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1 Informacdes pararequisicao

N° da ordem Produto

32000 Kit reagente para determinagao de B-Caroteno em soro/ plasma por HPLC
Conteudo para 100 andlises:

Fase Movel 1000 ml
Padrao de Calibracdo em Soro (liof.) 5x0,5ml
Padrao Interno 5mi
Reagente de Precipitacédo 5mi
Tampéao de Extragéo 20 ml
Vials de reagdo ambar 100 unidades

Componentes disponiveis separadamente:

32001 Fase Movel 1000 ml
32002 Fase Movel 10 x 1000 ml
32003 Padrao de Calibracdo em Soro (liofilizado) 5x0,5ml
32004 Padrao Interno 5mi
32005 Reagente de Precipitagédo 5mi
32006 Tampao de Extracéo 20 ml
33005 Vials de reagéo, ambar (protecéo contra luz) 100 unidades
Acessorios
32100 Coluna HPLC para determinag&o de B-caroteno em soro/ plasma (equilibrada, com
cromatograma teste) 1 peca
15009 Pré-filtro em PEEK, 5um 5 pecas
15010 Suporte para pré-filtro em PEEK 1 peca
18001 Suporte para cartucho de pré-coluna 4/10 1 peca
18032 Cartucho de pré-coluna 4/10 1 peca

Calibradores e Controles (liofilizados)

32003 Padrao de Calibragdo em Soro 5x0,5ml
0025 Controle bi-nivel (I + 1l) de B-caroteno em soro 2x5x2ml
0026 Controle nivel | de B-caroteno em soro 5x2mil
0027 Controle nivel Il de B-caroteno em soro 5x2ml
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2 Introducao

O B-caroteno faz parte da familia dos carotenoides, e uma caracteristica comum dessa familia, além da coloracdo
laranja amarelada ao vermelho, é a estrutura de poliisopreno do ndcleo. Uma grande quantidade de ligacdes
duplas conjugadas faz esse componente muito sensivel a oxidacao pela luz e da origem a varios isdbmeros, como
por exemplo o cis-B-caroteno e o trans-B-caroteno. A diferenga do a-caroteno e do B-caroteno € a posicédo de

somente uma ligacéo dupla.

p-caroteno

w-caroteno

criptoxantina

luteina
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Figura 1 — FOormulas estruturais dos carotenoides mais importantes (quanto mais liga¢des duplas no composto, o
efeito antioxidante é mais forte).

Os carotenoides séo sintetizados somente por organismos ativos fotossintetizantes, como algumas bactérias, algas e
vegetais superiores e funcionam como aceptores de luz protetores de pigmentos fotossintetizantes (clorofila). Em
humanos o trans-p-caroteno € funcionalmente e quantitativamente o mais importante dos cerca de 20 carotenoides
presentes no plasma. Ele é reposto com a dieta e absorvido no intestino delgado juntamente com a gordura na presenga
de bile. Uma fracdo do B-caroteno € transformada enzimaticamente em vitamina A (retinol) pelos enterécitos e
hepatécitos, uma das fungBes mais importantes da provitamina A. O B-caroteno altamente sollvel em gordura é
transportado por lipoproteinas chamados quilomicrons no sangue e na linfa. O armazenamento no corpo é feito no tecido

adiposo e no figado.

O B-caroteno é uma substancia essencial para os seres humanos, a Sociedade Alema de Nutricdo recomenda a ingestéo
de 2-4 mg/dia na dieta. O B-caroteno tem propriedades antioxidantes e & capaz de “eliminar” os radicais livres e
moléculas de oxigénio agressivas. Essas moléculas reativas e toxicas sdo normalmente geradas no metabolismo normal,
mas estdo em maior quantidade durante processos inflamatérios ou como consequéncia do aumento dos niveis de
homocisteina. Essas substancias podem causar danos a membrana celular e ao DNA e s&o consideradas como fator de
risco para doencas cardiovasculares. Estudos clinicos realizados nos Ultimos anos mostraram que um suporte de B-
caroteno adequado pode ser considerado como fator de protecdo contra arteriosclerose, doenga coronariana e cancer.
Por estimular a atividade dos linfocitos T e B, o B-caroteno pode contribuir na estimulagdo do sistema imune. Os
carotenoides como o licopeno, a-caroteno e cis-B-caroteno, presentes em concentracdes menores no sangue,
desempenham um papel secundario nessa fungéo. Por outro lado, outros estudos implicaram fortemente que altas doses
de B-caroteno aumenta o risco de cancer de pulméo em fumantes, portanto ainda ndo ha uma conclusao sobre os efeitos
fisiolégicos do B-caroteno. Na bioquimica clinica a concentracdo do -caroteno no soro € um marcador de distirbios de
absorcéo de gordura pelo trato digestivo.
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Uso especifico:

