supera 4 uCi (148 kBq) de yodo-125.
Para almacenar, manejar y desechar este material, deben adoptarse las precauciones
necesarias y practicas de laboratorio correctas.
Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos con licencia genérica:
Este material radiactivo sélo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos,
laboratorios clinicos u hospitales, y sélo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio
que no conlleven la administraciéon interna o externa del material ni su radiacién a
seres humanos ni animales. Su recepcioén, adquisicion, posesion, uso y transferencia
se rigen por la normativa y la licencia genérica de la Comisién Reguladora Nuclear del
estado en el que la Comision haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su
autoridad reguladora.
1. EI almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada
especificamente a tal efecto.
2. El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado
Unicamente.

3. No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
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4. No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.

5. Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después
lavarse con un detergente alcalino o una solucién decontaminante radiologica.
Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente con agua
antes de lavarse con otros recipientes de laboratorios.

Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia especifica:

La recepcion, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen
por la normativa y las condiciones de la licencia en cuestion.

ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida por el
Estado de California como causante de cancer.

ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir
ligeramente de la impresa en la etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La
etiqueta de la caja y la del trazador indican la cantidad real de radiactividad en la fecha
de la calibracion, mientras que el impreso del interior del paquete indica la
radiactividad tedrica del equipo.

6. INDICACIONES DE POSIBLE DETERIORO DE LOS REACTIVOS DEL
EQUIPO
6.1 Presencia de particulas anémalas en alguno de los reactivos (el tampon NSB,
el antisuero y los reactivos de precipitacion DAG pueden estar turbios).
6.2 Desviacion en la pendiente o posicion de la curva del calibrador con respecto
al resultado habitual.

6.3  Disminucion de la uniéon maxima.
6.4  Alto nivel de uniones no especificas.

7. RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Para la extraccion de 25-OH-D se requieren cincuenta (50) microlitros de suero o
plasma (EDTA o heparina); un volumen de 150 microlitros permite repetir el analisis y
también proporciona la dosificacion adecuada.

Con este equipo puede utilizarse suero o plasma humanos. Con este ensayo pueden
utilizarse anticoagulantes EDTA o heparina. Es recomendable tomar la muestra en
ayunas, pero no es imprescindible. La sangre debe recolectarse asépticamente por
puncion venosa en un tubo de vidrio vacio de 5 6 10 mL. Deje que la sangre coagule a
temperatura ambiente (15-25°C). Centrifugue durante 15 minutos con aproximadamente
760 x g* para obtener suero no hemolizado. Para mantener la integridad de la muestra no
se requieren aditivos ni conservantes. Todos los materiales de plastico, vidrio u otros que
entren en contacto con la muestra deben estar completamente limpios de contaminacion.
Almacene las muestras de suero o plasma a -20°C o menos. Las muestras pueden
almacenarse en viales de vidrio o plastico, siempre que estén herméticamente cerrados
para prevenir la desecacion del contenido.

Un estudio realizado en DiaSorin con un ndmero limitado de muestras de pacientes
demostré que, almacenadas a -20°C, las muestras son estables hasta 9 semanas. No
se observaron cambios significativos en los valores después de 3 ciclos de
congelacion-descongelacién de las muestras. No deben repetirse ciclos de
congelacion-descongelacion. En general, las muestras transportadas deben llegar
congeladas.

8. EQUIPO Y MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
- Tubos desechables de vidrio de borosilicato, 12 x 75 mm.
NOTA: Los tubos de plastico no son adecuados para utilizarse con este equipo.
- Centrifuga controlada por temperatura con capacidad para 12 tubos de 75 mm.
- Contador gamma valido para yodo 125.

*g = (1118 x 10®) (radio en cm) (rpm)?
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Mezclador vortex.
Utensilios de dosificacion.

a.

b.

Micropipetas calibradas para suministrar 25 pyL y 50 pL (imprecision inferior
oigual a £ 1%).

Dispensadores repetitivos con puntas calibradas para suministrar 50 pL,
500 pL y 1 mL (imprecision inferior o igual a £ 1%).

NOTA: Si desea informarse sobre las especificaciones de pipetas para los
procedimientos de extraccion y ensayo que se indican a continuacion, consulte

“Eq

uipos y materiales necesarios pero no suministrados”.

9. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

9.1
9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

Prepare y etiquete 12 tubos desechables de vidrio de 75 mm por cada
calibrador, control y muestra de pacientes.

Afada 500 yL de acetonitrilo a cada tubo.

Introduzca la punta de la pipeta con 50 pL de calibrador, control o muestra de
pacientes bajo la superficie del acetonitrilo y afiada el contenido
LENTAMENTE.

Agite en vortex durante 10 segundos.
Centrifugue con 1200 x g* durante 10 minutos a 20-25°C.

Con una pipeta, dosifique alicuotas duplicadas de 25 L del sobrenadante en
12 tubos separados de 75 mm debidamente etiquetados.

PRECAUCION: Tenga cuidado de no alterar el pellet.
Someta los sobrenadantes al procedimiento de ensayo.

10. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6
10.7

Deje que todos los reactivos y muestras se equilibbren a temperatura
ambiente. No permita que los reactivos alcancen temperaturas superiores a
los 25°C.

Prepare y etiquete por duplicado 12 tubos desechables de vidrio de 75 mm
segun el programa de ensayo de la dltima pagina.

Afada los reactivos de este modo:

a. Tubos de cuentas totales

50 yL de | 25-OH-D

1 mL de tampon NSB/adicién
b. Tubos de union no especifica (NSB)

25 pL de calibrador 0 (extraido)

50 yL de 2%l 25-OH-D

1 mL de tampoén NSB/adiciéon
c. Calibradores, controles y muestras desconocidas

25 pL de calibrador, control o muestra desconocida (extraido)

50 pL de %1 25-OH-D

1 mL de antisuero 25-OH-D
Agite suavemente en vortex sin que se forme espuma e incube durante
90 (+/- 10) minutos a 20-25°C.
Afada 500 pL de complejo de precipitacion DAG (el complejo de precipitacion
DAG debe mezclarse cuidadosamente antes y durante su uso) a todos los
tubos salvo a los de cuentas totales.

Mezcle bien los tubos e incube durante 20-25 minutos a 20-25°C.

Afada 500 uL de tampon NSB/adicion a todos los tubos salvo los de cuentas
totales. Agite suavemente en vortex para mezclar bien los tubos. Cuando
realice este Ultimo paso, tenga cuidado para evitar salpicaduras si hay
elevados volumenes de liquido en los tubos.

*g = (1118 x 10°®) (radio en cm) (rpm)?
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10.8  Centrifugue todos los tubos durante 20 minutos a 20-25°C y 1800 x g* (salvo
los tubos de cuentas totales).

10.9 Decante los sobrenadantes (salvo los tubos de cuentas totales) con un
portatubos de espuma o equivalente volcando el portatubos en un depésito de
residuos adecuado. Coloque el portatubos invertido sobre papel absorbente
durante 2-3 minutos. Seque los tubos con cuidado con papel absorbente para
asegurar la eliminacion de todo el liquido.

10.10 Determine el niumero de cuentas de los tubos dejandolos en un contador de
centelleo de rayos gamma durante al menos 1 minuto Cada tubo debe
contarse durante suficiente tiempo para alcanzar la precision estadistica
(consulte el apartado de resultados Limitaciones del procedimiento).

11. COMENTARIOS SOBRE EL PROCEDIMIENTO

11.1  Afada cada alicuota de reactivo al tercio inferior del tubo de ensayo para
asegurar la mezcla completa de los reactivos.

11.2  Para asegurar completamente el resultado sélido del ensayo RIA, deben
comprobarse varios factores adicionales. DiaSorin recomienda comprobar
periddicamente los siguientes parametros para asegurar el desempefio
uniforme del equipo.

a. Cuentas totales

b. Unién maxima
Promedio de cuentas por minuto (CPM) del tubo de calibrador
0/Promedio de CPM de tubos de cuentas totales

c. Uniones no especificas
Promedio de CMP del tubo NSB/Promedio de CPM de los tubos de
cuentas totales

d. Pendiente de la curva del calibrador
Por ejemplo, controle los puntos de 80 y 50% de la linea del calibrador.

12. CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio debe incluir al menos dos controles (uno de nivel bajo-normal y otro
de nivel alto-normal) en cada ensayo para supervisar sus resultados. Pueden utilizarse
controles disponibles en el mercado o los dos controles de referencia que se
suministran con el equipo. DiaSorin ha evaluado los controles del equipo con el equipo
DiaSorin 'l RIA para 25-hidroxivitamina D. El rango de concentraciones de cada
control aparece en el certificado de analisis, e indica los limites definidos por DiaSorin
para los valores de control que se pueden obtener a partir de ensayos fiables.

Los controles deben tratarse como muestras desconocidas y someterse al ensayo por
duplicado. Deben mantenerse graficos de control de calidad para llevar un seguimiento
del desempefio del control. El intervalo de las concentraciones para cada control esta
impreso en el certificado de andlisis e indica los limites definidos por DiaSorin para los
valores de los controles obtenidos con test fiables. Los resultados de control deben
cumplir los criterios de aceptabilidad del laboratorio antes de informar los resultados de
las pruebas con pacientes.® 19.20

13. CALCULO DE RESULTADOS

Hay numerosos métodos para calcular los resultados de los ensayos RIA. Todos
tienen como finalidad obtener una curva de calibrado que relacione el alcance de la
unién con diferentes concentraciones de los calibradores de calibrado. El grafico
puede tener una escala lineal o logaritmica. Cada uno de estos métodos indica
basicamente los mismos valores para controles y muestras, aunque algunos ensayos
pueden “ajustarse” mejor a un método determinado que a otro. El método de célculo
del Laboratorio de Control de Calidad de DiaSorin es B/By % frente a concentracién
logaritmica.

13.1 Calcule el promedio de CMP de cada calibrador, control y muestra

desconocida.

*g = (1118 x 10®) (radio en cm) (rpm)?
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13.2
133

B/B

134

13.5

13.6

13.7

13.8

13.9

Reste el promedio de CPM de los tubos NSB de todas las cuentas.

Divida las CPM corregidas de cada calibrador, control o muestra

desconocida por las CPM corregidas del calibrador 0.

0 (%) = CPM de calibrador o muestra desconocida — CPM de NSB , ;1
CPM de calibrador 0 — CPM de NSB

Con un papel grafico semilog de 2 ciclos o log-logit, trace el B/BO
porcentual de los calibradores 25-OH-D (eje de ordenadas) frente a la
concentracion (eje de abscisas).

Una los puntos con una linea de ajuste 6ptimo.

Interpole los niveles de 25-OH-D en las muestras desconocidas del
trazado.

Si alguna muestra desconocida esta diluida, corrijala para obtener el factor
de dilucion adecuado.

Calcule la unién maxima dividiendo las CPM del calibrador 0 por el
promedio de cuentas totales obtenido con los tubos de cuentas totales.
Para analizar los datos también pueden utilizarse programas automaticos
de reduccion de datos. DiaSorin utiliza RIACalc (Pharmacia) con un
programa de ajuste suavizado SPLINE de B/BO % frente a concentracion

logaritmica. Todos los demas métodos de reduccién de datos han de ser
validados antes utilizarlos con regularidad.

TABLAI

Ejemplos de datos de un ensayo DiaSorin RIA para vitamina D 25-OH-D

Tubo

Unién Conc.
CPM Promedio CPM porcentual Porcentaje grafica
duplicadas CPM corregidas (B/T) (B/Bo) (ng/mL)

Cuentas tota

NSB

Calibrador 0

Calibradores
1

2

3

4

5

les 41878 40901

39924
555 531 1.3
508

19585 19822 19291 48,5

19673

20314

19718

14503 14472 13941 72,3 5
14442
11005 10838 10307 53,4 12
10670
7182 7411 6880 35,7 20
7642
4687 4654 4123 21,4 40
4622
2768 2877 2346 12,2 100
2985

Muestras desconocidas

1

2

10365 10406 53,9 12,8
10447
4219 4634 24 40,4
4720

Latablaly |l

a figura 1 muestran ejemplos de datos tipicos de muestras y de una curva

de calibracion; esta informacion sélo debe utilizarse como referencia y no para calcular

ningun valor.
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Figura 1

25-HYDROXYVITAMINA D
CURVA DE CALIBRADOR DE LA MUESTRA
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14. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

141

14.2

14.3

14.4

14.5

La frecuencia de las cuentas deberia bastar para evitar errores estadisticos
(por ejemplo, la acumulacién de 2000 CPM dara como resultado un error del
5%; 10.000 CPM dara como resultado un 1% de error).

Los resultados del ensayo deben utilizarse en combinacién con otros datos
clinicos y de laboratorio para ayudar al médico a decidir el tratamiento
adecuado para cada paciente.

En este ensayo no se han evaluado los efectos debidos a hemodlisis o lipemia
presentes en muestras de pacientes; sin embargo, la extraccion del
acetonitrilo deberia minimizar cualquier interferencia debida a estas
sustancias.

La mayor fuente de imprecision en este método es probablemente la fase de
extraccion. Otro origen de imprecisiones del procedimiento podria ser el uso
de micropipetas imprecisas o reactivos vencidos.

El anticuerpo del equipo muestra cierta reactividad cruzada con todas las
formas de esteroides de dihidroxivitamina D2 y D3; sin embargo, en seres
humanos estos compuestos estan naturalmente presentes sodlo en
concentraciones picomolares.

NOTA: No se han establecido las caracteristicas del desempefio de este
ensayo en poblaciones pediatricas.
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15. VALORES PREVISTOS
RANGOS DE REFERENCIA

Es importante que cada laboratorio establezca su propio rango de referencia con
respecto a la poblacion a la que atiende. Es sabido que factores como el periodo de
exposicién a los rayos UV 19,112 |a raza’ y la ingesta en la dieta & afectan a los niveles
de 25-OH-D en seres humanos. La bibliografia ha demostrado que los niveles de
vitamina D disminuyen con la edad; no obstante, en la mayoria de estos estudios las
investigaciones se han realizado en paises del norte de Europa, donde hay menos luz
solar y menos alimentos reforzados.®'®'¢ Este factor, junto con las diferencias
altamente variables de criterios sanitarios y condiciones médicas, dificultan la
generalizacién del efecto de la edad como Unico determinante de los niveles de
vitamina D." Los resultados de estudios llevados a cabo en EE.UU. arrojan resultados
equivocos, ya que algunos muestran la incidencia y otros la ausencia de una
disminucion de vitamina D con la edad. Los anticonvulsivantes han demostrado causar
una disminucién de los niveles de 25-OH-D, debido al uso a largo plazo de acido p-
aminobenzoico antisolar contaminante.” DiaSorin no ha establecido un rango de
referencia pediatrico con este equipo.

DiaSorin evalué suero tomado de 20 hombres y 24 mujeres, aparentemente sanos,
voluntarios, predominantemente caucasicos, de la zona media occidental de EE.UU.,
con el equipo DiaSorin '?| RIA para 25-hidroxivitamina D. La edad de los voluntarios
oscilaba entre 23 y 67 afios. Las muestras se recolectaron durante el mes de octubre.
En este grupo de referencia sélo se aprecié una ligera diferencia de 25-OH-D entre
hombres (media = 21,7 ng/mL) y mujeres (media = 24,1 ng/mL). La media de la
poblacién completa (n = 44) fue de 23,0 ng/mL con un rango de 2 desviaciones
estandar de 9 — 37,6 ng/mL.

En muchos paises se ha observado una alta prevalencia de deficiencia subclinica de
25 OH vitamina D en poblaciones normales aparentemente sanas, especialmente
durante los meses de invierno.'*' Los estudios recientes indican los siguientes rangos
para la clasificacion del estado de la 25 OH vitamina D: deficiencia: 0 a
5 ng/mL (0 — 12,5 nmol/L); insuficiencia: 5 a 20 ng/mL (12,5 - 50 nmol/L);
hipovitaminosis D: 20 a 40 ng/mL (50 - 100 nmol/L); suficiencia: 40 a 100 ng/mL (100 -
250 nmol/L); y toxicidad: mayor que 100 ng/mL (> 250 nmol/L).%*

16. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL DESEMPENO
16.1 Precision

DiaSorin evalu6 la precision del ensayo con cuatro niveles de control cuya curva se
extendié a lo largo de 23 dias de trabajo en 40 ensayos. Cada ensayo incluia los
cuatro controles x 2 extracciones (4 réplicas). El disefio del estudio era coherente con
las directrices del documento EP5-T2 de CLSI. 22 Los datos se calcularon con el SAS
PROC VARCOMP. El modelo estadistico ajustado es un modelo lineal de efectos
aleatorios.?

Media Intraensayo Imprecision total
(ng/mL) (% C.V.) (% C.V.)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0
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16.2 Veracidad

La veracidad del ensayo se comprobd con la prueba de dilucién y recuperacion.

Linealidad (paralelismo)

Estudio de dilucion en serie de 4 muestras de pacientes (valores = ng/mL)

Muestra No diluida 1/2 1/4
1 74,6 79,4 74,8
2 87,8 96,4 95,2
3 85,6 88,2 82,4
4 55,2 57,8 60,4

Recuperacion

Se afiadieron cantidades conocidas de 25-OH-D3 a las muestras de suero de pacientes
y se determind el porcentaje de recuperacion.

Conc. Cantidad *Conc. Conc.
Numero inicial afadida prevista medida
de muestra | (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Recuperacién

1 15,8 5,0 25,5 24,8 97%
10,0 35,1 41,8 119%
25,0 62,7 61,9 99%
2 51,2 5,0 60,6 62,0 102%
10,0 69,8 73,8 106%
25,0 96,4 99,4 103%
3 26,6 5,0 36,2 33,5 92%
10,0 45,7 54,0 118%
25,0 73,0 82,8 113%
4 57,3 5,0 66,6 63,8 96%
10,0 75,8 78,1 103%
25,0 102** 104** 102%
5 41,3 5,0 50,8 48,5 95%
10,0 60,1 56,1 93%
25,0 87,0 93,2 107%

*

*%

(calibrador superior).

16.3 Sensibilidad Analitica (limites de deteccién)
La sensibilidad de este ensayo, definida como la cantidad mas baja diferenciada de
cero con 2 desviaciones estandar por debajo del promedio de CPM del calibrador 0
(n = 20), ha demostrado ser igual o inferior a 1,5 ng/mL. Este nivel de sensibilidad es

valido con el calibrador “1” y con el calibrador “optativo”.
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El célculo de la concentracion prevista de 25-OH-D incluye el factor de dilucién
introducido por la solucion afiadida.

Se trata de valores extrapolados; la concentracién medida es de > 100 ng/mL




16.4 Especificidad Analitica
Los datos sobre reactividad cruzada del antisuero utilizado en este equipo se expresan
como la relacién entre la concentracion de 25-OH-D y la concentracion de la sustancia
que presenta reactividad cruzada con una inhibicién del 50% de unién maxima.

Esteroide % reactividad cruzada
Vitamina D2 0,8
Vitamina D3 0,8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(0OH)2-D2 100
24,25-(0OH)2-D3 100
25,26-(0H)2-D2 100
25,26-(0H)2-D3 100
1,25-(OH)2-D2 11,0
1,25-(OH)2-D3 11,0

CONSULTE LA BIBLIOGRAFIA EN LA ULTIMA PAGINA.

PROGRAMA DEL ENSAYO

1.

Extraiga muestras: suministre 500 uL de acetonitrilo en un tubo de vidrio y afiada
lentamente 50 uL de calibrador, control o muestra de paciente por debajo de la
superficie de acetonitrilo. Agite en vortex durante 10 segundos y centrifugue con
1200 x g* durante 10 minutos a 20-25°C.

2. Suministre los reactivos segun el siguiente programa:
Controles y
Cuentas Cal muestras
Tubos/Reactivos totales NSB 0-6 desconocidas
Calibradores 0 extraidos - 25 uL - -
Calibradores extraidos - - 25 uL -
Controles extraidos - - - 25uL
Muestras desconocidas extraidas - - - 25uL
Trazador 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
Tampon NSB/adicion 1mL 1mL - -
Antisuero 25-OH-D - - 1mL 1mL
3. Mezcle bien; incube durante 90 minutos (+/- 10 minutos) a 20-25°C.
4. Suministre 500 uL de complejo de precipitacion DAG en todos los tubos salvo en
los de cuentas totales.
5. Mezcle bien; incube durante 20-25 minutos a 20-25°C.
6. Suministre 500 uL de tampo6n NSB/adiciéon en todos los tubos salvo en los de
cuentas totales.
7. Centrifugue con 1800 x g* durante 20 minutos.
8. Decante los sobrenadantes.
9. Cuente cada tubo en un contador gamma durante 60 segundos o mas.

*g = (1118 x 10°) (radio en cm) (rpm)’
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KIT 25-IDROSSIVITAMINA D "% RIA

1. USO PREVISTO

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Questo kit serve per la determinazione quantitativa di 25-idrossivitamina D (25-OH-D)
e di altri metaboliti idrossilati di vitamina D nel siero o plasma umano e serve per la
valutazione di sufficienza di vitamina D. | risultati delle analisi, unitamente ad altri dati
clinici e di laboratorio, serviranno al medico specialista per prendere decisioni per la
scelta terapeutica del singolo paziente, facente parte di una popolazione adulta.

2. SOMMARIO E SPIEGAZIONI

Man mano che il calciferolo (Vitamina D) entra in circolazione, questo viene metabolizzato
in forme diverse, per la maggior parte in 25-idrossicalciferolo (25-OH-D). La prima fase del
metabolismo della vitamina D, 25 idrossilazione, avviene principalmente nel fegato." Solo
una piccola quantita di 25-OH-D viene metabolizzata nel rene in altri metaboliti di-
idrossivitamina D.2?® Poiché 25-OH-D & la forma predominante in circolo di vitamina D nella
popolazione normale, essa € considerata l'indice piu affidabile dello stato di vitamina D.*

Le due forme principali di 25-OH-D sono colecalciferolo (vitamina Ds) ed
ergocalciferolo (vitamina D). La vitamina D3z deriva principalmente dall'azione dei
raggi ultravioletti sulla pelle, mentre la vitamina D2 deriva unicamente da fonti
alimentari. Poiché questi due composti parentali contribuiscono in varie forme allo stato
generale della vitamina D nell'individuo, € importante che entrambe le forme vengano
misurate con il medesimo metodo.5” Moltissime ricerche hanno fornito informazioni sui
livelli di circolazione del metabolismo di 25-OH-D e della loro importanza fisiologica.

Le misurazioni di 25-OH-D stanno assumendo un'importanza sempre maggiore nel
trattamento di pazienti che presentano vari disturbi di metabolismo del calcio associati a
rachitismo, ipocalcemia neonatale, gravidanza, osteodistrofia nutrizionale e renale,
ipoparatiroidismo e osteoporosi nella postmenopausa.’®'® NOTA: Le caratteristiche di
efficacia nell'analisi DiaSorin 25-OH-D non sono state studiate sulla popolazione pediatrica.

3. PRINCIPIO DELL'ANALISI

L'analisi DiaSorin 25-OH-D prevede una procedura a due fasi. La prima fase esegue
un'estrazione rapida con acetonitrile di 25-OH-D e di altri metaboliti idrossilati da siero
o plasma. Dopo l'estrazione, il campione trattato viene analizzato usando una
procedura RIA di equilibrio. Il metodo RIA si basa su un anticorpo con specificita fino a
25-OH-D. Il campione, l'anticorpo e il tracciante vengono incubati per 90 minuti alla
temperatura di 20-25°C. La separazione di fase avviene dopo un'incubazione di
20 minuti a 20-25°C mediante un secondo complesso precipitante gli anticorpi.
Tampone NSB/di aggiunta viene aggiunto dopo lincubazione e prima della
centrifugazione per facilitare la riduzione di legame non specifico.

4. REAGENTI FORNITI CON IL KIT

Calibratori 25-OH-D 6 fiale/1 mL
Tampone NSB/di aggiunta 25-OH-D 1 flacone/70 mL
Antisiero 25-OH-D 1 flacone/105 mL
Tracciatore 25-OH-D 1 fiala/6 mL
Complesso precipitante 25-OH-D DAG 2 fiale/30 mL
Controlli 25-OH-D 2 fiale/1 mL
Acetronitrile 25-OH-D 2 fiale/15 mL
Numero di test 100

CONSERVAZIONE: Il kit deve essere conservato a 2-8°C. Dopo l'apertura, conservare
ogni reagente a 2-8°C fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta. | reagenti non
devono essere utilizzati dopo la data di scadenza. La data di scadenza del kit &
indicata sull'etichetta esterna e si riferisce alla data di scadenza del tracciante.

Non si devono mescolare reagente di lotti diversi.
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41 Tampone NSB/di aggiunta 25-OH-D : reagente pronto all'uso

Tampone di fosfato-gelatina contenente 0.1% sodio azide. Questo componente ha una
doppia funzione. Servira sia da tampone NSB e che da tampone di aggiunta.

4.2 Calibratori 25-OH-D3: reagente pronto all'uso

Sei calibratori (25-OH-D3) a concentrazioni varianti fra 0-100 ng/mL sono prediluiti nel
siero umano trattato contenente 0.1% sodio azide. Maneggiare questi reagenti con
cura (vedere le Avvertenze e Precauzioni). | calibratori di questo kit sono calibrati
mediante determinazione quantitativa UV e sono stati verificati mediante analisi HPLC.
| calibratori del kit dimostrano commutabilita con i campioni del paziente quando usati
con reagenti e con la procedura operativa di questo test diagnostico in vitro, come
consigliato.

NOTA: Se si desidera, si pud creare un calibratore "supplementare" (2.5 ng/mL)
mediante diluizione del calibratore del kit "1" 1:2 nel kit del calibratore zero (ad
esempio, 100 uL "1" + 100 uL "0"). La diluizione deve essere eseguita prima
dell'estrazione e quindi estratta come da istruzioni allegate.

4.3 Antisiero 25-OH-D: reagente pronto all'uso.

Il siero di capra anti-25-OH-D & diluito in un tampone di fosfato-gelatina contenente
0.1% sodio azide.

4.4 Tracciante 25-OH-Ds: reagente pronto all'uso.

Un analogo iodato ['#I] di 25-OH-Ds e diluito in un tampone etanolo-fosfato.
Maneggiare questo reagente con cura (vedere le Avvertenze e Precauzioni).

4.5 Complesso precipitante Donkey Anti-Goat (DAG, Asino Anti-Capra):
reagente pronto all'uso.

Il siero DAG, il siero normale di capra e glicolo polietilenico sono diluiti in un tampone
BSA-borato contenente gentamicin solfato e 0.1% sodio azide. Mescolare per 5-10
minuti prima e durante l'uso al fine di ottenere una sospensione omogenea.

4.6 Controlli 25-OH-D: reagente pronto all'uso.

Nel siero umano contenente 0.1% sodio azide si aggiungono le quantita necessarie di
25-OH-D3 in modo da ottenere concentrazioni di controllo nei range specificati.
Mescolare a lungo e trattare come campioni non noti. Il controllo 1 rappresenta un
range da basso a normale, mentre il controllo 2 rappresenta un range da alto a
normale. Lintervallo delle concentrazioni di ogni controllo & stampato sul certificato di
analisi e indica i limiti stabiliti da DiaSorin per i valori dei controlli ottenuti con dosaggi
affidabili. Maneggiare questi reagenti con cura (vedere le Avvertenze e Precauzioni).
4.7 Acetonitrile: reagente pronto all'uso.

Acetonitrile. Idoneo per uso con questo kit. Maneggiare questo reagente con cura
(vedere le Avvertenze e Precauzioni). Questo prodotto contiene gomma naturale
essiccata.

5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI
PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Non per uso interno o esterno su animali o persone.

ATTENZIONE: Il presente dispositivo deve essere consegnato, acquisito, conservato e
usato unicamente da personale medico, laboratori clinici, ospedali, veterinari o istituti di
ricerca. | test devono essere eseguiti unicamente da personale di laboratorio qualificato
e adeguatamente addestrato.

Ogni unita di siero/plasma da donatore usata nella preparazione di questo prodotto &
stata testata con una metodica approvata dalla FDA statunitense e trovata non reattiva
per la presenza di HBsAG, anticorpi ad HCV ed anticorpi ad HIV 1/2. Anche se questi
metodi sono estremamente accurati, non € garantita la localizzazione di tutte le unita
infette. Questo prodotto puo inoltre contenere altro materiale di provenienza umana per
il quale non esiste un test approvato. Poiché nessuna metodologia di test approvata
puo offrire garanzia completa sull'assenza del virus dell'epatite B (HBV), dell'epatite C
(HCV), del virus di immunodeficienza (HIV) o di altri agenti infettivi, tutto il materiale di
provenienza umana deve essere frattato in conformita con le buone pratiche di
laboratorio adottando le precauzioni appropriate come descritto nei manuale dei
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health Manual,
"Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories," quarta edizione, Maggio
1999 o edizione corrente.
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REAGENTI CONTENENTI SODIO AZIDE

ATTENZIONE: Alcuni reagenti di questo kit contengono sodio azide. La sodio azide
pud reagire con componenti in piombo o rame e formare quindi azidi metalliche
altamente esplosive. Al momento dello smaltimento, lavare con abbondante acqua al
fine di evitare la formazione di azide (Direttiva del Consiglio 1999/45/CE). Per ulteriori
informazioni, consultare "Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove

Azide Salts," nel manuale Guide-Safety Management No. CDC-22 pubblicato dai
Centri per il controllo e la Prevenzione delle malattie di Atlanta, GA, U.S. 1976.

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed (Dannoso per
inalazione, per contatto con la pelle ed ingestione).

R 32 - Contact with acids liberates very toxic gas (Il contatto con acidi libera gas
altamente tossico).

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water (Dopo il contatto
con la pelle, lavare immediatamente con abbondante acqua).

REAGENTI CONTENENTI ACETONITRILE

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 88/379/CEE)

R11 - Highly flammable (Altamente infiammabile).

R23/24/25 - Toxic by inhalation, in contact with skin and if swallowed (Tossico per
inalazione, per contatto con la pelle ed ingestione).

S16 - Keep away from sources of ignition - No smoking (Tenere lontano da fonti di
calore e fiamme libere - Non fumare).

S36 - Wear suitable protective clothing (Indossare indumenti protettivi adatti).

S43 - In case of fire, use dry chemical or carbon dioxide (In caso di incendio, usare
agenti chimici essicati o anidride carbonica).

S45 - In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (In
caso di incidente o di malessere, richiedere immediatamente l'intervento di un
medico).

S51 - Use only in well-ventilated areas (Usare solo in luoghi ben ventilati).

REAGENTI CONTENENTI ETANOLO
AVVERTENZA- INFIAMMABILE

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 88/379/CEE)

R11 - Highly flammable (Altamente infiammabile).

S16 - Keep away from sources of ignition - No smoking (Tenere lontano da fonti di
calore e fiamme libere - Non fumare).

S43 - In case of fire, use dry chemical or carbon dioxide (In caso di incendio, usare
agenti chimici essiccati o anidride carbonica).

REAGENTI CONTENENTI IODIO-125

Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 4 pCi (148 kBq) di iodio-125.
Adottare precauzioni adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione,
la manipolazione e lo smaltimento di questo materiale.

Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:

Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato
unicamente da personale medico, laboratori clinici o ospedali e unicamente per test in
vitro clinici o di laboratorio che non prevedano la somministrazione interna o esterna
del materiale, o di radiazioni da esso derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il
possesso, la conservazione, l'uso e il trasferimento sono soggetti alle norme e alla
licenza generale della Nuclear Regulatory Commission statunitense dello stato con cui
la Commissione ha stipulato un accordo per I'esercizio dell'autorita normativa.
1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area
specificatamente designata.
2. L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al
personale autorizzato.
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Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.

Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.

Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con
detergente alcalino o soluzione per la decontaminazione radiologica. Tultti gli
oggetti in vetro usati devono essere accuratamente risciacquati con acqua prima
di lavarli con altri oggetti in vetro del laboratorio.

Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:
L'acquisto, l'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti
alle norme e alle condizioni della licenza specifica.

AVVERTENZA: Questo prodotto contiene un prodotto chimico noto nello Stato della
California per provocare cancro.

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione puo
essere leggermente diversa dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e
sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla scatola e sulla fiala di tracciante
indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il materiale
informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

6. INDICAZIONI DI POSSIBILE DETERIORAMENTO DEI REAGENTI DEL KIT

6.1 La presenza di particolato anomalo in uno qualsiasi dei reagenti (il tampone
NSB, I'antisiero e i reagenti precipitanti DAG possono essere torbidi).

6.2 Uno sfasamento nella pendenza o posizione della curva di calibrazione
rispetto a quella che normalmente si ottiene.

6.3  Una diminuzione del legame massimo.
6.4  Un legame altamente non specifico.

7. RACCOLTA DEI CAMPIONI E PREPARAZIONE

Sono richiesti cinquanta (50) microlitri di siero o plasma (EDTA o eparina) per
I'estrazione di 25-OH-D; un volume di 150 microlitri consentira di ripetere le analisi e di
fornire un volume adeguato per le operazioni con la pipetta.

Con questo kit si pud usare siero o plasma umano. Si possono usare per questa analisi
anticoagulanti EDTA o eparina. Si consigliano campioni prelevati a digiuno, anche se non
obbligatorio. Il sangue deve essere prelevato in maniera asettica mediante venopuntura in
una provetta di vetro da 5 o 10 mL sotto vuoto. Lasciar coagulare il sangue a temperatura
ambiente (15-25°C). Centrifugare per 15 minuti usando circa 760 x g* per ottenere sieri
privi di emolisi. Non sono richiesti additivi o conservanti per mantenere l'integrita del
campione. Tutto il materiale in plastica, oggetti in vetro o altro materiale che viene a
contatto con i campioni deve essere completamente esente da qualsiasi contaminazione.
Conservare i campioni di siero o plasma a -20°C o a temperatura inferiore. | campioni
possono essere conservati in fiale di plastica o vetro, purché le fiale siano sigillate
ermeticamente al fine di evitare I'essiccazione del campione.

Uno studio eseguito da DiaSorin su un numero limitato di campioni ha mostrato che i
campioni rimangono stabili fino a 9 settimane se conservati a -20°C. Nessun
cambiamento significativo nei valori € stato osservato dopo 3 cicli di gelo e disgelo dei
campioni. E' bene evitare cicli di gelo-disgelo ripetuti. | campioni che devono essere
trasportati devono generalmente arrivare congelati.

8. ATTREZZATURE E MATERIALI NECESSARI, NON FORNITI IN
DOTAZIONE
- Provette in vetro borosilicato monouso, 12 x 75 mm.
NOTA: L'uso di provette in plastica non & consigliato per questo kit.
- Centrifuga a temperatura controllata adatta per 12 provette da 75 mm.
- Contatore a raggi gamma adatto per il conteggio di iodio-125.
- Mixer Vortex.
- Dispositivo per operazioni con pipetta

o aw

*g = (1118 x 10®) (radio en cm) (rpm)?
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9. P
9.1

9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

10. P
10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6
10.7

10.8

a. Micropipette dosatrici calibrate per inviare 25 pL e 50 pL (errore inferiore
o uguale a + 1%).
b. Dosatori a ripetizione che utilizzano punte calibrate per inviare 50 pL,
500 pL e 1.0 mL (errore inferiore o uguale a + 1%).
NOTA: Per le procedure di estrazione e analisi descritte piu avanti, fare
riferimento a "Attrezzature e materiali necessari, non forniti in dotazione" per le
specifiche per la pipetta.

ROCEDURA DI ESTRAZIONE
Preparare 12 provette in vetro da 75 mm monouso per ogni calibratore,
controllo e campione.
Aggiungere 500 pL di acetonitrile in ogni provetta.
Sistemare la punta della pipetta contenente 50 pL di calibratore, controllo o
campione sotto il livello dell'acetonitrle e LENTAMENTE aggiungerlo
all'acetonitrile.
Agitare per 10 secondi nel vortex.
Centrifugare usando 1200 x g* per 10 minuti a 20-25°C.
Versare con la pipetta campioni doppi di 25 uL del liquido superficiale in 12
provette da x 75 mm adeguatamente etichettate. ATTENZIONE: Fare
attenzione di non smuovere il precipitato.
Analizzare i campioni di liquido superficiale in base alla procedura di analisi.

ROCEDURA DI ANALISI

Lasciar che tutti i reagenti e i campioni si stabilizzino a temperatura ambiente.
Evitare che i reagenti raggiungano temperature superiori a 25°C.

Preparare due serie di 12 provette monouso da 75 mm in vetro etichettate in
base allo Schema di analisi in ultima pagina.
Aggiungere i reagenti nel seguente modo:
a. Provette per il conteggio totale

50 pL di 2% 25-OH-D

1.0 mL di tampone NSB/di aggiunta
b. Provette per legame non specifico (NSB)

25 pL di calibratore 0 (estratto)

50 pL di 'l 25-OH-D

1.0 mL di tampone NSB/di aggiunta
c. Calibratori, controlli e campioni non noti

25 pL di calibratore, controllo o campione non noto (estratto)

50 pL di '#| 25-OH-D

1.0 mL di antisiero 25-OH-D
Agitare lentamente nel Vortex senza formare schiuma e lasciare in
incubazione per 90 (+/- 10) minuti a 20-25°C.
Aggiungere 500 pL di complesso precipitante DAG (il complesso precipitante
DAG deve essere ben miscelato prima e durante I'uso) in tutte le provette,
eccetto le provette per il conteggio totale.
Mescolare bene le provette e lasciare in incubazione per 20-25 minuti a 20-25°C.

Aggiungere 500 uL di tampone NSB/di aggiunta in tutte le provette, eccetto le
provette per il conteggio totale. Agitare lentamente nel Vortex per miscelare
bene le provette. Fare attenzione quando si esegue questa operazione, per
evitare schizzi provocati dall'elevato volume di liquido nella provetta.
Centrifugare tutte le provette per 20 minuti a 20-25°C a 1800 x g*, eccetto le
provette per il conteggio totale.

*g = (1118 x 10®) (raggio in cm) (rpm)?
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10.9 Far decantare i liquidi superficiali, eccetto le provette per il conteggio totale,
usando un portaprovette con alloggiamento in schiuma o materiale simile,
capovolgendo l'alloggiamento in un contenitore adeguato per i rifiuti. Porre
l'alloggiamento capovolto su carta assorbente per 2-3 minuti. Asciugare
delicatamente le provette per rimuovere tutto il liquido.

10.10 In un contatore ad emissione di scintille gamma, contare ogni provetta per un
minimo 1 minuto. Ogni provetta deve essere contata per un tempo sufficiente
a raggiungere la precisione statistica (vedere la sezione dei risultati: Limiti
della procedura).

11. COMMENTI ALLA PROCEDURA

11.1  Aggiungere ogni aliquota di reagente al terzo inferiore della provetta di analisi
al fine di garantire una miscela completa di reagenti.

11.2  Per monitorare completamente la costanza e la validita di un'analisi RIA, si
possono controllare altri fattori. DiaSorin consiglia di controllare regolarmente i
seguenti parametri per garantire prestazioni costanti del kit.

a. Conteggi totali

b. Legame massimo
Conteggi medi al minuto (CPM) della Provetta del calibratore 0/CPM
medio delle provette per il conteggio totale.

c. Legame non specifico
CPM medio della provetta NSB/CPM medio delle provette per il conteggio
totale.

d. Pendenza della curva del calibratore
Ad esempio, monitorare i punti a 80 e 50% della linea del calibratore.

12. CONTROLLO DI QUALITA'

Ogni laboratorio dovrebbe includere almeno due controlli (uno a livello basso-normale
ed uno a livello alto-normale) in ogni analisi per monitorare le performance. Si possono
utilizzare i controlli disponibili in commercio o i due controlli di riferimento forniti con il
kit. | controlli del kit sono stati esaminati da DiaSorin utilizzando il kit DiaSorin
25-ldrossivitamina D ' RIA. L’intervallo delle concentrazioni di ogni controllo &
stampato sul certificato di analisi e indica i limiti stabiliti da DiaSorin per i valori dei
controlli ottenuti con dosaggi affidabili.

| controlli devono essere considerati come campioni non noti e analizzati in duplice
copia. Conservare le tabelle per il controllo della qualita al fine di verificare le
performance dei controlli. Limiti accettabili per le performance verranno stabiliti da ogni
singolo laboratorio per ogni livello di controllo utilizzando metodi basati su statistiche
ideati per rilevare errori sistematici e casuali. | risultati dei controlli devono
corrispondere ai criteri del laboratorio per quanto concerne l'accettabilita prima di
riferire i risultati dei test ai pazienti.'® 1920

13. CALCOLO DEI RISULTATI

Esistono molti metodi per calcolare i risultati di RIA, ognuno tende ad ottenere una
curva di calibrazione mediante tracciamento dell'estensione del legame rispetto alle
concentrazioni indicate dei calibratori per la calibrazione. Il grafico puod essere su scala
lineare o logaritmica. Ciascun metodo da essenzialmente gli stessi valori per i controlli
e i campioni, anche se certe analisi possono essere piu "adatte" per un particolare
metodo rispetto ad un altro. Il metodo di calcolo del Laboratorio di controllo qualita di
DiaSorin & % di B/Bg rispetto alla concentrazione di log.

13.1 Calcolare il CPM medio per ogni calibratore, controllo e campione non noto.
13.2  Sottrarre il CPM medio delle provette NSB da tutti i conteggi.

13.3 Dividere il CPM corretto di ogni calibratore, controllo o campione non noto per
il CPM corretto del calibratore 0.

B/Bo (%) CPM del calibratore o campione non noto - CPM di NSB 100
0 = X
° CPM del calibratore 0 - CPM di NSB
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134

Utilizzando carta millimetrata per modello log-logit o semi-logaritmica,
tracciare la percentuale di B/Bgo per i calibratori 25-OH-D (asse verticale)
rispetto alla concentrazione (asse orizzontale).

13.5  Tracciare una linea di miglior interpolazione fra i punti.

13.6  Interpolare i livelli di 25-OH-D nei campioni non noti dal tracciato.

13.7  Se un campione non noto & stato diluito, correggere con il fattore di diluizione
idoneo.

13.8  Calcolare il legame massimo dividendo il CPM del calibratore O per la media
dei conteggi totali ottenuta nelle provette dei conteggi totali.

13.9  Si possono usare programmi di riduzione automatica dei dati per analizzare i
dati. DiaSorin utilizza RIACalc (Pharmacia) con un programma a curva
uniforme %B/Bg rispetto alla concentrazione logaritmica. Alti metodi di
riduzione dei dati devono essere convalidati prima di includerli nell'uso
regolare.

TABELLAI
Dati campione DiaSorin 25-OH-Vitamina D RIA
Percentuale
Duplicato  Media  Corretto Bound Percent  Grafico
Provetta CPM CPM CPM (BIT) (B/Bo) Conc.
Conteggio totale 41878 40901
39924
NSB 555 531 1,3
508
Calibratore 0 19585 19822 19291 48,5
19673
20314
19718
Calibratori
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 53,4 12
10670
3 7182 7411 6880 35,7 20
7642
4 4687 4654 4123 21,4 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
Campioni non noti
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24,0 40,4
4720

| dati di campioni tipici e una curva di calibratore sono riportati nella TABELLA | e nella
FIGURA 1; queste informazioni servono solo a scopo di riferimento e non devono
essere usate per il calcolo dei valori.
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Figura 1

25-IDROSSIVITAMINA D
ESEMPIO DI CURVA DI CALIBRAZIONE
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14. LIMITI DELLA PROCEDURA
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Il conteggio delle volte dovrebbe essere sufficiente per prevenire errori
statistici (ad esempio, I'accumulo di 2.000 CPM produrra un errore del 5%;
10.000 CPM produrra un errore dell'1%).

| risultati delle analisi devono essere usati unitamente ad altri dati clinici e di
laboratorio al fine di aiutare il medico specialista a prendere decisioni per la
scelta terapeutica del singolo paziente.

Gli effetti dovuti a emolisi o lipemia presenti nel campioni del paziente non
sono stati presi in considerazione per questo tipo di analisi; tuttavia,
I'estrazione con acetonitrile pud ridurre eventuali interferenze causate da
queste sostanze.

La causa maggiore di imprecisione in questo metodo & con molta probabilita
la fase di estrazione. Altre cause di imprecisione possono essere micropipette
dosatrici imprecise o reagenti scaduti.

L'anticorpo del kit presentera una certa reattivita incrociata con tutte le forme
di di-idrossivitamina D2 e D3 steroidi; tuttavia, nelluomo, questi composti
sono presenti naturalmente solo in concentrazioni picomolari.

NOTA: Le caratteristiche di efficacia di questa analisi non sono state studiate
sulla popolazione pediatrica.
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15. VALORI PREVISTI
Range di riferimento

E importante che ogni laboratorio stabilisca un range di riferimento proprio, rappresentativo
della sua popolazione tipica. Fattori quali esposizione agli UV °'° stagione,'"'? razza’ e
abitudini alimentari  sono noti per influire sui livelli di 25-OH-D nell'uomo. Una diminuzione
dei livelli di vitamina D con l'eta & stata dimostrata nella letteratura; tuttavia, le ricerche
eseguite nella maggior parte di questi studi sono state condotte nei paesi del Nord Europa,
dove &€ meno presente la luce del sole e lintegrazione alimentare € meno
diffusa.t'®'® Questo fattore, associato a differenze altamente variabili nei criteri sanitari e
dello stato di somministrazione dei farmaci, rende difficile generalizzare I'effetto della sola
eta sulla situazione di vitamina D."| risultati di studi condotti negli Stati Uniti hanno prodotto
risultati ambigui, dove alcuni indicavano la comparsa mentre altri indicavano l'assenza di
una diminuzione della vitamina D con l'eta. Gli anticonvulsivi sono noti essere una causa
della diminuzione dei livelli di 25-OH-D, come pure l'uso prolungato di schermi solari
contenenti acido p-aminobenzoico.'” Un range di riferimento pediatrico per l'uso di questo kit
non e stato stabilito da DiaSorin.

