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25 OH VITAMINA D TOTAL
INSTRUGCOES DE USO

METODO:
Enzimaimunoensaio colorimétrico (ELISA).

FINALIDADE:

Sistema para determinagdo quantitativa de 25-OH Vitamina D Total (25-OH
Vitamina D3 + Dz) em amostras de soro por enzimaimunoensaio colorimétrico
(ELISA) . Uso profissional. Somente para diagndéstico “in vitro”.

FUNDAMENTO

A Vitamina D da amostra é deslocada de sua proteina transportadora e
capturada por anticorpo especifico imobilizado na microplaca. Apds
lavagens, a adigdo de um derivado biotinilado da Vitamina D leva a
ocupacgdo de sitios livres do anticorpo imobilizado. O derivado biotinado
é reconhecido por um complexo de estreptavidina-peroxidase que
desenvolve cor com um substrato especifico (TMB/H:;0:;). A cor formada €
inversamente proporcional & concentracdo de Vitamina D na amostra.

SIGNIFICADO CLINICO

A Vitamina D é um termo genérico que designa os metabdélitos Vitamina D3
e Do, respectivamente colecalciferol e ergocalciferol. Ambos sé&o
produzidos a partir de precursor na pele de seres humanos, sob a agdo de
raios wultravioletas. N figado, a Vitamina D3 ¢é convertida em 25-OH
Vitamina D3, que é o principal metabdlico circulante. A 25-OH Vitamina D
Total representa o conjunto da 25_OH Vitamina Ds3+D, e sdo seus niveis
séricos que definem o status de suficiéncia ou ndo de Vitamina D no
organismo. O produto 25 OH Vitamina D Ampligenix dosa a 25 OH Vitamina D
Total com elevada sensibilidade, apenas 10 pl de amostra, apresentando
excelente correlagdo com a detecgdo quimioluminescente e HPLC. E
facilmente adaptavel e todos os analisadores automaticos que trabalham
com o sistema de micropipetas.

IDENTIFICAQio E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:

R1. 1 placa de poliestireno com 96 microcavidades descartaveis
revestida com anticorpo monoclonal anti Vitamina Ds;. Manter a placa
acondicionada dentro de embalagem aluminizada contendo dessecante.

Conservar entre 2 a 8 °C.

R2. Calibrador 1: Frasco com 1 ml de solugdo isenta de 25-0OH Vitamina
D (0 ng/ml), contendo tampdo pH 7,2 e azida sdédica 15 mmol/L como
preservativo. Conservar entre 2 a 8 °C.

R3. Calibrador 2: Frascos contendo 0,2 ml cada de solugdo de 25-OH
Vitamina D3 em matriz de soro humano e azida sédica 15 mmol/L como
preservativo. As concentrag¢des dos calibradores estdo expressas nos
rétulos de cada frasco. Conservar entre 2 a 8 °C.

R4. Calibrador 3: Frascos contendo 0,2 ml cada de solugdo de 25-OH
Vitamina D3 em matriz de soro humano e azida sédica 15 mmol/L como
preservativo. As concentragbdes dos calibradores estdo expressas nos
rétulos de cada frasco. Conservar entre 2 a 8 °C.

R5. Calibrador 4: Frascos contendo 0,2 ml cada de solugdo de 25-OH
Vitamina D3 em matriz de soro humano e azida sédica 15 mmol/L como
preservativo. As concentragbdes dos calibradores estdo expressas nos
rétulos de cada frasco. Conservar entre 2 a 8 °C.

R6. Calibrador 5: Frascos contendo 0,2 ml cada de solugdo de 25-OH
Vitamina D3 em matriz de soro humano e azida sédica 15 mmol/L como
preservativo. As concentrag¢des dos calibradores estdo expressas nos
rétulos de cada frasco. Conservar entre 2 a 8 °C.

R7. Calibrador 6: Frascos contendo 0,2 ml cada de solugdo de 25-OH
Vitamina D3 em matriz de soro humano e azida sédica 15 mmol/L como
preservativo. As concentrag¢des dos calibradores estdo expressas nos
rétulos de cada frasco. Conservar entre 2 a 8 °C.