O kit de reagentes da Chromsystems para andlise de B-caroteno em soro/plasma é uma ferramenta de diagnéstico
in vitro para ser usada em laboratérios clinicos para a detec¢do quantitativa de a-, cis-B- e trans--caroteno totais
amostras de soro e plasma através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O kit € designado para o
teste em pacientes cujo nivel de 3-caroteno requer monitoramento.

Principio do kit:

O B-caroteno é extraido da amostra de soro por uma precipitacdo/extracdo combinada. O resultado da extracdo é
solivel na fase movel e pronto para ser injetado, portanto ndo é necessario etapa de evaporacao.

Sistema isocratico, fase reversa com deteccdo UV/VIS, assegura separacdo segura de a-caroteno, cis-B-caroteno e
todos os trans-B-carotenos bem como alguns outros carotenoides em menos de 10 minutos. Para uma
determinagéo precisa, um padrao interno derivado de carotenoide é utilizado. Somente um comprimento de onda €
utilizado para detecgdo. Devido a estabilizagdo especial das amostras preparadas, o método é compativel com
grandes lotes de amostras.

3 Sistema HPLC

Atencao: Ao utilizar os reagentes, favor verificar as informagdes de seguranca contidas no apéndice |.

3.1 Parametros do equipamento

Um sistema simples, isocratico, com bomba de HPLC, injetor e detector UV é o requerido para a analise de -
caroteno. Para prevenir mudangas na composi¢do da fase movel, ela ndo deve ser degaseificada, e deve ser
mantida tampada durante o procedimento do teste. O uso de forno termostatizado para a coluna previne variacdes
de temperatura e garante 6tima estabilidade e reprodutibilidade na separac¢é@o cromatografica.

Ajustes do instrumento:

Amostrador: Volume de injecdo 50 pL

Tempo de corrida: 10 min

Fluxo: 1,5-1,8 mL/min

Temperatura da coluna: Temperatura ambiente (aprox. 25°C)
Detector UV: 453 nm

Solucgéo de limpeza da agulha do injetor:  metanol puro ou acetonitrila

3.2 Coluna HPLC

A coluna HPLC para andlise de B-caroteno/carotendides é fornecida estabilizada e testada, e esta pronta para o
uso. Ela ndo deve ser lavada com nenhuma outra solugcdo. A contrapressdo de uma coluna nova na razéo de
fluxo de 1,8 mL/min é de cerca de 70 a 90 bar e pode elevar com a idade ou uso da coluna. Para prevenir o
aumento da contrapresséo da coluna é recomendavel injetar 50 pL dgua destilada apés cada série de 20 amostras.
Enquanto as separacdes estiverem satisfatorias, a contrapressao elevada ndo tem importancia. Para prolongar a
vida da coluna, uma pré-coluna (artigo 18001 e 18032) podem ser utilizados.

Antes de iniciar uma anélise:

1. Antes de instalar a coluna HPLC, lavar o sistema com aproximadamente 50 mL de 4gua destilada seguidos de
50 mL de fase mével com razéo de fluxo de 1,8 mL/min. e injetar cada solugao varias vezes;

2. Instalar a coluna e equilibrar o sistema com razédo de fluxo de 1,8 mL/min por aproximadamente 10 min, até que
a linha de base esteja estabilizada;

3. Injetar o calibrador preparado repetidamente até que dois cromatogramas sucessivos mostrem tempos de
retencdo e area/altura de picos semelhantes;

4. Entdo, a fase mével pode ser recirculada;
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3.3 Shut down

Para periodo de desuso de até 3 dias, desligar a bomba de HPLC e o detector, a coluna de HPLC pode
permanecer conectada no sistema. Para longos periodos de desuso, a coluna HPLC deve ser desconectada.
Limpeza ou conservacdo ndo € necessdria. Armazenar a coluna na fase movel a temperatura ambiente. A coluna
deve ser substituida por uma unido e o sistema HPLC limpo com cerca de 50 mL de H20O/metanol (30/70 vol/vol).