DiaSorin ha preso in esame il siero prelevato da 20 uomini e da 24 donne,
apparentemente sani, prevalentemente volontari di razza caucasica della regione
centro-occidentale degli Stati Uniti, per I'uso del kit DiaSorin 25-ldrossivitamina D 25|
RIA. L'eta dei volontari era compresa fra 23 e 67 anni. | campioni sono stati prelevati
nel mese di ottobre. E stata notata solo una leggera differenza nei livelli di 25-OH-D fra
i maschi (media = 21.7 ng/mL) e le femmine (media = 24.1 ng/mL) in questo gruppo di
riferimento. La media dell'intera popolazione (n = 44) era di 23.0 ng/mL con un range
2 8.D. di 9.0 - 37.6 ng/mL.

In numerosi paesi & stata osservata una elevata incidenza della carenza subclinica di
25-OH vitamina D in popolazioni normali, apparentemente sane, in particolare nei mesi
invernali. '™ Letteratura recente ha suggerito i range seguenti per classificare lo stato
della 25-OH vitamina D: carenza: 0 - 5 ng/mL (0 — 12,5 nmol/L); insufficienza: 5 —
20 ng/mL (12,5 - 50 nmol/L); ipovitaminosi D: 20 - 40 ng/mL (50 - 100 nmol/L);
sufficienza: 40 - 100 ng/mL (100 - 250 nmol/L); tossicita: maggiore di 100 ng/mL
(> 250 nmol/L).*

16. CARATTERISTICHE SPECIFICHE DELLE PERFORMANCE

16.1 Precisione

La precisione delle analisi & stata valutata dalla DiaSorin mediante la prove di quattro
livelli di controllo che comprendono una curva di 40 analisi in 23 giorni operativi. Ogni
analisi comprendeva i quattro controlli x 2 estrazioni (4 ripetizioni). L'impostazione dello
studio & stata effettuata secondo le linee guida EP5-T2 del documento CLSI. 2| calcoli
dei dati sono stati eseguiti utilizzando SAS PROC VARCOMP. Il modello statistico
adottato & un modello lineare con effetti casuali.?

Media All'interno dell'analisi Imprecisione totale
(ng/mL) (% C.V.) (% C.V.)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0

16.2 Accuratezza

L'accuratezza dell'analisi & stata controllata mediante diluizione e test di recupero.

Linearita (Parallelismo)

Studio di diluizione seriale di 4 campioni (valori = ng/mL)

Campione Non diluito 1/2 1/4
1 74,6 79,4 74,8
2 87,8 96,4 95,2
3 85,6 88,2 82,4
4 55,2 57,8 60,4
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Recupero

Quantita note di 25-OH-D3 sono state aggiunte ai campioni di siero umano ed é stata
determinata la percentuale di recupero.

Conc. Quantita *Conc. Conc.
Campione iniziale aggiunta prevista misurata
numero (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Recupero
1 15,8 5,0 25,5 24,8 97%
10,0 35,1 41,8 119%
25,0 62,7 61,9 99%
2 51,2 5,0 60,6 62,0 102%
10,0 69,8 73,8 106%
25,0 96,4 99,4 103%
3 26,6 5,0 36,2 33,5 92%
10,0 45,7 54,0 118%
25,0 73,0 82,8 113%
4 57,3 5,0 66,6 63,8 96%
10,0 75,8 78,1 103%
25,0 102** 104** 102%
5 41,3 5,0 50,8 48,5 95%
10,0 60,1 56,1 93%
25,0 87,0 93,2 107%

*

Il calcolo della concentrazione prevista di 25-OH-D comprende il fattore di
diluizione introdotto dalla soluzione che viene aggiunta.

*k

Questi sono valori estrapolati, la concentrazione misurata & > 100 ng/mL (calibratore
principale)

16.3 Sensibilita Analitica (limiti di rilevazione)
La precisione di questa analisi, se definita come quantita minore differenziata da zero a
2 deviazioni standard sotto il CPM medio del calibratore zero (n = 20), si € dimostrata
essere inferiore o uguale a 1,5 ng/mL, Tale livello di sensibilita vale sia per I'uso del
calibratore "1" che per il calibratore "supplementare".

16.4 Specificita Analitica
| dati sulla reattivita incrociata dell'antisiero utilizzato in questo kit sono espressi come
rapporto di concentrazione di 25-OH-D rispetto alla concentrazione della sostanza
reagente incrociata ad inibizione del 50% di legame massimo.

Steroide % di reattivita incrociata
Vitamina D2 0,8
Vitamina D3 0,8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(0OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(0OH)2-D3 100
1,25-(0OH)2-D2 11,0
1,25-(OH)2-D3 11,0

FARE RIFERIMENTO ALL'ULTIMA PAGINA PER LA BIBLIOGRAFIA
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SCHEMA DI ANALISI

1. Estrarre i campioni: versare 500 uL di acetonitrile in una provetta di vetro e
lentamente aggiungere 50 uL di calibratore, controllo o campione del paziente
sotto la superficie di acetonitrile, Agitare nel Vortex per 10 secondi e centrifugare
usando 1200 x g* per 10 minuti a 20-25°C.

2. Versare il reagente seguendo lo schema seguente:

Conteggi CAL |Controlli e campioni

Provette/Reagenti totali NSB 0-6 non noti
Calibratori 0 estratti - 25 uL - -
Calibratori estratti - - 25 uL -

Controlli estratti - - - 25 uL
Campioni non noti estratti - - - 25 uL
Tracciatore 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
Tampone NSB/di aggiunta 1,0mL | 1,0mL - -
Antisiero 25-OH-D - - 1,0 mL 1,0 mL

3. Mescolare bene; lasciare in incubazione per 90 minuti (+/- 10 minuti) a 20-25°C.

4. Versare 500 uL di complesso precipitante DAG in tutti i recipienti, eccetto nelle
provette per il conteggio totale.

5. Mescolare bene; lasciare in incubazione per 20-25 minuti a 20-25°C.

6. Versare 500 uL di tampone NSB/di aggiunta nel recipiente, eccetto nelle provette
per il conteggio totale.

7. Centrifugare utilizzando 1800 x g* per 20 minuti.
8. Far decantare i liquidi superficiali.
9. Contare ogni provetta in un contatore a raggi gamma per 60 secondi o piu.

*g = (1118 x 10®) (raggio in cm) (rpm)?
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KIT DE RADIOIMUNOENSAIO DE 25-HIDROXIVITAMINA D '%|

1. USO INDICADO

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO,

Este kit destina-se a determinacdo quantitativa de 25-hidroxivitamina D (25-OH-D) e
de outros metabolitos de vitamina D hidroxilados no soro ou plasma humanos para ser
usado na avaliagdo da suficiéncia de vitamina D, Os resultados dos ensaios devem
ser usados em conjunto com outros dados clinicos e laboratoriais para ajudar o
médico a tomar decisbes de gestéo individual de pacientes numa populacédo adulta.

2. RESUMO E EXPLICAGAO

A medida que o calciferol (Vitamina D) entra na circulagdo, & metabolizado de diversas
formas, sendo a principal delasé o 25-hidroxicalciferol (25-OH-D), O primeiro passo no
metabolismo da vitamina D, hidroxilagdo 25, ocorre principalmente no figado,' S6 uma
pequena quantidade de 25-OH-D é metabolizada no rim para outros metabdlitos
dihidroxivitamina D no homem,23 Como o 25-OH-D ¢é a forma circulatéria predominante
de vitamina D na populag&o normal, este é considerado o indice mais fiavel do estado
da vitamina D.#

As duas formas principais de 25-OH-D sdo o colecalciferol (vitamina D3) e o
ergocalciferol (vitamina D2),>® A Vitamina D3 deriva principalmente de acg¢des da luz
ultravioleta na pele enquanto a D2 deriva apenas de fontes alimentares, Como estes
dois compostos semelhantes fornecem varias contribuigbes para o estado geral de
vitamina D do individuo, é importante que ambas as formas sejam igualmente
medidas,®” Varias pesquisas forneceram informagdes sobre os niveis circulatérios de
metabolismo de 25-OH-D e o seu significado fisiolégico.

A medigdo de 25-OH-D esta-se a tornar cada vez mais importante na gestdo de
pacientes com varios problemas de metabolismo de calcio associados ao raquitismo, a
hipocalcemia neonatal, a gravidez, a osteodistrofia nutricional e renal, ao
hipoparatireoidismo e a osteoporose pds-menopausal,®®'© NOTA: As caracteristicas do
desempenho do ensaio de DiaSorin 25-OH-D n&o foram estabelecidas numa
populagao pediatrica.

3. PRINCIPIO DO ENSAIO

O ensaio de DiaSorin 25-OH-D consiste num procedimento de duas fases, O primeiro
procedimento envolve uma extracgdo rapida de 25-OH-D e de outros metabdlitos
hidroxilatdos do soro ou plasma com acetonitrilo, Apds a extracgédo, a amostra tratada
é entdo testada usando um procedimento de equilibrio de radioimunoensaio, O
método de radioimunoensaio (RIA) baseia-se num anticorpo especifico para 25-OH-D,
A amostra, o anticorpo e o tragador sdo incubados durante 90 minutos a 20-25°C, A
fase de separagéo é completada ap6s uma incubagédo de 20 minutos a 20-25°C com
um segundo complexo de anticorpos, Um tamp&o NSB/solugdo tampao é adicionado
apods esta incubagdo e antes da centrifugagédo para ajudar a reduzir as ligagdes nao
especificas.

4. REAGENTES FORNECIDOS NO KIT

Calibradores 25-OH-D 6 frascos/1 mL
Tampéao NSB/Solugéo tampéo 25-OH-D 1 garrafa/70 mL
Anti-soro 25-OH-D 1 garrafa/105 mL
Tragador 25-OH-D 1 frasco/6 mL
Complexo precipitante 25-OH-D DAG 2 frascos/30 mL
Controlos 25-OH-D 2 frascos/1 mL
Acetonitrilo 25-OH-D 2 frascos/15 mL
Numero de testes 100

ARMAZENAMENTO: Ao ser recebido, o kit deve ser armazenado a 2-8°C, Depois de
abrir, armazene cada reagente a 2-8°C até a data de validade no rétulo, Os reagentes
ndo devem ser usados apds a data de validade, A data de validade do kit é indicada
no rétulo externo e corresponde a data de validade do tragador.

Nao misture reagentes de lotes diferentes.
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41 Tampao NSB/Solugao tampao 25-OH-D: reagente pronto a usar.

Tampao de fosfato-gelatina contendo 0.1% de azida de sdédio, Este componente
possui uma fungdo dupla, Pode ser usado como tampdo NSB ou como solugédo
tampéao.

4.2 Calibradores 25-OH-Ds: reagente pronto a usar.

Seis calibradores (25-OH-D3) com concentragdes entre 0-100 ng/mL s&o pré-diluidos
em soro humano processado com 0.1% de azida de sddio, Manuseie estes reagentes
com cuidado (consulte a secgédo Avisos e Precaugdes), Os calibradores do kit sdo
calibrados usando uma quantificagdo UV tendo sido verificados por meio de andlise
HPLC, Os calibradores do kit demonstram permutabilidade com amostras de pacientes
quando usados com reagentes e com o procedimento operacional deste teste de
diagndstico in vitro tal como recomendado.

NOTA: Se preferir, pode ser criado um calibrador “Opcional” (2,5ng/mL) diluindo o
calibrador “1” do kit 1:2 no calibrador zero do kit (i.e. 100 uL “1” + 100 uL “0”), Esta diluicdo
deve ser realizada antes da extracgdo sendo depois extraida como inser¢éo por produto.

4.3 Anti-soro 25-OH-D: reagente pronto a usar.
Soro anti-25-OH-D de cabra ¢ diluido em tampao de gelatina e fosfato contendo 0,1%
de azida de sodio.

4.4 Tragador 25-OH-Ds: reagente pronto a usar.
Um analogo iodado ['#l] de 25-OH-Ds; é diluido num tampZo de etanol-fosfato,
Manuseie este reagente com cuidado (consulte Avisos e Precaugdes).

4.5 Complexo precipitante Anti-cabra burro (DAG): reagente pronto a usar.

Soro anti-cabra de burro, soro normal de cabra e glicol polietileno séo diluidos num
tampao de BSA-borato contendo sulfato de gentamicina e 0.1% de azida de sédio,
Misture durante 5-10 minutos antes e durante o uso para assegurar a obtencdo de
uma suspensao homogénea.

4.6 Controlos 25-OH-D: reagente pronto a usar.

Soro humano contendo 0.1% de azida de sodio é fixado com quantidades apropriadas
de 25-OH-D3 para obter concentragbes de controlo dentro dos intervalos
especificados, Misture bem e trate como se fossem amostras desconhecidas, O
Controlo 1 representa um intervalo baixo-normal e o Controlo 2 representa um
intervalo alto-normal. O intervalo das concentragdes para cada controlo esta imprimido
no certificado de analise e indica os limites definidos pela DiaSorin para os valores dos
controlos obtidos com ensaios fiaveis. Manuseie estes reagentes com cuidado
(consulte Avisos e Precaugdes).

4.7 Acetonitrilo: reagente pronto a usar.

Acetonitrilo, Adequado para o uso com este kit, Manuseie este reagente com cuidado
(consulte Avisos e Precaugdes), Este produto contém borracha natural seca.

5. AVISOS E PRECAUGOES
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
N&o recomendado para o uso interno ou externo em seres humanos ou animais.
CUIDADO: Este dispositivo deve ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas
por médicos, laboratérios clinicos, hospitais, veterinarios ou entidades de pesquisa, Os
testes devem ser realizados apenas por pessoal de laboratério devidamente
qualificado e treinado.

REAGENTES COM MATERIAL DE FONTE HUMANA
Trate como se fossem potencialmente infecciosos.

Cada unidade de doador de soro/plasma usados na preparagdo deste produto foi
testado por um método aprovado pelo FDA americano e determinado como sendo nao
reactivo para a presengca de HBsAg, anticorpo para HCV e anticorpo para HIV 1/2,
Embora estes métodos sejam bastante precisos, ndo garantem que todas as unidades
infectadas sejam detectadas, Este produto também pode conter outros materiais de
origem humana para os quais ndo ha teste aprovado, Como nenhum método de
teste conhecido pode oferecer seguranga total em relagdo a auséncia do virus da
hepatite B (HBV), do virus da hepatite C (HCV), do virus HIV ou de outros agentes
infecciosos, todos os produtos que contém materiais de origem humana
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devem ser manuseados de acordo com boas praticas laboratoriais usando as
precaugbes adequadas tal como descrito no Manual dos Centros Americanos para
Controlo e Prevencéo de Doengas e Institutos Nacionais de Saude, “Bioseguranga em
Laboratorios Microbiolégicos e Biomédicos,” (Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories), 42 edigdo, Maio 1999, ou edigéo actual.

REAGENTES COM AZIDA DE SODIO

CUIDADO: Alguns reagentes presentes neste kit contém azida de sodio, A azida de
sédio pode reagir com chumbo ou cobre para formar azidas de metal altamente
explosivo, Ao eliminar, lave com grande quantidade de agua para impedir a formagao
de azida (Directiva do Conselho 1999/45/EC), Para maiores informagdes, consulte
“Descontaminagéo de drenos de pias para remover Sais de azida,” no Manual Guia-
Gestéo de Seguranca N° CDC-22 emitido pelos Centros de Controlo e Prevengéo de
Doengas, Atlanta, GA, U.S. 1976.

Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocivo pela inalagédo, em contato com a pele e se ingerido.

R 32 - O contacto com &cidos liberta gas muito téxico.

S28 - Apos contacto com a pele, lave imediatamente com agua em abundancia.

REAGENTES COM ACETONITRILO

Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 88/379/EEC)

R11 - Altamente inflamavel.

R23/24/25 - Téxico pela inalagdo, em contato com a pele e se ingerido.

S16 - Mantenha distancia de fontes de ignicdo — N&o fumar.

S36 - Use roupas de protecgédo adequadas.

S43 - Em caso de fogo, use um extintor quimico a seco ou de didxido de carbono.

S45 - Em caso de acidente ou caso se sinta mal, procure imediatamente um médico.
S51 - Use apenas em areas bem ventiladas.

REAGENTES COM ETANOL
ADVERTENCIA - INFLAMAVEL

Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 88/379/EEC)

R11 - Altamente inflamavel.

S$16 - Mantenha distancia de fontes de ignicdo — N&o fumar.

S43 - Em caso de fogo, use um extintor quimico a seco ou de didxido de carbono.

REAGENTES COM IODO-125

Este kit contém material radioactivo que nédo excede 4 uCi (148 kBq) de iodo-125.
Devem ser tomadas todas as precaugbes apropriadas e usadas boas praticas
laboratoriais no armazenamento, manuseamento e eliminagéo deste material.

Para médicos ou instituicdes que recebam radio-isétopos sob uma licenga geral:

Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por
médicos, veterinarios na pratica da medicina veterinaria, laboratérios clinicos e
hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes clinico in vitro que néo
envolvam administragdo interna ou externa do material, ou a radiagdo deste para
seres humanos ou animais. A sua recepgdo, aquisi¢cdo, posse, uso e transferéncia
estdo sujeitos aos regulamentos e a licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear
dos Estados Unidos do estado com o qual a Comissdo chegou a acordo para o
exercicio da autoridade reguladora.
1. O armazenamento de qualquer material radioactivo deve ser limitado a uma area
especificamente designada.
2. O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal
autorizado.
3. Na&o pipete material radioactivo por via oral.

4. Nao coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.
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5. As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e em seguidas lavadas
com detergente alcali ou solugdo de descontaminagéo radiolégica. Qualquer
vidro usado deve ser enxaguado completamente em agua antes de lavar
qualquer outro material de vidro do laboratério.

Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:

A recepgéo, uso, transferéncia e eliminacdo de materiais radioactivos estao sujeitos
aos regulamentos e condi¢des de sua licenga especifica.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico que provoca cancro,
segundo o Estado da Califérnia.

ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser
ligeiramente diferente do simbolo impresso no rétulo da caixa e no rétulo do frasco do
tragador. O rétulo da caixa e do frasco do tragador indicam a quantidade real de
radioactividade na data de calibragem enquanto a embalagem indica a radioactividade
tedrica no kit.

6. INDICAGOES DE POSSIVEL DETERIORAGAO DOS REAGENTES DO KIT

6.1 A presenga de particulas anormais em qualquer um dos reagentes, (O
tamp&o NSB, o anti-soro e os reagentes de precipitagdo podem apresentar
um aspecto turvo.)

6.2 Um deslocamento na inclinagdo ou na posigédo da curva do calibrador em
relacdo a que é normalmente obtida.

6.3  Uma diminuig&o na ligacdo maxima.

6.4 Uma ligagéo ndo especifica alta.

7. RECOLHA E PREPARAGAO DE ESPECIMES

Sao necessarios cinquenta (50) microlitros de soro ou plasma (EDTA ou Heparina)
para a extracgado de 25-OH-D; um volume de 150 microlitros permitira repetir a analise
e fornecera igualmente um volume adequado de pipetagem.

Pode-se usar tanto soro humano como plasma neste kit, Os anticoagulantes EDTA ou
heparina podem ser usados com este ensaio, Recomenda-se o0 uso de um espécime
em jejum, mas ndo & necessario, O sangue deve ser recolhido assepticamente por
venipunctura num tubo de vidro vazio de 5 ou 10 mL, Deixe o sangue coagular
a temperatura ambiente (15-25°C), Centrifugue durante 15 minutos usando
aproximadamente 760 x g* para obter soro sem hemolise, Nao sdo necessarios
aditivos ou preservativos para manter a integridade da amostra, Qualquer plastico,
vidro ou outro material que entrar em contacto com o espécime deve estar
completamente descontaminado, Armazene as amostras de soro ou plasma a uma
temperatura de -20°C ou inferior, Os espécimes podem ser armazenados em frascos
de vidro ou de plastico, desde que os frascos sejam hermeticamente fechados para
impedir a dissecacdo da amostra.

Um estudo realizado pela DiaSorin num numero limitado de amostras de pacientes
mostrou que as amostras estiveram estaveis até um maximo de 9 semanas quando
armazenadas a -20°C, Nao foi observada nenhuma mudanga significativa nos valores
apos 3 ciclos de congelagdo-descongelacdo das amostras, Devem-se evitar ciclos
repetidos de congelagdo-descongelagdo, Os espécimes transportados devem
geralmente chegar congelados.

8. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
- Tubos de vidro descartaveis de borosilicato, 12 x 75 mm.
NOTA: Os tubos de plastico ndo sdo adequados para usar com este kit.
- Centrifuga controlada por temperatura para acomodar tubos de 12 x 75 mm.
- Contador gama capaz de contar iodo-125.
- Misturador de vortice.
- Dispositivos para pipetar.

*g = (1118 x 10®) (raggio in cm) (rpm)?
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a.

b.

Micropipetadores calibrados para administrar 25 pyL e 50 pL (imprecisdo
menor que ou igual a £ 1%),

distribuidores de repeticdo com pontas calibradas para administrar 50 L,
500 pL e 1.0 mL (imprecisédo menor que ou igual a + 1%),

NOTA: Para os procedimentos de extracgéo e de ensaio descritos abaixo, consulte
“Equipamentos e Materiais Necessarios Nao Fornecidos” para as especificagdes da
pipeta,

9. PROCEDIMENTO DE EXTRACGAO

9.1
9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

Prepare tubos de vidro descartaveis rotulados de 12 x 75 mm para cada
calibrador, amostra de paciente e controlo.

Adicione 500 L de acetonitrilo a cada tubo.

Coloque a ponta da pipeta contendo 50 pL de calibrador, amostra de paciente
ou de controlo abaixo da superficie do acetonitrilo e adicione LENTAMENTE
ao acetonitrilo.

Misture durante 10 segundos.
Centrifugue usando 1200 x g* durante 10 minutos a 20-25°C.

Pipete aliquotas duplicadas de 25 yL do sobrenadante em tubos separados
de 12 x 75 mm devidamente rotulados, CUIDADO: Tome as devidas
precaugbes para nao perturbar os granulos.

Analise os sobrenadantes de acordo com o procedimento do ensaio.

10. PROCEDIMENTO DO ENSAIO

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

Permita que todos os reagentes e amostras se equilibrem até a a temperatura
ambiente, Nao deixe os reagentes atingir temperaturas acima de 25°C.
Prepare tubos de vidro descartaveis de 12 x 75 mm duplamente rotulados de
acordo com o Esquema do Ensaio na ultima pagina.
Adicione reagentes da seguinte forma:
a. Total de tubos de contagem

50 pL de '2°| 25-OH-D

1.0 mL de Tampao NSB/solugdo tampao
b. Tubos de ligagdo nao especifica (NSB)

25 pL de 0 calibrador (extraido)

50 pL de 2| 25-OH-D

1.0 mL de Tampao NSB/solugéo tampéo
c. Calibradores, controlos, e amostras desconhecidas

25 yL de calibrador, controlo ou amostra desconhecida (extraido)

50 pL de 2% 25-OH-D

1.0 mL de anti-soro 25-OH-D
Misture com cuidado sem fazer espuma e incube durante 90 (+/- 10) minutos
a 20-25°C.
Adicione 500 pL de complexo precipitante DAG (o complexo precipitante DAG
deve ser bem misturado antes e durante o uso) a todos os tubos excepto os
tubos de contagem total.
Misture bem os tubos e incube durante 20-25 minutos a 20-25°C.

*g = (1118 x 10®) (raio em cm) (rpm)?
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10.7  Adicione 500 uL de tampao NSB/solugéo tampéo a todos os tubos excepto os
tubos de contagem total, Agite com cuidado para misturar bem os tubos,
Tenha cuidado ao efectuar este passo para evitar derramamentos devido ao
grande volume de liquido no tubo.

10.8 Centrifugue todos os tubos durante 20 minutos a 20-25°C a 1800 x g%,
excepto os de contagem total.

10.9 Decante os sobrenadantes, excepto os tubos de contagem total, usando um
suporte para tubos em espuma ou equivalente e invertendo o suporte num
dispositivo adequado de eliminagédo, Coloque o suporte invertido em papel
absorvente durante 2-3 minutos, Seque com cuidado os tubos para assegurar
a remogcao da totalidade do liquido.

10.10 Num contador de cintilagdo gama, conte cada tubo pelo menos durante
1 minuto, Cada tubo deve ser contado por tempo suficiente para atingir
precisdo estatistica, (consulte a secgdo de resultados: Limitacdo do
Procedimento.)

11. COMENTARIOS SOBRE O PROCEDIMENTO

111 Adicione cada aliquota de reagente ao terco inferior do tubo de ensaio para
garantir a mistura completa dos reagentes.

11.2  Para monitorizar completamente o desempenho consistente de um ensaio
RIA, ha factores adicionais que devem ser verificados, A DiaSorin sugere a
verificagdo regular dos parametros seguintes para assegurar o desempenho
consistente do kit.

a. Contagens totais

b. Ligagdo maxima
Média de contagens por minuto (CPM) de 0 Tubo calibrador/CPM média do
Total de tubos de contagem.

c. Ligacao nao especifica
CPM médio de Tubo NSB/CPM Médio do total dos tubos de contagem.

d. Inclinagao da curva do calibrador
Por exemplo, monitorize os pontos 80 e 50% da linha do calibrador.

12. CONTROLO DE QUALIDADE

Cada laboratério deve incluir pelo menos dois controlos (um no nivel baixo-normal e
um no nivel alto-normal) em cada ensaio para monitorizar o desempenho do ensaio,
Podem ser utilizados controlos disponiveis comercialmente ou os dois controlos
fornecidos com o kit, Os controlos do kit foram avaliados pela DiaSorin usando
DiaSorin 25-Hidroxivitamina D '®| RIA kit. O intervalo das concentracbes para cada
controlo esta imprimido no certificado de analise e indica os limites definidos pela
DiaSorin para os valores dos controlos obtidos com ensaios fiaveis.

Os controlos devem ser tratados como se fossem espécimes desconhecidos e
testados duas vezes, Devem-se manter tabelas de controlo de qualidade para
acompanhar o desempenho do controlo, Os limites aceitaveis de desempenho devem
ser determinados por cada laboratério para cada nivel de controlo usando métodos de
base estatistica concebidos para detectar tanto erros sistematicos como erros
aleatorios, Os resultados do controlo devem estar de acordo com os critérios do
laboratdrio de aceitabilidade antes de relatar resultados de testes pacientes.® 1920

13. CALCULO DE RESULTADOS

Existem varios métodos para calcular resultados de RIAs, Cada um baseia-se em
obter uma curva de calibragem determinando a extensdo da ligagdo em relagdo as
concentragdes declaradas dos calibradores, Este grafico pode ser em escala linear ou
logaritmica, Cada um destes métodos apresenta essencialmente os mesmos
resultados para controlos e amostras, embora certos ensaios possam “encaixar-se”
melhor num método em particular relativamente a outro, O método de calculo para o
Laboratério de Controlo de Qualidade DiaSorin é % B/Bg versus a concentragdo do
registo.
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1341

Calcule o CPM médio para cada calibrador, controlo e amostra desconhecida.

13.2  Subtraia o CPM médio dos tubos NSB de todas as contagens.

13.3 Divida o CPM corrigido de cada calibrador, controlo ou amostra desconhecida
pelo CPM corrigido do calibrador 0.

CPM do calibrador de amostra desconhecida — CPM de NSB
B/Bo (%) = x 100
CPM do calibrador 0 — CPM de NSB

13.4  Usando 2 papéis de grafico ciclo semi-log ou log-logit, determine a percentagem
B/BO para calibradores 25-OH-D (eixo vertical) versus a concentragédo (eixo
horizontal).

13.5 Desenhe uma linha de melhor ajuste através dos pontos.

13.6 Interpole os niveis de 25-OH-D nas amostras desconhecidas a partir do grafico.

13.7 Se uma amostra desconhecida tiver sido diluida, corrija para o factor de
diluicdo apropriado.

13.8 Calcule a ligagdo maxima dividindo o CPM do calibrador 0 pela média de
contagens totais obtida nos tubos de contagem total.

13.9 E possivel utilizar programas automatizados de redugdo de dados para
analisar os dados, A DiaSorin utiliza RIACalc (Pharmacia) com %B/B0 versus
concentragdo do log, programa de SPLINE-suave ajustada, Os outros
métodos de redugdo de dados devem ser validados antes de serem
incorporados para uso regular.

TABELA |
Dados de amostra DiaSorin 25-OH-D Vitamina D RIA
Percentagem Graf.
CPM CPM CPM Ligagdo  Percentagem Conc.
Tubo Duplicado Meédio Corrigido (BIT) (B/Bo) (ng/mL)
Contagem Total 41878 40901
39924
NSB 555 531 1.3
508
Calibrador 0 19585 19822 19291 48.5
19673
20314
19718
Calibradores
1 14503 14472 13941 72.3 5
14442
2 11005 10838 10307 53.4 12
10670
3 7182 7411 6880 35.7 20
7642
4 4687 4654 4123 214 40
4622
5 2768 2877 2346 12.2 100
2985
Amostras desconhecidas
1 10365 10406 53.9 12.8
10447
2 4219 4634 24.0 40.4
4720

A TABELA 1 e a FIGURA 1 apresentam os dados tipicos de calibragem e uma curva
de calibrador; estas informagbes s&o apenas para referéncia e ndo devem ser usadas
para o calculo de nenhum valor.
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Figura 1

25-HIDROXYVITAMINA D
CURVA DO CALIBRADOR DE AMOSTRA
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14. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

14.1

14.2

14.3

14.4

14.5

Devem ser feitas contagens suficientes para evitar erros estatisticos
(por exemplo, a acumulagdo de 2,000 CPM levara a um erro de 5%;
10,000 CPM levara a um erro de 1%).

Os resultados do ensaio devem ser usados em conjunto com outros dados
clinicos e laboratoriais para ajudar o clinico a tomar decisdes
individualizadas de gestao do paciente.

Os efeitos devido a hemdlise ou lipemia presentes nas amostras do
paciente ndo foram avaliados neste ensaio; no entanto, espera-se que a
extracgdo do acetonitrilo minimize qualquer interferéncia provocada por
estas substancias.

A maior fonte de imprecisao neste método deve ser o passo de extracgao,
Outras fontes de imprecisdo processual podem ser micropipetadores
imprecisos ou reagentes fora do prazo.

O kit anticorpo demonstrara certa reactividade cruzada com todas as
formas de dihidroxivitamina D2 e esteréides D3; no entanto, em humanos,
estes compostos estdo naturalmente presentes em concentragdes
picomolares.

NOTA: As caracteristicas de desempenho deste ensaio ndo foram
estabelecidas numa populagéo pediatrica.
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15. VALORES ESPERADOS
INTERVALO DE REFERENCIA

E importante para cada laboratério estabelecer o seu préprio intervalo de referéncia
representativo da sua populagao tipica, Sabe-se que factores como a exposicdo UV %' a
estacdo do ano,"?a raga,’” e a dieta & afectam os niveis de 25-OH-D nos humanos, Ficou
demonstrada na literatura uma diminuicdo nos niveis de vitamina D com a idade; no
entanto, as pesquisas para a maioria deste estudos foram conduzidas nos paises do norte da
Europa, onde ha menos luz do sol e ha uma fortificagdo de alimentos menos
difundida,®'s¢ Isto, aliado as diferencas altamente variaveis nos critérios de satide e estado de
medicacdo, torna dificil generalizar o efeito da idade apenas no estado da vitamina D,*
Resultados de alguns estudos realizados nos E,U,A, levaram a resultados obscuros, alguns
mostrando a ocorréncia e outros a auséncia de diminuigdo do estado da vitamina D com a
idade, Os anticonvulsivos mostraram causar uma diminuigdo nos niveis de 25-OH-D assim
como o uso a longo prazo de protetor solar com &cido p-aminobenzoico,” Nao foi
estabelecido um intervalo de referéncia pediatrico para o DiaSorin usando este kit.

A DiaSorin avaliou soro recolhido a 20 homens e 24 mulheres, aparentemente
saudaveis, predominantemente voluntarios caucasianos do centro-oeste americano
usando o kit DiaSorin 25-Hidroxivitamina D '°| RIA, A idade dos voluntéarios estava no
intervalo dos 23 - 67 anos, As amostras foram recolhidas durante o més de Outubro,
S6 se verificou uma pequena diferenga nos niveis de 25-OH-D entre homens (média =
21.7 ng/mL) e mulheres (média = 24.1 ng/mL) neste grupo de referéncia, A média de
toda a populagéo (n = 44) foi 23.0 ng/mL com uma faixa de 2 S,D, 9,0 — 37.6 ng/mL.

Uma alta prevaléncia da caréncia subclinica de vitamina D 25-OH entre populagdes
aparentemente sas foi observada em muitos paises, especialmente nos meses do
Inverno,”*™ A bibliografia recente sugeriu os seguintes intervalos para a classificagao
do status da vitamina D 25-OH: caréncia: 0 a 5 ng/mL (0 — 12.5 nmol/L); insuficiéncia:
5 a 20 ng/mL (12.5 - 50 nmol/L); hipovitaminose D: 20 a 40 ng/mL (50 - 100 nmol/L);
quantidade suficiente: 40 a 100 ng/mL (100 - 250 nmol/L); e toxicidade: mais de
100 ng/mL (> 250 nmol/L).**

16. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

16.1 Precisao
A precisao do ensaio foi avaliada pela DiaSorin testando quatro niveis de controlo na curva
durante 23 dias de funcionamento em 40 ensaios, Cada ensaio incluiu os quatro controlos
x 2 extracgdes (4 réplicas), O projecto do estudo foi consistente com as directivas EP5-T2
do documento CLSI, ® Os calculos de dados foram feitos usando SAS PROC VARCOMP,
O modelo estatistico ajustado é um modelo linear de efeitos aleatorios.”

Média Ensaio Impreciséo Total
(ng/mL) (% C.V.) (% C.V.)
8.6 11.7 9.4
22.7 10.5 8.2
33.0 8.6 9.1
49.0 12.5 11.0

16.2 Precisao
A preciséo do ensaio foi verificada pela diluigao e através do teste de recuperagéo.

Linearidade (Paralelismo)
Estudo em série da diluicdo de 4 amostras de paciente (valores = ng/mL)

Amostra Nao diluido 1/2 1/4
1 74.6 79.4 74.8
2 87.8 96.4 95.2
3 85.6 88.2 82.4
4 55.2 57.8 60.4
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Recuperagao
Quantidades conhecidas de 25-OH-Ds; foram adicionadas a amostras de soro de
pacientes e a percentagem de recuperacéo foi determinada.

Conc. Quantidade *Conc. Conc.
Amostra Inicial fixada esperada medida
Numero (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Recuperacgéo

1 15.8 5.0 255 24.8 97%
10.0 35.1 41.8 119%
25.0 62.7 61.9 99%
2 51.2 5.0 60.6 62.0 102%
10.0 69.8 73.8 106%
25.0 96.4 99.4 103%
3 26.6 5.0 36.2 33.5 92%
10.0 45.7 54.0 118%
25.0 73.0 82.8 113%
4 57.3 5.0 66.6 63.8 96%
10.0 75.8 78.1 103%
25.0 102** 104** 102%
5 41.3 5.0 50.8 48.5 95%
10.0 60.1 56.1 93%
25.0 87.0 93.2 107%

*

O caélculo de concentragdo de 25-OH-D esperada inclui o factor de diluicdo
introduzido pela solugao de fixagao.

*k

Estes valores sdo extrapolados. a concentragdo medida é de > 100 ng/mL
(calibrador superior).

16.3 Sensibilidade Analitica (Limites de detecgao)

A sensibilidade deste ensaio. quando definida como a menor quantidade diferenciada
de zero a dois desvios padrao abaixo do cpm médio do calibrador zero (n = 20).
mostrou-se igual ou abaixo de 1.5 ng/mL. Este nivel de sensibilidade aplica-se tanto
ao uso do calibrador “1” como ao calibrador “Opcional”.

16.4 Especifidade Analitica

Os dados sobre a reactividade cruzada do anti-soro usado neste kit sdo expressos
como a razdo da concentragdo de 25-OH-D para a concentragdo de substancia
reagente cruzada a 50% de inibigao de ligagdo maxima.

Esterdide % Reactividade cruzada
Vitamina D2 0.8
Vitamina D3 0.8
25-0OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(0OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(0OH)2-D3 100
1,25-(0OH)2-D2 11.0
1,25-(OH)2-D3 11.0

CONSULTE A ULTIMA PAGINA PARA OBTER REFERENCIAS
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ESQUEMA DO ENSAIO

Extraia as amostras: Deite 500 uL de acetonitrilo num tubo de vidro e adicione
lentamente 50 uL de calibrador. controlo ou amostra de paciente abaixo da
superficie do acetonitrilo. Misture durante 10 segundos e centrifugue usando
1200 x g* durante 10 minutos a 20-25°C.

2. Deite os reagentes de acordo com o seguinte esquema:

Controlos e
Contagens Cal amostras
Tubos/Reagentes totais NSB 0-6 desconhecidas
0 Calibradores extraidos - 25 uL - -
Calibradores extraidos - - 25 uL -
Controlos extraidos - - - 25uL
Amostras desconhecidas extraidas - - - 25uL
Tragador 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
NSB/solugédo tampao 1.0 mL 1.0 mL - -
Anti-soro 25-OH-D - - 1.0 mL 1.0 mL
3. Misture bem; incube durante 90 minutos (+/- 10 minutos) a 20-25°C.
4. Deite 500 uL de complexo precipitante DAG em todos os pogos. excepto os tubos
de contagem total.
5. Misture bem; incube durante 20-25 minutos a 20-25°C.
6. Deite 500 uL de NSB/solugdo tampado em todos os pocgos. excepto os tubos de
contagem total.
7. Centrifugue usando 1800 x g* durante 20 minutos.
8. Decante os sobrenadantes.
9. Conte cada tubo num contador gama durante 60 segundos ou mais.

*g = (1118 x 10°®) (raio em cm) (rpm)?
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25-HYDROXYVITAMIN D %] RIA KIT

1. AVSEDD ANVANDNING

FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.

Satsen &r avsedd for kvantitativ bestamning av 25-hydroxy-D-vitamin (25-OH-D) och
andra hydroxylerade D-vitaminmetaboliter i humant serum eller plasma och ska
anvandas for att beddma eventuell D-vitaminbrist. Resultaten fran testet ska anvandas
i kombination med &vriga kliniska data och laboratoriedata for att underlatta fér 1akaren
att fatta beslut om enskilda patienters behandling i en vuxen patientpopulation.

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Nar kalciferol (D-vitamin) kommer in i cirkulationen metaboliseras det till flera former.
Den dominerande bland dessa ar 25-hydroxycalciferol (25-OH-D). Det forsta steget i
metaboliseringen av D-vitamin. 25-hydroxyleringen. sker huvudsakligen i levern." Hos
manniska metaboliseras endast en liten méngd 25-OH-D i njuren till andra metaboliter
av typen dihydroxy-D-vitamin.?® Eftersom 25-OH-D ar den dominerande cirkulerande
formen av D-vitamin hos normalpopulationen. anses den vara den mest tillforlitiga
indikatorn pa D-vitaminstatus.*

De tva huvudsakliga formerna av 25-OH-D &r kolekalciferol (vitamin Ds) och
ergokalciferol (vitamin D2).3° Vitamin D3 bildas framst genom att ultraviolett ljus
paverkar huden. medan D2 daremot endast kommer fran fodan. Eftersom dessa bada
modersubstanser ingar i skilda proportioner i individens totala D-vitaminstatus. ar det
viktigt att bada formerna mats pa ett likvardigt satt.5’ Det finns en stor mangd
forskningsresultat som ger information om halterna av cirkulerande 25-OH-D-
metaboliter och deras fysiologiska betydelse.

Matning av 25-OH-D far allt storre betydelse fér bedémning och uppféljning av
patienter med olika stérningar i kalciummetabolismen vid rakit. neonatal
hypokalcemi. graviditet. nutritionell och renal osteodystrofi. hypoparatyroidism och
postmenopausal osteoporos.®%1° OBS! Prestanda for DiaSorin 25-OH-D-testet har inte
kontrollerats i en pediatrisk population.

3. ANALYSPRINCIP

DiaSorin 25-OH-D-testet bestar av tva steg. | det forsta steget gér man en snabb
extraktion av 25-OH-D och andra hydroxylerade metaboliter fran serum eller plasma
med hjalp av acetonitril. Efter extraktionen testas det behandlade provet med hjalp av
jamvikts-RIA. RIA-metoden ar baserad pa en specifik antikropp mot 25-OH-D. Provet.
antikroppen och sparamnet inkuberas i 90 minuter vid 20-25°C. Darefter astadkommer
man en fasseparation genom att inkubera 20 minuter vid 20-25°C i narvaro av ett
utfallningskomplex med en sekundar antikropp. Efter inkuberingen tillsatter man fére
centrifugering en NSBltillsatsbuffert som bidrar till att reducera den ospecifika
bindningen.

4. REAGENS | FORPACKNINGEN

25-0OH-D kalibreringslésningar 6 flaskor/1 mL
25-OH-D NSBltillsatsbuffert 1 flaska/70 mL
25-OH-D antiserum 1 flaska/105 mL
25-OH-D sparamne 1 flaska/6 mL
25-OH-D DAG utfallningskomplex 2 flaskor/30 mL
25-OH-D kontroller 2 flaskor/1 mL
25-0OH-D acetonitril 2 flaskor/15 mL
Antal test 100

FORVARING: Oéppnad férpackning férvaras vid 2-8°C. Néar férpackningen dppnats
férvaras varje reagens vid 2-8°C till det utgangsdatum som anges pa etiketten.
Reagensen far ej anvandas efter utgangsdatum. Utgangsdatum for satsen anges pa
etiketten pa ytterférpackningen och motsvarar utgadngsdatum fér sparamnet.

Reagens fran skilda batcher far ej blandas.
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4.1 25-OH-D NSBltillsatsbuffert: reagens fardigt for anvandning
Fosfat-gelatinbuffert med 0.1 % natriumazid. Denna komponent har en dubbel funktion;
den fungerar bade som NSB-buffert (non-specific binding; ospecifik bindning) och som
tillsatsbuffert.

4.2 25-OH-Ds kalibreringslosningar: reagens fardiga for anvandning

Sex (25-OH-Ds) kalibreringslosningar med halter i omradet 0-100 ng/mL. fardigspadda i
humant serum innehéllande 0.1 % natriumazid. Hantera dessa reagens forsiktigt (se
Varningar och forsiktighetsatgarder). Kalibreringslésningarna i satsen har kalibrerats
genom UV-matning och verifierats genom HPLC-analys. Kalibreringsldsningarna i satsen
kan betraktas som likvardiga med patientprover. nar de anvands med de reagens och
metodanvisningar om rekommenderas for detta diagnostiska in vitro-test.

OBS! Vid behov kan man skapa en "extra" kalibreringslésning (2.5 ng/mL) genom att
spada kalibreringslosning "1" 1:2 med kalibreringslésningen noll (d.v.s. 100 pL "1" +
100 pL "0"). Denna spadning ska utféras fore extraktion och I6sningen ska darefter
extraheras i enlighet med bipacksedeln till produkten.

4.3 25-OH-D antiserum: reagens fardigt fér anvandning.

Anti-25-OH-D-serum fran get. spatt i fosfat-gelatinbuffert med 0.1 % natriumazid.

4.4 25-OH-D; sparamne: reagens fardigt for anvandning.

En joderad ['?] analog till 25-OH-Ds spadd i en etanol-fosfatbuffert. Hantera reagenset
forsiktigt (se Varningar och forsiktighetsatgarder).

4.5 Fallningskomplex av typen anti-getserum fran asna (Donkey Anti-Goat;
DAG): reagens fardigt for anvandning.

Anti-getserum fran asna. normalt getserum och polyetylenglykol ar spadda i en BSA-
boratbuffert med gentamycinsulfat och 0.1 % natriumazid. Blanda reagenset i 5-
10 minuter fére och under anvandning. sa att en homogen suspension med sakerhet
bildas.

4.6 25-OH-D kontroller: reagens fardiga fér anvandning.

Humant serum med 0.1 % natriumazid och med tillsats av korrekt méangd 25-OH-D3 fér att
erhalla kontrollhalter inom de angivha omradena. Blanda noggrant och behandla dem pa
samma satt som okanda prov. Kontroll 1 motsvarar en lag-normal halt. medan kontroll
2 motsvarar en hog-normal halt. Referensomradet avseende resp kontrolls koncentration
visas pa analyscertifikatet och visar de granser som faststéllts av DiaSorin for de
kontrollvarden som erhallits med tillforlitiga test. Hantera dessa reagens forsiktigt (se
Varningar och forsiktighetsatgarder).

4.7  Acetonitril: reagens fardigt for anvandning.

Acetonitril. Av lamplig kvalitet fér denna sats. Hantera reagenset forsiktigt (se
Varningar och forsiktighetsatgarder). Denna produkt innehaller torrt naturgummi.

5. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.
Ej avsett for vare sig invartes eller utvartes bruk pa manniskor eller djur.
FORSIKTIGT! Denna produkt far endast tas emot. férvérvas. dgas och anvéndas av
lakare. kliniska laboratorier. sjukhus. veterinarer och forskningsinstitutioner. Analyserna
ska utféras av laboratoriepersonal med adekvat utbildning och praktisk erfarenhet.

REAGENS SOM INNEHALLER MATERIAL AV HUMANT URSPRUNG

Behandlas som potentiellt smittfarligt.

