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ichromo!™
Vitamin D

USO PREVISTO

Ichroma™ vitamina D es un inmunoensayo de fluorescencia (FIA)
de 25

(OH)D2/D3 en Suero/plasma humano. Es util como ayuda en la

para la  determinacion  cuantitativa del total
gestion y supervision de la regulacién de la concentracion de
calcio y fosfato en el torrente sanguineo y promover el sano
crecimiento y remodelaciéon del hueso.

Para uso diagndstico in vitro.

INTRODUCCION

La vitamina D en la dieta o sintesis dérmica de la luz del sol, es
biolégicamente inactiva y es una hormona esteroide soluble en
grasa involucrada en la absorcidon activa intestinal de calcio y en
la regulacién de su homeostasis. En los seres humanos, los
compuestos mas importantes de este grupo son la vitamina D3
(también conocida como colecalciferol) y la vitamina D2
(ergocalciferol).’ En el higado, la vitamina D3 (colecalciferol) es
convertido a calcifediol, 25-hidroxicolecalciferol  (abreviado
25(0H)D3). Ergocalciferol (vitamina D2) en el higado se convierte
en 25 hidroxiergocalciferol (25(OH)D2). Es ampliamente conocido
que el 25(0OH)D circulante es el mejor indicador del estatus de
vitamina D.23 25(OH)D3 se convierte en los rifiones (por la
enzima 25(OH)D-1a-hidroxilasa) a 1,25-(OH)2D3, una hormona
esteroide que es la forma activa de la vitamina D. También puede
ser convertida en 24 hidroxicalcidiol en los rifiones a través de la
24-hidroxilacion.*> 1,25-(OH)2D3 circula como una hormona en la
sangre, regulando la concentracién de calcio y fosfato en el
torrente sanguineo y promoviendo el sano crecimiento y
remodelaciéon del hueso. 1,25-(OH)2D3 también afecta la funcién
inmune y neuromuscular® Lavitamina D tiene una funcion
importante en la homeostasis de calcio y el metabolismo. Su
descubrimiento fue debido al esfuerzo por encontrar la sustancia
dietética carente de raquitismo (la forma infantil de
la osteomalacia).’

Esta prueba puede usarse para diagnosticar la deficiencia de
vitamina D, y estd indicado en pacientes con alto riesgo de
deficiencia de vitamina D y cuando los resultados de la prueba
podrian ser utilizada como evidencia de apoyo para el inicio de
terapias agresivas.® Los pacientes con osteoporosis, enfermedad
renal crénica, malabsorcion, obesidad y algunas otras infecciones
puede ser de alto riesgo y por lo tanto tienen mayor indicacién

para esta prueba.®'°
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PRINCIPIO
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La prueba utiliza un método competitivo de inmunodeteccién. En
este método, el material blanco en la muestra se une a la
fluorescencia (FL)-etiquetada anticuerpo de deteccion en el bufer
de deteccién, para formar el complejo como mezcla de muestra.
Este complejo estd cargado para migrar hacia la matriz de
covalente de 25(OH)D3 vy

seroalbumina bovina (BSA) estd inmovilizada en una tira de

nitrocelulosa, donde la pareja
prueba, e interfiere con la encuadernacion del material objetivo y
FL-etiquetada como anticuerpo. Si el destino existe mas material
en la sangre, menos anticuerpo de deteccidon se acumula,

provocando la menor sefial de fluorescencia.

COMPONENTES

Ichroma™ Vitamina D consiste de vitamina D 'Cartuchos’,
'‘Buffers de deteccion', '‘Buffers de liberacion, 'Tubos de mezcla de
muestra' y un 'chip ID".

e El cartucho contiene una tira de prueba, la membrana que
tiene 25(0OH)D3-BSA se conjuga en la linea de prueba,
mientras que la IgG de conejo esta en la linea de control.

e (Cada cartucho estd sellado individualmente en una bolsa
de papel de aluminio que contiene un desecante.
25 cartuchos sellados son empaquetados en una caja que
también contiene un ID chip.

e El buffer de liberacién contiene NaOH y DMSO.

e El buffer de contiene anti 25(0H)D2/3-

fluorescencia, conjugada anti -lgG de conejo conjugado

deteccién

fluorescente, la gelatina como un estabilizador y azida de
sodio en tampdn Tris-HCI como conservante.

e El buffer de liberacion y el buffer de deteccién son
dispensados en un frasco. Frasco de buffer de liberacion y
frasco de buffer de deteccion vial son empaquetados en
una caja de polietileno con un paquete de hielo para el

envio.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

e Para uso diagnostico /n vitro Gnicamente.

