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1 Informagdes para requisicdo

Artigo

52952/UHPLC/F

52003
52744
52705/BR
52706/BR
52707BR
52708
52709
52057/BR
52058/BR
52059/BR

15060
15061

52003
0164
0165
0167

Produto

UHPLC Kit de Reagentes

Para preparo automatizado de amostras
Vitaminas B1 e B6 em sangue total

Com placas de 96 pocos

Conteddo para 960 andlises:

Fase Mével A (para UHPLC)

Fase Mével B (para UHPLC)

Mix de Padréo Interno para placa de 96 pocos
Reagente de Extracdo para placa de 96 pocos
Solucéo de Preparo para placa de 96 pocos
Finalizador 1 para placa de 96 pocos

Finalizador 2 para placa de 96 pocos

Tampdo de Diluicdo para placa de 96 pocos
Padréo de Calibracdo para sangue total

Placa de Filtro de 96 pocos

Placa de Coleta de 96 pocos

Selos adesivos perfurdveis para placa de 96 pocos
Coluna UHPLC (equilibrada com cromatograma teste)

Componentes disponiveis separadamente
Padréo de calibracdo em sangue total

Mix de Padréo Interno para placa de 96 pocos
Reagente de Extracdo para placa de 96 pocos
Solucéo de Preparo para placa de 96 pocos
Finalizador 1 para placa de 96 pocos
Finalizador 2 para placa de 96 pocos

Tampdo de Diluicdo para placa de 96 pocos
Placa de filtro de 96 pocos

Placa de coleta de 96 pocos

Selos adesivos perfurdveis para placas de 96 pocos

Acessérios
Suporte para préfiliro UHPLC
Préfiliro UHPLC

CHROMSYSTEMS

2 X 1000 mL

1 x T000 mL

1 x50 mL
2x75ml
3x25mlL

2 x5x0,25 mL (liof.)
1 x50 mL

1 x 100 mL

5x5x 1,0 mlL (liof.)
2 x 5 unidades

2 x 10 unidades

2 x 5 unidades

1 p¢

5 x 1,0 mL (liof.)

50 mL

2x75ml

3x25mlL

2 x5x0,25 mL (liof.)
50 mL

100 mL

2 x 5 unidades

2 x 10 unidades

2 x 5 unidades

Calibrador e controles Chromsystems para Vitaminas B1 e B4 em sangue total

Padrdo de calibracdo em sangue total
Controle Bi nivel em sangue total (I + 1l)
Controle em sangue total Nivel |
Controle em sangue total Nivel |l

1 pc

5 pes

5 x 1,0 mL (liof.)

2 x5 x 2,0 mL (liof.)
5 x 2,0 mL (liof.)

5 x 2,0 mL (liof.)

Pégina 4 IM 52952 - REV02- EN 5.0 - 02-2024 - Andlise por UHPLC de Vitaminas B1/Bé em sangue total



CHROMSYSTEMS

2 Introdugédo
2.1 Informacgdes Bdsicas

As vitaminas B desempenham um papel essencial em algumas vias metabdlicas bésicas. Sdo junto outras vitaminas
hidrossoldveis armazenadas em baixa quantidade no organismo, e é por isso que um fornecimento por suplementacéo
ou pela dieta é essencial para evitar sintomas de deficiéncia.

Vitamina B1

Vitamina B1 (tiamina) é uma vitamina hidrossoldvel que contém dois anéis heterociclicos (uma pirimidina e um tiazol)
conectados por uma ponte de metileno e um &tomo de nitrogénio quaternério (Figura 1). Ela é sensivel a solucdes
alcalinas (que dividem o anel tiazol) e a agentes oxidantes e redutores.

A Tiamina, em sua maioria, estd localizada nos eritrécitos onde pode ser encontrada na sua forma ativa chamada
de Pirofosfato de Tiamina (TPP)

NH NH
2 2 o o
+ + Il n
N=" N \ OH N N \ O—P—0O—P—0
A A I
=~ s =~ 5
N N

Thiamine Thiamine pyrophosphate [TPP, Thiamine diphosphate)

Figura 1: Vitamina B1

A vitamina B1 ¢ sintetizada naturalmente por uma variedade de plantas e microrganismos, mas para a maioria dos
animais ela é essencial. A Tiamina é absorvida pelo intestino delgado tanto por difusdo passiva quanto por transporte
ativo. Uma posterior fosforilacdo origina a coenzima mais importante fisiologicamente, a tiamina pirofosfato (TPP). A
Tiamina é excretada pelos rins apés sua desfosforilacdo a forma livre ou como um conjugado de éster sulfato.

A TPP é um cofator essencial em diversos complexos enzimdticos envolvidos no metabolismo de carboidratos e
aminodcidos, producdo de energia em adenosina trifosfato (ATP), sintese de moléculas celulares essenciais e
neurofransmissores e controle de estresse oxidativo, entre outros. Também tem um papel crucial na saide cognitiva
e neuroldgica.

A doenca cldssica da deficiéncia de vitamina B1 é o beribéri, que tem como sintomas primdrios, distirbios
cardiovasculares e neurolégicos como lesdo miocdrdica, insuficiéncia cardiaca, neurite e paralisia neural
acompanhada de alteracées metabdlicas na forma de acidose latica e cetoacidiria de cadeia ramificada. Outras
doencas por deficiéncia de vitamina B1 sdo a encefalopatia de Wernicke, sindrome de Korsakov e vdrias formas da
paralisia de Landry.

Outro grupo de alto risco para deficiéncia de tiamina sdo pessoas que comecaram uma nutricdo normal apds um
periodo de fome ou desnutricdo. Elas correm o risco de desenvolver sindrome de realimentacdo, um desequilibrio
metabdlico grave caracterizado por distirbios homeostdticos de eletrélitos e fluidos depois do comeco do suporte
nutricional. A alta demanda de TPP durante a administrac&o de carboidratos na fase de realimentacdo néo consegue
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ser suprida devido aos depdsitos insuficientes resultando em aumento de lactato e diminuicdo da producéo de
energia nas células.

Casos moderados de deficiéncia de vitamina B1 se manifestam como fadiga mental e fisica generalizada,
irritabilidade, confusdo, distirbios do sono e sinftomas gastrointestinais.

Vitamina Bé

O termo vitamina B6 (Figura 2) engloba trés derivados da piridina de ocorréncia natural: piridoxina, piridoxamina
e piridoxal assim como seus ésteres 5'fosfato, piridina-5'fosfato, piridoxamina-5'fosfato e piridoxal-5'fosfato (PLP).
O piridoxal-5'-fosfato é a forma ativa da coenzima e é o principal composto das variedades listadas abaixo.

CH,OH CH,OH
HO Hls
= | OH = | OPOaH,
- 0~
oy ey
H2C B H,C &
Pyridoxine Pyridoxine-5-phosphate
8] O
o
HO HO
= | OH = | OPO3H;
. R =~
HaC™ N = H.¢” N
Pyridoxal Pyridoxal5'-phosphate (PLFP)
CH;NH; CHaNH;
HO HO
= | OH = | OPOsH;
o : .
HC M HC 3
Pyridoxamine Pyridoxamine-5"-phosphate

Figura 2: O grupo da Vitamina Bé (modificado apés [1])

Os ésteres 5'fosfato de piridoxina, piridoxal e piridoxamina séo consumidos a partir dos alimentos, transformados
em vitaminas livres no intestino pela fosfatase alcalina, e apds a absorcdo sao ativadas pela fosforilacdo dependente
de ATP. Nas células, oxidases dependentes de vitamina B2 oxidam a piridoxina-5"-fosfato e a piridoxamina-5"-fosfato
até PLP. Apds uma oxidacdo dependente de FAD pela aldeido oxidase no figado, o principal produto de excrecdo
é o dcido piridéxido.
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O piridoxal-5"fosfato é um cofator em muitas reacdes enzimdticas no metabolismo do corpo, em particular na
formacdo de serotonina no cérebro e de nicotinamida a partir do triptofano. Devido o seu importante papel no
metabolismo dos aminodcidos, a deficiéncia de Vitamina Bé acarreta o aumento na excrecdo de metabdlitos de
aminodcidos.

Os sinfomas da deficiéncia de Vitamina Bé sdo alteracdes de pele, tais como descamacdo ou hiperpigmentacdo
assim como irritabilidade e depress@o. Pelo envolvimento direto da Vitamina Bé na conversdo do aminoécido téxico
homocisteina em cisteina, a deficiéncia de Vitamina B6é eleva os niveis de homocisteina e aumenta de forma drdstica
o risco de aterosclerose. A absorcdo intestinal de ferro também é limitada.

Deficiéncia da Vitamina B1 e B6

Nossa dieta moderna difere da dieta evoluciondria, que basicamente consistia no consumo de vegetais, frutas e
sementes, junto com pequenas quantidades de peixes e carnes. Uma nutricdo rica em energia, facilmente digerivel
e pobre em micronutrientes leva a uma deficiéncia vitaminica, inclusive em sociedades desenvolvidas e estd
relacionada com obesidade, doencas cardiovasculares e deméncia [7]. Uma avaliacdo do estado da vitamina deve
ser considerada em caso de dietas ndo balanceadas.

Também, certas doencas estdo associadas com a deficiéncia da vitamina Pacientes com diabetes mellitus tipo 2 séo
frequentemente deficientes em vitaminas B1 e Bé. Particularmente no caso de nefropatia incipiente, alteracées
significativas no metabolismo da vitamina Bé e baixa concentracdo de PLP no plasma podem ser detectadas [10].

Pessoas com alcoolismo, pacientes em didlise renal, idosos, grévidas, assim como pacientes em pés cirdrgicos estdo
em um alto risco de ter deficiéncia de vitamina B1 e Bé. Distirbios na absorcéo, ex: em doencas inflamatérias
intestinais, defeitos genéticos que causam comprometimento de absorcdo de tiamina pelas células (ex: Sindrome de
Roger) ou procedimentos cirirgicos como cirurgia baridtrica também levam a um fornecimento reduzido de nutrientes
importantes [3,11].

