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TEXHHYECKO IPE/I/TOJKEHHE
Ho o0ujecmeena nopvuKa c npeomem: ,,JIocmaeka Ha paouoaKmMueHuU NeKapcmMeeHu npooyKmu,
paduodapmayesemuyu, padUoOHyKNUOHU 2EHEPAMOPU, KUMO6e U PAOUOHYKIUOHU RPeKYPCOpU 3a
2018 2.“ no npexpamenu o60cobenu nozuyuu
Ipeanoxenuero e no o6ocobena nmosuuusa Ne 8 ¢ npeamer 125 Vit B 12 + doanena kncennna

Hacrosimero TeXHUYEeCKO NpeIoKEeHNE € NOJaNeHO OT:
»Janc ®@apma“ EOO/]

/HAUMEHOBAHUE HA YNACTMHUKA/

W noAnucado ot: J{anuena . 1acoBa
/mpu umena/

B K&Y€CTBOTO MY/ HM Ha. lepaBnTen
JonvoxcHocm/

3abenercka: Ha ocnoeanue un. 47, an. 9 om III30I1, kozamo yuacmuuk nooaga ogpepma 3a noseue
b om edHa obocobena nosuyus, 3a ecska 060cobena no3uyus ce NPeoCmMass OMOENHO MEXHUYECKO
npeonodceHUe, OKOMNIEKMOBAHO CbC CLOMBEMHUME NPUNONCEHUS, , 3 KOAMO C€ OMHACAM.

CoabpxaHue:

1. JIOKyMeHT 3a YIBJIHOMOLIABaHE, KOraTo JIHLETO, KOETO MojaBa ofeprara, HE € 3aKOHHHAT
NpeCTaBUTEN Ha yYaCTHHKA;

2. [pennoxxeHue 3a U3IMBJIHEHHE HA OPBYKATA B CBOTBETCTBUE C TEXHUYECKHUTE CrielMHKALIUH 1
U3HUCKBaHHATA HA BB3JIO0XKHTENSA

Ilpunoxycenun KoM MeXHUYECKOMO npeodnoxdcerue no 06ocobenu nozuyuu om Ne 1 do Ne 3, exn.:

> 3aBepeHO KOMHE Ha BaJMIHO pa3pelleHHe 3a ynoTpeba B cTpaHaTa, H3JafieHo Mo peaa Ha 3JITIXM
wn Pernament (EO) Ne 726/ 2004 r. na Esponeiickus napnament u Coeta /un. 23, an.1 na 3JIITXM/.
Basicno! Ipunooicenusma, Hepazoenna 4acm om KOHKpemHOmMo paspeuierue 3a ynompeba He cnedea
Oa 6vdam npedcmasanu om yuacmuuyume Kkamo 3aeepenu konus. Heobxooumo e yuacmuuyume oa
nocoyam 6 nPeonONCeHUemo 3a UsNbIAHEHUE HA NOPLUKAMA KOHKpemeH NyOnu4eH pesucmuvp, 6 Koumo
ca ny6IUKY6aHU 8CUYKU NPUTIONCEHUS. KoM KOHKDEMHOMO paspeuilenue 3a ynompeba,

» Jleknapauus OT y4yacTHMKa B CBOTBETCTBHME ¢ 4. 55, an. 6 ot 3JIIIXM, ye konndectBara 3a
NEKapCTBEeHKs MPOAYKT ca HAJTMYHM, B CllydaH Ha M3THYaHe Ha CPOKA Ha paspelIEHHETO 3a yrnoTpeba
Ha JexapcTBeH NpoayKT npe3 2018 r. (ako € NPUIIOKUMO).

3abenexcka: Ha ocnosanue un. 47, an. 9 om III130I1, koeamo yvacmuuk nooasa ogpepma 3a nogeue
om edHa obocobena nosuyusa, 3a ecixa obocobena nosuyus ce npedCcmMagAm NOOMOENHO
KoMnAeKkmyeanu 0oKymeHmume no m. 2.1. ¢ nocoueare Ha no3uYUAMA, 3a KOAMO e OMHACAM.
Hpunocenuna KoM mexHu4ecKkomo npeonoycenue no 060cobenu nozuyuu om Ne 4 oo o 10, éxn.:
> Jlexnapauusi OT y4aCTHHKA, C MPUIIOXKEHO u3BjieveHre oT Crnucpka no uin. 1, 1. 1, Gyksa ,,6“ oT
HapenGara 3a yc1oBuaTa ¥ pefia 3a ChCTaBsAHE Ha CIMCHK HAa MeIUUMHCKUTE U3jemus 1o 4i. 30a or
3MHU u 3a onpefesisiHe Ha CTOWHOCTTA, 10 KoATo Te ce 3arutamar (Hapeabara), oT koeTo u3BjeyeHuE
Ja € BUJHA NpojaXkHata ueHa no cMucbna Ha § 1, T. 29a or 3MH, BB BpB3ka ¢ § 1, T. 4 or
JonBIHUTENHUTE pasropenon Ha Hapenbata, npeictaBeHa ,3a BCAKA MO3ULMSA, 32 KOSATO
KaHIWJaTCTBa, ‘ '
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» 3aBepeHo KomHe Ha 0QUIMaIeH JOKYMEHT, U314CH OT UAJL, oT KOHTO € BUAHO, Y€ 38 CLOTBETHOTO
MENMUMHCKO U3[€NMe HAMAa PEerucTpupaHd JaHHM B HUAJl wwumu EUDAMED 3a
WHLAICHTH/TIOTEHUMAIHH HHLMIEHTH Tpe3 MOC/NeAHMTE JBE TOJMHH, KakTo M GNOKMpaHM Wi
M3TerneHy NapTUIM OT CHIIOTO MEAUIMHCKO H3JIENHE NPe3 NOCIeAHUTE 2 roIvHY,

» Jleknapauus, B KOSTO Aa ObAe MOCOYEHO MEIMUMHCKOTO H3JENME 33 KOETO ce yvacTsa M
KOHKPETHHSAT 001ecTBeH QOHM Ha CHOTBETHATA AbpPXKaBa, MO KOMTO ce 3ariaua;

» Konue Ha Aexnapauus 3a cotsetctBue ¢ Jupekrusa 98/79/EC, u3naena oT IPOM3BOAMTEIS HIIH
yI'bJTHOMOWICH HEroB NpeacTasuTel (MPHAPYKEHO € NPEBOA Ha OB/IrapCKH €3UK M 3aBEpPEeHO OT
y4aCTHHKa);

» Komnue Ha BanuaeH ceprudukar no cranaapt bJIC EN ISO 13485 niu exBuBaneHTHa CuCTeMa 33
yIpaB/ieHHe Ha Ka4eCTBOTO, C 06XBaT MPOM3BOACTBO HA MEJULMHCKH H3/ICTHS, H3NANCH Ha UMETO Ha
npousBoauTeNs.(IPUAPYKEHO C MPEBOJ Ha GBITAPCKU €3UK M 3aBEPCHO OT y4acTHHKA).

3. Jlexnapauys 3a CHITIACHE € KJIay3uTe Ha MPUJIOKEHNS [POCKT Ha I0r0BOp;
4. Jlexnapauys 3a CpOKa Ha BaIMAHOCT Ha odeprara. -~

JIATA:02.08.2018 r. TMOOIMUC u ITEYAT:




NIPEJJIOXEHHUE 3A N3O BJIHEHUE HA [TIOPBUYKATA
3a JOCTABKA HA MeAHIHHCKH H3eTHSs
o oGocoGena nosunus ot Ne 4 1o Ne 10, B,

Or: ,,Jlanc ®@apma“ EOO/]

(Haumenosanue Ha yHacmHuKa)

. YBAJKAEMH JAMH U T'OCIIOJIA,
C HacToAmOTO, BY MpecTaBsMe HaIIETO TEXHUYECKO NMPEATONKCHHE 32 HIMBIHEHHC Ha o0saBeHaTa OT
Bac mporeaypa 3a B3jiaraHe Ha OOIleCTBeHa MOPBYKA C NMPEAMET. »Jocmaska Ha paouoaxmueHu
NlexapcmeeHu  npooyKmu, paouogapmayeemuyu, PDAOUOHYKNUOHU ~ 2eHepAmopY,  Kumoee U
PAOUOHYKNUOHU NPEKYPCOpU 3a 2018 2. “ no npexpamenu 060cobenu nO3UYUY
TMpeny1oKEHUETO € 10 o6oco6ena nosuuus Ne 8 ¢ mpeamert 125 Vit B 12 + dbonmiea kucenIHHa

1. [lexiapupaMe, ue BCsKa OTeNHA AOCTABKa 10 0r0BOpa, MIE C& H3BBPIIBA ekeceIMUYHO,
B paMKMTEe Ha YTBBpICHarTa MHCMEHA 3asBKa-pasnpezencHye OT MHHHCTEPCTBOTO Ha
3PaBEONa3BaHETO CNIOpe] WHANBUAYAITHUTE HYXXM Ha neyeOHUTE 3aBEICHHUA.

2. Jleknapupame, 4e CM€ 3alo3HaTH, H€ MHHHCTEPCTBOTO Ha 3/paBeonasBaHETO (e
pasmipeZiens HEOOXOIMMMTE KOJMYECTBA B 10 [BE YTBBpICH! MNHUCMEHH 3asABKH-pasrpelesieHus,
cb0Gpa3eHH ¢ pasroaracMUTe GI0/DKETHH CPE/ICTRA.

3. Jleknapupame, 4e 0 28.02.2019 r. mie yse1oMuM MHHHCTEPCTBOTO Ha 3/IpaBeoa3sBaHeTo,
B ClTydaii, ue yTBbp/ieHaTa BTopa [IMCMeHa 3asBKa-pasfpeie/IeHHe HaMa 1a Obie U3Ib/IHEHa Ha 100%,
TIopajii JIMIICA Ha 3asBEHH HYX/H OT ne4eGHUTE 3aBEACHU.

4. TapanTupame, Y€ CMe B CBCTOSHHME Ja M3MBIHUM KaueCTBEHO TNOpBYKATa B IMBIHO
CHOTBETCTBHE C H3UCKBAaHMATA Ha BB3JIOXKUTEIIA.

5. 3a U3TBJIHEHKE HA MOPBUYKaATa Mpeuarame:

MEJIUOAHCKHA HN3AEJIUS
V3HcKBaHHA HA Bb3JOKHTEA Ipensoskenue HA YYACTHHKA
OnucaHye Ha MpeIaraHoTo MeANLMHCKO
u3aenue, B KOETO 33 ABJDKUTEIHO ce
MocoyYBa
Komue
No HaumeHOBaHHUE, MspKka CTBO TMpousBoauTe, HAUMEHOBAHUE HA
N eAMHUYHA aKTUBHOCT P Jite] W3/IeJINETO, KaTaJloXeH HoMep, OTIaKOBKa,
6poii Mpobu U JIp. MHAMBUIYaTH3Mpalla
uHpopMaLus
v PaguodapmaieBTULH 32
JMArHOCTHKA in Vitro
) 125 Vit B 12 + ¢donueBa KuceanHa
+ ) .
g 125 Vit B 12 + gonuesa Onx16 12 IMpoussoauTeN: MP Biomedicals, LL.C
knceauHa p- Kar. Homep: 06B257117
Bpoit npoGu: 12 Tecta




7. JleknapupaMe, e CMe 3all03HATH, Y€ MEIULMHCKUTE u3fenus (paxuodapMaleBTHLIH 3a
JMArHOCTHKA in Vitro) cielBa 1a HMaT MMHHMAJEH CPOK Ha TOAHOCT He MO-KpaTek oT 80 % oT
06sBEHHS OT MPOU3BOIUTEISA, KbM JaTaTa Ha BCAKA J0CTAaBKa, IPEAOCTaBeHa Ha KpaHHHTE MOy 4aTeNln
/CHOTBETHHUTE JIe4eOHM 3aBeAeHU/.

8. Jlexnapupame, ue B Cllydail Ha JOCTaBKa Ha MEAMLIMHCKH H3leus (paguodapMaleBTHLM 33
JMarHOCTHKA in Vitro) ¢ Mo-KpaThK OT JOrOBOPEHUs CPOK Ha FOAHOCT ABJDKUM HEYCTOiKa, KaKTo
crenpa:

- 0T 79,99% no 70% - 20% BppXy CTOMHOCTTA HA AOCTABKaTa;
- 0T 69,99% 1o 60% - 30% BBpXy CTOMHOCTTA HAa NOCTABKATA;
- 0T 59,99% 10 50% - 60% BBpXY CTOHHOCTTA Ha JOCTaBKara,
- 07 49,99% mo 40% - 75% BBpXY CTOHHOCTTA Ha JIOCTaBKATa;
- 1nox40% - 90% BBpXy CTOMHOCTTA Ha JOCTABKATA.

9. Jleknapupame, Ye DOCTaBKATa Ha MEJMIMHCKO U3[EJIHe C OCTAaThYEH CPOK Ha roJHOCT I10-
MaxbK OT 40 (4ETHpHIECET) Ha CTO OT 00SBEHMA OT MPOM3BOAUTEILA 1€ C€ U3BBPINBA CaMO C MHCMEHO
ChIVIaCHE Ha BB3JIOKHTEINs 332 KOHKPETHO KOJIMYECTBO, OMpEIeNieH0 OT Hero. be3 H3pu4HO MHCMEHO
CHIJIaCHe Ha BB3JOXHTEJIS CTOKHUTE HAMa Aa ObAaT 3arialiaHH.

JJATA: 02.08.2018 . UME, ITOAIIMC u TIEYAT:
Jlanuena CnacoBa- YnpaB
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Ot
Vnpasutens u cobcteeruk Ha “ Jlanc ®apma “ EOO]]
Januen : icoBa, I ’ DF = ~nen
ot MB

A3z, Jlanuena Ankosa CriacoBa, B Ka4eCTBOTO MH Ha YIIpaBHTEN M COOCTBEHHK Ha
“Jlanc Papma” EOO/I, nexnapupaM 4Ye BCHYKH TpelaraHd NpPOAYKTH B oOOIIeCTBEHa
moppuKa C TpeaMer: ,JlocTaBKka Ha PpPaIHOAKTHBHH JIEKAPCTBEHH IPOIYKTH,
pagnodapManeBTHIH, PAaJHOHYKJIHIAHH Te¢HEPATOPH, KHTOBE H PAJIHOHYKJIHIHH
NpeKypcopH 3a 2018.r.“, 10 IpeKpaTeHH 000COOCHH MO3HMIHUH Ca PETMCTPUPAaHH CHIJIACHO
Hapen6ata 3a yciioBusATa ¥ pelia 3a ChCTaBSHE Ha CIIHCHKA HA MEJHMIMHCKUTE M3JeIHA 10 WI.
30 a ot 3MU u 3a onpenensHe Ha CTOMHOCTTA, 0 KOATO T€ CE 3allJIaliar.

KeM TasW [exiapanus IpUiaraMe H3BJIEUYCHHE HA DPETHCTPHpaH NPOAYKT Ha
npoussoaures MP Biomedicals, LLC, ¢ koiiTo y4acTBaMe B 0OIlIeCTBEHaTa NOpHYKa 3a

ob6ocobena mo3umusa Ne 8

—

02.08.2018 r. Jexnapartop: HaHV\‘Q

fl. 7, 11 Industriaina Str., VASSILEV Business City, 1202 Sofia, Bulgaria % g

tel. /fax (+359 2) 936 70 79, 936 77 92, 936 67 51; (+ 359 885) 60 49 77, e-mail: info@danspharma.com; www.danspharma.com
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ENEKTPOHHA BA3A JAHHW HA MEAMLIMHCKATE M3JENUA,
PENYB/MKA EL/rAPUA 3ATINALLIAHY C OBLLECTBEHM CPEACTBA

U3MbAHUTENHA areHums no
" nexapcrsara

& xoHTAKTM NPOGWI HASASBVTEN R W3xoR () YKASAHMAR3APABOTA e 0§

HAYANO MEAVLMHCKW U3AENUA LWABNIOHU ¥ AOKYMEHTU HOPMATUBHA YPEZBA HOBUHW W CbOBLLEHUS

TopCeHe B caifTa...