e Siga cuidadosamente las instrucciones y procedimientos
descritos en estas 'Instrucciones de uso'.

e Utilice s6lo muestras frescas y evite la luz solar directa.

e Los numeros de lote de todos los componentes de la
prueba (cartucho, chip ID, buffer de liberacion y buffer de
deteccién) deben coincidir entre si.

e No intercambie los componentes de la entre diferentes
lotes o utilice los componentes de la prueba después de la
fecha de vencimiento, podria generar resultados engafiosos.

e No reutilizar. Una muestra del tubo de mezcla debe ser
utilizada para el

proceso una sola ocasion. Igual
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ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD
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un cartucho.
El cartucho debe permanecer sellado en su bolsa
original antes de su uso. No utilice el cartucho, si esta
dafado o ya esta abierto.
Las muestras congeladas solo deben ser descongeladas
una vez. Para el envio, las muestras deberan ser envasados
de acuerdo con los reglamentos. Muestra con hemolitico
severo e hiperlipidemia no pueden ser utilizados y deben
ser recolectadas.
Justo antes de su uso, deje el cartucho, buffer de deteccion,
buffer de liberacién y la muestra, estar a temperatura
ambiente durante aproximadamente 30 minutos.
Ichroma™ Vitamina D asi como prueba ichroma™ deberia
utilizarse lejos de vibraciones y/o el campos magnéticos.
Durante el uso normal, se puede sefialar que
el instrumento de pruebas ichroma™ puede producir
vibraciones menores.
Los buffers de deteccion, buffers de liberacion, puntas de
pipeta y cartuchos utilizados, deben manejarse con cuidado
y ser desechados por un método apropiado de acuerdo
con las normativas locales.
El buffer de liberacion es basico y contiene disolventes
organicos, evite el contacto con los ojos, la piel o la ropa.
La exposicion a cantidades mayores de azida de
sodio puede causar ciertos problemas de salud como
convulsiones, baja presién sanguinea y frecuencia cardiaca,
pérdida de la conciencia, la lesion pulmonar e insuficiencia
respiratoria.
Ichroma™ Vitamina D proporcionard resultados exactos y
fiables con sujecién a las siguientes condiciones.
- ichroma™ vitamina D deberia ser sélo utilizada en
conjunto con el analizador de ichroma™.

- Deben evitarse otros anticoagulantes como EDTA,

heparina, citrato de sodio.

El cartucho es estable durante 20 meses (mientras esté
bien sellado en una bolsa de papel de aluminio) si se
almacenan a 4-30 °C.

El buffer de deteccion dispensado en un frasco es estable
durante 20 meses si se almacena a 2-8 °C.

El buffer de liberacién dispensado en un frasco es estable
durante 20 meses si se almacena a 2-8 °C.

Los buffers de deteccion y liberacion abiertos son estables
durante 12 meses a 2-8 °C si se mantienen tapados en el
contenedor original y libre de contaminaciones.

Una vez que la cartuchera es abierta, la prueba debe

realizarse inmediatamente.
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LIMITACIONES DE LA PRUEBA

= la prueba puede arrojar un resultado positivo falso(s)
debido a las reacciones cruzadas y/o no-adherencia
especifica de determinados componentes de ejemplo para
la captura/detector de anticuerpos.

= La prueba puede arrojar resultados negativos falsos. La falta
de respuesta de los anticuerpos para el antigeno es mas
comun cuando el epitopo estd enmascarada por algunos
componentes desconocidos, para no ser detectado o
capturados por los anticuerpos. La inestabilidad o la
degradacion del antigeno con el tiempo y/o temperatura
puede provocar el falso negativo como antigeno hace
irreconocible por los anticuerpos.

= Otros factores que pueden interferir con el examen y
producir resultados erréneos, tales como errores técnicos o
de procedimiento, la degradacion de los componentes de
prueba/reactivos o presencia de sustancias interferentes en
las muestras de la prueba.

" Cualquier diagnéstico clinico basado en el resultado de la
prueba debe ser apoyada por una amplia sentencia del
interesado médico incluyendo sintomas clinicos y otros

resultados de la prueba pertinente.