Alguns medicamentos, ex: agentes quimioterapéuticos, diuréticos, isoniazida e metformina interferem no metabolismo
da vitamina B e podem cobtribuir para a deficiéncia [3,12].

Excesso de Vitamina B1 e B6

Quantidades em excesso da vitamina B que é hidrossolivel sdo excretadas na urina. Nenhuma toxicidade no
aumento de vitamina B1 tem sido relatada, além de reacées andfilaticas devido & administracdo endovenosa. Porém,
sinftomas e sinais de overdose de vitamina B1 podem incluir enjoo, letargia, ataxia e diminuicdo da motilidade
gastrointestinal [13,14]. Altas doses orais de suplementacdo de vitamina Bé podem causar neuropatia sensorial com
ataxia ou arreflexia, comprometimento cutdneo e da sensacdo de profundidade e lesées dermatoldgicas [3].

Pacientes com hipofosfatasia, uma doenca rara inata de metabolismo ésseo e mineral, t8m altos niveis de PLP que
s@o pelo menos 5 vezes mais altos do que em individuos sauddveis. Devido & baixa atividade da fosfatase alcalina
tecidual (TNSALP), hd uma acumulacéo extracelular de trés substratoss TNSALP: PLP, pirofosfato inorgénico (PPi) e
fosfoetanolamina (PEA) [15].

2.2 Principio do Kit

Este kit de reagentes da Chromsystems permite a determinacdo confidvel e rapida das formas fisiologicamente ativas
das Vitaminas B1 e B6, tiamina pirofosfato e piridoxal-5-fosfato via cromatografia liquida de ultra performance
(UHPLC) em uma dnica corrida, com a mesma preparacdo de amostra e sem derivatizacdo pés-coluna. A amostra
derivatizada é analisada utilizando detector de fluorescéncia com comprimento de onda varidvel. Um gradiente
bindrio garante uma separacdo confidvel dos analitos.

O uso de dois padrées internos garante alta preciséo e seguranca na quantificacéo dos analitos.
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O preparo de amostras é feito completamente automatizado em uma placa de 96 pocos; assim, o processamento de
até 96 amostras é possivel em menos de 2 horas.

2.3 Uso especifico

O Kit de reagentes para a andlise automatizada por UHPLC de Vitamina B1 e Vitamina B6 em sangue total é uma
ferramenta de diagnéstico in vitro que deve ser utilizado em laboratérios clinicos para a deteccdo quantitativa das
formas fisiologicamente ativas de Vitamina B1 (Tiamina pirofosfato, TPP) e Vitamina Bé (piridoxal-5'fosfato, PLP) em
amostras de sangue total humano via cromatografia liquida de ultra performance (UHPLC). Trata-se de um teste para
pacientes com suspeita de deficiéncia de Vitamina B1 ou Vitamina Bé6.

2.4 limitacdes Clinicas

Néo hd valores de referéncia universalmente aplicaveis para tiamina pirofosfato e piridoxal 5'fosfato. Resultados
obtidos usam diferentes métodos de ensaio e ndo podem ser comparados. Laboratérios devem indicar o método
usado pela andlise para ter uma interpretacdo correta dos resultados.

Usudrios devem especificar seus préprios valores de referéncia baseados na assessoria clinica. Fatores de converséo
entre os diferentes métodos de andlise ndo devem ser usados para prever resultados de um paciente especifico.

Valores de piridoxal 5'fosfato acima de 1000 ug/L ndo podem ser corretamente quantificados em sangue total. Esses
valores podem ocorrer em uma administracdo muito alta de piridoxina.
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3 Sistema UHPLC

Atencéo:
Ao utilizar os reagentes, favor verificar as informacées de seguranca contidas no Apéndice |

3.1 Equipamentos requeridos adicionalmente

A determinacdo de vitamina B1 e vitamina B6 por UHPLC em sangue total requer os seguintes equipamentos
adicionais que ndo estdo no kit de reagentes:

Equipamentos laboratoriais para anélise por UHPLC:
— Sistema UHPLC bindrio de alta pressdo em gradiente;
—  Autosampler;
—  Detector fluorescente (programavel)

Equipamentos laboratoriais para o preparo de amostra:
— Equipamento de manipulacédo de liquidos com:
Agitador para placa de 96 pocos;
o Centrifuga com rotor de placa de 96 pocos (velocidade minima de 2000 x g)
o Incubador de placa de 96 pocos
o Detecgdo de codgulo

o

3.2 Principios do UHPLC

A particularidade da Cromatografia Liquida de Ultra Performance (UHPLC) é a utilizacdo de pequenas e numerosas
particulas do material no empacotamento da coluna. Isso melhora significativamente a resolucdo de separacédo
analitica e acelera o processo cromatogréfico.

Anglises em tempos reduzidos aumentam substancialmente a produtividade de amostras, além de promover a
reducdo significativa do consumo de solvente da fase mével.

No entanto, como o uso de numerosas e pequenas particulas aumentam significativamente a pressdo de operacéo
do sistema, colunas UHPLC ndo podem ser utilizadas em combinacdo com unidades de HPLC. Sistemas especiais
com pressdes altamente estdveis sGo necessdrios. A coluna utilizada nesse kit UHPLC gera uma contrapresséo de
aproximadamente 450 bar. O sistema UHPLC deve ser capaz de operar nesta faixa de pressdo como um minimo.

3.3 Parémetros do equipamento

Para a andlise de Vitamina B1 e Vitamina B6 em sangue total sdo requeridos um sistema UHPLC com bomba binéria,
injetor e um detector de fluorescéncia programavel. Para evitar alteracdes na composicdo da fase mével, elas devem
ser mantidas tampadas mesmo durante o funcionamento.

Ajustes do instrumento:
Amostrador (Sampler): Volume de injecdo 2,5 - 5 plL
Tempo de corrida analitica de 3 minutos
Compartimento deve ser protegido da luz.
Temperatura da coluna: Temperatura ambiente
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Detector fluorescéncia: Inicio: EX 320 nm, EM 415 nm
Apés aprox. 1,6 minuto alterar para: EX 367 nm, EM 435 nm
Solucdo de limpeza da agulha do injetor:  Agua/metanol = 95/5

Perfil gradiente

O perfil de gradiente mostrado abaixo e o exemplo de cromatograma no capitulo 7.2 é projetado como base para
otimizacdo. Devido as diferencas de volume morto dos sistemas UHPLC individuais, o seguinte perfil de gradiente
pode precisar de modificacées.

Tabela 1: Perfil de gradiente (fluxo de 0,7 mL/min)

Tempo [min] Fase Movel A Fase Mével B
0 min 100 % 0%
0,86 min 100 % 0%
0,87 min 30 % 70 %
1,29 min 30% 70 %
1,30 min 0% 100 %
2,50 min 0% 100 %
2,51 min 100 % 0%
3,00 min 100 % 0%
120
1.4
100 1.2
= 80 ]
cn
s
0.
2 40 0.8
o
o 0.6
S 40
= 0.4
20
0.2
0 — 0
0 Q.5 1 1.5 2 2.5 3

Time [min]

Figura 3 Diagrama do perfil gradiente
3.4 Coluna UHPLC

A coluna UHPLC para andlise de vitamina B1/Bs € fornecida equilibrada e testada, e esta pronta para o uso. Ela ndo deve
ser lavada com nenhuma outra solugdo. A contrapressdo de uma coluna nova na razao de fluxo de 0,7 mL/min é de cerca
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de 290 (+ 40) bar, valor que pode elevar com a idade e/ou uso da coluna. Enquanto as separagdes estiverem satisfatorias,
a contrapressao elevada ndo tem importancia. Para prolongar o tempo de vida da coluna, a coluna deve ser lavada apés
o final de cada sequéncia com aproximadamente 10 mL de Fase Movel A. Este procedimento pode ser realizado overnight
com um método de shutdown. Para este procedimento de lavagem, um método é programado com um fluxo de
aproximadamente 0,025 mL/min usando 100% de Fase Movel A, que ¢é iniciado no fim de uma sequéncia. Além disso, um
pré-filtro (artigos 15061 e 15060) pode ser utilizado. No caso de uma contrapressdo muito alta da coluna ou deterioragao
da separagao cromatografica, troque o pré-filtro.

Nota:
Nés recomendamos o uso de um pré-filtro (Pré-filtro 0,5 um, artigo no. 15061) para aumentar a vida util da coluna.

A coluna so6 deve ser lavada com as solugdes especificas descritas neste manual de instrugdo. Outros solventes
podem danificar irreversivelmente a coluna.

3.5 Lligar o Sistema

Antes de iniciar uma corrida, prepare o sistema UHPLC da seguinte forma:

1. Lave o sistema com aproximadamente 15 mL de Fase Mével A antes de instalar a coluna de UHPLC;

2. Instalar a coluna e equilibrar o sistema com um fluxo de 0,7 mL/min por aproximadamente 10 min com 100% da
Fase Movel A, até que a linha de base esteja estabilizada;

3. Injetar 2,5 yL de agua grau HPLC uma vez com o gradiente e defina os tempos de mudanga de comprimento de
onda como indicados acima;

4. E em seguida o calibrador preparado diversas vezes até que os tempos de retengéo e as areas/alturas dos picos
sejam consistentes;

5. Avalie se os analitos e padrdes internos aparecem no cromatograma e compare com o cromatograma mostrado
no capitulo 7.2;

6. Se o gradiente for adequado para o seu sistema, inicie entdo a corrida analitica.

Para o uso correto do seu sistema UHPLC, leia o manual de instrugdo do seu sistema UHPLC. Se tiver alguma duvida,
pergunte ao fabricante. Treinamento do fabricante pode ser requerido.

