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ORG 270 25-OH Vitamin D,/D,

KRATKY POPIS

Alegria® 25-OH vitamin D,/D, je ELISA test zaloZeny systém uréeny pro kvantitativni méteni celkové koncentrace
25-(OH)-Vitamin D, a 25-(OH)-Vitamin D, ve vzorcich lidského séra nebo plasmy (EDTA vzorkl plazma, heparin
plazma, citratové plazmy), k pouziti pfi hodnoceni dostatku vitaminu D. Tento vyrobek je uréen pouze pro
profesionalni in vitro diagnostiku.
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PRINCIP TESTU

Test Alegria® obsahuje mikrostripy s nazvem Alegria® Test Strips. Maji 8 jamek a jsou oznacené darovym kodem.
Kazdy prouZek je uréen pro jedno stanoveni z jednoho vzorku od pacienta. Zkugebni prouzek Alegria® obsahuje
Uplnou sadu &inidel. Soucasti je enzymovy konjugat, enzymovy substrat, oddélova¢ vzorkd a zvlastni zkusebni
kontrola. Dvé &asti zkusebniho prouzku Alegria® jsou potaZeny protilatkou vitaminu D,/D, 25-OH a slouzi jako
reakéni zdroje pro kontrolu a vzorek od pacienta. Dvé dalSi mista zkuSebniho prouzku Alegria® jsou potazena
indikatorem vitaminu D 25-OH nebo pfFipadné kontrolnim vzorkem vitaminu D 25-OH.

Urceni je zaloZeno na imunosorbentnim testu konkurenénich enzymu (ELISA) nasledujicimi kroky:

Vzorek je pipetou preneseny do zdroje &. 1. V analyzéru Alegria® s randomizovanym pfistupem je vzorek smiseny s
indikatorovym €inidlem a vitamin D4/D, 25-OH je izolovany z pojivového proteinu. Vitamin D 25-OH a indikatorové
¢inidlo potazené ve zdroji €. 2 pozastaveny oddélovaéem. Vzorek i kontrola jsou pfeneseny do reakénich zdroju €.
3 a 3. 4, kde se vitamin D,/D, 25-OH a indikatorové €inidlo vitaminu D 25-OH spoji a vytvofi potaZzenou protilatku
vitaminu D4/D, 25-OH. Mezi vitaminem D,/D, 25-OH a protilatkou nebo mezi indikatorovym €inidlem vitaminu D 25-
OH a protilatkou se vytvori celky. Po inkubaci odstrani prvni omyvaci krok nesvazané a nespecificky vazané
molekuly. Nasledné pfidany enzymovy konjugat se navaze do nepohyblivych celkl indikatoru a protilatky. Po
inkubaci odstrani druhy omyvaci krok nesvazany enzymovy konjugat. Pfidani roztoku substratu enzymu ma za
vysledek hydrolyzu a zménu barvy béhem inkubace. Intenzitu modré barvy Ize méfit fotometricky na hodnoté 650
nm. Intenzita modré barvy Uzce souvisi s koncentraci vitaminu D ve vzorku.

Princip testu Alegria® Test Strip vychazi z patentované technologie SMC® (Sensotronic Memorized Calibration):
udaje o testu, analyze a hodnoceni a dale datum exspirace dané Sarze jsou obsazeny v ¢arovém kddu vytisténém
na kazdém prouzku testu Alegria® Test Strip.

Alegria® Test Strip je mozné pouzit s diagnostickym pfistrojem Alegria® — piné automatickym analyzatorem s
primym pfistupem (Random Access). Pomoci technologie SMC® jsou data zakédovana v arovém kodu prenesena
z prouzku Alegria® Test Strip do pfistroje, ktery automaticky provede test a vyhodnoti jej. Pristroj odeéte datum
exspirace a je-li test Alegria® Test Strip prosly, odmitne jeho dal$i zpracovani.

UPOZORNENI A PREVENCE

» V8echna ¢inidla této sady jsou navrzena pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.

