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1 Informacdes pararequisicao
N° da Produto
ordem
38038 Kit reagente para determinacado de 25-OH-vitamina Ds/D, em soro/plasma,
por HPLC, para 100 anélises.
Fase Mdvel 1000 ml
Padrao de Calibracdo em Soro (liof.) 5X2,0ml
Padréo Interno 5ml
Reagente de Precipitacido 50 ml
Tampéo de Lavagem 1 200 ml
Tampéo de Lavagem 2 7,5 ml
Tampéo de Eluicdo 20 ml
Colunas de Limpeza da Amostra 2 x 50 unidades
Tubos de reagdo, &mbar (prote¢édo contra luz) 100 unidades
Componentes disponiveis separadamente:
38031 Fase Mdvel 1000 ml
38032 Fase Mdvel 10 x 1000 ml
38033 Padréo de calibragdo em soro (liof.) 5x2,0ml
38004 Padréo Interno 5ml
38005 Reagente de Precipitacido 50 ml
38006 Tampéo de Lavagem 1 200 ml
38007 Tampéo de Lavagem 2 7,5 ml
38009 Tampéo de Eluicdo 20 ml
38008 Colunas para Limpeza da Amostra 50 unidades
33005 Tubos de reagdo, ambar (prote¢éo contra luz) 100 unidades
Acessorios
38130 Coluna HPLC para analise de 25-OH-Vitamina Ds/D2 em soro/plasma 1 unidade
(equilibrada, com cromatograma teste)
18001 Suporte para cartucho de pré-coluna 1 unidade
18038 Cartucho de pré-coluna 1 unidade
Calibradores e Controles para 25-OH-Vitamina Ds/D, em soro/plasma
(liofilizado)
62028 Conjunto de Calibradores em Soro 3PLUS1® MultiNivel 4x1,0ml
38033 Padrdo de Calibracdo em Soro 5x2,0ml
0028 Controle Bi-nivel (I + 1l) de 25-OH-Vitamina D3/D2 em soro 2x5x1,0ml
0029 Controle Nivel | de 25-OH-Vitamina D3/D2 em soro 5x 1,0 ml
0030 Controle Nivel Il de 25-OH-Vitamina D3/D2 em soro 5x 1,0 ml
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2 Introducao

Vitamina D é o nome coletivo para um grupo de compostos lipossolliveis derivados da estrutura em anel do
colesterol. As duas principais formas deste grupo sdo o colecalciferol (vitamina D3, humanos e animais) e o
ergocalciferol (vitamina D2, plantas e fungos). Seus precursores sdo o 7-deidrocolesterol e o ergosterol,
respectivamente.

O termo “vitamina” é de origem historica. O colecalciferol que pode ser produzido na pele sob agéo da radiagdo UV,
ndo é uma vitamina no sentido verdadeiro, mas sim um pré-hormdénio que é metabolizado até sua forma
metabolicamente ativa — o calcitriol (1,25-(OH)z2-vitamina Ds). A dependéncia da exposi¢cao a luz solar explica o
nitido comportamento sazonal da vitamina D no soro: no verdo as concentragdes de 25-OH-vitamina D3 sdo muito
mais elevadas que no inverno. Pela mesma razao, o tipo de pele influencia a biossintese: individuos com pele
escura (altos niveis de melanina) precisam cinco vezes mais tempo de exposicao a luz solar em comparacéo aos

de pele mais clara para produzir quantidades fisiologicamente suficientes de vitamina D.

Efeitos

A vitamina D é essencial na regulacdo da homeostase do célcio e do metabolismo dsseo. A deficiéncia dessa
vitamina leva a diminuicdo dos niveis de calcio e altera¢cdes na mineralizacdo dssea. Os sintomas associados sdo
raguitismo (em criancas) e osteoporose (em adultos). Pacientes com deficiéncia de vitamina D mostram excregéo
elevada dos crosslinks de colageno, o que € indicativo dos processos de reabsorcdo 6ssea.

Além disto, a deficiéncia de vitamina D estd associada ao risco elevado de algumas doengas crdnicas como
doencas autoimunes, doengas musculoesqueléticas, diabetes e alguns tipos de cancer e é considerada nas causas
da hipertenséo, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca e renal.