R8. Controle 1: Frascos contendo 0,2 ml de solugdo de solugdo 25-OH
Vitamina D3 em matriz de soro humano e azida sédica 15 mmol/L como

preservativo. A concentracdo do Controle 1 estd expressa no rétulo do
frasco. Conservar entre 2 a 8 °C.

R9. Controle 2: Frasco contendo 0,2 ml de solugdo de 25-OH Vitamina
D em matriz de soro humano e azida sédica 15 mmol/L como
preservativo. A concentracdo do Controle 2 estd expressa no rétulo do
frasco. Conservar entre 2 a 8 °C.
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R10. Solugdo de Deslocamento: 01 frasco com 12 ml contendo tampdo pH
7,2, detergente anidénico e azida sédica 15 mmol/L como preservativo.
Pronto para isso. Conservar entre 2 a 8 °C.

R11. VD-Bio: 01 microtubo contendo 0,16 ml de solugdo concentrada de
derivado biotinilado da 25-OH Vitamina D3 em etanol anidro. ATENGAO:
manter aberto somente o tempo necessdrio para a pipetagem. Conservar
entre 2 a 8 °C.

R12. Diluente VD-Bio: 01 frasco contendo 16 ml de tampdo pH 7,2,
detergente neutro e azida sédica 15 mmol/L como preservativo.
Conservar entre 2 a 8 °C.

R13. Conjugado Concentrado: 01 frasco contendo 0,150 ml de solugédo
concentrada de conjugado Estreptavidina-Peroxidase em tampdo pH 7,4 e
bromonitrodioxano 0,02% como preservativo. Conservar entre 2 a 8 °C.

R14. Diluente de Conjugado: 01 frasco com 12 ml de tampdo pH 7,4

detergente neutro e bromonitrodioxano 0,02% como preservativo.
Conservar entre 2 a 8 °C.
R15. Substrato: 01 frasco com 12,0 ml de solugéo de

tetrametilbenzidina em tampdo pH 4,2 e bromonitrodioxano 0,02% como
preservativo. Manter ao abrigo da luz. Conservar entre 2 a 8 °C.

R16. Solugdo de Bloqueio: 01 frasco contendo 12 ml de &cido sulfurico
0,5 M. Conservar entre 2 a 30 °C. Atencdo: Reagente corrosivo.

R17. Solugdo de Lavagem 10x: 01 frasco contendo 100 ml de solugdo
tamponada em pH 7,2, detergente anidnico e bromonitrodioxano 0,02%
como preservativo. Conservar entre 2 a 30 °C.

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DOS REAGENTES

1. As datas de fabricacdo e validade aparecem no rétulo de embalagem.
2. N&o usar reagentes cujas datas de validade tenham expirado.

3. Os reagentes devem ser mantidos sob refrigeragdo, na faixa de 2 a 8
°C. Nao congelar.

4. Os reagentes devem permanecer fora do refrigerador apenas o tempo
necessdrio para as dosagens.

5. Nao exponha os reagentes, especialmente o substrato, a luz forte ou
vapores de hipoclorito durante o armazenamento ou etapas de incubacdo.
6. A embalagem aluminizada da micropipeta deve permanecer selada até
atingir a temperatura ambiente, antes de sua abertura para a retirada
do numero necessério de tiras.

7. As tiras remanescentes ndo utilizadas devem ser guardadas na
embalagem, selada e com o dessecante. Pressione firmemente o lacre
para selar a embalagem completamente e armazene imediatamente de 2 a 8
°C.

8. Antes de serem abertos, os reagentes podem ser transportados na
temperatura ambiente (15 a 25 °C), até um limite de 72 horas.

9. Os reagentes sdo estdveis até a data de expiracdo do kit, desde que
conservados na temperatura indicada.

10. Evitar exposigdo dos reagentes ao calor, luz forte direta, durante
armazenagem ou Uuso.

PRECAUQﬁES E CUIDADOS ESPECIAIS:

1. Somente para uso diagnéstico in vitro.

2. Todos os materiais bioldégicos e reagentes devem ser processados
como sendo potencialmente contaminante. Usar luvas descartaveis quando
manusear reagentes e amostras bioldgicas.