3.6 Shut down

Para periodos de shut down de até 1 dia, a fase mével A deve ser recirculada numa razao de fluxo baixa (aproximadamente
0,05 a 0,2 mL/min) para prevenir a cristalizagdo de sais nas juntas da bomba. A coluna UHPLC permanece conectada,
mas, para aumentar o tempo de vida da ld&mpada, o detector deve ser desligado. Para longos periodos de desuso, a coluna
HPLC deve ser desconectada. Limpeza ou conservagdo ndo & necessaria. Armazenar a coluna em Fase Médvel A (a
temperatura ambiente). A coluna deve ser substituida por uma uniéo e o sistema UHPLC limpo com cerca de 50 mL de
H20/metanol (90/10 vol/vol).

4 Separagdo cromatogrdfica

A tabela a seguir mostra os tempos de retengdo dos analitos e padrdes internos no gradiente mostrado no capitulo 3.3:

Tabela 2: Tempos de retencéo

Analito Tempo de retengao (aprox.)
Padrao Interno 1 (PLP) 0,5 min
Vitamina Bs (PLP) 1,0 min
Vitamina B1 (TPP) 1,9 min
Padréo Interno 2 (TPP) 2,6 min
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A separagéo cromatografica leva cerca de 3 min. Pequenas variagdes nos tempos de retengédo podem ser devido a,
por exemplo, variagbes de volumes mortos dos sistemas, mudangas de temperatura, mudangas ou pequenas
pulsacbes na bomba. Se um novo lote de fase mével for utilizado ou se a coluna for substituida, os tempos de
retencdo podem variar suavemente. Portanto, use um cromatograma de calibragdo para determinar os valores.

5 Preparo da amostra

Atencao: Ao utilizar os reagentes, favor verificar as informagbes de seguranga contidas no Apéndice |

Cuidado
Apesar da adigéo de anticoagulantes (EDTA ou heparina), amostras de sangue total podem conter coagulos. A presenca
de coagulos pode alterar o volume de pipetagem.

Quando dispositivos automatizados de manipulagao de liquidos sdo usados, alguns resultados podem ser falsos se o
sistema nao tiver caracteristicas de detec¢cao de coagulo adequadas. Sistemas configurados com monitoramento de
pressao tém demonstrado vantagens praticas com relagéo a sistemas baseados em medigédo de condutividade. Contate o
fabricante do sistema, uma vez que a Chromsystems n&o pode assumir a responsabilidade pela adequabilidade do sistema.
O kit de reagentes da Chromsystems n&o produz resultados confiaveis ao menos que haja garantia de que o volume correto
de amostra tenha sido utilizado.

Assegure-se que com uma sequéncia, o lote utilizado dos reagentes (incluindo o padrao interno) para o preparo das
amostras assim como o lote do calibrador e controle ndo sejam mudados. Se necessario, junte a quantidade necessaria
de padrao interno de diversos vials.

5.1 Coleta e armazenamento das amostras de pacientes

Utilize sangue total para a andlise de tiamina pirofosfato e piridoxal 5-fosfato.

Notas importantes:

- Para a dosagem de PLP, amostras de sangue devem ser colhidas pela manha em jejum, antes de qualquer medicagao
e na auséncia de consumo recente de alcool [16];

- Em certas doengas, como a hipofosfatasia, um nivel alterado de vitamina B6 é indicativo. Nesses casos, o uso de
suplementacéao de vitamina B6 deve ser evitada por pelo menos 2 semanas antes da coleta de sangue, pois niveis elevados
de PLP podem ocorrer devido a suplementacéo [15];

- Altos niveis de acido ascoérbico (vitamina C) podem interferir com a analise de tiamina pirofosfato e levar a falsos
resultados elevados (ver capitulo 11).

Ambos EDTA (K3-EDTA e K2-EDTA) e heparina (litio, sdédio e heparina de aménio) sao usados como anticoagulantes.
Sangue total com EDTA é recomendado porque o sangue total com heparina € muito mais suscetivel a acdo enzimatica
que pode levar a resultados falso positivos ou negativos e € mais propenso a coagulagao, que pode reduzir a precisao da
pipetagem.

Estabilidade da amostra

A temperatura de armazenamento/transporte € o fator principal que pode afetar a estabilidade da amostra. Outros fatores
identificados em testes preliminares incluem o tipo de anticoagulante (EDTA ou heparina) e diferencas entre doadores e
amostras de sangue, provavelmente devido aos estados enzimaticos diferentes. Diferengas de estabilidade entre os tipos
de EDTA (K2-EDTA, K3-EDTA) ou tipos de heparina (heparina litica, sddica ou de aménia) ndo tém sido identificadas.
Estabilidade de TPP e PLP foi determinada em sangue K3-EDTA (representando ambos os tipos de sangue EDTA) e em
sangue heparina litica (representando todos os trés tipos de sangue com heparina) de cinco doadores diferentes.
Desvios de < 15% do referencial nas concentragdes do analito foram aceitos.

Tabela 3: Estabilidade do analito em amostras de pacientes
TPP (vitamina B1) PLP (vitamina B6)
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Temperatura de Sangue total EDTA Sangue total com Sangue total EDTA  Sangue total com
armazenamento heparina heparina

+20 a +25°C 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas

+2 a +8°C 7 dias 7 dias 4 semanas 4 semanas

Abaixo de -18°C 3 meses 3 meses 3 meses 3 meses

Ciclos de 1 ciclo 1 ciclo 1 ciclo 1 ciclo

congelamento/
descongelamento
N&o ha restricdes no uso de amostras hemolisadas, lipémicas e ictéricas (ver capitulo 11).

Nota:
E da responsabilidade de cada laboratorio usar todas as referéncias disponiveis e/ou seus préprios estudos para
determinar os critérios especificos do laboratério.

5.2 Reconstituicédo dos calibradores

O Padrao de Calibragdo em Sangue Total da Chromsystems (artigo 52003) destina-se para a calibragdo do seu sistema
de analise. O calibrador liofilizado € um calibrador pontual. A matriz dele é sangue total humano. Apés a reconstituicao, é
preparado da mesma maneira que uma amostra de paciente e é analisado sobre as condi¢cdes de rotina analogas ao
respectivo procedimento do teste.

Antes do preparo de amostras, reconstitua o calibrador em sangue total (artigo 52003) como a seguir:

1. Pipete 1,0 mL de agua destilada no frasco original
2. Reconstitua por 10 a 15 min entre +20 a +25°C, mexa repetidamente

Verifique se o conteudo do frasco estd homogéneo. Se ainda houver substancias visivelmente nao dissolvidas, aumente o
tempo de reconstituicao.

Os niveis do calibrador sao rastreaveis aos pesos iniciais das substancias puras. As concentragdes do analito no calibrador
sdo dependentes de lote. Os niveis individuais sdo dados na bula do calibrador.

Atencao: Este produto foi fabricado a partir de pool de plasma humano ou sangue total humano testado, fornecendo
resultados negativos para infecgdes pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), virus da hepatite B (HBV), virus da
hepatite C (HCV) e pela bactéria Treponema pallidum. Ainda assim, um risco potencial de infecgao ndo pode ser totalmente
excluido. Considere todos os produtos contendo material de fonte humana como potencialmente infeccioso e tome o
mesmo cuidado ao manipula-lo do que ao destinado a amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do calibrador apés reconstituicao:
O calibrador dissolvido em agua possui a seguinte estabilidade, mas nao além da data indicada no rétulo:

Tabela 4 Estabilidade do calibrador em sangue total (artigo no. 52003) apds reconstituicio

Temperatura de armazenamento Estabilidade Outras condi¢coes de armazenamento
+20 a +25°C 24 horas Protegidos da luz, bem fechados

+2 a +8°C 5 dias Protegidos da luz, bem fechados
Abaixo de -18°C 3 meses Protegidos da luz, bem fechados

Ciclos de congelamento/ 3 ciclos -

descongelamento

Para evitar ciclos desnecessarios de congelamento/descongelamento, aliquotar calibradores antes do congelamento

5.3 Reconstituicdo dos controles

Os controles em sangue total da Chromsystems (artigos no. 0165, 0167) destinam-se a monitorar a acuracia e precisédo de
cada sequéncia analitica. Eles estao disponiveis em dois diferentes niveis de concentragdo. Os controles liofilizados tém
como matriz sangue total humano. Apds a reconstituicdo, devem ser preparados da mesma maneira como amostra de
paciente e sao analisados dentro da rotina em condi¢des analogas ao procedimento do teste respectivo.
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Antes do preparo de amostras, reconstitua os controles em sangue total como a seguir:
1. Pipete 2,0 mL de agua destilada no frasco original
2. Reconstitua por 10 a 15 min entre +20 a +25°C, mexa repetidamente
Verifique se o conteudo do frasco estd homogéneo. Se ainda houver substancias visivelmente néo dissolvidas, aumente o

tempo de reconstituicao.

Os niveis dos controles sao rastreaveis aos pesos iniciais das substancias puras. As concentragdes do analito nos controles
sdo dependentes de lote. Os niveis individuais sdo dados na bula do controle.

Atencao: Este produto foi fabricado a partir de pool de plasma humano ou sangue total humano testado, fornecendo
resultados negativos para infecgdes pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), virus da hepatite B (HBV), virus da
hepatite C (HCV) e pela bactéria Treponema pallidum. Ainda assim, um risco potencial de infecgao ndo pode ser totalmente
excluido. Considere todos os produtos contendo material de fonte humana como potencialmente infeccioso e tome o
mesmo cuidado ao manipula-lo do que ao destinado a amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do controle reconstituido:
O calibrador dissolvido em agua possui a seguinte estabilidade, mas nao além da data indicada no rétulo:

Tabela 5 Estabilidade dos controles em sangue total (artigos no. 0165, 0167) apds reconstituicio

Temperatura de armazenamento | Estabilidade Outras condi¢gées de armazenamento
+20 a +25°C 24 horas Protegidos da luz, bem fechados
+2a+8°C 5 dias Protegidos da luz, bem fechados
Abaixo de -18°C 3 meses Protegidos da luz, bem fechados

Ciclos de congelamento/ | 3 ciclos -

descongelamento

Para evitar ciclos de congelamento/ descongelamento desnecessarios, aliquotar controles antes do congelamento.