Metabolismo

A vitamina D que é sintetizada na pele ou obtida da nutricdo é metabolizada enzimaticamente no figado até 25-OH-
vitamina D3 (25-hidroxi-colecalciferol, Calcidiol, fig. 1). Ela entéo se liga a uma proteina especifica (DBP) para assim
circular através do sistema sanguineo. Este complexo representa a forma de armazenamento de vitamina Dz e é o
metabdlito com maior concentragéo no soro. E também o parametro clinico bem estabelecido para diagndstico da
deficiéncia de vitamina D. A conversdo da forma de armazenamento para a forma ativa € um processo
hormonalmente regulado: o complexo proteina-25-OH-vitamina D3 é transportado para os rins onde é hidroxilado
por uma monoxigenase até 1,25-(OH)z-vitamina Ds (1,25-dihidroxi-colecalciferol, Calcitriol). Atualmente é
reconhecido que uma grande variedade de outros tecidos também é capaz de produzir 1,25-(OH)2-vitamina D. Aqui
€ regulada a proliferagdo celular, portanto, neutraliza o desenvolvimento do cancer. Além da 25-OH-vitamina Ds e
da 1,25-(OH)2-vitamina Dz existem mais de 30 metabdlitos, a maioria deles inativos fisiologicamente.

Durante a suplementag¢édo com Vitamina D2 (menos ativa), o intermediario clinicamente relevante 25-OH-vitamina D2
(25-hidroxi-ergocalciferol) e o metabdlito ativo 1,25-(OH)z-vitamina D2 derivam de vias de reacdo analogas. Em
alguns paises apenas a vitamina D2 € licenciada para o tratamento da deficiéncia de vitamina D. Assim, é de
especial importancia a determinacdo de ambas as moléculas para evitar a avaliagcdo incorreta do status de vitamina
D.
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Figura 1: Biossintese e metabolismo da Vitamina D.

Uso especifico:

O kit de reagentes da Chromsystems para 25-OH-Vitamina Ds/D2 em soro/plasma é uma ferramenta de diagnéstico
in vitro para ser usada em laboratérios clinicos para a determinacdo quantitativa dos principais metabélitos de
vitamina D3 e D2, 25-hidroxicolecalciferol e 25-hidroxiergocalciferol, em amostras de soro e plasma de pacientes
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O kit é usado para avaliacdo de pacientes cujo nivel de
vitamina D requer monitoramento.
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Principio do Kit:

Este kit permite a determinagéo cromatografica simultdnea e segura dos principais metabolitos das vitaminas Ds e
D2, 25-hidroxicolecalciferol e 25-hidroxiergocalciferol num simples sistema HPLC isocratico com deteccédo UV. Por
meio de uma eficiente precipitacdo de proteinas e seletiva extracdo em fase sélida, os interferentes sdo removidos
e 0s analitos concentrados. Para quantificacdo precisa, um derivado estavel da vitamina D é utilizado como padréo
interno.

3 Sistema HPLC

3.1 Parametros do equipamento

A analise de 25-OH-vitamina Ds/D2 em soro/plasma requer um sistema isocratico simples com bomba de HPLC,
injetor e detector de UV. N&o utilize um desgaseificador (a vacuo), pois isso pode alterar a composi¢do da fase
movel. A utilizagdo de um forno de coluna termostatizado evitard4 variagbes de temperatura e garantird étima
estabilidade e reprodutibilidade da separagéo cromatogréfica.

Ajustes do instrumento:

Volume de injecao: 25 pL (10 - 50 L)

Tempo de corrida analitica 12 min

Razéo de fluxo: 0,7 mL/min

Temperatura da coluna: Temperatura ambiente (aprox. 25°C)
Detector UV: 265 nm

Solucao de lavagem da agulha do injetor:  Acetonitrila/ agua destilada (grau HPLC) = 1/1

3.2 Coluna HPLC

A coluna HPLC para analise de 25-OH-vitamina Ds/D: é fornecida estabilizada e testada, e esta pronta para o uso.
Ela ndo deve ser lavada com nenhuma outra solugcdo. A contrapresséo de uma coluna nova na razéo de fluxo
de 0,7mL/min é de cerca de 40-50 bar e pode elevar com a idade ou uso da coluna. Enquanto as separacdes
estiverem satisfatorias, a contrapressdo elevada ndo tem importancia. Para prolongar a vida util da coluna, uma
pré-coluna (artigo 18001 e 18038) pode ser utilizada.