3. Usar ponteiras descartaveis separadas para cada amostra,
calibradores e controles. Ndo misturar ou trocar diferentes lotes de
reagentes.

4. O reagente Solugdo de Bloqueio é cdustico e corrosivo. Em caso de
contato, lavar imediatamente o local afetado com &gua em profusdo. Em
caso de ingestdo acidental, procurar auxilio médico imediato. Nao
provocar vémitos.

5. As leitoras de placas ou mesmo equipamentos automatizados devem
ficar livres de contaminagdo microbiana, serem calibrados corretamente
e receberem manutencgdo de acordo com as instrugdes do fabricante.

6. Nao dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de &gua e

esgoto. Lavar sempre as méos apds trabalhar com material
potencialmente infectante.
7. As amostras devem ser descartadas apdés o uso em recipientes

especificos, segundo as normas da Secretaria de Vigildncia Sanitéaria

local.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS:

Pipetas automaticas de preciséao;

Ponteiras descartaveis;

Agua destilada ou deionizada;

Agitador de tubos tipo Vértex;

Crondémetro;

Vidraria;

Papel absorvente ou papel toalha;

Leitora de microplacas com filtros em 450 e 630 nm;
Lavadora automdtica de microplacas (opcional).

AMOSTRAS BIOLOGICAS
Soro.

As amostras ndo devem ser congeladas e descongeladas repetidamente. A
Vitamina D na amostra é estdvel por 3 dias entre 2 a 8 °C e/ou 6 meses
congelada a -20 °C. amostras congeladas devem ser misturadas por
inversdo varias vezes apds seu descongelamento. Todas as amostras devem
ser consideradas como potencialmente infectantes. Tratéd-las segundo as
normas de biosseguranca locais.

INTERFERENTES
Hemoglobina até 250 mg/dl, triglicérides até 1200 mg/dl e bilirrubina
até 30 mg/dl, ndo apresentam interferéncias significativas.

PROCEDIMENTO
Todos os reagentes deverdo estar em temperatura ambiente (15 a 25 °C)
antes do uso.

Preparo do VD-Bio de uso:

Em um tubo de ensaio limpo e seco, diluir 0,01 ml (1 parte) do VD-Bio
(11) em 1,0 ml (100 partes) do diluente VD-Bio (12). Homogeneizar bem.
Esse volume é suficiente para realizar 8 testes. O reagente assim
preparado deve ser utilizado apenas no dia da preparacdo. Por se tratar
de uma solugdo alcodlica, pipetar o VD-Bio com cuidado, fazendo
ambiente prévio na ponteira. Caso seja necessario preparar volumes
maiores, prepare sempre na proporgdo de 1 parte do VD-Bio (11) + 100
partes do diluente VD-Bio (12). Homogeneizar bem.

Preparo da Solucdo de Lavagem de Uso:

Diluir a Solugdo de Lavagem 10x (17) na proporgdo 1:10 e transfira o
conteudo do frasco contendo a solugdo para a proveta graduada e
complete com 4&gua destilada ou deionizada até 1000 ml. Quantidades
menores devem ser preparadas de acordo com o volume desejado. Esta
solugdo preparada (diluida) é estavel por 4 meses quando armazenada de
2 a 8 °C. Homogeneizar antes do uso. Nota: SE houver cristais na
solug¢do concentrada, aquecé-la a 37 °C até sua completa dissolugdo
antes de usar.

Preparo do Conjugado STV-HRP de uso:

Transferir 120 pl do Conjugado STV-HPR concentrado (13) ao frasco
contendo o Diluente de Conjugado (14) Homogeneizar bem por inversdo. O
reagente assim preparado é estavel por 60 dias entre 2 a 8 °C. caso
seja necessdrio preparar volumes menores, prepare Sempre na Proporgao
de 1 parte do Conjugado Concentrado (13) + 100 partes do Diluente do
Conjugado (14) em um frasco &mbar e homogeneizar bem.