Tbpcu 8 MEAWLMHCKY n3aemms Topew B caiiTa
npooun Hauano / Jannw 33 ven, 3aenua / lanku 32 mea. uanenve
M Bromegmxwnc, NALL
RAHHW 3A MEA. U3AENUE
Mpocun Ha 3assuTen
OAHHW 3A 3ANUCA / INFORMATION FOR THE RECORD
MeguumHCKY U3genus
* Rauin 3a ven, " Homep +a dopmynsip / Number Dara Ha cv3anasare / Creation date
+ 3asanenws 3a peuCTpaUMA 41442 13/12/2014 08:40
- Mpodunu HoMep Ha 3asauTen / Requestor number Motpeburencko ume / Usemname
> [lpoMsHa Ka napona 1293 user_T3D9ES
LR e LR L T Y e et anpe”o m/Appmredﬁorn
Katinka Dimitrova
[AHHW 3A MELL. U3AENUE / DATA FOR MED. DEVICE
Twn 3asenenve / Application type PDF ¢aitn / POF file
MepBo NpesocTasaHe Ha urchopmaums / First application Zid 3anenenve
Tun uaeHTudukatop / Identity type Wpentuduxarop / Identity

Koa Ha uagenve B cnuceka / Medical device code

06DV3134935526

AAHHM 3A NPOU3BOAMTENA / IDENTIFICATION OF THE MANUFACTURER

Wme Ha npoussoauTens, NenHo / Manufacturer name, long

M Buomeaukenc, UL, / MP Biomedicals, LLC

Vime Ha npoussoauTens, kpatko / Name of the manufactures, short

MN Bromeankenc / MP Biomedicals

Bun xoa / Code type Kon / Code
Apyro / Other 00000

Bua Ha AokyMeHT / Document type

00000 / 00000

Koa Ha cTpauHaTa / Country code

us

rpaa / City Mowencku koA / Postal code
Canon / Solon

Ynuua, vomep / Street, number Nowencka kytns / PO box
Jinue 32 konTakT / Contact person Tenedon / Phone

Munopan ByueHosiu / Milorad Vucenovic 381 11 2648 458

®akc / Fax E-mait / E-mai!

mvucenavic@mpbio.com O
| ‘VNS g
[AHHU 3A NIMUETO, KOETO NYCKA M3AEANETO HA MA3APA / IDENTIFICATION OF PERS .

PRODUCT ON THE MARKET

https://meddev.bda.bg/bg/request_md_details/41 442 , 31.7.2018 r.
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¥iMe Ha NUUETO, KOBTO NYCK3 U3AENMETO HA nasapa / Name of the person placing the product on the market

"flanc dapma’ EOO/] / Dans Pharma Ltd
Bupn xoa / Code type

EWK / EIK

Kog a crpawaTa / Country code

BG

Koa Ha obnacT / Region code

SOF

fpaa / City
Cogua / Sofia

Ynuua, Homep / Street, number

JNwue 3a koHTakT / Contact person
Enu Yybpuesa / Elly Tchoubrieva

daxc / Fax

Kop / Code
130868975

O6wmHa / Municipality
Cronuuna / Stolichna

NoweHcku kog / Postal code

NouteHcka kyTus / PO box

Tenedon / Phone
02 9367079
E-mail / E-mail

nic@danspharma.com

OAHHU 3A TbPIOBELA HA EAPO / IDENTIFICATION OF THE WHOLESALER

Vime Ha Teproseua / Wholesaler name
" flanc ®apma” EOOA / Dans Pharma Ltd
Bug xoa / Code type

EWK / EIK

Koa Ha ctpaxaTa / Country code

BG

Koa Ha ofinact / Region code

SOF

Tpan / City

Cochus / Sofia

Ynuua, somep / Street, number

Jue 3a koHTakT / Contact person
Enn YyGpwesa / Elly Tchoubrieva

daxc [ Fax

Homep Ha paspelenme 33 THProBUA Ha EAPO C MEAULIMHCKM
wanerms | Number of authorization/certificate for wholesale
trade with medical devices

IV-P-T/MU-764

Kon / Code
130868975

O6uwHa [/ Municipality
Cranuuna / Stolichna

Mowerckw ko / Postal code

Nouencka Kymua / PO box

Tenedor / Phone

02 9367079

E-mail / E-mail
nic@danspharma.com

aTa Ha pa3peleHne 33 ToProBHA HA EAPO C MEAVLIUHCKK
wagenus [ Date of authorization/certificate for wholesale trade
with medical devices

23/11/2011

OBLLW MEANLMHCKA JAHHW 3A U3AENMUETO / GENERAL MEDICAL INFORMATION ABOUT THE DEVICE

KaTeropus Ha MeAVLIMHCKOTO uaaenve / Category of the medical device

06 - YK BUTPO AMArHOCTUYHM K3aenus / In vitro diagnostic devices

Puck xacudukarop / Risk clasification
Wagenus ot apyru rpynm (IVD others) / IVD others
AxaToMUuHa rpyna / Anatomical group

Pa3nm / Various

Tun koa / Code type
GMDN

{eHepuura rpyna / Generic group

/

Vime [ Name

SimulTRAC B12/ Folate RRA / SimulTRAC B12/ Folate RRA

https://meddev.bda.bg/bg/request_md_details/41442

CroiocT Ha koa / Code value

31349

Mopen / Model

/

AnTepHaTusHo uMe [ Atematis

2=

Buramin B12/ pomvesa kucen

31.7.2018 1.
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OMUCAHUE HA MEIMLIMHCKOTO U3AENME / DESCRIPTION OF THE MEDICAL DEVICE

Cucras [ Ingredient Bua Ha MaTepuana / Material type
Habop /

Bpoit nagenus B eaHa onakoeka / Number in one package FonemuHa [/ Volume

1 100 TecTa/ onakoska / 100 tests/ pack
Pa3smep / Size Terno / Weight
/ /

Creundmunn o3rauenms | Specific indications
1251, 57Co / 1251, 57Co
XapaxkTepucTukm / Characteristics

Crepunmoc / Sterility

Mamepsauw / Measuring

Jlexapcrseno sewiectso / Drug substance

MaTepuan oT XMBOTMHCKM NpoMaxoa / Material of animal origin
Aomawro npeanucaqve / Domestic prescription

Bormuano npeanucanve / Hospital prescription

NPEAHASHAYEHO AEWCTBUE, ONPEAENEHO OT NPOW3BOAMTES / INTENDED ACTION BY THE MANUFACTURER

Npegra3Haqenue / Purpose Ycnosus Ha Coxpanenue / Storage conditions

KT 33 €AHOBPEMEHHO KOMUECTBEHO ONPEAENSIHE Ha BUTaMUH  2-8C /
B12 v donuesa KucenmHa B CEpyM K rnasMa upes
paguonMyHaranus. /

Ynotpe6a / Usage ’ Apyru / Others
Enrokpatha ynoTpeSa / Single use /
KaTanoxex Homep / Number in catalog

068257117

NPUHALNEXHOCTH, KOHCYMATUBK / ACCESSORIES, CONSUMABLES

NpuraanexHocTH, KoHCyMaTuBewM [/ Accessories, consumables

OBLUW THPFOBCKI AAHHN / GENERAL TRADE INFORMATION

Homep Ha perucTpaums B AN unm yseaomnerse ao AN / Pata Ha perucTpaumst 8 UAN unu yeepomnenme ao MAN / BDA
BDA registration number registration date

[ata Ka fyckane Ha nasapa B Penybnvka Bunrapus / Release  [lata Ha npexpaTsisake Ha paspewenne/yaocTosepeHme 3a
date for the market in Republic Bulgaria Thprosua € MEAULIMHCKY naaenus / Date of termination of the
permit / certificate of trade in medical devices

MNpogaxa uena ¢ AAC (BGN) / Selling price with VAT (BGN) NMposaxaa ueqa ¢ AAC (EUR) / Selling price with VAT (EUR)

1177.44 600.73

Homep Ha CE ceprudmkar / CE certificate number Aata Ha uatwyare Ha CE cepudnkar / CE certificate
. expiration date

Beuuku npasa 3anaseqn © 2018 U3MB/IHUTESNHA ATEHLWSA MO NEKAPCTBATA

BG051PO001-6.2.14 "Cbanasare HA £NEKTPOHHA 6333 A3HHH HA MEAMUMHCKW W3AENKS, 3BNNALLAHW C OBLUECTBERY cpeacTsa”
NPOEKTELT Ce OChLILECTBABA C (HMHAHCOBATS NoAKpena Ha OnepaTueHa TNporpama "PasBuTHE HA YOBEWKW PECYPCH”, ChUHAHCUPaHA OT
EBponeiickus coumaneHs QoHA Ha EBPONENCKUS Chio3

=

EBPONEACKW COUMAMIEH ©OHA EBPONEACKH CHI03

https:/meddev.bda.bg/bg/request md_details/41442
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PEMNYBJ/INKA BBbJITAPUSA 0 e 0
U3anbnHUTEeNnHa areHUuA no nekapcreara
REPUBLIC OF BULGARIA

Bulgarian Drug Agency

/é/éi'/ff?/é/ Vi -06- 0%
0

J-P TAHHUEJA CIIACOBA
YIIPABUTEJ HA

+JAHC ®APMA” EOO/J

VI ,AHTYCTPHAJHA” Ne 11
BACUJIEB BU3HEC CI'PAJA, ET. 7
1202 TP. COQUSI

OTHOCHO: uckane ¢ Bx. Ne F1AJI-23700/05.06.2018 r. 3a npenocrassiHe Ha HHOOpMALHs
3a PerUCTpHpaHy JaHHK B M3nwiHuTenHaTa areHnus o nexkapcrsa (MAJI) u EUDAMED 3a
WHIHASHTH/TIOTEHIIHATHH WHIIMACHTH C MEIUIMHCKH H3JeIIAs

YBAJKAEMA [I-P CITACOBA,

B otrosop Ha Baire nckane ¢ ropenocoyeHust HoMep Bu yBezioMsaBaM CIEHOTO:

I[Ipu HampaBeHa cipaBka kbM fata 06.06.2018 r. ce ycraHoBH, 4€ IMpe3 IOCIENHHTE
mee romuau B HWAJI uw B EUDAMED | Hima peructpupaHn JaHHE 3a
MHIMASHTH/IOTeHIMATHH HHIMACHTH, KaKTO U 32 GIIOKHPaHH HIIH H3TEMICHH [apTHIH 33
CIICIHATE MJMIHMHCKY H3NIENHA C THPTOBCKH HMEHA  IPOM3BOMNTE/H:

Hamenoganne m MQMEHGRQ lpomssomwren | Kar. momep

. H3penuc SRIERAT : o SRR ST
fT 3 KIT Demeditec Diagnostics GmbH, Germany DE06100
fT4 KIT Demeditec Diagnostics GmbH, Germany DE07100
TSH ( 96-100 npo6u) KIT IRMA Demeditec Diagnostics GmbH, Germany DE15100
beta 2 microglobulin Demeditec Diagnostics GmbH, Germany IT1113

MP Biomedicals, LLC, Diagnostics ,

Vit B 12 + bonuesa kucenuHa Division, United States 068257117 -
anti TG antibody Demeditec Diagnostics GmbH, Germany DE47100
Ferritin KIT Demeditec Diagnostics GmbH, Germany DE34100

C yBaxeHHe,

JOIl. ACEHA CTOUMEHOBA, 1®

Hanvanumenen oupexmop

Codus 1303, yn. NamsH I'pyes N¢ 8, Ten.: (02) 8903 555, cakc: (02) 8903434
8, Damyan Gruev Str., 1303, Sofia, Bulgaria, tel + 359 2 8903555, fax: 4+ 359 2 8903434,
e-mail: bda@bda.bg
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Konformititserklirung / Declaration de Conformite /
Declaration of Conformity / Dichiarazione di Conformita

Wir / Nous / We / Noi

Name und Adresse der Firma: MP Biomedicals Germany GmbH
Nome + adresse de I'entreprise: Thiiringer Strafle 15

Name + address of manufacturer: D-37269 Eschwege

Nome + indirizzo della ditta: Germany

erkldren, dass das Medizinprodukt
déclarons que le dispositif médical
declare that the medical device
dichiariamo che il dispositivo medico

Name / nom / name / nome: = ANNEX |
Type / type ou modéle /type or model / tipo o modello:

Los- oder Serien-Nr. / no. de lot d"échantillons ou de

serie / lot or serial number / no. di lot o serie:

allen Anforderungen der Richtlinie 98/79/EG entspricht.

remplit toutes les exigences de la 98/79EG qui le concernait.

meets all the provisions of the Directive 98/79EEC which apply to him.
adempi tutte le esigenze della Direttiva 98/79EG che lo riguardano.

Konformitatsbewertungsverfahren: EG-Konformitétserkldrung 98/79/EG, Anhang Ill
Procédure d'évaluation de la conformité:

Conformity assessment procedure:

Procedimento d'evaluazione della conformita:

u)oj MQW}D |

Daniel Weissbart, Phd
Product Specialist

Eschwege, 07.01.2021

pk010607




TER

Product Cat. no. Registration no.

SIMUITRAC® B,,/Folate - SNB

SCol") RRA kit 06B-257117 - 06B-264806 DE/CA30/ HE - 0030 - 10148 - 000
pk010607
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CepmcpMKaT

Cepmcb_fnﬂmpau;oro TANO Ha :
TUV Rheinlahq Product Safety GmbH

C HacTosweTo ceptudnumpar, ye opraHusauusTa

MP Biomedicals, LLC
Diagnostic Division
29525 Fountain Parkway
Solgn OH 44139

i1 CALY

UM3 ycTaHoBeHa u npunara cucrema 3a KOHTPON Ha KayecTsoTo 3a MeaLMHCKN u3nenus
3a cnegHaTa o6nacr:

Npoekrtupane n Paspa6orsane, npomssoacreo u ANCTPpUbyTHpaHe Ha un BUTpO
ANAarHoCTU4YHK TecT KuToBe 32 CHIOKPHHEH H HEOHATAJIeH aHaH3
L. w
"(BUX IpHKaveHus haitn 3a AOIBIIHUTEHO BKIIOYEHH MecTa)
i .
o

Haneno e AOKa3aT€HCTBO, Y€ M3MCKBaHUSITa Ha

EN ISO 13485:2003 + AC:2007

Ca U3NbJIHEeH!. Cucremara 33 KOHTPON Ha KayecrBoTo e obekT Ha roauwHo Ha6mo.qu|4e.

PerMCTbéﬁMOHeH N? Ha cepTudukara: SX 60025892 0001

N? Ha u3BbpWeHUs oauT: 30991115 00'1;

/i—ﬁ
\

To3u ceptudukar e BanuaeH po: 30.09.2019

’

Jloro Ha zZLC Ceptuduuupawo Tano
.. Nevar Ha TUV Rheinland / He ce Yere /
Noanuc / He ce yere /
Ap. X. Nyaeman (Dr. H. Ludeman)

fata 01.10.2016
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ZERTIFIKAT ¢ CERTIFICATE o

C E R T l F I C A T E Product Service
No. Q1N 14 07 68207 025
Holder of Certificate: MP Biomedicals Asia Pacific Pte Ltd
2 Pioneer Place
Singapore 627885
SINGAPORE
Facility(ies): MP Biomedicals Asia Pacific Pte Ltd
2 Pioneer Place, Singapore 627885, SINGAPORE 0/\

Certification Mark:

. ENISO 12485

N
Scope of Certificate: Design, Producuénj Storag T
Distribution of In-vitro Diagr stics o
for the detection of infectiou Jiseases
and pregnancy;
Distribution of Western Blot and ELISA
Instruments;
Production and Purification of Antigen
and Protein

Applied EN ISO 13485:2012 + AC:2012
Standard(s): Medical devices - Quality management systems -
Requirements for reguiatory purposes
(ISO 13485:2003 + Cor. 1:2009)
DIN EN 1SO 13485:2012

The Certification Body of TUV SUD Product Service GmbH certifies that the company mentioned
above has established and is maintaining a quality management system, which meets the
requirements of the listed standard(s). See also notes overleaf.

