Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

25-OH-VITAMIN D3/ D2 IN SERUM / PLASMA - HPLC

VITAMINAS D3/D2 EM SORO/PLASMA POR HPLC

Reagente diagnodstico para determinacgao quantitativa in vitro de Vitaminas Dz/D2 em Soro/Plasma por HPLC.

N© de lote, data de fabricagdo e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacao

38038

Kit Reagente para Andlise de Vitaminas D3/D2 em Soro/Plasma (100 analises)

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucdes para Andlise de

Vitaminas D3/D> em Soro/Plasma por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit Chromsystems permite uma andlise segura e
simultéanea dos principais metabdlitos das Vitaminas D2/Dsz em
soro ou plasma, empregando um sistema isocratico de HPLC
com detector UV. E uma ferramenta importante no diagndstico
clinico de osteoporose e de problemas de mineralizagdo dssea,
assim como na monitoracdo de terapias por deficiéncia de
Vitamina D. O preparo da amostra é simples e eficiente,
garantindo a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.

METODO

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgdo
uv.

PRINCIPIO

Os interferentes presentes na amostra sao eliminados por uma
eficiente etapa de precipitacdo, com adicdo de reagente
especifico, além de uma seletiva etapa de aplicacdo em colunas
de preparagdo de amostras. A aplicagdo em coluna também
promove a concentracdo dos analitos em solugdo antes da
analise cromatografica. Apds a injecdo no sistema de HPLC, a
deteccdo UV permite a leitura de absorbancia de 25-OH-
Vitamina Ds e 25-OH-Vitamina D2 em comprimento de onda
selecionado (265 nm).

REAGENTES

Componentes e Composicoes:
Produto Composicao Apresentacao
Fase movel Acetonitrila 1 x 1000 mL
(Mobile Phase)
Padrao Interno Metanol <50%, 1x5mL
(Internal Standard) pH 5-7
Reagente de Acetonitrila e 1 x50 mL
Precipitacdo acido
(Precipitation tricloracético
Reagent)
Tampdo de Lavagem Metanol 1 x 200 mL
1
(Wash Buffer 1)
Tampdo de Lavagem Metanol e 1x7,5mL
2 acetonitrila
(Wash Buffer 2)
Tampao de Eluigdo Metanol 1x20 mL
(Elution Buffer)
Colunas de Didxido de silicio 2 x50
preparagao modificado. P6 unidades
(Sample Clean Up seco.
Columns)
Frascos de reagao - 1 x 100
(Reaction vials) unidades
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INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rdtulo, desde que as condigbes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas. A tabela abaixo mostra a
temperatura de armazenagem para os reagentes do kit e para
outros reagentes Chromsystems disponiveis separadamente:

Artigo Produto Temperatura
38031 Fase movel +18 a +30°C
38004 Padrdo Interno Abaixo de -18°C
38005 Reagente de Precipitacao +18 a +30 °C
38006 Tampado de Lavagem 1 +18 a +30 °C
38007 Tampdo de Lavagem 2 +18 a +30 °C
38009 Tampado de Eluicdo +18 a +30 °C
38008 Colunas de preparo +18 a +30 °C

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS, NAO FORNECIDOS

38033 Padrao de Calibracdo de 25- | Abaixo de -18°C
OH-Vitamina D3/D> em Soro
(liofilizado)
0028 Controle de 25-OH-Vitamina | Abaixo de -18°C
Ds/D2 em Soro, Bi-Nivel
(I+11)
CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranca dos reagentes e adotar as
precaucées necessarias para o manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA

Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto. As instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo poderd ser garantida em caso de desvio as
instrucoes.

DESCARTE

A fase movel, o reagente de precipitacdo, os tampdes de
lavagem 1 e 2, o tampao de eluicdo e os residuos de preparacao
das amostras contém solventes organicos e devem ser
descartados como residuos quimicos livres de halogénio, de
acordo com as diretrizes e regulamentos locais em vigor.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Moével: pronto para uso.