* Komponenty obsahujici lidské sérum byly otestovany a nebyly nalezeny HBsAg, HCV, HIV1 a HIV2 dle
schvalenych metod FDA. Zadny test nemize zarugit absenci HBsAg, HCV, HIV1 nebo HIV2 a je tedy nutno s
kazdym lidskym sérem, obsahujicim latky testu, manipulovat jako s infekénim materialem.

* Bilkovina hovéziho séra (BSA) pouzitd v komponentach byla otestovana na BSE a to negativné.

* Vyhnéte se kontaktu se substratem TMB (3,3",5,5 -tetrametyl benzidin).

+» Systémova kapalina obsahuje kyselinu, dle klasifikace je bezpe¢na. Zabrarite kontaktu s pokozkou.

» Kontrola, vzorkovy roztok a myci roztok obsahuji 0.09% azidu sodného jako ochranny prostfedek. Tato
koncentrace je klasifikovana jako bezpec¢na.

* Enzym konjugace obsahuje 0.05% ProClinu 300 jako ochranného prostfedku. Tato koncentrace je klasifikovana
jako bezpecna.

Bé&hem manipulace se vSemi €inidly, kontrolami vzorky séra sledujte stavajici nafizeni pro laboratorni bezpe¢nost a

spravnou laboratorni praci:

* Prvni pomoc: V pfipadé kontaktu s pokozkou ihned dlikladné oplachnéte vodou a saponatem. Sundejte
kontaminovany odév a boty a pred dalSim pouzitim je omyjte. Dojde-li ke kontaktu systémové kapaliny s kuzi,
oplachnete dukladné vodou. Po kontaktu se zrakem dukladné oplachujte oteviené oci tekouci vodou po dobu
alespori 10 minut. Dle potfeby vyhledejte Iékafskou pomoc.

» Osobni opatfeni, ochranné vybaveni a postup v pfipadé nouze:

Sledujte nafizeni laboratorni bezpeénosti. Vyvarujte se kontaktu s pokozkou a o¢ima. NepozZivejte. Nenasavejte

usty. Nejezte, nepije, nekufte nebo nenanasejte make up v oblastech, kde se manipuluje se vzorky nebo sadou

¢inidel. Pri vyliti absorbujte inertnim materialem a polity material fadné zlikvidujte.

« Limity vystaveni / ochrana osob: Noste ochranné rukavice z nitrilové nebo z pfirodniho latexu. Noste ochranné
bryle. Pfi pouzivani dle uréeného pouziti nejsou znamy nebezpecné reakce.

« Situace, kterym je tfeba predchazet: Roztok substratu je citlivy na svétlo. Proto skladujte prouzky Alegria® na
tmavém misté.

* P¥i likvidaci laboratorniho odpadu je tfeba dodrzovat mistni a narodni predpisy.

Dodrzujte smérnici pro provadéni Fizeni kvality ve zdravotnickych laboratofich analyzaénimi kontrolami a/nebo

sdruzenymi séry.
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OBSAH SOUPRAVY

/24  ORG 270 Dostaduje pro 24
Alegria® testovaci stripy: desticka obsahujici 12 modulli po 8 jamek.

Jamky 1:  Zelené, potazené 25-OH vitaminu D stopovkou

Jamky 2: Hnéda, potazené 25-OH vitaminu D stopovkou + potazené 25-OH
vitaminu D kontrolou

Jamky 3 a 4: potazené protilatkou (reakéni jamky)

Jamky 5: Pufr: Zluta;

Jamky 6: Enzymovy konjugat: svétle Cervend; obsahuje protilidské protilatky IgG,
oznaceno HRP; PBS, BSA, detergent, ochranny prostfedek ProClin
0.05%.

Jamky 7: Matrice; matnd; obsahuje matrici lidského séra, Tris, BSA, konzervant
azid sodny 0,09 %.

Jamky 8: TMB substratovy roztok: 3,3’, 5,5'- tetramethyl-benzidin.

Protilatky zaznamenavaji, zda je vitamin D, 25-OH a vitamin D, 25-OH navazan na

reakéni zdroje.