Report No.: 8017068/RA/2014
Valid from: 2016-10-01 o
Valid until: 2019-09-30

H-&

Hans-Heiner Junker

Date, 2016-10-01

1 of
Page 1 of 1 (( DAKKS

Deutsche
Akkreditierungsstelle
0-ZM-11321-01-00

P ‘ ®
TUV SUD Product Service GmbH - Zertifizierstelle - Rid) 80333 Minchen - Germgny TV
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UHeTpykuyma 3a ynotpeba
SimulTRAC-SNB

Komnnexr 3a PaaunoakTueHocT Butamun B12 [57Co] / donar [1250]

MHdopmauus 3a NOAAPBIKKA U TeXHUYeCKa UHbOpPMaums morar A3 65437 nonyueny s MecTHuTe odpuck Ha
MP Biomedicals. .

SimulTRAC-SNB KUT BUTAMUH B12 [57Co] / FOLATE [125]]

3a eaHOBpPEeMeHHO KonuuecrseHo onpeaensHe Ha BUTamuH B12 u ponuesa KucenunHa 8 cepym u npasma.

l. PE3IOME Un OBACHEHUE HA TECTA:
Butamun B12 u HegocTUrbT Ha donatu ca gge or TPUTE XpaHnTeNHm BewecTsa, Auncara Ha KonTo Bogu o
aHemun npu yoseka, Tpetoto e Anncata Ha xensso. feduuutor Ha donuesa kucenuua (bonuesa

(TOMawHo yspexaaHe, upesHu YBPeXAaHWA u BeretapuaHcTso. EavHcTBEHUTE 3HAYMMY XPaHUTeNHU
NPOAYKTU U3TOUHULUM Ha BUTaMUH B12 ca oT usoTUHCKM Npousxoa; cneposarenHo, uncro BeretapmaHcka
AveTa Wwe poseae B Kpaiina CMeTKa [0 Aeduumt Ha BUTamMuH B12, Mopdonornynure NPOMeHu Ha
KPBBHUTE KNETKM, CBLP3aHK AePUUMT Ha BuTamMuH B12, «ca Aeduunt Ha donunesa KncenuHa u
0npefensHeTo Ha cepymHoTo HUBO Ha Kobanamun. Heobxogumo e Aa ce onpepgenm ganu
Meranonnacrosara ce gbmxu Ha AeduumT Ha B12 unu donar unu u AsaTa 2,4,6-8,

I NPUHLUNN HA TECTA:
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KombuHupaHa dopma. PopmaTta Ha NTEPOUArNYTamoBaTa KucenuHa ot ¢ponaT (PGA) ce usnonssa Kato
CTaHAAPTEH M NpocneaABaly areHT 8 MHKybaumoHHa cmec npum pH 9.5.

Mpn ToBa pH Ha cBbp3BaHe, KakTo B 5-metunTteTpaxuapodonuesata kucenmHa (MTOA) 8 npobara Ha
naumeHTa, Taka ¥ PGA B CTaHAApPTUTE UMAT eAHaKbB aPUMHMTET KbM CBHP3BALLOTO BELECTBO 33 MAAKO.
JBsata mapkepa, [57Co] 3a sButamuH B12 u [1251] 3a ponaTt, nponssexAaT eHeprua Ha H1MBa, KOUTO mMoraT
necHo Aa 6baaT pasgeneHn OT MHOrO Tbproscki ABykaHanHu 6Gposun. Komnaektot MP Biomedicals
SimulTRAC-SNB u3non3sa npeuncreH BbTpeweH ¢akTop. R NpoTenHbT, KOWTO UM BUCOK adUHUTET KbM
kobanamuH (BuTamue B12) uma 2 aHanosu B YOBELWIKATa Naasma, KOUTO MoraT ga 6baat ¢pusnuyecku
pasaeneHu upe3 apuHUTETHA XpomaTorpadua. Mpu oTcTpaHasBaHe Ha R NPOTEUH Camo NPeyYUcTeH NPUChbL,
¢dakTop e Hanuue 3a CBbp3BaHe; Tbi Kato e cneuuduyHo 3a kobanamul, a "nctuHckara" CTOMHOCT Ha
kobanamuHa ce usmepsa 9,10. U npeuncteH npucsw, pakTop, U GoAMEBO CBLP3BAWO BELLECTBO Ca
KOBaNeHTHO CBbP3aHK C TBbPAA NoAnoXKKa. B Tasu npoueaypa MP Biomedicals, enaorenHute cepymnu
CBbp3BalLM BELECTBAa KaKTO 3a ButamuH B12, Taka u 3a sutamuH B12 donat ce paspywasat cnep
MHKyOUpaHe C ANTUOTPENTON B NPOAb/HKEHUE HA 15 MUHYTH ype3 10-MUHYTHA peakuua Ha eKkcTpaKuma
npm ankanHo pH (12-13). ToBa npemaxBa HeobxoAWMOCTTa OT HarpasaHe Ha npobata npu 100 ° C. 3a aa
NOTBbLPAUTE HEAOCTUrA HA HONNEBA KUCENINHA, TO3N KOMNNEKT MOXKE CbLLO Aa Ce U3NON3Ba 3a u3MepBaHe
Ha $o/MeBa KUCENNHA OT YePBEHU KNETKMU.

il. PEAKTUBM:

3a in vitro auarHocTMuHa ynotpeba

A. SimulTRAC-SNB pasTsop Ha auTnotpeunton, DTT KaTanoxeHn @ 06B229253.

CbAbPKa AMTMOTPenToNn BLB docdateH Gydep cbe ctabunusatop. > 10 mb / ¢nakoH. eguH dnakon/
komnaekt 100 Tpbbu, 2 pnakoHa / komnaekt 200 Tpubu. CohxparneHue: Oxnagete npu 2-8 ° C; aa ce nasu
NABTHO 3aTBOpeH. CTabunHocT: Cheaete AaTata Ha M3TUYAHE Ha CPOKA Ha FOAHOCT Ha daakoHa.

B. SimulTRAC-SNB sutamuH B12 / dponar tpakep, 1251 TRACER

KatanoxeH @ 06B257133. bytunkata coabpa <1,5 uCi (55,5 kBq) [57Co] Butamun B12 u <3 uCi (111 kBq)
[1251] ponaT B 6opaTteH Bydep ¢ YoBeW KN cepyMeH anbymuH *, AeKCTPpaH, Kanues UnaHua, eHAOreHHo
cBbP38aLLO BelecTso, 6arpuno v KoHcepsaHt. O6em:> 10 mL / 6ytunka. Eaun komnnekt 6ytunkn / 100
TpB6M, 2 6yTUAKK / KomnaekT 200 Tpbbu. CoxpaHenue: Oxnagere npu 2-8 ° C; npeanassaitte oT cunHa
cBeTANHa.

CrabunHocT: OTHeceTe ce KbM AaTaTa Ha W3TUYAHE Ha CPOKa Ha roaHoCT Ha ByTunkara.

PaboTeH pa3TBop Ha Tracer / DTT, MoaroTtoska: [lobaseTe CbAbPIKaHETO Ha eAuH dbnakoH oT pasTeop Ha
AUTNOTPENTON Kbm eaHa ByTunka BuTamuH B12

C. SimulTRAC-SNB Binder, BINDER KatanoxeH No. 06B257150. Coabprka npeuncreHu Gonuesa KUcemHa
CBbP3BALLO BEWECTBO OT FOBEXA0 MARKO U NPEYUCTEH BBTPELLEH GAKTOP Ha CBUHETE, CBbP3aH C TBbPAS
noasioxka 8 6opaten Gydep ¢ HaTpues xnopua, 60a u koHcepsaHT. > 100 mL / 6ytTnnka. Eaun Komnnekt
Gytunku / 100 Tpubu, 2 Gytuakm / komnnekr 200 Tpbbu. [la ce MuKcnpa eHepruiHo nNpeaw ynotpeba.
CvxpaHeHue: Oxnagete npu 2-8 ° C. CrabunHocr: suxTe

JaTa Ha M3TMHaHE Ha CPOKa Ha FoAHOCT BbpXy ByTnakara.

D. SimulTRAC-SNB npa3seH peareHT, REAG BLANK KatanoxeH No. 06B254975,
CbabPXKa TBbpAA noanoxkka 6e3 CBbp3salo BeuwiecTeo, dopmynupaHa Ha cbuwara Tebpaa Pasa
KOHUEHTPaLMA KaTo CBbP3BaLIo BewecTso, B 6opateH Gydep c HaTpues xnopua, 6arpuno u KOHcepeaHTk
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O6em:> 8 mL / Bymunka. Equn komnaext 6yTunkmn / 100 TPB6M, UM aBa Komnnekra ByTunku / komnnexr
200 Tpb6u. CoxpaHenue: Oxnagete npu 2-8°C. CrabunHoct: sukte
AaTa Ha U3TMYaHe Ha cpoka Ha FOAHOCT BLpxy GyTUnKaTa.

E. SimulTRAC-SNB Butamun B12 / Ponathu Crangaptu A-F, STD 1-6 Buramun B12 (LmaHouo6anaMMH) 7]
donuesa kucenmna (PGA) 8 60paTten 6ydep c yosewku cepym anbymun *, HaTpues xnopug, crabunusartop
W KoHcepBaHTW. EpuH dnakoH Bceku CTaHaapT / komnnexr. CbxpaHerue: Oxnapgere npn 2-8 ° C;
NPeANaseaiiTe OT cMHa CBeTAUHA,

CrabunHoct: O6vbpHere ce KbM AaTuTe Ha UsTUYaHe Ha cpoka Ha FoAHOCT Ha daakoHuTe.,

BHUMAHME: N36arsaiite KoHTakT ¢ ouunTe, KOXaTa u Apexute. Bzemere noaxoAaawm npeanasHu MepKu
pu nuneTupaxe Ha Tosm pearenr.

NPEAYNPEXAEHUE: YBepere ce, ye He cTe cnocobHu ga npepagere nHperyua: N3xopHuaT Marepuan, or
KOMTO e nonyyeH Tosn NPOAYKT, e AoKa3aHo HepeakTueeH 3a HBsAg u OoTpuuateneH 3a Hiv aHTuTena,
KOraTo ce Tectsa c iMueHsupamm peareHTH.

Heussecren metopg 3a U3NUTBaHe Moxe Aa npeanomm yBepeHue, ye npoaykTuTe, nosyYeHu oT yoseluka
KPbB HAMA A3 6bAar 3apasHu. B, CDC / NIH Buonoruyna 6e3sonacHocr 8 MUKpPOBUOAOrUUHN
MUKPOBMOAOrMYHM yenoBun

BuomeauumHcka naboparopHa ny6ankauus (HHS nybnnkayma No. [CDC] 84-8395).

IV. PAQUOAKTUBEH MATEPMAN

afeksatHa sawura. Notpe6utensr Cé oTHaca Ao PwvkoBoacTsBo Ne 92 Ha HauuoHanHoTo 60po no
CraHaapTute "BesonacHo Gopasene c PafuoakTusHu Bewecrsa" Materials ", U3naneH Ha 9 MapT 1964 r,,
PHKOBOAMTEN Ha AOKYMEHTUTE, warcku nevar Office, Washington, D.C. 20402. Cnepsa pesiome:

He sxxte, He nuiite, ne nyweTte v He npunaraiire KO3METUKa, KbAeTo ce W3nonssar PaAMOaKTUBHM
matepuanu! He nunetupaiite PaAuoakTMBHN pasTBOpU npes ycTata. U3barsaiite aupekten KOHTaKT ¢
BCUYKM PapMOaKTUBHU maTepuanu, U3M0/13BalKM 3aMTHU npeameTn Kato nabopatopHu nanta u
Pbkasnum 3a eaHoKpaTHa ynoTpe6a. Tpabsa pa ce ussvpwsa uanata paguaunorHa pa6ora s onpeaeneHa
30Ha Aaneu ot Tpaduka. PagmoaktueHuTe Matepuanu vpabsa na ce coxpaHaBar B TEXHUTE OPUrNH> - o~

L
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KOHTeilHepn 8 onpegeneHa 30Ha. Peructbp 3a nonydvaBaHe u usxBbprsHe Ha AaHHU OT BCUYKM
PaAn0aKTUBHI maTepuanu Tpabea Aa ce cuxpaHasa. labopaTopHo obopyasaHe 1 cTbKNapus, Koo ca
noANeXalli Ha 3ambpcaBaHe, TpAGBaA Aa ce OTAENAT, 33 Aa ce NPeAoTBpaTH KPBLCTOCAHO 3aMbPCABaHE Ha
Pasiniku paanuonsoTonu. BCHYKM PafiMoaKTUBHU pasnven TpaGsa Aa ce obpabotar HesabasHO B
CbOTBETCTBUE C YCTAHOBEHW NpoLEeAypPU. Bcuuku pagmoakTUshm marepuanu tpabsa aa ce MaxebLpAAT B
CbOTBETCTBME C NPe06/iafaBalLUTe PErNaMeHTU U HACOKU Ha areHLunTe, KOUTO UMAT IOPUCAUKLMA Hag,
nabopatopuaTa. HeioHusupanure KOHTe/iHepu moraT ga 6baaT M3XBLPAAHYU NPU HepagMoakTUBHU
0TNaAbUM, NPK YC0BME Ye Ca eTUKETUPAHU M eTUKETMPAHETO He e HapyuweHo.

G. ObopyasaHe U peareHTH, KOMTO ca Heobxoaumm, HO He Ca NPeOCTaBEHM B KOMN/IEKTa:
lpagyvpana cTokneHa Tpv6a, 5 wam 10 mL unu €BakyupaHa cTbkneHa enpyseTtka, coabpxcawa EDTA, 7
mnn 10 mL.

Tpbvbu ot noaunponunen nnu nonuctuper (12 x 75 mm), 3a eaHOKpaTHa ynotpeba.

PadT 3a enpyseTku. A

BcAka nonyasTomaTtuyHa nunerta tMn ¢ BbpxoseTe 3a eAHOKpaTHa ynotpe6ba, cnocobHu aa soctasaT 100
uL, 200 ul n 1.0 mL.

Vortex mukcep.

UeHTpodyra, cnocobHa aa nocturke RCF Haii-manko 1000 x g.

Fama 6posy 3a usmepsaHe Ha [1251] u [57Co] eaHoBpemeHHO Mnu nocneaosatesiHO ¢ perynupyemu
HacTpoiikn Ha 6posya, cnocobHu aa pasgenat geata 6poa cnektpm.

3. NonbnHuTtenHo o6opyaBaHe M peareHTH, U3UCKBAHM 33 aHANU3 Ha donunesa kuceauHa ot yepsem
KAETKN:

- AckopbuHosa kucenuHa, MP Biomedicals, kaTanoxeH @ 06B259110.

- Mukpo-xemaTokpuTHa ueHTpodyra.

- Kanunaphu enpyeetku ¢ mukpo-xematokpur / XenapuHU3npaHu.

- [lbpXKay 3a 3aneyaTBaHe M HOCEHE Ha MUKPOKaNUTaNHM TPL6U.

IV. CbBUPAHE HA NPOBU:

Mpobute Tpabsa ga 6vaar CvBpaHu OT xopa Ha FafHo, Tbit KaTo HEOTAABHALWHOTO NpUeMaHe Ha XxpaHa
MOXe Aa NosBUWMK HUBOTO Ha GONMEBA KUCENMHA 3HAYUTENHO. Naboparopuara tpabea aa 6vae
YBEAOMEHA 33 Bb3MOXKHATa PaAMOaKTUBHOCT B Npobara.

Npobure He Tpa6Ba aa ce cbbupar npn Hanuume Ha acKopbUHOBA KMCENUHa WAU BbLB BUCOKM
KOHUEHTpauMmn Ha payopua, Toii KaTo BCEKU OT Tesu £ABa aréHTa usrnex<aa paspywasa BUTamuH B12.

He nsnonssaitte xemonusupanu npobu 3a CepyMHU nan nnasmeHu tectose.