Reagente de Precipitagao: pronto para uso.
Tampao de Lavagem 1: pronto para uso.
Tampao de Lavagem 2: pronto para uso.
Tampao de Eluigdo: pronto para uso.
Padrao Interno: pronto para uso.
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MATERIAIS REQUERIDOS MAS, NAO FORNECIDOS
Coluna cromatogréfica equilibrada (Chromsystems art. 38130).
Padrdao de Calibragcdo em Soro, liofilizado (Chromsystems art.
38033).

Controle de 25-OH-Vitamina D3/D> em Soro, Bi-Nivel (I+II)
(Chromsystems art. 0028).

Agua grau HPLC.

Acetonitrila e Metanol grau HPLC.

Centrifuga.

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

Sdo usadas amostras de soro ou plasma para esta analise. Ndo
€ recomendado o uso de tubos de coleta contendo separadores
em gel para a coleta do sangue. Alguns tipos de géis podem
absorver os analitos e diminuir suas concentracbes em
amostras de soro. Alguns géis também podem causar picos
interferentes.

Estabilidade das amostras: as amostras coletadas (soro ou
plasma) sdo estaveis por 3 dias em temperatura ambiente e por
até 1 semana se mantidas refrigeradas (+2 a +8°C).
Recomenda-se manter as amostras refrigeradas durante o
transporte. Para periodos maiores de armazenamento (maximo
de 1 ano), conservar em temperatura abaixo de

-18°C.

Estabilidade das amostras preparadas: as amostras
preparadas sdo estdveis por 1 semana em temperatura
ambiente ou por aproximadamente 2 semanas refrigeradas (+2
a +8°C), ou abaixo de - 18°C, protegidas da luz e armazenadas
em tubos de vidro.

PROCEDIMENTOS DO TESTE
Ajustes do instrumento:

Amostrador: Volume de injecdo de 25uL (10-
50puL)
Tempo de corrida de 12 min.
Detector UV: 265 nm
Fluxo: 0,7 mL/min
Temperatura da Ambiente (aprox. 25 °C)

coluna: )

Limpeza do injetor: Acetonitrila 1:1 Agua grau HPLC

Procedimento de preparo de amostras:

O preparo das amostras deve ser realizado sem interrupcao.

Utilizar os frascos de reagdo que acompanham o kit, para que

as amostras sejam protegidas da exposicdo a luz ambiente.

1. Transferir 500uL de soro/plasma (calibradores, controles e
amostras) e 50uL de padrdo interno para frascos de reagdo
ambar (protegidos da luz), misturar brevemente.

2. Adicionar 500uL de reagente de precipitagdo, misture

(vortex) por 20 s.

Incubar por 10 minutos a +4°C.

Centrifugar por 5 min a 15000 x g.

Aplicar imediatamente todo o sobrenadante em uma coluna

de preparo identificada e elua por centrifugagao (400 x g,

por 1 min) ou sucgao, descartando o efluente.

6. Lavar a coluna com 2 x 1mL do Tampdo de Lavagem 1 e
eluir por vacuo ou centrifugacdo (400 x g, por 1 min),
descartando o efluente.

7. Lavar a coluna com 75 pL do Tampao de Lavagem 2 e eluir
o conteudo por vacuo ou centrifugagao (400 x g, por 1 min),
descartando o efluente.

8. Troque o frasco de coleta, e aplique 200uL do Tampao de
Eluicdo na coluna, eluindo por centrifugagdo (400 x g, por 1
min) ou sucgdo. O eluato deve ser coletado em tubos de
vidro.

9. Diluir o eluato com 20uL de dgua grau HPLC e misturar.

10.Injetar 25ul do eluato diluido no sistema de HPLC.

uhw

Controles devem ser incluidos em todas as séries de analise
para monitorar a exatiddo e precisdo do sistema.
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Tempo de retencdo esperado:

Analito Tempo de ret_engﬁo aprox. em
minutos
25-0OH-Vitamina D3 4,2
25-0OH-Vitamina D2 4,6
Padrao Interno 7,1
CALcULOS

Aamostra X IScalibrador X *Ccalibrador
Acalibrador X ISamostra

Canalito [|Jg/L] =

Area ou altura do pico do analito A no = Aamostra
cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do analito A no = Calibrador
cromatograma do calibrador

Area ou altura do pico do padrdo interno = ISAmostra

no cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do padrdo interno ISCalibrador

no cromatograma do calibrador

*CCalibrador

Concentragdo C do analito A no calibrador

* A concentragdo do analito no calibrador depende do lote e
sera encontrada no folheto de informagdes que acompanha o
produto. Uma vez que a mesma quantidade de padrdo interno
é adicionada ao padrao de calibragdo e as amostras de
pacientes, a concentracdo do padrdao interno pode ser
considerada como “1” para fins de calculo.