Antes de iniciar uma anélise:

1. Antes de instalar a coluna HPLC, lavar o sistema com aproximadamente 50 mL de agua ultrapura (grau HPLC)
seguidos de 30 mL de fase movel com razéo de fluxo de 1,5 mL/min. E injetar cada solugéo varias vezes;

2. Instalar a coluna e equilibrar o sistema com razao de fluxo de 0,7 mL/min por aproximadamente 15-20 min, até
gue 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;

3.3 Shut down

Para periodo de desuso de até 3 dias, recircule a fase movel numa razdo de fluxo baixa (aprox. 0,2 mL/min)
através do sistema. A coluna HPLC permanece conectada, mas, para aumentar o tempo de vida da lampada, o
detector deve ser desligado.

Para longos periodos de desuso, a coluna HPLC deve ser desconectada. Limpeza ou conservacdo nao é
necessaria. Armazenar a coluna na fase mével a temperatura ambiente. A coluna deve ser substituida por uma
unido e o sistema HPLC limpo com cerca de 50 mL de H2O/metanol (80/20 vol/vol).
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4 Separacao cromatografica

A tabela a seguir mostra o tempo de retencéo dos analitos e padrao interno com razéo de fluxo de 0,7 mL/min:

Substancia Tempo de Retencao
(min. aproximadamente)

25-OH-vitamina D3 4,2

25-OH-vitamina D> 4,6

Padréo Interno 7,1

A separacdo cromatografica dura aproximadamente 12 min (veja cromatogramas no capitulo 12). Pequena
variacao nos tempos de retencao pode ocorrer, por exemplo, devido a flutuacdes na temperatura.

Se um novo lote de fase movel é utilizado ou se a coluna é substituida, os tempos de retencdo podem variar
levemente e devem ser ajustados.

5 Preparo da amostra

5.1 Coleta e armazenamento das amostras de pacientes

Soro ou plasma € utilizado para analise. A estabilidade € de até 3 dias em temperatura ambiente e até 1 semana
refrigerado (+2 a +8°C). Por periodos maiores (no maximo 1 ano), armazenar abaixo de -18 °C [6]. E recomendado
manter as amostras refrigeradas para o transporte.

Observacéo:

N&o é recomendado o uso de tubos de coleta de sangue contendo separadores de gel para coleta de sangue.
Alguns tipos de géis podem absorver os analitos e diminuir as suas concentra¢des nas amostras de soro. Alguns
géis também podem causar picos interferentes.

Nota: E da responsabilidade de cada laboratério utilizar todas as referéncias disponiveis e/ou 0s seus proprios
estudos para determinar critérios de estabilidade especificos para o seu laboratério.

5.2 Reconstituicdo do calibrador em soro

O calibrador (artigo 38033) é rastreavel a substéncias de referéncia adquiridas de fornecedor certificado. Apds
reconstituicdo, os calibradores sdo submetidos ao mesmo processo de preparo das amostras de pacientes. O
calibrador preparado € utilizado para calibrar o sistema. Para reconstituir o calibrador liofilizado, pipetar
exatamente 2,0 mL de 4gua destilada no frasco. Deixar repousar a temperatura ambiente por 10-15 minutos,
agitar ocasional e gentilmente até que o contetdo esteja homogéneo. Evitar exposicdo direta a luz solar! As
concentracdes atuais dependem do lote e serdo encontradas no folheto de informacgdes que acompanha os
calibradores.