Varje donerad enhet serum/plasma som anvants for beredning av produkten har
testats med en metod godkand av USA:s lakemedelsverk (FDA) och befunnits negativ
vad galler forekomst av HBsAg. antikroppar mot HCV och antikroppar mot HIV 1/2.
Aven om dessa metoder ar mycket tillférlitliga. utgér de ingen garanti for att samtliga
infekterade enheter upptacks. Produkten kan aven innehalla annat material av humant
ursprung for vilket det inte finns nagot godkant test. Eftersom ingen kand testmetod
kan ge en fullstandig garanti for att det inte férekommer hepatit-B-virus (HBV). hepatit-
C-virus (HCV). humant immunbristvirus (HIV) eller andra infektiésa agens. ska alla
produkter som innehaller material av humant ursprung hanteras i enlighet med god
laboratoriepraxis och med lampliga forsiktighetsatgarder enligt handboken "Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories" fran U.S. Centers for Disease Control
and Prevention/National Institutes of Health. 4:e upplagan. maj 1999. eller aktuell
upplaga.
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REAGENS SOM INNEHALLER NATRIUMAZID

FORSIKTIGT! Vissa reagens i satsen innehaller natriumazid. Natriumazid kan reagera
med bly och koppar i avioppsledningarna sa att det bildas explosiva metallazider. Nar
reagensen kasseras maste man spola efter med stora mangder vatten for att forhindra
att azid ackumuleras (EU-kommissionens direktiv 1999/45/EC). For ytterligare
information hanvisar vi till avsnittet "Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts" i handboken Safety Management No. CDC-22 utgiven av Centers
for Disease Control and Prevention. Atlanta. USA 1976.

Europeiska Gemenskapens Riskfraser for farliga preparat (EU-kommissionens
direktiv 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Farligt vid inandning. hudkontakt och fortaring.

R 32 - Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.

S28 - Vid kontakt med huden tvatta genast med mycket vatten.

REAGENS SOM INNEHALLER ACETONITRIL

Europeiska Gemenskapens Riskfraser for farliga preparat (EU-kommissionens
direktiv 88/379/EEC)

R11 - Mycket brandfarligt.

R23/24/25 - Giftigt vid inandning. hudkontakt och fortaring.

S16 - Forvaras atskilt fran antdndningskallor - Rokning forbjuden.

S36 - Anvand lampliga skyddsklader.

S43 - Vid brandslackning anvand pulver eller koldioxid.

S45 - Vid olycksfall. illamaende eller annan paverkan. kontakta omedelbart lakare.

S51 - Sorj for god ventilation.

REAGENS SOM INNEHALLER ETANOL

VARNING - BRANDFARLIGT

Europeiska Gemenskapens Riskfraser for farliga preparat (EU-kommissionens
direktiv 88/379/EEC)

R11 - Mycket brandfarligt.

S16 - Forvaras atskilt fran antadndningskallor - Rokning forbjuden.

S43 - Vid brandslackning anvand pulver eller koldioxid.

REAGENS SOM INNEHALLER JOD-125

Satsen innehaller radioaktivt material som ej 6verstiger 4 pCi (148 kBq) jod-125.
Adekvata forsiktighetsatgarder maste vidtas och god laboratoriepraxis foljas vid
forvaring, hantering och kassering av detta material.
For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en allman licens:
Detta radioaktiva material far endast tas emot, forvarvas, &gas och anvandas av
lakare, veterindrer med praktik inom veterindrmedicin, kliniska laboratorier eller
sjukhus, och far endast anvandas for kliniska tester in vitro eller laboratorietester in
vitro, vilka ej innebar nagon invartes eller utvartes administrering av materialet, eller av
stralning fran det, till manniskor eller djur. Fér mottagande, forvarv, innehav,
anvandning och overlatelse galler de regler och den allménna licens som utfardats av
den amerikanska Nuclear Regulatory Commission eller av den stat med vilken
kommissionen har ingatt ett avtal for utévande av regulatorisk myndighet.

1. Radioaktivt material far endast férvaras pa en speciellt avsedd plats.
Endast auktoriserad personal far ha tillgang till radioaktivt material.
Pipettera aldrig radioaktivt material med munnen.
Undvik att 4ta eller dricka i lokaler dar radioaktivt material anvands.
Ytor dar spill kan férekomma skall torkas av och darefter rengéras med ett
alkaliskt rengdringsmedel eller radiologisk dekontamineringslosning. Alla
glasvaror som anvands maste skéljas noga med vatten innan de diskas
tillsammans med andra glasvaror for laboratoriebruk.
For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en specifik licens:
Nar ni tar emot, anvander, 6verlater och kasserar radioaktivt material galler reglerna
och villkoren i er specifika licens.
VARNING! Produkten innehaller en kemikalie som enligt staten Kalifornien ar kand for
att orsaka cancer.

Ll ol o
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OBSERVERA! Den radioaktivitet som anges pa bipacksedeln kan skilja sig nagot fran
den aktivitet som anges pa etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet.
Etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet anger den verkliga radio-
aktivitetsmangden vid kalibreringsdatum, medan bipacksedeln anger den teoretiska
radioaktiviteten for satsen.

6. TECKEN SOM KAN TYDA PA EN KVALITETSFORSAMRING HOS
REAGENSEN | SATSEN

6.1  Forekomst av onormalt partikelformigt material i nagot av reagensen (NSB-
buffert. antiserum och DAG féllningsreagens kan normalt vara grumliga.)

6.2 En forandring av kalibreringskurvans lage eller lutning jamfért med vad som
normalt erhalles.

6.3  En sankning av maximal bindning.
6.4  En hdg ospecifik bindning

7. PROVTAGNING OCH PROVHANTERING

Det behodvs femtio (50) mikroliter serum eller plasma (EDTA- eller heparin-) fér 25-OH-
D-extraktionen; med en volym pa 150 mikroliter kan man upprepa analysen samtidigt
som man far marginal for pipetteringen.

Satsen kan anvandas bade med humant serum och human plasma. Antikoagulantierna
EDTA eller heparin kan anvandas med denna testsats. Fasteprov rekommenderas
men &r ej ett krav. Blodprovet bér tas med aseptisk teknik genom venpunktion med ett
5 eller 10 mL ror av vacutainertyp. Lat blodet koagulera i rumstemperatur (15-25°C).
Centrifugera i 15 minuter vid cirka 760 x g* sa att hemolysfria serumprover erhalles.
Inga tillsatser eller konserveringsmedel behdvs for att bibehalla intakta prov. Alla
plastartiklar. glasvaror och annan materiel som kommer i kontakt med provet maste
vara fullkomligt fria frdn kontaminerande material. Serum- eller plasmaprover kan
lagras vid -20°C eller lagre. Proven kan férvaras i glas- eller plastror. forutsatt att de ar
lufttatt forslutna sa att vatten inte avdunstar.

| en studie som DiaSorin utfort pa ett begrénsat antal patientprov visade sig proven
vara stabila i upp till 9 veckor nar de forvarades vid -20°C. Ingen signifikant férandring
av vardena sags efter det att proven genomgatt 3 cykler med frysning-upptining.
Upprepade frysnings-upptiningscykler bér undvikas. Prov som maste transporteras bor
i allmanhet vara frysta.

8. EJ TILLHANDAHALLEN MEN NODVANDIG UTRUSTNING OCH
MATERIEL
- Engangs borosilikatrér. 12 x 75 mm.
OBS! Plastror ar ej lampliga for detta test.
- Temperaturreglerad centrifug som passar fér 12 x 75 mm-ror.
- Gammaraknare som kan rakna jod-125.
- Vortex-blandare.
- Pipetteringshjalpmedel
a. Mikropipetter kalibrerade for 25 uL och 50 uL (med ett precisionsfel som ar
mindre an eller lika med + 1 %).

b. Repeterande dispensrar med spetsar som ar kalibrerade fér 50 pL. 500 pL
och 1.0 mL (med ett precisionsfel som &r mindre an eller lika med £ 1%).

OBS! | fraga om extraktions- och testningsprocedurerna nedan hanvisar vi till "Ej
tillhandahallen men nédvandig utrustning och materiel" for pipettspecifikationer.

*g = (1118 x 10®) (raio em cm) (rpm)?
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9. EXTRAKTIONSPROCEDUR

9.1

9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

Gor iordning markta 12 x 75 mm glasrér av engangstyp for varje kalibrator,
kontroll och patientprov.

Pipettera 500 pL acetonitril i varje ror.

Placera en pipettspets med 50 pL kalibreringslésning. kontroll eller patientprov under
ytan pé acetonitrilen och tillsatt detta LANGSAMT till acetonitrilen.

Vortexa i 10 sekunder.
Centrifugera vid 1200 x g* i 10 minuter vid 20-25°C.

Pipettera dubblettprov a 25 L fran supematanten till tva olika. pa lampligt satt
markta 12 x 75 mm-rér. FORSIKTIGT! Var noga med att inte réra upp pelleten.

Testa supernatanterna enligt testproceduren.

10. TESTPROCEDUR

101

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

10.8

10.9

10.10

Lat alla reagens och prov anta rumstemperatur. Se till att reagensen ej blir
varmare an 25°C.
Stall i ordning markta 12 x 75 mm engangsglasroér for dubbelprov enligt
Lathund for testet pa sista sidan.
Tillsatt reagens enligt féljande:
a. Ror for total aktivitet

50 pL %% 25-OH-D

1.0 mL NSBtillsatsbuffert
b. ROr for ospecifik bindning (NSB)

25 pL 0-kalibrering (extraherad)

50 L 1?51 25-OH-D

1.0 mL NSBttillsatsbuffert
c. Kalibreringslésningar. kontroller och okénda prov

25 pL kalibreringslésning. kontroll eller okant prov (extraherade)

50 pL %1 25-OH-D

1.0 mL 25-OH-D antiserum
Vortexa forsiktigt utan att det bildas skum och inkubera i 90 (+/- 10) minuter
vid 20-25°C.
Tillsatt 500 pL DAG utfallningskomplex (utfallningskomplexet maste blandas noga
fére och under anvandning) till samtliga rér utom totalaktivitetsroren.
Blanda val och inkubera réren i 20-25 minuter vid 20-25°C.

Tillsatt 500 yL NSB/tillsatsbuffert till alla rér utom totalaktivitetsréren. Vortexa
roren forsiktigt sa att innehallet blandas val. Var forsiktig vid detta steg.
eftersom vatskan star hogt i roren och skulle kunna stanka ut.

Centrifugera samtliga ror utom totalaktivitetsréren i 20 minuter vid 20-25°C
och 1800 x g*.

Hall av supernatanterna. utom fran totalaktivitetsroren. Anvand ett
provrorsstall av frigolit eller dylikt och vand stéllet upp och ner éver ett [Ampligt
avfallskarl. Stall det upp-och-ner-vanda stéllet pa absorberande papper i 2-3
minuter. Tryck forsiktigt ett filtrerpapper mot mynningen pa réren sa att all
vatska sakert sugs upp.

Rakna varje rér minst 1 minut i en gammascintillationsraknare. Varje ror ska
raknas under tillrackligt lang tid for att man ska erhalla statistiskt sékra
resultat. (Se avsnittet om resultat under Metodbegransningar.)

*g = (1118 x 10°®) (radie i cm) (rpm)?
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11. KOMMENTARER TILL PROCEDURERNA

11.1  Tillsatt alla reagens till den nedersta tredjedelen av provréret sa att reagensen
kan blandas fullstandigt.

11.2  FOr att bekrafta att ett RIA-test ger konsekventa resultat kan man kontrollera
ett antal andra faktorer. DiaSorin rekommenderar att man regelbundet
kontrollerar foljande parametrar for att vara saker pa att satsen ger
konsekventa resultat.

a. Totalaktivitet

b. Maximal bindning
Medelvardet av antal kndpp per minut (CPM) fér réret med 0-l6sning/
CPM-medelvardet for totalaktivitetsroren.

c. Ospecifik bindning
CPM-medelvardet for NSB-réret / CPM-medelvardet for total-
aktivitetsroren.

d. Kalibreringskurvans lutning
Foélj exempelvis kalibreringskurvans punkter fér 80 % och 50 %.

12. KVALITETSKONTROLL

Varje laboratorium bor ta med minst tva kontroller (en med lag-normal niva och en med
hog-normal nivd) i varje assaykdming for att kontinuerligt 6vervaka metodegenskaperna.
Kommersiellt tillgangliga kontroller eller de bada referenskontrollerna i satsen kan anvandas.
Kontrollerna i satsen har utvarderats av DiaSorin med anvandning av satsen DiaSorin
25-Hydroxyvitamin D 3| RIA. Referensomradet avseende resp kontrolls koncentration
visas pa analyscertifikatet och visar de granser som faststéllts av DiaSorin for de
kontrollvarden som erhallits med tillforlitliga test.

Kontrollerna ska behandlas exakt som okanda prov och kéras som duplikat. Man bor
kontinuerligt fora in kontrollvardena i ett diagram for att kunna félja hur val kontrollerna
ligger. Godtagbara omraden for varje kontroll bor faststdllas av varje enskilt
laboratorium med hjalp av statistiska metoder for att pavisa bade systematiska och
slumpmassiga fel. Resultaten for kontrollerna maste uppfylla laboratoriets kriterier for
godkannande innan resultaten fran patientproverna rapporteras.® 1920

13. RESULTATBERAKNING

Det finns manga olika metoder for att berdkna resultaten fran RIA-test. Alla ar
baserade pa att man tar fram en kalibreringskurva genom att plotta bindningsgraden
mot de angivna koncentrationerna hos kalibreringslésningarna. Diagrammet kan ha
antingen linjar eller logaritmisk skala. Samtliga metoder ger i stort sett samma varden
for kontroller och prov. dven om en viss berdkningsmetod kan "passa" battre for vissa
assayer an for andra. Den berakningsmetod som anvands pa DiaSorins
kvalitetskontrollaboratorium ar % B/Bg avsatt mot logaritmen for koncentrationen.

13.1  Berdkna medel-CPM for varje kalibreringsldsning. kontroll och oként prov.

13.2  Subtrahera medel-CPM fér NSB-réren fran alla varden.

13.3  Dividera det korrigerade CPM-vardet for varje kalibreringslésning. kontroll och
okant prov med det korrigerade CPM-vardet for 0-I6sningen.

B/Bo (%) CPM for kalibreringslosning eller okant prov - CPM for NSB 100
0 = X
° CPM for 0-I6sningen - CPM for NSB

13.4  Anvand ett lin-log-papper 6ver tva tiopotenser eller log-log-papper och plotta
procent B/BO for kalibreringslésningarna (lodrata axeln) mot koncentrationen
(vagrata axeln).

13.5 Rita en basta anpassad linje genom punkterna.
13.6  Avlas 25-OH-D-halterna i de okénda proven fran diagrammet.
13.7  Om ett okant prov har spatts. korrigerar man fér spadningsfaktorn.

13.8 Berdkna maximal bindning genom att dividera CPM fér 0-lésningen med
medelvardet for totalaktivitetsréren.
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13.9

Man kan aven analysera data med hjdlp av automatiska datareduce-
ringsprogram. DiaSorin anvander RIACalc (Pharmacia) med mjuk anpassning
till SPLINE-funktioner fér %B/B0 mot log koncentration. Andra datareduktions-
metoder maste valideras innan de anvands rutinmassigt.

TABELL |
Exempeldata fér DiaSorin 25-OH-D Vitamin D RIA
Procent Konc. Enl.
CPMi Medel- Korrigerad  bundet  Procent Diagr.
Ror duplikat CPM CPM (BIT) (B/Bo) (ng/mL)
Totalaktivitet 41878 40901
39924
NSB 555 531 1,3
508
0-16sning 19585 19822 19291 48,5
19673
20314
19718
Kalibreringslésningar
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 53,4 12
10670
3 7182 7411 6880 35,7 20
7642
4 4687 4654 4123 21,4 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
Okanda prov
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24,0 40,4
4720

Typiska provdata och en kalibreringskurva visas i TABELL | och FIGUR 1; denna
information ar endast avsedd som ett exempel och ska inte anvandas for att berakna
nagra varden.
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Figur 1
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14. METODBEGRANSNINGAR

14.1

14.2

14.3

14.4

14.5

Aktiviteten i réren maste réknas under tillrackligt lang tid for att man ska kunna
undvika statistiska fel (till exempel ger en rakning av 2 000 CPM ett fel pa 5 %;
10 000 CPM ger ett fel pa 1 %).

Resultaten fran testet skall anvandas i kombination med 6vriga kliniska data
och laboratoriedata for att underlatta nar lakaren fattar beslut om den enskilda
patientens behandling.

Effekterna av hemolys och lipemi i patientproverna har inte utvarderats for
denna assay; acetonitrilextraktionen férvantas dock minimera paverkan fran
dessa amnen.

Den framsta kallan till precisionsfel i metoden &r troligen extraktionssteget.
Andra felkallor kan vara inexakta mikropipetter eller for gamla reagens.
Antikroppen i satsen uppvisar viss korsreaktivitet med alla former av
dihydroxyvitamin-D2- och D3-steroider; hos méanniska férekommer dock dessa
féreningar normalt endast i koncentrationer av storleksordningen picomolar.
OBS! Prestanda for testet har inte kontrollerats i en pediatrisk population.
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15. FORVANTADE VARDEN

Referensomrade

Det ar viktigt att varje laboratorium upprattar ett eget referensomréde. som éar
representativt for dess typiska patientunderlag. Faktorer som UV-exponering °1°
arstid."""2ras.” och intag med fédan® ar alla kanda att paverka 25-OH-D-nivaerna hos
manniskor. En sankning av D-vitaminnivderna med aldern har pavisats i
litteraturen; undersdkningarna i de flesta av dessa studier har dock utforts i
nordeuropeiska lander. dar det finns mindre solljus och berikningen av livsmedel ar
mindre utbredd.?'5'® Detta. tillsammans med de stora variationerna i halsokriterier och
medicinering. gor det svart att dra nagra generella slutsatser om en renodlad
alderseffekt pa D-vitaminstatus.'? Vid studier i USA har resultaten varit tvetydiga.
satillvida att vissa studier visar att det sker en nedgang av D-vitaminstatus med aldern.
och andra inte. Antiepileptika har visat sig ge en sankning av 25-OH-D-nivaerna.
liksom langvarig anvandning av solskydd som innehaller p-aminobensoesyra."”
DiaSorin har inte tagit fram nagot referensomrade fér barn med denna sats.

Utvarderade DiaSorin serum frdn 20 man och 24 kvinnor utan patagliga halsoproblem
(till storsta delen vita frivilliga frin den amerikanska Mellanvastern). med hjalp av
DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D 5| RIA kit. Férsokspersonernas alder 1ag mellan 23 och
67 ar. Proven togs i oktober. Det observerades endast en liten skillnad mellan 25-OH-
D-nivaerna hos man (medelvarde = 21.7 ng/mL) och kvinnor (medelvarde =
24.1 ng/mL) i denna referensgrupp. Medelvardet for hela populationen (n = 44) var
23.0 ng/mL. med ett omrade inom 2 standardavvikelser pa 9.0 - 37.6 ng/mL.

En hdg prevalens av subklinisk 25-OH-D-brist i normala, till synes friska populationer
har iakttagits i manga lander, speciellt under vintermanaderna.'*'™ | den senaste
litteraturen har féljande intervall foreslagits for klassificering av 25-hydroxyvitamin D-
status: Brist: 0 - 5 ng/mL (0 - 12.5 nmol/L); Otillrackligt niva: 5 — 20 ng/mL (12.5 -
50 nmol/L); D-hypovitaminosis: 20 - 40 ng/mL (50 - 100 nmol/L); Tillracklig niva:
40 - 100 ng/mL (100 - 250 nmol/L); och Toxisk niva: éver 100 ng/mL (> 250 nmol/L).**

16. SPECIFIKA PRESTANDA
16.1 Precision
DiaSorin utvarderade assayens precision genom att kora fyra kontrollhalter som tackte
hela matomradet i 40 testkdrningar under 23 arbetsdagar. | varje testkorning ingick de
fyra kontrollerna x 2 extraktioner (fyrdubbla prov). Studieprotokollet uppfyllde riktlinjerna
i dokumentet EP5-T2 fran CLSI. # Databerakningarna utférdes med SAS PROC
VARCOMP. Den statistiska modell som anvandes var en linjar modell f6r slumpmassiga
effekter.

Medelvarde Inom kdrningen Totalt precisionsfel
(ng/mL) (% C.V.) (% C.V.)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0

16.2 Riktighet
Riktigheten for assayen har kontrollerats genom ett spadnings- och ett utbytestest.

Linearitet (parallelitet)
Seriespadningsstudie av 4 patientprover (varden = ng/mL)

Prov Outspatt 1/2 1/4
1 74.6 79.4 74.8
2 87.8 96.4 95.2
3 85.6 88.2 82.4
4 55.2 57.8 60.4
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UTBYTE

Kanda mangder av 25-OH-D3 tillsattes till patientprover (serum) och procent utbyte
bestamdes.

Urspr. Méangd *Forvantad Uppmatt
Prov konc. tillsatt konc. konc.

nummer (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Utbyte
1 15,8 5,0 25,5 24.8 97%
10,0 35,1 41,8 119%

25,0 62,7 61,9 99%

2 51,2 5,0 60,6 62,0 102%
10,0 69,8 73,8 106%

25,0 96,4 99,4 103%

3 26,6 5,0 36,2 33,5 92%
10,0 457 54,0 118%

25,0 73,0 82,8 113%

4 57,3 5,0 66,6 63,8 96%
10,0 75,8 78,1 103%

25,0 102* 104* 102%

5 41,3 5,0 50,8 48,5 95%
10,0 60,1 56,1 93%

25,0 87,0 93,2 107%

* | berakningen av den foérvantade halten av 25-OH-D ingar den spadningsfaktor
som orsakas av lésningen med tillsats.

*k

Detta ar extrapolerade varden; den uppmaétta koncentrationen &r > 100 ng/mL
(hogsta kalibreringslésningen)

16.3 Analytisk Kanslighet (detektionsgranser)

Kéansligheten hos assayen. definierat som den lagsta koncentration som kan sarskiljas
fran noll vid 2 standardavvikelser under medel-CPM fér O0-kalibreringsldsningen
(n = 20). har visat sig ligga pa eller under 1,5 ng/mL. Denna kanslighetsniva galler vid
anvandning bade av kalibreringslésning "1" och av den "extra" kalibreringslésningen.

16.4 Analytisk Specificitet

Data for korsreaktiviteten for det antiserum som anvands i satsen uttrycks som kvoten
mellan koncentrationen av 25-OH-D och koncentrationen av det korsreagerande amnet
vid 50 % hamning av maximal bindning.

Steroid % korsreaktivitet
Vitamin D2 0,8
Vitamin D3 0,8
25-0OH-D2 100
25-0OH-D3 100
24.25-(OH)2-D2 100
24.25-(OH)2-D3 100
25.26-(0OH)2-D2 100
25.26-(0OH)2-D3 100
1.25-(OH)2-D2 11,0
1.25-(OH)2-D3 11,0

FOR REFERENSER HANVISAS TILL SISTA SIDAN

78



LATHUND FOR TESTET

1. Extrahera proven: Pipettera 500 pL acetonitril i ett glasror och tillsatt langsamt
50 pL kalibreringslosning. kontroll eller patientprov UNDER YTAN pa acetonitrilen.
Vortexa i 10 sekunder och centrifugera i 10 minuter vid 1200 x g* och 20-25°C.

2. Pipettera reagens enligt féljande schema:

Total Kal Kontroller och
Roér/Reagens aktivitet NSB 0-6 okanda prov
Extraherade 0
kalibreringslésningar B 25 L ) .
Extraherade kalibreringslosningar - - 25uL -
Extraherade kontroller - - - 25 uL
Extraherade okanda prov - - - 25 uL
Sparamne 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
NSB/tillsatsbuffert 1.0 mL 1.0 mL - -
25-OH-D antiserum - - 1.0 mL 1.0 mL

3. Blanda val; inkubera i 90 minuter (+/-10 minuter) vid 20-25°C.

Hall av supernatanterna.

©oNo A

*g = (1118 x 10°®) (radie i cm) (rpm)’
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Rakna varje ror i en gammaraknare i minst 60 sekunder.

Tillsatt 500 uL DAG fallningskomplex i varje ror. utom i totalaktivitetsréren.
Blanda val; inkubera i 20-25 minuter vid 20-25°C.
Tillsatt 500 uL NSB/tillsatsbuffert i varje ror. utom i totalaktivitetsroren.
Centrifugera vid 1800 x g* i 20 minuter.




25-HYDROXYVITAMIN D '%| RIA KESZLET

1. FELHASZNALOI TERULET

KIZAROLAG IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA

A készlet a 25-hydroxivitamin D (25-OH-D) és egyéb hydroxilalt vitamin D metabolit
kvantitativ meghatarozasara alkalmas human szérumbodl, vagy plazmabdl a vitamin D
mennyiségének vizsgalatahoz. Az assay eredménye egyéb klinikai és laboratériumi
eredményekkel egyutt alkalmas a felnétt populacié kezelési stratégiajanak kialakitasara.

2. ATESZT ATTEKINTESE ES MAGYARAZATA

A kalciferol (Vitamin D) a keringésbe jut és atalakul kiilénb6zé formakban; a legfébb
ezek kozll a 25-hydroxikalciferol (25-OH-D). A Vitamin D metabolizmus elsé
Iépésének, a 25 hydroxilacidonak legfébb helyszine a maj." Csak kis mértéki 25-OH-D
metabolizmus megy végbe a vesékben egyéb dihydroxivitamin D metabolitokat
eredményezve a szervezetben.?® Mivel a 25-OH-D az uralkod6 keringd formaja a
vitamin D-nek normal populaciéban, igy ez alkalmas a vitamin D allapotanak megfelel6
monitorozasara.*

A 25-OH-D két f6 formaja a kolekalciferol (vitamin Ds3) és az ergokalciferol (vitamin
D2).3% A Vitamin D3 féként ultraviola fény hatasara keletkezik a bérben D2 —bdl f6ként
diétas forrasanyagokbol. Mivel a két forma pontosan jellemzi az egyén vitamin D
statuszat, fontos, hogy a két format egyuttesen mérjuk.6” Amegfelel6 meghatarozas
informaciét nyuijt a keringd 25-OH-D metabolitokrdl és azok fizioldgiai jelentéségérdl.

A 25-OH-D kiemelked6en fontos a kalcium metabolizmushoz kotétt angolkérban,
neonatalis hypokalcémiaban szenved6 betegek, terhesek, valamint taplalkozasi és vese
osteodistrophiaban, hypoparathyroidosis-ban és postmenopausalis osteoporosis-ban
szenvedd betegek esetén.®#1° Megjegyzés: A DiaSorin 25-OH-D assay nem alkalmas a
gyermekgyogyaszatban torténé alkalmazasra.

3. MEGHATAROZAS ELVE

A DiaSorin 25-OH-D assay egy két-lépéses eljaras. Az elsé l1épésben az 25-OH-D és
egyéb hidroxilalt metabolitok gyors extrakciéja torténik szérumbol, vagy plazmabdl
acetonitril segitségével. Az extrakciot kdvetben, egy egyensulyi RIA mérés kerdl
kivitelezésre. A RIA mérés egy a 25-OH-D-re specifikus antitest hasznalatan alapul. A
minta, antitest és tracer inkubalasa 90 percig 20-25°C-on torténik. A masodik antitesttel
torténé 20 perces 20-25°C-on torténd inkubacidé utan szeparacios lépés kovetkezik
precipitald komplex segitségével. Az inkubalas és a centrifugalas kdzott NSB/Addicids
puffer kerlil bemérésre a nem specifikus kotédések csokkentésére.

4. AKESZLET TARTALMA

25-0OH-D Kalibratorok 6 Gveg/1 mL
25-OH-D NSB/Addiciés Puffer 1 Gveg/70 mL
25-OH-D Antiszérum 1 Gveg/105 mL
25-OH-D Tracer 1 Gveg/6 mL
25-OH-D DAG Precipitalé Komplex 2 Giveg/30 mL
25-OH-D Kontrollok 2 lveg/1 mL
25-0OH-D Acetonitril 2 Gveg/15 mL
Meghatarozasok szama 100

TAROLAS: A cimkén feltiintetettek alapjan a készlet 2-8°C-on tarolandd. Felnyitast
kévetéen mindegyik reagens a cimkén feltintetett lejarati ideig 2-8°C-on tartando.
A reagensek nem hasznalhatok fel a lejarati id6t kovetéen. A készlet kils6é cimkéjén
feltlintetett lejarati id6 megegyezik a tracer lejarati idejével.

A kulonb6z6 gyartasu készletek reagenseit szigortan tilos 6sszekeverni.
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4.1 25-OH-D NSB/Addicids Puffer: felhasznalasra kész

Foszfat-zselatin puffer 0.1% sodium azid-ot tartalmaz. Ez a a komponens kettés
funkcidt lat el. NSB pufferként és Addiciés pufferként is szolgalhat.

4.2 25-OH-D; Kalibratorok: felhasznalasra kész

Hat (25-OH-D3) kalibrator a 0-100 ng/mL koncentracié tartomanyban, human
szérumban, 0.1%-os Na-azid-ot tartalmaz. Kezelje ezeket a reagenseket gondosan
(El6éirasoknak és Szabalyoknak megfelel6en).

A készlet kalibratorai UV meghatarozassal lett hitelesitve és HPLC analizissel lett
megerdsitve. A készlet kalibratorai bizonyitottan helyettesithet6ek paciens mintakkal,
ha a tesztet a felhasznaloi utasitasnak megfeleléen hasznaljak.

MEGJEGYZES: Ha opcionalis kalibratort kivan hasznalni (2.5ng/mL) azt elkészitheti a
kal. 1-bdl a kal. 0-val higitva 1:2 aranyban (pl.: 100 uL “1” + 100 uL “0”). A higitast a
készlet leirasanak megfeleléen az extrakcios 1épés elétt kell elvégezni .

4.3 25-OH-D Antiszérum: felhasznalasra kész
Kecske anti-25-OH-D szérum, foszfat-zselatin puffer-el higitott, 0.1% sodium azid-ot
tartalmaz.

4.4 25-OH-D; Tracer: felhasznalasra kész
[-125 ['#l]-tel jelolt 25-OH-Ds analég etanol-foszfat pufferben. Kezelje ezeket a
reagenseket gondosan (El6irasoknak és Szabalyoknak megfelelen).

4.5 Szamar Anti-Kecske (DAG) Precipitalé6 Komplex: felhasznalasra kész
Szamar anti-kecske szérum, normal kecske szérum, és polietilén-glikol BSA-borat
pufferben, gentamicin-szulfatot és 0.1%-os Na-azid-ot tartalmaz. Keverje fel hasznalat
elétt 5-10 perccel és hasznalat kdzben a megfelel6 homogenitas eléréséhez .

4.6 25-OH-D Kontrollok: felhasznalasra kész

Huméan szérum, 0.1%-os Na-azid-ot tartalmaz, ismert mennyiségli 25-OH-D;
hozzadadasaval érik el a megfelelé kontroll tartomanyt. Alaposan keverje Ossze és
ismeretlen mintaként kezelje. Kontroll 1 reprezentalja az alacsony normal tartomanyt és a
Kontroll 2 reprezentdia a magas normal tartomanyt. Minden kontroll
koncentraciétartomanya az analizis tanusitvanyon feltintetve és a DiaSorin altal
megallapitott hatarokat tikrozi olyan kontrollértékekre amelyeket megbizhaté vizsgalatok
soran tapasztaltak. Kezelije ezeket a reagenseket gondosan (El6irasoknak és
Szabalyoknak megfeleléen).

4.7 Aceto-nitril: felhasznalasra kész

Acetonitril. Ezen készletnél alkalmas a hasznalatra. Kezelje ezeket a reagenseket
gondosan (El6irasoknak és Szabalyoknak megfeleléen).

Természetes szaraz gyantat tartalmaz.

5. Figyelmeztetések és ovintézkedés

CSAK IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA!
Emberek, allatok in vivo kezelése tilos.

FORSIKTIGT! Denna produkt far endast tas emot. forvérvas. dgas och anvéndas av
lakare. kliniska laboratorier. sjukhus. veterinarer och forskningsinstitutioner. Analyserna
ska utféras av laboratoriepersonal med adekvat utbildning och praktisk erfarenhet.

HUMAN EREDETU ANYAGOKAT TARTALMAZO REAGENSEK

Potencialis infektol6giai forrasként kezelendéek.

Minden szérum/plazma donor egység a U.S. FDA szabdlyai szerint ki lett vizsgalva és
negativ eredményt adott HBsAg-re, HCV antitestre és HIV % antitestre nézve. Bar az
ellenérzés nagy pontossaggal térénik nem garantadlhaté, hogy valamennyi fert6z6
tényez6 kimutatasra keril. A készlet tartalmaz olyan human eredetli anyagokat is
amelyek nem esnek tesztelés ala. Mivel nem ismert olyan metodika amely teljes
biztonsaggal kizarja a hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), Human
Immunodeficiency Virus (HIV) vagy egyéb infektoldgiai agens jelenlétét, minden human
eredetl anyagot kuléndsen nagy ovintézkedések melett kell a laboratériumban kezelni
a U.S. Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health
Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4th., May 1999
vagy késébbi elbirasainak megfeleléen.
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SODIUM AZID TARTALMU REAGENSEK

FIGYELMEZTETES: A készlet néhany reagense sodium-azid-ot tartalmaz. A sodium-
azid 6lom és réz tartalmu vizvezetékekkel reakciéba Iépve robbanasveszélyes fém-
azidokat képez. A hulladékot b6 vizzel eressze le a felszabadulo azidok kitapadasanak
megakadalyozasara. Tovabbi informacidkat a “Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual Guide-Safety Management No. CDC-22
issued by the Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 1976 olvashat.
European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive

R 20/21/22 - Belélegzése, bérrel torténd érintkezése és lenyelése karos!

R 32 - Savakkal kapcsolatba Iépve nagyon toxikus gazok szabadulnak fel.

S 28 - Borrel torténd érintkezését kdvetéen azonnal b6 vizzel mossa le.

ACETONITRIL TARTALMU REAGENSEK

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
88/379/EEC)

R11 — Nagyon tlizveszélyes!

R23/24/25 — Belégzése, bdrrel torténd érintkezése és lenyelése toxikus!

S16 — Tartsa tavol mindennemd tlizforrastol — Tilos a dohanyzas.

S36 — Megfelel6 védbruka viselete kotelezé!

S43 — Tz esetén hasznaljon vegyszert, vagy szén-dioxidot.

S45 — Baleset, vagy rosszullét esetén azonnal kérjen orvosi segitséget.

S51 — Csak j6l szellbztetett terlileten hasznalja!

ETANOL TARTALMU REAGENSEK

FIGYELMEZTETES- TUZVESZELYES

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
88/379/EEC)

R11 - Nagyon tlizveszélyes!

S16 - Tartsa tavol mindennem( tiizforrastol — Tilos a dohanyzas.

S43 — Tiiz esetén hasznaljon vegyszert, vagy szén-dioxidot

1-125 TARTALMU REAGENSEK

Ez a készlet olyan 1-125 tartalmu anyagokat tartalmaz, melyek radioaktivitdsa nem
haladja meg a 4 pCi (148 kBq) értéket. Helyes el6készités és megfelel6 laboratoriumi
gyakorlat sziikséges az anyagok tarolasanal, kezelésénél és a hulladékkezelésnél.
Egyetemes szabalyok radioizotopok kezeléséhez:

Ezeket a radioaktiv anyagokat csak orvosok, vagy allatorvosok szerezhetik be,
birtokolhatjak és hasznalhatjak human és allat gydgyaszatban, klinikai laboratériumokban,
vagy kérhazakban kizardlag in vitro klinikai, vagy laboratériumi tesztekben, melyek nem
foglaljak magukban a human, illetve allati szervezet kiils, vagy bels6é kezelését, arra
irAnyul6 sugarzast. Ezen termékek beszerzése, birtoklasa, hasznalata, szallitasa a U.S.
Nuclear Regulatory Commission szabalyozasa ala esik.

1. Aradioaktiv anyagokat korulhatarolt, specialisan jelolt tertileten kell tarolni.

A radioaktiv anyagokhoz csak arra jogosult személyek férhetnek.

Tilos a radioaktiv anyagok szajjal térténé pipettazasa.

A radioaktiv munkahoz kijelolt terlleten enni és inni tilos.

A terlletet, ahova radioaktiv anyag I6ttyen ki, fel kell t6r6lni, majd alkali
detergenssel, vagy radioaktivitast dekontaminalé oldattal kell felmosni. Az
Uvegedényeket alaposan ki kell dbliteni vizzel mielétt mas laboratériumi edénnyel
egyutt kerlilne mosasra.

A radioaktiv anyagok kezelésénél a kdvetkez6 specialis szabalyok érvényesek:

A radioaktiv anyagok kezelésének, hasznalatanak, szdllitdsanak és hulladékezelésének
szabalyozasa sajat szabalyozas ala esik.

EIGYELMEZTETES: A készlet olyan anyagokat tartalmaz, amelyet a Kaliforniai
Allamban rakkeltének mindsitenek.

ahowbd
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FIGYELMEZTETES: A csomagolas mellékletén feltiintetett radioaktivitas érték némileg
eltér a dobozon és a tracer livegcse cimkéjén feltiintetett radioaktivitas értékektsl. A
dobozon és a traceres liveg cimkéjén feltiintetett érték a kalibracié idején mért aktualis
radioaktivitast mutatja, mig a csomagolas mellékleteként feltiintetett érték a készlet
teoretikus radioaktivitasat adja meg.

6. A KESZLET ROMLASAT JELZO JELLEMZOK

6.1  Abnormalis partikulum szemcsék a készlet valamely reagensében. (NSB
puffer, antiszérum és DAG precipitélé reagens zavarossaga.)

6.2 A gorbe lejtésének, vagy a gorbe helyzetének normalistél valé eltolédasa.
6.3 A maximalis kotés cs6kkenése.
6.4  Magas nonspecifikus nulla kétédés.

7. MINTA GYUJTES ES ELOKESZITES

Otven (50) mikroliter szérum, vagy plazma (EDTA vagy Heparinos) szilkséges a 25-
OH-D extrakcidhoz; a 150 mikroliter térfogat elegendé az ismételt analizishez és a
pipettazasi térfogat is elegendé.

A készlethez human szérum, vagy plazma egyarant hasznalhaté. Antikoagulansként
EDTA, vagy heparin alkalmazhat6. Az éhgyomri mintavétel ajanlott, de nem
szukségszerl. A vért aseptikus koérilmények kézot kell venni 5, vagy 10 mL-es Uveg
cs6be. Hagyja a vért szobah6mérsékleten (15-25°C) megalvadni. Centrifugalja 15
percig 760 x g* -on, hogy hemolizis mentes szérumot kapjon. Adalék, vagy
tartésitoszer hasznalata tilos. Minden mianyag, Uveg és egyéb eszkdznek, amely a
mintaval érintkezik kontaminacié mentesnek kell lennie. Tarolja a szérum, vagy plazma
mintakat -20°C-on, vagy az alatt. A mintak tarolhatdk tveg, vagy miianyag csévekben,
olyan hosszan ameddig a cs6 zarasa ugy biztosithatd, hogy a minta nem szarad be. A
DiaSorin tanulmanyt készitett limitalt szamu paciens mintaval, mely szerint a minta
stabilitasat 9 hétig megérzi -20°C-on. Szignifikans valtozas nem figyelheté meg 3-szoi
fagyasztas-olvasztas hatasara. Ennek ellenére az ismételt fagyasztas-olvasztast
lehet&ség szerint kerlilje. A mintakat fagyasztva kell szallitani.

8. MEGHATAROZASHOZ SZUKSEGES EGYEB ANYAGOK
- Renedelkezésre all6 borszilikat uvegek, 12 x 75 mm.
MEGJEGYZES: Mianyag csdvek nem alkalmasak e készlet hasznalatanal.
- Hémérséklet kontrollalt centrifuga 12 x 75 mm-es csévekhez.
- 1-125 mérésére alkalmas gammaszamlalé.
- Vortex mixer.
- Pipettak:
a. Micropipettak: 25 yL és 50 uL-es (pontatlansag mértéke + 1%).
b. Kalibralt sorozatadagolé hegyekkel: 50 yL, 500 pL and 1.0 mL
(pontatlansag mértéke £ 1%).

NOTE: A “Meghatarozashoz sziikséges egyéb anyagokban” feltlintetett anyagok
az extrakcids Iépéshez sziikségesek.

9. EXTRAKCIOS LEIRAS

9.1 Feliratozza a rendelkezésre 4all6 12 x 75 mm-es Uveg csOveket a
kalibratoroknak, kontrolloknak, paciens mintaknak megfelel6en.

9.2  Mérjen 500 pL aceto-nitrilt minden csébe.

9.3  Meérjen be 50 uL of kalibratort, kontrollt, vagy paciens mintat OVATOSAN az
aceto-nitril felszine ala.

9.4  Vortexelje 10 masodpercig.

*g = (1118 x 10°®) (radius in cm) (rpm)?
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9.5
9.6

9.7

Centrifugalja 1200 x g*-vel 10 percig 20-25°C-on.

Pipettazzon 25 L aliquotot duplikatumban a fellilisz6bdl az elére feliratozott
12 x 75 mm-es csodvekbe. FIGYELEM: Ovatosan nehogy felzavarja a
lellepedett részt.

Assay fellilusz6 alkalmas a meghatarozasra.

10. MODSZER LEIiRAS

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6
10.7

10.8

10.9

10.10

Hagyja valamennyi reagenst és mintat szobahémérsékletre melegedni. Ne
hagyja a reagenseket 25°C felett.

Feliratozza a 12 x 75 mm-es uveg csoéveket duplikatumban az utols6 oldalon
|évé Teszt protokoll alapjan.

Mérje be a kovetkezd reagenseket:

a. Total beiités cs6

50 pL of ™% 25-OH-D

1.0 mL of NSB/Addicios puffer
b. Nonspecifikus kotés csé (NSB)

25 L of 0 kalibrator (extraktalt)

50 pL of 28| 25-OH-D

1.0 mL of NSB/Addicios puffer
c. Kalibratorok, kontrollok, és ismeretlen mintak

25 L of kalibrator, kontroll, vagy ismeretlen minta (extraktalt)

50 pL of 12| 25-OH-D

1.0 mL of 25-OH-D antiszérum
Vortexelje alaposan, elkeriilve a habképzddést és inkubalja 90 (+/- 10) percig
20-25°C-on.
Adjon 500 pL DAG precipitaldé komplexet (DAG precipitald komplexet
hasznalat el6tt és kézben alaposan keverje 6ssze) minden cs6hdz, kivéve a
total csovet.

Keverje 6ssze alaposan, majd inkubalja 20-25 percet 20-25°C-on.

Adjon 500 uL of NSB/Addiciés puffert minden cséhoz, kivéve a total csovet.
Vortexelje 6ssze alaposan. Jarjon el évatosan ennél a Iépésnél, hogy a nagy
volumen miatt ki ne fréccsenjen.

Centrifugalja valamennyi csévet 20 percig 20-25°C-on 1800 x g*-vel, kivéve a
total betitésszamot.

Szivja le a felliluszét, kivéve a total-t, hableszivét, vagy ennek megfelel6
eszkdzt, hogy az a szennyes tartalyba jusson. Helyezze a leforditott rack-et
itatds papirra. Itassa le az 6sszes folyadékot a csérél.

Szintillaciés gammaszamlaléval mérje le valamennyi csévet legalabb 1 perces
mérésidével. Mérje a csdveket megfeleld ideig, hogy az elegendd legyen a
statisztikai pontossag eléréséhez. (Nézze meg az eredmény részt: Az eljaras
korlatai.)

11. MEGJEGYZES AZ ELJARASHOZ

111

11.2

Mérjen minden reagenst a csé als6 harmadaba, ezzel is el6segitve a
reagensek keveredését .

A teljes monitorozas szabalyainak megfeleléen a laboratériumnak ellenériznie
kell az addicional faktort. DiaSorin azt javasolja, hogy a kovetkezd
paramétereket minden assay futtatas el6tt ellendrizze.

a. Total beiitésszam

b. Maximum koétédés
A null kalibratorra mért percenkénti atlag bettés (CPM) /Total csé atlag
CPM értéke

*g = (1118 x 10°®) (sugar cm-ben) (rpm)?
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c. Nonspecifikus kotés
NSB cs6 atlag CPM értéke/ Total cs6 atlag CPM értéke.

d. A kalibracios gorbe meredeksége
Példaul, a 80 és 50%-os kalibraciés pontok ellenérzése.

12. MINOSEGBIZTOSITAS

Valamennyi laboratériumban minden futtatdsnal le kell mérni mindkét kontrollt
(alacsony normal és magas normal tartomanybdl), hogy valamennyi eredmény
kiadhat6 legyen. A kereskedelmi forgalomban kaEhat(), vagy a két referencia kontroll
hasznalhatd. A DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D 'l RIA készletben lévé kontrollokat
a DiaSorin bevizsgalta. Minden kontroll koncentracidtartomanya az analizis
tanusitvanyon feltiintetve és a DiaSorin altal megallapitott hatarokat tikrézi olyan
kontrollértékekre amelyeket megbizhaté vizsgalatok soran tapasztaltak.

A Kkontrollokat ugy kell kezelni, mint a paciens mintédkat és duplikatumban kell mérni.
A min8ségbiztositas méréseit tablazatban kell vezetni. Javasolt valamennyi kontroll
sajat laboratoriumra jellemz6 értékét meghatarozni és statisztikus modszerekkel
kiszlirni a szisztémas és random hibakat. A kontroll eredményeknek 6sszhangban kell
lennie a laboratériumi kritériumokkal, hogy az eredmény kiadhaté legyen. 8 19.20

13. EREDMENYEK KALKULACIOJA

Tobb eljaras létezik RIA készletek kiértékelésére. Valamennyi a kalibraciés goérbe

felvételén alapul, mely nem mas mint a mért kétédés a koncentracié fliggvényében

arazolva. A gorbe felvétel linearis, vagy logaritmikus skalan torténik. Valamennyi

eljaras megkozelitbleg ugyanazt a kontroll, illetve paciens mintakat adja, az

illesztésben kulénbségek vannak. A DiaSorin Quality Control Laboratérium % B/Bg -

log koncentracio 6sszefiiggést alakimaz a koncentracié meghatarozasahoz.