Kéd produktu na ¢arovy koéd: VitD

1x 20 ml Promyvaci pufr; obsahuje Tris, detergent, ochranny prostfedek azid sodny 0,09%;

50x koncentrat

1x 2.5 ml Redé&na systémova kapalina; obsahuje kyselinu; 1000x koncentrat

1y 1 Alegria® Pokyny pro pouziti: Alegria® Mini-DVD

3 1 Certifikat kontroly kvality

=

=
8

SKLADOVANI A STABILITA

» Skladujte testovaci sadu pfi 2-8°C na tmavém misté.

» Béhem skladovani a pouzivani nevystavuijte ¢inidla horku, sluneénimu zafeni nebo silnému svétlu.

« Skladujte testovaci prouzky Alegria® hermeticky uzavieny a v suchu v dodaném zasobniku.

» Uchovatelnost neoteviené testovaci je 12 meésict od data vyroby. Neoteviena cinidla jsou stabilni do konce
expirace sady. Viz Stitky pro individualni davku.

* Rozfedény myci roztok a systémova kapalina jsou stabilni minimalné 30 dni, jsou-li skladovany pfi 2-8°C. Pro
premisténi do nadoby s ¢inidlem doporudujeme spotfebovat v tentyz den.

POTREBNE VYBAVENI

* mixér Vortex

« mikropipety se $pickami na jedno pouziti na 10 pl
« destilovana nebo deionizovana voda

« odmérny valec na 1000 ml, 2500 ml|

POMOCNE REAGENCIE

ORG 271 25-OH Vitamin D,/D, Control Set

25-OH Vitamin D,/D, Control Set je externi material kontroly jakosti pro kvantitativni Alegria® 25-OH Vitamin D,/D,
analyzu. Tento vyrobek je uréen pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.

Ridici sada obsahuje 2.5 ml fizeni A a fizeni B kazdé s definovanou koncentraci 25-OH vitaminu D3/D2 (viz $titek)
v tri 0.7%, NaCl 0.8% s matici lidského séra, BSA 0.5% a azid sodny 0.09% jako konzervantu. Pfipraveno k pouZiti.
Pro 30 testu. Skladujte ORG 271 pfi 2-8°C na tmavém misté. Neoteviena ovladani jsou stabilni do vyprseni data
expirace (viz étitek). Po otevieni spotfebujte do 4 mésicu. Postup pfi analyze Alegria® Naberte pipetou 80 pl fizeni
na spodni ¢asti kavity 1 testovaciho prouzku Alegria.

Tento vyrobek je k dispozici zviast.

ODEBIRANI VZORKU, JEJICH PRIPRAVA A UCHOVAVANI

» Krevni vzorky odebirat podle platnych smérnic a metod.

» Krev nechat srazit a sérum ziskat odstfedénim.

» Pouzivani hemolitickych, lipemickych a ikterickych sér je potfeba se vyhnout.

» P¥i teploté 2 - 8 °C chlazené vzorky séra a plazmy mohou byt skladovany az 5 dni. Je-li planovano delsi
skladovani, mély by byt vzorky rozdéleny na alikvotni ¢asti a pfi -20 °C hluboce zmrazeny.
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« Bé&hem skladovani a pouzivani nevystavujte vzorky séra a plazmy horku, sluneénimu zafreni nebo silnému svétlu.
* Vyhybat se opakovanému rozmrazeni a zmrazeni!
» Pouzivani tepelné inaktivovanych sér se nedoporucuje.

POZNAMKY K PRACOVNIMU POSTUPU

+ Testovaci sada nemUze byt po uplynuti data pouZiti pouzivana.

» Veskery material musi byt ponechan pred pouzitim pfi pokojové teploté (20-28 st C).
» Aby se zabranilo kontaminaci, vymériujte Spicky mikropipet mezi vzorky.