5.4 Preparo da solugéo finalizadora

Antes da preparacao da amostra (ver capitulo 5.5) prepare a solugao finalizadora da seguinte maneira:

1. Primeiro reconstitua a garrafa do Finalizador 1 (artigo 52707) com exatamente 250 yL de agua destilada.
Mantida refrigerada (+2 a +8°C), a estabilidade desta solugéo é de 4 semanas.

2. Depois disso, adicione exatamente 5,0 mL do Finalizador 2 (artigo 52708) e misture (propor¢ao 1:20).

3. Para o preparo de amostras, 50 pL desta mistura (=solugao finalizadora) sdo usados por amostras (ver cap.
5.5 e 5.6). A solugdo é suficiente para exatamente uma placa de 96 pocos.

Nota:

A solugéo finalizadora deve ser preparada imediatamente antes do preparo de amostra. Protegida da luz e
refrigerada (+2 a +8°C), a solugao finalizadora é estavel por até 2 dias.

Se a solugéo for aberta e nao refrigerada no dispositivo de manuseio de liquidos, ela é estavel durante a duragéo de
uma sequéncia de programa. Se varias placas forem preparadas em sequéncia, a solugao finalizadora devera ser
preparada fresca para cada placa.
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5.5 Procedimento de preparo das amostras

Importante:
Protecao suficiente da luz durante todo o preparo da amostra € essencial. As amostras ndo devem ser expostas a luz direta
do Sol.

Antes do preparo de amostra, deixe reagentes/calibradores/controles/amostras que sdo armazenados congelados ou
refrigerados a temperatura ambiente e agite repetidamente.

Preparando o sistema de pipetagem

Execute as medigcbes recomendadas pelo fabricante antes de iniciar o preparo automatizado de amostras.
Dependendo do sistema usado, o sistema de distribuicdo pode precisar ser lavado ou passar por procedimentos de
manutengao diaria.

Importante:

Ao usar o Reagente de Extragéo (artigo 52705), certifique-se de trabalhar de modo limpo e cuidadoso. Para evitar
danos aos componentes de plastico do sistema de pipetagem (ex. carreador), evite contato direto com o reagente.
Qualquer respingo na superficie no sistema de pipetagem deve ser removido imediatamente.

Preparo de amostras automatizado com sistema de pipetagem
Para preparar amostras de pacientes, controles e calibradores para analise, trabalhe as etapas a seguir na ordem descrita:

Importante:
Se forem usadas amostras frescas de sangue, elas deverdo ser homogeneizadas imediatamente antes de serem
carregadas no dispositivo de pipetagem com o objetivo de garantir uma mistura adequada pelo dispositivo de pipetagem.

1. Pipete 100 pL de sangue total (calibrador, controle, amostras) em uma placa de coleta de 96 pogos (artigo no.
52058)

2. Adicione 50 pL do Mix de Padréo Interno (artigo no. 52744)

3. Adicione 150 uL do Reagente de Extragao (artigo no.52705)

4. Misture por 4 min (800-1100 rpm*, em 6rbita de 2 mm)

5. Separe o precipitado por centrifugagao (3 min, 2000 x g)

6. Transfira 75 L do sobrenadante em uma placa filtrante de 96 pogos (artigo no. 52057)

7. Adicione 75 uL da Solugao de Preparo (artigo no. 52706)

8. Adicione 50 pL da solugéo finalizadora (ver cap. 5.5)

9. Misture por 30 s (800-1200 rpm*, em 6rbita de 2 mm)

10. Coloque a placa filtrante de 96 pogos em uma placa de coleta de 96 pogos (artigo no.52058)

11. Separe o precipitado por centrifugagéo (2 min, 1500 x g), descarte a placa filtrante de 96 pogos

12. Incube a solugao obtida a +60°C por 45 min

13. Adicione 100 pL do Tampao de Diluigao (artigo no.52709), misture por 180 s (400 rpm, em 6rbita de 2 mm)

14. Sele a placa com um selo adesivo (artigo no. 52059) e transfira para o autosampler

15. Injete 2,5 -5 pL do eluato no sistema de UHPLC

Mantenha a ordem de pipetagem! |

*Dependendo do agitador, a velocidade pode ter que ser adaptada para evitar derramamento. Verifique antes com uma
placa com agua se a velocidade é adequada.

Nota adicional:
Certifique-se que a temperatura da solugao atinja +60°C. Somente entdo o preparo da amostra € eficaz.

Manutengao do sistema de pipetagem e shut-downs
Medigdes especiais para manter o sistema de pipetagem em boas condi¢gbes de trabalho podem ser requeridas em
intervalor regulares e antes e apds shut-downs prolongados. Siga as inscrigbes do fabricante do sistema de pipetagem.
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5.6 Estabilidade das amostras preparadas

As amostras preparadas para analise como indicado na sec¢do 5.5 possuem as seguintes estabilidades:

Tabela 6: Estabilidade das amostras preparadas

Temperatura de armazenamento Estabilidade Outras condi¢des de armazenamento

+20 a +25°C 1 dia Na placa de coleta selada com um selo adesivo
perfuravel (artigo 52059)

+2 a+8°C 7 dias Na placa de coleta selada com um selo adesivo
perfuravel (artigo 52059)

Armazenamento de amostras preparadas abaixo de -18°C nao é recomendado pela formagao de cristais.
5.7 Manuseio de amostras acima da faixa de medi¢do analitica

As amostras de pacientes cujas concentragdes estdo acima da faixa de medicao analitica (veja Apéndice Il) devem ser
manuseadas da seguinte maneira:

Antes do preparo de amostra, misture volumes iguais da amostra original do paciente com Controle em Sangue Total
Nivel | (artigo no. 0165). O resultado da analise medido da mistura deve estar dentro da faixa de medig&o do ensaio.

Quando for calculada a concentragao do sangue total apds a diluigdo, a concentragédo do analito do Controle em Sangue
Total Nivel | deve ser levada em consideragéo. Isto é feito usado a seguinte férmula:

Conc,amostra = 2 x (valor medido — 0,5 x valor alvo do controle de qualidade)

6 Controle de Qualidade

Monitore a precisao e acuracia das analises incluindo controles adicionais (artigo no. 0165, 0167) em cada corrida
analitica. Se a analise desses controles traz valores fora da faixa indicada no folheto informativo, verifique o sistema. Se
a discrepancia continua, calibre novamente o sistema.

Monitore a qualidade da separagédo cromatografica comparando os tempos de retencéo e os formatos dos picos dos
analitos e padrdes internos com o cromatograma do certificado da coluna ou com o exemplo de cromatograma (capitulo
7.2). Em caso de uma coluna em uso, compare com as corridas analiticas anteriores do mesmo ensaio (ex: durante a
inicializagao do sistema, capitulo 3.5). Desvios significativos podem ser devido a diminuigdo da performance do pré-filtro
e/ou da coluna analitica. Indicadores comuns podem ser caudas posteriores nos picos.

Para mais informacgao veja o capitulo 12 Problemas e Solugdes.

7 Resultados e avaliacdo

7.1 Calibracéo do sistema de andlise

Para calibrar o seu sistema de analises e verificar a eficiéncia da separagao do sistema de UHPLC, conduza um namero
de corridas testes antes de analisar as amostras de pacientes. Use o calibrador em sangue total (artigo 52003) para isso.
A concentragdo do analito no calibrador € dependente do lote. Os niveis exatos sdo apresentados na bula que acompanha
o produto.

As curvas de calibragdo séo feitas calculando a razao entre a area de pico do analito e o padrado interno (ISTD) ou razao

da altura do pico no eixo y em relagdo a concentragao do calibrador no eixo x. Em seguida, trace uma curva de calibragao
através da origem para todos os analitos (calibragéo pontual).
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Selecione o método de padrao interno para calibragdo no seu sistema de andlise e configure a concentragao do padréo
interno como “1”.

7.2 Exemplos de cromatogramas

Os seguintes graficos fornecem varios exemplos de cromatograma criados usando este método.
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Figura 4 Cromatograma do calibrador em sangue total
Concentragao dos analitos: PLP: 17ug/L, TPP: 39ug/L
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Figura 5 Cromatograma de uma amostra de paciente em sangue total

Concentragao dos analitos: PLP: 36ug/L, TPP: 57 ug/L
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7.3 Fatores de Conversdo

A tabela a seguir lista os fatores de conversao entre massa e concentragées molares e vice-versa.