A. Mpuroteaxe Ha npoba 3a aHanu3:
1. Cepym nnu nnasma

Cvbepete KpbBTa B 5 am 10 mL €BaKyMpaHa CcTbkeHa Tpbba. Ako Uma cepym aa ce cvbepe, na ce cucupsa
KPbBTa npy CTaitHa Temnepatypa 8 3aTBopeHa Tpv6a 3a 30-60 MWHYTU. U3nonssaiite EDTA, aKo xenaere
nnasma aHanus. LleHTpodyrupaiite B npoabmxkeHue Ha 10 MUHYTU U cbbupaitte cepyma unu nnasmara.
2. XeMonu3aT OT uAna KpbB (3a aHanM3 Ha GoAMEeBa KMCeNUHa OT YEepBEHU KNETKH)

CvbepeTe kpbBTa B 7 mL rpagyupaHa cTbKeHa enpyseTKa, CbabpKaula EDTA.
Onpepaenete v 3anuweTe cTOWHOCTTa Ha XematoKpura.
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fo6asete 100 pL Ao06pe cycneHampana KPbB KbM 2 mL npacHo npuroteeHu 0.2% pa3Teop Ha ackopbuHosa
KucenuHa (terno / o6em). Tosa e Paspexaane 1:21. CMecBa ce Ype3 MHBEPCUA HAKONKO NbTU; n3barsaiite
nAHa. Heka xemonusara pa crom npu +20 ao + 25 ° C 8 npogbMKeHue Ha 60 B0 90 MUHYTH Nnpeam aHanusa.
3awurere OT cBETAMHA Npes Tosa Bpeme.

B. Aocraska Ha eK3emniapu:
BHumaTenHo onakosaHu cepym 1 nnasma Tpabsa Aa 6vaar nsnparenu u NONYYEHU 3amMpa3eHn.

C. CvxpaHeHue Ha npobuTe:

CobxpaHasaiite npobute npeam aHanus Npu 2-8 ° C. AKO ce OMaKBa CKNaaMpaHeTo A3 Hapsuwm 4 yaca,
npobara Tpabsa aa ce CbXpaHasa npu -20 ° C unm no-HUCKa Temneparypa. Npobute ca crabunnu 3a 6-8
CEAMMUM NP Ta3n TemnepaTypa. He coxpaHaBsalite Bbe dpusepu 3a fa usbernere NOBTOPHO 3aMpasaBaHe
U pa3mpasnBaHe.

NMPOUELYPA:

AKO 6poAYbT MMma ABa MAM noseue KaHana, Ton Tpabsa aa 6vge KanubpupaH ga otuuta [1251] 8 egun
KaHan u [57Co] 8 apyr kaHan. Ako 6posybT MMa eanH Kawan, Tpabea pa 6bae HacTpoeH Taka ue
PasnnyYHUTE HACTPOIKK Ha GPoAYNTE Aa OTUUTAT €AMH M30TON B AafeH MOMeHT. B nocneaHua cayvaii, we
Tpabsa aa npe6poute enpyseTtkute ABa NbTH, cneq Kato Hactpoute 6poay 3a [1251] u nonyvyasaHe Ha
donuesarta kpnsa u aaHHuTe oT “3BapkaTa, cnep Tosa 3apasate Ha 6poay 3a [57Co], 3a aa ce nonyun
KpuBata Ha BuTamuH B12 n gaHHUTe OT u3BapKaTa. Bcuuku peakTueu u npobute tpabea ga Gvaar
AbpXakW Ha cTaltHa TemnepaTypa npeau ynorpe6a. Cnassaiite NpenopvyaHata TemnepatypaTta Ha
CbXpaHeHue caep ynotpeba. He nanonssaiite Apyru peareHTy, ocsen Te3u, NpeABUAEHN B TO3U KOHKpeTeH
KomnnexT. Butamun B12 u ponatute ca UyBCTBUTENHM KbM CBETAUHA W TpAbBa Aa 6bAaT UNOKEHU Ha
Bb3AeicTBME CcamO OT AudysHara CBETANHA, 33 BBL3IMOXHO Ha-KpaTbK nepuoa  oT Bpeme.
NpenopbuntenHo e pga ce BHUMaBa enpyBeTKUTe 33 aHa/M3 MO BPEME Ha eTanuTe Ha eKCTpakuma u
CBbp3BaHe. B creABama NPoToKoN ce NpenopbYea Aa ce U3NbAHABAT CTaHAAPTHUTE TOYKU ABYKPATHO.
Mpobute or naumenTa Tpabsa aa 6baaT TecTBaHN B ABa €K3EMNAADA U NPUFOTBAHETO Ha CTaHAapPTHaTa
KpuBa U KAMHWYHUTE onpeaenaHna TpA6Ba Aa ce nposemaar €AHOBpEMEHHO. KOHTponHuTe cepymu
TpsibBa aa ce nyckaT e4HOBPEMEHHO C nayneHTckuTe npobu.

A. TlpuroTsaHe Ha peareHTa:

1. Ako eauH dnakoH ¢ npocnessBsaly enemeHT moxe Aa ce u3nonsea 8 pamkute Ha 30 auu, nobasere
CbABPKAHUETO Ha eAuH GNakoH oT DTT KbM Hero. AKO GpAaKOHBT ¢ npocnegasaw enement Tpabea ga

Ad C€ U3non3sa 3a nepnoa, No-Auabr o 30 AHK, Creasaiite yKasaHUATa no-gony.

2. PaBHu Konmyectea (100 L Bcaka) Ha Tpak u Antnotpeutona (DTT) ca so6aseHu 8 enpysertka 3a ananus.
CmeceTe mapkepa U autuoTpeutona ot 1 Ao 1 n u3nonssaitte 200 ul / enpysetka. AnTepHaTHsHO,
mapkepwsT u DTT morat ga ce nunetupat otaentHo, 100 HL / Tpvba oT BCAKa, KaTo Nbpseo ce nuneTtupa
NPOCNEAABALIOTO YCTPOICTBO, NOCAEABAHO OT AUTMOTPENTON.

b. Npoueaypa 3a aHanus:
1. Bpoit 16 Tpb6M 3a cTaHAapTUTe. 3anoyBaitkm ¢ 17, Homep aBe TpbOM 33 BCAKA KAMHUYHA npoba.

2. lobaseTe CTaHAAPTU U KAMHNYHK NPOGY B CLOTBETCTBUE € OYePTaHUATa, KOUTO crepear.

3. flo6asete 200 pL paGoteH pastsop Ha Tracer / DTT pa3teop (peareHT B1) kbM BCMYKM enpyBeTKK
BKAOYUTENHO TPpb6UTe Total Count (1 u 2). Vortex.
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4. UnkyBupaitte B NPOAbNKEHNE Ha 15 MuHyTH NpH cTaiiHa Temnepatypa. (18-25 ° C)

6. NHky6upaiire 8 npoav/KeHne Ha 10 munyTi npu ctaiHa Témnepatypa. (18-25 ° C)

7. Pasmecete Aobpe 6ytunkara SimulTRAC-SNB Blank Reagent. lo6aeu 1000 KL npaseH pearenTt 8
enpysetku 3 u 4.

8. Pa3bvpkaiite Aobpe 6ytunkara SimulTRAC-SNB Binder. BHuManue: Tpabsa pa ce PasTupcu eHeprumo.
Jobasere 1000 UL cBbp3Baulo BELIECTBO Kbm enpyseTKuTe 5-16 1 BCUYKK TPB6UM 33 Npo6u. Vortex.

9. Unkybupaiite eénpysetkure 3-16 u Bcuykn Tpb6K 33 npobu npu craitHa TEMNepatypa (18 - 25 °© C)s

NPOAb/KEHME Ha 60 MUHYTH OT BpemeTo Ha nocneaHoTo npubasave Ha CBbP3BALLOTO BeweCTBO.

Mokpwuiite kyTuaTa c Tpv6u ¢ anymuxuneso donuo, 3a aa 3knlounTe cBeTAMHaTa MM aa A 334bPKUTE Ha

10. LUeHTpodyrupaiire Hait-manko 1000 x 833 10 MuHyTY, 33 npeAanoynTaHe Ha cTyaeHo. _
11. BHumartenHo AeKaHTUpaiiTe U usxebpnere CynepHataHTata. lpemaxsaHeTo Ha nocnepHata Kanka

N3YNCNABAHE HA PE3YNTATUTE:

A. CepymeH nnu nnasmen Butamun B12 u donar

Kpusara u croitHoctute Ha BUTaMuH B12 ce u3uucnasaTt Bb3 OCHOBa Ha AaHHuTe, nonyyeHu or
npe6ponasate [57Co]; donuesara kpusa u CTOMHOCTUTE Ce U3YnCNABaT oT [1251] e oT 3HaueHue.

1. CpeaHo croitHocTUTE, YCTaHoBEHM B enpyseTkute 3 u 4, "npasHu" Tpuéu. Ussaxgam "Mpasen" or
BCUYKM Apyru 6poiikn Ha Tpu6M, 33 A3 NONlyuuTe KOPMIMpPaHOTO KonuuecTso. Usnonssaiite camo
KOPUTMPaHUTE CYMU B U34YUCNEHUAT], 3ABENEMKA: YcTpoicTeoTo Ha BpemeTo Tpabea Aa 6vae nocros HHO
3a BCUYKKM npebpoeHu Tpv6y.

Aa AajeTe NoABbP3aHOCTT]A 33 cnepeHe, Bo. Tasu croitHoceT Tpabsea ga 6vae no-ronama or 35%.

4. Pasgenete kopurupamure CTOMHOCTM 3a BCAKa enpyBeTka cvC cpeaHo Kopurupanute CTOHOCTH
npebpossa ce 3a enpyseTkuTe 5 6, 3a pa ce nonyun% or Cnenata 3a scAka Tpwbba.

5. CTaHpapTHaTa Kpusa mose Aa 6vae rpaduuHa, Kakto ctneasa: Usnonssaiiku logit-log xaprus,
3avepraiTe% ot Trace Binding karo opguHaTa CnpAmo pg / mL sutamun B12 mau ng / mL ¢onar CTaHpapt
B NoraputmMuuHata ckana. TUNUYHMAT 6poit Ha paHHuTE U M3YUCNEHNAT % Ha cBbp3BaHe Ha
Npocneansawma KOMNOHEHT ca faseHu B Tabanua; craHgapTHuTe Kpusn, nsobparkeHmnara 3a Teay AaHHu,
€a nokasaHu Ha ¢urypa 1. B NPakTuKaTta, moxe Aa e npenopbuUTenHo Ad C€ HauepTae Bcaka cTangapTHa
KpUBa OTAENHO 3a ga nsberHere €BeHTyaNHo o6bpKBaHe.

6. KoHueHTpauusta Ha BUTaMuH B12 uau ¢onar s cepyma unu nnasmara e onpeaeneHa upes
UHTEpRoNaumnA oT cTaHAapTHaTa Kpusa Ha % oT Trace

Csbp3sane cpewy unm pg / mL sutamun B12 uau ng / mL ¢onar.

OrPAHUYEHUA HA NPOLIEAYPATA:
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A. Metogonorusra 3a pa,n,uoéKTMBHo onpefensHe CbABPKAHWMETO Ha BUTAMUH B12 B nauyueHTCKM
npoburte monke Aa ocUrypu CToiHOCTH 3a nonynauun ¢ puck, pasMyeH oOT CTOHOCTUTE NONyYeHU Ypes
U3no/a3BaHe Ha cneuudpuyHa MMKPOBUONOTMUHE METOR0NOTUA, Thil KATO BCAKA OT TAX UMa CBOS cobcreeH
pedepeHTeH AMana3oH.
b. MoHakora ce cbobujasar 3a UHeHaABaLW NOBMILEHN CEPYMHM pe3ynTatv oT BUTaMUH B12 C HAKOAKO
TMna "No Boil" Tectose.11,12 CboblueHo e, ye Tesu pe3yntatu moxe Aa Ce Ab/KAT Ha NPUCHLCTBMETO B
npo6ara Ha aHTUTeNa, 6AOKMPaLLYM aHTU-BBTPEWHMS $aKTop MM eHaoreHHM CBbP3BALLM BEWECTBA KbM
BUTaMMH B12, KOUTO moraT Aa 6bAAT HEHAMbAHO AEaKTUBUPAHM OT afKaNHUTE peareHTV 3a geHaTypauus.
12 Bbnpekun ye T03u BMA HECLOTBETCTBME Ce NOSBABA PAAKO, pe3yntature, NnonyvyeHu ¢ aHaamaute "No
Boil”, Tpabea aa ce uHTepnpetupar c BHUMaHue; KbAeTO e ymecTHo, pe3ynTateT "No Boil" moxe aa 6vae
NOTBBLPAEH OT anTepHaTuseH meToA "Boil" (MP Biomedicals katanoxen @ 06B254819). MNpw pasmuHasaHe
Ha PE3YNTATUTE C KNIMHWYHN HAXOAKN UK BnevaTaeHUa TPa6Ba Aa ce HaNPaBK KNMHUYHA NpeLeHKa U
M3BBbPLIEHa AONBAHUTENHA OLEHKaA.
B. TouHoTo u3nonssaHe Ha komnaekta SimulTRAC 3aBucH OT CNOCOGHOCTTA 33 rama npoTuBogeiicTsne Ha
ANCKpUMUHALMATA MexAay Ae3uHTerpaumaTa Ha [1251] n [57Co]. Windows Tpabsa aa ce HacTpou Taka, ye
Aa NM3a MUHUMaNHA cMyleHuna oT [57Co] B kaHana [1251] u o6paTHo.
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SimulTRAC-SNB RADIOASSAY KIT VITAMIN B,, [FCo)/FOLATE [*1)

For the Simultaneous Quantitative Determination of Vitamin B,, and Folate in Serum
and Plasma,

L

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST:
Vitamin B, and folate deficiencies are two of the three unequivocal nutritional anemias
of man, the third being that due to lack of iron'.

Folate {folic acid) deficiency is present in about one-third of all pregnant women, the
vast majority of alcoholics, the majority of people who eat a diet devoid of raw fruits

deficiency*,

Vitamin B, is essential for normal folic acid metabolism. It is advisable to determing
serum vitamin B,, and red cell folate in addition to serum folate to ascertain that the
di Is is folate defici Y, for which the proper treatment is folic acid. A low red
cail folate can also mean that the patient has primary vitamin B,, deficiency, biocking

Vitamin B,, deficiency is most frequently associated with pernicious anemia, gastric
damage, intestinal damage and pure vegetarianism. The only significant dietary
sources of vitamin B,, are of animal origin; therefore, a purely vegetarian diet will
eventually lead to vitamin B,, deficiency.

Morphologic alterations of the blood celis associated with vitamin 8,, deficiency are
also produced by folic acid deficiency, and determination of serum cobalamin level is
necessary to determine whether the magal is due to deficiency of B,, or
folate or both?4e9, )

PRINCIPLE OF THE TEST:

In competitive protein binding, the binder should have an equal affinity for the standard
and the substance which is present in the patient’s sample. The unlabeled vitamin B,,
or folate competes with its labeled species for the limited number of avaitable binding
sites on its specific binder, thus reducing the amount of labeled vitamin B, or folate
bound. Therefore, the level of radioactivity bound is inversely related to the
concentration in the patient sample or standard.

In the MP Biomedicals SimuITRAC-SNB Radioassay Kit, levels of vitamin B,, and
folate are determined simultaneously in a single tube. The vitamin B, and folate
tracers, binders and standards are supplied in combined form. The pteroylglu_tamic

sample and PGA in the standards have equal affinity for the mitk binder. The two
tracers, ["Co] for vitamin By and ['#] for folate, produce energies at levels which can
be easily separated by many commercial two-channel counters.

The MP Biomedicals SimulTRAC-SNB kit uses purified intrinsic factor. The R protein,
which has high affinity for cobalamin (vitamin B,,) analogues in human plasma, has

been physically removed by affinity chromatography. With the R protein removed, only
purified intrinsic factor is available for binding; because it is spacific tor cobalamin, a
"true” cobalamin valus is measured®", Both purified intrinsic tactor and folate binder
have been covalently linked to a solid support.