4 Separacao cromatografica

A tabela a seguir mostra o tempo de retencdo de alguns carotenoides e padrdo interno com razéo de fluxo de 1,8
mL/min:

Substancia Tempo de Retencdo (min. aproximadamente)
Criptoxantina 3,1
Padréo Interno 3,8
Isdbmeros de licopeno 52
a-caroteno 7,7
Trans-B-caroteno 8,3
Cis-B-caroteno 9,0

A separacao cromatografica leva cerca de 10 minutos (ver cromatogramas no Cap. 12). Pequenas variagdes nos
tempos de retencdo podem ser devidas, e. mudancas de temperatura ou o processo normal de envelhecimento da
fase movel.

5 Preparo da amostra

Atencdao: Ao utilizar os reagentes, favor verificar as informagdes de seguranca contidas no apéndice I.

5.1 Coleta e armazenamento das amostras de pacientes

A amostra utilizada para analise é de soro ou plasma.

A seguinte informag&o pode ser encontrada na literatura [7]:

Antes de coletar o sangue, evite 0 consumo de cenouras e laranjas. Niveis aumentados podem ser encontrados
apdés o uso de bronzeadores e niveis diminuidos apds a utilizagdo de canamicina, metformina neomicina e
contraceptivos orais. O soro deve ser enviado protegido da luz e ndo deve ser hemolitico. O envio e a analise
devem ser feitos no mesmo dia, ou entdo congeles as amostras e fagca 0 envio com as amostras congeladas.

Atencdo: E de responsabilidade individual de cada laboratério usar todas as referéncias disponiveis ou seus
préprios estudos para determinar os critérios de estabilidade para o seu laboratério.

5.2 Reconstituicdo do calibrador

O calibrador (artigo 32003) é rastreavel a substancias de referéncia adquiridas de fornecedor certificado. Apés
reconstituicdo, o calibrador € submetido ao mesmo processo de preparo das amostras de pacientes. O calibrador
preparado € utilizado para calibrar o sistema. Para reconstituir o calibrador liofilizado em soro, pipetar
exatamente 0,5 mL de agua destilada no frasco. Deixar repousar a temperatura ambiente por 10-15 minutos,
agitar ocasional e gentilmente até que o conteddo esteja homogéneo. Evite exposicao direta a luz solar! A
concentracao atual depende do lote e serd encontrada no folheto de informag8es que acompanha o calibrador.
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Atencéo: Este produto foi fabricado a partir de pool de plasma humano testado, fornecendo resultados negativos
para anticorpos HIV-1+2, HIV-, HCV- e HBV-DNA (PCR), antigeno HBs, anticorpos HBc, anticorpos HCV e TPHA.
Como nao existem métodos que déem seguranca absoluta de que produtos contendo materiais de fonte humana
serdo livres de agentes infecciosos, um possivel risco de infeccdo deve ser levado em conta. Este produto
também pode conter agentes desconhecidos e outros patégenos para os quais ndo existem testes aprovados. Nds
assim recomendamos considerar todos os produtos contendo material de fonte humana como potencialmente
infeccioso e manipula-lo com o mesmo cuidado destinado a amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do calibrador reconstituido:
O calibrador reconstituido é estavel por até 5 dias quando mantido fechado, protegido da luz e refrigerado (+2 a
+8°C). Por periodos maiores (até 2 meses), aliquotar e armazenar abaixo de -18 °C.

5.3 Reconstituicdo dos controles

Os controles em soro (artigo 0026, 0027), sdo submetidos a todo o processo de preparo das amostras, do mesmo
modo que as amostras de pacientes. Os controles sdo incluidos em cada série analitica, para monitorar a exatidéo
e a precisdo do sistema. Para reconstituir o controle liofilizado, pipetar exatamente 2,0 mL de agua destilada
no frasco. Deixar repousar a temperatura ambiente por 10-15 minutos, agitar ocasional e gentilmente até que o
contelido esteja homogéneo. Evite exposicao direta a luz solar! A concentracédo atual depende do lote e sera
encontrada no folheto de informagfes que acompanha os controles.

