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VB12

Vitamina B12(CLIA)

Informacgdes do pedido:

Namero de Tamanho de
catalogo embalagem
VB12111 2 x50 testes
VB12112 2 x100 testes
VB12113 2 %30 testes

Uso pretendido

O ensaio de Vitamina B12 (VB12) da série CL é um
Imunoensaio quimioluminescente (CLIA) para a
determinagdo quantitativa de Vitamina B12 sérica ou
plasmatica humana.

Resumo

A VB12, também chamada de cobalamina, refere-se a um
grupo de compostos de vitdmero contendo cobalto, que
contém metilcobalamina, 5-desoxiadenosina cobalamina,
Cianocobalamina, por exemplo. A forma predominante no
soro é a metilcobalamina, enquanto a forma celular
predominante é a 5’-desoxiadenosila cobalamina. ! A
Cianocobalamina é a forma mais estavel, que é utilizada
como composto de referéncia para medigdo das
concentragGes de cobalamina sérica.

As Cobalaminas sdo principalmente obtidas a partir de
produtos de origem animal, tais como carne, ovos, leite e
outros produtos lacteos. Quando ingerida, a VB12 é ligada
ao fator intrinseco no estdmago e, em seguida, absorvida
no ileo. Apds absorvida, a VB12 serd transportada até o
figado.

A VB12 é uma coenzima envolvida em duas vias
metabdlicas: 1) a sintese de metionina a partir da
homocisteina e 2) a conversdo de metilmalonil-CoA
parasuccinil- CoA.2 A deficiéncia de VB12 resultard em
anemia megaloblastica (MA) e problemas neurolégicos
graves.? A relagdo entre os niveis de B12 e a MA nem sempre
é clara; alguns individuos com MA apresentardo niveis
normais de B12; de maneira oposta, muitos individuos com
deficiéncia de B12 ndo apresentam MA. Para diagnosticar a
deficiéncia de VB12, pacientes com sintomas anémicos
devem ser adicionalmente avaliados com testes para
homocisteina e &cido metilmal6nico.2*°> A VB12 estd muito
envolvida no metabolismo do acido félico. A deficiéncia de
VB12 impede que o acido 5’-N-metil-tetrahidrofdlico se
transforme em 4cido tetrahidrofélico, resultando na
redugdo da capacidade de sintese de DNA. Levando isso
em consideragdo, é necessario medir tanto a VB12 quando
0 acido fdlico na avaliagdo clinica. Diversos motivos podem
resultar na deficiéncia de VB12, incluindo vegetarianismo,
gastrectomia parcial, gestagdo, contracepgdo oral, idade
avangada, autoanticorpo e mutagdo de genes associados a
absorgdo ou transporte da VB12.7® Elevagdo dos niveis de
VB12 sérica inclui insuficiéncia renal, doenga hepéatica e
doencas mieloproliferativas.®

Principio de ensaio

O ensaio de VB12 da série CL é um ensaio imunoenzimatico
de ligagdo competitiva com um  pré-tratamento
automatizado de amostra para determinar o nivel de VB12.
Na primeira etapa, amostragem, o reagente de pré-
tratamento 1 e o reagente de pré-tratamento 2 sdo
adicionados a cubeta de reagdo. Apds a incubagdo, a VB12
é liberada a partir de sua proteina de ligagdo. Na segunda
etapa, a amostra pré-tratada é transferida para uma nova
cubeta de reagdo e incubada com o conjugado de fator
intrinseco-fosfatase alcalina. Apés a incubagdo, a VB12 na
amostra se liga ao conjugado de fator intrinseco-fosfatase
alcalina.

Na terceira etapa, microparticulas paramagnéticas
revestidas com VB12 biotinilada s&o adicionadas, levando a
ligagdo competitiva da VB12 biotinilada ao fator intrinseco
rotulado como fosfatase alcalina. Apds a incubagdo, as
microparticulas séo capturadas magneticamente, enquanto
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outras substéncias ndo vinculadas sdo removidas por
lavagem.

Por fim, a solugdo do substrato é adicionada a cubeta de
reagdo. Ela é catalisada pelo conjugado de fator intrinseco-
fosfatase alcalina no imunocomplexo retido nas
microparticulas. A reagdo de quimiluminescéncia resultante
é medida como unidades de luz relativas (RLUs) por um
fotomultiplicador integrado no sistema. A quantidade de
VB12 na amostra é inversamente proporcional nas unidades
de luz relativas (RLUs) geradas durante a reagdo. A
concentragdo de VB12 pode ser determinada via uma curva
de calibragdo.