Procedimento do teste:

Apds o preparo dos reagentes, proceder como descrito abaixo:
Destacar o numero de microcavidades necessadrias para os
incluindo Amostras, Calibradores e Controles, coloca-las no
apropriado e proceder como a seguir:

1. Adicionar 10 pul dos Calibradores,
microcavidades selecionadas;

2. Adicionar 100 pl da Solugdo de Deslocamento e homogeneizar através
de movimentos circulares;

3. Incubar a 37 °C durante 120 minutos.

4. Desprezar o conteudo dos pogos e lavad-los 4 vezes com solugdo de
lavagem previamente preparada. Inverté-los em papel absorvente, batendo
para retirar o excesso de liquido.

Atengdo: Para todas as etapas de lavagens a seguir, manter o mesmo
rigor analitico, pois lavagens insuficientes aumentam
significativamente a imprecisdo do ensaio.

5. Adicionar 100 pl do VD-Bio de uso a cada um dos pogos;

6. Incubar a 37 °C durante 30 minutos;

7. Desprezar o conteldo dos pogos e lava-los 4 vezes com solugdo e
lavagem previamente preparada. Inverté-los em papel absorvente, batendo
para retirar o excesso de liquido;

8. Adicionar 100 pl do Conjugado STV-HRP de uso a todos os pogos.

9. Incubar & 37 °C durante 30 minutos.
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10. Desprezar o conteudo dos pogos e lava-los 4 vezes com solugao de
lavagem previamente preparada. Inverté-los em papel absorvente, batendo
para retirar o excesso de liquido.

11. Adicionar 100 pl do Substrato a todos os pogos.

12. Incubar a 37 °C durante 20 minutos.

13. Adicionar 100 pl de Solugdo de Bloqueio a todos os pogos.
Homogeneizar por 30 segundos.

14. Efetuar as leituras espectofotométricas em 450 nm (filtro
secundario em 630 nm) em leitora apropriada, no méximo 30 minutos apds
a adigdo da Solugdo de Bloqueio.

CALCULOS

PROCEDIMENTO 1 - CAIBRAQﬁO EM DOIS PONTOS

e} sistema calibragcdo de dois pontos, desenvolvida
especificamente para a Vitamina D. As absorbancias dos calibradores séao
processadas em software especifico. Nesse caso, utilizar os
calibradores 0 (zero) e 6. ATENCAO: No programa de cdlculos, estes
calibradores sdo referidos como calibradores 1 e 2 respectivamente.
Nota: Amostras elevadas, ou seja, aquelas com absorbidncias menores do
que as do calibrador 6, ndo serdo calculadas e o programa indicard como
ponto fora da curva.

utiliza uma

Instalagdo do Programa de Cdlculo

Instalar o programa de calculo através do link:
https://www.vidabiotecnologia.com.br/produtos/ELISA/250HVitaminaDTotal
Calculo.

As absorbancias dos calibradores, controles e amostras obtidas através
de sistemas manuais de leitura (leitoras de ELISA convencionais),
deverdo ser digitadas diretamente na planilha do programa de calculo,
gerando imediatamente os resultados. Quando as determinagdes dos
calibradores e/ou controles forem realizadas em duplicata, o programa
processard normalmente as médias dos valores de absorbancias. Caso as
determinacdes dos calibradores ndo tenham sido realizadas em duplicata,
bastard digitar o valor da absorbadncia encontrada, ignorando o espago
destinado para a duplicata.

Para os sistemas de automagdo, as absorbédncias geradas na tela do
equipamento deverdo simplesmente serem copiadas e coladas na planilha do
programa de célculo. Quando as determinagbées dos calibradores forem
realizadas em duplicata, o programa processard normalmente as médias dos
valores de absorbéancias. Caso as determinacdes dos
calibradores/controles ndo tenham sido realizadas em duplicata, bastara
digitar o valor da absorbdncia encontrada, ignorando o espago destinado
para a duplicata.