Atencéo: Este produto foi fabricado a partir de pool de plasma humano testado, fornecendo resultados negativos
para anticorpos HIV-1+2, HIV-, HCV- e HBV-DNA (PCR), antigeno HBs, anticorpos HBc, anticorpos HCV e TPHA.
Como nao existem métodos que déem seguranca absoluta de que produtos contendo materiais de fonte humana
serdo livres de agentes infecciosos, um possivel risco de infeccdo deve ser levado em conta. Este produto
também pode conter agentes desconhecidos e outros patégenos para os quais nao existem testes aprovados. Nos
assim recomendamos considerar todos os produtos contendo material de fonte humana como potencialmente
infeccioso e manipula-lo com o mesmo cuidado destinado a amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do controle reconstituido:
O controle reconstituido é estavel por até 5 dias quando mantido fechado, protegido da luz e refrigerado (+2 a
+8°C). Por periodos maiores (até 2 meses), aliquotar e armazenar abaixo de -18 °C.

5.4 Procedimento de preparo das amostras

Num frasco de reagdo ambar (protecédo contra luz), pipetar:

1. Aplicar 100 pl de soro/plasma (calibrador, controle, amostra).

2. +50 pL de padréo interno, homogeneizar.

3. +50 pL de reagente de precipitagdo, misturar com vortex, (nédo centrifugar!).

4. + 200 L de tampéo de extracdo, misturar com vértex por 30 s.

5. Centrifugar por 10 min. a 16000 g.

6. Transferir o sobrenadante para um frasco de vidro* protegido da luz, injetar 50 pL no sistema de HPLC.

A precisao e exatidao da andlise devem ser monitoradas pela inclus@o de controles adicionais a cada corrida.
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*Nem todo frasco de plastico é adequado para armazenar o extrato, utilizar frasco de vidro se houver davida.

5.5 Estabilidade das amostras

As amostras preparadas sao estaveis em temperatura ambiente por 2 dias e por aproximadamente 1 semana
refrigerada entre +2° e +8°C (em frasco de vidro protegido da luz). Para maiores periodos de armazenagem, (até 4
semanas) congelar a -18°C.

6 Resultados e avaliacéo

6.1 Calibragcdo do sistema de analise

A concentracdo de B-caroteno no calibrador depende do lote e sera encontrada no folheto de informacfes que
acompanha o padréo.

Antes de iniciar a analise quantitativa de amostras de pacientes, € recomendado correr um cromatograma de
calibracé@o contendo todas as substancias de interesse. Apés a estabilizacdo da linha de base, injete repetidamente
o calibrador preparado, até que dois cromatogramas sucessivos apresentem picos com tempo de retencao,
resolucdo e arealaltura praticamente idénticos. Esses cromatogramas podem ser utilizados para definir
corretamente os parametros de integracdo. O cromatograma da Ultima injecdo teste € usado para calibrar o
sistema de andlise de dados (software, integrador).

Entre com o tempo de retencéo obtido e a concentragédo do calibrador (veja folheto de informagdes) na tabela de
andlise.

N° do Pico Analito Tempo de Retencao Concentracdo
(min. aproximadamente) (ng/mL)
1 Padréo Interno 3,8 1
2 Trans-B-caroteno 8,3 Ver folheto de informacdes

Para assegurar que nem a calibracdo nem as condi¢des do HPLC (tempos de retencéo, etc.) modificaram-se no
decorrer da corrida analitica, o calibrador preparado deve ser injetado no curso da corrida e novamente no final.
Escolha “Calibragao por Padréo Interno” como método de integragao.

6.2 Quantificacdo por padrao interno

O uso de um padrdo interno permite que potenciais perdas durante o preparo da amostra sejam compensadas.
Uma quantidade conhecida de padrdo interno é adicionada a cada amostra (calibrador, controles, amostras de
pacientes). O pico apropriado é identificado na tabela de componentes como padréo interno a partir da corrida do
calibrador (veja cromatogramas no cap. 12) para a correta integracdo. Uma vez que a mesma quantidade de
padrdo interno é adicionada ao plasma calibrador e as amostras de pacientes, a concentragdo do padrao
interno pode ser entrada como “1”.

7 Controle de Qualidade

Precisédo e exatiddo podem ser monitoradas pela adicdo de controles adicionais em cada corrida analitica
(Controles em soro Chromsystems (artigos 0026, 0027). Caso a andlise desses controles mostre resultados fora do
intervalo fornecido nos folhetos de informacao, o sistema deve ser avaliado, e, se necessario, recalibrado.
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8 Valores de referéncia

Na literatura estao disponiveis diferentes valores de referéncia para 3-caroteno:

Substancia Matriz Faixa de Referéncia Fonte
B-caroteno Soro 40-322 ng/ml [7]
B-caroteno Soro 67-228 ng/ml (25° e 75° percentis da [8]

populacao de estudo)

Também existem valores altos citados (acima de 1250 ng/mL). Por um lado, isso ocorre devido a diferencas da
populacéo e por outro lado devido as diferentes metodologias para sua determinacéo além do HPLC, por exemplo
ensaios fotométricos, que ndo sdo adequados o0s trans-B-carotenos seletivamente na amostra com outros
carotenoides.