Tabela 7: Fatores de conversao

Analito Hg/L para nmol/L nmol/L para ug/L
Tiamina pirofosfato (TPP) X 2,357 x 0,4243
Piridoxal-5’-fosfato (PLP) x 4.046 X 0.2471

7.4 Cdlculo Manuadl

Calibre o sistema de analise de acordo com o capitulo 7.1. Para o calculo manual, os seguintes dados sdo necessarios:
- Area do pico/ altura da substancia A no cromatograma da amosta = Aamostra

- Area do pico/ altura do padrao interno no cromatograma da amostra = |Samostra

- Inclinagao da curva de calibragéo (Acalibrador / 1Scaiibrador / Ccalibrador) =a

Calcule a concentragédo do analito A na amostra Camostra desta forma:

i ISamostra)

(Aamostra i

Camostra =

8 Armazenamento e validade dos reagentes

Reagentes nado abertos podem ser utilizados até a data de validade estabelecida no rétulo, desde que as condigdes de
estocagem indicadas no rétulo sejam obedecidas. O transporte e armazenamento dos reagentes devem seguir as
seguintes condigoes:

Tabela 8: Temperatura de transporte do kit de reagentes

Produto Temperatura de transporte
Kit de reagentes (artigo 52952/UHPLC/F) +18 a +30°C
Todos os outros componentes listados no capitulo 1 Ambiente

Apos o transporte, desembale imediatamente os reagentes e armazene individualmente como descrito abaixo:

Tabela 9: Condi¢gbes de armazenamento dos reagentes, calibradores e controles

Produto Armazenamento
Fase movel A (para UHPLC, REF 52911) +18 a +30°C
Fase movel B (para UHPLC, REF 52922) +18 a +30°C
Mix de Padrao Interno (artigo 52744) +2 a +8°C
Reagente de Extracdo (artigo 52705) +18 a +30°C
Solugao de Preparo (artigo 52706) +18 a +30°C
Finalizador 1 (artigo 52707) +18 a +30°C
Finalizador 2 (artigo 52708) +2 a+8°C
Tampéo de Diluicéo (52709) +18 a +30°C
Calibradores em Sangue Total (artigo 52003) abaixo de -18°C
Controles em Sangue Total (artigos 0164, 0165, 0167) abaixo de -18°C

Os reagentes devem ser adequadamente fechados e armazenados nas condigdes estabelecidas imediatamente apds o
uso. Desde que nada além tenha sido estipulado, a estabilidade sera de 1 ano ap6s a data da abertura, mas, ndo excedera
o prazo de validade. Detalhes da estabilidade de calibradores, controles e Finalizador 1 reconstituidos sdo informados nos
capitulos 5.2 a 5.4.
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A coluna de UHPLC e os materiais de laboratérios néo listados aqui podem ser armazenados entre +18 a +30°C.

A vida util da coluna analitica e do pre-filtro depende das condi¢des individuais em que eles sao utilizados (ex: frequéncia
de uso, numero de amostras, tipo de amostras, volume de injegédo). Considere medidas de controle de qualidade (capitulo
6) para identificar diminuigdo no desempenho cromatografico.

9 Descarte de residuos

Residuos perigosos
As Fases Moveis (artigos 52911 e 52922) contém solventes organicos. Descarte os residuos dos produtos em um recipiente
para solventes livres de halogénio de acordo com os regulamentos locais.

O Reagente de Extragao (artigo 52705) contém um acido forte, a Solugao de Preparo (artigo 52706), uma base forte.
Neutralize os residuos do produto e descarte em um recipiente para solugdes salinas.

Residuos de amostras de pacientes e amostras preparadas, assim como controles (artigos 0165, 0167) e calibradores
(artigo 52003) e os consumiveis do laboratério devem ser coletados e descartados como lixo potencialmente infeccioso.

As solugdes mencionadas ndo devem ser descartadas junto com o lixo doméstico. N&o circule no abastecimento principal
de agua. Descarte de acordo com as diretrizes 2008/98/EC e de acordo com as exigéncias locais e nacionais. Os
contéineres de lixo devem ser armazenados apropriadamente e 0 acesso s6 deve ser permitido a pessoas autorizadas.

Residuos nao perigosos

O mix de Padrao Interno (artigo 52744), Finalizador 1 (artigo 52707), Finalizador 2 (artigo 52708), Tampao de Diluigao
(artigo 52709), e consumiveis de laboratérios nao contaminados néo sao classificados como perigosos. Descarte de acordo
com as diretrizes 2008/98/EC e de acordo com as exigéncias locais e nacionais.

10 Valores de referéncia

Nota:

Os valores de referéncia listados abaixo representam niveis encontrados em uma proporgao de populagdes sadias (ex: de
95% de doadores de sangue investigados). Consequentemente, eles podem ou nao estar alinhados com niveis relevantes
de deciséo clinica ou os valores de cut-off relativos a finalidade especifica deste kit. Para dados de desempenho clinico,
inclua os valores esperados em pessoas afetadas e nao afetadas, ver Apéndice IV.

As faixas de referéncia apresentadas sao guias baseados na literatura. Eles podem se diferenciar de outros dados
publicados. Como os niveis variam dependendo da populagao de pacientes e dos métodos de medig¢do, determine faixas
especificas para o seu laboratério. Ao determinar as faixas, tenha certeza de que vocé esteja cumprindo as exigéncias
nacionais locais.

Amostras de sangue em heparina litica de ao menos 15 homens e 15 mulheres de diversas faixas etarias (21-30, 31-40,
41-50, 51-60, 61-70 e > 70 anos de idade) foram colhidas no estudo de G. Steen e M. van der Zwaal [17]. Um questionario
foi aplicado para verificar critérios de exclusao: uso de suplementagcéo de vitaminas ou ferro, uso de anticoagulantes,
diabetes, gravidez e uso de contraceptivos orais. Os testes foram feitos usando ensaio de fluorescéncia UHPLC apods a
derivatizacao.

Tabela 10: Faixas de referéncia

Tiamina pirofosfato (TPP) | Piridoxal 5’-fosfato (PLP) sangue total
sangue total
Valores de referéncia 33,1-60,7 pg/L 12,6-45,2 ug/L
78-143 nmol/L 51-183 nmol/L
Numero de resultados obtidos | 247 246
Método estatistico do valor de | Média Remocgao dos resultados acima e abaixo de
referéncia 12x desvio padrao 2,5%
Correlagao entre os resultados | Nenhuma Diminuicdo com aumento de idade
obtidos e os anos de idade
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21-30 anos: 138 nmol/L (homens) e 113 nmol/L
(mulheres);

>70 anos: 79 nmol/L (homens) e 84 nmol/L
(mulheres)

Efeito fraco: nenhuma relacao a idade foi
incluida aos valores de referéncia

Correlagao entre os resultados | Nenhuma Nenhuma
obtidos e género
Fonte [17] [17]

11 Testes de Interferéncia

Compostos relacionados a estrutura e medicamentos foram adicionados em amostras de sangue total, preparados junto
com as amostras antes da derivatizagdo ou agua antes da derivatizagdo nas concentragbes mais altas esperadas (ver
tabela abaixo) e testados para interferéncias.

Além disso, condi¢des diferentes das amostras foram simuladas e verificadas quanto a sua influéncia no teste. Diversos

sistemas de amostras também foram analisados quanto a interferéncia.

Substancia

Compostos relacionados a estrutura Concentragdes no teste em mg/L
Isopiridoxal 30,6

Piridoxal 2,80

Piridoxamina 0,400

Piridoxamina 5'-fosfato 5,00

Tiamina 1,70

Tiamina monofosfato (TMP) 1,80

Tiamina trifosfato (TTP) 4,39

Medicamentos
Acetaminofeno (paracetamol)

Concentragoes no teste em mg/L
156

Acetazolamida 59,9
Acetilcisteina 1663
Acido acetilsalicilico 652
Aciclovir 3,00
Alopurinol 40,0
Alopurinol (testado como oxipurinol) 20,0
Amicacina 80,2
Amlodipina 0,100
Amoxicilina 75,2
Amplicilina 53,0
Acido ascorbico Varias concentragdes de até 1044 mg/L
Azatioprina 2,99
Azitromicina 12,0
Bisoprolol 0,300
Captopril 4,99
Carbamazepina 30,0
Carbamazepina-10, 11-epoxida 15,0
Cefradina 2,00
Cloramfenicol 50,1
Clordiazepoxida 9,99
Cimetidina 20,0
Ciprofloxacina 10,0
Claritromicina 20,0
Substancia

Dexametazona 0,601
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Diazepam
Diclofenaco
Digitoxina
Dihidrocodeina
Disopiramida
Enalaprilato
Eritromicina
Furosemida
Ganciclovir
Gentamicina
Hidroclotiazida
Ibuprofeno
Dinitrato de isosorbida
Isoniazida
ltraconazol
Cetoconazol
Levofloxacina
Levotiroxina
Lidocaina
Lorazepam
Metformina
Metilprednisolona
Metoclopramida
Metoprolol

Acido micofendlico
Acido micofendlico glucuronida
N-acetilprocainamida
Nadolol
N-desmetildiazepam
Neomicina
Nifedipina
Norverapamil
Omeprazol
Oxazepam
Penicilina G
Penicilina V
Fenitoina
Prazosina
Prednisolona
Prednisona
Procainamida
()-Propanolol
Ranitidina
Rifampicina
Risperidona
Salbutamol/Albuterol
Acido salicilico
Fluoreto de sédio
Estreptomicina
Sulfametoxazol
Tramadol
Triamtereno
Trimetoprim

Acido valpréico
Vancomicina
Verapamil

11.1 Interferéncias detectadas

CHROMSYSTEMS

5,13
50,0
0,00609
0,993
10,0
0,300
59,9
59,9
2,00
9,99
6,02
500
0,150
60,0
8,00
1,00
18,0
1,00
12,0
1,00
40,0
0,150
0,450
4,99
10,0
10,0
39,9
1,20
5,01
0,200
0,400
2,00
6,00
5,02
20,0
20,0
49,9
0,150
3,00
0,301
24,0
2,00
6,00
64,3
0,362
0,399
599
2,00
10,0
400
3,00
8,86
40,0
499
100
2,00
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Acetaminofeno (paracetamol), um medicamento para tratar a febre e dor de leve a moderada, leva a uma falsa dosagem
de tiamina pirofosfato (TPP) e piridoxal 5’-fosfato (PLP), pois modifica a linha de base e causa diversos picos
interferentes.

Isoniazida, um antimicrobiano, interage com piridoxal 5-fostato e leva a uma falsa dosagem baixa de piridoxal 5’-fosfato
(PLP).