Atencdo: Este produto foi fabricado a partir de um pool de soro humano testado e considerado néo reativo contra
anticorpos HIV 1+2, DNA de HIV, HCV e HBV (PCR), antigeno HBs, anticorpos HBc, anticorpos HCV e por TPHA.
Devido ao facto de nao existir nenhum método de ensaio que dé garantia absoluta de que os produtos que contém
materiais de origem humana estardo isentos de agentes infecciosos, deve ser tido em conta um possivel perigo de
infeccdo. Este produto também pode conter agentes desconhecidos ou outros patdgenos para 0s quais nao
existem testes aprovados. Recomendamos, portanto, considerar todos os produtos que contenham material de
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origem humana como potencialmente infecciosos. Como consequéncia, tenha o mesmo cuidado no
manuseamento deste produto e no manuseamento de amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do calibrador reconstituido:
O calibrador reconstituido é estavel por 2 semanas quando mantido fechado, protegido da luz e refrigerado (+2 a
+8°C). Por periodos maiores (até no maximo 3 meses), fracionar e armazenar abaixo de -18 °C.

5.3 Reconstituicdo dos controles

Os controles em soro nivel | (0029) e nivel Il (0030), sdo submetidos a todo o processo de preparo das amostras.
Os controles sdo incluidos em cada série analitica, para monitorar a exatiddo e a precisdo do sistema. Para
reconstituir os controles liofilizados, 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 conteldo esteja
homogéneo. Evitar exposi¢éo direta a luz solar! A concentra¢é@o atual depende do lote e serd encontrada no folheto
de informagBes que acompanha os controles.

Atencéo: Este produto foi fabricado a partir de um pool de soro humano testado e considerado néo reativo contra
anticorpos HIV 1+2, DNA de HIV, HCV e HBV (PCR), antigeno HBs, anticorpos HBc, anticorpos HCV e por TPHA.
Devido ao facto de ndo existir nenhum método de ensaio que dé garantia absoluta de que os produtos que contém
materiais de origem humana estardo isentos de agentes infecciosos, deve ser tido em conta um possivel perigo de
infeccdo. Este produto também pode conter agentes desconhecidos ou outros patégenos para 0s quais nao
existem testes aprovados. Recomendamos, portanto, considerar todos os produtos que contenham material de
origem humana como potencialmente infecciosos. Como consequéncia, tenha o mesmo cuidado no
manuseamento deste produto e no manuseamento de amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do controle reconstituido:
O controle reconstituido é estavel por 2 semanas quando mantido fechado, protegido da luz e refrigerado (+2 a
+8°C). Por periodos maiores (até no maximo 3 meses), fracionar e armazenar abaixo de -18 °C.

5.4 Procedimento de preparo das amostras

Reconstituir o calibrador em soro (artigo 38033) e controles em soro (artigo 0029, 0030) com 2,0mL de agua
destilada (grau HPLC), ver capitulos 5.2 e 5.3.

O procedimento de preparo das amostras deve ser realizado sem interrup¢des!

1. Pipetar 500 pL de soro/plasma (ou calibrador, controles, amostras) e 50 UL de Padrdo Interno num vial
de reacgédo protegido de luz, agitar brevemente.

Adicionar 500 pL do Reagente de Precipitagdo, agitar por 20 s (vortex).
Incubar por 10 min a + 4 °C.

Centrifugar por 5 min a 15.000 x g.

o & w DN

Aplicar imediatamente todo o sobrenadante numa Coluna para Limpeza de Amostra rotulada e eluir por
centrifugacéo (400 g cerca de 1 min) ou succéo; descartar o eluente.

6. Passar 2 x 1 mL de Tamp&o de Lavagem 1 pela coluna por centrifugacéo (400 g cerca de 1 min) ou succao;
descartar o eluente.

7. Passar 75 pyL de Tampao de Lavagem 2 pela coluna por centrifugacdo (400 g cerca de 1 min) ou succao;
descartar o eluente.
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8. Mudar o frasco de coleta, aplicar 200 pL do Tampé&o de Eluicdo e eluir completamente por centrifugacao
(400 g cerca de 1 min) ou succ¢do. O eluente deve ser coletado em frasco de vidro!