Componente reagentes:

R Microparticulas paramagnéticas revestidas
a com VB12 no tampdo Tris com conservante.
Conjugado de fator intrinseco
Rb suino-fosfatase alcalina no tamp&o PBS com
conservante.
PT1 Ditiotreitol em tamp&o citrato de sédio com
conservante.
PT2 K3Fe(CN)s em tampdo hidréxido de sddio

A posicdo de cada componente reagente é mostrada na
figura abaixo (vista frontal a esquerda e vista superior a
direita):

Ra Rb PT1 PT2
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Armazenamento e estabilidade:

O kit de reagente VB12 (CLIA) ndo aberto é estavel até a
data de expiragdo indicada quando armazenado entre +2°C
a +8°C.

O kit de reagente VB12 (CLIA) pode ser armazenado
onboard e usado por um maximo de 28 dias ap6s a abertura
entre +2°C a +8°C.

Preparagao do reagente:
Ra: Pronto para uso

Rb: Pronto para uso

PT1: Pronto para uso

PT2: Pronto para uso

Materiais necessarios, mas ndo fornecidos:

Analisador de Imunoensaio Quimioluminescente da série CL
da Mindray.

Cat.No.VB12211/ VB12212: Calibradores de VB12, 1x2,0
mL/1x1,0 mL para cada calibrador CO, Cl1 e C2.
Cat.No.MML311: Multicontrole metabdlico (C), 3x2,0 mL.
Cat.No.MMH311: Multicontrole metabdlico (A), 3x2,0 mL.
Cat.No.MML312: Multicontrole metabdlico (C), 6x2,0 mL.
Cat.No.MMH312: Multicontrole metabdlico (A), 6x2,0 mL.
Cat.No.WB411: Tampdo de lavagem, 1x10 L.
Cat.No.CS511: Solugdo de substrato, 4x115 mL. Cubeta de
reagao.

Instrumentos aplicaveis
Analisador de Imunoensaio Quimioluminescente da série CL
da Mindray

Coleta e preparacdo da amostra

Amostras de soro ou plasma humanos coletados em EDTA,
heparina sodica e heparina de litio sdo recomendaveis para
este ensaio.

Colete todas as amostras de sangue seguindo precaugdes de
rotina para pungdo venosa. Siga as recomendagdes de
centrifugagdo do fabricante do tubo de coleta de sangue.
Centrifugue as amostras apo6s a conclusdo da formagao de
coagulos. Algumas amostras, principalmente aqueles de
pacientes que recebem terapia anticoagulante podem
apresentar maior tempo de coagulagdo. Certifique-se de que
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a fibrina residual e a matéria celular sejam removidas antes
da analise.

Para obter resultados ideais, veja se ha bolhas em todas as
amostras. Remova as bolhas com a ponta de uma pipeta
antes da andlise. As amostras devem ser completamente
misturadas apos descongelamento. Amostras
descongeladas devem ser centrifugadas antes do uso. Se a
amostra estiver coberta com uma camada lipidica apés a
centrifugagdo, essa amostra devera ser transferida para um
tubo limpo antes do teste. Ndo transfira a camada lipidica.
Manuseie com cuidado para evitar a contaminagdo cruzada.
N&o use amostras grosseiramente hemolizadas. N&o use
amostras inativadas por calor.

As amostras devem ser testadas assim que possivel, apds a
coleta da amostra. Se a testagem n&o for realizada em 8
horas, as amostras deverdo ser armazenadas a 2-8°C ou em
temperatura mais fria. As amostras devem ficar estaveis por
48 horas entre +29C a +8°C, 2 meses a -20°C. Evite mais
de um ciclo de congelamento.

Procedimento do ensaio

Para obter o procedimento de ensaio ideal, os operadores
devem ler o manual de operagéo do sistema relacionado com
atengdo, para obter informagSes suficientes, como
instrugbes de operagdo, preservagdo e administracdo da
amostra, precaugdes de seguranca e manutengdo. Prepare
todos os materiais necessarios para o ensaio também.
Antes de carregar o kit de reagente de VB12 (CLIA) na
maquina pela primeira vez, o frasco fechado do reagente
deve ser invertido suavemente por pelo menos 30 vezes
para ressuspensdo das microparticulas que se acomodaram
durante a remessa ou armazenamento. Inspecione
visualmente o frasco para assegurar que as microparticulas
estdo em suspensdo de novo. Se as microparticulas
permanecerem coladas no frasco, continue invertendo até
que elas sejam totalmente ressuspensas. Se n&o for possivel
colocar as microparticulas em suspensdo de novo, é
recomendavel ndo usar esse frasco de reagente. Entre em
contato com o Servigo de Atendimento da Mindray para
obter ajuda. N&o inverta o frasco do reagente aberto.

Este ensaio requer 50 pL de amostra para um Unico teste.
Esse volume ndo inclui o volume morto do contéiner da
amostra. Um volume adicional é necesséario ao realizar mais
testes da mesma amostra. Os operadores devem consultar
o manual de operagdo do sistema e o requisito especifico do
ensaio para determinar o volume minimo da amostra.