131 Szamitsa ki az atlag CPM értéket valamennyi kalibratorra, kontrollra és
paciens mintara.

13.2  Vonja ki az NSB atlag értékét, valamennyi atlag CPM értékbdl.

13.3 Ossza el a korrigalt kalibrator, kontroll, paciens minta CPM értékeket a
Kalibrator 0 korrigalt CPM értékével .

B/Bo (%) CPM Kalibrator, ismeretlen minta — CPM NSB 100
0 = X
° CPM Kalibrator 0 — CPM NSB

13.4  Haszndljon semi-log, vagy log-logit millimétepapirt, abrazolja a kalibratorokhoz
tartozé B/Bg értékeket (Y-tengely) a koncentracié fliggvényében (x-tengely).

13.5 Vegye fel a legjobb illesztésii gorbét.

13.6  Hatarozza meg az ismeretlen mintak 25-OH-D koncentracidjat interpolacioval.

13.7 Ha a minta higitva volt, korrigalja az eredményt a higitasi faktorral.

13.8  Szamolja ki a maximalis kotédés mértékét a kalibrator 0-hoz tartozé6 CPM és
atotal csére mért teljes beltésszam hanyadosakeént.

13.9 Automata kiértékel6 rendszerek is hasznalhatéak az eredmények
értékeléséhez. A DiaSorin a RIACalc (Pharmacia)-ot hasznalja amely a %B/Bg
-log koncentracié alapjan értékel, smooth-SPLINE gorbe illesztéssel. Egyéb
adat kiértékel6 programot el6szor el kell fogadtatni.
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DiaSorin 25-OH-D Vitamin D RIA Minta adatok

TABLAZAT |

Szazalékos Abrazolt
Duplikatum Atlag Korrigalt kotédes Szazalék Konc.
Csé CPM CPM CPM (B/T) (B/Bo) (ng/mL)
Total 41878 40901
beutés-
szam
39924
NSB 555 531 1.3
508
0 Kalibrator 19585 19822 19291 48.5
19673
20314
19718
Kalibratorok
1 14503 14472 13941 72.3 5
14442
2 11005 10838 10307 53.4 12
10670
3 7182 7411 6880 35.7 20
7642
4 4687 4654 4123 214 40
4622
5 2768 2877 2346 12.2 100
2985
Ismeretlen minta
1 10365 10406 53.9 12.8
10447
2 4219 4634 24.0 40.4
4720

Egy tipikus kalibrator adatsor és kalibracios gorbe lathato az . TABLAZATBAN és az 1.
ABRAN; ezek az értékek csak példak, ezért ne hasznalja az eredmények
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Abra 1

25-HYDROXYVITAMIN D MINTA STANDARD GORBE
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14. AZ ELJARAS KORLATAI

141

14.2

14.3

14.4

14.5

A beltésszam csokkenti a statisztikai hibat (példaul: 2,000 CPM érték 5%-os
hibat okozhat; 10,000 CPM 1%-hibat okozhat).

Az eredmények kiértékelését egyuttesen kell végezni mas klinikai és
laboratériumi eredményekkel a megfelel6 kezelési stratégia kivalasztasahoz.
A haemolizis és a lipémia nem okozza az eredmények torzulasat, mert az
aceto-nitril hasznalataval ezen befolyasolé hatasok kikliszobolhetbek.

A legnagyobb hibaforras a metodikaban az extrakcios eljaras. Hibaforrast
jelenthet még a mikropipetta pontatlansaga és a lejart készlet hasznalata.

A készletben talalhaté antitest keresztreakciot ad a dihidroxivitamin D2 és D3
szteroidok kilénb6zé formaival; am fiziolégiasan a human szérumban ezek
csak pikomolaris nagysagrendben vannak jelen .

MEGJEGYZES: Az assay karakterisztikija nem gyermekgydgyaszati
felhasznalasra lett kialakitva.
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15. VART ERTEKEK
Referencia tartomany
Fontos, hogy valamennyi laboratorium sajat referencia tartomanyt hatarozzon meg, mely
jol tokrozi a populaciora jellemz6 értékeket. Kilénbdzé tényezék, mint az UV hatas °
évszakok, "2 életpalya,” és az étrendi szokasok nagy mértékben befolyasoljak a 25-OH-D
szintet. Az irodalom beszamol az 6regedéssel jard szint csokkenéssel; ugyanigy harom
észak eurdpai tanulmany is bizonyitja, a kevesebb napsiités és kevesebb taplalékfelvétel
ilyetén hatasat.2'>'® Ezek a nagy variabilitast mutatd kilénbségek bonyolulta teszik az
egészseég kritériumainak, gydgykezelés statuszanak megitélését és kizarjak, hogy csak a
kor legyen meghatarozé a D-vitamin statusz megitélésénél.”? Az U.S. —ban végzett
tanulmanyok is hasonl6 eredményeket mutattak a vitamin D statuszra vonatkoz6an a kor
fuggvényében. A gorcsoldok 25-OH-D szint csokkenést okoznak hosszu tavu hasznalat
esetén p-aminobenzoesavva alakulas miatt.’” A DiaSorin nem hatarozta meg a
gyermekgydgyaszati normal tartomanyokat a készletre.
DiaSorin 20 férfit és 24 nét vizsgalt a DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D '?5] RIA készlettel,
akik bizonyitottan egészségesek, tobbségében fehér béri ©Snkéntesek voltak
kézépnyugat U.S.-bol. Az 6nkéntesek életkora 23 és 67 év kozott volt. A mintakat
Oktdberben vették le. Csupan minimalis kiilénbség volt megfigyelhetd a férfiak (atlag =
21.7 ng/mL) és a n6k (atlag = 24.1 ng/mL) 25-OH-D szintje k6z6tt ebben a referencia
csoportban. A teljes populacié atlaga (n = 44) 23.0 ng/mL-nek és a 2 SD -vel
szamitott tartomany 9.0 — 37.6 ng/mL-nek adédott.
Nagy megbizhatésaggal 25 OH Vitamin D deficienciara nézve normalnak tekinthetd
egészséges populaciot vizsgaltak tobb orszagban, téli hénapokban.”™ A legfrissebb
irodalmak a kovetkezd osztalyozasokat alkalmazzak a 25 OH Vitamin D statuszban:
Hiany: 0 - 5 ng/mL (0 - 12.5 nmol/L); Elégtelenség: 5 - 20 ng/mL (12.5 - 50 nmol/L);
Hypovitaminosis D: 20 - 40 ng/mL (50 - 100 nmol/L); Normal: 40 - 100 ng/mL (100 -
250 nmol/L); és Toxikusc: tébb mint 100 ng/mL(> 250 nmol/L).**

16. ANALITIKAI JELLEMZOK

16.1 Precizitas

Az assay precizitdasat a DiaSorin 4 kontrollal vizsgalta 23 napon keresztil
40 futtatasban. Minden futtatasnal mind a négy kontroll inditva lett két extraktummal
(4 replikatum). A tanulmany alapjat a NCCLS Document EP5-T2 iranyelvei adtak.?
Az eredmények kiértékelése a SAS PROC VARCOMP-val tortént. A statisztikai modell
illesztés random effekt linearis modellen alapul.?

Atlag Intra assay Teljes eltérés
(ng/mL) (% C.V)) (% C.V.)
8.6 1.7 9.4
22.7 10.5 8.2
33.0 8.6 9.1
49.0 12.5 11.0

16.2 Megbizhatosag
Az assay megbizhatdsaga visszanyerési és higitasi teszt segitségével lett ellenérizve .

LINEARITAS (SOROZATHIGITAS)
Sorozat higitasi tanulmany 4 minta hasznalataval (mértékegység = ng/mL)

Minta Higitatlan 1/2 1/4
1 74.6 79.4 74.8
2 87.8 96.4 95.2
3 85.6 88.2 82.4
4 55.2 57.8 60.4
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Visszanyerés

Ismert mennyiségli 25-OH-Ds keriilt hozzaadasra paciens mintdhoz, majd a
visszanyerés szazaléka lett meghatérozva.
Kiindulasi Hozzaadott
konc. konc. *Vart konc. Mért konc. Vissza-
Minta szam (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) nyerés
1 15.8 5.0 25.5 24.8 97%
10.0 35.1 41.8 119%
25.0 62.7 61.9 99%
2 51.2 5.0 60.6 62.0 102%
10.0 69.8 73.8 106%
25.0 96.4 99.4 103%
3 26.6 5.0 36.2 33.5 92%
10.0 45.7 54.0 118%
25.0 73.0 82.8 113%
4 57.3 5.0 66.6 63.8 96%
10.0 75.8 781 103%
25.0 102** 104** 102%
5 41.3 5.0 50.8 48.5 95%
10.0 60.1 56.1 93%
25.0 87.0 93.2 107%

*

meghatarozasra.

*k

16.3 Analitikai Szenzitivitas (Detektalasi hatar)
A szenzitivitds az a legkissebb mennyiség érték, mely a nullatol 2 SD-val tér el. Ez az
érték a 0. kalibrator mérésével (n=20) 1.5 ng/mL-nek adddott. A szenzitivitasi érték a
kalibrator 1 és egy szabadon valasztott kalibrator hasznalataval keriilt meghatarozasra.

16.4 Analitikai Specificitas

A vart 25-OH-D koncentraci6 a hozzaadott oldat higitasi faktoraval kerdilt

Az értékek extrapolacidval lettek meghatarozva, > 100 ng/mL (legmagasabb
kalibrator)

Az adatok szazalékos formaban fejezik ki a keresztreakciét 25-OH-D —ra 50%-os
maximalis kotés gatlas feltétele mellett.

Szteroid % Keresztreakcio
Vitamin D2 0.8
Vitamin D3 0.8
25-0OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(0OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(OH)2-D3 100
1,25-(OH)2-D2 11.0
1,25-(OH)2-D3 11.0

AZ IRODALOM ALAPJAN
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TESZT PROTOKOLL

© 0N O~

Mintak extraktcioja: Mérjen be 500 uL aceto-nitrilt Uveg csébe és dvatosan adjon
hozza 50 uL kalibratort, kontrollt, mintat az aceto-nitril felszine ala mérve.
Vortexelje 10 masodpercig, majd centrifugaja 1200xg* -vel 10 percig 20-25°C-on.

A kovetkezb reagenseket mérje be a csévekbe:

Kal Kontrollok és

Csovek/Reagensek Total NSB 0-6 ismeretlen mintak
0 Extraktalt Kalibratorok - 25 uL - -
Extraktalt Kalibratorok - - 25 uL -
Extractalt Kontrollok - - - 25 uL
Extractalt ismeretlen mintak - - - 25 uL
Tracer 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
NSB/Addicids puffer 1.0mL | 1.0 mL - -
25-OH-D Antiszérum - - 1.0 mL 1.0 mL

Alapos keverés; inkubacio 90 perc (+/- 10 perc) 20-25°C-on.

Mérjen valamennyi csébe 500 uL DAG precipitalé komplexet, kivéve a totalt.
Alapos keverés; inkubacié 20-25 perc 20-25°C-on.

Mérjen valamennyi csébe 500 uL NSB/Addiciés Puffert, kivéve a totalt.
Centrifugalja 1800 x g*-vel 20 percig.

Ontse le a feliiluszot.

Mérje le valamennyi csévet gamma szamlaléval legalabb 60 masodpercig.

*g=(1118 x 10'8) (sugar cm-ben) (rpm)2
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TEST "I RIA KE STANOVENI 25-HYDROXYVITAMINU D

1. POUZITI

URCENO K DIAGNOSTICKEMU POUZITI IN VITRO.

Tato souprava je ur€ena ke kvantitativnimu stanoveni 25-hydroxyvitaminu D (25-OH-D)
a dalSich hydroxylovanych metabolitd vitaminu D v lidském séru nebo plazmé
k vyhodnoceni dostatku vitaminu D. Pfi rozhodovani o |é¢bé dospélych pacientu je
nutné, aby klini¢ti 1ékafi vyuzivali vysledky stanoveni spole¢né s dalSimi klinickymi a
laboratornimi udaiji.

2. SOUHRN A VYSVETLENi

Jakmile kalciferol (vitamin D) vstoupi do obéhu, je metabolizovan na nékolik forem;
hlavni z nich je 25-hydroxykalciferol (25-OH-D). Prvni krok metabolizace vitaminu D, 25
hydroxylace, probiha hlavné v jatrech.! Pouze malé mnozstvi 25-OH-D je v lidském téle
metabolizovano v ledvinach na jiné metabolity dihydroxyvitaminu D.2® Jelikoz
prevladajici obéhova forma vitaminu D pro normalni populaci je 25-OH-D, je
Dvé hlavni formy 25-OH-D jsou cholekalciferol (vitamin Ds) a ergokalciferol (vitamin
D2).25 Vitamin Ds je ziskavan predevs$im pusobenim ultrafialového zafeni na pokozku,
zatimco D2 je ziskavan pouze ze stravy. Jelikoz tyto dvé matefské slozky pfispivaji
k celkovému stavu vitaminu D u jedince rdznym zpdsobem, je dulezité méfit obé formy
stejné. ®7 Velka ¢ast vyzkumu poskytuje informace o metabolismu cirkulujicich urovni
25-0OH-D a jejich fyziologické vyznamnosti.

Méfeni 25-OH-D je povazovano za stale vyznamnéjSi pfi lécbé pacientd s rGznymi
poruchami metabolizace kalcia spojenymi s rachitidou, neonatalni hypokalcémii,
téhotenstvim, nutriéni a renalni osteodystrofii, hypoparathyroidismem a postmenopauzalni
osteoporézou.t#1°  POZNAMKA: Vykonnostni charakteristika testu DiaSorin 25-OH-D
nebyla stanovena pro pediatrické pacienty.

3. PRINCIP ANALYZY

Test DiaSorin 25-OH-D sestava z dvoustupnového postupu. Prvni stuper obsahuje
rychlou extrakci 25-OH-D a dal$ich hydroxylovanych metabolitd ze séra nebo plasmy
acetonitrilem. Po extrakci se pfipraveny vzorek analyzuje pomoci rovnovazné RIA.
Metoda RIA je zaloZena protilatkach se specificitou pro 25-OH-D. Vzorek, protilatka a
izotopovy indikator se inkubuji 90 minut pfi 20-25°C. Separace fazi se provadi po
20 minutach inkubace pfi 20-25°C precipitacni slozkou — druhou protilatkou. Po této
inkubaci a pfed centrifugaci se pfida pufr NSB / pfisada k usnadnéni redukce
nespecifickych vazeb.

4. REAGENCIE DODANA V TESTU

25-OH-D - kalibratory 6 lahvic¢ek po 1 ml
25-OH-D pufr NSB / pfisada 1 lahvi¢ka po 70 ml
25-OH-D - antisérum 1 lahvi¢ka po 105 ml
25-OH-D - izotopovy indikator 1 lahvi¢ka po 6 ml
25-OH-D - precipitacni komplex DAG 2 lahvi€ky po 30 ml
25-OH-D - kontrolni vzorky 2 lahvicky po 1 ml
25-0OH-D — acetonitril 2 lahvi€ky po 15 ml
Pocet testl 100

UCHOVAVANI: Po piijeti je nutno soupravu uchovavat pfi teploté 2-8°C. Po otevFeni
uchovavejte kazdé reagens pfi teploté 2-8°C do uplynuti data exspirace vyznaceného
na obalu. Reagencie nelze pouzit po uplynuti data exspirace. Datum exspirace testu je
uvedeno na vnéjSim Stitku a odpovida datu exspirace izotopového indikatoru.

Reagencie z riznych $arzi se nesmi navzajem kombinovat.
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4.1 25-OH-D pufr NSB / pfisada: reagens pfipravené k pouziti

Zelatinovy pufr s fosforeénanem, obsahujici 0,1% azidu sodného. Tato komponenta
ma dvoji funkci. Slouzi jako pufr NSB a jako pfisadovy pufr.

4.2 25-OH-Ds - kalibratory: reagens pfipravené k pouziti

Sest kalibratord (25-OH-D,) v koncentracich od 0 do 100 pg/ml, pfedem rozpusténych
ve zpracovaném lidském séru, obsahujici 0,1% azidu sodného. Zachazejte s témito
reagenciemi opatrné (viz Varovani a zvlastni opatfeni). Kalibratory testu jsou
kalibrovany pomoci UV kvantifikace a byly ovéfeny analyzou HPLC. Kalibratory testu
vykazuji komutativhost se vzorky pacient, pokud jsou pouzivany s reagenciemi a
provoznimi postupy tohoto diagnostického testu in vitro dle uvedenych doporuceni.
POZNAMKA: Je-li tfeba, Ize vytvofit ,volitelny* kalibrator (2,5 ng/ml) zfed&nim
kalibratoru ze sady ,1“ v poméru 1:2 s kalibratorem ze sady nula (tj. 100 pl ,1“ + 100 pl
,0“). Toto zfedéni je tfeba provést pfed extrakci a poté extrahovat podle pfibalové
informace produktu.

4.3 25-OH-D - antisérum : reagens pfipravené k pouziti.

Sérum s kozimi protilatkami proti 25-OH-D, fedéné fosfatovym Zelatinovym pufrem
obsahujicim 0,1% azidu sodného.

4.4 25-OH-Ds - izotopovy indikator: reagens pfipravené k pouziti

Analog 25-OH-D3 znaény jédem ['#l], rozpustény v ethanol-fosfatovém pufru.
Zachazejte s timto reagens opatrné (viz Varovani a zvlastni opatfeni).

4.5 Precipitaéni komplex (osli protikozi protilatky — DAG) reagens pfipravené
k pouziti.

Osli protikozi sérum, normalni kozi sérum a polyethylen glykol, rozpusténé v BSA-
boritanovém pufru obsahujicim gentamicin sulfat a 0,1% azidu sodného. Michejte
5 az 10 minut pred pouzitim a v jeho pribéhu, aby se zachovala homogenni struktura
suspenze.

4.6 25-OH-D - kontrolni vzorky: reagens pfipravené k pouziti.

Lidské sérum obsahujici 0,1% azidu sodného, s pfidavkem pfisluSného mnozstvi
25-OH-D3 k ziskani kontrolnich koncentraci v ramci specifikovanych rozsahi. Dukladné
promichejte a zachazejte s nimi stejné jako s neznamymi vzorky. Kontrolni vzorek 1
reprezentuje dolni limit normalniho rozsahu, kontrolni vzorek 2 reprezentuje horni limit
normalniho rozsahu. Rozsah koncentraci kazdé kontroly je uveden na certifikatu testu a
indikuje limity zavedené firmou DiaSorin pro hodnoty kontrol, které lze ziskat ve
spolehlivych stanovenich. Zachazejte s témito reagenciemi opatné (viz Varovani a zvlastni
opatteni).

4.7 Acetonitril: reagens pfipravené k pouziti.

Acetonitril. Vymezené pouziti s touto sadou. Zachazejte s timto reagens opatrné (viz
Varovani a zvlastni opatfeni). Tento vyrobek obsahuje suchy pfirodni latex.

5. VAROVANI A ZVLASTNi OPATRENI
URCENO K DIAGNOSTICKEMU POUZITI IN VITRO.
Neni uréeno k vnitfnimu ani vnéjSimu pouziti u lidi ani zvirat.
UPOZORNENI: Tento test mohou pfijimat, pofizovat, vlastnit a pouZivat pouze lékafi,

klinické laboratofe, nemocnice, veterinarni Iékafi nebo vyzkumna zafizeni. Testy smi
provadeét pouze pfislusné kvalifikovany a vySkoleny zdravotnicky personal.

REAGENCIE OBSAHUJi MATERIAL LIDSKEHO PUVODU

Nakladejte s nimi, jako by byla potencialné infekéni.

Kazda jednotka séra/plazmy jednoho darce, pouzita pfi pfipravé tohoto vyrobku, byla
testovana metodou schvalenou FDA USA a bylo zjisténo, Ze je nereaktivni na
pfitomnost HbsAg, protilatek proti HCV a protilatek proti HIV1/2. Ackoli jsou tyto
metody velmi pfesné, nezarucuji, ze budou detekovany vSechny infikované jednotky.
Tento vyrobek rovnéz muze obsahovat dal§i material lidského puvodu, pro ktery
neexistuje schvaleny test. Vzhledem k tomu, Ze Zzadna znama testovaci metoda
nemuze nabidnout Uplnou jistotu, Ze vyrobek neobsahuje virus hepatitidy B, virus
hepatitidy C (HCV), virus lidské imunodeficience (HIV) ani dalSi infekéni agens, je
nutné se vSemi vyrobky, které obsahuji material lidského plvodu, nakladat v souladu
se spravnou laboratorni praxi a pouzivat vhodna bezpec¢nostni opatfeni popsana v
manualu stfedisek pro kontrolu a prevenci onemocnéni / statnich zdravotnich Ustavu
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,Biologicka bezpecnost v mikrobiologickych a biomedicinskych laboratofich* (Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories), 4. vydani, kvéten 1999, nebo
soucasné vydani.

REAGENCIE OBSAHUJICI AZID SODNY

UPOZORNENI: Né&které reagencie v této soupravé obsahuji azid sodny. Azid sodny
muze reagovat s olovénym a médénym potrubim za vzniku vysoce vybusnych azidd
kov(. P¥i likvidaci proplachnéte potrubi velkym mnoZstvim vody, zabranite tak kumulaci
azidu (Smérnice Rady 1999/45/EC). Dalsi informace naleznete v dokumentu
,Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts” v pfirucce Manual
Guide-Safety Management No. CDC-22, vydané Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, USA, 1976.

Rizikové véty nebezpecnych latek podle Evropského spolecenstvi (Smérnice
Rady 1999/45/EC)

R 20/21/22 — Zdravi $kodlivy pfi vdechovani, styku s kdzi a pfi poziti.

R 32 - Uvolfuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

S28 — P¥i styku s kizi okamzité omyjte velkym mnozZstvim vody.

REAGENCIE OBSAHUJICi ACETONITRIL

Rizikové véty nebezpeénych latek podle Evropského spolecenstvi (Smérnice
Rady 88/379/EEC)

R11 — Vysoce hoflavy.

R23/24/25 — Toxicky pfi vdechovani, styku s kiizi a pfi poziti.

S16 — Chrarite pfed otevienym ohném. Zakaz koufeni.

S36 — Pouzivejte vhodny ochranny odév.

S43 -V pfipadé pozaru pouzijte suché chemické hasivo nebo oxid uhlicity.

S45 — V pripadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte |ékaFskou
pomoc.

S51 — Pouzivejte pouze v dobfe vétranych prostorach.

REAGENCIE OBSAHUJICi ETHANOL

VAROVANI — HORLAVINA

Rizikové véty nebezpecnych latek podle Evropského spolecenstvi (Smérnice
Rady 88/379/EEC)

R11 — Vysoce horlavy.

S16 — Chrarite pfed otevienym ohném. Zakaz koufeni.
S43 -V pfipadé pozaru pouzijte suché chemické hasivo nebo oxid uhlicity.
REAGENCIE OBSAHUJICi JOD-125
Tato souprava obsahuje radioaktivni material v davce neprevysujici 4 uCi (148 kBq)
j6du-125. Pfi uskladnéni tohoto materialu, manipulaci s nim a jeho likvidaci se musi
pouzivat pfislusna opatfeni a zasady spravné laboratorni praxe.
Pro Iékafe a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci obecné licence:
Tento radioaktivni material mohou obdrzet, nabyvat, vlastnit a pouzivat pouze lékafi,
veterinafi, ktefi vykonavaji veterinarni praxi, klinické laboratofe nebo nemocnice, a to
pouze pro Ucely klinickych nebo laboratornich testd in vitro, pfi nichz neni material ani
zéfeni, jez z néj vychazi, aplikovano vnitiné ani vnéj$né lidem ani zvifatdm. Jeho
obdrzeni, nabyti, drzeni, uzivani a pfeprava podléhaji pfedpisim a obecné licenci Komise
pro dohled nad jadernou bezpeénosti USA (U.S. Nuclear Regulatory Commission) nebo
statu, s nimz komise uzavfela dohodu o vykonu regulaéni pravomoci.
1. Skladovani radioaktivniho materialu se musi omezovat pouze na uréeny prostor.
2. Pristup k radioaktivnimu materialu smi mit pouze opravnény personal.
3. Radioaktivni material nepipetujte Usty.
4. P¥ipraci v prostorech uréenych k praci s radioaktivnim materidlem nejezte, nepijte
ani nekurte.
5. V pfipadé rozliti je nutno material setfit, potom omyt alkalickym detergentem nebo
roztokem k radiologické dekontaminaci. Veskeré pouzité sklo se musi upiné umyt
vodou pfed mytim s jinym laboratornim sklem.
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Pro lékafe a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci specifické licence:

prijeti, pouziti, transport a likvidace radioaktivnich materiall podléha predpisim a
podminkam specifické licence.

VAROVANI: Tento vyrobek obsahuje chemickou latku, o niZ je statu Kalifornie znamo,
Ze zpusobuje rakovinu.

POZOR: Hodnoty radioaktivity uvedené na pfibalové informaci v baleni se mohou
mirné liSit od hodnot uvedenych na oznaceni krabice a na oznaceni lahvicky s
izotopovym indikatorem. Oznaceni krabice a lahvi¢ky s izotopovym indikatorem
oznacuje mnozstvi radioaktivity k datu kalibrace; pfibalova informace v baleni
oznaduje teoretickou radioaktivitu soupravy.

6. PRIZNAKY MOZNEHO ZHORSENI JAKOSTI REAGENCIi V SOUPRAVE
6.1  Pfitomnost abnormalnich pevnych ¢&astic v kterémkoli reagens. (Pufr NSB,
antisérum a precipitaéni reagens DAG mohou byt zakalené).
6.2 Posun sklonu nebo polohy kalibraéni kfivky ve srovnani s bézné ziskanou
kfivkou.
6.3  Pokles maximalni vazebné kapacity.
6.4  Vysoka nespecificka vazba.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORKU
K extrakci 25-OH-D je tfeba padesat (50) mikrolitrl séra nebo plazmy (EDTA nebo
heparin); objem 150 mikrolitrd umozni opakovanou analyzu a také bude postacovat k
adekvatnimu pipetovani.
V této soupravé muze byt pouzito lidské sérum nebo plazma. S touto soupravou Ize
pouzit antikoagulanty EDTA. DoporuCuje se pouzit vzorky odebrané nalacno, neni to
v8ak nutné. Odbér krve se musi provést aseptickou venepunkci do 5 ml nebo 10 ml
evakuované sklenéné zkumavky. Nechte krev vysrazet pfi pokojové teploté (15-25°C).
Centrifugujte 15 minut pfiblizné pfi 760 x g* k ziskani séra bez produktld hemolyzy. K
zachovani integrity vzorku neni nutné pfidani konzervaénich latek ani pfisad. VeSkeré
plasty, sklo a dalsi materidl, které pfichazeji do styku se vzorkem, musi byt bez jakékoli
kontaminace. Vzorky séra nebo plazmy skladujte pfi teploté -20°C nebo nizsi. Vzorky
Ize uchovavat ve sklenénych nebo plastovych zkumavkéach; tyto v8ak musi byt pevné
uzavrené, aby se pfedeslo vysuseni vzorku.
Studie provedena firmou DiaSorin s omezenym poctem pacientskych vzorkd prokazala
stabilitu vzork( az po dobu 9 tydn(, byly-li skladovany pfi teploté 20°C. Po 3 cyklech
zmrazeni a rozmrazeni vzorky nevykazuji zadné podstatné zmény. Zabrarite
opakovanému zmrazovani a rozmrazovani vzork(. Pfi transportu musi byt vzorky
obecné zmrazené.

8. POTREBNY MATERIAL A VYBAVENI, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY
- Jednorazové zkumavky z borokfemicitého skla, 12 x 75 mm.
POZNAMKA: Pouziti plastovych zkumavek s touto soupravou neni vhodné.
- Centrifuga s regulovanou teplotou, ktera pojme 12 x 75 mm zkumavky.
- Detektor gama zareni citlivy na j6d-125.
- Trepacka vortex.
- Pipetovaci zafizeni
a. Mikropipetory kalibrované na 25 pL a 50 pL (pfesnost nizsi nebo rovna + 1%).

b. Dispenzory schopné opakované davkovat s hroty kalibrovanymi na 50 pL,
500 pL a 1,0 ml (nepfesnost mensi nebo rovna * 1%).

POZNAMKA: Specifikace pipetovani pro niZe uvedené postupy extrakce a
stanoveni viz ¢ast ,Potfebny material a vybaveni, které nejsou soucasti dodavky*.

*g = (1118 x 10®) (polomér v cm) (ot/min)?
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9. POSTUP EXTRAKCE

9.1
9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

Vytvofte sadu sklenénych zkumavek na jedno pouziti 12 x 75 mm pro kazdy
kalibrator a pro kontrolni a pacientsky vzorek.

Do kazdé zkumavky pridejte 500 pl acetonitrilu.

Umistéte pipetovaci Spi¢ku obsahujici 50 pL kalibratoru, kontrolniho vzorku
nebo pacientského vzorku, pod hladinu acetonitrilu a POMALU je pfidejte do
acentonitrilu.

Promichejte na tfepacce vortex 10 sekund.
Centrifugujte pfi 1200 x g* po dobu 10 minut pfi teploté 20-25°C.
Ze supernatantu odpipetujte duplicitni vzorky (25 pL) do oddélené, vhodné

oznadené zkumavky 12 x 75 mm. UPOZORNENI: Davejte pozor, abyste
neposkodili tabletu.

Podle postupu stanoveni analyzujte supernatanty.

10. POSTUP STANOVENI

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6
10.7

10.8

10.9

10.10

VSechny reagencie a vzorky nechte temperovat na pokojovou teplotu.
Zabrarite zahtati reagencii na teplotu vice nez 25°C.

Vytvofte sadu oznacenych zkumavek na jedno pouziti 12 x 75 mm podle
schématu testu uvedeného na posledni strané.
Pridejte reagencie v nasledujicim pofadi:
a. Zkumavky ke stanoveni celkového poctu impulst

50 pl 125 25-OH-D

1,0 ml pufru NSB / pfisady
b. Zkumavky na nespecifickou vazbu (NSB)

25 L kalibratoru O (extrahovany)

50 pl 12| 25-OH-D

1,0 ml pufru NSB / pfisady
c. Kalibratory, kontrolni a neznamé vzorky

25 pL kalibratoru, kontrolniho nebo neznamého vzorku (extrahované)

50 pl 2% 25-OH-D

1,0 ml antiséra 25-OH-D
Jemné promichejte na tfepacce vortex (nesmi dojit k napénéni) a inkubujte
90 minut (+/-10 minut) pfi 20-25°C.
Do kazdé zkumavky kromé zkumavek ke stanoveni celkového poétu impulst
pridejte 500 pL precipitacni slozky DAG (precipitacni slozku DAG je tfeba pred
pouzitim a v jeho prdbéhu dukladné promichat).
Zkumavky dobfe promichejte a inkubujte 20-25 minut pfi 20-25°C.

Pridejte 500 pl pufru NSB / pfisady do v§ech zkumavek kromé zkumavek ke
stanoveni celkového poctu impulsd. Jemné promichejte na tfepacce vortex,
aby se obsah dobfe promichal. PFi provadéni tohoto kroku postupujte opatrné,
abyste zabranili rozstfiknuti kvuli vysokému obsahu kapaliny ve zkumavce.

V8echny zkumavky kromé zkumavek ke stanoveni celkového poctu impulsd
centrifugujte 20 minut pfi 20-25°C a pfi 1800 x g*.

Slijte vSechny supernatanty (kromé zkumavek ke stanoveni celkového poctu
impulstl) za pouziti drzaku z pénového plastu nebo ekvivalentniho zafizeni
tak, ze drzak obratite do pfislusné nadoby na odpad. Obraceny drzak umistéte
na absorpéni papir na dobu 2-3 minuty. Zkumavky jemné osuste, aby se
odstranila veskera kapalina.

Kazdou zkumavku zméfte detektorem gamma zafeni po dobu 1 minuty.
Kazdou zkumavku je tfeba méfit dostatenou dobu, aby byla zachovana
presnost statistického zpracovani. (Viz €ast s vysledky: Omezeni postupu.)

*g = (1118 x 10°®) (polomér v cm) (ot/min)?

95



11. POZNAMKY K POSTUPU

111 Pfidejte kaZzdou alikvotni ¢ast reagencie do dolni tfetiny testovaci zkumavky;
zajistite tak dokonalé promichani reagencii.

11.2 K dokonalému monitorovani soustavné kvality testu RIA je mozno kontrolovat
dalSi faktory. Spole€nost DiaSorin doporucuje k zajisténi soustavné kvality
testu pravidelné kontroly nasledujicich parametrd.

a. Celkovy pocet impulst

b. Maximalni vazba
Prdmérny pocet c¢astic za minutu (CPM) zkumavek s nulovym
kalibratorem / primérna hodnota CPM zkumavek TC.

c. Nespecificka vazba
Pramérny pocet ¢astic za minutu (CPM) zkumavek NSB / primérna
hodnota CPM zkumavek TC.

d. Sklon kalibraéni kfivky
Na kazdé kalibraéni kfivce napfiklad monitorujte body 80 a 50%.

12. RIZENi JAKOSTI

K monitorovani funkce testu musi kazda laboratof pfi kazdém testu pouzit nejméné dva
kontrolni vzorky (jeden kontrolni vzorek s dolnim limitem normalniho rozsahu a jeden
kontrolni vzorek s hornim limitem normainiho rozsahu). Lze pouzit komeréné dostupné
kontrolni vzorky nebo dva referenéni vzorky dodané se soupravou. Kontrolni vzorky
vyhodnotila spole¢nost DiaSorin pomoci testu DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D '®| RIA.
Rozsah koncentraci kazdé kontroly je uveden na certifikatu testu a indikuje limity
zavedené firmou DiaSorin pro hodnoty kontrol, které lze ziskat ve spolehlivych
stanovenich.

S kontrolnimi vzorky je nutno zachazet jako s neznamymi vzorky a musi se testovat
duplicitné. Funkce kontrolnich vzorkd se musi sledovat prostfednictvim graft kontroly
kvality. Pfijatelné limity funk&nosti je nutno urcit pro kazdou individualni laboratof a pro
kazdou uroven kontroly pomoci statistickych metod uréenych k detekci nahodnych i
systémovych chyb. Kontrolni vysledky musi splfiovat kritéria laboratofe co se tyce
prijatelnosti pred hlasenim vysledku testl pacient(. 81920

13. VYPOCET VYSLEDKU

Existuje mnoho metod vypoctu vysledkud testt RIA. VSechny jsou zaloZzeny na ziskani
kalibrani kfivky zakreslenim rozsahu vazby v zavislosti na stanovenych koncentracich
kalibratori. Tento graf mdze byt v linedrnich nebo logaritmickych soufadnicich. Kazda
z téchto metod poskytuje v zasadé stejné hodnoty kontrolnich vzork( a vzorku, ackoli
nékteré testy se mohou lépe ,hodit* pro jednu metodu, a jiné pro druhou. Metoda
vypoctu laboratofe kontroly kvality spoleénosti DiaSorin je zavislost% B/Bg na
logaritmickém priibéhu koncentrace.
13.1  Vypocitejte prdmérnou hodnotu CPM pro kazdy kalibracni, kontrolni a
neznamy vzorek.
13.2  Odectéte primérnou hodnotu CPM od hodnot pro zkumavky NSB pro vS§echna
méfeni.
13.3  Vydélte korigovany CPM kazdého kalibratoru, kontrolniho vzorku nebo vzorku
pacienta upravenym CPM kalibratoru 0.
CPM kalibratoru nebo vzorku pacienta— CPT zkumavky NSB

B/Bo (%) = - x 100
CPM kalibratoru 0 — CPM zkumavky NSB

13.4 Za pouziti 2fazového papiru typu semi-log nebo log/logit zakreslete
procentualni B/BO (%) pro kalibratory 25-OH-D (na svislou osu) a koncentraci
(na vodorovnou osu).

13.5  Body spojte optimalni kfivkou.
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13.6 Interpolujte koncentrace 25-OH-D ve vzorcich pacienta z grafu kalibratoru.

13.7 Pokud byl néktery z neznamych vzork(i ziedén, provedte korekci podle
pfislusného diluéniho faktoru.

13.8  Vypocitejte maximalni vazbu délenim CPM nulového kalibratoru prdmérnym
celkovym vysledkem ziskanym pro zkumavky TC.

13.9 K analyze dat Ize také pouzit programy na automatickou redukci dat. Firma
DiaSorin pouziva systém RIACalc (Pharmacia) s programem typu ,smooth-
SPLINE fit* pouzivajicim zavislost%B/Bo na logaritmickém pribéhu
koncentrace. DalSi metody redukce dat se musi pfed zaclenénim do
normalniho pouziti validovat.

TABULKAI
Vzorova data testu DiaSorin 25-OH-D Vitamin D RIA
Navazané Graf
Paralelni Prumérny Korigovany procento Procento  konc.

Zkumavka CPM CPM CPM (BIT) (B/Bo) (ng/ml)

Celkovy 41878 40901

pocet

impulst

39924
NSB 555 531 1,3
508
Kalibrator 0 19585 19822 19291 48,5
19673
20314
19718
Kalibratory
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 53,4 12
10670
3 7182 7411 6880 35,7 20
7642
4 4687 4654 4123 21,4 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
Neznamé vzorky
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24,0 40,4
4720

Udaje typickych vzorkl a kalibraéni kfivku viz TABULKA | a OBRAZEK 1; tyto
informace slouzi pouze jako referenéni Udaj a nelze je pouzit k vypoctu.
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OBRAZEK 1

STANDARDNI KRIVKA VZORKU 25-HYDROXYVITAMINU D
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14. OMEZENi POSTUPU

141

14.2

14.3

14.4

14.5

Doba detekce musi byt dostate¢né dlouha, aby se zamezilo zaneseni
statistické chyby (napf. pfi akumulaci 2000 CPM bude chyba 5% a pfi
10000 CPM bude chyba 1%).

PFi rozhodovani o 1é¢bé jednotlivych pacientll je nutné, aby klinicti Iékafi
vyuzivali vysledky testt spole¢né s dal$imi klinickymi a laboratornimi udaji.
Vliv _hemolyzy nebo lipémie ve vzorcich pacientd nebyl u tohoto testu
vyhodnocovan; nicméné u extrakce acetonitrilem se predpoklada, ze
minimalizuje jakoukoli interferenci zptusobovanou témito vlivy.

NejvétSim zdrojem nepfesnosti v této metodé je pravdépodobné extrakce.
Mezi ostatni zdroje procedurdlni nepfesnosti mohou patfit nepfesné
mikropipetory nebo reagencie s proslou dobou zivotnosti.

Protilatka obsazena vtestu vykazuje jistou kfizovou reaktivitu se vSemi
formami dihydroxyvitaminu D2 a steroidd D3;nicméné u lidi se tyto latky
vyskytuji pouze v pikomolarnich koncentracich.

POZNAMKA: Vykonnostni charakteristika tohoto testu nebyla stanovena pro
pediatrické pacienty.
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15. PREDPOKLADANE HODNOTY

Referenéni rozmezi

Je dulezité, aby kazda laboratof stanovila své vlastni referenéni rozmezi, které je
reprezentativni pro jeji typickou populaci. Je znamo, ze koncentrace 25-OH-D u lidi
ovliviuji faktory jako napf. vystaveni vlivu UV zafeni %', ro€ni obdobi'2, rasa’ a pfijimana
strava®. V literatufe byl prokazan pokles vitaminu D umérny véku; nicméné vyzkum
provadény ve vétsiné téchto studii byl proveden v severoevropskych zemich, kde se
vyskytuje méné slune¢niho zareni a kde je méné rozsifena fortifikace potravin®15'6. Tato
skute€nost spolu s vysokou variabilitou rozdild v zdravotnich kritériich a ve stavu lé¢eni
znesnadriuje generalizaci vlivu véku samotného na stav vitaminu D'2. Vysledky ze studii
provedenych v USA jsou nejednoznacéné; nékteré vykazuji vyskyt a druhé nepfitomnost
poklesu obsahu vitaminu D v zavislosti na véku. Bylo prokdzano, Ze antikonvulziva
zplsobuji pokles hladiny 25-OH-D, stejné jako dlouhodobé pouzivani ochrannych
opalovacich krému s kyselinou p-aminobenzoovou'. U tohoto testu spole¢nost DiaSorin
nestanovila pediatrické referen¢ni rozmezi.

Spolec¢nost DiaSorin za pouziti testu DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D '?°| RIA vyhodnotila
sérum odebrané 20 muzdm a 24 Zenam, zjevné zdravym dobrovolnikim, bélochim ze
stfedovychodu USA. Vék dobrovolnik( byl mezi 23 a 67 lety. Vzorky byly odebrany béhem
meésice Fijna. V této referencni skupiné byl zjistén pouze maly rozdil mezi koncentracemi
25-OH-D u muzu (pramér = 21,7 ng/ml) a u zen (primér = 24,7 ng/ml). Primér pro celou
skupinu (n = 44) byl 23,0 ng/ml s rozsahem+ 2 SD 9,0-37,6 ng/ml.

Vysoka prevalence subklinického deficitu 25 OH vitaminu D mezi normalnimi zjevné
zdravymi jedinci byla pozorovana v mnoha zemich, zejména v zimnich mésicich™™.
V nedavno zvefejnéné literatufe je navrzena nasledujici klasifikace hladiny 25 OH
vitaminu D: deficit: 0 az 5 ng/ml (0-12,5 nmol/l); nedostatek: 5 az 20 ng/ml
(12,5-50 nmol/l); hypovitaminéza D: 20 az 40 ng/ml (50-100 nmol/l); dostatek: 40 az
100 ng/ml (100-250 nmol/l); a toxicita: vy$$i nez 100 ng/ml (>250 nmol/l).>*

16. SPECIFICKE FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

16.1 Presnost

Pfesnost testu byla hodnocena spole€nosti DiaSorin testovanim c¢&tyf kontrolnich
rozmezi koncentraci v celém rozsahu kfivky, a to po dobu 23 pracovnich dnl za pouziti
40 testl. Kazdy test zahrnoval ¢Etyfi kontrolni vzorky a dvé extrakce (4 replikaty). Design
studie byl konzistentni se smérnicemi CLSI (EP5-T2). # Viypodet dat byl proveden
pomoci SAS PROC VARCOMP. Pouzity statisticky model je linearni model pro
nahodné vlivy.?

Primeér V ramci testu Celkova nepresnost
(ng/ml) (% CV.) (% CV.)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0

16.2 Spravnost

Spravnost stanoveni byla ovéfena pomoci diluéniho testu a testu vytéZnosti.

LINEARITA (PARALELNOST)
Sériovy diluéni test 4 pacientskych vzork( (hodnoty = ng/ml)

Vzorek Nefedény 1/2 1/4
1 74,6 79,4 74,8
2 87,8 96,4 95,2
3 85,6 88,2 82,4
4 55,2 57,8 60,4
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Vytéznost

Ke vzorkim séra pacientl bylo pfidano znamé mnozstvi 25-OH-Ds a bylo stanoveno
procento vytéznosti.

Pfidané *Predpokl. Naméfena
Vzorek Po¢. konc. mnozstvi konc. konc.

¢. (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) Vytéznost

1 15,8 5,0 25,5 24,8 97%
10,0 35,1 41,8 119%
25,0 62,7 61,9 99%

2 51,2 5,0 60,6 62,0 102%
10,0 69,8 73,8 106%
25,0 96,4 99,4 103%

3 26,6 5,0 36,2 33,5 92%
10,0 457 54,0 118%
25,0 73,0 82,8 113%

4 57,3 5,0 66,6 63,8 96%
10,0 75,8 78,1 103%
25,0 102* 104* 102%

5 41,3 5,0 50,8 48,5 95%
10,0 60,1 56,1 93%
25,0 87,0 93,2 107%

*

Vypocet predpokladané koncentrace 25-OH-D zahrnuje diluéni faktor zavedeny
pfidanym roztokem.

*k

Toto jsou extrapolované hodnoty; naméfrena koncentrace je > 100 ng/ml (kalibrator
horniho limitu)

16.3 Analyticka citlivost (detekéni limity)
nuly pfi dvojnasobku standardni odchylky pod stfedni hodnotu cpm kalibratoru nuly
(n=20), je niz8i nez 1,5 ng/ml. Uroven citlivosti se vztahuje na pouziti kalibratoru ,1“ a
,volitelného* kalibratoru.

16.4 Analyticka specificita
Udaje o kfizové reaktivité antiséra pouZitého v této soupravé jsou vyjadreny jako
pomeér koncentrace 25-OH-D ke koncentraci zkfizené reagujici latky pfi 50% potlaceni
maximalni vazby.

Steroid Zkfizena reaktivita (%)
Vitamin D2 0,8
Vitamin D3 0,8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(0OH)2-D3 100
1,25-(OH)2-D2 11,0
1,25-(OH)2-D3 11,0

SEZNAM LITERATURY VIZ POSLEDNi STRANA
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SCHEMA ANALYZY

©eNO A

Extrakce vzork(: Nadavkujte 500 pl acetonitrilu do sklenéné zkumavky a pod
povrch acetonitrilu pomalu pfidejte 50 pl kalibratoru nebo kontrolniho vzorku €i
vzorku pacienta. 10 sekund promichejte na tfepacce Vortex a odstfedte pfi
1200 x g* po dobu 10 minut pfi teploté 20-25°C.