9. Diluir o eluato com 20 pL de agua ultrapura (grau HPLC) e agitar.

10.Injetar 25 uL do eluato no sistema HPLC.

A precisdo e exatidao das analises devem ser monitoradas pela inclusdo de controles adicionais a cada corrida
analitica.

5.5 Estabilidade das amostras preparadas

Os eluatos/amostras preparadas séo estaveis 1 semana em temperatura ambiente ou refrigeradas (+2 a +8°C) em
frasco de vidro e protegidos da luz. Por periodos maiores (até 2 semanas) armazenar abaixo de -18 °C.

6 Resultados e avaliacao

6.1 Calibracdo do sistema de analise

A concentracdo de 25-OH-vitamina Ds/D2 no calibrador em soro depende do lote e sera encontrada no folheto de
informagdes que acompanha o padréo.

Antes de iniciar a analise quantitativa de amostras de pacientes, € recomendado correr um cromatograma de
calibracdo contendo todas as substancias de interesse. Apds 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 0s parémetros de integracdo. O cromatograma da Ultima injecdo teste é usado para calibrar o
sistema de andlise de dados (software, integrador). Entre com o tempo de retencdo obtido e a concentracdo do
calibrador (veja folheto de informacdes) na tabela de analise.

N° do Pico Analito Tempo de Retencao Concentracéao
(min. aproximadamente) (mg/L)
1 25-OH-vitamina D3 4,2 Veja folheto de informacdes
2 25-OH-vitamina D2 4.6 - -
3 Padrao Interno 7,1 1

Para assegurar que nem a calibracdo nem as condi¢cdes do HPLC (tempos de retencdo, 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 Padrao Interno” como método de integragao.

6.2 Avaliagcdo quantitativa com 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 € adicionada a cada amostra (calibrador, controles, amostras de
pacientes). O pico apropriado € identificado na tabela de componentes como padrao 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 € adicionada ao plasma calibrador e as amostras de pacientes, a concentracdo do padrdo
interno pode ser descrita como “1”.
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7 Controle de Qualidade

Preciséo e exatiddo podem ser monitoradas pela adicdo de controles adicionais em cada corrida analitica (artigos
0029, 0030).

Caso a anadlise desses controles mostre resultados fora do intervalo fornecido nos folhetos de informacédo, o
sistema deve ser avaliado, e, se necessério, recalibrado.

8 Valores de referéncia

A concentragdo de 25-OH-vitamina D no soro depende de muitos fatores, p. ex. local de residéncia (latitude),
estacdo, camada de ozobnio, idade, sexo e pigmentacao da pele. Por isso é dificil estabelecer um “intervalo normal”.
As seguintes faixas sdo descritas na literatura [8]:

Concentracdo no soro (ug/L)

Reserva de armazenamento sufciente 41-100
Reserva insuficiente 21-40
Suporte insuficiente 10-20
Deficiéncia <10
Toxico >100

Normalmente, nenhuma quantidade significativa de 25-OH-vitamina D2 estd presente no soro de pacientes ndo
suplementados.

9 Fatores de Conversao

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

10 Armazenamento e validade dos reagentes

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

Condi¢bes de armazenamento dos reagentes:

Produto Armazenamento
Fase Movel +18 a + 30°C
Padrao Interno abaixo de -18 °C
Reagente de Precipitacdo + 18 a + 30°C
Tampéo de Lavagem 1 +18 a + 30°C
Tampéo de Lavagem 2 + 18 a + 30°C
Tampao de Eluicao +18 a + 30°C
Colunas para Limpeza de Amostra +18 a + 30°C
Padrdo de Calibracdo em Soro abaixo de -18 °C
Controles Nivel | e Il em Soro abaixo de -18 °C
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Os reagentes devem ser adequadamente fechados e armazenados nas condi¢cfes estabelecidas imediatamente
apoés 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 Moével, o Padrédo Interno, o Tampéo de Lavagem 1, o Tampéo de Lavagem 2 e o Tampédo de Eluigdo
contém solventes organicos. Descarte os residuos dos produtos em um contéiner para solventes livres de
halogénio. O Reagente de Precipitacdo e os residuos dos espécimes preparados contém solventes orgéanicos e
halogénios. Descarte os produtos dos residuos em um contéiner para solventes organicos que possuem halogénio.
As solugdes mencionadas ndo devem ser descartadas juntamente com lixo doméstico. Nao circule no
abastecimento principal de dgua. 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 o acesso s6 deve ser
permitido a pessoas autorizadas.
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12 Exemplos de cromatogramas