REAGENTS:
For in vitro diagnostic use

A SImulTRAC-SNB Dithiothreitol Solution, Catalog No. 068229253,
Contains Dithio_threi!pl in phosphate bufter with stabilizer. >10 mivial. One

tightly closed. Stablfity: 20 weeks from date of manufacture.
B. SImuiTRAC-SNB Vitamin B,/ Folate Tracer,
Catalog No. 068257133, A bottla contains <1 -5 uCi (55.5 kBa) ['Co] Vitamin
By, and <3 uCi (111 kBg) ['®I] folate in borate buffer with human serum
albumin®, dextran, Ppotassium cyanide, endogenous binder blocker, dye and
preservative. Volume: >10 mlbottle. One bottle/100 tube kit, 2 bottles/200
tube kit, Storage: Refrigerate at 2-8°C; protect from strong light. Stabillty:
Eight weeks from the date of manufacture.
1. Working Tracer/DTT Solution, Preparation: Add the contents of one
vial of Dithiothreitol Solution o one bottle of Vitamin B.,/Folate Tracer.
This volume is sufficient for 100 tubes. If the entire contents of one

one part of Dithiothrsitol Solution with one part of tracer. Storage:
Relrigerate at 2-8°C; protect from strong light. Stabllity: Thirty days
after preparation
C.  SImUITRAC-SNB Binder, Catalog No. 068257150, Contains
purified folate binder from bovine milk and purified porcine intrinsic factor
bound 1o a solid support in borate buffer with sodium chioride, dye and
preservative. >100 mi/botile. One bottle/ 100 tube kit, 2 bottles/200 tube kit.
Shake vigorously before use. Storage: Refrigerate at 2-8°C, Stability: 20
weeks from date of manufacture.

manufacture.

E. SImuITRAC-SNB Vitamin B,/ Folate Standards AF, [ 1-6]  vitamin
By, (cyanocobalamin) and Folic Acid (PGA) in borate buffer with human serum
albumin®, sodium chioride, stabilizer and preservatives. One vial each
standardikit. Storage: Refrigerate at 2.8°C; protect from strong light.
Stability: 32 weeks from date of manufacture.




[Concentration - Vitamin B,; | Goncentration - Folc Acid
htandard Cat. No. {Volume pg/mL pmol/L ng/mb nmollL
A 068254851 | 6 mL 0 0 ] 0
8 068254860 | 3mL 100 74 1.0 23
C 068254878 | 3mL 200 148 20 45
D 068254886 | 3mL 400 296 4.0 9.1
E 068254916 | 3mL 1000 740 10.0 23
F 068254924 | 3mL 2000 1480 20.0 45

F.  Extracting Reagent, [REAG Catalog No. 068257176, contains 1.0N
sodium hydroxide with organic extracting enhancer and yeliow dye. Volume:
>10 mUbottle. One bottle /100 tube kit, 2 botties/200 tube kit. Storage:
Reirigerate at 2-8°C. Stability: 24 months from date of manufacture.

CAUTION: Avoid contact with eyes, skin and clothing. Take appropriale
safety precautions when pipetting this reagent,

“WARNING: HANDLE AS IF CAPABLE OF TRANSMITTING INFECTION:
Source material from which this product was derived was found nonreactive
for HBsAg and negative for HIV antibody when tested with licensed reagents.
No known test method can offer assurance that products derived from human
blood will not be infectious. Refer to CDC/NIH Biosatety in Microbiological and
Biomedical Lab ies Publication (HHS Publication No. [CDC] 84-8395).

WARNING: CONTAINS
RADIOACTIVE MATERIAL

This MP Biomedicals Radioassay Kit contains <3 microcuries (111 kilobecquerels) of ['*l} and
<1.5 microcuries (55.5 kilobecquerels) of ["Co) per vial of tracer. This radioactive material
may be received, acquired, p d and used only by physicians, clinical laboratories or
hospitals and only for in vitre clinical or laboratory tests not involving internal or external
administration of the I, or the radiation therefrom, to human beings or animals. lts
receipt, acquisition, possession, use and transfer are subject to the regulations and a general
license of the U.S. Nuclear Regulatory Commission or a State with which the Commission has
entered into an agreement for the exercise of regulatory authority.

MP Biomedicals, LLC

Adherence to the basic rules of radiation safety should provide adequate protection. The user
is referred to National Bureau of Standards Handbook No. 92, "Safe Handling ot Radioactive
Materials", issued March 9, 1964, Superintendent of Documents, U.S. Government Printing
Office, Washington, D.C. 20402. A summary follows:

¢ Donot eat, drink, smoke or apply cosmetics where radioactive materials are used. ¢ Do not
pipet radioactive solutions by mouth. ¢ Avoid direct contact with all radioactive materials by
using protective articles such as lab coats and disposable gloves. ¢ All radiological work
should be done in a designated area away from traffic. ¢ Radioactive materials should be
stored in their original containers in a designated area. ¢ A record book for logging receipt
and disposal of all radioactive materials should be kept. ¢ Laboratory equipment and
glassware which are subject to contamination should be segregated to prevent cross-
contamination of different radioisotopes. ¢ Any radioactive spills should be taken care of
immediately in accordance with established procedures. ¢ All radioactive materials must be
disposed of in accordance with the pi iling regulations and guideli of the agencies
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holding jurisdiction over the laboratory. ¢ Uncontaminated containers may be discarded in
non-radioactive waste providing that fabels and labeling are defaced.

G. Equipment and Reagents Required but Not Provided in Kit:

Evacuated glass tube, 5 or 10 mL or Evacuated glass tube cantaining EDTA,
7 or 10 mL.

Polypropylene or polystyrene tubes (12 x 75 mm), disposable.
Test tube rack.

Any type semi-automatic pipette with disposable tips capable of delivering 100
L, 200 pL and 1.0 mL.

Vortex mixer.

Centrifuge capable of achieving an RCF of at least 1000 x g.

G counter for ing ['*I) and [7'Co] simultaneously or sequentially
with adjustabie counter settings capable of separating the two counting
spectra.

H. Additional Equipment and Reagents Required for Red Cell Folate Assay:
- Ascorbic acid, MP Bi , Catalog No. 068259110.
- Micro-Hematocrit Centrifuge.
- Micro-Hematocrit Capillary Tubes/Heparinized.
- Holder for sealing and carrying microcapillary tubes.

\'2 SPECIMEN COLLECTION:

Samples should be collected from fasting individuals, since recent food intake may
increase the folic acid level appreciably. The lab Yy should be advised of possil
radioactivity in the sample.

Samples must not be collected in ascorbic acid or in high concentrations of fluoride,
since sither of these two agents appears to destroy vitamin B,,.

Do not use hemolyzed specimens for serum or piasma assays.

A. Preparation of specimen for analysis:
1. Serum or Plasma
Collect the blood in a 5 or 10 mL evacuated glass tube. If serum is
being collected, allow the blood to clot at room temperature in the
closed tube for 30-60 minutes. Use EDTA if plasma is desired for
analysis. Centrifuge for 10 minutes and collect the serum or plasma.

2. Whole Blood Hemolysate (for red cell folate assay)
Coliect the blaod in a 7 mL evacuated glass tube containing EDTA.
Determine and record the hematocrit value.
Add 100 pL well-suspended biood to 2 mL of freshly prepared 0.2%
ascorbic acid solution (w/v). This is a 1:21 dilution. Mix by inversion
several times; avoid foaming.
Let the hemolysate stand at +20 to +25°C for 60 to 90 minutes prior
to assay. Protect from light during this time.



8. Shipping of Specimens:
Carefully packed serum and plasma should be shipped and received frozen.
C. Storage of Samples:
Store samples before analysis at 2-8°C. If storage is expected to exceed 4
hours, the sample shoulid be stored at -20°C or below. Samples are stable for
6-8 weeks at this temperature. Do not store in freezers with an automatic
defrost cycle in order to avoid repeated freezing and thawing.

PROCEDURE:

If the counter has two or more channels it should be calibrated to count ['*1] in one
channel and [Co} in another channel. if the counter has one channel it should be
calibrated so that different counter settings will count one isotope at a time. In the
case of the latter, it will be necessary to count the tubes twice, once setting the
counter for ['*I} and obtaining the folate curve and sample data, then setting the
counter for [’Co] to obtain the vitamin B, curve and sample data. All reagents and
samples must be brought to room temperature before use. Retum to recommended
storage temperature after use. Do not use reagents other than those provided in this
particular kit. Vitamin B,, and folates are light sensitive and should be exposed to
diffused light only, for as short a period of time as possible. It is advisable to cover
the rack of assay tubes during the extraction and binding steps.

In the following protocol it is recommended that the standard level points be run in
duplicate. Palient samples must be assayed in dupli and the preparation of the
standard curve and the clinical determinations must be run simultaneously. Control
sera should be run at the same time as patient samples.

A, Reagent Preparation:

1. It one bottle of tracer can be used within 30 days, add the contents of
one vial of DTT to a bottle of tracer. If the same bottle of tracer is to
be used for periods longer than 30 days, foliow the directions below.

2, Equal amounts (100 ul each) of tracer and dithiothreitol (DTT) are
added per assay tube. Mix tracer and dithiothreitol 1 to t and use 200
plitube. Alternatively the tracer and DTT may be pipetted separately,
100 piftube of each, pipetting the tracer first followed by the
dithiothreitol.

B. Assay Procedure:

1. Number 16 tubes for the standards. Beginning with 17, number two
tubes for each clinical sample.

2 Add standards and clinical samples according to the outline which
follows. .

3. Add 200 uL Working Tracer/ DTT Solution (Reagent 81) to all tubes
including the Total Count tubes (1 and 2). Vortex.

4 tncubate for 15 minutes at room temperature. (18 - 25°C)

5. Add 100 uL Extracting Reagent to tubes 3-16 and all sample tubes.

Vortex.

Incubate for 10 minutes at room temperature. (18 - 25°C)

Thoroughly mix the bottie of SimulTRAC-SNB 8lank Reagent. Add

1000 pL blank reagent to tubes 3 and 4.

8. Thoroughly mix the bottle of SimulTRAC-SNB Binder. Caution: Must
be shaken vigorously. Add 1000 uL binder to tubes 5-16 and all
sample tubes. Vortex.

9. Incubate tubes 3-16 and all sample tubes at room temperature (18 -
25°C) for 60 minutes from the time of the last addition of the binder.
Cover the rack of tubes with aluminum foil to exclude light, or keep in
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a dark location.

10. Co'entrifuge at a minimum of 1000 x g for 10 minutes, preferably in the
cold.

11.  Gently decant and discard each supematant. Remove the last drop
by touching the tube to a paper towel or absorbent paper.

12.  Count the radioactivity in the pellets and in tubes 1 and 2 in sequence
for one minute with a gamma counter. The total count per minute for
tubes 1 and 2 for ["Co] should be between 10,000 and 25,000 and for
['%1] between 15,000 and 35,000, depending on the instrument and
age of the tracer. A shorter counting time may be used provided the
counts in tubes 1 and 2 are at least 10,000 (tota! count).

SImulTRAC-SNB RADIOASSAY
~Standard [Working
or Tracer Extracting Blank
Sample | Solution Reagent Roeagent| Binder
Tube {uL) (ut) {Incubate {uL) incubate | (uL) {ul)} |incubate [Centrifuge
1,2 - 200 Vortex. - Vortex. - Vortex. |Centrifuge
3.4 200A 200 |incubate 100 incubate | 1000 - Incub all tubes
56 200A 200 |ali tubes 100 ali tubes | - 1000 [alf tubes { (except 1
7.8 2008 200 at room 100 at room 1000 | atroom § and 2) at
9,10 200C 200 temper- 100 temper- - 1000 | temper- [1000 x g for
11,12 2000 200 |ature (18 100 jature (18| - 1000 |ature (18| 10 min.
13,14 200E 200 -25°C) 100 -25°C) - 1000 | -25°C)
15,16 200F 200 for 15 100 for 10 - 1000 tor 60
Patient min. min, min,
Emges 200 200 100 - 1000
—

After centrifugation, decant the supernatants and count the radioactivity in the
pellets.

Calculate. Draw standard curve and determine patient assay values.




VI CALCULATION OF RESULTS:

A. Serum or Plasma Vitamin B,, and Folate-
The Vitamin By, curve and values are calculated from the data obtained by
counting {"Co}; the folate curve and values are calculated from the ') counts.

1.

counts tube 3 + counts tube 4

Average the counts found in tubes 3 and 4, the "Blank” tubes. Subtract
the “Blank" from all other tube counts to obtain the corrected counts.
Use only the corrected counts in the calculations. NOTE: The unit of
time must be constant for all tubes counted.
Average the corrected counts for tubes 1 and 2 to give the corrected
Total Count per assay.
Divide the average of the corrected counts for tubes 5§ and 6 by the
corrected Total Count to give the Trace Binding, B,. This value shouid
be greater than 35%.
Divide the corrected counts for each tube by the average corrected
counts for tubes 5 and 6 to give the % of Trace Binding for each tube.
A Standard Curve may be plotted as follows:
Using logit-log paper, plot % of Trace Binding as the ordinate versus
pg/mL vitamin B, or ng/mL folate standard on the log scale. Typical
counting data and calculated% of Trace Binding are given in Table 1;
the standard curves plotted for these data are shown in Figure 1. In
practice, it may be advisable to plot each standard curve on a separate
sheet to avoid possible confusion.
The concentration of vitamin B,; or folate in serum or plasma is
determined by interpolation from the standard curve of % of Trace
Binding versus either pg/mL vitamin B, or ng/mL folate (Figure 1),
Example:
a The following example is for a By, sample. The same
calculation procedure is used for folate:

= 750 + 728

Blank =

Corrected Total Count=

Bo = Trace Binding=

., % of Trace Binding

calculation for Tube 7 =

=739
2 2

Counts (tube 1-Blank) + {tube 2-Blank)

2
_ (23319 - 739) + (23716 - 739) 22778
2
av. corr. counts for tubes 5 & 6 10632
100= 100=46.7%
corrected Total count X100- —2778 ¥ g
(counts tube 7 - Blank) {9914 - 739)
100 x100 =86.2%
av. corr. counts for tubes 5 & 6 x10 10632

Sample Calculation for a Patient Specimen;

Count (found) = 7324

Blank = 739

% of Trace Binding = 7324 -739 x 100 = 61.9%
———

10632

The logitlog Standard Curve (Figure 1) shows that 61.9% corresponds to a By,
concentration of 470 pg/mL.

The average of this value and the value for the duplicate determination is reported as
the B,, concentration in pg/mL for the patient sample.

8. Red C
1.
2.
3.

ell Folate:

Calculate the % of Trace Binding for the hemolysate (Step A-4)
Obtain the concentration of folate by interpolation from the Standard
Curve (Step A-6).

Multiply the folate concentration by 21. (A 1:21 dilution of whole blood
was made in preparing the specimen.) This gives the folate
concentration in ng/mL of whole blood.

Divide the folate concentration of whole blood by the hematocrit
expressed as a decimal. This gives the folate concentration in ng/mbL
of packed red cells.

(ng/mL of hemolysate) x 21

ng/mL of packed red cells
9/ P4 % hematocri/100

Sample Calculation for Red Cell Folate:

Count (found) =11271
Blank =1321
% of Trace Binding = 56.3

The logit-log Standard Curve (Figure 1) shows that 56.3% corresponds
to a folate concentration of 4.6 ng/mL.

Patient hematocrit = 42%
4.6 x 21

ng/mL of packed ceils =
g/ packed red cells 042

=230 ng/mL

The average of this value and the value for the duplicate determination
is rep'orted as the red cell folate concentration in ng/mL for the patient
sample.