Reagens davkujte podle nasledujiciho schématu:

Celkovy
pocet Kal. Kontrolni a

Zkumavky/reagens impuls NSB 0-6 neznamé vzorky
Extrahované 0 kalibratory - 25 pl - -
Extrahované kalibratory - - 25 pl -
Extrahované kontrolni

- - - 25 pl
vzorky
Extrahované neznamé

- - - 25 pl
vzorky
Izotopovy indikator 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Pufr NSB/pfisada 1,0 ml 1,0 ml - -
Antisérum 25-OH-D - - 1,0 ml 1,0 ml

Dobfe promichejte;inkubujte 90 minut (10 minut) pfi 20-25°C.

Pridejte 500 pl precipitacni slozky DAG do vSech zkumavek kromé zkumavek TC.
Dobfe promichejte a inkubujte 20-25 minut pfi 20-25°C.

Pfidejte 500 pl pufru NSB/pfisady do vSech zkumavek kromé zkumavek TC.
Centrifugujte pfi 1800 x g* po dobu 20 minut.

Slijte supernatanty.

Kazdou zkumavku méfte detektorem gama zafeni po dobu 60 minut nebo déle.

*g = (1118 x 10'®) (polomér v cm) (ot/min)?
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25-HYDROKSYVITAMIN D %] RIA-KIT

1. BRUKSOMRADE

FOR BRUK TIL IN VITRO-DIAGNOSTIKK.

Dette kitet er beregnet pa kvantitativ determinasjon av 25-hydroksyvitamin D (25-OH-
D) og andre hydroksylerte vitamin D-metabolitter i humant serum eller human plasma
som skal brukes i vurderingen av vitamin D-suffisiens. Analyseresultater skal brukes i
sammenheng med gvrige kliniske data og laboratoriedata for & hjelpe klinikeren med a
ta beslutninger om individuell pasientstyring i en voksen pasientpopulasjon.

2. SAMMENDRAG OG FORKLARING

Nar kalisiferol (vitamin D) kommer inn i sirkulasjonen, metaboliseres det til flere former.
Hovedformen er 25-hydroksykalsiferol (25-OH-D). Det farste trinnet i metaboliseringen av
vitamin D, 25-hydroksyleringen, skjer hovedsakelig i leveren.'" Hos mennesker
metaboliseres kun en liten mengde 25-OH-D i nyrene til andre metabolitter av typen
dihydroksy-D-vitamin.?® Siden 25-OH-D er den dominerende sirkulerende formen av
vitamin D hos normalpopulasjonen, anses den a veere det mest palitelige indisium pa
vitamin D-status.*

De to hovedformene av 25-OH-D er kolekalsiferol (vitamin Ds) og ergokalsiferol
(vitamin D2).2® Vitamin D3 dannes hovedsakelig fra effektene til ultrafiolett lys pa huden,
mens D2 utelukkende kommer fra kostholdet. Siden begge disse overordnede
substansene bidrar pa flere mater til individets samlede vitamin D-status, er det viktig
at begge former males i lik grad.®” En stor mengde forskning har gitt informasjon om
sirkulasjonsnivaene av 25-OH-D-metabolisme og deres fysiologiske betydning.

Malingen av 25-OH-D far stadig stgrre betydning for styringen av pasienter med ulike
forstyrrelser i kalsiummetabolismen ved rakitt, neonatal hypokalsemi, graviditet,
erneeringsmessig og renal osteodystrofi, hypoparatyroidisme og postmenopausal
osteoporose.®®1° NB: Utfarelsesegenskapene til DiaSorin 25-OH-D-analysen har ikke
blitt etablert i en pediatrisk populasjon.

3. ANALYSEPRINSIPPER

DiaSorin 25-OH-D-analysen bestar av to trinn. Den ferste prosedyren involverer en
hurtig ekstraksjon av 25-OH-D og andre hydrolykserte metabolitter fra serum eller
plasma ved hjelp av acetonitril. Etter ekstraksjonen analyseres den behandlede prgven
ved hjelp av en likevekts-RIA-prosedyre. RIA-metoden er basert pa et spesifikt antistoff
med spesifisitet mot 25-OH-D. Prgven, antistoffet og sporstoffet inkuberes i 90 minutter
ved 20-25°C. Faseseparasjon oppnas deretter ved a inkubere i 20 minutter ved 20-
25°C med et utfellingskompleks med et sekundaert antistoff. Etter denne inkubasjonen
tilsettes NSB/tilsetningsbuffer fer sentrifugering for & bidra til & redusere uspesifikk
binding.

4. REAGENSER SOM FGLGER MED KITET

25-OH-D kalibratorer 6 flasker/1 mL
25-OH-D NSBt/tilsetningsbuffer 1 flaske/70 mL
25-OH-D antiserum 1 flaske/105 mL
25-OH-D sporstoff 1 flaske/6 mL
25-OH-D DAG utfellingskompleks 2 flasker/30 mL
25-OH-D kontroller 2 flasker/1 mL
25-0OH-D acetonitril 2 flasker/15 mL
Antall tester 100
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OPPBEVARING: Ved mottak skal kitet oppbevares ved 2-8°C. Etter apning skal hver
reagens oppbevares ved 2-8°C til utigpsdatoen som angis pa etiketten. Reagenser ma
ikke brukes etter at de er gatt ut pa dato. Utlgpsdatoen pa kitet angis pa den eksterne
etiketten og tilsvarer utlgpsdatoen pa flasken med sporstoff.

Reagenser fra ulike partier ma ikke blandes.

4.1 25-OH-D NSBltilsetningsbuffer: reagens klar til bruk

Fosfat-gelatinbuffer med 0,1 % natriumazid. Denne komponenten har en dobbel
funksjon. Den fungerer bade som NSB-buffer og tilsetningsbuffer.

4.2 25-OH-Ds-kalibratorer: reagens klar til bruk

Seks (25-OH-Ds) kalibratorer ved konsentrasjoner i omradet 0-100 ng/mL
forhandsfortynnes i behandlet humant serum som inneholder 0,1 % natriumazid. Disse
reagensene ma behandles med omhu (se Advarsler og forholdsregler). Kitets
kalibratorer kalibreres ved hjelp av UV-kvantifisering og har blitt verifisert gjennom
HPLC-analyse. Kit-kalibratorene kan betraktes som likeverdige med pasientprgver nar
de brukes med reagensene og operasjonsprosedyren som er anbefalt for denne
diagnostiske in vitro-testen.

MERK: Ved behov kan en “ekstra” kalibrator (2,5 ng/mL) opprettes ved & fortynne kit-
kalibratoren “1” 1:2 med kit-kalibratoren null (dvs. 100 uL “1” + 100 uL “0”). Denne
fortynningen skal utfgres for ekstraksjon og deretter ekstraheres i overensstemmelse
med pakningsvedlegget.

4.3 25-OH-D antiserum: reagens klar til bruk.

Anti-25-OH-D-serum fra geit fortynnes i fosfat-gelatinbuffer med 0,1 % natriumazid.

4.4 25-OH-D; sporstoff: reagens klar til bruk.

En jodert ['?#°]] analog til 25-OH-Ds fortynnes i en etanol-fosfatbuffer. Disse reagensene
ma behandles med omhu (se Advarsler og forholdsregler).

4.5 Utfellingskompleks av typen anti-geitserum fra esel (Donkey Anti-Goat —
DAG): reagens klar til bruk.

Anti-geitserum fra esel, normalt geitserum og polyetylenglykol er fortynnet i en BSA-
boratbuffer med gentamycinsulfat og 0,1 % natriumazid. Bland i 5-10 minutter fgr og
under bruk for & sikre at en homogen suspensjon oppnas.

4.6 25-OH-D kontroller: reagens klar til bruk.

Humant serum med 0,1 % natriumazid tilsettes den riktige mengden 25-OH-D3 for & oppna
kontrollkonsentrasjoner innen de angitte omradene. Bland grundig og behandle dem pa
samme mate som ukjente prgver. Kontroll 1 representerer et lavt-normalt omrade og
kontroll 2 representerer et hgyt-normalt omrade. Konsentrasjonsintervallet for hver kontroll
blir angitt pa analysesertifikatet, og indikerer grensene som er fastsatt av DiaSorin for de
kontrollverdiene som kan oppnas for palitelige analyseoppsett. Disse reagensene ma
behandles med omhu (se Advarsler og forholdsregler).

4.7 Acetonitril: reagens klar til bruk.
Acetonitril. Kvalifisert for bruk med dette kitet. Disse reagensene ma behandles med
omhu (se Advarsler og forholdsregler). Dette produktet inneholder tgrr naturgummi.

5. ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
FOR BRUK TIL IN VITRO-DIAGNOSTIKK.

Ikke avsett for innvortes eller utvortes bruk hos mennesker eller dyr.

FORSIKTIG: Dette produktet skal kun mottas, anskaffes, eies og brukes av leger,
kliniske laboratorier, sykehus, veterinaerer eller forskningsinstitusjoner. Testing skal kun
utfgres av laboratoriepersonale med tilstrekkelige kvalifikasjoner og oppleering.

103



REAGENSER SOM INNEHOLDER HUMANT KILDEMATERIALE
Ma behandles som potensielt infektigst.

Hver serum/plasma-donorenhet som brukes ved preparering av dette produktet har blitt
testet av en metode godkjent av amerikanske FDA og pavist ikke-reaktiv for
tilstedeveerelsen av HBsAg, antistoff mot HCV og antistoff mot HIV 1/2. Selv om disse
metodene er sveert ngyaktige, garanterer de ikke at alle infiserte enheter vil detekteres.
Dette produktet kan ogsa inneholde annet humant kildemateriale som det ikke
foreligger godkjente tester for. Siden ingen kjent testmetode kan tilby fullstendig
forsikring om at hepatitt B-virus (HBV), hepatitt C-virus (HCV), Humant immunsviktvirus
(HIV) eller andre infektigse midler er fraveerende, ma alle produkter som inneholder
humant kildemateriale handteres i overensstemmelse med god laboratoriepraksis ved
hjelp av egnede forholdsregler som beskrives i handboken fra amerikanske Centers for
Disease Control and Prevention/National Institutes of Health, "Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories," 4. utg., mai 1999 eller navaerende
utgave.

REAGENSER SOM INNEHOLDER NATRIUMAZID

FORSIKTIG: Noen reagenser i dette kitet inneholder natriumazid. Natriumazid kan
reagere med bly- eller kopperrer og danne sveert eksplosive metallazider. Ved
avhending ma det skylles ned med mye vann for & forhindre oppbygging av azid (EU-
radsdirektiv 1999/45/EC). Hvis du vil ha mer informasjon, kan du se "Decontamination
of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts," i handboken Safety Managment no.
CDC-22 utgitt av Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA 1976.

EU-risikosetninger for farlige stoffer (radsdirektiv 1999/45/EC)

R 20/21/22 — Skadelig ved innanding, hudkontakt og svelging.

R 32 — Kontakt med syrer frigjer svaert giftig gass.

S28 — Etter kontakt med hud, ma du straks vaske med rikelig med vann.

REAGENSER SOM INNEHOLDER ACETONITRIL

EU-risikosetninger for farlige stoffer (radsdirektiv 88/379/EEC)

R11 — Sveert brannfarlig.

R23/24/25 — Giftig ved innanding, hudkontakt og svelging.

S16 — Hold pa avstand fra tennkilder — Ingen rgyking.

S36 — Bruk egnede vernekleer.

S43 — Ved brannslokking, bruk pulver eller karbondioksid.

S45 — Ved en ulykke eller hvis du fgler deg uvel, oppsgk straks legehjelp.
S51 — Bruk kun i godt ventilerte omrader.

REAGENSER SOM INNEHOLDER ETANOL

ADVARSEL - BRANNFARLIGEU-risikosetninger for farlige stoffer (radsdirektiv
88/379/EEC)

R11 — Sveert brannfarlig.

S16 — Hold pa avstand fra tennkilder — Ingen rayking.

S43 — Ved brannslokking, bruk pulver eller karbondioksid.

REAGENSER SOM INNEHOLDER JOD-125

Dette kitet inneholder radioaktivt materiale som ikke overstiger 4 uCi (148 kBq) jod-
125. Passende forsiktighetstiltak og god laboratoriepraksis ma overholdes ved
oppbevaring, handtering og avhending av dette materialet.

For praktikere eller institusjoner som mottar radioisotoper under en generell lisens.
Dette radioaktive materialet kan kun mottas, anskaffes, eies og anvendes av leger,
veterineerer som praktiserer veterinaermedisin, kliniske laboratorier eller sykehus, og
kun for in vitro kliniske eller laboratorietester som ikke omfatter innvortes eller utvortes
administrasjon av materialet, eller straling fra dette, til mennesker eller dyr. Mottak,
anskaffelse, eierskap, bruk og overfaring er underlagt forordningene og den generelle
lisensen fra amerikanske Nuclear Regulatory Commission eller staten som
kommisjonen har inngatt en avtale med angaende utgvelsen av lovgivende myndighet.
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1. Oppbevaring av radioaktivt materiale skal begrenses til et spesifikt angitt omrade.

2. Tilgang til radioaktive materialer ma utelukkende begrenses til autorisert
personale.

3. Pipetter ikke radioaktivt materiale med munnen.

4. Spis eller drikk ikke innen angitte radioaktive arbeidsomrader.

5. Omrader der utslipp kan forekomme, skal terkes og deretter vaskes med et
alkalisk vaskemiddel eller en radiologisk dekontamineringsigsning. Alt brukt
glasstgy ma rengjeres grundig med vann fgr de vaskes med annet glasstey i
laboratoriet.

For praktikere eller institusjoner som mottar radioisotoper under en generell lisens:
Mottak, bruk, overfgring og avhending av radioaktive materialer er underlagt
forordningene og betingelsene i din spesifikke lisens.

ADVARSEL: Dette produktet inneholder et kjemikalie som er kjent som
kreftfremkallende i den amerikanske staten California.

NB: Radioaktivitet som er angitt pa pakningsvedlegget kan variere noe fra
radioaktiviteten som er trykt pa etiketten pa esken og etiketten pa flasken med
sporstoff. Etiketten pa esken og flasken med sporstoff angir den faktiske mengden
radioaktivitet ved kalibreringsdatoen, mens pakningsvedlegget angir kitets
teorietiske radioaktivitet.

6. INDIKASJONER PA MULIG FORRINGELSE AV KIT-REAGENSER

6.1 Forekomsten av abnormt partikulaert materiale i noen av reagensene. (NSB-
buffer, antiserum og DAG-utfellingsreagenser kan vaere grumsete.)

6.2 En endring av kalibratorkurvens posisjon eller helling i forhold til det normale
resultatet.

6.3  Enreduksjon av maksimal binding.
6.4  En hgy uspesifikk binding.

7. PRAGVETAKNING OG -PREPARERING

Femti (50) mikroliter serum eller plasma (EDTA eller heparin) kreves for ekstraksjon av
25-OH-D. Et volum pa 150 mikroliter vil gjgre det mulig & gjenta analysen og gi
tilstrekkelig pipetteringsvolum.

Kitet kan brukes bade med humant serum og human plasma. Antikoagulansene EDTA
eller heparin kan brukes med denne analysen. En fasteprgve anbefales men er ikke et
krav. Blod skal tas aseptisk ved hjelp av venepunksjon i et 5 eller 10 mL evakuert
glassrer. La blodet levre seg ved romtemperatur (15-25°C). Sentrifuger i 15 minutter
ved hjelp av ca. 760 x g* for & oppna sera uten hemolyse. Ingen tilsetningsmidler eller
konserveringsmidler kreves for & opprettholde pr@vens integritet. Alle plastartikler,
glassvarer eller andre materialer som kommer i kontakt med preven ma veere helt fri
for kontaminerende stoffer. Serum- eller plasmaprever ma oppbevares ved -20 °C eller
lavere. Prgver kan oppbevares i glass- eller plastflasker, forutsatt at de er tett forseglet
slik at vann ikke fordunster.

| en studie utfgrt av DiaSorin pa et begrenset antall pasientpraver, viste prevene seg a
veere stabile i opptil 9 uker nar de ble oppbevart ved -20°C. Ingen signifikant endring av
verdier ble observert etter at provene hadde gjennomgatt 3 fryse-/tinesykluser.
Gjentatte fryse-/tinesykluser bar unngas. Transporterte prgver bgr generelt ankomme
nedfryste.

*g = (1118 x 10°®) (radius i cm) (rpm)?
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8. UTSTYR OG MATERIALE SOM KREVES, MEN IKKE FGLGER MED

Engangs borosilikatrgr. 12 X 75 mm.

MERK: Plastrar er ikke egnet for bruk med dette kitet.
Temperaturregulert sentrifuge som passer for 12 X 75 mm rar.
Gammateller som kan telle 125-jod.

Rotasjonsblander.

Pipetteringsinnretninger

a. Mikropipetter kalibrert til & levere 25 pL og 50 pL (presisjonsfeil mindre enn

ellerlik £ 1 %).

b. Repeterende dispensere med spisser som er kalibrert til & levere 50 uL,
500 pL og 1,0 mL (presisjonsfeil mindre enn eller lik + 1 %).

MERK: Hvis du vil ha mer informasjon om ekstraksjons- og analyseprosedyrene
nedenfor, kan du se "Utstyr og materiale som kreves, men ikke fglger med" for
pipettespesifikasjoner.

9. EKSTRAKSJONSPROSEDYRE

9.1

9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

Gjer klar merkede 12 X 75 mm glassrer av engangstype for hver kalibrator,
kontroll og pasientprgve.

Pipetter 500 pL acetonitril i hvert ror.

Plasser pipettespissen med 50 pL kalibrator, kontroll eller pasientprgve under
overflaten pa acetonitrilen og tilsett LANGSOMT til acetonitrilen.

Roter i 10 sekunder.
Sentrifuger med 1200 x g* i 10 minutter ved 20-25°C.

Pipetter duplikate alikvater pa 25 uL fra supernatanten til separate 12 x 75 mm
rer med passende merking. CAUTION: Vaer ngye med a ikke forstyrre pelleten.

Analyser supernatantene i henhold til analyseprosedyren.

10. ANALYSEPROSEDYRE

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

La alle reagenser og prgver na likevekt ved romtemperatur. Pass pa at
reagensene ikke blir varmere enn 25°C.
Still opp merkede 12 x 75 mm engangsegr av glass i duplikat i henhold til
analyseskjemaet pa den siste siden.
Tilsett reagens som falger:
a. Reor for totaltelling

50 pL %] 25-OH-D

1,0 mL NSB/tilsetningsbuffer
b. Rer for uspesifikk binding (NSB)

25 pL 0-kalibrator (ekstrahert)

50 L 1251 25-OH-D

1,0 mL NSB/tilsetningsbuffer
c. Kalibratorer, kontroller og ukjente prover

25 pL kalibrator, kontroll eller ukjent prave (ekstrahert)

50 L 1?51 25-OH-D

1,0 mL 25-OH-D antiserum
Roter varsomt uten at det dannes skum og inkuber i 90 (+/- 10) minutter ved
20-25°C.
Tilsett 500 yL DAG-utfellingskompleks (DAG-utfellingskomplekset skal blandes
grundig fer og under bruk) til samtlige rer med unntak av totaltellingsrerene.

Bland innholdet godt og inkuber i 20-25 minutter ved 20-25°C.

*g = (1118 x 10®) (radius i cm) (rppm)?
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10.7  Tilsett 500 pL NSBftilsetningsbuffer til samtlige rer med unntak av
totaltellingsrgrene. Roter forsiktig slik at innholdet i rerene blandes godt. Vaer
forsiktig ved dette trinnet for & unnga at det hgye veeskeinnholdet i rarene
farer til at vaeske spruter ut.

10.8  Sentrifuger samtlige rer med unntak av totaltellingsrgrene i 20 minutter ved
20-25°C og 1800 x g*.

10.9 Dekanter supernatantene, med unntak av totaltellingsrgrene, med en
rerstativholder av skum eller lignende ved & snu stativet opp ned over en
passende avfallsbeholder. Still det vendte stativet pa absorberende papir i
2-3 minutter. Trykk papiret forsiktig mot rerapningen for & serge for at all
vaesken fijernes.

10.10 Tell hvert rer i minst 1 minutt i en gammascintillasjonsteller. Hvert rgr skal
telles i lang nok tid til & oppna statistisk sikkerhet. (Se avsnittet om resultater:
Prosedyrens begrensninger.)

11. PROSEDYREKOMMENTARER

111 Tilsett hver reagensalikvot til den nederste tredjedelen av pravergret slik at
reagensene blandes fullstendig.

11.2  For & bekrefte at en RIA-analyse gir konsekvente resultater, kan en rekke
ovrige faktorer kontrolleres. DiaSorin anbefaler regelmessig kontroll av
felgende parametre for & forsikre konsekvent kit-funksjon.

a. Totaltellinger

b. Maksimal binding
Gjennomsnittlige tellinger per minutt (CPM) for regret med O-
kalibrator/CPM-gjennomsnitt for
totaltellingrer.
c. Uspesifikk binding
CPM-gjennomsnitt for NSB-rgr/CPM-gjennomshnitt for totaltellingsreor.
d. Kalibratorkurvens helling
Mal for eksempel kalibratorkurvens punkter for 80 og 50 %.

12. KVALITETSKONTROLL

Hvert laboratorium ber ta med minst to kontroller (en ved lavt-normalt niva og en ved hgyt-
normalt nivd) i hver analyse for & male analyseutferelsen. Kommersielt tilgjengelige
kontroller eller de to referansekontrollene som falger med kitet kan benyttes. Kontrollene i
kitet har blitt vurdert av DiaSorin ved hjelp av DiaSorin 25-hydroksyvitamin D "I RIA-kit.
Konsentrasjonsintervallet for hver kontroll blir angitt pa analysesertifikatet, og indikerer
grensene som er fastsatt av DiaSorin for de kontrollverdiene som kan oppnas for palitelige
analyseoppsett.

Kontrollene skal behandles som ukjente prever og analyseres i duplikat.
Kvalitetskontrolldiagrammer skal feres for & felge kontrollenes utferelse. Akseptable
utferelsesgrenser skal bestemmes av hvert enkelt laboratorium for hvert kontrollniva
ved hjelp av statistiske metoder for & pavise bade systematiske og tilfeldige feil.
Kontrollresultater ma overholde laboratoriets kriterier for godkjennelse fer resultatene
fra pasientprgvene rapporteres.® 19.20

13. BEREGNING AV RESULTATER

Det finnes mange metoder for & beregne RIA-resultater. Alle tar utgangspunkt i a fa
fram en kalibreringskurve ved & plotte bindingsgraden mot de angitte konsentrasjonene
for kalibreringslgsningene. Dette diagrammet kan ha enten linezer eller logaritmisk
skala. Hver av disse metodene gir stort sett de samme verdiene for kontroller og
praver, selv om visse analyser kan "passe" bedre til en bestemt metode enn en annen.
Beregningsmetoden for DiaSorins laboratorium for kvalitetskontroll er % B/Bg kontra
logaritmen for konsentrasjon.

*g = (1118 x 10°®) (radius i cm) (rpm)°
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1341

Beregn CPM-gjennomshnitt for hver kalibrator, kontroll og ukjente prgve.

13.2  Subtraher CPM-gjennomsnittet for NSB-rgrene fra alle verdiene.

13.3  Del den korrigerte CPM-verdien for hver kalibrator, kontroll eller ukjente prave
med den korrigerte CPM-verdien for 0-kalibratoren.

CPM for kalibrator eller ukjent prave — CPM for NSB
B/Bo (%) = x 100
CPM for 0-kalibrator — CPM for NSB

13.4  Bruk et semilogaritmisk kurvepapir over to sykluser eller dobbeltlogaritmisk
kurvepapir, og plott B/Bg i prosent for 25-OH-D-kalibratorene (vertikal akse)
mot konsentrasjonen (horisontal akse).

13.5  Tegn den best tilpassede linjen mellom punktene.

13.6  Interpoler 25-OH-D-nivaene i de ukjente pravene fra diagrammet.

13.7 Hvis en ukjent preve har blitt fortynnet, ma du korrigere for den egnede
fortynningsfaktoren.

13.8 Beregn maksimal binding ved & dele CPM for O-kalibratoren med de
gjennomshnittlige totaltellingene fra totaltellingsrgrene.

13.9  Automatisert programmer for datareduksjon kan ogsa benyttes til & analysere data.
DiaSorin anvender RIACalc (Pharmacia) med myk tilpasning til SPLINE funksjoner
for %B/Bo mot logaritmisk konsentrasjon. Andre datareduksjonsmetoder ma valideres
for tas i bruk regelmessig.

TABELL |
Prgvedata for DiaSorin 25-OH-D Vitamin D RIA
Prosent Diagr.
CPMi CPM- Korrigert bundet Prosent kons.
Rar duplikat gj.sn. CPM (B/T) (B/Bo) (ng/mL)
Totaltelling 41878 40901
39924
NSB 555 531 1,3
508
0-kalibrator 19585 19822 19291 48,5
19673
20314
19718
Kalibratorer
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 53,4 12
10670
3 7182 7411 6880 35,7 20
7642
4 4687 4654 4123 21,4 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
Ukjente praver
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24,0 40,4
4720

Typiske progvedata og en kalibreringskurve vises i TABELL | og FIGUR 1. Denne
informasjonen er kun for referanse og skal ikke brukes til & beregne noen verdier.
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Figur 1
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14. PROSEDYRENS BEGRENSNINGER

141

14.2

14.3

14.4

14.5

Tellingstidene ma veere tilstrekkelige til & unnga statistiske feil (for eksempel gir
en mengde pa 2000 CPM en feil pa 5 %, mens 10 000 CPM gir en feil pa 1 %).

Analyseresultater skal brukes i sammenheng med gvrige kliniske data og
laboratoriedata for & hjelpe klinikeren med a ta beslutninger om individuell
pasientstyring.

Effektene av hemolyse eller lipemi i pasientprgvene har ikke blitt evaluert for
denne analysen. Ekstraksjonen av acetonitril forventes imidlertid & minimere
interferens grunnet disse stoffene.

Den fremste kilden til presisjonsfeil i denne metoden er sannsynligvis
ekstrasjonstrinnet. @vrige feilkilder kan veere upresise mikropipetter eller
utdaterte reagenser.

Antistoffet i kitet vil utvise en viss kryssreaktivitet med alle former av
dihydroksyvitamin-D2- og D3-steroider. Hos mennesker forekommer imidlertid
disse forbindelsene normalt kun i pikomolare konsentrasjoner

MERK: Utfgrelsesegenskapene for denne analysen har ikke blitt etablert i en
pediatrisk populasjon.
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15. FORVENTEDE VERDIER
Referanseomrade

Det er viktig at hvert laboratorium etablerer sitt eget referanseomrade som er
representativt for dens typiske pasientpopulasjon. Faktorer som UV-eksponering °1°
arstid,"""2 rase’ og inntak via fgden? er alle kjente for & pavirke 25-OH-D-nivaene hos
mennesker. En reduksjon av vitamin D-nivaer med alderen har blitt pavist i litteraturen.
Forskningen i de fleste av disse studiene har imidlertid blitt utfert i nordeuropeiske land,
der det er mindre sollys og berikning av mat er mindre utbredt.®'5'¢ Dette, sammen
med de store variasjonene innen helsekriterier og medisinering, gjer det vanskelig &
generalisere effekten av en ren alderseffekt pa D-vitaminstatus.'? Studier i USA har gitt
tvetydige resultater, der noen viser nedsatt D-vitaminstatus med alderen, og andre
ikke. Antiepileptika har vist seg a gi en nedgang av 25-OH-D-nivaer, og det samme har
langvarig bruk av solfaktor som inneholder p-aminobenzosyre.”” DiaSorin har ikke
etablert et pediatrisk referanseomréade ved hjelp av dette kitet.

DiaSorin evaluerte serum fra 20 mannlige og 24 kvinnelige, tilsynelatende friske og
hovedsakelig hvite frivilige fra det midtvestige USA ved hjelp av DiaSorin
25-hydroksyvitamin D '?| RIA-kit. Alderen pa de forsgkspersonene la pa mellom 23 og 67
ar. Prgvene ble tatt i oktober. Det ble kun observert en liten forskjell i 25-OH-D-nivaer
mellom menn (gjennomsnitt = 21,7 ng/mL) og kvinner (gjennomsnitt = 24,1 ng/mL) i
denne referansegruppen. Gjennomsnittet for hele populasjonen (n = 44) var 23,0 ng/mL
med et omrade innen 2 standardavvik pa 9,0 — 37,6 ng/mL.

Det har blitt observert hgy forekomst av subklinisk 25 OH vitamin D-mangel hos normale,
tilsynelatende friske populasjoner i mange land, spesielt i Izpet av vintermanedene.”®™ |
den seneste litteraturen har fglgende omrader blitt anbefalt for klassifisering av 25 OH
vitamin D-status: Mangel: 0 til 5 ng/mL (0 — 12,5 nmol/l); Insuffisiens: 5 til 20 ng/mL
(12,5 — 50 nmol/l); Hypovitaminose D: 20 til 40 ng/mL (50 - 100 nmol/l); Suffisiens: 40 til
100 ng/mL (100 — 250 nmol/l) og Toksisitet: over 100 ng/mL (> 250 nmol/l).*

16. SPESIFIKKE UTFORELSESEGENSKAPER

16.1 Presisjon

DiaSorin evaluerte analysens presisjon ved a teste fire kontrollnivéer som strekte seg
over kurven over 23 arbeidsdager i 40 analyser. Hver analyse inkluderte de fire
kontrollene x 2 ekstraksjoner (4 replikater). Studiens utforming var konsekvent med
veiledningene i dokumentet EP5-T2 fra CLSI. ** Databeregninger ble utfert med SAS
PROC VARCOMP. Den statistiske modellen som ble brukt var en lineaer modell for
tilfeldige effekter.?

Gj.sn. Innen-serie Total presisjonsfeil
(ng/mL) (% C.V.) (% C.V.)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0
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16.2 Sikkerhet
Analysens sikkerhet har blitt kontrollert ved hjelp av en fortynnings- og gjenvinningstest.

LINEARITET (PARALLELLITET)
Seriell fortynningsstudie av 4 pasientprgver (verdier = ng/mL)

Prove Ufortynnet 1/2 1/4

1 74,6 79,4 74,8

2 87,8 96,4 95,2

3 85,6 88,2 82,4

4 55,2 57,8 60,4

Gjenvinning
Kjente mengder 25-OH-Ds ble tilsatt pasientserumpraver og gjenvinning i prosent ble bestemt.
Prove- Oppr. kons. rr;rtllr?gctjte *F(izg\:]intet Oppmalt Gjenvin
nummer (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) kons. (ng/mL) | -ning

1 15,8 5,0 25,5 24,8 97 %
10,0 35,1 41,8 119 %
25,0 62,7 61,9 99 %
2 51,2 5,0 60,6 62,0 102 %
10,0 69,8 73,8 106 %
25,0 96,4 99,4 103 %
3 26,6 5,0 36,2 33,5 92 %
10,0 45,7 54,0 118 %
25,0 73,0 82,8 113 %
4 57,3 5,0 66,6 63,8 96 %
10,0 75,8 78,1 103 %
25,0 102** 104** 102 %
5 41,3 5,0 50,8 48,5 95 %
10,0 60,1 56,1 93 %
25,0 87,0 93,2 107 %

* Forventet beregning av 25-OH-D-konsentrasjon inkluderer fortynningsfaktoren
som ble introdusert med den tilsatte lgsningen.

*k

(hoyeste kalibrator)

16.3 Analytisk sensitivitet (deteksjonsgrenser)
Analysens sensitivitet, nar den defineres som den laveste mengden som kan skilles fra
null ved 2 standardavvik under CPM-gjennomsnittet for 0-kalibratoren (n = 20), har vist
seg a ligge pa eller under 1,5 ng/mL. Dette sensitivitetsnivaet gjelder bade ved bruk av
kalibratoren "1” og den “ekstra” kalibratoren.
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16.4

Analytisk spesifisitet

Data vedrgrende kryssreaktivitet av antiserum som brukes i dette kitet uttrykkes som forholdet
mellom 25-OH-D-konsentrasjon og den kryssreagerende substanskonsentrasjonen ved 50 %
hemming av maksimal binding.

Steroid % Kryssreaktivitet
Vitamin D2 0,8
Vitamin D3 0,8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(0OH)2-D3 100
1,25-(OH)2-D2 11,0
1,25-(OH)2-D3 11,0

SE DEN SISTE SIDEN FOR REFERANSER

ANALYSESKJEMA

P

© LN

Ekstraher prgvene: Pipetter 500 uL acetonitril i et glassrar og tilsett langsomt
50 L kalibrator, kontroll eller pasientprave under acetonitrilens overflate. Roter i
10 sekunder og sentrifuger i 10 minutter ved 1200 x g* og 20-25°C.

Pipetter reagens i henhold til falgende skjema:

Total- Kal Kontroller og
Rear/reagenser tellinger NSB 0-6 ukjente praver
Ekstraherte O kalibratorer - 25 L - -
Ekstraherte kalibratorer - - 25uL -
Ekstraherte kontroller - - - 25 uL
Ekstraherte ukjente ) ) ) 25 UL
praver
Sporstoff 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
NSB/tilsetningsbuffer 1,0 mL 1,0 mL - -
25-OH-D-antiserum - - 1,0 mL 1,0 mL

Bland godt, inkuber i 90 minutter (+/- 10 minutter) ved 20-25°C.

Tilsett 500 pL DAG-utfelingskompleks i alle bregnner, med unntak av
totaltellingsrgrene.

Bland godt og inkuber i 20-25 minutter ved 20-25°C.

Tilsett 500 pL NSB/tilsetningsbuffer i alle brgnnene, med unntak av totaltellingsrgrene.
Sentrifuger ved 1800 x g* i 20 minutter.

Dekanter supernatantene.

Tell hvert rgr i en gammateller i minst 60 sekunder.

*g = (1118 x 10°®) (radius i cm) (rpm)?
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KIT RIA 25-HIDROXIVITAMINA D '

1. UTILIZARE RECOMANDATA

PENTRU UTILIZAREA IN DIAGNOSTIC IN VITRO

Acest kit este studiat pentru determinarea cantitativa a 25-hidroxivitaminei D si a altor
metaboliti hidroxilati ai vitaminei D din serul sau din plasma umane, pentru a fi folositi
in determinarea cantitatii suficiente de vitamina D. Rezultatele analizei trebuie utilizate
in combinatie cu alte date clinice sau de laborator, pentru a ajuta medicul clinician in
luarea unor decizii individualizate privind tratamentul pacientilor adulti.

2. REZUMAT $I EXPLICATIE

Cand calciferolul (vitamina D) patrunde in circulatie, este metabolizata in cateva forme,
cea mai importanta dintre acestea fiind 25 hidroxi-calciferolul (25-OH-D). Prima etapa
in metabolizarea vitaminei D, 25-hidroxilarea, are loc in principal in ficat. ' La om, doar
o cantitate mica de 25-OH-D este metabolizata in rinichi, in alti metaboliti di-hidroxilati
ai vitaminei D. 22 De vreme ce 25-OH-D e forma predominanta in circulatie a vitaminei
D la populatia obignuita, se considera ca e cel mai bun indiciu privind cantitatea de
vitamina D din organism.

Cele doua forme principale ale 25-OH-D sunt colecalciferolul (vitamina Dj) si
ergocalciferolul (vitamina D). *% Vitamina Ds provine in principal din actiunea luminii
ultraviolete asupra pielii, in timp ce D2 provine numai din alimentatie. Aceste doi
compusi inruditi contribuie in mod variabil la cantitatea totalda de vitamina D din
organismul unui individ, de aceea este important ca ambele forme sa fie masurate
deopotriva. &7 S-au facut multe cercetari care au adus informatii cu privire la nivelurile in
circulatie ale metabolismului 25-OH-D si a semnificatiei fiziologice a acestora.

Masurarea 25-OH-D devine tot mai importanta in tratamentul pacientilor cu diferite
tulburari ale metabolismului calciului asociate cu rahitismul, hipocalcemia neonatal3,
graviditatea, osteodistrofia nutritionala si renala, hipoparatiroidismul si osteoporoza
post-menopauza. 5¢° NOTA: Caracteristicile de performanta ale analizei 25-OH-D prin
DiaSorin nu au fost stabilite si pentru copii.

3. PRINCIPIUL ANALIZEI

Analiza DiaSorin 25-OH-D consta dintr-o procedura in doua etape. Prima procedura
implica extragerea rapida a 25-OH-D si a altor metaboliti hidroxilati din ser sau plasma,
cu ajutorul acetonitrilului. Dupa extractie, proba tratatd este analizatd folosind o
procedura RIA de echilibrare. Metoda RIA se bazeaza pe un anticorp cu specificitate la
25-OH-D. Proba, anticorpul si trasorul sunt incubate 90 de minute la 20-25°C.
Separarea fazei se realizeaza dupa o incubatie de 20 de minute la 20-25°C, cu un al
doilea complex de precipitare a anticorpului. Se adauga un tampon NSB/de adaugire
dupa aceasta incubatie, inainte de centrifugare, pentru a ajuta la reducerea legarii
nespecifice.

4. REACTIVI FURNIZATIIN KIT

Probe-etalon 25-OH-D 6 fiole/1 mL
Tampon NSB/ de adaugire 25-OH-D 1 flacon/70 mL
Antiser 25-OH-D 1 flacon/105 mL
Trasor 25-OH-D 1 fiola/6 mL
Complex de precipitare 25-OH-D DAG 2 fiole/30 mL
Probe-martor 25-OH-D 2 fiole/1 mL
Acetonitril 25-OH-D 2 fiole/15 mL
Numar de teste 100
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DEPOZITAREA La primire, kitul trebuie depozitat la 2-8°C. Dupa deschidere, depozitati
fiecare reactiv la 2-8°C pana la data de expirare de pe eticheta. Reactivii nu trebuie
folositi dupa data de expirare. Data de expirare a kitului este indicatd pe eticheta
externa si corespunde cu data de expirare a trasorului.

Nu trebuie amestecati reactivi din loturi diferite.

4.1 Tampon NSB/ de adaugire 25-OH-D: reactiv gata de utilizare

Tampon fosfat-gelatina care contine azida de sodiu 0,1%. Acest compus are o functie
dubla. Va servi atat ca tampon NSB, cat si ca Tampon de adaugire.

4.2 Probe-etalon 25-OH-Ds: reactiv gata de utilizare

Sase probe-etalon (25-OH-Ds) cu concentratii intre 0-100 ng/mL sunt pre-diluate in ser
uman tratat care contine azida de sodiu 0,1%. Manuiti acesti reactivi cu grija (vezi
Avertismente si Masuri de precautie). Etaloanele din kit au fost calibrate folosind
deteminarea cantitativa UV si au fost verificate prin analiza HPLC. Etaloanele din kit
demonstreaza comutabilitate cu probele de la pacient cand sunt utilizate cu reactivii si cu
procedura de utilizare din acest test de diagnosticare in vitro, agsa cum se recomanda.
NOTA: Dacd e necesar, se poate crea un etalon ,Optional” (2,5 ng/mL) diluand
etalonul din kit “1” 1:2 n etalonul zero din kit (adica 100 uL “1” + 100 uL “0”). Aceasta
dilutie trebuie realizata Tnainte de extractie, apoi trebuie extrasa conform instructiunilor
produsului.

4.3 Antiser 25-OH-D: reactiv gata de utilizare.

Serul de capra anti-25-OH-D este diluat intr-un tampon fosfat-gelatina care contine
azida de sodiu 0,1%.

4.4 Trasor 25-OH-Ds: reactiv gata de utilizare.

Un analog iodat ['%]] de 25-OH-Ds este diluat intr-un tampon de etanol-fosfat. Manuiti
acest reactiv cu grija (vezi Avertismente si Masuri de precautie).

4.5 Complex de precipitare Donkey Anti-Goat (DAG) (magar anti-capra): reactiv
gata de utilizare.

Se dizolva ser de magar anti-capra, ser normal de capra si polietilen glicol intr-un
tampon de borat BSA care contine sulfat de gentamicina si azida de sodiu 0,1%. Se
amesteca timp de 5-10 minute inainte de folosire si in timpul folosirii pentru a se obtine
0 suspensie omogena.

4.6 Martori 25-OH-D: reactiv gata de utilizare.

In ser uman care contine azidad de sodiu 0,1% se adauga cantititile necesare de
25-OH-D3 pentru a obtine concentratii ale probei-martor cuprinse in intervalele
specificate. Se amesteca bine si se trateaza ca probe necunoscute. Martorul 1
reprezinta un interval mic-normal, iar Martorul 2 reprezinta un interval mare-normal.
Intervalul concentratiilor pentru fiecare control este inscris pe certificatul de analiza si
indica limitele stabilite de DiaSorin pentru valorile controlurilor care pot fi obtinute in
cadrul procedurilor de dozare veridice. Manuiti acesti reactivi cu grija (vezi
Avertismente si Masuri de precautie).

4.7 Acetonitril: reactiv gata de utilizare.

Acetonitril. Adecvat pentru utilizarea cu acest kit. Manuiti acest reactiv cu grija (vezi
Avertismente si Masuri de precautie). Acest produs contine cauciuc natural uscat.

5. AVERTISMENTE SI MASURI DE PRECAUTIE
PENTRU UTILIZAREA IN DIAGNOSTIC IN VITRO.
Este interzis uzul intern sau extern, la oameni sau la animale.

ATENTIE: Acest dispozitiv trebuie primit, cumparat, detinut si utilizat numai de medici,
laboratoare clinice, spitale, veterinari sau centre de cercetare. Analizele trebuie
efectuate numai de personal de laborator calificat si pregatit in mod corespunzator.

REACTIVI CARE CONTIN MATERIALE DE ORIGINE UMANA

Se trateaza ca fiind potential periculoase.

Fiecare unitate de ser/plasma de la donator utilizata la prepararea acestui produs a
fost testata printr-o metoda aprobata de F.D.A. din S.U.A. si a fost gasita non-reactiva
la prezenta HbsAg, a anticorpilor anti-HCV si a anticorpilor anti-HIV 1/2. Desi aceste
metode au un grad mare de acuratete, nu garanteaza detectarea tuturor unitatilor
infectate.
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Acest produs poate contine si alte materiale de origine umana pentru care nu exista
teste aprobate. Dat fiind ca nici o metoda de testare cunoscuta nu poate oferi garantia
totala ca virusul hepatitei B (HBV), virusul hepatitei C (HCV), Virusul Imunodeficientei
Umane (HIV) sau alti agenti infectiosi sunt absenti, toate produsele continand material
de origine umana trebuie manevrate conform bunelor practici de laborator, cu masurile
de precautie adecvate din Manualul pentru Centrele pentru Controlul si Prevenirea
Bolilor / Institutele Nationale de Sanatate, ,Biosecuritatea in laboratoarele
microbiologice si biomedicale”, editia a 4-a, mai 1999, sau editia curenta.

REACTIVI CARE CONTIN AZIDA DE SODIU

ATENTIE: Unii reactivi din acest kit contin azida de sodiu. Azida de sodiu poate
reactiona cu tevile din plumb sau cupru, formand azide de metal foarte explozive. La
aruncare, lasati sa curga un volum mare de apa, pentru a preveni acumularea de azida
(Directiva Consiliului  1999/45/CE). Pentru informatii suplimentare, consultati
,Decontaminarea tevilor de scurgere ale chiuvetelor de laborator, pentru eliminarea
sarurilor de azida”, din manualul-ghid Managementul sigurantei nr. CDC-22, publicat
de Centrul pentru Controlul si Prevenirea Bolilor, Atlanta, GA. SUA 1976.

Fraze privind natura riscului substantelor periculoase, conform Comunitatii
europene (Directiva Consiliului 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Nociv la inhalare, in contact cu pielea si la ingerare.

R 32 - In contact cu acizii elibereaza gaze foarte toxice.

S28 - Dupa contactul cu pielea, spalati imediat cu multa apa.

REACTIVI CARE CONTIN ACETONITRIL

Fraze privind natura riscului substantelor periculoase, conform Comunitatii
europene (Directiva Consiliului 88/379/CEE)

R11 - Foarte inflamabil.

R R23/24/25 - Toxic la inhalare, in contact cu pielea si la ingerare.

S16 - A se pastra departe de surse de foc - Fumatul interzis.

S36 - Purtati imbracaminte de protectie adecvata.

S43 - In caz de incendiu, folositi substante chimice uscate sau dioxid de carbon.

845 - Tn caz de accident sau daca nu vé simtiti bine, consultati imediat medicul.

S51 - Utilizati numai in zone bine aerisite.

REACTIVI CARE CONTIN ETANOL
ATENTIE - INFLAMABIL

Fraze privind natura riscului substantelor periculoase, conform Comunitatii
europene (Directiva Consiliului 88/379/CEE)

R11 - Foarte inflamabil.

S16 - A se pastra departe de surse de foc - Fumatul interzis.

843 - In caz de incendiu, folositi substante chimice uscate sau dioxid de carbon.

REACTIVI CARE CONTIN IOD-125

Acest kit contine material radioactiv care nu depaseste 4 uCi (148 kBq) de iod-125.
Adoptati masuri de precautie adecvate si respectati bunele practici de laborator pentru
conservarea, manuirea si aruncarea acestui material.
Pentru practicienii sau institutile care primesc radioizotopi in cadrul unei licente
generale:
Acest material radioactiv poate fi primit, achizitionat, detinut si utilizat numai de medici,
veterinari care practica medicina veterinara, laboratoare clinice sau spitale, si numai
pentru analize clinice in vitro sau analize de laborator care nu presupun administrarea
internd sau externd a materialului, sau a radiatiilor sale, la oameni sau la animale.
Primirea, achizitionarea, detinerea, folosirea si transferul sunt supuse reglementarilor si
licentei generale a Comisiei de reglementare nucleara a SUA sau a statului cu care
Comisia a stabilit un acord pentru exercitarea autoritatii normative.