MATERIALES SUMINISTRADOS

REF|CFPC-47

Componentes de ichroma™ Vitamina D

e  Cuadro de cartucho:

- Cartuchos 25
- Tubos de mezcla de muestra 25
- Chip ID. 1
- Instrucciones de Uso 1

o Buffer de deteccion vy liberacion
- Bufer de deteccion Vial (3 ml) 1
- Liberar Buffer Vial (2 ml) 1

MATERIALES REQUERIDOS SUMINISTRADOS SEGUN

LA DEMANDA

Los elementos siguientes pueden adquirirse por separado
de ichroma™ Vitamina D. Péngase en contacto con nuestro
departamento de ventas para obtener mas informacion.
e Instrumento de pruebas ichroma™
- Ichroma™ Reader REF FR203
- FPRR ichroma™ 11021
e Impresora FPRR ichroma™ REF007
e I-Camara FPRR REFO09
e Ichroma™ REF CFPO Control Vitamina D-79
e Bloque de tubos de insercion (podria ser desplazado con

bloque de calentamiento).
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RECOPILACION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

El tipo de muestra para ichroma™ vitamina D es Suero/plasma
humano.

e Se recomienda probar la muestra dentro de las 24 horas
después de su recoleccion.

e Las muestras pueden almacenarse hasta por una semana a
2-8 °C antes de ser probadas. Si la prueba se demorarad
mas de una semana, las muestras deben ser congeladas a -
20 °C.

e Las muestras almacenadas congeladas a -20°C

durante 6 meses no muestran ninguna diferencia en el
rendimiento.

e Una vez que la muestra fue congelada, debe usarse sélo
una vez para probar, porque congelar y descongelar

repetidamente puede provocar el cambio de valores de

prueba.

CONFIGURACION DE PRUEBA

e Compruebe el contenido de vitamina D
ichroma™: Cartucho sellado, frasco de buffer de

deteccion, frasco de buffer de liberacion, tubos de mezcla
de muestra e ID Chip.

e Asegurese de que el nimero de lote del cartucho coincida
con el del chip ID, asi como los buffers de detecciony
liberacién.

¢ Mantenga el cartucho sellado (si se almacena en la nevera)
y la deteccién de tubo buffer a temperatura ambiente
durante al menos 30 minutos antes de la prueba. Coloque
el cartucho sobre una superficie limpia, libre de polvo y
plana.

e Encienda el instrumento de pruebas ichroma™.

e Introduzca el chip ID en el puerto para chip ID del
instrumento de pruebas ichroma™.

e Pulse el botéon 'Select’ sobre el instrumento de pruebas
ichroma™.

e Encienda i-Chamber y ajuste la temperatura a 35 °C.

e Inserte 'blogue para incubacion de tubos' en las ranuras
del i-Chamber al menos 10 minutos antes de la prueba.
(Consulte el "Manual de Operaciones del Instrumento
ichroma™ para informacién completa e instrucciones de

funcionamiento).
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PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

1) Coloqgue el cartucho en la ranura del i-Chamber.
2) Transferir 50 pL del buffer de liberacién, usando una pipeta
de transferencia, a un tubo de mezcla de muestra.

3) Anadir 50 yl de la muestra (suero humano / plasma /

control), usando una pipeta de transferencia, al tubo que
contiene el buffer de liberacion y mezcle bien pipeteando 10
veces.

4) Inserte el tubo de mezcla de muestra en el bloque de
incubacion de tubos y déjelo a 35 °C durante 5 minutos.

5) Afada 100 pl del buffer de deteccién usando una pipeta de
transferencia con punta nueva al tubo de mezcla de muestras
gue contiene el buffer de liberacion y la muestra mezclada.

6) Mezcle bien pipeteando 10 veces y déjela en el bloque de
incubacion de tubos a 35 °C durante 15 minutos.

7) Saque la mitad del cartucho de prueba del i-Chamber, saque
con una pipeta 75 pL de mezcla incubada y céarguela en el
cartucho de prueba. A continuacién, empuje la prueba de
cartucho en la ranura de la i-Chamber completamente.

8) Deje el cartucho muestra cargada en el i-Chamber durante 8
minutos.

9) Para analizar la muestra cargada, insértela en el sujetador del
cartucho del instrumento de pruebas ichroma™. Asegure la
orientacion correcta del cartucho antes de introducirlo por
completo. Se ha utilizado una flecha para este propdsito.

10) Pulse el boton 'Select' del instrumento ichroma™ de
pruebas para iniciar el proceso de escaneo.

11) Instrumento ichroma™ comenzara a escanear el cartucho con
la muestra cargada inmediatamente.