Piridoxina é geralmente administrada como medicamento junto com a isoniazida. Altos niveis enddégenos esperados
desta substancia nao influenciam significativamente o resultado quantitativo, mas piridoxina pode ser convertida em
piridoxal 5’-fosfato (PLP) por reagbes enzimaticas. Portanto, ndo é uma interferéncia analitica, porém, farmacocinética.

A presencga de acido ascérbico (vitamina C) causa degradagao do sinal tiamina pirofosfato (TPP) assim como a do
padrao interno IS2 correspondente. Devido a este ultimo ser afetado em um nivel mais elevado, o padrao interno ndo
compensa por inteiro a degradacgéo do analito, levando a falsos resultados altos de tiamina pirofosfato (TPP). Em caso de
concentragoes de vitamina C > 125 mg/L isto pode afetar a precisdo dos resultados do teste em >15%.

As seguintes substancias niao foram observadas como interferentes na inje¢ao primaria. Mas eluiram numa
injegdo subsequente e podem afetar a precisdo dos resultados do teste:

- Levofloxacina

- Acido micofendlico

- Triamtereno

11.2 Nenhuma interferéncia detectada

Nenhuma interferéncia calculavel ocorreu. Os resultados quantitativos nao foram afetados (desvio < 15%).

Compostos relacionados a estrutura:

Isopiridoxal, piridoxal*, piridoxamina*, piridoxamina 5’-fosfato*, acido 4-piridoxico, piridoxina*, piridoxina 5’-fosfato, tiamina*,
tiamina monofosfato*, tiamina trifosfato™*.

*Estes metabolitos podem ser convertidos cada um em PLP ou TPP por reagdes enzimaticas. Eles ndo sao interferentes
analiticos, porém sao inferferentes farmacocinéticos.

As seguintes substincias foram testadas e ndao formaram picos interferentes e nenhuma interferéncia calculavel
ocorreu (desvio < 15%).

Medicamentos

Acetazolamida, acetilcisteina, acido acetilsalicilico, aciclovir, alopurinol, amicacina, amlopidina, amoxicilina, ampicilina,
azatioprina, azitromicina, bisoprolol, captopril, carbamazepina, cefradina, cloranfenicol, clordiazepéxido, cimetidina,
ciprofloxacina, claritromicina, dexametasona, diazepam, diclofenaco, digitoxina, digoxina , dihidrocodeina, disopiramida,
enalaprilato, eritromicina, furosemida, ganciclovir, gentamicina, hidroclorotiazida, ibuprofeno, dinitrato de isossorbida,
itraconazol, cetoconazol, levofloxacina, levotiroxina, lidocaina, lorazepam, metformina HCL (1,1-dimetilbiguanida),
meticilina, metilprednisolona, metoclopramida, metoprolol, acido micofendlico, glicuronideo de acido micofendlico, N-
acetilprocainamida, nadolo, fluoreto de sédio, N-desmetildiazepam, neomicina, nifedipina, norverapamil, omeprazol,
oxazepam, oxipurinol, penicilina G, penicilina V, fenitoina , prazosina, prednisolona, prednisona, procainamida, (t)-
propanolol, ranitidine, rifampicin, risperidone, salbutamol (albuterol), salicylic acid (2-OH benzoic acid), streptomycin,
sulfamethoxazole, tramadol, triamterene, trumethoprim, valproic acid, vancomycin, verapamil.

Anadlises sem interferéncias sado possiveis com os seguintes estados das amostras:

Hemolise
Amostras de plasma foram enriquecidas com hemoglobina até uma concentragao de 5¢g/L e as
concentragdes do analito foram comparadas com as amostras no seu estado original:

Nao ocorreu nenhuma interferéncia significativa (desvio < 15%).
Ictericia
Amostras de sangue total foram enriquecidas com bilirrubina ndo conjugada e conjugada (0,4 g/L) e as

concentragdes do analito foram comparadas com as amostras no seu estado original (desvio < 15%).
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Os seguintes sistemas de amostras foram testados sem interferéncia significativa; os resultados quantitativos
nao foram influenciados (desvio < 15%).

Tipo Fabricante Artigo Volume Descrigao Lotes testados

K3E Sarstedt 01.1605.001 7,5 mL S-Monovette® 1,6 mg 1093001
K3EDTA/mL, spray
seco

K2E BD 368861 4,0 mL Vacutainer® 1,8 mg 3070432
K2EDTA/mL, spray
seco

K2E Greiner Bio-One 454023 4,0 mL Vacuette® K2EDTA, A1100306Z
spray seco

LH Sarstedt 01.1604.001 7,5 mL S-Monovette® 1093003

Granulado contend 16
IU/mL Heparina-Li
NH BD 367876 5,0 mL Vacutainer® 3245227
Granulado contend 17
IU/mL Heparina-Na

Se vocé possui alguma duvida com relagao a interferentes, contate o seu representante local da
Chromsystems, ou entre em contato com a nossa central pelo telefone +49 89 18930-111 ou pelo e-mail
support@chromsystems.com.

12 Problemas e Solucdes

Tabela 13: Problemas e Solugbdes

Problema Possivel causa Solugao
Lampada do detector ainda ndo aquecida Aguardar a linha de base estabilizar
Lampada do detector velha Substituir a ldampada
~ . Sistema ainda nao equilibrado Repetir a injecdo do calibrador até que dois
Flutuagoes na linha . .
d cromatogramas consecutivos sejam quase
e base A
idénticos

Desvio de temperatura

Usar forno para coluna
Fluxo inconstante

Verificar a bomba do HPLC

Bomba do UHPLC Verificar a bomba do HPLC (ar, selos)
Ar no sistema Degaseificar a fase movel
Linha de base instavel
Célula do detector contaminada Limpar a célula
Fase moével contaminada Substituir a fase moével
Ar no sistema Degaseificar a fase movel
Injetor contaminado Limpar o injetor
Picos interferentes Frascos do amostrador automatico Usar frascos novos ou limpa-los

contaminados

Seringa de injegdo contaminada Limpar a seringa com metanol
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Coluna UHPLC contaminada

Amostras ndo armazenadas adequadamente

Solucgao finalizadora velha

Substituir a coluna
Utilizar amostras recentes

Preparar nova solugéo

Alargamento de picos,
cauda

Coluna UHPLC sobrecarregada

Coluna UHPLC velha

Reduzir volume de injecéo

Substituir a coluna

Picos duplicados

Volume morto nas conexodes

Volume morto na coluna UHPLC

Substituir as conexdes

Substituir a coluna

Sem picos Vazamento no sistema Verificar o injetor, pressao

Lampada do detector velha Substituir a lampada
S_en_3|b!l|dade Célula do detector contaminada Limpar a célula
diminuindo

Valvula de injecao defeituosa

Avaliar o injetor

Mudangas no tempo
de retengao

Variagbes de temperatura

Razao de fluxo instavel

Sistema nao esta equilibrado

Usar forno para coluna

Avaliar bomba do UHPLC

Repetir a injecdo do calibrador até que dois
cromatogramas consecutivos sejam quase

idénticos

Sem sinal

Conexao com integrador ou registrador

defeituosa ou interrompida

Lampada do detector

Verificar o sinal do cabo e as conexdes

Verificar a voltagem da ldmpada, substituir se

necessario

Se vocé possui alguma duvida, contate o seu representante local da Chromsystems, ou entre em
contato com a nossa central pelo telefone +49 89 18930-111 ou pelo e-mail
support@chromsystems.com.
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Apéndice |: Informagdes de seguranga

As seguintes informacdes devem ser observadas e as respectivas medidas de seguranga deverao ser adotadas.
Maiores informagdes podem ser obtidas nas respectivas fichas de seguranca dos materiais (www.chromsystems.de)
ou mediante solicitagao.

Tabela 11: Informagdes de segurancga

Produto | Risco
Fase movel A para UHPLC (artigo 52911)  Pperigo

H302+H312+H332 Nocivo por inalagdo, ingestdo e contato com a
pele.

H371 Pode causar danos cos érgdos.

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

P301+P312 Se inalado: Ligue para um centro de
envenenamento/médico se vocé ndo se sentir bem.

P302+P352 Se em contato com a pele: Lave com bastante sabdo e
dgua.

P403+P233 Armazene em um local bem ventilado. Mantenha os
frascos bem fechados.

@

Fase Movel B para UHPLC (artigo 52922)  Perigo

H225 Liquido e vapor inflamdveis.

P301+P312 Se engolido: Ligue para um centro de
envenenamento/médico se vocé ndo se sentir bem.
H370 Causa danos aos 6rgdos.

P210 Manter longe do calor, superficies quentes, faiscas, chamas
abertas ou outras fontes de ignicdo. Ndo fumar.

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

P301+P310 Se engolido: Ligue imediatamente para um centro de
envenenamento/médico.

P302+P352 Se em contato com a pele: Lave com bastante sabdo e
dgua.

P403+P233 Armazene em um local bem ventilado. Mantenha os
frascos bem fechados.

SO

Reagente de Extragéo (artigo 52705) Perigo
H272 Pode intensificar fogo; oxidante.
H290 Pode ser corrosivo a metais.
6 H314 Causa queimaduras severas na pele e danos ao olhos.
P280 Utilizar roupa de protecdo, luvas adequadas, protecdo nos
olhos e na face.
P301+P330+P331 Se engolido: lave a boca. NGo induza ao vémito.

P305+P351+P338 Em caso de contato com os olhos, lavar
cautelosamente com dgua por vdrios minutos. Remova lentes de
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contato, se presentes e de facil remocdo. Continue lavando.
P309+P311 Se exposto ou se vocé ndo se sentir bem: Ligue
imediatamente para um centro de envenenamento/médico.