PROCEDIMENTO 2 - CALIBRAQio COM SEIS PONTOS

Nesse caso utilizar seis calibradores do conjunto, utilizando-se
preferencialmente para os célculos, a curva LOGIT DE 4 PARAMETROS, sendo
o EIXO Y=Log(1000*Abs), e o eixo X=Log(Conc). Em equipamentos que né&o
disponham deste modo de calculo, utilizar o modo de regressdo linear
simples.

VALORES DE REFERECIA

A Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e a Sociedade Brasileira de
Endocrinologia propuseram as seguintes faixas de valores para a
populacdo brasileira:

Até 10 ng/ml: Niveis de deficiéncia.

Entre 10 e 20 ng/ml: Niveis de insuficiéncia.

Entre 20 e 30 ng/ml: Niveis de suficiéncia para pacientes fora dos
grupos de risco.

Entre 30 e 60 ng/ml: Niveis de suficiéncia para pacientes dos grupos de
risco (idosos, gestantes, etc.).

Acima de 100 ng/ml: Niveis com toxicidade potencial.

FAIXA DINANICA

A faixa dindmica do método situa-se entre 3,9 ng/ml e o valor do
calibrador 6. ATENCAO: Para valores acima daqueles do calibrador 6,
diluir a amostra 1:5 como o calibrador 1 (0,05 ml de amostra + 0,02 ml
de calibrador 1). Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicgéo.

DADOS ESTATISTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE
Sensibilidade Analitica
O limite de deteccgdo do método é igual a 3,9 ng/ml.

Exatidédo:

A comparagdo com produto comercial validado, que utiliza o método do
Imunoensaio quimiofluorescente, demonstrou um coeficiente de correlagéo
r, igual a 0,96 a partir da andlise de amostras de soro. A equagado de
regressdo obtida foi: y = 1,0029 x -0,4953. Utilizando a equacgdo de
regressdo, o Erro Sistemdtico (bias) foi igual a 4%, 1,3% e 0,3% para os
niveis de decis&o clinica com concentragdo de 12 ng/ml, 23 ng/ml e 80
ng/ml, respectivamente.

Precisdo da Medigédo

Repetibilidade

A imprecisdo intra-ensaio foi verificada através da andlise de 20
replicatas em trés niveis, sendo que os valores de imprecisdo de cada
nivel foram obtidos em corrida unica no mesmo dia.

NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3
Média (ng/ml) 13,8 27,9 56,4
DP 1,2 2,6 3,4
CV (%) 8,6 9,2 6,1

Reprodutibilidade

A imprecisdo inter ensaio foi verificada através da analise de 40
replicatas em trés niveis, ensaiadas em corridas didrias, durante 10
dias.

NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3
Média (ng/ml) 14,3 34,4 78,4
DP 1,8 2,5 2,4
CV (%) 12,3 7,1 3,1

CONTROLE DE QUALIDADE

As Dboas praticas laboratoriais requerem que os controles sejam
analisados em cada calibragdo. Um nuUmero significativo de controles
deve ser testado para estabelecer os valores médios e os limites
aceitdveis para o seu desempenho.
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SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

Contetdo suficiente para <n> testes

Data limite de utilizacdo do produto (mm/aaaa)

Material Calibrador

NUMERO DE

CODIGO DETERMINACOES

REAGENTE VOLUME

Limite de temperatura (conservar a)

R1 - Placa de Polietileno 1 x 96
R2 - Calibrador 1 1 mL

R3 - Calibrador 2 0,2 mL
R4 - Calibrador 3 0,2 mL
R5 - Calibrador 4 0,2 mL
R6 - Calibrador 5 0,2 mL
R7 - Calibrador 6 0,2 mL
R8 - Controle 1 0,2 mL
R9 - Controle 2 0,2 mL
R10 - Solugédo de 12 mL
2000/200-096 Deslocamento 96
R11 - VD-Bio 0,16 mL
R12 - Diluente VD-Bio 16 mL
R13 - Conjugado
Concentiago 0,150 nL
R14 - Diluente de
Concentrado 12,0 mL
R15 - Substrato 12,0 mL
R16 - Solucgdo de Bloqueio 12,0 mL
R17 - Solugdo de Lavagem 100 mD

10x
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