Note:

ng/mL of packed red cells =

Vil

It is not routinely necessary to correct for serum/plasma folate since this value is very
small compared to that of red celt folate. Occasionally elevated serum or plasma folate
Jevels will occur. If the serum or plasma folate concentration is greater than 10% of the
calculated red cell folate concentration a serum correction should be made as follows:

c.

corrected ng/mL of packed red cells =

(ng/mL x 21) - [serum folate (1 - %hematocrit/100)]
% hematocrit/100

Sample Calculation:

1. Serum or plasma folate concentration = 32 ng/mL
2. Folate concentration of hemolysate = 3.0 ng/mb
3. Hematocrit for this patient = 30%

4, Uncorrected red cell folate concentration:

3.0 ng/ml x 21

0.30 =210 ng/mL

Since 32 ng/ml is greater than 10% of 210 ng/mL, the red cell folate
concentration must be corrected as follows:

(3.0 ng/mL x 21) - [32 ng/mL (1 - 0.3)]
0.30

corrected red cell folate = 135 ng/mL

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE:

A

Radioassay methodologies for determining vitamin B,, content of patient
specimens may provide values for populations at risk different from the values
obtained using specific microbiological methadologies, since each has its own
reference range.

Occasional spuriously elevated serum Vitamin B, results have been reported
with several *No Boil” type assays.'""? It has been reported that these results
may be due to presenca in the sample of anti-intrinsic tactor blocking antibodies
or endogenous binders to Vitamin B,; which may be incompletely inactivated
by the alkaline denaturation reagents.” Although this type of discrepancy
appears to be rare, results obtained with "No Boil” assays should be interpreted
with caution; where appropriate the “No Boil” result can be confirmed by an
alternate “Boil* method (MP Biomedicals Catalog No. 06B254819). When
results conflict with clinical findings or impressions, clinical judgement should
be exercised and additional evaluation undertaken.

Accurate usage of the SimulTRAC Kit depends on the abilitx] of the gamma
counter to discriminate between disintegrations of ['*1) and [’Co]. Windows
must be set so that there is minimal interference from [*'Co] in the ['#¥1] channel
and vice-versa.

VIl

D. This method may be used to determine spillover.
1. Set the gamma counter 10 count ['1}.
a. Count ['®l] source. = A b. Count {Co] source in {'®] setting. = B
2. Set the gamma counter to count [¥Co].
a. Count [FCo] source.= C b. Count ['*1] source in [Co] setting. = D
3. Calculate spillover
3 of [Col into {®1)= % X 100 B ot %1 into F'Col= % X100

Spillover should not exceed 3% for either channel. If more than 3%
spillover is detected, the window setting must be narrowed or a
mathematical method of correction applied. ['Co] sources are available

upon request.

4. Clinical samples containing radioactivity from prior treatment or studies
may lead o erroneous results.

5. Caution should be used in selecting commercial folate control sera.

Some controls may have been prepared with unstable 5-

yl hydrofolate (MTFA) leading to unexpectediy low values.
Other sera prepared with pteroylglutamic acid, but analyzed at pH 7.4
using MTFA standards will be assigned too high a folate value by the
manufacturer. These control sera will give a folate value lower than that
indicated by the package insert.

6. Expected values and control ranges determined by one method or
calculation may not be identical to those determined by an alternate
method. Consistent use of one data reduction method is recommended
for greater precision.

EXPECTED VALUES:

Each laboratory must define its own characteristics for interpretation of results, but the
expected ranges shown may serve as a guide.

The normal range for serum folate was determined from the values obtained from the
central 95% of a normal population (1.5-16.9 ng/mL). The normal population consisted
of 121 specimens freshly drawn from volunteers judged to be hematoiogically normal
by standard laboratory criteria.

The expected range for red cell folate was determined by assaying whole blood
hemolysates from 117 subjects found to be hematologically normal. The central 95%
of all the normals assayed was found to be 120-860 ng/mL.

Torum Folaie Tod Cell Folate
Tnterpretation ng/mL (nmol/L) ng/mL (nmalL)
Low <1.5 <34 <120 <272
>15 >3.4 >120
10




For serum vitamin B, (“true” cobalamin) expected values, two populations were used.
The first population consisted of 38 vitamin B,, deficient subjects with confirmed
diagnoses including pernicious anemia, gastric or intestinal damage, or disease states
associated with B,, deficiency. The estimated 99 percentile of this population defined
the upper limit of the deficient (low) range.

The second population consisted of 121 healthy male and female volunteers ranging
in age from 19 to 60, with no unusuai dietary habits. These volunteers were judged to

Interpretation Vitamin B,; pg/mL {pmol/L}
Low <120 <88
Indeterminate 120 - 160 88-118
Normal 160 - 970 118 -716
H'g >870 >716

In another study specimens were compared by the SimulTRAC-SNB assay and the
Euglena gracilis microbiological assay. This is shown in Figure 2.

Serum vitamin B,, levels well above 1000 pg/mL are suggestive of either liver disease
or a mysloproliferative disorder such as polycythemia vera, myeloid metaplasia or
chronic granulocytic leukemia. Levels above 4000 pg/mL are unusual in liver disease,
but are common in myeloproliterative disorders®%1314,

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS:
A Accuracy:

1. A comparison of the results obtained for vitamin B, with this kit and
those obtained using the SimulTRAC-S Radioassay kit gave these
regression data:

(x = SIMUITRAC-S, y = SimulTRAC-SNB)
Number of samples = 160 Correlation coefficient = 0.98
Slope = 0.93 : Y-intercept = -26 pg/mL.

2. Comparison of results with those obtained by microbiologicat assay with
Euglena gracilis'®, gave the following calculated regression.

(x = microbiological assay, y = SimulTRAC-SNB):
Number of samples = 132 Correlation coefficient = 0.96
Slope = 1.1 Y-Intercept = -32 pg /mL

3. A comparison of the serum folate results obtained in this kit with
those obtained using the SimulTRAC-S kit gave the following results:

Number of samples = 160 Correlation coefficient = 0.97
Slope = 1.03 Y-Intercept = -0.01 ng/mL

8. Precision:
1. Intra-assay variation:
a. Vitamin B,,
Specimen N Mean pg/mlC S.0. % CV.
Control 1 20 318 19.5 6.1
Control 2 22 444 14.1 3.2
Control 3 20 593 26.3 44
Control 4 20 1203 69 57
Serum Poot 20 169 19 11.2
b. Folate
Specimen N Mean ng/mL S.0. % C.V.
Control 1 20 1.87 0.16 8.6
Control 2 22 2.16 0.15 6.9
Controt 3 20 4.89 0.25 5.1
Control 4 20 12.1 0.54 45
Serum Pool 20 6.10 0.25 4.1
[ ——— L R
2. Inter-assay variation:
a. Vitamin B,,
Specimen N Mean pg/ml S.D. % C.V. |
Control 1 35 313 25.6 8.2
Control 2 44 432 27.9 6.4
Control 3 52 555 38 68
Control 4 52 1106 47 42
{L_Serum Pool 30 151 *18=L 12.3
b. Folate
Specimen N Mean ng/mL S.D. % G.V.
Controf 1 35 1.62 0.19 11.7
Control 2 44 1.96 0.16 8.2
Control 3 52 4.50 0.34 75
Control 4 52 104 1.0 96
Serum Pool 30 6.60 ‘(Li 7.1




C. Recovery:
One serum sample was spiked with cyanocobalamin and one with MTFA. The
MTFA was calibrated by UV spectrophotometry and spiked into the sample.
Recoveries were calculated as:
found - endogenous
Jound - endoganous . 400
spike
~Vitamin By TAIFA
Spike Found | Expected Y% Spike Found | Expected %
Recavery Recovery
0 340 - - 1] 0.9 - -
200 541 540 100 2 3.03 29 107
400 763 740 106 4 495 4.9 101
1000 1297 1340 96 10 10.66 10.9 98
s o
D. Linearity
A serum sample was diluted with standard A to test for linearity. Linearity was
calculated as:
found
x 100
expected
Vitamin B,, Folate
Dilution | Found | Expected % Dilution | Found | Expected %
] 398 - - 0 19.48 - -
1.33 273 299 91 1.33 14.40 14.6 99
2 185 199 98 2 10.17. 9.74 104
4 100 100 101 4 5.49 4.87 13
8 50.0 50 100 8 2.68 2.44 110
N s
E. Specificity

S5-Methyitetrahydrofolic acid and pteroylglutamic acid have equal affinity for the
binder in this assay.

The porcine intrinsic Factor used in this kit has been purified by affinity
chromatography and contains less than 4% R protein. The purity has been
established according to criteria proposed by the National Committee for
Clinical Laboratory Standards'®.
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The intrinsic factor in the MP Biomedicals SimulTRAC-SN8 Radioassay Kit
measures 10,000 pg/mL of cobinamide as less than 75 pg/mL when read
against a standard curve constructed from cobalamin standards. In addition,
vitamin B,, binding is more than 95% inhibited by specific anti-IF blocking
antibody.

Additional studies have shown that when using the MP Biomedicals
SimuITRAC-SNB Kit, cobinamide (a vitamin B, analogue) is less than 0.01%
cross-reactive.

Sensitivity:

Sensitivity as defined by the concentration at 90% trace binding is 75 pg/mL for
By, and 0.6 ng/mL for folate.



SimulTRAC-SNB Radioassay Kit Vitamin B,, ["'Co}/Folséure ['*J}

Zur gleichzeitigen quantitativen Bestimmung von Vitamin B,, und Folsaure in Serum und
Plasma.

Zusammenfassung und Erlduterung des Tests

Mangel an Vitamin 8,, und Folsaure stellen zwsi der drei eindeutig nahrungsbedingten
Anamien beim Menschen dar. Die dritte Form ist der Eisenmangel'.

Folsduremangel wurde bei ca. einem Drittel aller Schwangeren und einer groBen Zahl
Alkoholiker festgestellt, auBerd em bei der Mehrzaht von Personen, die sich ohne frisches Obst
oder Gemise sowie frische Fruchtsafte emahren, bei vislen Menschen mit strukturellen oder
Funktionsstdrungen im oberen Drittel des Danndarms sowie in einer Vielzahl anderer Falle?.
Die Messung des FolsAurespiegets stellt ein direktes und vertaBliches Mittel zur Bestimmung
eines vorliegenden Folsauremangels dar®, Dieser Test solite durchgefihrt werden bei Patienten
mit megaloblastischer Anadmie aber auch bei Pafienten mit Anamie, bei der eine
Hypersegmentation der Granulozyten und gleichzeitiger Eisenmangel vorliegen®.

Vitamin B,, ist fir den r len Folsau i hsel dig. Es empfiehit sich deshalb,
Vitamin B,, im Serum, Folsaure in den Erythrozyten sowie Folsaure im Serum zu bestimmen,
um sicherzustellen, da3 Folsauremangel vorliegt. Die richtige Behandlung ist die Gabe von
Folsaure. Einniedriger Folsaurespiegel in den Erythrozyten kann ebenfalls bedeuten, da8 der
Patient hauptsachlich an Vitamin B,,-Mangel leidet, wobei die Folsaureaufnahme der Zelle
blockiert ist. In diesem Fall wiirde die richtige Therapie eher mit Vitamin B, als mit Folsaure
durchgefihrt werden.

Vitamin B,,-Mangel geht sehr haufig mit pemizidser An&mie, Schaden am Gastroir inaltrakt
und rein vegetarischer Ernahrung einher. Die einzigen nennenswerten Vorkommen an Vitamin
B, in der Nahrung sind tierischen Ursprungs; deshalb fGihrt sine rein vegetarisch ausgerichtete
Erndhrung schieBlich zu Vitamin B,,-Mangel. Morphologische Ver&nderungen der Blutzellen,
die mit Vitanin B,-Mangel einhergehen, werden ebenfalls durch Folsfuremangel
hervorgerufen. Die Bestimmung des Cobalamin-Spiegels im Serum ist notwendig, um
festzustellen, ob eine Megaloblastose durch Vitamin Bi-Mangel oder Folsiuremanget oder
durch beide bedingt ist?4&*,

Testprinzip

Bei sinem kompatitiven Proteinbindungsassay sollte das Bindungsprotein die gleiche Affinitat
sowoh! f0r den Standard als auch fiir den Analyten in der Patientenprobe haben. Das
nichimarkierte B,, bzw. die Folsaure kankurriert mit dem entsprechenden radioaktiven
Analogon um die begrenzte Anzahl von Bindungsstellen an dem spezifischen Bindungsprotein,
und reduziert somit die Menge an gebundenem radioaktivem Folat bzw. Vitamin B8,,.

; Entsprechend ist die Menge an gebundener Radioaktivitat umgekehrt proportional zur
" Konzentration in der Patientenprobe oder dem Standard.

Indiesem SimulTRAC-SNB Radioassay von MP Biomedicals werden Vitamin B,, und Fols&ure
parallel in einem Rahrchen bestimmt. Die Tracer, die Bindungsproteine und Standards werden
fior Vitamin B,, und Folsaure in kombinierter Form geliefert. Die Pteroylglutaminsaure Form
des Folats (PGS) wird sowohl fiir den Standard als auch den Tracer in einer inkubalionsldsung
bei einem pH von 9,5 verwendel. Bei diesem pH-Wert haben sowchl die 5-
Methyltetrahydrofolsaure (MTFS) aus der Patientenprobe als auch die PGS aus den Standards
die gleiche Affinitat zu dem Bindungsprotein. Die beiden Tracer - ’Co fir Vitamin B,, und ¥y
fir Folaterzeugen Energiespektren in Bereichen, die von den iblichen 2-Kanal-MeBgeraten gut
getrennt gemessen werden kdnnen.

Der MP Biomedicals SimulTRAC-SNB Test arbeitet mit gereinigtem Intrinsik-Faktor. Das R-
Protein, das eine hohe Affinitat zu CobalaminAnalogen im menschlichen Plasma hat, wurde
durch Affinitats-chromatographie entfernt. Da das R-Protein entfernt ist, steht nur der Intrinsik-
Faktor als Bindungsproteir zur Verfiigung; da dieser spezifisch ist fiir Cobalamin (B,,), wird die
“unvertalschte” Cobalamin-K¢ ion g 1% S der gereinigte Intrinsik-Faktor
als auch das Folat-Bindungsprotein sind kovalent an einen festen Trager gebunden.

In diesem MP Biomedicals Verfahren werden die endogenen Serumbindungsproteine fiir
Vitamin B,, und Folat zerstdrt, und zwar durch 15-mintige Inkubation mit der Tracer/DTT-
Lésung und anschlieBender Extraktion bei PH 12-13 fir 10 Minuten. Dieses Verfahren macht
ein Erhitzen der Probe auf 100°C dberflissig.

Um einen Folsauremangel zu bestatigen, kann dieser Test auch zur Bestimmung ven Folat in
den Erythrozyten eingesetzt werden,

Reagenzien

Zur Erstellung der In-Vitro-Diagnose.

1. SImuITRAC-SNB Dithiothreitol-L3sung, [DTT]enthait Dithiothreitalin Phosphatpufter
mit Stabilisator. Mindestens 10 m! pro Flaschchen; ein Flaschchen pro 100 Adhrchen
Kit, 2 Flaschchen pro 200 Rdhrchen Kit. Lagerung: gekahit bei 2 bis 8°C
aufbewahren, gut ieBen.  Haitbarkeit: gemaB Verfallsdatum auf dem
Flaschchen. .

2, SimuITRAC-SNB Vitamin B,,/ Folsdure-Tracer. [ | Eine Flasche enthalt
<1,5 uCi (55,5 kBq) [7Co) Vitamin B,, und <3 HCi (111 kBq) ['*J] Fols&ure in Borat-
puffer mit humanem Serumalbumin®, Dextran, Kaliumcyanid, endogenem Bindungs-
Blocker, Farb- und Konservisrungsstoffen. Volumen: »10 mi pro Flasche. Eine
Flasche pro 100 Rdhrchen Kit, 2 Flaschen Pro 200 Réhrchen Kit. Lagerung: gekdinit
bei 2 bis 8°C, vor Licht schitzen. Halbarkeit: gemas Verfalisdatum auf der Flasche.
a. Tracer/DTT-Arbeits-L&sung Vorbereitung: Geben Sie den Inhatt eines

Flaschchens Dithiothreitol-Ldsung zu einer Flasche Vitamin B,,/ Folsaure-
Tracer. Diese Mengs ist ausreichend fr 100 Rdhrchen. Wenn der gesamie
Inhait einer Flasche Tracer nicht innerhalb von 30 Tagen nach DTT-Zugabe
verbraucht werden kann, verdinnen Sie nur einen Teil der Dithiothreitol-L6sung
mit einem Teil des Tracers. Lagerung: gekihit bei 2 bis 8°C, vor Licht
schitzen. Haltbarkelt: Bis zu 30 Tagen nach Ansetzen der L8sung.