9 Fatores de Conversao

Analito ng/mL para nmol/L nmol/L para ng/mL
B-caroteno x 1,863 x 0,537

10 Armazenamento e validade dos reagentes

Reagentes ndo abertos podem ser utilizados até a data de validade estabelecida no rétulo, desde que as
condi¢des de estocagem indicadas no rétulo sejam obedecidas.

Condicdes de armazenamento dos reagentes:

Produto Armazenamento
Fase Movel +18 a +30°C
Padrédo Interno Abaixo de -18 °C
Reagente de Precipitacdo +18 a +30°C
Tampéo de Extracao +18 a +30°C
Padrdo de Calibracédo em Soro abaixo de -18 °C
Controles nivel | e nivel Il, em Soro abaixo de -18 °C

Os reagentes devem ser adequadamente fechados e armazenados nas condi¢cfes estabelecidas imediatamente
apos o uso. Desde que nada além tenha sido estipulado, a estabilidade sera de 1 ano apés a data da abertura,
mas, ndo excedera o prazo de validade. Para calibradores e controles, ver os capitulos 5.2 e 5.3.

11 Descarte de residuos

A Fase Mdével, o Padréo Interno, o Reagente de Precipitacdo, o Tampédo de Extracdo e os residuos dos espécimes
preparados contém solventes organicos. Descarte os residuos dos produtos em um contéiner para solventes
organicos livres de halogénio. Estes produtos ndo devem ser descartados juntamente com lixo doméstico. Nao
circule no abastecimento principal de agua. Descarte de acordo com a diretiva 2008/98/EC e de acordo com as
exigéncias locais e nacionais. Os contéineres de lixo devem ser armazenados apropriadamente e 0 acesso sO
deve ser permitido a pessoas autorizadas.
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12 Exemplos de cromatogramas

12.1 Cromatograma de um padrao de calibracao
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12.2 Cromatograma de uma amostra de paciente

a-Carotene

0,009
0,008-
0,007-
0,006

all-trans-B-Carotene
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Trans-B-caroteno: 648 ng/mL
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13 Problemas e Solucdes

Problema

Possivel causa

CHROMSYSTEMS

Solucao

Flutuacdes nalinha
de base

Lampada do detector ainda ndo aquecida

Lampada do detector velha

Sistema ainda nédo equilibrado

Variacéo de temperatura

Fluxo inconstante

Aguardar
Substituir a lampada

Repetir a inje¢éo do padréo até que dois
cromatogramas consecutivos sejam quase idénticos

Usar forno para coluna

Verificar a bomba do HPLC

Linha de base instavel

Bomba do HPLC

Ar no sistema

Célula do detector contaminada

Verificar a bomba do HPLC (ar, selos)
Degaseificar a fase movel

Limpar a célula

Picos interferentes

Ar no sistema
Injetor contaminado

Frascos do amostrador automatico
contaminados

Sistema de inje¢cdo contaminado

Coluna HPLC contaminada

Degaseificar a fase movel

Limpar o injetor

Usar frascos novos ou limpa-los com metanol
Limpar o sistema com metanol ou injetar a fase
movel 10 x.

Substituir a coluna

Alargamento de picos,
cauda

Coluna HPLC velha

Pré-coluna velha

Substituir a coluna

Substituir a pré-coluna

Picos duplicados

Volume morto nas conexdes

Volume morto na coluna HPLC

Substituir as conexdes

Substituir a coluna

Sem picos Vazamento no sistema Verificar o injetor, presséo
Sem sinal Conexao com integrador ou impressora Verificar o sinal do cabo e as conexdes
defeituosa ou interrompida
Lampada do detector Verificar a voltagem da lampada, substituir se
necessario
Sensibilidade Lampada do detector velha Substituir a lampada
diminuindo

Célula do detector contaminada

Valvula de injecdo defeituosa

Limpar a célula

Avaliar o injetor

Mudangas no tempo
de retencédo

VariagBes de temperatura

Razao de fluxo instavel
pulsagéo da bomba

Sistema néo esta equilibrado

Usar forno de coluna
Avaliar bomba do HPLC

Repetir a injecéo do padrao até que dois
cromatogramas consecutivos sejam quase idénticos

Pressao da coluna alta

Pré-coluna velha

Injetar 100 pl de agua destilada diversas vezes

Substituir cartucho de pré-coluna
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Apéndice I: Informacdes de seguranca

As seguintes informacdes devem ser observadas e as respectivas medidas de seguranca deverdo ser adotadas.
As clausulas R/S podem ser obtidas nos respectivos folhetos de seguran¢a dos materiais (www.chromsystems.de)
ou mediante solicitacéo.