Solugao de Preparo (artigo 52706) Perigo
H290 Pode ser corrosivo em metais.
H315 Causairritacdo de pele
H319 Causa grave irritacdo aos olhos
P280 Use luvas de protecdo/roupa de protecdo/protecdo de olhos/
protecdo de face
P302+P352 EM CONTATO COM A PELE: Lave abundantemente com
dgua
P305+P352+P338 EM CONTATO COM OS OLHOS: Enxague
cuidadosamente com dgua por muitos minutos. Remova lentes de
contato, se tiver e for de fécil remocdo. Continue enxaguando.
P332+P313 Se houver irritacdo de pele: Procure atencdo/ajuda
médica
P337+P313 Se persistir a iritacdo nos olhos: Procura atencdo/ajuda
médica

Esses componentes ndo sao classificados como perigosos de acordo com a legislagao da Unido Europeia:

Padrao de calibragao em sangue total (artigo 52003)

Mix de padrao interno (artigo 52744)

Finalizador 1 (artigo 52707)

Finalizador 2 (artigo 52708)

Tampao de diluigdo (artigo 52709)

Controles em sangue total (artigos 0164, 0165, 0167)
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Apéndice II: Validagéo

Para verificar a linearidade e validar o método, amostras de sangue total foram fortificadas com quantidades definidas de
PLP ou TPP e preparadas varias vezes.

As caracteristicas de performance foram determinadas e verificadas nos seguintes equipamentos:
— Shimadzu Nexera with RF-20A FLD
Hamilton ML-Starlet IVD 4x 1000UL, equipado com centrifuga Ixion 102 e Heater Shaker (agitador com aquecedor)
(HHS)
— Agilent série 1290 com 1260 FLD
Tecan Evo 100, equipado com ponteiras fixas e incubadora

Recuperagao:

A recuperacgédo analitica foi determinada a partir do coeficiente angular da curva de calibragdo das amostras de sangue
total fortificadas e de diluigbes de solugdes padréo. As recuperagdes para todas as substancias testadas e para o padrao
interno foram:

Tabela 15: Taxas de recuperagao, determinagdo com Hamilton ML-Starlet IVD e UHPLC Shimadzu Nexera

Analito Taxa de recuperacgao
Vitamina Bs (PLP) 80 %
Vitamina B1 (TPP) 96 %
Padrao Interno 1 104 %
Padréo Interno 2 104 %

Linearidade e limite de quantificagao (LLOQ):

A linearidade foi determinada pela fortificagdo de amostras de sangue total com quantidades definidas de substancias
padrdes. O limite inferior de detecgéo (LLOQ) foi determinado por diluicdes definidas de amostras de sangue com tampéao
fosfato-salino (PBS).

O método ¢é linear a partir do limite inferior de quantificagdo (LLOQ) até o limite superior de quantificacdo determinado
(faixa linear).

Tabela 16: Limite de quantificagéo e linearidade, determinagdo com Hamilton ML-Starlet IVD e UHPLC Shimadzu Nexera

Analito LLOQ* (aprox.) Limite maximo de linearidade
Vitamina Bs (PLP) 2,5 pg/L 500 pg/L
Vitamina B1 (TPP) 4 pg/L 750 pg/L

*O limite de deteccao depende do detector empregado.

Precisao intra-ensaio:
A determinagéo da precisao intra-ensaio foi realizada em trés diferentes concentragdes pelas médias de multiplos preparos
(n = 10) da mesma amostra de sangue total em uma sequéncia:

Tabela 17: Precisao intra-ensaio, determinagdo com Hamilton ML-Starlet IVD e Shimadzu Nexera

Analito Coeficiente de variagido (concentragao do analito)
Vitamina Bs (PLP) 3,4 % (9,9 pg/L) 3,6 % (16,4 pg/L) 3,4 % (25,7 pg/L)
Vitamina B1 (TPP) 3,1 % (24,6 pg/L) 2,3 % (43,7 pg/L) 2,6 % (89,7 pg/L)
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Tabela 18: Preciséo intra-ensaio, determinagdo com Tecan Evo 100 e UHPLC Agilent 1290 UHPLC

Analito

Coeficiente de variagido (concentragao do analito)

Vitamina Bs (PLP)

4.6 % (10,8 pg/L)

4.1 % (19,5 pg/L)

3,0 % (29,1 pgiL)

Vitamina B+ (TPP)

2,0 % (26,1 pglL)

1,1 % (45,1 ug/L)

1,1 % (99,4 ug/L)

Precisao inter-ensaio:

A determinacgao da precisao inter-ensaio foi realizada em trés diferentes concentracoes pelas médias de multiplos preparos

(n = 5) da mesma amostra de sangue total em 20 ou 5 dias diferentes:

Tabela 19: Precisao inter-ensaio, determinagdo com Hamilton ML-Starlet IVD e Shimadzu Nexera, n = 100

Matriz

Coeficiente de variagdo (concentragao do analito)

Vitamina Bs (PLP)

4,4 % (10,1 ug/L)

4,5 % (19,4 ug/L)

5,1 % (27,4 ug/L)

Vitamina B1(TPP)

3,2 % (26,6 pglL)

3,1 % (48,5 uglL)

3,5 % (106 ug/L)

Tabela 20: Preciséo inter-ensaio, determinagdo com Tecan Evo 100 e UHPLC Agilent 1290, n = 25

Matriz

Coeficiente de variagido (concentragao do analito)

Vitamina Bs (PLP)

4,2 % (10,8 pg/L)

5,3 % (19,5 ug/L)

56 % (29,1 pglL)

Vitamina B1 (TPP)

3,2 % (26,1 pg/L)

3,6 % (45,1 ug/L)

3,8 % (99,4 pg/L)

Esses dados foram estabelecidos em nosso laboratério somente com o objetivo de verificar a performance do kit de
reagentes e cumprir os requerimentos regulatérios. Nos particularmente enfatizamos que estes dados ndo sao
adequados para comparagao de sistemas de medi¢do usados, ou para fazer nenhuma declaragao a respeito da

performance geral.
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Comparacio do método com o preparo manual de amostras

Durante este procedimento, as amostras de pacientes e amostras de sangue total fortificadas foram medidos usando o
preparo manual de amostras existente (kit 52952/UHPLC) versus o kit de preparo automatizado de amostras (kit
52952/UHPLC/F) e matematicamente avaliado pela correlagdo de Passing e Bablok e calculodos desvios dos valores
medidos.

Para o preparo de amostras foi usado um sistema Hamilton ML-Starlet IVD, e para medigdo um UHPLC Shimadzu
Nexera. Os seguintes graficos mostram os resultados das comparagdes dos métodos:
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Apéndice lll: Validagéo

O método apresentado e descrito aqui usando o preparo automatizado de amostras para a analise de vitaminas B1
e B6 em sangue total foi comparado ao método certificado com o preparo manual de amostras com o objetivo de
verificar o método e avaliar a performance.

Durante este procedimento, amostras de pacientes e amostras de pacientes fortificadas foram medidas usando o
preparo manual de amostras ja existente (kit 52952/UHPLC) versus o kit de preparo automatizado de amostras (kit
52952/UHPLC/F) e matematicamente avaliado pela correlagdo de Passing & Bablok. Ambas as correlagbes de
Passing & Bablok e os desvios médios dos valores medidos (bias) estiveram dentro da faixa requerida para
vitaminas B1 e B6. Os seguintes graficos mostras os resultados das comparag¢des dos métodos:
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Os resultados obtidos no presente estudo comparativo confirmam os dados de performance do kit de reagentes para
analise automatizada de Vitamina B+ e Bs por UHPLC em sangue total, que foi determinada durante a verificagao.
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Apéndice IV Dados de desempenho clinico

O kit de reagentes da Chromsystems 52952/UHPLC/F “Vitaminas B1 e Bs em sangue total” é usado para triar niveis
anormais em populacdes especificas ou para monitorar o estado da vitamina B1 ou Bs em pacientes, ex: que estao
em terapia com suplementacdo. Como o estado da vitamina B+ e Be nunca serve para diagnosticar uma doenca
diretamente, parametros de desempenho clinico como a especificidade diagnéstica, sensibilidade diagnéstica, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo ou razdo de verossimilhanga ndo séo aplicaveis a estes dispositivos.

Em vez disso, parametros clinicos relevantes sdo esperados em populagdes normais e afetadas. A tabela abaixo
exibe os dados de desempenho clinico usando os ensaios de Vitamina B1 e Bs da Chromsystems.

Dados de performance clinica para Vitamina B

Monitoramento dos niveis da vitamina B1 ou triagem para a deficiéncia ou excesso é relevante em grupos de
populagdes que tem mostrado um alto risco de deficiéncia ou excesso. Estes incluem:

Para deficiéncia de vitamina B1:
- Pacientes com disturbios de restricdo alimentar
- Pacientes em hemodialise

Para excesso de vitamina B1:
- Pacientes em suplementacgéo de vitamina B1

Objetivo do estudo Matriz utilizada Valores esperados na Valores esperados na  Ref
para determinar populagao afetada populagdo nao
niveis de TPP afetada
Revisao retrospectiva de Sangue total Deficiéncia <67 nmol/L 67-200 nmol/L [18]
adolescentes hospitalizados Excesso:
com disturbios alimentares > 200 nmol/L

que comegaram um regime de

realimentacao altamente

caldrica e foram investigados

para deficiéncia ou excesso de

vitamina B1 na entrada e

durante a hospitalizagéo

Triagem para deficiéncia de Sangue total Deficiéncia <66nmol/L 66-200,3 nmol/L [19]
tiamina realizada em criangas

com disturbios alimentares

admitidas por primeira vez em

ambulatorial

Estudo para triar parametros Sangue total Deficiéncia <82,5nmol/L  82,5-167,3 nmol/L [20]
bioquimicos, nutricionais e

hormonais de anormalidades

nutricionais em pacientes

adolescentes com anorexia

nervosa e para estabelecer se

certas anormalidades

persistem depois da

realimentagdo em curto prazo

Estudo para dosar vitaminas Sangue total Deficiéncia < 66 nmol/L  66-200 nmol/L [21]
hidrossoluveis e rastrear

elementos em sangue e

dialisante em pacientes

tratados hemodiafiltragao on-

line pds-diluicional

Estudo para investigar as Sangue total Deficiéncia < 47 nmol/L - [22]
perdas de vitaminas

intradialiticas e de
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homocisteina em pacientes
antes e depois de tratamento
com hemodialise e se a perda
€ dependente do tipo de
dialisador