3. SIMUITRAC-SNB-Bindungs-protein. Enthalt gereinigtes Folsiure-
Bindungsprotein aus Kuhmilch und gereinigten Schweine-Intrinsik-Faktor, gebunden an
einen feston Trager in Boratpuffer mit Natriumchlorid, Farb und Konservierungsstoffen.
>100 ml pro Flaschen. Eine Flasche pro 100 Rdhrchen Kit, 2 Flaschen pro 200
Rohrchen Kit. Vor Geb sehr gut misch Lagerung: gekahit bei 2 bis 8°C.
Halt-barkeit: gemaB Verfallsdatum auf der Flasche.




4 SImuITRAC-SNB Null-Reagenz, enthalt festen Trager ohne
Bindungsprotein, in Boratpuffer mit Natriumchlorid, Farbund Konservisrungsstoffen,
Volumen: >8 mi pro Flasche; eine Flasche pro 100 Réhrchen Kit, 2 Flaschen pro 200
Réhrchen Kit. Lagerung: gekdhlt bei 2 bis 8°C aufbewahren. Haltbarkeit: geman
Verfalisdatum auf der Flasche.

5. SIimulTRAC-SNB Vitamin B,/Folsiure-Standards A-F[STD]1-6] Vitamin B,,
(Cyano-Cobalamin) und Folsaure (PGS) in Boratpuffer mit humanem Serumalbumin®,
Natriumchlorid, Stabilisator und Konservierungsstoffen.  Ein Flaschchen pro
Standard/Kit. Lagerung: gekdhit bei 2 bis 8°C, vor Licht schiitzen. Haltbarkelt:
gemaB Verfallsdatum auf den Flaschchen.

Konzentration Vitamin B. Konzentraton Folsaure
- #
Std. Volumen yml gmal/l lel nmol/l
A 6ml 0 0 [ 0
B 3ml 100 74 1.0 2,3
[o] 3ml 200 148 2,0 45
s] 3ml 400 296 4,0 9.1
E 3ml 1000 740 10,0 23
£ 3mi 2000 1480 20&7 45
6. Reagenz, |[REAG] EXT| enthait 1,0 N Natriumhydroxid mit organischem

Extraktionsverstarker und gelbem ‘Farbstoff. Volumen: >10 ml pro Flasche; eine
Flasche pro Kit. Lagerung: gekdhit bei 2 bis 8°C aufbewahren. Haltbarkeit: gemas
Vertalisdatum auf der Flasche.

VORSICHT: Nicht mit den Augen, der Haut oder der Kleidung in Berihrung bringen. Treffen
Sie geeignete Sicherheitsvorkehrungen, wenn Sie dieses Reagenz pipettieren.

"ACHTUNG: DAS PRODUKT SO HANDHABEN, ALS KONNE ES INFEKTIONEN
UBERTRAGEN: Das Ausgangsmaterial, aus dem dieses Produkt hergestelit wurde, reagierte
negativ auf HBsAg und auf HIV-Antikdrper bei Versuchen mit zugelassenen Reagenzien.
Keine bekannte Testmethode kann gewahrleisten, daB Stoffe, die aus Humanblut hergestellt
werdan, nicht infektids sind. Siehe dazu CDC/NIH Verdifentlichung iber Biologische Sicherheit
in mikrabiologischen und biomedizinischen Laboratorien (HHS Verdtfentiichung Nr. 84-8395.

ACHTUNG: ENTHALT
RADIOAKTIVES MATERIAL

Dieser MP Biomedicals Radioassay Kit enthalt weniger als 111 kBq (3 Microcurie) an {'J] und

; weniger als 55,5 kBq (1.5 Microcurie) an [¥"Co] pro Tracer-Flaschchen. Dieses radioaktive

Material darf nur durch Arzte, klinische Laboratorien, oder Krankenhauser bezogen, gelagert
oder verwendet werden. Es ist fr klinische In-Vitro-oder Laboratoriumtests bestimmt, die nicht
mit der inneren oder &uBeren Applikation des Materials oder seiner Strahlung an Mensch und
Tier in Zusammenhang stehen. Die Annahme, der Erwerb, der Besitz, die Verwendung und
der Transport dieses Materials unterliegen der Aufsicht und bedirfen einer Umngangs-
genehmigung der zustandigen Behdrden.

MP Biomedicals, LLC

Werden grundsatziiche Regeln zur Strahlensicherheit befolgt, bietet dies ausreichenden

--8chutz-—Der-Benutzer-wird-dazu-aut-das-Handbuch Nr.-92-des-National-Bureau o Standards — —— =~ = =~~~

"Safe Handling of Radioactive N ver 1, erschienen am 9.3.1984, Superintendent
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of Documents, U.S. Government Printing Office, Washington D.C. 20402. Sishe dazu die
folgende Zusammenfassung:

¢ Wo mit radioaktivem Material gearbeitet wird, darf weder gegessen, getrunken, geraucht,
noch dilrfen Kosmetika benutzt werden. ¢ Radioaktives Material darf nicht mit dem Mund
pipettiert werden. ¢ Der direkie Kontakt mit radioaktivem Material ist durch Verwendung von
SicherheitsmaBnahmen wie Laborkleidung und Einmalhandschuhen zu verhindern. ¢ Mit
Radioaktivitét solite nur in einem abgetrennten Raum gearbeitet werden. ¢ Radioaktives
Material sollte in den Originalbehaltern in einem gek i ten Raum aufbewahrt werden.
¢ In einem Berichtsheft sollen Eingang und Entsorgung des radioaktiven Materials verzeichnet
werden. ¢ Kontaminierte Laboreinrichtungen und Glasgerate sind auszusondern, um eine
mehrfache Kontamination mit verschiedenen Radioisotopen zu vermeiden. ¢ Verschittetes
radioaktives Material muB mit Vorsicht, dem festgelegten Vertahren entsprechend, entsorgt
werden. ¢ Nicht kontaminierte Behalter kénnen in nichtradioaktivem Abfall beseitigt werden,
vorausgesetzt, daB Aufschrift und Etiketten unkenntiich gemacht worden sind.

Erforderli Zubehdr und R die im Kit jedoch nicht mitgel t d

1. Evakuierte Glasrshrchen, 5 oder 10 ml, oder Evakuierte Glasrshrchen mit EDTA, 7 oder
10 mi.

2. Einweg-Réhrchen aus Polypropylen oder Polystyrol {12 x 75 mm).

3. Stander fir Testrdhrchen

4 Eine beliebige halbautomatische Pipette mit Einweg-Spitzen fur die Volumina 100 wl,
200 il und 1,0 ml.

5. Vortex-Mixer

6. Zentrifuge, die mindestens 1000 x g emeicht.

7 Gamma-Counter zur Messung von ['*J] und ['Co]. Die Messung kann gleichzeitig
oder nacheinander vorgenommen werden. Die MeBkanale fir beide Isotope soliten
getrennt einstellbar sein. i

Zubehdr und erforderliche Reagenzien fir die Erythrozyten-Folsaur

1. Ascorbinsaure, MP Biomedicals, Bestell-Nr. 068259110.

2 Mikro-Hamatokrit Zentrifuge.

3. Mikro-Hamatokrit Kapillar-Rahrchen mit Heparin.

4, Halter zurh VerschlieBen und Halten der Mikrokapillar-Rdhrchen.
Probenentnahme

Die Proben soliten von niichternen Personen entnommen werden, da eine erst kirzlich erfoigte
Nahrungsaufnahme den Folsaurespiegel deutlich erhdhen kann. Das Laboratoritim sollte Gibar
eventuell vorhandene Radioaktivitat in der Blutprobe intormiert werden.

Die Proben dirfen nicht mit Ascorbinsaure oder konzentrierten Fluorverbindungen versetzt
werden, da beide Reagenzien Vitamin B,, zerstdren konnen. Keine himolysierten Proben fir
Serum- oder Plasmaansatz verwenden.




1. Vorbereitung der Proben zur Analyse

a. Serum oder Plasma
Entnehmen Sie das Blut in ein 5 oder 10 ml evakuiertes Glasréhrchen. Wenn
Serum entnommen wird, lassen Sie das Blut im geschlossenen Réhrchen 30
bis 60 Minuten lang bei Rat peratur gerinnen. Verwenden Sie EDTA,
wenn Plasma fiir die Analyse gewinscht wird. Zentrifugieren Sie 10 Minuten
lang und entnehmen Sie das Serum oder Plasma.

b. Gesamtblut Hamolysat (fGr den Erythrozyten-Fols4ure-Assay)
Entnehmen Sie das Blut in ein 7 mi evakuiertes Glasrdhrchen mit EDTA.

Bestimmen und notieren Sie den Hamatokrit-Wert.

Geben Sie 100 ul gut suspendiertes Blut zu 2 ml frisch angesetzier, 0,2%-iger
Ascorbinsaureldsung hinzu (wiv).

Dies ist eine 1:21 Verdinnung. Mischen Sie durch mehrmaliges Umdrehen und
vermeiden Sie eine Schaumbildung.

Lassen Sie das Hamolysat bei 20 bis 25°C vor dem Test 60 bis 90 Minuten
stehen. Schitzen Sie es wahrend dieser Zeit vor Lichteinwirkung.

2. Versand der Proben: Sorgfaltig verpacktes Serum und Plasma solite gefroren
verschickt werden und auch so ankommen.

3. Lagerung der Proben: Die Proben vor der Analyse bei 2 bis 8°C aufbewahren. Wenn
die Lagerung 4 Stunden Uberschreitet, sollten die Proben bei -20°C oder darunter
gelagert werden. Die Proben halten sich bei dieser Temperatur 6 bis 8 Wochen. Nicht
in Gefriergeraten mit automatischen Abtauvorrichtungen lagern, um ein wiederholtes
Einfrieren und Auftauen zu vermeiden.

Verfahren

Wenn das Zihigerat zwei oder mehr Kandle basitzt, dann sollte es so geeicht werden, daB es
auf dem einen Kanal ['*J] und aut dem anderen Kanal ["Co] miBt. Wenn das Zahlgerat nur
Uber einen Kanaiverfiigt, sollte es so geeicht werden, das bei siner bestimmten Zahleinstellung
immer ein Isotop gemessen wird. Hat das Gerat nur einen Kanal, missen alle Rohichen
zweimal gemessen werden, wobei das Zahigerat einmal fir ['®J] eingestellt wird, um die
Folsaure zu bestimmen. Danach wird das Gerat fir [*'Co] eingestellt, um die Vitamin B,,-Kurve
und die Probenwerte zu ermittein.

Alle Reagenzien und Proben miissen vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur erwdrmt werden;
allerdings solllen sie nicht langer als erforderlich dieser Temp ¥ t werden.
Verwenden Sie keine anderen Reagenzien, als die, die in diesem speziellen Kit mitgelisfert
werden.

VORSICHT: Vitamin B,, und Folsaure sind lichtempfindlich und sollten daher Licht nicht langer
also unbedingt notwendig ausg t werden. Es ist ratsam, den Stander der Test-Réhrchen
wihrend der Extraktions- und Bindungsschritte abzudecken.

Das folgende Protokoll empfishit, die einzeinen Standards und Proben in Doppelbestimmung
2u messen. Messung der Standards und Patientenproben miissen zu gleicher Zeit erfolgen.
Kontroliseren sollten ebenfalls parallel dazu angesetzt werden.
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Vorbereitung der Reagenzien

1. Wenn eine Flasche Tracer innerhalb von 30 Tagen verbraucht werden kann, geben Sie
den Inhalt eines Fi&schchens DTT zu einer Flasche mit Tracer. Wenn die Flasche mit
Tracer langer als 30 Tage lang verwendet werden soll, befolgen Sie bitte die unten-
stehenden Anweisungen.

2. Gleiche Mengen (jeweils 100 i) an Tracer und Dithiothreitol (DTT) werden pro
Testréhrchen hinzt b Mischen Sie deshalb Tracer und Dithiothreitol im
Verhaltnis 1:1 und verwenden Sie davon 200 wl pro Rohrchen. Alternativ kénnen
Tracer und DTT getrennt pipettiert werden jeweils 100 pl pro Rahrchen, wobei zuerst
der Tracer und dann das Dithiothreitol pipettiert wird.

Testansatz

1. Numerieren Sie 16 Rahrchen fGr die Standards. Bei Nr. 17 beginnend numerieren Sie
zwei weitere Rohrchen fr jede klinische Probe.

2. Geben Sie Standards und ilinische Proben gemaR dern untenstehenden Ablaufschema
hinzu.

3. Geben Sie 200 pl Tracer/ DTT-Arbeits-Ldsung (Reagenz 2A) zu alien Réhrchen,
einschiiellich der RGhrchen tir die Totalaktivitat (1 und 2). Gut mischen.

4. Inkubieren Sie 15 Minuten bei Raumtemperatur. (18 - 25°C)

5. Geben Sie 100 ul Extraktions-reagenz in die Réhrchen 3 bis 16 und alle Proben-
Réhrchen. Gut mischen.

6. Inkubieren Sie 10 Minuten bei Raumtemperatur. (18 - 25°C)

7. Mischen Sie den Inhalt des SimulTRAC-SNB-Null-Reagenzes gut durch. Geben Sie

1000 ul Null-Reagenz in die Réhrchen 3 und 4.

8. Mischen Sie den Inhalt der SimulTRAC-SNB Bindungsprotein-Flasche gut durch.
Achtung: Sehr gut mischen. Geben Sie 1000 ul Binder in dieRéhrehen 5 bis 16 und
in alle Praben-Rdhrchen. Gut mischen.

9. Inkubieren Sie die Réhrchen 3 bis 16 und alle Proben-Réhrchen nach der letzten
Zugabe 60 Minuten bei Raumtemperatur. (18 - 25°C) Reagenz-glasstander mit
Aluminiumiolie abdecken oder an einen dunklen Ort stellen, um Licht abzuhalten.

10. Bei mindestens 1000 x g fir 10 Minuten zentrifugi vorzugsweise gekdhit.

11. Vorsichtig dekanti und jeden Ub verwerfen. Den letzten Tropfen entlernen,
indem Sie das Réhrchen auf einem Papierhandtuch oder Ldschpapier abstreifen.

12. Messen Sie die Radioaktivitat im Prazipitat und in den Réhrchen 1 und 2 jeweils eine
Minute mit einem Gamma-Counter. Die Gesamtimpulszahi pro Minute fur die Rahrchen
1 und 2 fir [Co] sollte zwischen 10000 und 25000 Impulsen lisgen, die fir ['%4]
zwischen 15000 und 35000 Impulsen, abhangig vom Geratetyp und Alter des Tracers.
Es kann auch eine kiirzere Zahlzeit verwendet werden, vorausgesetzt, daB die impulse
in den Réhrchen 1 und 2 mindestens 10000 (Gesamtaktivitat) efreichen.




SimuiTRAC-SNB Radi oassay
Standard| Tracer Extrak-
oder | Arbejts- tionsre- Nult
Rahr- | Probe |Losungl Inku- | agenz | inku- Reagenz{ Binder | Inku- | Zentri-
chen {h L) | bieren () bieren ) bieren | fugieren
1,2 - 200 - - - - - -
3,4 | 200A | 200 Alle 100 Alle 1000 -— Alle Alle
5,6 | 200A | 200 [Rohrch{ 100 |R&hrch 1000 | Rahreh | Réhrch
7,8 | 2008 200 Jenbei | 100 | enbei - 1000 | en bei en
9,10 § 200C | 200 | Raum-| 100 | Raum 1000 | Raum |auBer 1
11,12 | 200D 200 Jtemper{ 100 |temper 1000 {temper| und2
13,14 | 200E 200 |atur(18] 100 |atur (18 - 1000 |atur (18] bei
15,16 | 200F 200 | -25°C) 100 -25°C) - 1000 | -25°C) | 1000 x
Patien- 15 10 60 g10
ten 200 200 {Minuten| 100 |Minuten - 1000 |Minuten| Minuten
_g_roben . . . .