12.1 Cromatograma de um calibrador em soro
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12.2 Cromatograma de uma amostra de paciente com nivel normal de
25-OH-vitamina D3
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25-OH-vitamin D3: 38 pg/I
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12.3 Cromatograma de uma amostra de paciente apds suplementacdo com
vitamina D>
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?ES—OH—Vit. D3

25-OH-vitamin D3: 4.6 pg/!
25-OH-vitamin D3:  33.7 pg/I

13 Interferentes conhecidos

Favor observar:

Em algumas amostras de soro de recém-nascidos e criangas até 1 ano de idade, formas diastereoméricas
(epimeros em C3) da 25-OH-vitamina Ds e 25-OH-vitamina D2 tem sido determinadas em concentracdes
significantes [7]. Para criangas mais velhas e adultos este fendmeno n&o tem sido observado. Este método nédo
consegue distinguir as formas diastereomeéricas citadas. Assim, a co-determinagdo dos epimeros em C3 pode em
alguns casos levar a niveis falsamente elevados de 25-OH-vitamina D em recém-nascidos e criangas abaixo de 1
ano de idade.
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14 Problemas e Solucdes

Problema

Possivel causa

CHROMSYSTEMS

Solucéo

Flutuagdes na linha
de base

Lampada do detector ainda néo aquecida
Lampada do detector velha

Sistema ainda nédo equilibrado

Variacéo de temperatura

Fluxo inconstante

Aguardar
Substituir a lampada

Repetir a inje¢do 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)
Desgaseificar a fase mével

Limpar a célula

Picos interferentes

Ar no sistema
Injetor contaminado

Frascos do amostrador automatico
contaminados

Seringa de inje¢do contaminada

Coluna HPLC contaminada

Desgaseificar a fase mével
Limpar o injetor

Usar frascos novos ou limpa-los com metanol

Limpar a seringa com metanol

Substituir a coluna

Alargamento de picos,
cauda

Coluna HPLC velha

Substituir a 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 Conex&o 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

Variagfes de temperatura

Razao de fluxo instavel
pulsagéo da bomba

Sistema néo esta equilibrado

Usar forno de coluna
Avaliar bomba do HPLC

Repetir a injecdo do padrédo até que dois
cromatogramas consecutivos sejam quase idénticos
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Apéndice I: Informagbes de seguranca

As seguintes informagOes devem ser observadas e as respectivas medidas de seguranca deverdo ser adotadas.
Maiores informacdes podem ser obtidas nos respectivos folhetos de seguranga dos materiais
(www.chromsystems.de) ou mediante solicitagéo.

Produto Risco
Fase Movel (artigo38031, 38032) Perigo

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H302+H312+H332 Toxico por inalacao, ingestao e contato
com a pele.

H319 Causa irritagcao séria aos olhos.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies quentes,
faiscas, chamas abertas e outras fontes de ignicdo. Néo
fumar.

P241 Use equipamentos eletrdnicos/ventilagdo/iluminacéo a
prova de explosao.

P280 Utilizar roupa de protecao, luvas adequadas, protecéo
nos olhos e na face.

P243 Tome medidas de precaucédo a descarga estatica.

&

Padréo Interno (artigo 38004) Perigo

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H301+H311+H331 Téxico por inalacdo, ingestéo e contato
com a pele.

H370 Causa danos aos 6rgaos.

P210 Manter longe de aguecimento, superficies quentes,
faiscas, chamas abertas e outras fontes de igni¢cdo. N&o
fumar.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas, protecao
nos olhos e na face.

P301+P310 Em caso de ingestédo: ligue imediatamente para
um centro de intoxicagdo ou médico.

P302+P352 Em caso de contato com a pele: lave
abundantemente com sabdo e agua.