1. Depozitarea materialului radioactiv trebuie limitata la o zona desemnata in mod

specific.
2. Accesul la produsele radioactive trebuie limitat numai la personalul autorizat.
3. Nu pipetati materialul radioactiv cu gura.
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4. Nu consumati alimente sau bauturi in zonele de lucru desemnate pentru
materialele radioactive.

5. Zonele unde se pot produce revarsari de lichide trebuie sa fie curatate, apoi
spalate cu un detergent alcalin sau cu solutie de decontaminare radiologica.
Recipientele de sticla utilizate trebuie sa fie bine clatite cu apa inainte de a fi
spalate alaturi de alte recipiente de laborator din sticla.

Pentru practicienii sau institutile care primesc radioizotopi in cadrul unei licente
specifice:

Primirea, folosirea, transferul si aruncarea materialelor radioactive sunt supuse
reglementarilor si conditiilor licentei dv. specifice.

ATENTIE: Acest produs contine o substanta chimica ce este recunoscuta in statul
California ca fiind cancerigena.

ATENTIE: Radioactivitatea indicatéd pe instructiunile din pachet poate fi putin
diferita fatd de radioactivitatea tiparitd pe eticheta cutiei si pe eticheta fiolei cu
trasor. Pe eticheta cutiei si pe eticheta fiolei cu trasor este indicata cantitatea
efectiva de radioactivitate la data calibrarii, pe cand instructiunile din pachet indica
radioactivitatea teoretica a kitului.

6. INDICII ALE UNEI POSIBILE DETERIORARI A REACTIVILOR DIN KIT
6.1 Prezenta de particule anormale in oricare dintre reactivi. (Tamponul NSB,
antiserul si reactivii de precipitare DAG pot fi tulburi.)
6.2 O modificare a pantei sau a pozitiei curbei de calibrare fata de cea obtinuta in
mod normal.
6.3 O diminuare a legarii maxime.
6.4 O legare nespecifica ridicata.

7. COLECTAREA S| PREPARAREA PROBELOR
Sunt necesari cincizeci (50) microlitri de ser sau plasma (EDTA sau heparind) pentru
extractia 25-OH-D; un volum de 150 microlitri va permite repetarea analizelor si va
furniza un volum adecvat de pipetare.
Cu acest kit se pot utiliza ser sau plasma umane. La aceasta analiza se pot utiliza
anticoagulantii EDTA sau heparind. Se recomanda o proba recoltatd pe neméancate,
dar nu este obligatoriu. Sangele trebuie recoltat aseptic prin punctie venoasa, intr-o
eprubeta sub vid, de sticla, de 5 sau 10 mL. Lasati sangele sa se coaguleze la
temperatura camerei (15-25°C). Centrifugati timp de 15 minute la aproximativ 760 x g*
pentru a obtine ser fara hemoliza. Nu sunt necesari aditivi sau conservanti pentru a
pastra integritatea probei. Toate obiectele din plastic, sticla sau alte materiale care vin
in contact cu proba nu trebuie sa fie contaminate. Depozitati mostrele de ser sau
plasma la -20°C sau mai putin. Probele pot fi depozitate in fiole de sticla sau de plastic,
inchise ermetic pentru a preveni uscarea probei.
Un studiu efectuat de DiaSorin pe un numar limitat de probe de la pacienti a aratat ca
probele sunt stabile pana la 9 saptamani, cand sunt depozitate la -20°C. Nu s-au
observat modificari semnificative ale valorilor dupa 3 cicluri de congelare-decongelare
a probelor. Trebuie evitate ciclurile repetate de congelare-decongelare. Probele
transportate trebuie s& ajunga la destinatie congelate.

8. ECHIPAMENT Sl MATERIALE NECESARE, DAR CARE NU SUNT
FURNIZATE
- Eprubete de sticla borosilicat de unica folosinta, 12 x 75 mm.
NOTA: Eprubetele de plastic nu sunt adecvate pentru utilizarea cu acest kit.
- Centrifuga cu controlul temperaturii, pentru 12 x 75 mm eprubete.
- Contor de raze gamma adecvat pentru iod-125.
- Agitator Vortex.
- Dispozitive de pipetare

*g = (1118 x 10®) (raza in cm) (rpm)°
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a.

b.

Micropipete calibrate pentru a furniza 25 pL si 50 pL (eroare mai mica sau
egala cu + 1%).

Dozatoare cu repetitie cu varfuri calibrate pentru a furniza 50 pL, 500 pL si
1,0 mL (eroare mai mica sau egala cu £ 1%).

NOTA: Pentru procedurile de extractie si de analiz&, consultati ,Echipament si
materiale necesare, dar care nu sunt furnizate" pentru specificatiile pipetelor.

9. PROCEDURA DE EXTRACTIE

9.1

9.2
9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

Pregatiti 12 eprubete de 75 mm, din sticla, de unica folosinta, pentru fiecare
proba-etalon, proba-martor si proba de la pacient.

Adaugati 500 pL de acetonitril in fiecare eprubeta.

Puneti varful pipetei care contine 50 pL de etalon, martor sau proba de la
pacient, sub suprafata acetonitrilului si adaugati INCET in acetonitril.

Agitati in vortex timp de 10 secunde.
Centrifugati la 1200 x g* timp de 10 minute la 20-25°C.

Pipetati alicote duble de 25 pL din supernatant in 12 eprubete separate de
75 mm, etichetate in mod adecvat. ATENTIE: Aveti grija s& nu agitati
precipitatul.

Analizati supernatantii conform cu procedura de analiza.

10. PROCEDURA DE ANALIZA

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

10.8

Lasati toti reactivii si probele sa ajunga la temperatura camerei. Nu lasati
reactivii sa ajunga la temperaturi mai mari de 25°C.

Pregatiti doua serii de 12 eprubete de 75 mm, etichetate, din sticla, de unica
folosinta, conform Schemei de Analiza de pe ultima pagina.
Adaugati reactivii dupa cum urmeaza:
a. Eprubete pentru numaratoarea totala

50 yL de 25| 25-OH-D

1,0 mL de Tampon de adaugire/NSB
b. Eprubete pentru legarea nespecifica (NSB)

25 pL de proba-etalon 0 (extras)

50 pL de %] 25-OH-D

1,0 mL de Tampon NSB/de adaugire
c. Probe-etalon, probe-martor si probe necunoscute

25 pL de etalon, martor sau proba necunoscuta (extras)

50 pL de '] 25-OH-D

1.0 mL de antiser 25-OH-D
Agitati lent in vortex, fara a face spuma, si incubati timp de 90 (+/- 10) minute
la 20-25°C.
Adaugati 500 pL de complex de precipitare DAG (complexul de precipitare
DAG trebuie amestecat bine inainte de si in timpul utilizarii), in toate
eprubetele, cu exceptia celor pentru numaratoarea totala.
Amestecati bine continutul eprubetelor si incubati timp de 20-25 minute la
20-25°C.
Adaugati 500 uL de Tampon NSB/de adaugire in toate eprubetele, cu exceptia
celor pentru numaratoarea totald. Agitati lent in vortex pentru a amesteca bine
continutul eprubetelor. Aveti grija cand efectuati aceasta etapa, pentru a evita
fmproscarea din cauza volumului mare de lichid din eprubeta.
Centrifugati toate eprubetele timp de 20 minute la 20-25°C si 1800 x g*, cu
exceptia celor pentru numaratoarea totala.

*g = (1118 x 10®) (raza in cm) (rpm)?
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10.9  Decantati supernatantii, cu exceptia eprubetelor pentru numaratoarea totala,
folosind un suport pentru eprubete din burete sau dintr-un material similar,
rasturnand suportul intr-un recipient adecvat pentru deseuri. Puneti suportul
cu fundul in sus pe hartie absorbanta, timp de 2-3 minute. Stergeti eprubetele
cu delicatete, pentru a inlatura orice urma de lichid.

10.10 Intr-un contor de raze gamma se efectueaza numaritoarea pentru fiecare
eprubeta, timp de minim 1 minut. Numaratoarea pentru fiecare tub trebuie
efectuata pe un interval de timp suficient de lung pentru a garanta precizia
statistica. (Vezi sectiunea cu rezultatele: Limitele procedurii.)

11. COMENTARII PRIVIND PROCEDURA

11.1  Adaugati fiecare alicota de reactiv in treimea inferioara a eprubetei de analiza
pentru a garanta o amestecare completa a reactivilor.

11.2  Pentru a monitoriza complet precizia constanta a unei analize RIA pot fi
controlati si alti factori suplimentari. DiaSorin sugereaza o verificare regulata a
urmatorilor parametri pentru a asigura o precizie constanta a kitului.

a. Numaratori totale

b. Legarea maxima
Numaratoarea medie pe minut (,counts per minute’”, CPM) pentru
eprubeta etalonului 0 / CPM mediu
pentru eprubetele de numaratoare totala.

c. Legarea nespecifica
CPM mediu al eprubetei NSB / CPM mediu pentru eprubetele de
numaratoare totala.

d. Panta curbei de calibrare
De exemplu, monitorizati punctele de la 80 si 50% de pe curba de calibrare.

12. CONTROLUL DE CALITATE

Fiecare laborator ar trebui sa includa cel putin doua probe-martor (una la nivelul jos-
normal si una la nivelul inalt-normal) in fiecare analiza, pentru a monitoriza precizia
analizei. Se pot utiliza martori disponibili in comert sau cei doi martori de referinta
furnizati Tn kit. Martorii din kit au fost evaluati de DiaSorin utilizandu-se kitul RIA
DiaSorin 25-hidroxivitamina D '®°I. Intervalul concentratiilor pentru fiecare control este
inscris pe certificatul de analiza si indica limitele stabilite de DiaSorin pentru valorile
controlurilor care pot fi obtinute in cadrul procedurilor de dozare veridice.

Probele-martor trebuie tratate ca probe necunoscute si analizati in duplicat. Tabelele
de control al calitatii trebuie pastrate, pentru a urmari precizia martorilor. Limitele
acceptabile ale preciziei trebuie determinate de fiecare laborator individual, la fiecare
nivel de control, folosind metode statistice concepute pentru a detecta atat erorile
sistematice, cat si pe cele aleatorii. Rezultatele controlului trebuie sa corespunda
criteriilor laboratorului privind acceptabilitatea inainte de a comunica pacientilor
rezultatele analizei.'® %20

13. CALCULAREA REZULTATELOR

Existd numeroase metode pentru a calcula rezultatele RIA. Fiecare se bazeaza pe
obtinerea unei curbe de calibrare prin trasarea extensiei legarii fatd de concentratiile
indicate pentru probele-etalon de calibrare. Acest grafic poate fi o scala liniara sau
logaritmica. Fiecare dintre aceste metode da, practic, aceleasi valori pentru probe-
etalon si probe-martor, desi unele analize se pot ,potrivi” mai bine intr-o anumita
metodd, in comparatie cu alta. Metoda de calcul pentru Controlul de calitate de
laborator DiaSorin este% B/Bo n raport cu concentratia pe scala logaritmica.

131 Calculati CPM mediu pentru fiecare proba-etalon, proba-martor si proba
necunoscuta.

13.2  Scadeti CPM mediu al eprubetelor NSB din toate numaratorile.

118



13.3  Impartiti CPM-ul corectat al fiec&rui etalon, martor sau proba necunoscuté cu
CPM-ul corectat al probei-etalon 0.

CPM al probei-etalon sau al probei necunoscute — CPM al NSB
B/Bo (%) = - x 100
CPM al probei-etalon 0 — CPM al NSB

13.4  Utilizati o hartie milimetrica cu 2 cicluri, semi-log sau log-logit, si trasati
procentul B/Bo pentru etaloanele 25-OH-D (axa verticald) in raport cu
concentratia (axa orizontala).

13.5  Trasati o linie de regresie prin puncte.

13.6 Interpolati nivelurile de 25-OH-D din probele necunoscute din linia trasata.

13.7  Daca o proba necunoscuta a fost diluata, corectati cu factorul de dilutie adecvat.

13.8  Calculati legarea maxima impartind CPM al etalonului 0 prin media
numaratorilor totale obtinute in eprubetele pentru numaratori totale.

13.9 Se pot utiliza si programe de reducere automata a datelor pentru a analiza
datele. DiaSorin utilizeaza RIACalc (Pharmacia) cu un program de ajustare
SPLINE uniform pentru%B/Bg in raport cu concentratia logaritmica. Alte
metode de reducere a datelor trebuie sa fie validate inainte de a fi incluse in
utilizarea regulata.

TABELUL |
Date esantion RIA DiaSorin 25-OH-D Vitamin D
Procent Grafic
CPM CPM CPM Legare Procent Conc.
Eprubeta duplicat mediu  corectat (B/T) (B/Bo) (ng/mL)
Numaratoare totala 41878 40901
39924
NSB 555 531 1,3
508
Proba-etalon 0 19585 19822 19291 48,5
19673
20314
19718
Probe-etalon
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 53,4 12
10670
3 7182 7411 6880 35,7 20
7642
4 4687 4654 4123 21,4 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
Probe necunoscute
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24,0 40,4
4720

In TABELUL | si in FIGURA 1 sunt aratate date pentru probe tipice si o curba de
calibrare; aceste informatii servesc doar ca referinta si nu trebuie utilizate pentru
calcularea valorilor.
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Figura 1

CURBA STANDARD PENTRU PROBA DE 25-HIDROXIVITAMINA D
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14. LIMITELE PROCEDURII

141

14.2

14.3

14.4

14.5

Duratele de numarare trebuie sa fie suficiente pentru a preveni erorile
statistice (de exemplu, acumularea de 2.000 CPM va da o eroare de 5%;
10.000 CPM vor da o eroare de 1%).

Rezultatele analizei trebuie utilizate in combinatie cu alte date clinice si de
laborator, pentru a ajuta medicul clinician in luarea unor decizii individualizate
privind tratamentul pacientilor adulti.

Efectele datorate hemolizei sau lipemiei, prezente in probe de la pacienti, nu
au fost evaluate pentru aceastda analizd; cu toate acestea, extractia
acetonitrilului poate reduce interferentele datorate acestor substante.

Cea mai mare sursa de imprecizie in aceastd metoda este probabil etapa de
extractie. Alte surse de imprecizie procedurala pot fi micropipetele imprecise
sau reactivii expirati.

Anticorpul din kit va demonstra o oarecare reactivitate incrucisata cu toate
formele de steroizi ai di-hidroxivitaminei D2 si D3; la om, acesti produsi sunt
prezenti in mod natural numai in concentratii picomolare.

NOTA: Caracteristicile de precizie ale acestei analize nu au fost stabilite si
pentru copii.
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15. VALORI PREVAZUTE
Interval de referinta
Este important ca fiecare laborator sa isi stabileasca intervalul propriu de referinta,
reprezentativ pentru populatia sa tipica. Factori precum expunerea la UV 9,
anotimpul,''? rasa’ si regimul alimentar® afecteaza nivelurile de 25-OH-D la om. O
descrestere a nivelurilor de vitamina D o datd cu varsta a fost demonstrata in
literatura; cu toate acestea, cercetarile efectuate in majoritatea acestor studii au fost
efectuate in tari din Europa de Nord, unde e mai putind lumina solara si unde
alimentatia nu este Imbogatita.5's'® Acesti factori, asociati cu diferente foarte variabile
in criterile de sanatate si in situatia administrarii medicamentelor, ingreuneaza o
generalizare a efectului varstei, separat, asupra nivelurilor de vitamina D."? Studiile
efectuate in S.U.A. au dat rezultate echivoce, in unele se demonstreaza prezenta, iar
in altele absenta unui declin al nivelurilor de vitamina D o data cu varsta. Se stie ca
anticonvulsivele produc o scadere a nivelurilor de 25-OH-D, la fel ca si utilizarea pe
termen lung a cremelor de protectie solara care contin acid p-aminobenzoic."”” Nu s-a
stabilit un interval de referinta pediatric, de catre DiaSorin, utilizand acest kit.
DiaSorin a evaluat serul recoltat de la 20 de barbati si 24 de femei, aparent sanatosi, in
majoritate voluntari de rasa alba din zona centro-occidentala a S.U.A., cu ajutorul kitului
RIA DiaSorin 25-hidroxivitamina D '?I. Varsta voluntarilor era cuprinsa intre 23 si 67 ani.
Probele au fost recoltate in luna octombrie. S-a observat doar o mica diferenta in nivelurile
de 25-OH-D intre barbati (medie = 21,7 ng/mL) si femei (medie = 24,1 ng/mL) in acest
grup de referinta. Media pentru intreaga populatie (n = 44) a fost de 23,0 ng/mL cu un
interval la 2 deviatii standard de 9,0 — 37,6 ng/mL.
S-a observat o prevalenta ridicata a carentei subclinice de 25 OH vitamina D la populatii
aparent sanatoase, in multe tiri, in special in lunile de iama."*™ Literatura recenta
sugereaza urmatoarele intervale pentru clasificarea nivelului de 25 OH vitamina D: Carenta:
0 pana la 5 ng/mL (0 — 12,5 nmol/L); Insuficienta: 5 pana la 20 ng/mL (12,5 - 50 nmol/L);
Hipovitaminoza D: 20 - 40 ng/mL (50 - 100 nmol/L); Suficienta: 40 - 100 ng/mL (100 -
250 nmol/L); si Toxicitate: mai mult de 100 ng/mL (> 250 nmol/L).**

16. CARACTERISTICI SPECIFICE DE PERFORMANTA
16.1 Precizie
Precizia analizei a fost evaluata de DiaSorin testandu-se patru niveluri de control care
acopera curba pe o perioada de 23 de zile operative, in cadrul a 40 de analize. Fiecare
analiza includea cele patru controale x 2 extractii (4 repetitii). Conceptia studiului se
inscria in cadrul liniilor directoare ale Documentului EP5-T2 al CLSI. #? Calculul datelor
a fost facut utilizandu-se SAS PROC VARCOMP. Modelul statistic ajustat este un
model liniar cu efecte aleatorii.®

Medie Intra-analiza Imprecizie totala
(ng/mL) (% C.V.) (% C.V.)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0

16.2 Puritate

Puritatea analizei a fost verificata prin testul de dilutie si de recuperare.

LINEARITATE (PARALELISM)
Studiu de dilutie in serie a 4 probe de la pacienti (valori = ng/mL)

Proba Nediluata 1/2 1/4
1 74,6 79,4 74,8
2 87,8 96,4 95,2
3 85,6 88,2 82,4
4 55,2 57,8 60,4
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Recuperare

S-au adaugat cantitati cunoscute de 25-OH-Ds in probele de ser de la pacienti si s-a
determinat procentul de recuperare.

Conc. Cantitate *Prevazut Conc.
Proba initiala adaugata Conc. masurata
Numar (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Recuperare
1 15,8 5,0 25,5 24,8 97%
10,0 35,1 41,8 119%
25,0 62,7 61,9 99%
2 51,2 5,0 60,6 62,0 102%
10,0 69,8 73,8 106%
25,0 96,4 99,4 103%
3 26,6 5,0 36,2 33,5 92%
10,0 45,7 54,0 118%
25,0 73,0 82,8 113%
4 57,3 5,0 66,6 63,8 96%
10,0 75,8 78,1 103%
25,0 102** 104** 102%
5 41,3 5,0 50,8 48,5 95%
10,0 60,1 56,1 93%
25,0 87,0 93,2 107%

*  Calcului concentratiei prevazute de 25-OH-D include factorul de dilutie introdus cu
solutia adaugata.

*k

Acestea sunt valorile extrapolate, concentratia masurata este > 100 ng/mL (proba-
etalon principal)

16.3 Sensibilitatea analizei (Limite de detectare)
Sensibilitatea acestei analize, cand e definita ca fiind cantitatea cea mai mica diferita
de zero la 2 deviatii standard sub CPM mediu al probei-etalon zero (n = 20), s-a
demonstrat ca fiind mai mica sau egala cu 1,5 ng/mL. Acest nivel de sensibilitate e
valabil atat pentru utilizarea etalonului “1”, cat si pentru a celui “Optional”.

16.4 Specificitatea analitica
Datele privind reactivitatea incrucisata a antiserului folosit in acest kit sunt exprimate
ca fiind raportul dintre concentratia 25-OH-D si concentratia substantei reactive
ncrucisate la o inhibitie de 50% a legérii maxime.

Steroid % Reactivitate incrucisata
Vitamina D2 0,8
Vitamina D3 0,8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(OH)2-D2 100
25,26-(OH)2-D3 100
1,25-(0OH)2-D2 11,0
1,25-(0H)2-D3 11,0

CONSULTATI ULTIMA PAGINA PENTRU REFERINTE
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SCHEMA ANALIZEI

1. Extrageti probele: Turnati 500 uL de acetonitril intr-o eprubetd de sticla si
adaugati incet 50 uL de proba-etalon, proba-martor sau proba de la pacient, sub
suprafata acetonitrilului. Agitati in Vortex timp de 10 secunde si centrifugati la
1200 x g* timp de 10 minute la 20-25°C.

2. Turnati reactivii conform urmatoarei scheme:

Numaratori Etalon | Etaloane si probe
Eprubete/Reactivi totale NSB 0-6 necunoscute
Etaloane 0 extrase - 25 uL - -
Etaloane extrase - - 25 uL -
Etaloane extrase - - - 25 uL
Probe necunoscute ) B } 25 UL
extrase
Trasor 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
Tampon NSB/ de 10mL | 1omL | - -
adaugire
Antiser 25-OH-D - - 1,0 mL 1,0 mL

3. Amestecati bine, incubati timp de 90 minute (+/- 10 minute) la 20-25°C.

4. Adaugati 500 uL de complex de precipitare DAG in toate recipientele, cu exceptia
eprubetelor pentru numaratoarea totala.

5. Amestecati bine, incubati timp de 20-25 minute la 20-25°C.

6. Adaugati 500 uL de Tampon NSB/de adaugire in toate recipientele, cu exceptia
eprubetelor pentru numaratoarea totala.

7. Centrifugati la 1800 x g* timp de 20 minute.
8. Decantati supernatantii.

9. Efectuati numaratoarea pentru fiecare eprubetad intr-un contor de raze gamma,
timp de minim 60 secunde.

*g = (1118 x 10®) (raza in cm) (rppm)?
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KWUT 3A PAOMOUMYHOMNOIMMYEH AHATU3 (PUA, RIA) C "I HA
25-XWAPOKCUBUTAMWH D

1. NMPEAHA3HAYEHUE

3A UH BUTPO ONATHOCTUKA.

Hactoswmar kuT e npedHa3HayeH 3a KONMWYECTBEHO onpegensiHe Ha 25
xvapokevButammH D (25-OH-D) n Ha apyrv xvppoKkcunupaHn MeTabonut Ha BUTaMuH
D B YoBeLIKM CepyM UNKM Nnasma WU ce M3non3Ba 3a OLeHKaTa Ha KONMMYecTBOTO Ha
ButamuH D B opraHnama. Pe3yntaTtute oT TecTa TpsibBa Aa ce U3nonsBaT CbBMECTHO C
OPYrN KNWHWYHW 1 nabopaTopHM AaHHU B MOMOLL Ha KMUHWLMCTa Npy B3emaHe Ha
peLieHnss MO OTHOLUEHWE Ha FeYeHMeTO Ha OTAENHW MauueHTW B nonynaumsta ot
Bb3PaCTHM NaUNEHTW.

2. KPATKO U3NOXEHWE N OBACHEHUE
Cnep HaBnu3aHe Ha kanuudepona (ButamuH D) B umpkynauusita Tou ce metabonusmpa
[0 HSKOIMKO CbeAMHEHVS, KaTo MMaBHOTO OT TAX e 25-xuppokcukanuudepon (25-OH-D).
MbpBaTta cTbnka B MeTabonunama Ha ButamuH D - 25 xvapoKeunmnpaHeTo - MpoTuya rnaBHO
B YepHus ,qp06.1 Mpn 4yoBeka camo manka 4YacT ot 25-OH-D ce mertabGonusupa B
6BbOpeunte A0 Apyry MeTabonuTn Ha AUXMOPOKCMBUTAMUH D.2* Tuit kato 25-OH-D e
npeobnapaesallarta umpkynvpaila gpopma Ha ButammH D B 3gpaBaTa nonynaums, cMmsaTta
ce, Ye TA e Hal-HaAeXOHUAT NokasaTen 3a ctaTyca No OTHOLEHWE Ha BUTaMuH D.
Oeete rmaBHn opmn Ha 25-OH-D ca xonekanuudepon (ButammH Djz) u
eprokanuudepon (BUTaMunH D2).3'5 ButamuH D3 ce o6pasyBa rmaBHO noa Bb3OeNCTBUETO
Ha ynTpaBMONETOBMTE NbYM B KOXaTa, Aokato D, ce nonyyasa rmaBHO OT W3TOYHULM B
XpaHata. Tbi KaTo Te3n ABe POAUTENCKW CbeOVHEHWS UMaT pas3nuyeH MpUHOC 3a
dopmmpaHe Ha obLwma ctaTyc no OTHoweHve Ha ButamvH D Ha oTaenHus wHavMBWA,
BaXHO € 1 aBeTe POPMM Aa Ce U3MepBaT No eauH U Cbily HaunH.®” MpoBeaeHy ca ronsim
Opoi Hay4HW u3credBaHus, KOUTO NpeaocTaBAT MHdopMaums 3a HuBaTa Ha 25-OH-D B
LMpKynaumsaTa n Heroust MeTabonusbM, KakTo 1 3a (13MONIOMMYHOTO MM 3HAYEHMe.
M3avepBaHeTto Ha 25-OH-D npupobviBa BCe MO-ronsMO 3HaYeHVe 3a JIeYEeHWEeTO Ha
NauUMeHT! C PasnnyHN pascTPoVCTBA Ha Kanuueens MeTabonmnabM, CBbP3aHN C paxuTa,
HeoHaTanHata xunokanuuemusi, OpemMeHHOCTTa, XxpaHuTenHata wu 6vbpeyHaTa
ocTeoaucTpodusi, XunonapaTvpeouamamMa 1M MocTMeHornaysanHaTta octeornoposa.®® '
SABEJIEXXKA: He ca ycraHoBeHu cneunduyHUTe xapaktepucTukum Ha Tecta DiaSorin
25-OH-D B geTcku nonynaumu.

3. MPUHUMN HA TECTA

TectbT DiaSorin 25-OH-D Bkno4Ba npouegypa OT ABe CTbhkW. [NbpBaTta CTbhka ce
cbCTOM OT Obp3a ekcTpakumsa ¢ aueToHMTpun Ha 25-OH-D u gpyru xvapokcunupaxu
meTabonuTn oT cepym unu nnasma. Cnep ekcTpakuusAta TpeTupaHaTta npoba ce
aHanuaupa € nomolyta Ha paBHOBecHa npouedypa Ha PUWA. Metogbt Ha PUA ce
6asvpa Ha aHTUTANO CbC cneumduyHocT KbMm 25-OH-D. lNpobata, aHTUTANOTO M
M30TOMHUAT MHAMKATOp ce WHKybupat 3a 90 muHyTn npu 20-25°C. Cren 20-muHyTHa
nHKyGaums npu 20-25°C ce ocbLUecTBsIBa cenapaumst Ha hasuTe ¢ BTOpU NpeumnuTMpalL
aHTUTANoOTO Komnnekc. Cnep uwHkybaumsita M npedu LeHTpodyrupaHeTo ce fobass
bydep “NSB/gobaBsHe”, 3a Oa noAnoMorHe HamansiBaHeTo Ha HecneunmduyHoTo
CBbp3BaHe.
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4. BKINIOYEHU B KUTA PEATEHTU

25-OH-D kanubpatopu 6 donakoHa/1 ml
25-0OH-D 6ydep “NSB/gobassiHe” 1 6ytTnnka/70 ml
25-OH-D aHTucepym 1 6yTunka/105 ml
25-OH-D n3oTtoneH nigukatop 1 donakoH/6 ml
25-OH-D DAG npeuunutmpaly, Komnnekc 2 chnakoHa/30 ml
25-OH-D koHTponu 2 cpnakoHa/1 ml
25-OH-D aueTtoHuTpun 2 donakoHa/15 ml
Bpon TectoBe 100

CBbXPAHEHWE: Cnepn nonyyaBaHe KUTbLT TpsibBa Aa ce cbxpaHsiBa npu 2-8°C. Cnen
pa3neyaTBaHe BCEKM peareHT TpsibBa Oa ce CbxpaHsiBa npu 2-8°C oo AaTata Ha
M3TMYaHe Ha CpoKa Ha rodHOCT, NMocoyeHa BbpXy eTukeTa. PeareHTuTe He TpsibBa Aa
ce v3nonaeat crej AaTaTa Ha M3TU4aHe Ha cpoka Ha rogHocT. [lataTta Ha u3TndaHe Ha
Cpoka Ha rofiHOCT Ha KUTa € NoCoYeHa BbpXy BBLHLUHWUSA €TUKET U OTroBaps Ha aaTtaTa
Ha M3TUYaHe Ha cpoka Ha FOAHOCT Ha M30TOMHUA UHAKUKATOP.

He TpsibBa ga ce cmecBaT peareHTu OT pasnuyHu napTuam.

4.1 25-OH-D 6ydhep “NSB/gobaBsiHe”: roToB 3a ynotpeba peareHT
dPocaTtHo-xenaTuHoB H6ydep, cbabpxaly 0,1% HaTpveB a3ung. To3n KOMMOHEHT nMa
OBOVHa yHKUMs. Tol n3NbnHsiBa dyHKUMATa kakTto Ha NSB 6ydep, Taka u Ha 6ydep
3a nobassHe.

4.2 25-OH-D kann6paTtopu: roToB 3a ynotpeba peareHT

LWect (25-OH-D3) kanubpaTopy B KOHUeHTpauuu B gmanaszoHa 0-100 ng/ml ca
npeaBapuTenHo paspeaeHn B obpaboTeH vosellkn cepyM, cbabpxaly 0,1% Hatpues
a3na. PaboTeTe BHMMAaTEnHoO ¢ Te3n peareHTu (BX. “NpeaynpexpeHvs u npeanasHu
mepkun”). Kannbpatopute Ha kuta ca kannbpupanu ¢ nomowyra Ha YB kBaHTUdmkaums
n noTBbpAeHu ¢ BETX aHanus. KanubpatopuTe Ha kuta ca B3aumo3aMeHsieMn Mexay
npobute Ha NMauMeHTUTEe, ako Ce U3MOM3BaT, KaKkTo Ce NperopbyBa, C peareHTuTe u
onepaTVBHUTE NPOLIeAypPV Ha HACTOSILLMS UH BUTPO AUArHOCTUYEH TeCT.

3ABEJIEXKA: [llo xenaHve Moxe fa 6bae cb3gageH kanubpatop ‘Mo msbop”
(2,5 ng/ml) upes paspexagaHe 1:2 Ha kanubpaTop “1” Ha kuTa B Hyneeus kanubpaTop
Ha kuTa (T.e. 100 ul “1” + 100 ul “0”). ToBa paspexagaHe TpsibBa Aa O6bAe U3BBbPLUEHO
npeaM ekcTpakuusaTa, crieq KoeTo ekcTpakuusita ga 6bae u3BbplleHa cnopepn
nMcTOBKaTa Ha npoaykra.

4.3 25-OH-D aHTUCcepyM: roToOB 3a ynoTpeba peareHT.

Ko3an aHTn-25-OH-D cepym e pa3peneH BbB pocaTHo-xenaTtnHos bydep, Cbabpiall
0,1% HaTpues asug.

4.4 25-OH-D3 nsotoneH nHamMkaTop: rotos 3a ynotpeba peareHT.

Voampan ['?I] aHanor Ha 25-OH-D3 e paspeneH B eTaHon-chocchaTeH Gycep. PaboTeTte
BHMMATESHO C To3u peareHT (BX. “lNpeaynpexaeHns v npegnasHu Mepku”).

4.5 Marapewku aHTu-ko3un (DAG) npeuunuTMpaly KOMMMEKC: rotoB 3a ynotpeba
peareHT.

Marapelukn aHTU-Ko3u cepyM, CTaHAapTeH KO3W CepyMm W MOMWETUNEH FMuKon ca
pa3spenenn B BSA-6opateH Bydep, cbabpxally reHtamuuuH cyndat n 0,1% HaTpues
a3ng. Pasbbpkante 3a 5-10 MuHyTM Npeam n no BpemMe Ha ynoTtpeba, 3a ga ocurypurte
rosly4aBaHe Ha XOMOreHHa CyCrneH3usi.

4.6 25-OH-D koHTponu: roToB 3a ynotpeba peareHT.

Yosewkn cepym, cbabpxaw, 0,1% HaTpueB asna, € MapkMpaH CbC CbOTBETHU
konuuectBa 25-OH-D3, 3a fa ce nonyyat KOHLUEHTpauUMy Ha KOHTPoOnuTe, nonajailiy B
onpegeneHn obxeaTu. PazbbpkaiiTe WaTenHo u TpeTMpante Kato HeM3BeCTHU Npobu.
KoHTpona 1 e npeactaBuTenHa 3a HUCBbK-HOpMarneH obxBaT, a KoHTpona 2 e
npeacTaBUTENHA 3a BUCOK-HOpMarieH obxBat. [lnanasoHbT OT KOHLEHTpaLun 3a Besika
KOHTpOMna e yka3aH Ha cepTudukaTa 3a aHanu3 u nokassa rpaHMLMTe 3a KOHTPONHUTE
cTorHocTH, onpeaenexun ot DiaSorin, konto moraT Aa 6b4a NonyyYyeHn Npu AOCTOBEPHU
aHanuau c Tecta. PaboTeTe BHUMaTEnNHO ¢ Te3un peareHTu (BX. “MpegynpexaeHus un
npeanasHy Mepku”).
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4.7 AueToHUTPUI: rOTOB 3a ynotpeba peareHT.

AueTtoHuTpun. OTroBapsi Ha U3MCKBaHWSATa 3a U3MOoN3BaHe C HacTosms kuT. Pabotete
BHMMATENHO C TOo3u peareHT (BX. “[MpegynpexgeHuss u npegnasHn mepku’). Tosu
NPOAYKT CbAbPXa CyX eCTECTBEH KayuyK.

5. NPEAYNPEXAEHUA N NPEANA3HU MEPKU
3A VIH BUTPO OWATHOCTUKA.
He e npegHasHaveH 3a BbTPELUHO UMW BBHLUHO NMPUIIOXKEHNE MPY XOpa UMM XXUBOTHMW.
BHUMAHUE: HactoswoTto u3genue moxe da 6bae nomydaBaHo, npuaobuBaHo,
npuTeXaBaHO W W3MOM3BaHO CaMO OT nekapw, KNMHWYHWM nabopatopuu, GonHuuw,
BETEPWMHAPHW Nekapy Unn HayydHu MHCTUTYuMKU. TecToBeTe TpsibBa Aa ce mpoBexaaT
camo OT NoAXOAALLO KBanuduumpaH n obyyeH nabopaTtopeH nepcoHan.
PEAFEHTHU, CbABPXALLU MATEPUAN OT YOBELUKU NPOU3X0A
TpeTupanTe KaTo NOTEHLMANHO MH(EKLIMO3HU.
Bcnukn cepymMHW/NnasmeHn eavmHULM, U3MNon3BaHu 3a NpUroTBSIHETO Ha TO3W MPOAYKT,
ca TeCcTBaHM C 0pobpeH OT AAMMHUCTpauMsATa 3a KOHTPOST Ha KayecTBOTO Ha
XpaHuTenHuTe nNpoaykTu u nekapcteeHuTe cpeactBa Ha CAL (U.S. FDA) metop 3a
Hanunyve Ha HBsAg, aHtutena kbm HCV 1 kbMm HIV 1/2 1 ca HepeakTnBHU. Bbnpeku ye
Te3n METOAM ca C BMCOKA TOYHOCT, T€ He rapaHTupart, ye e 6baaT OTKPUTU BCUYKK
MHEKTUpaHn eauHiun. To3n MpoAaykT MOXe Aa CbAbpXa W Apyrn martepuanu ot
YOBELLKM MPOU3X0A, 3a KOUTO HAMa 0A0bpeHn TecToBe. Tbil KaTO HUTO eAuH MosHaT
mMeToA 3a u3crnegBaHe He MOXe [a rapaHTupa ¢ MbflHa CUIYPHOCT nuncaTta Ha Bupyca
Ha xenatuT B (HBV), Bupyca Ha xenatut C (HCV), Bupyca Ha npugobutata MMyHHa
HepgocTaTb4yHOCT npu 4oBeka (HIV) unn Ha apyrM MHMEKUMO3HWN areHTW, C BCUYKK
NPOAYKTH, CbAbpXally matepuan OT YOBELUKM mpousxop, TpsibBa ga ce pabotu B
CbOTBETCTBME C [0b6puTe nabopaTopHM NPaKTUKM C npunaraHe Ha CbOTBETHWUTE
npeanasHW MepKu, KakTo € OnucaHo B PbKOBOACTBOTO Ha LleHTpoBete 3a
npodunakTka u KOHTpon Ha 6onecTute/HaumoHanHnsa 3gpaBeH MHCTUTYT “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”, nsaganue ot 04.05.1999 r. unm TekyLoTo
nsgaHue.

PEATEHTHU, CbABbPXALUN HATPUEB A3U[

BHUMAHUE: Hskon peareHTM OT TO3W KUT CbAbpxaT HaTpueB asuma. Hatpuesusat
aswg MoXe Ja pearvpa C OMOBHM WNW MedHW BOAOMPOBOAHWM MHCTanauuM u aa
obpasyBa CUIHO eKCNI03MBHU MeTanHu asugun. Npu n3xsbpnsHe NpPoMuiTe ¢ 06UNHO
KOnM4ecTBO BOAa, 3a Aa NpefoTBpaTWTe HaTpynBaHeTo Ha a3ug (OwpekTnBa Ha
CbBeta 1999/45/EC). 3a ponbnHuTenHa uHdopmauus BX. “Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” B Manual Guide-Safety Management
No. CDC-22, nsgageHo ot LleHTpoBeTe 3a KOHTPON M NpodwunakTuka Ha GonectuTe,
AtnanTa, xopoxus. CALL 1976 r.

MpenynpeautenHn ¢pa3m oTHocHOo pucka B EBponenckute O6WHOCTH
(OAvpekTnBa Ha CbBeTa 1999/45/EC)

R 20/21/22 — BpeeH npu BOuLLBaHe, KOHTAKT C KoXkaTa W NorfbluaHe.

R 32 - [pun KOHTaKT C KNCENWUHM CE OTAENSA CUMHO TOKCUYEH ras.

S28 - Cnea KOHTaKT C KoXaTa, TA BeJHara aa ce namme obunHo ¢ Boaa.

PEATEHTHW, CbABbPXALLN ALETOHUTPUN

MpepynpeautenHu ¢pasu oTHOocHO pucka B EBponenckute O6GWHOCTM

(OvpekTnBa Ha CbBeTa 88/379/EC)

R11 — lecHo 3ananum.

R23/24/25 — TokcuyeH npy BAWLIBAHE, KOHTAKT C KOXaTta 1 NOrfbLyaHe.

S16 - [1a ce cbxpaHsBa garneye oT M3TOYHULIM Ha 3ananBaHe - Aa He ce MyLn.

S36 - [la ce HocK noaxoAasLLo 3alMTHO 0BneKso.

S43 - lNpw noxap Aa ce n3nons3ea Cyx XMMUKan uiv BbrMepoaeH ANOKCUA.

S45 - lNpu 3nononyka unu HepasnonoXeHne Aa ce NoTbpcy He3abaBHO MeAMLMHCKA
NMOMOLL.

S51 - [1a ce nsnonsea camo Ha NPoBETPMBK MeCTa.

126



PEATEHTHW, COBPXALLU ETAHON
NPEAYNPEXAEHUE - 3ANANNM

MpepynpeautenHu d¢pa3u oOTHOCHO pucka B EBponenckute O6WHOCTH
(AvpekTnBa Ha CbBeTa 88/379/EC)

R11 — lecHo 3ananum.

S16 - [la ce cbxpaHsiBa Aanedye OT M3TOYHULIM Ha 3anarnBaHe - fa He ce MyLUn.

S43 - INpw noxap Aa ce n3nomnssa Cyx XMMUKan unv BbriepogeH Anokeua.

PEATEHTU, CbABLPXALLM NOA-125

HacToawmaT kit cbabpXa pagnmoakTuBeH matepuan, konto He npesuwasa 4 uCi (148
kBq) Ha 1og-125. lMpu cbxpaHeHue, paboTa C M M3XBBbPMSHE Ha To3W MaTtepuan
npeanpvemManTe NOAXoAsLM npednasHy MepkM U cnassainTe AobpuTe nabopaTopHu
NpaKTUKK.

3a npakTvKyBalyM nmua Unu MHCTUTYLUW, Noryvasaliy pagvounsoTonu no cunaTa Ha
06LL0 paspeLunTesnHo:

HactoswmsaT pagvoakTvBeH MaTtepuvan Moxe fAa 6Obae nonyyasaH, npupobusad,
npuTeXaBaH U U3MOM3BaH caMo OT flekapu, BETEPUMHAPHM fiekapu, Korato npakTukyBaT
BETEPMHApHa MeauuuHa, KMMHWYHM nabopatopum unm GOMHWLM U CaMo 3a WH BUTPO
KMUHWYHM UM nabopaTopHM TecToBe, KOWTO He BKIOYBAT BBTPELUHO MMM BBLHLUHO
NpuUroXeHWe Ha MaTtepvana, WM Ha pagvauusi OT Hero, Ha YOBELLKU CbLUecTBa Wnu
XMBOTHW. HeroBoTo nomny4vaBaHe, NnpuaobusaHe, nputexaHve, M3nona3saHe n TpaHchep
Ce W3BbpLIBAT CbIMACHO HOPMAaTUBHWUTE [OKYMEHTM U OOLOTO paspelunTenHo Ha
Komncusita 3a sigpeHo perynupaHe Ha CALL wnm Ha wata, ¢ kouto Komucusita e
CKIMHOYMNa crnopasyMeHue 3a YrpaxHsIBaHe Ha perynaTtopHu NpaBoOMOLLMSI.

1. PagnoaktmBHM MaTepuanu TpsibBa [a Cce CbxpaHsBaT CcamMO B creuuanHo
onpeaeneHa 3oHa.

2. [ocTbnbT OO0 pagMoakTMBHW MaTepuanu TpsbBa ga ce orpaHuyM camo o
YMbIIHOMOLLIEH NepcoHarn.

3. He nuneTtuparite pagnoaktuBH1 MaTepuanu c ycta.

4. He ce xpaHeTe unu MNWIATE TEYHOCTW B PaMKWUTE Ha 30HUTE, OnpefeneHn 3a
paboTa c paguoakTVBHU MaTepuanu.

5. 3oHuTe, KbAeTo MoraT ga HacTbnAT pas3nueu, TpsibBa Aa ce noacywat u cnej
ToBa TpsibBa Aa ce U3MUSIT C ankaneH AeTepreHT unu pas3Teop 3a paavonornyHa
AeKOHTaMuHaums. Bcuyku um3nonsBaHu CTbKNeHW cbaoBe TpsbBa pfa ce
M3nnakHaT UanocTHO C BoAa npeau M3MvBaHe 3aefHo C Apyra nabopaTtopHa
CTbknapusi.

3a npakTuKyBallM nuua Unu MHCTUTYLUK, NonyvaBaliy paguou3oTonu no cunata Ha
OrpaHVYeHO paspeLunTenHo:

MonyyaBaHeTO, M3non3BaHeTo, TpaHCPEPBLT U U3XBBLPNSHETO Ha pPagvoaKTUBHU
matepuanu ce W3BbpLUBAT CbIMACHO HOPMAaTWBHUTE [OKYMEHTM U YCroBusTa Ha
BAaLLETO OrPaHUYEHO Pa3pELLMTENTHO.

NMPEOYNPEXOEHUE: To3an npoaykT cCbAbpXa XuMMUKan, 3a KOWTO B LwaTta
KanndopHus e n3BecTHO, Ye NpuUnHABa pak.

BAXHO: lNMocoyeHaTa B nucTtoBkaTa paguMoakTMBHOCT Moxe fa 6bae Manko mno-
pasnuyHa OT paaMoaKkTUBHOCTTA, OTOGensidaHa BbpXy €TUKETA Ha KyTUsiTa U BbpXy
eTVKeTa Ha riakoHa C M30TOMNeEH MHAUKATOP. Bbpxy eTukeTa Ha KyTusiTa U eTuKeTa Ha
dnakoHa Ha M30TOMHUS WMHOMKATOP € MOCOYEHO peanHOTO  KONUYECTBO
pagvoakTUBHOCT Ha JdaTaTa Ha kanubpauusita, AoKaTo B NMCTOBKaTa € MocoyeHa
TeopeTnyHaTa paaMoakTUBHOCT Ha KuTa.

6. MPU3HALIM 3A Bb3MOXHO BNIOLLABAHE HA KAYECTBOTO HA

PEAFEHTUTE HA KUTA

6.1 Hanuune Ha abGHOPMHM YacTMuM mMaTepuan B KOWTO U Oa € OT peareHTuTe.
(NSB bydepnT, aHTUcepyMbT 1 DAG npeuvnuTupalimMTe peareHTU MoraTt Aa
nokassaT NOMbTHSIBaHE.)

6.2 l3mecTBaHe Ha HakMoHa WM Mo3UUMATa Ha KanubpauuoHHaTa kpuBa OT
HOPMarHOTO NONOXEHMeE.