Calibragao

O VB12 (CLIA) da série CL foi padronizado em relagdo a um
teste VB12 comercial (CLIA).

As informagdes especificas do kit de reagente da curva de
calibragdo principal de VB12 (CLIA) sdo armazenadas no
cédigo de barras bidimensional colado no pacote do
reagente. Ele é usado em combinagdo com os calibradores
de VB12 para a calibragdo do lote do reagente especifico. Ao
realizar a calibragdo, verifique as informagdes da curva de
calibragéo principal do cddigo de barras no sistema primeiro,
e depois use os calibradores de VB12 em trés niveis. A curva
de calibragdo valida é necesséria antes de qualquer teste de
VB12. A recalibragdo é recomendavel a cada 4 semanas ou
quando um novo lote de reagente é usado, ou os controles
de qualidade estdo fora do intervalo especificado. Para obter
instrugbes detalhadas de calibragdo, consulte o manual de
operagdo do sistema.

Controle de qualidade

Recomenda-se que os controles de qualidade sejam
executados uma vez a cada 24 horas, se os testes estiverem
em uso, ou apds cada calibragdo. A frequéncia de controle
de qualidade deve ser adaptada as necessidades individuais
de cada laboratério. Os dois niveis recomendados de
controles de qualidade para este ensaio sdo Multicontrole
metabdlico (C) e Multicontrole metabdlico (A).

Os resultados do controle de qualidade devem estar dentro
dos intervalos aceitdveis. Se um controle estiver fora do
intervalo especificado, os resultados do teste associado
serdo invélidos e as amostras precisardo ser retestadas.
Talvez seja necessério recalibrar. Examine o sistema do
ensaio consultando o manual operacional do sistema. Se os
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resultados do controle de qualidade ainda estiverem fora do
intervalo especificado, entre em contato com o Servigo de
Atendimento da Mindray para obter ajuda.

Calculo

O analisador calcula automaticamente a concentragdo de
analito de cada amostra na leitura da curva de calibragdo
principal do cdédigo de barras, e um Ajuste da curva logistica
de 4 parametros (4PLC) com as unidades de luz relativas
(RLUs) geradas dos calibradores de VB12 dos valores de
concentragdo definidos. Os resultados sdo mostrados na
unidade de pg/mL. Fatores de conversdo: pmol/l x 1,36 =
pg/ml, pg/ml x 0,738 = pmol/|

Valores esperados

Um estudo em um coorte de 138 individuos saudaveis
determinou o intervalo de referéncia do ensaio de VB12 da
série CL, gerando uma referéncia superior ndo paramétrico
de 2,5%-97,5% entre 180-916 pg/mL.

Devido a variagdo de dados geograficos, raca, género e
idade, é altamente recomendavel que cada laboratério
estabelega seu proprio intervalo de referéncia.

Limitagoes

O limite superior deste ensaio é de2000 pg/mL. Uma
amostra com concentragdo de VB12 menor que o limite
superior pode ser quantitativamente determinado, enquanto
0 espécime com uma concentragdo mais alta do que o limite
superior sera relatado como >2000 pg/mL.

A concentragdo de VB12 em um dado espécime,
determinada com ensaios de fabricantes diferentes, pode
variar devido as diferengas nos métodos do ensaio,
calibragéo e especificidade do reagente. Os resultados do
ensaio devem ser usados em conjunto com outros dados
para tomar decisdes clinicas, como sintomas, resultados de
outros testes, histérico clinico.

Os espécimes de individuos que foram expostos a anticorpos
monoclonais de camundongos podem conter anticorpo
humano anticamundongo (HAMA)°, Essas amostras podem
mostrar valores falsamente elevados ou falsamente
reduzidos com kits de ensaio que empregam anticorpos
monoclonais de camundongos'*2, No entanto, nenhuma
interferéncia 6bvia de HAMA foi observada neste ensaio.

Caracteristicas de desempenho

Limites inferiores de medigcao

O kit de reagente de VB12 (CLIA) apresenta um Limite de
Espago em Branco (LoB) de < 50 pg/mL, um Limite de
Detecgdo (LoD) de < 125 pg/mL e um Limite de
Quantificagdo (LoQ) de < 150 pg/mL (com um erro relativo
permitido total < 30 %).

Intervalo para relatério

O intervalo para relatério é definido pela sensibilidade
analitica e o limite superior da curva de calibragdo principal.
O intervalo para relatério do kit de reagente de VB12 (CLIA)
é 50-2000 pg/mL.

Especificidade

Hemoglobina até 1000 mg/dL, bilirrubina até 60 mg/dL,
triglicérides até 1500 mg/dL e proteina total até 9 g/dL ndo
védo interferir com o ensaio de VB12 da série CL. Essas
substéncias mostram menos de 10% de interferéncias na
concentragdo indicada.