P403+P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter bem
fechado.

SO

Reagente de Precipitacdo (artigo 38005) @ Perigo

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H302+H312+H332 Toxico por inalagdo, ingestéo e contato
com a pele.

H315 Causa irritacdo na pele.

H318 Causa irritacao séria aos olhos.

H335+H336 Pode cause irritacdo respiratoria. Pode causar
sonoléncia ou tontura.

H412 Téxico a organismos aquaticos, pode causar efeitos
adversos de longa duracéo.

ey
thel

P210 Manter longe de aquecimento, superficies quentes,
faiscas, chamas abertas e outras fontes de igni¢cdo. N&o
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fumar.

P261 Evita respirar a névoal/vapor/spray.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas, protecdo
nos olhos e na face.

P305+P351+P358 Em caso de contato com os olhos: Lave
cautelosamente com agua por varios minutos. Remova
lentes de contato, se presentes e de facil remogdo. Continue
lavando.

P301+P312 Em caso de ingestédo: ligue imediatamente para
um centro de intoxicacdo ou médico.

P403+P233 Manter em lugar bem ventilado. Manter bem
fechado.

Tampéo de Lavagem 1 (artigo 38006) Perigo

&

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H301+H311+H331 Toéxico por inalagao, ingestao e contato
com a pele.

H370 Causa danos aos 6rgaos.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies quentes,
faiscas, chamas abertas e outras fontes de ignicdo. Nao
fumar.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas, protecao
nos olhos e na face.

P301+P310 Em caso de ingestéo: ligue imediatamente para
um centro de intoxicacdo ou médico.

P302+P352 Em caso de contato com a pele: lavar
abundantemente com agua e sabéo.

P403+P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter bem
fechado

Tampéo de Lavagem 2 (artigo 38007) Perigo

SO

H225 Liquido e vapor altamente inflaméveis.
H301+H311+H331 Toxico por inalacdo, ingestao e contato
com a pele.

H370 Causa danos aos 6rgéaos.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies quentes,
faiscas, chamas abertas e outras fontes de igni¢cdo. N&o
fumar.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas, protecdo
nos olhos e na face.

P301+P310 Em caso de ingestdo: ligue imediatamente para
um centro de intoxicagdo ou médico.

P302+P352 Em caso de contato com a pele: lavar
abundantemente com 4gua e sabao.

P403+P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter bem
fechado.

Tampé&o de Eluicdo (artigo 38009) Perigo

XX

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H302+H312+H332 Perigoso por inalacdo, ingestdo e contato
com a pele.

H319 Causa irritagéo ocular severa

®

P210 Manter longe de aquecimento, superficies quentes,
faiscas, chamas abertas e outras fontes de ignicdo. Nao
fumar.
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P241 Utilize equipamento [elétrico/de ventilacao/de
iluminacao] a prova de explosao.

P243 Tomar medidas para evitar descargas estaticas.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas, protecdo
nos olhos e na face.

Esses componentes ndo sédo classificados como perigosos de acordo com a legislacdo da Uni&o
Européia:

Calibrador multinivel 3PLUS1® em soro (artigo 62028)

Padrao de calibracdo em soro (artigo 38033)

Controles em soro (artigo 0028, 0029, 0030)

Pagina 18 im-38038 - REV04 - EN 3.2 - 01-2024 - ANALISE DE 25-OH-VITAMINA D3-D2 EM SORO-PLASMA



CHROMSYSTEMS
Apéndice II: Calculo manual
Célculo usando o Padréo de Calibracdo em soro

Para o calculo manual do resultado da analise usando o padréao de calibracdo em soro (artigo 38033) os seguintes
dados sdo necesséarios:

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 =ISamostra
Area/altura do pico do padréo interno no cromatograma do calibrador =IScalibrador
Concentracédo C do analito A no calibrador (veja folheto de informacdes) =Cecalibrador

A concentracdo do analito A na amostra Camostra € entéo calculada como a seguir:

CAmostra [ug/L] = AAmostra X |SCaIibrador X CCaIibrador
Acalibrador X 1Samostra

Calculo usando o Calibrador Multinivel em soro 3PLUS1®

Para o célculo manual do resultado da andlise usando o Calibrador Multinivel em soro 3PLUS1 (artigo 62028) os
guocientes de pico de altura da substancia e do padrdo interno plotados contra a concentracdo de cada substancia
produz uma curva de calibracdo por regresséo linear. A equacgéo resultante € aplicada para cada substancia.