6.3 HamansBaHe Ha MakcMManHoOTO CBbp3BaHe.

6.4  Bucoko HecneundpU4HO cBbLP3BaHE.
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7. B3EMAHE M NOAOrOTOBKA HA NPOBM
3a ekctpakuus Ha 25-OH-D ca Heobxoammu netaecet (50) mukponuTpa CepyMm wmu
nnasma (c EOTA vnu xenapwH); konuyectso oT 150 MUKponuTpa paspeluaBa NoBTOPEH
aHanu3 1 CbLLo Taka ocurypsisa afekBaTHU KONMYecTsa 3a nuneTupaHe.
C TO31U KMT MOXe [a Ce M3Mon3Ba Wiy YOBELUKM cepyM, unu nnasma. B HacTosiwmat
TecT moraT Ada ce usnonssaT aHTukoarynaHtute EATA vunu xenapuH. MNpenopbysa ce
B3eMaHe Ha Npobu Ha rnmagHo, Ho ToBa He e 3aabikuTenHo. Kpbe Tpsibea aa ce Bema
C acentMyHa TexHUKa 4Ype3 BeHenyHkumsi B 5 nnm 10 ml BakyymuMpaHu CTbKIEeHU
enpyBeTkn. OcTaBeTe KpbBTa Aa Ce CbCWpM Mpu cTarHa Temnepatypa (15-25°C).
LleHTpodpyrupanite 3a 15 MuHyTM Ha npubnuautenHo 760 x g*, 3a ga ce nonyyart
cepymu 6e3 xemonusa. He ca HyxHU go6GaBku unm KOHCepBaHTW 3a MoaabpXXaHe Ha
uenoctta Ha npobata. Bcuyku nnactMacoBM, CTBbKMEHWM WNAM ApyrM martepuanu,
BMM3ally B KOHTAKT ¢ npobaTa, TpsabBa aa 6baaT 6e3 kakBaTo U a € KOHTaMUHaLuS.
CbxpaHsBante cepymMHUTE wnM nnasMmeHute npobu npu -20°C wunm no-Hucka
Temnepatypa. [pobute mMoraT ga ce CbXpaHsiBaT B CTbKIEHW MMM MracTMacoBu
(hbrakoHM, ako Te ca MIbTHO 3anevyataHn 3a npefoTBpaTsiBaHe U3CbXBAHETO Ha
npobara.
MpoyuBaHe, npoBeaeHo oT DiaSorin ¢ orpaHunyeH 6poi Npobu oT nauueHTn, Nnokasea,
Ye npobute ca ctabunHn go 9 cegmmum, ako ce cbxpaHaBaT npu -20°C. He ce
HabnwgaBaT 3HAaYMMKM MPOMEHW B CTOMHOCTUTE crned 3 UMKbNa Ha 3ampassiBaHe-
pasmpassiBaHe Ha npobuTte. [MoBTapsWwM ce UMKIM Ha 3ampassiBaHe-pa3mpassiBaHe
TpsibBa ga ce m3bsareat. TpaHcnopTupaHu npobu no npuHUMn Tpsibea Aa npucTturat
3aMpaseHu.

8. HEOBXOOMMU MATEPUAINU N OBOPYABAHE, KOUTO HE CE JOCTABAT
- EnpyseTku oT 6opocunmkaTHO CTBKITO 3a eQHOKpaTHa ynotpeba, 12 x 75 mm.

3ABEJIEXKA: lNnacTtmacoBu enpyBeTkM He ca MoaxoAsy 3a M3nonssaHe C
TO3U KUT.

- LleHTpodbyra c koHTponunpaHa Temneparypa, nobupalia enpyBeTku 12 x 75 mm.
- [ama 6posi4, cnocobeH ga 6pou moa-125.
- Boptekc mukcep.
- TNunetupawum ycTpoicTea
a. Mwvkponunetopwu, kanmbpupaHu 3a HakansaHe Ha 25 pl n 50 pl (HeTouHOCT
no Marnka unv paeHa Ha = 1%).

6. MHorokpaTH/ [03aTopy, M3MNOM3BalM BpbxyeTa, KOMTO ca KanubpupaHu 3a
HakansaHe Ha 50 pl, 500 pl 1 1,0 ml (HeTo4HOCT No Manka unu paeHa Ha + 1%).

3ABENEXKA: MNpy npouenypvTe 3a eKCTpakumMsi U aHanva no-fgony HanpaseTe
cnpaBka B "Heobxogumun matepuanu u obopyaBaHe, KOUTO He ce AOCTaBAT  3a
cneuudukauumTe Ha nuNeTuTe.

9. MPOLEAYPA 3A EKCTPAKUUA

9.1 3a Bceku kanubpartop, KOHTpona v npoba Ha nauumeHT nogrotTBeTe 12 x
75 mm CTbKINEHN enpyBeTKM 3a eQHOKpaTHa ynotpeba c eTukeT.

9.2 [ob6asete 500 pl aueToHNTpUN KbM BCSiKa enpyBeTKa.

9.3 BbBefgeTe Bpbxdye Ha nuneta, cbabpkawo 50 pl ot kanubpaTopa,
KOHTponata unu npobarta Ha nauueHTa noj NOBbPXHOCTTA Ha aueToHUTpuna
n BABHO pgobaBeTe KbM aLeToHUTpUNa.

*g = (1118 x 10®) (paguyc B cm) (rpm)?
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9.4
9.5
9.6

9.7

ObpaboTeTe ¢ BopTekc mukcep 3a 10 cekyHaw.

LleHTpodpyrupaiite npu 1 200 x g* 3a 10 muHyTn npu 20-25°C.

Munetupante ase 25 yl anukBOTM OT cynepHaTaHTa B oTAenHn 12 x 75 mm
enpyBeTkM CbC CcboTBeTHM eTukeTv. BHUMAHUE: BhumaBsaiite ga He
HapyLuuTe LieniocTTa Ha yTankaTa.

AHanuaupaiiTe cynepHaTaHTUTe B CbOTBETCTBME C NpoLeaypaTa Ha TecTa.

10. NPOUEOYPA HA TECTA

101

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

10.8

10.9

10.10

OcTaBeTe BCWYKM peareHTM M npobu da ce TemnepupaT npu CcTanHa
TemnepaTtypa. He nossonsisanite peareHTUTE Aa AOCTUrHAT TemnepaTypu Haa
25°C.
MoprotBete aABe konust 12 X 75 mm CTBbKNEHU enpyBeTKW 3a edHOKpaTHa
ynotpeba ¢ eTUKETU crnoped cxemaTa Ha TecTa Ha nocregHaTa cTpaHuua.
[ob6aBeTe peareHTUTE, KaKTO crieaga:
a. EnpyBetku 3a 06w 6poit umnyncu

50 pl ot 125 25-OH-D

1,0 ml ot 6ycpepa “NSB/gobassHe”
6. EnpyBseTtku 3a HecneumdmyHo cBbp3BaHe (nonspecific binding, NSB)

25 pl ot kanunbpatop “0” (ekcTpaxmpaH)

50 pl ot 1251 25-0H-D

1,0 ml ot 6ydpepa “NSB/nobassHe”
B. Kanubpatopu, KOHTPONU U HEM3BECTHU NPodM

25 pl ot «kanmubpartopa, KoHTpormata WM Heu3BecTHata npoba

(exkcTpaxupaHu)

50 pl ot 125] 25-0H-D

1,0 ml ot 25-OH-D aHTucepyma
ObpaboTeTe BHUMATENHO C BOpTeKC Mukcep 6e3 obpasyBaHe Ha nsHa W
nHKybupawTe 3a 90 (+/- 10) MuHyTK npn 20-25°C.
HobaseTe 500 pl ot DAG npeumnutupawums komnnekc (DAG npeumnutypalumst
KOMMIekc TpsibBa aa ce pa3bbpksa Aobpe npeau u no Bpeme Ha ynortpebata)
KbM BCUYKM ENPYBETKU, OCBEH KbM Te3u 3a 061, 6poii umnyncu.
Pa3bbpkainTte enpyBeTkuTe fOobpe u uHKyGupainTe 3a 20-25 MuHYTM npu
20-25°C.
Ho6asete 500 ul oT 6ycepa “NSB/gobaBsiHe” KbM BCUYKM eNpyBETKM, OCBEH
KbM Te3un 3a 06wy 6poit umnyncu. ObpaboTeTe BHUMATENHO C BOPTEKC MUKCEP
3a gobpo pasbbpkBaHe Ha enpyBeTkuTe. M3nbnHsABaWTe Tasn CTblka C
NOBWLLUEHO BHUMaHWe, 3a Aa u3berHete pasnnUcKBaHe Mopaau ronsiMoTo
KONMYECTBO TEYHOCT B enpyBeTKaTa.
LlenTpodpyrmupante Bcuykm enpyBeTkn 3a 20 MuHyTK npu 20-25°C Ha 1 800 x
g*, ocBeH Te3n 3a obL 6pon nmnyncu.
OTpekaHTUpaiTe cynepHaTaHTUTE, OCBEH OT enpyBeTkuTe 3a obuw, 6pon
UMNyricy, U3Mom3Banky NocTaBka 3a ernpyBeTky OT MsiHa UMW eKBUBareHTHa
kaTo obObpHeTe nocTaBkaTa Hag MOAXOASL, KOHTEMHep 3a oTnagbuy.
MocTaBeTe obbpHaTaTa NocTaBka BbPXy MonuBaTesiHa XxapTus 3a 2-3 MUHYTK.
MonuiiTe enpyBeTkUTe BHMMATENHO, 3a Oa OCUTypUTe OTCTpaHsiBaHe Ha
usinarta TeYHOCT.
M3BbplieTe GpoeHe 3a Bcska enpyBeTka 3a Hal-manko 1 MuHyTa B rama
cuuHTUNaumoHeH 6posiy. BpoeHeTo 3a Bcsika enpyBeTka TpsibBa gda ce
M3BBLPLUM 3a AOCTATbYeEH Nepuod OT BpPeMe 3a MOCTUIaHe Ha cTaTucTMvecka
TOYHOCT. (Bx. pasgena 3a pesyntaTtuTe: OrpaHuyeHns Ha npoueaypaTta.)

*g = (1118 x 10®) (paguyc B cm) (rpm)?

129



11. BENEXKW NO NPOLIEAYPATA

1.1 [obGaBsiTe BCska anvKBOTHA YacT OT peareHTa KbM AofiHata TpeTuHa Ha
enpyBeTKaTa 3a TECTBaHe, 3a [1a OCUrypUTE MbITHO CMECBAHE Ha peareHTuTe.

11.2  3a uANocTHO npocregsiBaHe Ha NOCTOSIHCTBOTO Ha XapakTepuctukuTe Ha PUA
CbLUecTBYBaT AOMbBIHUTENHM (DaKTOpU, KOUTO MoraT Aa 6baaT npoBepsiBaHW.
DiaSorin npegnara pegoBHa npoBepka Ha crnegHuTe napaMeTpu 3a
ocurypsiBaHe MOCTOSIHCTBO Ha XapakTepUCTMKUTE Ha KuTa.

a. OO6uw 6pou umnyncu

6. MakcumanHo cBbLp3BaHe
CpepneH 6por umnyncu 3a muHyta (M3M) (counts per minute, CPM) Ha
enpyBeTka ¢ kanubpatop “0”/CpeneH MU3M Ha
enpyBeTku 3a 06w 6por umnyncu.

B. HecneuundunyHo cBbLp3BaHe
CpepeH 6ponn 3M Ha enpyBetka 3a NSB/cpegeH 6pori U3M Ha
enpyBeTKu 3a 06w 6por umnyncu.

r. HaknoH Ha kanu6pauunoHHaTa KpuBa
Hanpumep npocnepsBaiite ToukmTe 3a 80 n 50% Ha kanubpaumoHHaTa
npasa.

12. KOHTPOJ HA KAYECTBOTO

3a MOHWTOpWHI Ha XapaKTEepUCTUKUTE Ha aHanu3a Bcsika nabopatopusi TpsioBa Aa
BKIIOYBA MOHE [Be KOHTPONM (€AHA MPW HUCKO-HOPMAriHO HWMBO W edHa NpW BUCOKO-
HOpMariHoO HMBO) BbB BCEkW aHanu3. MoraTt Aa ce v3nonssaT npegnaraHn Ha nasapa
KOHTPONU Unu ABeTe pedepPEHTHWU KOHTPOMW, BKIOYEHU B kuTa. KOHTponuTe Ha kuta
ca oueHeHu ot DiaSorin ¢ nomouTa Ha kuta DiaSorin 25-xuppokcvButamun D 1251 PUA.
[nanasoHbT OT KOHLIEHTPALMM 3a BCsika KOHTPOIA € ykasaH Ha cepTudmkaTa 3a aHanus u
rokassa rpaHvLMTE 3a KOHTPOMHWUTE CTOMHOCTM, onpeaeneHn ot DiaSorin, kouto morat
fa 6bda nonyveHn Npy JOCTOBEPHW aHanunau ¢ TecTa.

KoHTponute TpsabBa na 6baaT TpeTvpaHu kaTto HeusBEeCTHM npobu v pa Gbaar
aHanuavpaHu B Ase konus. Tpsibea da 6baat noadbpkaHu AuarpaMy 3a KOHTPOS Ha
KauyecTBOTO 3a MPOCMedsBaHE Ha XapaKTepUCTUKWTE Ha KoHTponuTe. Bcska otgenHa
naGopatopus Tps6ea Aa onpeaeny MPUEMIMBI rPaHULM Ha XapaKTePUCTUKATE Ha BCSIKO
HMBO Ha KOHTPONMpaHe, W3MOM3Baiku OCHOBaBalM Ce Ha CcTaTucTukata MeToau,
CTPYKTYpVpaH1U [a OTKPMBAT KaKTO CUCTEMHW, Taka W chydaitHu rpewkun. [Mpeawu
foKIaABaHe Ha pesynTaTuTe OT TecTa Ha MauyeHTuTe, PesynTaTuTe 3a KOHTpormTe
TpsiGBa ja ca B CLOTBETCTBUE C KPUTEPUUTE 3@ MPUEMAMBOCT Ha nabopatopusita.'® '* %

13. USYUCNABAHE HA PE3YNTATUTE

CobluecTByBaT MHOrO MeTOAM 3a U3uncnsBaHe Ha pedyntatute oT PUA. Becekn oT Tax
ce 6asnpa Ha NocTposiBaHETO Ha KanubpaumnoHHa kpuea Ypes rpacduyHo npeacTaBsiHe
Ha cTeneHTa Ha CBbp3BaHe CMNpsIMO AafeHW KOHLUEHTpauuu Ha kanubpaTtopute 3a
kanMbpupaxe. Tasu rpadmka Moxe ga 6bAe Wnu NUHerHa, Uy norapMTMUYHa ckana.
Bcekn oT Tesn mMeTogu no npuHUMN AaBa edHW M CblLUM CTOMHOCTW 3a KOHTpOnuTe U
npobute, Makap HsIKOM aHanuau ga “naceat’ no-4obpe Ha AafeH KOHKpeTeH MeTon B
cpaBHeHue c apyr. MetoaobT 3a u3uucnsiBaHe B nabopaTtopusita 3a KOHTPOM Ha
kayecTBOTO Ha DiaSorin €% B/BQ cnpsimo log OT koHUeHTpauusaTa.

131 M3uncnete cpegHuss 6pon Ha WN3M 3a Bceku kanubpatop, KOHTpona wu

HensBecTHa npoba.

13.2 UsBagete cpegHusi 6poit Ha MU3M 3a NSB enpyBeTkuTe oT obmsa Gpoit Ha
uMnyncuTe.
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13.3  Paspgenete kopurupanusi 6pon Ha N3M 3a Bceku kanubpaTop, KOHTpona unu
HensBecTHa npoba Ha kopurnpanusa 6pon M3M 3a kannbpartopa “0”.
M3M Ha kanubpaTopa nnu Hem3BecTHaTa npoba — I3M Ha NSB

B/B0 (%) = x 100
M3M Ha kanubpatopa “0” — U3M Ha NSB

13.4  VsnonsBanku 2-umknosa nony-log unu log-logit rpadmyHa xaptus, HaHeceTe
rpacomyHo npoueHta B/BQ 3a 25-OH-D kanubpaTtopute (BepTukanHa oc)
CNpsSIMO KOHLIEHTpaumsTa (Xopu3oHTanHa oc)

13.5 HauepTtarite Han-npsikaTa NUHUS MeXOy TOYKUTE.

13.6  WHTepnonupaiite OT rpacmkaTta HuBaTa Ha 25-OH-D B HensBecTHUTE NpobMu.

13.7 Axko papgeHa HeusBecTHa npoba e Owna paspegeHa, kopurupamte c
noaXoAALMs KoeUUMEHT Ha paspexaaHe.

13.8  WN3uucnete MakCcMManHOTO CBbp3BaHe u4pe3 pasgensHe Ha W3M  Ha
kanubpaTtopa “0” Ha cpegHuss obw, Opon Ha wMMyncuTe, MNOMyYeHn OT
enpyBeTK/Te 3a o6LL 6pon nmnyncu.

13.9 3a aHanu3 Ha AaHHUTE MoraT CbLO fa ce M3nonseaT aBToMaTu3vpaHu
nporpamun 3a pegykumsa Ha aaHHu. DiaSorin nanonssa RIACalc (Pharmacia)
c%B/BQ cnpamo log oT koHueHTpauuaTa, nporpama smooth-SPLINE fit.
Mpeov BHeapsiBaHe 3a pefoBHa ynoTpeba, Apyrute METOAM 3a pedyKums Ha
AaHHW TpsibBa Aa 6baaT BanuanpaHu.

TABIULA |
[aHHu 3a npobu ot Tecta DiaSorin 25-OH-D Butamud D PUA
KoHL.
Btopo CpeneH KopurvpaH MNpoueHt Ha
Konve 6pon 6pon cebpagaHe  [POLEHT  rpacukata
EnpyseTka M3M n3m n3m (B) (B/B0) (ng/ml)
06w 6pon 41878 40901
MMMyIcK
39924
NSB 555 531 1,3
508
Karnmbpatop “0” 19585 19822 19291 48,5
19673
20314
19718
Karnmbpatopu
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 534 12
10670
3 7182 7411 6880 357 20
7642
4 4687 4654 4123 214 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
HewasecTHy npobu
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24,0 40,4
4720

TunuYHM gaHHM 3a Npobu M kanmbpauuoHHa kpvBa ca nokasaHu B TABJIMUA | u
PUINYPA 1. Tasu uHdopmaums e caMo 3a crpaBka U He TpsibBa da ce M3non3ea 3a
n34yncnsBaHe Ha CTOMHOCTM.
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14. OrPAHUYEHNA HA NPOLIEAYPATA

141

14.2

14.3

14.4

14.5

BpemeHata 3a 6poeHe TpsibBa Aa ObAaT AOCTaTbYHM 3a NpefoTBpaTsSBaHe Ha
cTatucTmyecka rpetuka (Hanpumep akymynupade Ha 2 000 U3M we gage 5%
rpewka; 10 000 N3M we gage 1% rpeLuka).

Pesyntatute ot TecTta TpsibBa Aa ce M3non3eaT CbBMECTHO C APYIY KMUHUYHN
1 nabopaTopHU AaHHW B NMOMOLL, Ha KNMHULMCTA NPU B3EMaHe Ha peLLeHnsi No
OTHOLLEHWE Ha NeYeHNEeTO Ha OTAEMHN NaLNeHTW.

Edpektute, gbmkawm ce Ha xemonusa wnuM nunemuss B npobuTte Ha
nauuMeHTUTe, He ca noanaraHn Ha oueHka 3a To3n TecT. OyakBa ce, obauve,
eKCTpaKuusiTa ¢ aueToOHUTPUN Aa MUHUMU3NPA BCAKaKBY BIUSIHWSA, ObrbKalum
ce Ha Te3u BeLllecTBa.

Haii-roneMusiT M3TOYHMK Ha HETOYHOCT MpW TO3W METOA € BEepOsATHO Aa bbae
eTanbT Ha ekcTpakumsaTa. [pyrM M3TOYHULM Ha HENPeLUM3HOCT B npoleaypaTta
Morat ga 6baaTt HETOYHW NUNeTOpY UK OCTapenu peareHTu.

AHTUTANOTO Ha KWTa Moka3Ba M3BECTHa KPbCTOCaHa PEaKTUBHOCT C BCUYKM
dopmun Ha guxuapokcmeutammH D2 n D3 ctepougute.llpn xopata, obaue,
Te31 CbCTaBKM NPUCHLCTBAT ECTECTBEHO B MMKOMOMNAPHM KOHLEHTpaLUN.
3ABENEXKA: He ca ycTaHOBEHV XapakTepuUCTUKUTE Ha (PYHKLMOHMPaHETO
Ha HacTosALWMSA TECT B AETCKM Monynauuu.
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15. OYAKBAHU CTOMHOCTHU
PecepeHTeH o6xBaT

BaxHo e 3a BCsika naGopaTopusi Aa onpeaenu cBosi CoGCTBEH pedepeHTeH 06XBaT,
NpeACTaBUTENeH 3a TUMUYHATA nonynaums, ¢ KosTo pabotu. 3a cakTopy, Kato
nsnaraveTo Ha YB nbun®'’®, cesona'"'?, pacata’ u nprema c xpanata®, e usBecTHo, ye
OKa3BaT BMMsIHME BLPXY KOHLEHTpaLmmTe Ha 25-OH-D npu xopaTa. B nuTtepaTypata ce
cbobllaBa 3a HamarsiBaHe Ha HMBaTa Ha BuTaMmH D ¢ Bb3pacTTa. Hayunute
W3CreaBaHusi, MPOBEAEHN B PaMKUTE Ha MOBEYETO OT Tesn MpoyusaHwsi, obaue, ca
N3BLPLUEHN B CEBEPHOEBPOMENCKATE CTPaHW, KbAETO MMa No-Crabo CribHLErpeeHe
no-cnabo pasnpocTpaHeHa dopTudukaums Ha xpanute.®®'®  Toea, 3aegHo ¢
BapupaLuTe B LUMPOKW PAHULM Pa3nUuMs B 3APABHUTE KPUTEPUM U MPUEMAHETO Ha
MeaMKaMEeHTH, MpaBu TPyOHO 06o6LuaBaHeTo Ha edekTa camo OT Bb3pacTTa BbpXy
cTatyca no OTHOlWeHue Ha ButamuH D."> Pesyntatute oT nposemeHn B CALL
NpOyYBaHUsl [aBaT [BYCMUCTIEHM Pe3ynTaTWl, HAKOW MOKas3BallM MOsIBSIBAHE Ha
BrOLIABAHE Ha CTaTyca Mo OTHOLLEHWe Ha BUTaMUH D ¢ Bb3pacTTa, a Apyrv fiunca Ha
BriowasaHe.. [okasaHo €, Ye MPOTUBOrLPYOBUTE CPEACTBA MPUUMHSIBAT Cnag Ha
HMBata Ha 25-OH-D, kakto u npoabkuTenHata ynoTpeba Ha cpeactea 3a
npeanasBaHe OT CITbHYEBUTE MbUM, KOHTAMUHUPAHU G p-aMUHOGeH30eHa kucenmHa. '
DiaSorin He e ycTaHoBUNa pedepeHTeH o6XBaT 3a M3MOMN3BaHe Ha HAaCTOSILNS KUT B
neguaTpusiTa.

DiaSorin e oueHuna cepym, B3eT oT 20 MbXe U 24 XeHW, BUAMMO 3A4paBW, rMaBHO
nobposonuu oT 6snata paca oT cpeaHus 3anag Ha CALL, uanonseariku kuta DiaSorin
25-xuppokevsutamui D 'l PUA. Bbapactta Ha aoGposonuuTe e B obxeata 23 -
67 roavHun. Npobute ca B3eMaHu npe3 meceL, okTomBpu. B Ta3n pedpepeHTHa rpyna ce
HabnopaBa eAUHCTBEHO Neka pasnuka B HMBaTa Ha 25-OH-D mexay mbxeTte (cpefHa
cTorHocT = 21,7 ng/ml) n xeHute (cpeaHa cTtouHocT = 24,1 ng/ml). CpegHata
CTOMHOCT 3a usinata nonynauusi (n = 44) e 23,0 ng/ml ¢ 2 S.D. obxBaT ot 9,0 —
37,6 ng/ml.

B mHoro ctpaHu ce HabnogaBa BMCOKa YecToTa Ha CyOKNMHNYHUSE aedomumt Ha 25 OH
BuTamuH D cpes HopManHu BuAMMO 34paBuv Monynaumu, ocobeHo npes3 3vMHUTE
meceuw.”™ B nocnegnuTe nuTepaTypHu MaTepuanu ce npeanarat crnefHuTe o6xeaty
3a krnacudmkaumsa Ha cratyca no oTHoweHue Ha 25 OH ButamuH D: Jecduuut: 0 o 5
ng/ml (0 - 12,5 nmol/ll); HepoctatbyHocT: 5 pgo 20 ng/ml (12,5 -
50 nmol/l); xunoButammHosa D: 20 go 40 ng/ml (50— 100 nmol/l); OoctaTb4HO
konumyectBo: 40 go 100 ng/ml (100 — 250 nmol/l); n TokcnyHocT: noBeye ot 100 ng/ml
(> 250 nmol/).*

16. KOHKPETHU XAPAKTEPUCTUKN HA ®YHKLUMOHUPAHETO

16.1 NpeuunsHocT

MpeuusHocTTa Ha TecTa e oueHeHa oT DiaSorin Ype3 nscnegsaHe Ha YeTUPU KOHTPOSTHU
HVBa, C KpMBa, nokpmeaiya 23 paboTHn aHu ¢ 40 Tecta. Bceku TecT BKMoYBa YeTupuTe
KOHTPOMM X 2 ekcTpakuuu (4 pennukarta). ﬂwsaVIH'bT Ha MpoyYyBaHETO CbLOTBETCTBA Ha
pbkoBogHUTe npasuna Ha CLSI Document EP5- T2.2 ﬂaHHMTe ca M34YMCNEHN C NOMoLLITa
Ha SAS PROC VARCOMP. M3non3saHusIT CTaTUCTUYECKM MOAEeN NpeacTaBnsaBa nNMHeeH
MOfen Ha cryJaiiHuTe ecbekn.”

CpenHa CToNHOCT B pamkute Ha O6Lwa HenpeumsHocT
P .El(n /ml) paboTeH LUMKbN (% C.V)
9 (% C.V.)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 11,0
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16.2 [lencTBUTENTHOCT (NPaBUITHOCT)

[JeiicTBUTENHOCTTa Ha TecTa € MpoBepeHa uYpe3 TEecToBe C paspexpaHe U
Bb3CTAHOBSAIBAHE.

JIMHEMHOCT (MAPAMNEJIN3bM)

Mpoy4yBaHe c nocrnegoBaTenHu paspexaaHust Ha 4 Npobu Ha naunMeHTn
(cToviHoCTM = ng/ml)

Mpob6a Hepaspenena 1/2 Ya
1 74,6 79,4 74,8
2 87,8 96,4 95,2
3 85,6 88,2 82,4
4 55,2 57,8 60,4
Bb3cTtaHoBsiBaHe

KbM cepyMHM NpoGu Ha nauueHTn ca gobaBeHu M3BeCTHU konudectea 25-OH-D3 u e
onpeaeneH NPoLEHTbT Ha Bb3CTaHOBABAHE.

HavanHa MapkupaHo *OvakBaHa MamepeHa
Mpoba KOHLL. KONNYeCTBO KOHLL. KOHLL.
Homep (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) Bb3cTaHoBsiBaHe
1 15,8 5,0 255 248 97%
10,0 35,1 41,8 119%
25,0 62,7 61,9 99%
2 51,2 5,0 60,6 62,0 102%
10,0 69,8 738 106%
25,0 96,4 99,4 103%
3 26,6 5,0 36,2 33,5 92%
10,0 457 54,0 118%
25,0 73,0 82,8 113%
4 57,3 50 66,6 63,8 96%
10,0 758 78,1 103%
25,0 102** 104** 102%
5 41,3 50 50,8 48,5 95%
10,0 60,1 56,1 93%
25,0 87,0 93,2 107%

*

M3uncneHneTo Ha ovakBaHaTa 25-OH-D koHUeHTpauus BKoYBa KoedULMEHT Ha
paspexaaHe, BbBeEH OT pa3TBOpa 3a MapKupaHe.

*k

ToBa ca ekcTpanonuMpaHu CTOMHOCTM, u3MepeHaTa koHueHTpaums e > 100 ng/ml
(ropeH kanubpaTop)

16.3 AHanNUTU4YHa YyBCTBUTEJTHOCT (Npar Ha OTKPUBAEMUA MUHUMYM)
YyBCTBMTENHOCTTA Ha HACTOALWMAT TeCcT, ako ce AdeduHMpa KaTo Hal-mankoTo
KONMYeCTBO, PasfnM4HO OT Hyna, Npu 2 CTaHAAPTHW OTKIOHEHWs nop cpedHus Gpon
UMNyJcx 3a MUHyTa Ha Hynesus kanubpatop (n = 20), e ycTaHOBEHa KaTo paBHa unu
no-manka ot 1,5ng/ml. ToBa HMBO Ha 4yBCTBMTENHOCT Ce€ OTHACA KakTto 3a
n3nons3eaHeTo Ha kanubpatop "1", Taka u Ha kanubpaTtopa "o n3bop".
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16.4 AHanuTM4Ha cneunduUYHOCT
[aHHNTe 3a KpbCTOCaHaTa PeaKTMBHOCT Ha aHTUCEpPyMa, WM3MOM3BaH B TO3W KUT, ca
M3paseHn KaTo CbOTHOLLEHWNETO Ha KOHUeHTpauusita Ha 25-OH-D kbM koHUeHTpaumsaTa
Ha KpbCTOCaHO pearvpalwoTo BewectBo Npu 50% uWHXUBUUMA Ha MaKCMManHOTO

CBBbp3BaHe.
Crepovg % KpbcTocaHa peakTuBHOCT
ButamuH D2 s
Butamun D3 0,8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(0OH)2-D3 100
1,25-(OH)2-D2 11,0
1,25-(OH)2-D3 11,0

3A JINTEPATYPATA BX. NOCNEAHATA CTPAHULA

CXEMA HA TECTA

1.

EkcTpakumsa Ha npobu: HakaneTte 500 ul aueToHWTpun B CTbKNeHa enpyseTka u
6aBHo pobasete 50 ul oT kannbpaTopa, KOHTponaTta unu npobata Ha nauneHTa
nog MOBBbPXHOCTTA Ha aueToHuTpuna. ObpaboteTe ¢ BopTekc mukcep 3a 10
ceKkyHau v uenTpodyrmpanTte Ha 1 200 x g* 3a 10 muHyTM npmn 20-25°C.

HakanBawnTte peareHTUTe cnopep cregHata cxema:
KoHTponu n

06w 6pow Cal HEN3BECTHU
EnpyBseTku/peareHTn nmnyncu NSB 0-6 npobu
Ekctpaxupanu “0” ) 25 Ul ) }
Kanubpartopu
EkcTtpaxmpanun ) } 25 Ul }
kanubpartopu
EkcTpaxvpaHu KoHTponu - - - 25 ul
EkcTpaxvpaHun Hen3BecTHM ) ) ) 25 ul
npo6u
M3oToneH nugukatop 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
Bydep “NSB/nobassHe” 1,0 ml 1,0 ml - -
25-OH-D aHTncepym - - 1,0 mi 1,0 ml

CwmeceTe fobpe; nHkybuparte 3a 90 muHyTm (+/- 10 MuHyTH) Npn 20-25°C.

Hakanete 500 ul ot DAG npeumnutMpalims KOMMMEKC BbB BCUYKM SIMKU C
U3KMIOYeHne Ha enpyBeTkuTe 3a o6y 6pon nmnyncu.

CwmeceTe fobpe; uHkybupante 3a 20-25 muHyTv npu 20-25°C.

Hakanete 500 ul ot 6ycdhepa “NSB/gobaBsiHe” BbB BCUYKMN SIMKW C U3KITIOYEHUE Ha
enpyBeTK/Te 3a o0LL 6pon nmnyncu.

LlenTpodpyrupante Ha 1 800 x g* 3a 20 MUHYTW.
OTaekaHTUpanTe cynepHaTaHTuTe.

MpebponTe nMnyncute Ha Bcsika enpyBeTka B rama 6posiy 3a 60 cekyHau wnu
noseve.

*g = (1118 x 10®) (pammyc B cm) (rppm)?
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KIT RIA'?’| 25-YAPO=YBITAMINHE D

1. XPHZH I'lA THN OMNOIA NMPOOPIZETAI

MONO T'A AIATNQXTIKH XPHZH IN VITRO.

To Tapdv KIT TTPoopPICeTal yIa TOV TTOOOTIKO TTpoadiopiopd Tng 25-udpofufitapivng D
(25-OH-D) ka1 dAAwv udpofuAhiwpévwy petaBoAitwy Birapivng D atov avBpwtrivo opd
Kal TTAdopa yia va xpnoigotroinBei yia Tnv agiloAdynon tng emapkeiag o€ Birapivn D. Ta
atroTeAéopaTa Tou TTPOadIopIcHoU Ba TTPETTEN va XPNOIPOTToIoUVTal aTTd KOIVOU e GAAa
KAIVIKG Kal gpyaoTnpiakd dedopéva yia va Bondricouv tov KAIVIKG 1aTpd oTn AQwn
aTro@Aaoewy aTn JIAXEIPION HEPOVWHEVWY aaBevv o€ évav TTANBUCUO evnAiIKwy.

2. MNMEPIAHWH KAI ENEZHIHZH
Kabwg n kaAoipepoAn (Birapivn D) eio€pxetal oTnv  KUKAOQOpia Tou dipaTtog.
uveTaBOAIfeTal  O€  OPKETEG MOPQYEG. aTTO  TIG OT0iEG N KUupIdTEPN  €ival N
25-udpogukaAaipepdin (25-OH-D). To pwTo BAua oTo petafoAiopd Tng Birapivng D.
n udpofuiiwan 25. Aappdvel xwpa Kupiwg oto ATTap.! Z1ov dvBpwTro. yévo pia Pikpn
moootnTa  25-OH-D  petofoAideTal  ota  veppd  TTPoG  GAAOUG  PETOROAITEG
B106poguBiTapivng D.2® Epooov n 25-OH-D eival n kUpia popen Tng Birapivng D otnv
KUKAOQOpia aipaTog oTOo @QUGCIoAOYIKO TTANBUCuS. Bewpeital wg O TTo agIOTTIOTOG
O¢eikTng Tng KatdaTtaang Tng Pirapivng D.4
O1 dUo kupieg HopPég TNG 25-OH-D eivar n xoAnkaAoipepoAn (Birapivn Ds) kai n
£PYOKOACIQPEPOAN (BiTapivn D2).2%H Birapivn D3 TTpoépxeTal Kupiwg atré Tig dpAacelg TNG
uTTEPILONG akTIVOBOAiag oTo Oépua. evwy n D2 TIpoépyeTal ATIOKAEIOTIKG OTTd
BIaTPOPIKEG TTNYEG. EQOOOV auTéG 01 U0 UNTPIKEG EVWOEIG GUVEITPEPOUV HE BIGPOPOUG
TPOTIOUG OTNV OAIKN KaTdoTaon Tng Pitapivng D Ttou arduou. eivar onuavtikd va
yeTpiouvTal e€icou kal ol dUo POPPEG.S7 APKETH €peuva TTapEiXe TTANPOPOPIEG OXETIKA
pe Ta  emimeda petaBoAiopol  25-OH-D o010  KUKAO@OPIOKO oUOTNUO Kol TN
ONUAVTIKOTNTA TOUG aTTO ATTOWnN PUCIOAOYIAG.
H pérpnon tng 25-OH-D yivetal oAoéva kal anuavTikdTePn oTn SIaXEipIoN TwV agBevwv
pe didpopeg diatapaxég Tou PETABOAITHOU Tou aoBeoTiou OXETICOPEVOU UE payiTida.
VEOYVIK| UTTAoBeaTiaIYia. 00TEOdUCTPOPia TTPoKaAoUpevn atmd Kunon. diatpoer n
VEQPIKA VvOOO. UTTOTTAPABUPEOEISIONO KAl PETEPUNVOTTOUCIOKK OOTEOTTOPWON.6&10
>*HMEIQZH: Ta xapaktnpioTikd ammdédoang Tou Trpoadiopiopol 25-OH-D tng DiaSorin
Oev €xouv kKaBiepwOei o€ TTaIdIOTPIKO TTANOUCHO.

3. APXH NMPOZAIOPIZMOY

O mpoadiopiopdg 25-OH-D 1ng DiaSorin amroteAcital amrd pia diadikagia d00 Bnudrwy.
To mpwrto BAua TeplhapBavel Taxeia ekxUAion Tng 25-OH-D kai Twv GAwv
udpPOoEUANIWPEVWY PETABOAITWV atrd Tov 0pd R To TTAGOPa pe akeToviTpiAio. MeTd Tnv
EKXUNION. TO emmegepyacpévo deiypa TTpoadiopifeTal XpnNOoIPOTIOIVTAG Hia diadikacia
padioavoootrpoadiopiopol  (RIA) 1coppotriag. H péBodog RIA Baociletar oe éva
avriowpa pe €dkéTnTa otV 25-OH-D. To O&¢eiypa. To aviicwpa Kal o 1xvne&étng
utrékelvtal oe emmwacn yia 90 Aemtd otoug 20 éwg 25°C. O dlaxwpICPOG PACEWY
emTUYXAveTal PETA ammo emmwaon 20 Aemrtwv otoug 20 €wg 25°C pe éva delTtepo
ouuTrAoKO KaBifnong avmiowparog. MeTd Tnv €mwacn auti Kal TPV amd TN
PUYOKEVTPNOTN. TTPOCTIBETaN éva puBuIoTIKG diGAupa NSB/TpoéoBeTto yia va Bonbnoel
oTn peiwon TNG pn €181k 6EoPEUONG.
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4. ANTIAPAZTHPIA NMOY NMAPEXONTAI ME TO KIT

BaBuovountég 25-OH-D 6 @iaAidia/1 mL
PuBuioTiké didAupa NSB/mpooBeto 25-OH-D 1 @IGAN/70 mL
AvTtiopég 25-OH-D 1 @IGAN/105 mL
Ixvn6£tng 25-OH-D 1 @iaAidI0/6 mL
>uuTtrAoko kaBi¢nong DAG 25-OH-D 2 @iaAidia/30 mL
MépTupeg 25-OH-D 2 @iaAidia/1 mL
AkeToviTpiAio 25-OH-D 2 @IaAidia/15 mL
Ap1Bu6G SoKIywv 100

DYAA=H: Metda Tnv TTapaiafny Tou. To KIT Ba TTpéTTel va @uAdoasTal aToug 2 éwg 8°C.
Metd 10 Avolypa. uAGgTe KGBe avTidpacTrplio oToug 2 £wg 8°C €wg TNV nuEPOuNnvia
MEng Tou avaypdgetal otnv  eTikéTa. Ta avmidpacTtApia Oev Ba Tpémmel va
xpnoigotroinBolv agou TapéABel n nuepounvia AAgng. H nuepounvia ARgng tou kit
avaypAa@ETal TNV £SWTEPIKNA ETIKETA KAl AVTIATOIKEI GTNV NUEPOMNVia ANENG Tou 1XvnBET.
H avauign avnidpaotnpiwv amod SIaQopETIKEG TTAPTIOEG Oev evOEikvUTAl.

41 Puluiotiké OidAupa NSB/mpoécBeto 25-OH-D: AvtidpaoThipio £Toido  yia
xenon.

PuBuioTiké didAupa ewo@opikwv-eAativng trou Trepiéxel 0.1% alidio Tou varpiou. To
oToIxeio auTtd €xel OITTAR Asitoupyia. Aeitoupyei TO6G0 wg pubUIaTIKG didAupa NSB 6c0
WG puBbUIaTIKS SIGAUPO TTPOCBAKNG.

4.2 BaBuovountég 25-OH-Ds: AvTidpacTipIo £TOINO yia XPAoT.

‘E&l BaBpovountég (25-OH-Ds) pe ouykevipwoelg Tou Kupaivovtal amé 0 €wg
100 ng/mL mpoapaiwvovTtal o emefepyacpévo avBpwivo opd TTou TrepiExel 0.1%
agidio Tou vatpiou. O XeIPIOPOG TwV AVTIBPACTNPIWY aUTWY Ba TIPETTE va YiveTal PE
mipoooxn (BA. Mpocidotroifoelg Kal TTPoPUAGgelg). O BaBuovounTtég TOU KIT £XOUV
BaBuovounBei pe TN XpAON TTOCOTIKOU TIPOCdIOPICUOU  UTTEPUBPWY  Kal  €XOUV
emPBeBaiwBei pe avaAuon HPLC. O xeipiopog Twv BabpovounTwy PTropei va givai idlog
ME aUTOV TwV BEIYUATWY aoBevwy OTav XPNOIUOTIOIOUVTAl PE TO avTIOPACTAPIA KAl TN
AeiToupyikn diadikacia Tng TTapoUuaag dIayVwWOTIKAG SOKIPAG in vitro. 6TTwG CUVIOTATAI.
ZHMEIQXZH: Av €mOupeite. PTTOPEITE VA TTOPOAOKEUGOETE €VAV  «TTPOCIPETIKON
BaBpovount (2.5 ng/mL) apaiwvovtag 1:2 1o Babuovountr KIT «1» pe 10 PndEeVIKO
BaBpovountr Tou KIT (BNA. 100 uL «1» + 100 uL «0»). H apaiwon auth Ba TpéTel va
eKTEAEITAI TTPIV TNV €KXUAION KOl KATOTTIV va YiveTal ekxUAIoN oUP@wva PE TIG 0dnyieg
TOU £VOETOU TTPOIOVTOG.

4.3 Avriopog 25-OH-D AvTidpaoTrpio £TOIYO yia Xpran.

O op6g avt-25-OH-D aiyng éxel apaiwBei ge puBuIOTIKO OIGAUPA PWOPOPIKWV-
CehaTivng TTou TrEPIEXEl 0.1% adidio Tou vaTpiou.

4.4 IxvnBéTng 25-OH-D3: AvTid®pacTipIo £TOIMO YIa XPAOT.

‘Eva iwdiwpévo ['?°l] avdhoyo Tou 25-OH-Ds éxel apaiwBei o puBpioTiké SidAupa
a18avéAng-ewaeopikwyv. O xeIpIopog Tou avTidpacTnpiou autol Ba TTPETTEl va yiveTal
ue rpoooxn (BA. MpoeidoTToInoeIg Kal TIPOQUAAGEEIG).

4.5 XoOpmAoko iIgnparotroinong avri-aiyng évou (DAG): AvtidpaaThpio £TOINO yia
xpAon. O opdg avTi-aiyng 6vou. o Kavovikdg opog aiyng kai n TToAuaiBuAevoyAukoAn
éxouv apaiwBei oe pubuioTIKG diGAupa BSA-Bopikwyv. To OTToi0 TTEPIEXEl BEIKN
yevrapukivn kai 0.1% adidio Tou vatpiou. Avapigte yia 5 éwg 10 AeTTTd TTpIV Kal KaTtd Tn
BIGpKEIO TNG XPAONG YIa va eEATQANICETE OTI ETTITUYXAVETAI OUOIOYEVEG EVAIWPNMA.

4.6 MdpTupeg 25-OH-D: AvTIdpaaTApIo £TOINO yia XPAoN.

2e avBpwtivo opd. o otroiog TrepiEXel 0.1% adidlo Tou varpiou. TTPOOTEBNKAV
KOTAAANAeG TToooTNTEG 25-OH-D3 yia Tnv €TTTEUEN OCUYKEVTPWOEWV WAPTUPA €VTOG
KoBopiopévwy TEPIOXWV. AVapigTe eVOEAEXWIG KAl XEIPIOTEITE TO WG AyvwoTa deiypaTa.
O pdpTupag 1 avTITTPOCWTTEUE! TTEPIOXT) XAMNAWY £WG KAVOVIKWV TIHWYV KAl 0 HEPTUPAG
2 avTITTPOOWTTEUEl TTEPIOXA UWNAWY £WG KAVOVIKWY TIUWV. TO €UPOG OUYKEVTPWOEWV
KGBe UAIKOU eAéyxou ava@EpETal OTO TTICTOTTOINTIKG avaAuong Kal uttodeikvUel Ta 6pia
TTou £xouv TeBei amrd Tnv DiaSorin yia TINEG UANIKWV AEyXwV TTou PTTOpEi va AngBouv o€
ag16MIaTOUG KUKAOUG TTpoodiopiopwy. O XEIPIOPOG TwV avTIdpaoTnpiwv autwv Ba
TIPETTEN va yiveTal pe TTpocoXn (BA. MpoeIdoTToINCEIS KAl TIPOPUAGEEIG).
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4.7 AxkeTtoviTpiAlo: AvTIOPACTHPIO £TOIUO YIO XProN.

AkeToviTpiAio. Eykekpiyévo yia xpAon PeE To KIT autd. O XEIPIOPOG TOU avTIdPaCTnpiou
autoU Ba TTpémrel va yivetal e Tpoooxn (BA. Mpoeidotroinoelg Kal TTPoPUAGEEIG). To
TTapdV TTPOIOV TTEPIEXEI ENPO QUOIKO KAOUTOOUK.

5. MPOEIAONOIHZEIX KAI MPO®YAA=EIX
MONO T'A AIATNQZTIKH XPHZH IN VITRO.
Agv TTpoopileTal yIo ECWTEPIKA Kal EEWTEPIKN Xprion o€ avBpwTToug iy {wa.
MPOZOXH: H mapoloa cuokeury Ba TpéTmel va TTapaAapBAaveTal. va aTToKTATal. Va
KOTEXETAI KOI VO XPNOIUOTIOIEITAI POVO aATTO 10TPOUG. KAIVIKG EPYOOTHPIA. VOOOKOUEIQA.
KTNVIATPEIO KOl EPEUVNTIKEG EYKATOOTAOEIG. H BOKIUN TTPETTEl va eKTEAEITAl pOvo atrd
KOTAAANAO SITTAWPOTOUXO KAl EIBIKEUPEVO EPYAOTNPIAKO TTPOCWTTIKO.