Desempenho clinico para vitamina B6

Monitoramento de niveis de vitamina B6 ou triagem sao relevantes em grupos populacionais que tem mostrado um
risco alto para deficiéncia ou excesso. Estes incluem:

Para deficiéncia de vitamina B6:
- Pacientes com disturbios alimentares restritivos
- Mulheres gravidas
- Pacientes em tratamento com hemodialise
- Pacientes idosos

Para excesso de vitamina B6:
- Pacientes em terapia com suplementagéo de vitamina B6
- Pacientes com hipofosfatasia

Objetivo do estudo Matriz usada Valores esperados na Valores esperados na  Ref
para determinar populagao afetada populagado nao
niveis de PLP afetada

Estudo para triar parametros Sangue total Deficiéncia < 14,4 nmol/L  14,4-72,8 nmol/L [20]

bioquimicos, nutricionais e
hormonais para anormalidades
nutricionais em adolescentes com
anorexia nervosa e para
estabelecer se certas
anormalidades persistem depois da
realimentagdo em curto prazo

Estudo para descrever mudancgas Sangue total Sem categorizacao/ diagnéstico [23]
na ingestao de determinados Mulheres gravidas suplementadas com vitamina B6
micronutrientes (incluindo a foram dosadas em 3 momentos diferentes

vitamina B6), o estado dos TO (antes da gravidez)

micronutrientes (B6 etc) e a 89,8 + 3,4 nmol/L

qualidade da dieta como um todo T1 (122 semana de gestacéo):

em mulheres desde a 88,7 + 2,9 nmol/L

preconcepgao até o segundo T2 (24% semana de gestacéo):

trimestre da gravidez 80,0 + 2,8 nmol/L

Estudo para dosagem de vitaminas = Sangue total -- 35-110 nmol/L [21]

hidrossoluveis e rastrear elementos
em sangue e dialisante em
pacientes tratados por
hemodiafiltracdo on-line pos-
diluicional
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Apéndice V Rastreabilidade dos calibradores

Padrao de Calibragao em Sangue Total (artigo 52003)
Vitamina B1 e Vitamina B6 em sangue total

Versao 2.0

Preparacao gravimétrica:
pureza e identidade
verificada por no minimo
dois métodos
independentes (fornecido
no rodapé)

CRM em acetonitrila/agua:
Piridoxal 5’-fosfato (PLP)
500,0 + 30 ug/MI

CRM sodlido:
Tiamina Pirofosfato (TPP)
94,5 % + 0,5%

Procedimento da
Chromsystems para
preparagao do calibrador
mestre para padrao de
calibragdo em sangue
total de vitamina B1 (TPP)
e vitamina B6 (PLP)

Calibrador mestre da
Chromsystems para
padrao de calibragcdo em
sangue total de Vitamina
B1/B6 em sangue total

Procedimento da
Chromsystems para
preparagao de kit de

| padrao de calibragédo em
sangue total de vitamina
B1 (TPP) e vitamina B6
(PLP) por HPLC-FLD

Padrao de calibracéo da
Chromsystems de
vitamina B1 e vitamina B6
em sangue total; valores
sao fornecidos no folheto
na caixa do calibrador

AVAVAN

O calibrador mestre de sangue total foi preparado gravimetricamente pela adigao de piridoxal puro 5'- fosfato (PLP, vitamina
B6) e pirofosfato de tiamina (TPP, vitamina B1) obtidos de um fornecedor comercial. As concentragdes foram determinadas
no laboratério do fabricante utilizando o kit de reagentes de HPLC para vitamina B1 e vitamina B6 com CRMs obtidos de
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fornecedores certificados ISO 17025 (e ISO 17034) (concentragdes indicadas no grafico acima). A pureza e a identidade
dos CRMs foram determinadas por fornecedores usando no minimo 2 métodos independentes, conforme resumido na nota
de rodapé.

A metodologia para o calibrador mestre de sangue total usa o kit de reagentes Chromsystems no. 52052 (kit de reagentes
para determinagéo de vitamina B1 e B6 no sangue total) por analise HPLC-FLD.

O produto da Chromsystems de calibrador de sangue total de vitamina B1 e vitamina B6 do (calibrador de trabalho) tem
um concentracao conforme mostrado no folheto informativo de cada lote, determinada pelo laboratério do fabricante usando
0 método do kit de reagentes Vitamina B1 e Vitamina B6 da Chromsystems como referéncia. O ensaio foi calibrado usando
o calibrador mestre Chromsystems com uma concentragao (incluindo incerteza) conforme mostrado em o diagrama acima.
A metodologia para trabalhar o calibrador é usar o kit de reagentes Chromsystems no. 52052 por analise HPLC-FLD.

A homogeneidade é verificada para cada lote por multiplas andlises de diversas aliquotas baseadas na justificativa
estatistica da Chromsystems para o tamanho da amostragem (com base na ISO 13528 com um conjunto minimo de 10
repeticbes e duas corridas).

Os valores atribuidos sdo fornecidos no folheto informativo de cada calibrador.

) A incerteza da concentragio € expressa como uma “incerteza expandida” com uma confianga aproximada de 95%

intervalo usando um fator de cobertura de k = 2 para ambos os analitos

2) Pureza por HPLC-UV e LC-MS; identidade por LC/MS e 1TH-NMR

3) Pureza por HPLC-UV, Balango de massa, solvente residual, titulagao Karl-Fischer; identidade por espectroscopia IR, MS (HR-
QTOF) e 1H-RMN.
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Apéndice VI: Declaragdo de Conformidade

CHROMSYSTEMS

DIAGROSTICS BY HPLE & (C.M5/MS

E _D - L]
according e direclive 98/7% EC on in vilro diagnostic medical devices

We, o35 manufockurar

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
#m Haag 12
82164 Gralelfing, Germmmy

daclare an our own responsibility, that herein after called in vitre disgaastic medical
devices for the HPLC delermingtion of:

GMDMN Code $0484, term “Mulliple vitamin IVD, ki, liquid chromatography™

EDMA Momenclafure ferm; CHhar Yitamin Tesls
EDMA Momenclature code: 1 2207029000
VDD Classification: other product

Reagent Kit 52052 - Vitamin B in whole bload and Vitamin B in whale

blood/plasma

52052/Premix - Vitamin B: in whole blood and Vitamin Ba in
whele bleed/plasma - with Pre-mixed Meutralisation Tubes

52752/F - Vitamin Bi and Vitlamin Bs in whele bload -
Auvtomated Sample Preparation

52952/UHPLC - Vitomin Bi in whale blood and Vitamin B in
whole blead/plasma

52%52/UHPLC/F - Vitamin B and Vitamin Bs in whale bload -
Automated Sample Preparation

Colibrator: 52003 - Whole Blood Calibratien Standard - Vitamins B./B. in
whaole bload
346005 - Plasma Calibration Standard - Vitamin B. in plasma/serum

Controls: 0164 - Whole Blood Control Bi-Level (I+11) - Vitamins Bi/Bsin whole
bleod

0165 -Whaole Blood Control Lavel | - Vitamins Bi/Bs in whole blood
0147 - Whele Blaed Control Lavel Il - Vitamins B1/Bain whale blood
0031 - Plasma Centrol Bilavel (1+11]) - Vitamin Be in plasma/serum
0038 - Plasma Control Lavel | - Vitamin B. in plasma,/serum

0039 - Plasma Control Level Il - Vitamin B. in plasmay/serum

EC daclomtion wolid wnil Moy 26%, 2002 Yerg, 30
Dtirariom L By 17 Teledme - r 05 B9 [EAI0-0 ma bk mrplwr ww Woa e g an s e nt rad
Fserum i b i Charm i gh b B s sl g Tarrarm T~ B8 IER30-19 W TR | EDSNI1, 150 VIS i ucing MOSAF]
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CHROMSYSTEMS

DIAGMDSTICS BY RPLCE LC-ME M5

meat all applicable requirements of the directive 98/79/EC.
Conformity assessment procedure: Annex Il of the direclive 98/7%/EC

Apolied harmaonized standards:

EM IS0 13485, EN 13612, EN 13641, ENISO 14971, EN 18] 12.1, EN 181132,
EM 152231, EN 17511, EM 235640

Medified body: -

Grafelfing, July 115, 2019 |

L i f:....—-'.-‘::-" '\::. j-_;_-_—-:.f-;.-
Michael Meier
Managing Direcior

B dedariion velid il Moy 26%, 2022 Vr. 1.0
hawmpkm A Bag 17 Tyl w45 B9 |00 malicol thrwaryrism B st v e 1t ik
Irdermnt & Chimash EabH E1uE b g Earrmm Tdelar w44 F¥ | BT warw thwmredve s g m 0 P, 0 13 ol WAL

FFere
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Apéndice VII: Simbolos

Nés utilizamos os simbolos EN ISO 15223-1 em nossos rétulos, especificagdes e embalagens. O significado de
cada simbolo é apresentado abaixo:

Tabelo 18: Simbolos

CHROMSYSTEMS

Simbolo Significado
‘ Fabricante
g Usado por
REF Numero do artigo
LOT Lote

Ver manual de instrugdes

Limite superior de temperatura:
Armazene abaixo de certa temperatura

s

Limite de temperatura:
Armazene dentro de uma faixa de temperatura

IVD

Ferramenta de diagndstico in vitro

Suficiente para <n> aplicagdes

SN

Numero de série
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