Nenhuma interferéncia dbvia foi observada do fator
reumatoide (até 200 IU/mL) ou anticorpo antinuclear. O
Calibrador de VB12 CO atingiu o pico com
dicianocobinamida. Nenhuma reatividade cruzada ébvia foi
observada, pois todos os resultados foram <0.5 %. Os
resultados estdo resumidos na tabela abaixo.

A Concentragdo de Reatividade
Substancia reagente cruzada
cruzado (ng/mL),
dicianocobinamida 200 0,11%
2018-10



mindray

ce

Exatiddo

Dois controles de veracidade com valores rastredveis e
definidos foram usados para verificar a exatiddo desse
ensaio. Os resultados mostraram que os desvios relativos
foram menores que +£10%. Os resultados estdo resumidos
na tabela abaixo.

Valor de Valor de
Amostra VB]_.Z VI'31_2 Desvio
Medido Definido relativo
(pg/mL) (pg/mL)
Nivel 1 243,55 252,19 -3,43%
Nivel 2 630,58 608,61 3,61%
Precisdo

O ensaio de VB12 da série CL foi projetado para ter uma
precisdo de <10% (dentro do CV do dispositivo). A precisdo
foi determinada de acordo com o Comité Nacional para
Normas de Laboratérios Clinicos (NCCLS), Protocolo EP5-A2.
Dois niveis de controles de qualidade foram testados em
duplicata em duas execugdes separadas por dia, em um total
de 20 dias, usando um Unico lote de reagentes e uma Unica
curva de calibragdo. Os dados de precisdo estdo resumidos
na tabela abaixo.

VB12 |Dentro do| Entre o CV Dec"‘:r:o“
Amostra | médio CV da da . .
~ ~ dispositivo
(pg/mL) | execugdo | execugdo
1 257,65 6,14% 7,21% 9,47%
2 584,49 5,52% 7,13% 9,02%

Linearidade

Uma amostra com alta concentragdo de
VB12(aproximadamente 2000 pg/mL) foi misturada com
uma amostra com baixa concentragdo (<125 pg/mL) em
proporgdes diferentes, gerando uma série de diluigdes.

O VB12 de cada diluigdo foi determinado com o uso do
Ensaio de VB12 da série CL da Mindray. A linearidade foi
demonstrada no intervalo de 120,92 pg/mL a 2097.29
pg/mL, o coeficiente de correlagdo r sendo 20,990. Os dados
de linearidade estdo resumidos na tabela abaixo.

Concentra
cdo 1 2 3 4 5 6
(pg/mL)
VB12 120,9 | 359,3 | 791,4 [1259,0{1660,2/2097,2
esperado 2 0 8 7 9 9
120,9 | 416,1 | 911,4 [1306,7/1702,0[2097,2]
VB12 ;)9 : 9 . 3036 % 0| 0‘;
medido

Comparagido de métodos

O Ensaio de VB12 da série CL da Mindray foi comparado com
um kit de diagndstico comercialmente disponivel em um
estudo de correlagdo com cerca de 306 amostras de soro.
Os dados estatisticos obtidos pelo modo de computagdo
Deming estdo resumidos na tabela abaixo.

Concentracdo .. | Coeficiente
. _ . |Interceptagéo
Intervalo Inclinacdo de
(pg/mL) correlagdo
50 ~ 2000 0.9932 5.6632 0.9917

Avisos e precaugdes

1. Apenas para diagndstico in vitro.

2.Siga todas as regras ao manusear reagentes de
laboratdrio e adote as precaugdes de seguranga necessarias.
3. Devido as diferencas na metodologia e especificidade do
anticorpo, os resultados de teste da mesma amostra podem
ser diferentes durante o uso de kits de reagentes de
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fabricantes diferentes no sistema da Mindray ou com o uso
de kits de reagentes da Mindray em outros sistemas.

4. Ndo use kits de reagentes com a data de validade
vencidas.

5. Ndo use reagentes misturados de lotes diferentes.

6. Sempre mantenha o pacote de reagente na posicdo
vertical para assegurar que nenhuma microparticula seja
perdia antes do uso.

7. N&@o é recomendavel usar o kit aberto a mais de 28 dias.

8. A confiabilidade dos resultados do ensaio ndo podera ser
garantida se as instrugdes no encarte deste pacote ndo
forem seguidas.

9. Todos os espécimes e dejetos de reagdo devem ser
considerados potencialmente perigosos. O manuseio de
amostras e dejetos de reagdo deve ser realizado de acordo
com os regulamentos e diretrizes locais.

10. A folha de dados de seguranga de material (MSDS) esta
disponivel mediante solicitagdo.
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