ANTIAPAZTHPIA NOY MNMEPIEXOYN YAIKO ANOPQIMINHZ MPOEAEYZHX
XeIpIOTEITE WG €AV ATAV BUVNTIKWG HOAUCHATIKA.

Kd0Be povdada d6Tn opol/TTAGoUOTOG TTOU €XEI XPNOIUOTIOINGEI yIa TNV TTPOETOINATIa TOU
TTapOVTOG TTPOIOVTOG €xel doKiaoTei pe PEBODO eyKekpigévn ammd Tnv YTnpeoia
Tpogiywv kai ®appdkwy (FDA) Twv H.M.A. kai Bp€Onke un avmidPacoTIK wg TTPOG TNV
Trapoucia HBsAg. avriowpatog otov 16 HCV kal avTiowpatog otov 16 HIV 1/2. Av kai
ol péBodol auTég eival eCaIPETIKG OKPIBEIG. DEV €yyUWVTal TNV aviXveuon OAwvV Twv
HMOAUCMATIKWY Povadwyv. To TTapdv TTPOIdV EVOEXOUEVWG VA TTEPIEXEI KAl AAAO UAIKO
avBpwTTIvng TTPOEAEUCNG YIa TO OTT0I0 Oev UTTAPXEI £yKeEKPIYEVN Dokiur). ETTeidr kapia
yvwaoTh péBodo dokiung Oev pTTopei va  Trpoogépel TTANPNG diaBeBaiwon 6T
atrouaoiddouv o 16G Tng nmatindag B (HBV). o 16g tng nmartindag C (HCV). o 166 TG
avBpwTmivng avoooavetrdpkelag (HIV) r dAAol poAuopaTikoi TTapdyovTeg. 0 XEIPIONOG
OAwV Twv TTPOIGVTWV TToU TTEPIEXOUV UAIKG avBpwtrivng TTpoéAeuong Ba Tpérel va
yiveTal oUP@Wva PE KOAEG EPYOOTNPIAKEG TTPOKTIKEG XPNOIUOTTOIVTAG TIG KATAAANAEG
TPOQUAGEEIS. OTTwG TTepIypdgovTal oTo eyxelpidio «Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories». 4n ékdoon. Mdiog 1999 1| Tnv Tpéxouca ékdoaon. Twv U.S.
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health (Kévtpa yia
Tov ‘EAgyxo kai MpdAnwn Néowv/EBvika I8pUpaTa Yyeiag Twv H.M.A.).

ANTIAPAZTHPIA NOY NEPIEXOYN AZIAIO TOY NATPIOY

MPOZOXH: Mepikd avTidpaaTripia oTo KIT auTod TrEPIEXOUV alidlo Tou vaTpiou. To agidio
TOU vaTpiou PTTopei va avTidpAoel Pe TIG OCWANVWOEIG HOAUBSOU A XaAkoU Kal va
oxnuaTioel €EAIPETIKA eKPNKTIKA agidia yeTdAAwv. Katd tnv amoppiyn. €KTTAUVTE UE
apBoveg TTOOOTNTEG veEPOU yia va €UTTOdIOETE T Ocuocowpeuon adidiou (Odnyia
Emrtpotiig  1999/45/EE). Ta mpdaoBeteg TTANpoQoOpieg. avaTpééte oTnv  evoTnTA
«Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts». o10 €yxelpidio
odnyo - diaxeipion aoc@aAeiag pe kwdikd CDC-22 trou ekdideTal atmd Ta Kévtpa yia Tov
‘EAeyxo kai Tnv MpoAnwn Nécwv otnv ATAévta tng T¢opTia. U.S. 1976.

Dpdoeig KivdUuvou emiKiviuvwy ouoiwv Twv Eupwtraikwv KoivotAtwy (Odnyia

Emitporrig 1999/45/EE)
R 20/21/22 - BAaBepd oOt1av €IOTIVEETAL. O€ €TMOQA HE TO OEPUA KAl OF€ TTEPITITWON
KOTATTOONG.

R 32 - Ze emagn e o&€a eAeuBepwvovTal TTOAU TOEIKA aépia.
S28 - Xe TePITTWON eTTAPAG PE TO OEPUA. TTAUVTE APECWG PE AgBovo vePO.

ANTIAPAZTHPIA NOY NEPIEXOYN AKETONITPIAIO

Ppdoeig KivdUuvou emiKiviuvwy ouciwv Twv Eupwtraikwv KoivotAtwy (0Odnyia
Emitporrig 88/379/EOK)

R11 - Aiav eU@AeKTO.

R23/24/25 - To€ik6 é1av €I0TIVEETAL. O€ ETTAPN JE TO OEPUA KAl G€ TIEPITITWON KATATIOONG.
S16 - Makpid atré Tnyég avagAegng — AtrayopeUeTal TO KATTVIOUA.

S36 - PopéaTe KATAAANAN TTPOCTATEUTIKA EVOUHAOTIA.

S43 - Xe TEPITTTWON TTUPKAYIAG. XPNOIUOTIOINOTE TTUPOCRECTAPES {NPWYV XNUIKWV
oucIwv 1 d10&gidio Tou dvBpaka.

S45 - Y& mepiTITwOn atuxnuartog A av aigBdveate adiabeaia. ¢nTAOTE AUECWG IATPIKN
OUMBOUAR.

S51 - XpnolyoTrolgital JOvo 0€ XwWPOoug PE TTOAU KAAO agPIoUO.
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ANTIAPAZTHPIA NOY NEPIEXOYN AIGANOAH

MPOEIAOMNOIHZH - EYOAEKTO

®pdoeig KivoUivou emiKiviuvwy ouoiwv Twv Eupwrraikwv KoivotAtwy (Odnyia
Emitporriig 88/379/EOK)

R11 - Aiav eU@AeKTO.

S16 - Makpid atré mnyég avagAegng — AtrayopeUeTal To KATTVIOUA.

S43 - Xe TEPITTTWON TTUPKAYIAG. XPNOIUOTIOINOTE TTUPOCRECTAPES {NPWV XNUIKWV
ouciwv 1 d10&eidio Tou dvBpaka.

ANTIAPAZTHPIA NOY MEPIEXOYN IQAIO 125

To kIt auTd TrepiExel padievepyd UAIKG To ottoio dev uttepPaivel Ta 4 pCi (148 kBq) o€

10d10 125. Katd 1n @UAagn, To XeIpiopod Kai T 8idBeon Tou uAikoU auTtou, Ba TTpETTel va

XPnoipoTrololvTal KATAAANAEG TTPOQUAGEEIG KOl KOAEG EPYOOTNPIOKEG TTPAKTIKEG.

Mpog 1aTpoug ) 1IdpuuaTta TTou TTapaAapBdavouv padioicdToTra KATW aTTé YeVIKA AdeIa:

To Trapdv padievepyd UAIKO uTTopei va An@Bei, va otrokTnOei, va KaTéXeTal Kal va

XpnoiyoTroligital gévo atod 1aTpolg, KTNVIATPoUg TToU €EAOKOUV KTNVIOTPIKA I0TPIKA,

KAIVIKG EPYOOTAPIO ] VOOOKOMEIQ Kal HOVO YIA KAIVIKEG 1] €pyacTnpIakéG OOKIUEG in vitro

TTou Oev TrepIAAUBAVOUV TNV EOWTEPIKNA A €EWTEPIKN XOprynon Tou UAIKOU, A Tng

akTIvooAiag autoU, ag avBpwTroug kai {wa. H Tapakafn, n amdkTnon, n Katoxn, n

XPNOoN Kol N METAQOPd UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIOPOUG KaI T YEVIKA Gdeia Tng

PuBuioTikng Emrtpotmg Mupnvikwv Twv H.IM.A. (NRC) tng ToAITeiag otnv oTtoia n

ETTITPOTIN £XE TUVAYEI GUPPWVIA YIa TNV GOKNON KaBNKOVTWY apuédiag apxns.

1.  H @uAagn Tou padievepyou UAIKOU Ba TTPETTEN va TTEPIOPIOTE O€ EIBIKA
ETTIONPOACHEVO XWPO.

2. H 1pdoBaon oe padievepyd UAIKG TTPETTEI VA TTEPIOPIOTEI WOVO O€
€€0UCI000TNUEVO TTPOCWTTIKO.

3.  Mn XpnOILOTIOIEITE TIITTETA PE TO OTOUA O€ padievepyd dIaAUpATA.

4.  Mnv TpWTE 1) TTIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYOTIAg TTOU £XOUV ETTIONPAVOE WG
PadIEVEPYOI.

5.  O1Tepioxég, 61ToU evOeEXOEVWG EXOUV TTPOKANBET ekxUaelg, Ba TTpETTel va
OKOUTTIOTOUV Kal KATOTTIV va TTAUBOUV hE aAKOAIKO aTTOPPUTTAVTIKO i padIoAoyIKO
ATTOAUPOVTIKO BIGAUpA. TuxOv UGAIVa OKEUN TTOU XPNOIMOTTOINBNKAV TTPETTEN VA
€KTTAUBOUV KOAG e vepd TIPIV aTTé TNV TTAUCN GAAWY £PYOCTNPIOKWY UGAIVWY
OKEUWV.

Mpog 1aTpoug ) 1IdpuuaTta TTou TTapaAapBdvouv padioicdToTra KaTw atré €1dIkr ddeia:

H mapaAafn, n xprion, N HeTagopd Kai n dIGBeon TwV PAdIEVEPYWY UAIKWVY UTTOKEIVTAI

OTOUG KaVOVIGHOUG Kal TIG CUVOAKEG TNG €10IKAG AdEIAG 0aG.

MPOEIAOMOIHZH: To poidv autd TTEPIEXEl MIA XNUIKA ouaia n oTroia gival yvwoTd

atrd Tnv TToAITeia TN KaAipdpviag 611 TTPOKAAET Kapkivo.

MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypd@etal OTo €VOETO CUOKEUAOIOG MTTOPEi va

Slopépel eEAa@pwg atrd Tn PadIEVEPYEIT TTOU avaypPAPETAl OTNV ETIKETA CUCKEUATIAG N

atnv eTIKETa @laAidiou 1XvnBETN. H eTIkETa ouokeuaaiag Kal n TIKETA QIOAIBIOU 1XvNOETN

uTTodEIKVUOUV TNV TTPAYUOTIKA  TT000TNTA  PABIEVEPYEING KATA TNV nuEPounvia

BaBuovéunong, evw 1o £vBETO CUOKEUAOiag UTTOBEIKVUEI T BewpnTIKr padievépyeia

TOU KIT.

6. ENAEIZEIZ NIGANHZ ®OOPAZ TQN ANTIAPAZTHPIQN KIT

6.1 lMapoucia aouvABIOTWY OTEPEWV CWHMATIdIWY OE OTTOIOOATTIOTE AVTIOPAGTAPIO.
(To puBpioTIKG didAupa NSB. o avtiopdg kai Ta avridpaoTtipia kabignong DAG
pTTOpPEi va gival BoAd).

6.2 Metardémion Tng kKAiong f TG B€éong TnNG KAPTTUANG Babuovounong oe oxéon e
QuTAV TToU AauBAVETAl KOVOVIKA.

6.3 Meiwon Tng péyioTng déopeuong.

6.4 YwnAn un €18k déopeuon.
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7. ZXYAAOIH KAI MPOETOIMAZIA AEITrMATOXZ

AmrairoUvtal Trevrvta (50) pikpoAiTpa opoU R TAdopatog (EDTA A nmapivn) yia v
ekxUANIon Tng 25-OH-D. Ekatév tevrvTa piIkpoAiTpa Ba emTpéwouv TNV emavaAnyn tng
avaAuang Kai €miong Ba TTapéxouv TTapkr OyKo yia Tn XPACN TTITTETAG.

Me 1O KIT QUTG pTTOpPEl va Xpnoligotroindei avlpwtrivog opdg 1 TAdoua. Me Tov
TPOCOIoPIoPS auTtd pTTopolv va XpnolgotroinBoulv avtiinkmikd EDTA 4 nmapivn.
2uvioTdartal dgiypa atrd dropa TTou dev £Xouv @del. aAAG dev atraiteital. H dsiypaToAnyia
Ba Tpétrel va yiveral aonTITIKA PE QAEBOTTOPAKEVTINON OE AdEI0 UAAIVO BOKINOOTIKO
owArva 5 10 mL. ApAaoTe 1o aipa va TmMéel oe Beppokpaaia dwpartiou (15 £wg 25°C).
duyokevtpioTe yia 15 AeTTé xpnoipotroiwvTtag 760 x g* Trepitrou yia va AGBeTte opd
Xwpig aipdAucn. Aev amaitolvial TTPdoBeTa 1 ouvInpENTIKG yia Tn dioTAPNoNn NG
akepadTnNTag Tou deiyparog. OAa Ta TAAOTIKG Kal uGAiva okelun f GAAa UAIK& TTou
£pyovTal o€ €TTaQr Pe To deiypa dev Ba TpéTel va gival poAuapéva. PuAGETe Ta deiypara
opou | TAdopaTog oToug -20°C A xapnAoTepa. Ta deiypata ptropei va @uAayTolv o€
UGAIiva | TTAAOTIK& @IOAIDIO apKel AuTd va €ival EpUNTIKA OQPAYICKEVO TTPOKEINEVOU VO
atmo@euxBei N amohpavon Tou deiyuaTog.

Mia peAétn Trou 81E€AXON amd Tnv DiaSorin o¢ évav Treplopiopévo apiBud delyudTwyv
acBevwv atédeige 6T Ta deiypata ATav oTabepd yia £wg 9 eBOoPAdeG OTav QUAGXTNKAV
oToug -20°C. Agv TTapatnpnénke kauia onuavTiky aAAayn oTIg TINEG HETA aTTé 3 KUKAOUG
KoTawuéng-améywuéng  Twv  delyudtwy.  Oa  TPETEl va  atmro@elyovTal Ol
emmavaAapBavopevol KUkAol Katdyugng-atmowugng. Mevikd. Ta petagepdpeva deiypata Ba
TIPETTEI VO KATAQPTAVOUV KATAWUYUEVA.

8. EZOMNAIZMOZ KAI YAIKA MOY AMAITOYNTAIL. OMQZX AEN NMAPEXONTAI

- AvaAwaipol doKIpaoTIKOoi CwWARVEG atré BoploTrupITiKG Uaho. 12 x 75 XAaT.
ZHMEIQZXH: O1 mAacTikoi doKIaoTIKoi owArveg Oev gival katdAAnAol yia xprion
JE TO KIT auTO.

- Quyokévipnon pe eAeyxopevn Beppokpaocia  OTnv  oTroia  pTTopouv  va
TIPOCAPUOCTOUV SOKINACTIKOi CWANRVEG 12 X 75 XAOT.

- MeTtpnTAg yapa pe duvatétnta péTpnong 125-11di0.

- Opyavo mepidivnong (vortex).

- ZUOKEUEG TTITTETOG

a. Mikpomméreg Babuovounuéveg va xopnyouv 25 uL kai 50 pL (avakpifeia
MIKpATEPN aTTO A ion pe + 1%).

B. Aiavopeig emavoAauBavopevng  Xopriynong TTouU  XpnoldoTrololv  pUTEG
BaBuovounuéveg va xopnyouv 50 pL. 500 pL kai 1.0 mL (avakpiBeia
HIKpOTEPN aTTO A ion e + 1%).

THMEIQZH: TNa 1 Tmapokdtw Oladikaoieg €KXUAIoONG Kal TTPocdiopiopol.
avaTpégTe TNV TTapAypa@o «EEOTTAIONOG Kal UAIKG TTou atraitouvTal. Opwg dev
TTAPEXOVTAI» YIA TIG TTPOBIAYPAPES TTITTETWV.

9. AIAAIKAZIA EKXYAIZHZ
9.1 TakTOTTOINGTE TOUG QAVOAWOIPOUG UGAIVOUG OOKIMOAOTIKOUG OWARvVeEG 12 x
75 XAOT pg €TIKETEG yIa KGO BaBuovounTr). papTupa Kai deiypa acBevn.
9.2 T[lpocBéoTe 500 pL akeTovITpiAio o€ KABE SOKINAOTIKO CWARVA.
9.3 TomoBetAoTe Tn pUTN TETAG. n omoia Trepiéxel 50 pL BaBuovountn.
papTupa f deiyya acBevr) KATw oTTd TNV ETTIPAVEIR TOU AKETOVITPIAIOU Kal
mpocBéoTe APTA p€oa GTO OKETOVITPIAIO.

9.4 XtpofiAioTe aTo 6pyavo Tepidivnong (vortex) yia 10 deutepdAeTTa.
9.5 QuyokevipAaTe Xpnoipotroiwvtag 1200 x g* yia 10 Aetrtd oToug 20 éwg 25°C.

9.6 XopnynoTte WE TTTTETA TTAVOUOIOTUTTA PEPN 25 pL UTTEPKEIUEVO KAGOUQ OfE
gexwploTolg BoKIYaoTIKOUG OWwArveg 12 x 75 XAOT OTOug OTTOIOUG €XOUV
TTPOOKOANBEi KATAAANAEG eTIKETEG. MPOZOXH: PpovTioTe va unv avatapdgeTe
TO Of36A0.

*g = (1118 x 10®) (akTiva o€ ekarooTd) (rpm)?
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9.7

MpoodiopioTe TO UTTEPKEIUEVO KAGOPa oUPpwva e  Tn  Oladikacia
TTPOGOIoPICHOU.

10. AIAAIKAZIA NMPOZAIOPIZMOY

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

10.8

10.9

10.10

H Oeppokpacia 6Awv Twv avtidpacTnpiwv Kal deiyudtwy Ba TTpémel va
iIcoppotioel  pe TN Bepupokpacia  dwpatiou. H  Bepupokpacia  Twv
avTidpaocTnpiwv dev Ba TTpéTel va utrepPei Toug 25°C.
TakTotroIjoTe dUO TTAVOUOIOTUTTOUG AVAAWOCIUOUG UGAIVOUG SOKIPAOTIKOUG
owAnveg 12 x 75 xAOT oUP@wva Pe TO OXAUO TOU TTPOCBIOPIOCUOU TG
TeAeuTaiag oeAidag.
MpocBéaTe Ta avTIdPaACTAPIO WG aKoAOUBwWG:

a. AOKIJOOTIKOi OWARVEG GUVOAIKWY KPOUTEWV

50 pL %1 25-OH-D

1.0 mL puBuioTiké didAupa NSB/TpdobeTo

B. AokipaoTikoi cwARveg pn €18IkAG déopeguong (NSB)

25 pL BaBuovounTA 0 (ekxUAIopQ)

50 pL %] 25-OH-D

1.0 mL puBpioTikS didAupa NSB/mTpdobeTo

Y. BaBpovounTtég. pdpTupeg Kal dyvwoTa Seiyparta

25 pL BaBuovounTh. pdptupa f dyvwoTo deiypa (EKxuAiopaTa)

50 pL %1 25-OH-D

1.0 mL avtiopd 25-OH-D
X1poBiAioTe amaAd oe dpyavo TepIdivnong (vortex) xwpig To oxXnUATiouo
a@pou kal eTwdaoTe yia 90 (+/- 10) Aemrtd oToug 20 £wg 25°C.

MpoaBéoTe 500 pL ouptrAoko kabi¢nong DAG (to auutrAoko kabi¢nong DAG
Ba TpéTTel va avapiyvUETal EKTEVWG TTPIV Kal KaTd Tn SIAPKEIQ TNG XPHong) o€
6AOUG TOU BOKIUOOTIKOUG OWARVEG EKTOG OTTO TOUG BOKIUOOTIKOUG OWANVEG
OUVOAIKWV KPOUTEWV.

Avapifte Toug OOKIHOOTIKOUG OWARAVEG KOAG Kal emmwdoTe yia 20 éwg
25 Aerrtd oToug 20 €wg 25°C.

MpooBéote 500 uL puBpioTikd S1GAupa NSB/mpocBrikng ot 6Aoug Toug
OOKINAOTIKOUG CWAAVEG €KTOG ATTO TOUG OWARVEG OUVOAIKWY KPOUCEWV.
21pofiAioTe pe Opyavo TepIdivnong (vortex) atmmaAd yia va avapigeTe Toug
OOKINOOTIKOUG OWARVEG KOAG. AciETe TTpogoxn OTav €KTEAEITE TO BAUG QUTO
TIPOKEIYEVOU va atro@euxBei To TTGiAlopa Adyw Tou uwnAou éykou uypou
OTO SOKIUACTIKO CWARVA.

PuyokevipAoTeE OAOUG TOUG BOKIJOOTIKOUG OWANVES yia 20 AETTTd OTOUG
20 féwg 25°C oTta 1800 x g*. €kTO6G aATO TOUG OOKIPOOTIKOUG OWANVEG
OUVOAIKWY KPOUCEWV.

AtroxUoTe Ta uTTEPKEiEVa KAGopaTa. €kTOG OO QUTA TWV OOKIPNACTIKWY
OWAAVWY  OUVONIKWV KPOUOEWV. XPNOIMOTIOIWVTAG MIa  agpwdn Bdon
OOKIMAOTIKWY CwAAvwv. 1 100d0vaun. avaoTpépoviag Tn Pdon oe éva
Kat@AAnAo doxeio ammoBARTwyv. TotroBeTAOTE TNV aveoTpaupévn Bdaon o€
aTmmopPoPNTIKG XOPTi yia 2 €wg 3 AETTA. ZKOUTIOTE TOUG OOKIPAOTIKOUG
OwARveS aTTaAd yia va eEag@alioeTe 0TI el aTTOPAKPUVOET OA0 TO UYPO.

>e évav PETPNTH OTTIVONPIOPWY YAUA. HETPAOTE KABE BOKIUAOTIKO CWARva yia
1 TouAdyioTov AeTiTd. KadBe owAfivag Ba TTpémmel va PETPNOED yia €TTOPKN
XPOvo TIpoKelyévou va  emmTeUXBei  OTaATIOTIKN okpifeia.  (BA.  evotnTa
amoteAecpdTwy: MNepiopiopoi diadikaaiag).

*g = (1118 x 10°®) (akTiva o€ ekatooTd) (rpm)?
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11. AIAAIKAZTIKA ZXOAIA

11.1 MpooBéoTte KABe KAGOPO QvTIOPACTNPIOU OTO XAUNAOTEPO TPITO TOU
OOKIMAATIKOU GWARva TTPOKEINEVOU va eEac@alioTei n TTARPNG avauign Twv
avTiIdpacTnpiwy.

11.2 Na va TTapakoAouBeite TTARPWG TN CUVETTA aTmddoan evog TTPOadIOPIGHUOU
RIA. utrdpxouv TpdaBeTol TrapdyovTeg TTou TIpéTTel va eAéyxovtal. H DiaSorin
TTPOTEIVEI KAVOVIKO EAEYXO TWV TTAPOKATW TTAPAPETPWY YIa VO eEA0@ANICTEN N
OUVETTAG attéd00T TOU KIT.

a. ZXuvoAikég KpoUoEig

B. Méyiotn déopguon
Méon Ty kpoucewv ava Aemtd (CPM) tou SokipaoTikol CwARva
BaBuovount) 0 /Méon Tiyp CPM  Twv OOKIPACTIKWY CWAARVWV
OUVOAIKWY KPOUCEWV.

Y- Mn &3k déopeguon
Méon miup CPM Tou dokiyaoTikoU owAfva NSB/Méon miup CPM Twv
OOKIMACTIKWY CWAAVWY GUVOAIKWY KPOUTEWV.

8. KAion kaumuAng Badbuovépnong
MNa mmapddeiypa. TaparnpioTe Ta onueia 80 kai 50% TtnG KApTUANG
BaBuovéunong.

12. NOIOTIKOZ EAEMX0Oz

Kd&Be epyaotripio Ba mpétel va tepidapBdavel dUo TouAdxioTov PAapTUpeS (évav e
XOUNAG €wg Kavovikd eTTiTedo Kal évav Pe uwnAd €wg KAvoVIKO eTTiTTedo) o€ KABE
Tpoadiopioud yia Tnv TTapakoAoudnon Tng amédoong TTPoadiopicuol. Mtopolv va
XpnoipotroinBolv eutropika S10B€oipol HapPTUPEG 1 BUO PAPTUPEG aAvaPOPAG TTOU
TapéxovTtal Ye 10 KIT. Ol pdeuspsv; Tou KIT €xouv aglohoynBei amd tnv DiaSorin
xpnoiotoiviac 10 kit RIA "l 25-uSpotupitapivng D Tng DiaSorin. To eUpog
OUYKEVTPWOEWY KABE UANIKOU €AEyXOU avagépeTal OTO TTIOTOTTOINTIKG avAdAuong Kai
utrodeikvUel Ta dpia TTou €xouv TeBei ammd Tnv DiaSorin yia TIuEG UAIKWV eAéyXwv TToU
ptropei va AngBolv o€ agidTrioToug KUKAOUG TTPOCBIOPITHWV.

O xeIpIoPOG Twv PapTUpwyV Ba TTPETTEN va YivETal wg €av ATAV AyvwaoTa deiypaTta Kal o
TTPoodIoPICUOG Toug Ba TTpETTel va yiveral dUo @opég. Oa TIpéTTel va TnpouvTal ol
THVAKEG TTOIOTIKOU €Aéyxou yia va TrapakoAouBeital n amédoon paptipwv. Kdabe
ZexwploTé egpyaoTthplo Ba TTpéTTel va KaBopilel armodekTd Opia amdédoong yia KAEbe
emMTTEdO POPTUPWY XPNOIMOTIOIWVTAG HEBADOUG PBacIOPévEG OTn OTATIOTIKA KAl
oXeBIOOPEVEG yIa va avixveUouv TOGO OUCTNUATIKG 60O Kal Tuxaia o@dApata. Ta
atroTeAéopaTta papTUpwy Ba TTPETTEl va IKavoTToloUV Ta KPITAPIA TOU €pyacTnpiou yia
QATTOOEKTIKOTATA TIPIV OTTO TNV QvO@OpPd TwV ATTOTEAEOUATWY TnNG OOKIUAG TwV
GO’GEVU’JV.W' 19.20

13. YMNOAOrIIZMOZ ANOTEAEZMATQN
Ymapyouv TTOAAEG péBodor yia Tov utroAoyiopd amoteAeopdtwy RIA. Kdabe pia
Baaifetar oTn AAWn pIOG KAPTTUANG BaBupovounong pe 1o oxediaoud Tou Babuol
O0éopeuong ouvapTACEl TwV ONAWMEVWY CUYKEVTPWOEWV Twv Babuovountwyv. To
ypdonua autéd utropei va oxedlaoTei o€ ypappikn 1 AoyapiBuikr kKAiyaka. K&Be pia amd
auTég TIG HEBGBOUG Oidel oualaoTIKG TIG IOIEG TIMEG YIO HAPTUPES Kal BeiyuaTta. av Kal
OpICUEVOl  TTPOODIOPICHOI  EVOEXETAI VO «TTPOCOPHOJOVTAI»  KAAUTEPD OE  HIA
ouykekpipévn péBodo amd pia GAAn. H pébBodog utroAoyiopol yia To €pyacThpio
TroloTIKoU  eAéyxou DiaSorin  eivai % B/Bg ouvaptrioel Tng AoyapiBunuévng
OUYKEVTPWONG.
13.1  YmohoyioTte Tn péon miup CPM yia kdBe BabuovounTr. yaptupa Kai ayvwoTo
deiypa.
13.2  AogaipéoTe Tn péon Tipp CPM Twv doKIpaoTIKWY cwARvwy NSB a1md OAeg Tig
KpoUOEIG.
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13.3

13.4

13.5
13.6
13.7

13.8

13.9

AlaipéaTe 10 SlopBwpévo CPM yia kdBe BabuovounTtr. yaptupa i AyvwoTto
O¢eiypa pe 10 dlopbwuévo CPM Tou BaBuovounTh 0.

CPM BaBuovountA ) dyvwaoTou deiypatog — CPM NSB
B/Bo (%) = BaBuovopnt i ay ‘ yparog 100

CPM BaBuovounth 0 — CPM NSB

XpnoIPoTToIVTag 2 KUKAIKA ypa@Ika xapTid semi-log 1} log-logit. oxedidoTte
10 TooooTé B/Bg yia Toug Pabuovountég 25-OH-D (k&Betog dfovag)
OUVOPTACEI TNG OUYKEVTPWAONG (0pIfovTiog dgovag).
>xedIAOTE TNV KAPTTUAN TTOU TIPOCaPUOZeTal KOAUTEPQ OTA OnuEia.
YToAoyiote TIG ouykevipwoelg 25-OH-D Twv dyvwoTwyv OelyudTwy HE
TTapeUBOAR a1Td TN Ypa@IKr avatrapdoTaor.
Av éva dyvwoTo Ociyua €xel apaiwBei. dlopBwaoTe To PE TOV KATAAANAO
TTapdyovTa apaiwong.
YmroAoyiaTe Tn péyiotn déopeuon diaipwvtag 1o CPM Ttou BaBuovounTr 0 e
N péON TIMA OUVOAIKWV KPoUoEwv TToUu A@Bnkav oToug OOKIMAGTIKOUG
OWANVEG GUVOAIKWYV KPOUOEWV.

MNa tnv av@Aluon Twv Oedopévwy. UTTOPEITE ETTIONG VO XPNOIUOTIOINCETE
TTpoypAuMaATa  autopaToTToinuévng avaywyng oedopévwy. H DiaSorin
xpnoiyotroiei  RIACalc (Pharmacia) pe €éva Tpdéypapuo  TTPOCOPHOYAG
smooth-SPLINE tou %B/Bo cuvaptcel TnG AoyapiBunuévng CUyKEVTPWONG.
AAMeG  péBodol  avaywyng Oedopévwv  TIPETTEl  va  €yKpIBouv  TTpIV
EVOWMOTWOOUV yia KAVoVIKr xpron.

MINAKAZ |
Aedopéva deiyparog RIA Birapivng D 25-OH-D 1ng DiaSorin

ZUYKEVT.
Agopeupévo amd
AokipaoTikog  Mavopoidtuto  Méco  AlopBwuévo TTogoatd  [10000T6 ypdenua
gwAAfvag CPM CPM CPM (B/T) (B/Bo)  (ng/mL)
ZUVOAIKWV 41878 40901
KpoUoewv
39924
NSB 555 531 1,3
508
BaBuovountig 19585 19822 19291 48,5
0
19673
20314
19718
BaBuovountég
1 14503 14472 13941 72,3 5
14442
2 11005 10838 10307 53,4 12
10670
3 7182 7411 6880 35,7 20
7642
4 4687 4654 4123 21,4 40
4622
5 2768 2877 2346 12,2 100
2985
AyvwoTa deiyparta
1 10365 10406 53,9 12,8
10447
2 4219 4634 24,0 40,4
4720

21ov MINAKA | kai oto ZXHMA 1 trapouaidfovtal TUTTIKG dedopéva deiyuaTog Kal hia
KQUTTUAN BaBuovéunong. O TAnpogopieg autég didovtal Povo yia avapopd Kal dev
TIPETTEI va XPNOIYOTToINBoUV yia ToV UTTOAOYIOUO KAYIag TIMAG.
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14. TEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

14.1

14.2

14.3

14.4

14.5

O1 xpdvol pérpnong Ba TTPETTEl va eival apkeTd peydAol yia va eutrodileTal To
aTaTIOTIKO O@AApa (yia TTopddelypa. n ocucowpeuan 2.000 CPM Ba
ammodwaoel o@aApa 5%. evw 10.000 CPM Ba atrodwaouv a@dAua 1%).

Ta amoteAéopaTta TTPoadiopIcUoU Ba TIPETTEl va XPNOIUOTIOIOUVTAl OTTo
KoIvoU pe GAAa KAIVIKG Kal epyaaTnpiakd oedouéva yia va Bondrcouv Tov
KAIVIKO 10Tp6 TN AWn attopdcewy oTn JIAXEIPION PMEMOVWHEVWY 0TOEVWV.
MNa tov mpoodiopioyd autd dev €xouv agloAoynBei o1 emdpdoelg Adyw
aipéAuong | Aimraipiag ota deiypota acBevwv. Qotdoo. avapéverar 6T n
ekxUANIon akeToviTplAiou Ba eAaxioToTroioel TuXOV TTAPEPPOAEG Adyw Twv
OUCIWV AUTWV.

H kupioTepn TNy avakpifeiag otn péBodo auth gival mOavwg To BAPa TG
eKXUNONG. AAMeG TTNYEG SIODIKAOTIKWY aVOKPIBEILV eVOEXOUEVWG va ival
QAVAKPIBEIG UIKPOTTITIETEG i} AVTIOPACTAPIO TWV OTIoiwv €xel TTApEABEl n
nuepopnvia Angng.

To avtiowya Tou KIT Ba €mMBEigel HEPIKT DIOOTAUPOUUEVN AVTIOPACTIKOTNTA
ME OAEG TIG HopPEG aTepoeIdwV dIUdpogufiTapivng D2 kai D3. QoTdé00, ot
avepwWITOUG, Ol EVWOEIG QUTEG UTTAPXOUV OTn @UON POVO O€ OUYKEVTPWOEIG
NG Ta&ewg picomole.

THMEIQZH: Ta xapokTnpIoTIKA amédoong Tou TTpoodlopiopyold autol dev
£xouv KaBiepwBei ae TTadIATPIKG TTANBUCUO.
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15. ANAMENOMENEZ TIMEZ
MNEPIOXH TIMQN ANA®OPAZ

Eivar onuavtikd yia kdBe epyaotripio va kabiepwoel Tn OIKA TOu TTEPIOXH TIHWV
ava@opdg n oTToia gival avTITTPOOWTTEUTIK) Tou auvriBoug TTAnBucuou Tou.

Eival yvwoT6 61 TrapdyovTeg OTTwg n utrepiddng €kBeon °1° n emmoxn." 12 1o UAO.” Kal N
Siaitad emnpeddouv Ta etmimeda 25-OH-D oe avBpwTtoug. £1n BiBAIoypagia €xel aTTOdEIXTEN
peiwon Twv emmédwy Birapivng D pe v nAikia. Qatdoo. n épeuva yia TIG TTEPICOOTEPEG
ammé auTég TIG PeAETEG €xel DiegaxBei oe xwpeg TG Bépeiag Eupwiting. 61Tou UTTApXE!
NiyéTEPO NAIAKS GG Kal AiyOTEPO BIEICBUTIKN €vioXuon atd Tnv Tpor).8'518 Autd. padi pe
UWNAG PETORANTEG BIAPOPEG OE KPITHAPIA UYEIDG KAl KATAOTAONG QAapHAaKwy. gival SUOKOAO
VO YEVIKEUTEI N €Tmidpacn Tng nAikiag povdya otnv kardoTtacon Tng Pirapivng D.'2 MeAéreg
mou diegAxbnoav omig H.M.A. éxouv amodwoel dipopolueva oTroTeAéOPOTa. OTTOU
TrapoucidfovTal cupBavTa peiwong o Birapivn D e TNV nAikio. aAAG Kai n atroucia autAg
NG peiwong. 'Exel amodeixBei 6T Ta avTioTTaoUWAIKG. OTTWG ETTIONG KAl N POKPOXPOVIO
XPron Tou JOAUCHATIKOU TwV avTNAIOKWV p-apivoBevioikol ogéwg. TrpokaAolv peiwon oTa
emimeda NG 25-OH-D." Aev éxel kaBiepwBei TTaIdIOTPIKA TTEPIOXT TIMWY avapopdg aTré TNV
DiaSorin yia Tn xprion Tou TTapovTog KIT.

n DiaSorin éxer afiohoyrioer opd ToU OUAAéXBNKe ammd 20 AvTpeg Kal 24 yuvaikeg.
(QAIVOUEVIKA  UYIEIG. KUPIwG Kaukdoloug €BeAovtég amd TG pecoduTtikég  H.MLA.
xpnoigotroiwvtag 1o KIT RIA 2 25-udpotupitapivng D tng DiaSorin. H nAkia Twv
eBeAovTwyv KupaiveTal atrd 23 éwg 67 €Twv. Ta deiypara UAMEXBNKav KaTtd Tn SIGPKEIN TOU
OkTwppiou. Ze autrv TNV opdda avagopdg. TTapatnPAdnke pévo pia pikpr) diagopd ot
emimeda 25-OH-D petagl Twv avdpwyv (uéon TiMA = 21.7 ng/mL) kal Twv YUVaIKWY (éon
TIuR = 24.1 ng/mL). H pyéon TiA yia oAdkAnpo 1o TTANBuoud (n = 44) ftav 23.0 ng/mL pe
OITTAS €0pOg TUTTIKNG aTTOKAIoNG TTou Kupaivetal até 9.0 éwg 37.6 ng/mL.

‘Exel mapatnpnBei uwnAdg emiroAacudg uttokAvikoU eAAgippaTtog 25-udpoguBitapivng
D o€ @uolioAoyIkoUg, GaIVOUEVIKA UYIEiG TTANBUCUOUG 0€ TTOAAEG XWPEGS, 1B1aiTEPA KATA
TOUG XeldepIVOUC prvec.”® ™ Ze poogartn BiBAoypagia. £xouv TTPOTaBEi o AKOAOUBEC
TEPIOKEG TIMWV yia Tnv Tagivopnon Tng kardotaong 25-OH-D: ‘EAMAeiypa: 0 éwg
5 ng/mL (0 éwg 12.5 nmol/L), Avemrdpkela: 5 éwg 20 ng/mL (12.5 éwg 50 nmol/L).
Ymofirapyivwon D: 20 €éwg 40 ng/mL (50 éwg 100 nmol/L), Emdpkeia: 40 £wg
100 ng/mL (100 éwg 250 nmol/L), ka1 TogikétnTa: TepioodTepa amd 100 ng/mL
(> 250 nmol/L).*

16. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ
16.1 Axkpipeia

H akpiBeia rpoadiopiopol afloAoyriBnke otnv DiaSorin ye Tn OOKIUA TEGOAPWY ETTITTESWV
HOpPTUpWYV. Ta oTToia KAAUTITAV TNV KOWTTUAN. KOT@ T OIGPKEId 23 NUEPWV EPYOOIOG OF
40 mpoadiopiopols. Kdbe Trpoodiopiopdg TTepIAGUBave TEOOEPIG HAPTUPEG €T 2 eKXUNICEIG
(4 emavaAiyeig). O oxedIOOUOG TNG UEAETNG PPIOKETAI OE QVTIOTOIXIO HE TIG KOTEUBUVTAPIEG
yooppéc EP5-T2 Ttou eyypdpou ¢ CLSL 2 O umohoyiopoi Sedopévwy  Eyivav
xpnoipotroiwvtag SAS PROC VARCOMP. To oTamioTiK® HOVTEAO TTOU TTPOCOPHOCTNKE gival
£Va YPOPMIKO JOVTENO TUXTIWV sTané(osuov.z3

Méoog 6pog EvTtdg exTéAeong ZUVOAIKRA avakpiBela
(ng/mL) (% T.A) (% T.A)
8,6 11,7 9,4
22,7 10,5 8,2
33,0 8,6 9,1
49,0 12,5 1,0

145



16.2 AAnBIvoTNTO

H aAnBivotnTta mpocdiopiopol eAEyXOnKe Pe TN BOKIUN apaiwong Kal avaktnong.

TPAMMIKOTHTA (MAPAAAHAIZMOZ)
MeAETN B1adOXIKWY apalwoewy 4 delyudTwy acBevwv (TipéG = ng/mL)

Asiyua Mn 112 114
apaiwpevo
1 74,6 79.4 74.8
2 87.8 96.4 95.2
3 85,6 88,2 82,4
4 55,2 57,8 60,4
ANAKTHEH

MpooTébnkav yvwoTég TToadTnTteg 25-OH-D3 o€ deiypata opol aaBevr kai KaBopioTnke

n TTOCOCTIAIO AVAKTNON.

ApXIKNA MoooétnTa *Avapevopevn MeTpoupevn
Agiypa | OUYKEVTPWAN | TTOU TTPOCTEBNKE | CUYKEVTPWON | OUYKEVTPWON
Ap1Budg (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) AvdkTtnon

1 15,8 50 25,5 24.8 97%
10,0 35,1 41,8 119%
25,0 62,7 61,9 99%
2 51,2 50 60,6 62,0 102%
10,0 69,8 73,8 106%
25,0 96,4 99,4 103%
3 26,6 50 36,2 33,5 92%
10,0 45,7 54,0 118%
25,0 73,0 82,8 113%
4 57,3 50 66,6 63,8 96%
10,0 75,8 78,1 103%
25,0 102** 104* 102%
5 41,3 50 50,8 48,5 95%
10,0 60,1 56,1 93%
25,0 87,0 93,2 107%

TTapAyovTa apaiwaong Trou eIorXBnke aTo SiIGAuUpa TTPACBETOU.

*k

(dvw BaBuovountnig)

16.3 AvaAuTiki euaicBnaia (6pia avixveuong)

‘Exel amodeixtei 611 n euaiodnoia Tou TTPoodiopiocuol auTou. OTav opifeTal WG N
XAPNAOTEPN TTOOOTNTA TTOU dIAPOPOTIOIEITAI OTTO TO PNdEV O€ 2 TUTTIKEG ATTOKAITEIG
KATw amé TN péan Ty cpm Tou pndevikou BaBuovounth (n = 20). eivar 1,5 ng/mL A
MIKPOTEPN. AUTO TO €TTITTESO €ualoBbnaiag 1oxUel TOOO PE Tn XPron Tou BabBuovounth
«1» 600 Kal PE TOV «TTPOAIPETIKO» BabuovounTn.
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O utroAoyiopdg  avauevopevng Ouykévipwong 25-OH-D  mepidapBavel

TOovV

Autég gival TTapepBaAAOpEVEG TINEG. N pETPpOUPEVN OouykévTpwaon gival > 100 ng/mL



16.4 AvaAuTikn €181KOTNTA
Ta Oedopéva Tng dlooTAUPOUPEVNG  QVTIOPACTIKOTNTAG TOU  QvTiopoU  TToU
XPNOIUOTTOIEITAI GTO KIT AUTO EKQPAgeTal WG 0 AGYOG TNG ouykévTpwang 25-OH-D trpog
TN OUYKEVTPWON TNG ouciag pe dlacTaupoupevn avtidpaoTikoTnTa o€ 50% avaoToAn
NG MEyIoTNG dETpEUONG.

2TEPOEIBN % dlacTaupoUpevn avTIdPACTIKOTNTA
Bitapivn D2 0,8
Birapivn D3 0,8
25-OH-D2 100
25-OH-D3 100
24,25-(0OH)2-D2 100
24,25-(OH)2-D3 100
25,26-(0OH)2-D2 100
25,26-(0OH)2-D3 100
1,25-(OH)2-D2 11,0
1,25-(OH)2-D3 11,0

I'lA TH BIBAIOTPA®IA. ANATPEZTE ZTHN TEAEYTAIA ZEAIAA

ZXHMA NPOZAIOPIZMOY

1. EkxuAioTe Ta deiypara: Alavéuere 500 uL akeToviTpidio o€ évav udAivo cwArva Kai
TpocBéoTe apyd 50 uL BaBuovountr. pdptupa A Ociyua acBevr) KATw amd Tnv
EMQPAVEIQ TOU AKETOVITPIAIOU. ZTPORIAIOTE yia 10 SeUTEPOAETITA KAl PUYOKEVTPAOTE
xpnoipotroiwvTag 1200 x g* yia 10 Aetrtd oToug 20 éwg 25°C.

2. AmovéueTe TO avTIOPACTAPIC CUP@WVA JE TO aKOAouBo oxrAua:

MdpTupeg Kai
AoKiyaoTiKoi SUVONIKEG BaBpovounmmg ayvwoTa
owARveg/AvTiIdpacTrpia Kpouaoeig NSB 0-6 Oeiypata
EkxuAiopévor 0
BaBuovounTéC ) 25 - )
EKqulopevo] } ) 25 UL )
BaBuovountég
EkxuAiopévol paptupeg - - - 25uL
EkxuAiopéva dyvwoTta
Oeiypata - - - 25uL
IxvnBétng 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
PuBuioTiké didAupa
NSB/1TpooBrkng 1,0 mL 1,0 mL - -
AvTtiopdg 25-OH-D - - 1,0 mL 1,0 mL

3. Avapitte kaAd. ETTwdoTe yia 90 Aetrtd (+/- 10 Aetrtd) atoug 20 éwg 25°C.

4. Aiavépete 500 uL oUutrAoko kaBilnong DAG o€ OAeG TIG UTTODOXEG. €KTOG OTTO
TOUG SOKIPOAGTIKOUG GWARAVEG CUVONIKWY KPOUTEWV.

5. Avapi¢te KaAd. ETwdoTe yia 20 €wg 25 Aetrtd oToug 20 £wg 25°C.

6. Aiavépete 500 uL puBuioTikd didAupa NSB/TpooBrkng o€ OAeg TIG UTTOBOXEG.
€KTOG ATTO TOUG BOKIJOOTIKOUG OWARVEG GUVOAIKWY KPOUCEWV.

7. ®uyokeviproTe xpnoiyotroiwvtag 1800 x g* yia 20 AeTrTa.
8. ATTOoXUOTE Ta UTTEPKEIEVA KAGOUOTA.

9. MetpAoTe KGBe OwAAva o€ évav peTpnT ydaua yia 60 OeuTepOAETITA )
TTEPITOOTEPO.

*g = (1118 x 10®) (akTiva o€ ekatooTd) (rpm)°
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