Produto

O
&
O
O
O
P
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Apéndice Il: Célculo manual

Para o célculo manual os seguintes dados sédo necessarios:

Area/altura do pico do analito A no cromatograma da amostra = Aamostra
Area/altura do pico do analito A no cromatograma do calibrador = Acalibrador
Area/altura do pico do padr&o interno no cromatograma da amostra =1Samostra
Area/altura do pico do padr&o interno no cromatograma do calibrador =IScalibrador
Concentra¢do C do analito A no calibrador (veja folheto de informacdes) =Cecalibrador

A concentracdo do analito A na amostra Canalito,amostra € €ntéo calculada como a seguir:

Canalito, Amostra [mg/ L] = Aamostra X_|Scalibrador - X Ccalibrador
Acalibrador X 1Samostra
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Apéndice lll: Validacao

Para verificar a linearidade e validar o método, amostras de plasma foram fortificadas com quantidades definidas

de trans-f-caroteno. Mdltiplas aliquotas foram submetidas ao processo de preparo.

Recuperacgéo:

A recuperacao analitica foi determinada a partir do coeficiente angular da curva de calibracdo das amostras de
plasma fortificadas e de diluic6es de solucdes padrao:

Matriz Taxa de Recuperacéo trans-B- Taxa de Recuperacdo do Padrdo
caroteno totais [%] Interno [%]

Soro 107 110

Plasma 107 110

Linearidade e limite de quantificac&o:

O método é linear a partir do limite designado de quantificacdo até o limite superior.

Analito

Limite de quantificacdo aprox.
[ng/ml]

Faixa Linear até pelo menos
[ng/ml]

trans-f-caroteno totais 5 3000

*O limite de quantificacdo depende do detector usado.

Preciséo intra-ensaio:
O coeficiente de variacédo (CV) para o trans-f-caroteno foi determinado em diferentes concentragdes por multiplas
diluicbes da mesma amostra:

Analito Coeficiente de variagcao [%] (em uma concentracdo em ng/ml)
n=10
trans-f-caroteno totais

0.8 (343) 2.0 (685)

Preciséo inter-ensaio:
A determinacéo da precisédo inter-ensaio foi realizada a partir de multiplos preparos (n=4) e determinacéo da
concentracédo do analito em pool de 2 soros em 20 diferentes séries de testes.

Analito Coeficiente de variacéo (%) (concentracédo em ng/mL)

n =80

trans-p-caroteno totais 2.3 (357) 3.1 (689)
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Apéndice IV: Declaracao de Conformidade

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LCMNS/MS

= n I

aceording to directive 98/79 EC on in vitro diagnostic medical devices

We, as manufacturer

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Am Haog 12
D-82166 Gralelfing, Germany

declare on our own responsibility, that herein affer called in vitro diagnestic medical
devices for the HPLC determination of:

Nomenclature lerm:  Other Other Clinical Chemistry Reagents
Nomenclature code:  11-.90:01-90-00
Classification: other product

Product nome:  f-Carotene in Serum/Plasma
Controls: g-Carotene Serum Control

meets oll applicable requirements of the directiva 98/79/EC

Conformily assessment procedure:
Annex Il of the directive 28/7%/EC

Applied harmenized standards: .
EN 1SO 9001, EN ISO 13485, EN 1SO 14971, EN 18113-2, EN 13640, EN 13641

Nofified bedy: - .
Munich, March 27, 2014 : /
rd £ // { J g
- .<--(,4¢ 4 (47"
Michaal Meier

General Manager

Vors, 2.1
(rwrpsem L1 Tk 48 57 1VI00 Boliriwepiwe v Intk & 004 BN 0 9301
branmenn € (hownsh ok INAZM Wb VIR wwmdwenien e e MAEN 62 1S, 10 BAKS (MK
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