PRIPRAVA REAGENCIi

Naredte obsah Promyvaciho pufru koncentratu (50x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na koneény objem
1000ml (11). Promyvaci roztok se poté preleje do vyhradné k tomu uréené nadoby. Pokud je tfeba provést pouze
jeden cyklus Alegria v jednom dni, doporu¢ujeme transfer pouze 500 ml zredéného Promyvaciho pufru.

Nafedte obsah Red&né systémové kapaliny koncentratu (1000x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na
koneény objem 2500ml pfed pouzitim. Systémova kapalina se nasledné prelije do pfipravené nadoby.

Vyjméte pozadovany pocet testovacich prouzki Alegria ® ze zasobniku a nechejte je ohfat na pokojovou teplotu (20
-28°C). Nesundavejte foliovy obal prazdnych jamek, dokud nebudete pfipraveni zagit analyzu.

PRIPRAVA REAGENCIi
Testovaci prouzky Alegria® s technologii SMC® se pouzivani s diagnostickym zafizenim Alegria®.
Podrobné informace o obsluze nastroje naleznete v navodu k obsluze pro zafizeni.
(1) Sejmout folii, ktera pokryva prazdné jamky 1 az 4 z potfebného testovaciho prouzku
Folie otiSténa ¢arkovym kédem, jenz pokryva kavitu 5 az 8, neni k sejmuti.
(2) Na dno kavity 1 napipetovat jamky 80 ul nezfedéného vzorku pacienta nebo pfipraveno pro pouziti fizeni.
(3) Vlozte prouzek do SysTray.
(4) Umistéte obsazeny SysTrays do spravné polohy v nastroji Alegria ® a spustte test. Vechny dalsi kroky se
provedou automaticky. Testovaci chod je dokonéen, kdyz nastroj za¢ne tisknout vysledky.
Pozor:  Zkus$ebni vzorky Alegria® 25-OH Vitamin D,/D, vyzaduji specialni provedeni a proto je nelze
kombinovat s jinymi vzorky Alegria® béhem stejného zkouseni.
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KALIBRACE
Kalibraci Ize zpétné sledovat az po referenéni pfipravek REFI250HD tandemové hmotnostni chromatografie ID-LC.
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y=1,1238x-1,9417 .
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ORG270 [ng/ml]
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VYPOCET VYSLEDKU

Pomoci technologie SMC® (Senzotronicky zapamatovana kalibrace) se viechna data prevadi do systému pomoci
individualnich &arovych kodt na testovacim prouzku Alegria®. Vyhodnoceni a interpretace vysledk probiha piné
automaticky.

PRACOVNi CHARAKTERISTIKY
Rozsah méreni

Viypodet rozsahu analyzy Alegria ®je 5-200 ng/ml

Interpretace vysledku
V souladu s rozsahem této dokumentace jsou navrhovany klasifikace stavu vitaminu D: (Faktory pfevodu:
1ng/ml = 2.5 nmol/l; 1 nmol/l = 0.4 ng/ml)

shodek: <12 ng/ml (< 30 nmol/l)
nedostatek: 12 - 20 ng/ml (30 - 50 nmol/l)
dostatek: > 20 - 150 ng/ml (> 50 - 375 nmol/l)

HRANICE METODY

V souladu s literaturou je navrzeno nékolik referenénich rozsahu. PFiklady:

Ref 5

Deutsche Gesellschaft fiir Ernahrung (DGE), (OGE), (SGE), (SVE), Referenzwerte fiir die Nahrstoffzufuhr, Vitamin
D. 2012; ISBN 978-3-86528-128-9).

Defizienz: <12 ng/ml; Insuffizienz: 12-20 ng/ml; Suffizienz: >20-160 ng/ml; Hypervitaminose 160-500 ng/ml

Ref 9

Holick, M.F. Vitamin D deficiency. N. Engl. J.M. 2007, 357: 266-281.