Fatores de conversdo:

. Hg/L para nmol/L para
Analito nmol/L ug/L
25-0OH-vitamina D3 X 2,496 x 0,4007
25-OH-vitamina D2 X 2,423 x 0,4127

CALIBRADORES E CONTROLES
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

Artigo | Produto Apresentacao

38033 | Padrao de Calibragdo de 25-OH-
Vitamina Ds/D2 em Soro 5x2mL
(liofilizado)

0028 Controle de 25-OH-Vitamina 2% 5x2mL
Ds/D2 em Soro, Bi-Nivel (I+1I)

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Recuperagao:
25-0OH-Vitamina Ds 86%
25-0OH-Vitamina D 87%
Padrao Interno 79%

Linearidade / limite de quantificacdo:

Analito Limite de Faixa linear
quantificagdo de pelo menos
[pg/I1] aprox.* até [pg/1]

25-0OH-Vitamina 1,4 250

Ds

25-0OH-Vitamina 1,1 250

D>

*Q limite de quantificacdo depende do detector empregado!

Precisao intra-ensaio:

Analito Coeficiente de variacao [%]
(concentracdo pg/l)
n=10
25-OH-Vitamina 3,0 (24,9) | 0,9 (58,9) | 1,9 (89,9)
Ds
25-OH-Vitamina 1,8 (22,6) | 0,8 (57,5) | 1,9 (84,3)
D2
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Precisao inter-ensaio:

Analito Coeficiente de variacao [%]
(concentracdo pg/I)
n=100

25-0OH-Vitamina 3,3(25,2) | 0,9(58,9) | 2,3(90,4)
D3

25-0OH-Vitamina 4,6 (23,2) | 0,8 (57,5) | 1,9 (84,5)
D2

VALORES DE REFERENCIA

A concentragdo de 25-OH-Vitamina Ds depende de muitos
fatores, por exemplo local de residéncia (latitude), estagdo do
ano, camada de ozOnio, idade, sexo e pigmentagcdo da pele,
sendo assim dificil estabelecer um valor de referéncia. Os
valores apresentados abaixo sdao sugestdes baseadas na
literatura.

Valor de referéncia Concentragao em soro
(pg/L)

Reserva de . 41 - 100

armazenamento suficiente

Reserva insuficiente 21 -40

Suprimento insuficiente 10 - 20

Deficiéncia <10

Téxico > 100

Geralmente, nenhuma concentragdo significativa de 25-OH-
Vitamina D> é encontrada em amostras de soro de pacientes
gue ndo estejam em tratamento com suplementos de vitamina
D.

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de
referéncia para adaptar o método as caracteristicas de sua
populagdo analisada.

INTERFERENTES CONHECIDOS

Em amostras de soro/plasma de bebés e criangas abaixo de 1
ano de idade, as formas diastereoisoméricas (epimeros C3) de
25-OH-vitamina D3 e 25-OH-vitamina D2 foram determinadas
em concentragdes significantes [7]. Para criangas mais velhas e
adultos, este fendmeno ndo foi observado. Este método ndo
pode distinguir estas formas descritas. Assim, a co-
determinagdo dos epimeros C3 pode levar, em alguns casos, a
falsos niveis altos de 25-OH Vitamina D em bebés e criancas
abaixo de 1 ano de idade.
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Simbolos Usados
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Cuidado, consulte documentos anexos

Consulte instrugbes de uso
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Lote

Data de Fabricacio
Validade

Risco Biolagico
Altamente toxico
Corrosivo

Mocivo
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Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals
GmbH

Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niterdi, R
Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840162

SAC: sac@biosys.com.br — (21) 3907-2534 / 0800 015
1414

www.biosys.com.br
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