12) Lea el resultado de la prueba en la pantalla del ichroma™.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

e ichroma™ calcula el resultado de la
prueba automaticamente y muestra la concentracion total

de 25(0OH)D2/D3 de la muestra de prueba en términos

de ng/ml.
e El cut-off (rango de referencia)
25(0OH)D Estado
<10 ng/ml <25 nmol/L Deficiencia
10-30 ng/ml 25-75 nmol/L Insuficiencia
30-100 ng/ml Entre 75y 250 nmol/L Suficiencia
>100 ng/ml >250 nmol/L Toxicidad
e Rango de trabajo: 8.0-70 ng/ml
e Factor de conversion: ng/ml = 2,5 x nmol/L
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CONTROL DE CALIDAD

e Las pruebas de control de calidad son una parte de la
buena practica de pruebas para confirmar los resultados
esperados y la validez del ensayo y debe realizarse a
intervalos regulares.

e Las pruebas de control deben realizarse inmediatamente
después de la apertura de un nuevo lote de prueba para
asegurar la ejecucion del ensayo no estd altera.

e Las pruebas de control de calidad deben realizarse cuando
exista cualquier cuestion relativa a la validez de los
resultados de la prueba.

o Se proporcionan materiales de control

con ichroma™ Vitamina D. ichroma™ Vitamina D

Control puede ser utilizado como una calibracién, asi como

pruebas de control de calidad. Para obtener mas

informacion sobre la obtencién de los materiales de control,
pdngase en contacto con la divisidon de ventas de Boditech

Med Inc.'s.

(Consulte las instrucciones de uso del material de control).

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

e Sensibilidad analitica

- Limite en blanco (LoB) de 6,50 ng/ml (16,25 nmol/L)

- Limite de deteccion (LOD) de 7,40 ng/ml (18,50 nmol/L)

- Limite de cuantificacion  (LoQ) 8.13 ng/ml (203.25 nmol/L)
o Especificidad analitica
- La reactividad cruzada

No hubo reactividad cruzada de estos materiales con

la ichroma™ Vitamina D en las mediciones de la prueba.

BIO @ TECHNOLOGY
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e Precision
- Intraensayo
La precision intraensayo fue calculado por un evaluador,
gue se prueban diferentes concentraciones de control
estandar diez veces cada uno con tres diferentes lotes
de ichroma™ vitamina D.

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Conc. [ng/ml]
AVG CV(%) AVG CV(%) AVG CV(%)
7.01 6.73 10.91 6,57 11.22 7.09 14.07
21,97 20.53 9.06 20.67 8.03 23.31 9,76
65.83 64.26 3.18 63,67 2.76 65.19 2.16

- Interensayo
El interensayo fue confirmado por 3 evaluadores diferentes
con 3 lotes diferentes de pruebas, tres veces cada

concentracion.

Entre el lote Entre run Total
Conc. [ng/ml]
AVG  CV(%) AVG CV(%) AVG CV(%)
7.01 6.80 12,24 7.04 14.76 6,91 13.53
21,97 21,51 10.63 22.63 9.74 22.04 10,43
65.83 64.37 421 63,05 5.22 63,75 4.80

Material estandar conc. (ng/ml).

Material de reactividad cruzada 7.01 21,97 65.83
Recuperacion (%)

La vitamina D2 (300 ng/ml). 107.05 105.67 96.39

La vitamina D3 (300 ng/ml). 101.83 107.14 93.29

- Interferencias
No hubo interferencia de estos materiales con la ichroma™
Vitamina D las mediciones de la prueba.

Material estandar conc. (ng/ml).
Material de interferencia 7.01 21,97 65.83
Recuperacion (%)

EDTA (2 mg/ml). 106.48 98.09 96.27
Heparina (200 U/ml). 94.89 93.12 95.36

El citrato de sodio (38 mg/ml). 94.29 93.20 95.34
La urea (2,6 mg/ml). 98.92 91.79 95,25
El 4cido ascdrbico (300 ug/ml). 101,70 95.64 100.63
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e Comparabilidad: 25(0OH)D concentraciones de 79 muestras
de suero se cuantificaron de forma independiente
con ichroma™ vitamina D y Roche Cobas e411 por los
procedimientos de prueba prescritos. Se compararon los
resultados de la prueba y su comparabilidad se investigd
con regresion lineal y coeficiente de correlacion (R). La
regresion lineal y el coeficiente de correlacién entre las dos
pruebas fueron Y=1.2267X -2.7861 y R = 0.9540

respectivamente.
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