Deficiency: <20 ng/ml; Insufficiency: 21-29 ng/ml; Sufficiency: >30 ng/ml; Intoxication >150 ng/ml

Ref 16

National Osteoporosis Society 2013, Vitamin D and Bone Health: A Practical Clinical Guideline for Patient
Management. Deficiency: <12 ng/ml; Insufficiency: 12-20 ng/ml; Sufficiency: >20 ng/ml

V souladu s dokumentaci ovliviiuji bézné drovné vitaminu D 25-OH faktory, jako je vyZiva, ro€ni obdobi, barva
pokozky, vék nebo kultura. Rozsahy koncentrace pro klasifikace dodavky vitaminu D by mély respektovat
doporuceni. Doporucuje se, aby si kazda laborator stanovila vlastni rozmezi dle 1ISO 15189:2007 "PoZadavky na
kvalitu a zpusobilost zejména pro zdravotnické laboratofe" nebo dal$imi platnymi laboratornich pokynech.

Linearita

Vzorky pacientd obsahuijici vysokou uroveri 25-OH vitamin D byly sériové zfedény ve vzorkovém roztoku pro
ukazku dynamického rozsahu analyzy a horniho / spodniho konce linearity. Aktivita pro kazdy roztok byla
spoditana pomoci SMC® technologie.

Vzorek Redéni Pozorovana Otekavana P/O
[ng/mi] [ng/mi] %

1 1:1 170.2 200.0 85
1:2 101.6 100.0 102

1:4 446 50.0 89

1:8 21.7 25.0 87
1:16 12.9 12.5 104
2 1:1 129.2 120.0 107
1:2 62.6 60.0 104

1:4 251 30.0 84
1:8 15.3 15.0 102

1:16 <5 7.5 na

3 1:1 58.5 62.6 94
1:2 285 31.3 91

1:4 14.7 15.6 94
1:8 9.7 7.8 124
1:16 41 3.9 105
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Limit detekce
Minimalni mnozZstvi zjistitelnych vitaminu D je 5 ng/ml

Reprodukovatelnost

Intraanalyzacni presnost: Koeficient variace (CV) byl spogitan pro kazdy ze tfi vzork( z vysledkl 24 nalezl v
jednom cyklu. Vysledky pro pfesnost analyzy jsou uvedeny v tabulce nize.

Interanalyzaéni presnost: Koeficient variace (CV) byl spocitan pro kazdy ze tfi vzork( z vysledkt 6 nalezl pfi 5
ruznych cyklech. Vysledky presnosti mezi cykly jsou uvedeny v tabulce niZe.

Intra-Assay Inter-Assay
Vzorek | Primér |% CV Vzorek | Pramér |% CV
[ng/ml] % [ng/ml] %
1 16.3 10.7 1 16.5 14.7
2 50.1 6.1 2 45.6 7.9
3 107.5 3.9 3 98.9 4.2

Interference

Nebyla pozorovana zadna interference se séry, ktera byla hemolyticka (az do 1 000 mg/dl), lipemicka (az do 3g/dl
triglyceridi) nebo obsahovala bilirubin (az 40 mg/dl). Nicméné z praktickych diivodu se doporucuje, aby hrubé
Hemolyzované nebo lipemické vzorky je tfeba se vyhnout. TaktéZz nebyly pozorovany zadné efekty interference s
pouzitim antikoagulancii (EDTA, heparin, citrat).

Vysledky studie
Ve srovnavaci studii bylo analyzovano 74 vzorku séra vitaminu D u osob ve véku od 8 do 89 let, 2/3 Zzeny a 1/3
muzi. Mezi metodou Alegria® 25-OH Vitamin D,/D, a HPLC byla nalezena vysoka korelace: R =0.91
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y=0,8484x +6,119 R?=0,8342 R=0,91 A
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specificita
MéFenim kfizové reaktivity latek ve vztahu k vitaminu D 25-OH byla zjisténa specificita.
KFizova reaktivita je stanovena v % ve vztahu k reaktivité vitaminu D ; 25-OH:

25-OH Vitamin D, 100 %

25-OH Vitamin D, 100.4 %
Vitamin D, (Cholecalciferol) <01%
Vitamin D, (Ergocalciferol) <0.6 %
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