Para célculo manual dos resultados das analises os seguintes dados sdo necessarios:

Area/altura do pico do analito A no cromatograma da amostra = Aamostra
Area/altura do pico do padréo interno no cromatograma da amostra =ISamostra
Slope da curva de calibracdo =a
Ponto de intersec¢ao da curva de calibracédo =b

A concentracdo do analito A na amostra Camostra € entéo calculada como a seguir:

CAmostra [Hg/ L] = _(AAmostra X |SAmostra) - b
a
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Apéndice lll: Validacao

Para verificar a linearidade e validar o método, amostras de soro e plasma foram fortificadas com quantidades
definidas de 25-OH-vitamina Ds/D2. Mltiplas aliquotas foram submetidas ao processo de preparo.

Recuperacgéo:
A recuperacdo analitica foi determinada a partir do coeficiente angular da curva de calibracdo das amostras de
soro fortificadas e de diluicBes de solu¢des padréo.

Analito Recuperacéo (%)
25-OH-vitamina D3 86
25-OH-vitamina D2 87
Padrao Interno 79

Linearidade e limite inferior de quantificacdo (LLOQ):
O método é linear a partir do limite de quantificacéo até a pelo menos o limite superior indicado:

Analito Limite de Quantificacédo* Intervalo Linear
(Mg/L) até (ug/L)
25-OH-vitamina D3 1,4 250
25-OH-vitamina D2 1,1 250

*O limite de detec¢éo depende do detector empregado.

Preciséo intra-ensaio:
A preciséo intra-ensaio do método foi determinada em diversas concentra¢des por meio de mdltiplas limpezas da
mesma amostra:

Analito Coeficiente de variacdo (%)
(concentracdo em pg/L)
n=10
25-OH-vitamina Ds | 3,0 (24,9) | 0,9 (58,9) | 1,9 (89,9)
25-OH-vitamina D2 | 1,8 (22,6) | 0,8 (57,5) | 1,9 (84,3)

Preciséo inter-ensaio:
A determinacdo da precisdo inter-ensaio foi realizada em duas diferentes concentracdes pela determinacdo do
coeficiente de variacdo de amostras de pool de soro analisadas em 10 dias diferentes.

Analito Coeficiente de variacdo (%)
(concentracdo em pg/L)
n =100
25-OH-vitamina D3 3,3 (25,2) 2,3 (90,4)
25-OH-vitamina D2 4,6 (23,2) 1,9 (84,5)
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DIAGNDSTICS BY HPLE & LE-WE/ME

EC-Declaration of Conformity

ascording o directive $8,/79 EC on in vire diagnostic medieal devicas

‘We, as manufachurer

Chromaystems Instruments & Chemicals GmbH
Am Hoog 12

D-82166 Grifelfing, Germany

declare on our awn respansibility, that herein after colled in vitro disgnestic medical
devices for the HPLC determination of

Momenclalure torm:  25-Hydrawyvitamin 0

Memencloture code:  12-0403-1000
Classificalicn: ofher praduct

Froduct neme:  25-OH-Witamin Dy/Dzin Serum/Plasma
Canlrols: 25-0H-Vitamin Dy Dz Serum Control

meats oll applicable requirements of the direciive 98,/79/EC

Conformiry assessment procedura:
Annex |l of the directive 98,/79/EC

Appliod harmenized standards:

Eﬁ IFSE;‘;JUDI, EM IS0 13485, EN ISO 14977, EN 18113-2, EN 980, EN 13540,
Jod T

Motified body: -

Munich, February 02, 2012

fg—";;f

Michaal Meier
Managing Director
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Tebekeat + vl bvihacmyriems Toricd rimrd manch:: O BN 156) V001,
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