Nach dem Zentrifugieren die Uberstande dekantieren und die Radioaktivitat in dem Prazipitat
messen.

Berechnen.

Zeichnen Sie die Standard-Kurve und ermitteln Sie die Patientenwerte.

B, hnung der E

1. Vitamin B,, und Folsaure im Serum oder Plasma

Die Vitamin B,,-Kurve undwerte werden mit den Angaben ersteflt, die man bei der

Messung von [*'Co] erhalt, die Folsaure-Kurve undwerte aus den Impulsen von '],

a. Bestimmen Sie den Mittelwert der in Réhrchen 3 und 4, den "USB"-Réhrchen,
gemessenen Impulse (USB="Unspezifische Bindung). Subtrahieren Sie diesen
"USB"-Wert von den Impulsen aller anderen R&hrchen, um die korrigierten
Woerte zu erhalten. Verwenden Sie fir die Berechnung nur die korrigierten
Werte. Anmerkung: Die Zahizeit muB fiir alle gemessenen Rahrchen gleich
sein. '

b. Bestimmen Sie den Mittetwert der korrigierten Impulswerte fir die Rahrchen 1
und 2, um den korrigierten Gesamtimpulswert pro Test anzugeben.

c. Dividieren Sie den Mittelwert der korrigierten Impulswerte der Réhrchen 5 und
6 durch die korrigierte Gesamtimpulszahi, um die Bindung B, anzugeben.
Dieser Wert solite mehr als 35% betragen.

d. Dividieren Sie die korrigierten Impulswerte fiir jedes Réhrchen durch die
korrigierten Mittelwerte der Réhrchen 5 und 6, um den Prozentanteil der
Bindung (% B/B,) fir jedes Rdhrchen anzugeben.
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e. Eine Standard-Kurve kann wie folgt gezeichnet werden: Bei Verwendung von
Logit-Log-Papier den Prozentsatz an Bindung als Ordinate gegen pg/ml Vitamin
B,, oder ng/ml Folsaure-Standard aul der Log-Skaia eintragen.Typische
Zahidaten und berechnete Prozentanteile der Bindung sind in Tabelle 1,
aufgefiihit; die StandardKurve fir diese Angaben sind in Abbildung 1,
dargestelil. In der Praxis kann es ratsam sein, jede Standardkurve auf einem
separaten Blatt zu zeichnen, um etwaige Verwirrung zu vermeiden.

f. Die Konzentration von Vitamin B,, oder Folsaure im Serum oder Plasma wird

durch Interpolation aus der S dkurve der prozentualen Bindung gegen

pg/mi Vitamin B,, bzw Fols3ure bestimmt (Abbildung 1).

Beispiel: Das fol Beispiel gilt fiir eine B,,-Probe. Die gleiche Berechnung

wird '(—ﬁr Folsaure angewendet.

“Blank” =  Impulse Réhrchen 3 + Impulse Rohrchen4 = 7504+ 728 = 739

2 2
Korrigierter Gesamtimpulswert

= (Impulse Rdhrchen 1 - "Blank™) + (Impulse Réhrchen 2 - “Blank”)
2

=(23319-739) + (23716 -739) = 22778

2
B, = Korrigierte h: i r Bohrch x100 = 10632 x100=  46,7%
Korrigierter Gesamtimpulswert 22778

Berechnung der prozentualen Bindung tdr Rohrchen 7

B, = {impulse Béhrchen 7 - "Blank” x 100 =9914 - 739 x 100 = 86,2%

Korrigierte Mittelwerte fiir Réhrchen 5 und 6 10632
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Berechnung i(rr eine Patientenprobe:

(Gefundene) Impulse = 7324
"Blank® = 739

Prozentuale Bindung = 7324 - 739
10632

Die Logit-Log-Standard-Kurve (Abbildung 1) zeigt, daB 61,9% einer Vitamin B,,
Konzentration von 470 pg/mi entsprechen. Der Mittelwert beider Replikate wird als die
B,-Konzentration in pg/m fir die Patienteniprobe angegeben,

x 100 = 61,9%

2, Erythrozyten-Folséure

a. Um die % Bindung fir das Hamolysat anzugeben, teilen Sie die korrigierten
Impulse fiir das Hamolysat durch die gemittelten korrigierten Impulse fiir
Réhrchen 5 und 6.

b. Ermittein Sie die Folsaure-Konzentration durch Interpolation aus der Standard-
Kurven.

c. Multiplizieren Sie die Folsaure-Konzentration mit 21. Eine 1:21 Verdinnung

von Gesamtblut wurde bei der Vorbereitung der Proben gemacht, Dies ergibt
die Folstiure-Konzentration in ng/ml an Gesamiblut.

d. Dividieren Sie die Folsaure-Konzentrationim Gesamtbiut durch den Hamatokrit,
der als Dezimale ausgedriickt ist. Dies ergibt die Folsaure-Konzentration in
ng/mi Erythrozyten,

ng/ml Erythrozyten = (ng/mi Hamolysal) x 21

% Hamatokrit/100
Proben-Berechnung fr Erythrozyten-Folsaure:

(Gemessene) Impulse = 11271
"Blank® = 1321
% Bindung = 56,3
Die Logit-Log-Standard-Kurve (Abbildung 1) zeigt, daB 56,3% einer Folsaure-Konzentrationvon
4,6 ng/mi entsprechen.
Hématokrit = 42%

ng/ml Erythrozyten = 4.6x21 = 230 ng/mi
0,42

Der Mittelwert beider Replikate wird als Erythrozyten-Folsaure-Konzentration in ng/mi fir die
Patientenprobe angegeben.
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Anmerkung: Es ist nicht immer notwendig, Berichtigungen in Bezug auf die Serum/Plasma-
Folsdure vorzunehmen, da dieser Wert im Vergleich zum Wert der Erythrozyten-Folsaure sehr
gering ist. Es werden gelegentiich erhdhte Serum oder Plasma-Folsaure-Spiegel auftreten.
Wenn die Konzentration der Serum oder Plasma-Folsaure mehr als 10% der errechneten
Erythrozyten-Folsaure-Konzentration betragt, solite eine Berichtigung f0r das Serum wie folgt
durchgefiihrt werden:

ng/mi Erythrozyten = (ng/m x 21) - [Serum-Folsaurg (1 - % Hamatokit/100)]

% Hamatokrit/100
Proben-Berechnung:

Konzentration der Serum oder Plasma-Folsaure = 32 ng/mi

Folsaure-Konzentration des Hamolysats = 3,0 ng/mi

Hamatokrit dieses Patienten = 30%

Korrigierte Erylhrozylen-Folséure-Konzenlration: 3.0 ng/mi x 21 = 210 ng/mi
0,30

g

hWON

Da 32 ng/mi mehr als 10% von 210 ng/ml sind, muB die Konzentration der Erythrozyten-
Folsaure wie folgt korrigiert werden:

Korrigierte ng/mi Erythrozyten = (3.0 ng/mi x 21) - [32 ng/mi {1-03)

0,30
Korrigierte Erythrozyten-Folsaure = 135 ng/mi
Grenzen des Verfahrens
1. Die radioimmunologischen Methoden zur Bestimmung der Vitamin B,,-Konzentration

in Patientenproben kénnen for Risikogruppen Ergebnisse liefern, die sich von denen
unterscheiden, die mit mikrobiologischen Methoden bestimmt wurden, da jede ihre eig-
enen Referenzbereiche hat, -

2. Gelegentiich sind falsch erhdhte Vitamin By, - Werle im Serum durch blockierende
Antikdrper oder endogene Bindungsproteine gegen Vitamin B,, in der Probe ermittelt
worden, weiche mdglicherweise nur unvollstandig durch das alkalische Denaturierungs-
Reagenz inaktiviert worden sind. Obwoh! diese Diskrepanz nur selten erscheint, soliten
doch die Resultate die durch den “No Boil* Assay erhalten wurden mit Vorsicht
interpretiert werden; wo angemessen kann dar “No Boil* Assay mit dem alternativen
“Boil” Assay bestatigt werden (MP Biomedicals Katalog Nr.: 068254819). Soliten die
Ergebnisse den klinischen Befunden oder Eindricken widersprachen, mus der klinische
Befund Gberpraft und zusitzliche Auswertungen untemommen werden.

3. Eine sichere Anwendung des SimulTRAC Kits hangt von der Fahigkeit des Gamma-
Counter ab, zwischen ['J] und ["Co] unterscheiden zukdnnen. Die Fenster miissen
so eingestelit werden, daB nur ein minimaler Einflug von [¥"Co] auf den Kanal fir %))
und umgekehrt entstent (Spillover).

>
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Diese Methede kann zur Bestimmung des "Spillover” verwendet werden.

a. Stellen Sie den Gamma-Counter zur Messung von 4] ein
1. Messen Sie die ['%*J] Quelie=A
2. Messen Sie die [*’Co] Quelle im Kanal far {'%J] = B
b. Stellen Sie den G Counter zur M g von [¥Co] ein

1. Messen Sie die [¥Co)] Quelle= C
2. Messen Sie die ['*J] Quelle im Kanal fur [Co)<D
c. Berechnen Sie den "Spiliover”

1. farF'Co}in ['*J)= B x 100
C

2. far ["*J]in["Col = D x 100
A

Auf keinem Kanal sollte der “Spillover” mehr als 3% ausmachen. Wenn mehr als 3%
gemessen werden, muf die Fenstereinstellung verkleinert ader eine mathematische
Berichtigungsmethode angewandt werden. [¥Co] Quellen k&nnen aut Anforderung zur
Vertigung gestelit werden.

4. Kiinische Proben, die aus vorhergehenden Behandlungen oder Unterersuchungen
Radioaktivitat enthalten, kdnnen zu verfalschten Ergebnissen tiihren.

5. Bei der Auswah! handelsiblicher Folsaure-Kontrollsersn sollte man Vorsicht walten
lassen. Manche Kontroliseren k8nnen mitinstabiler 5-Methyltetrahydrofolsaure (MFTA)
zubereitet sein. Dieses kann zu unerwartet niedrigen Werten fGhren kann. Andere
Seren, die mit Pteroylglutamin-Saure zubereitet sind, die jedoch bei einem pH-Wertvon
7,4 mit MFTA-Standard: lysiert , werden vom H lter mit einem zu hohen
Folsdure-Wert ausgezeichnet. Diese Kontroliseren werden einen Folsaure-Wert
ergeben, der niedriger ist ais der, der auf der Packungsbeilage angegeben ist.

6. Erwartete Werte und Kontroll-bereiche, die durch eine Methode oder eine Berechnung
ermittelt werden, sind méglicherweise nicht mit denen identisch, die durch sine andere
Methode bestimmt werden. Damit man zu einer groB G igkeit gelangt, ist es
empfehlenswert, durchgangig eine einzige Datenreduktionsmethode zu verwenden.

Erwartete Werte

Jedes Laboratorium muB seine eigenen Kriterien zur Interpretation der Ergebnisse festlegen;
die hier gezeigten erwarteten Bereiche kénnen jedoch als Anleitung dienen,

DerNormatbereich fir Folsaure im Serum (1,5 - 16,9 ng/mi) wurde aus den Werten ermitielt,
die dem 95% Vertrauensbereich einer Normalvertsilung entsprachen. Diese Verteilung
entstand aus 121 Proben von Freiwilligen, die nach géngigen Laborkriterien himatol h
gesund waren.

Der erwartste Bereich fir ErythrozytenFolsaure wurde aus Gesamtblut-Hamolysaten von 117
Personen bestimmt, die hamatologisch gesund waren., Der zentrale 95%-Bereich dieser
Gruppe lag bei 120 - 860 ng/ml (272 - 1852 nmol/).

Serum Folsaure Erythrozyten Folsaure

Interpretation ng/ml (nmol/l ng/ml (nmol)
niedrig <1,5 <34 <120 <272

‘ normal >1,5 >3,4 >120 >272

Fir die erwarteten Werte von Vitamin B,, im Serum ("echtes” Cobalamin) wurden zwei
Versuchsgruppen verwendet. Die erste Gruppe bestand aus 38 Personen mit Vitamin B
Mangel mit bestatigten Diagnasen, darunter pemizidse Anamie, Magen-Darm-Stérungen sowie
Krankheitszustande, die mit B,,-Mangel verbunden sind. Das erwartete 99% Percentil dieser
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Gruppe bestimmte die obere Grenze des Mangel- (Niedrig-} Bereichs. Die zweite
Versuchsgruppe bestand aus 121 gesunden treiwilligen Mannern und Frauen, die zwischen 19
und 60 Jahren alt waren und die keine auBergewdhnlichen Ernhrungsgewohnheiten hatten.
Diese Versuchspersonen wurden aufgrund der gangigen Labor-Kriterien als hamatologisch
gesund beurteit. Der 95% Vertrauensbereich dieser Versuchsgruppe bestimmts den
Normalbereich. Der Graubereich ist definiert als der Bereich zwischen der gesunden und der
anaemischen Gruppe.

Interpretation Vitamin B., pg/mi (pmol)
Niedrig <120 <88
Graubereich 120 - 160 88-118
Normal 160 - 970 118-716
Erhdhte >970 >716

in einer anderen Studie wurden Proben mit dem Simul TRAC-SNB und dem mikrobiologischen
Euglena gracilis Test verglichen. Dies wird in Abbildung 2, dargestelit,

Vitamin B,,-Werte im Serum, die deutlich tber 1000 pg/mli liegen, lassen entweder auf eine
Lebererkrankung oder auf eine myeloproliferative Stdrung, wie zum Beispiel “Polycythaemia
vera”, myeloide Metaplasie ader chronische granulozytische Leukamie schiieBen.

Werte uber 4000 pg/mi sind bei Lebererkrankungen ungewShntich, jedoch bei
myeloproliferativen Stdrungen durchaus ablich$®.14,
Spezifische Leistungsmerkmale

Genaulgkeit:

1. Ein Vergleich der Ergebnisse fir Vitamin By, die mit diesem Kit bestimmt wurden, mit
denen aus dem SimulTRAC-S Radioassay Kit ergaben die folgenden
Regressionsdaten:

x = SimulTRAC-S, y = SimulTRAC-SNB

Anzaht der Proben = 160
Steigung = 0,93

Korrelationskoeffizient = 0,98
Y-Abschnitt = -26 pg/mL

2. Ein Vergleich der Ergebnisse mit denen, die durch den mikrobiologischen Assay mit
Euglena gracilis' erhalten wurden, ergaben die folgende berechnete Regression,
x = mikrobiologischer Assay, y = SimulTRAC-SNB:

Anzahl der Proben = 132
Steigung = 1,1

Korrelationskoeffizient = 0,96
Y-Abschnitt = -32 pg/mL




3. Ein Vergleich der Folsaure-Ergebnisse im Serum, die mit diesem Kit bestimmt wurden, b, Folséure
mit denen, die mit dem SimulTRAC-S Kit ermittelt wurden, fiihrten zu folgenden
Ergebnissen: Standard-
' . N Mittelwert ng/mi abweichung % C.V.
Anzahl der Proben = 160 Korrelationskoeffizient = 0,97
trolle 1 35 1,62 , s
Steigung = 1,03 Y-Abschnitt = -0,01 ng/mL e 3 “ bt ole by
Kontrofie 3 52 4,50 034 7.5
Prézision: Kontrolle 4 52 104 1,0 96
Serum-Pool 30 6.6 047 7.1
- 1 Intra-Assay Variation:
¢ a. Vitamin B,, Wiederfindung:
Eine Serum-Probe wurde mit Cyanocobalamin und eine andere mit MFTS versetzt. MFTS
Standard- wurde mit UV-Spektrophotometrie bestimmt und in das Serum gegeben. Die Wiederfindung
N Mittelwert pg/ml |  abweichung % C.V. wurde wie foigt berechnet:
Kontrolle t 20 318 19,5 6,1 Gefunden - endogen  x 100
Kontrolle 2 22 444 14,1 3,2
Kontrolle 3 20 593 26,3 4.4 zugegeben
Kontrolle 4 20 1203 ?9 1E';,?z
- 1
Serum-Pool 20 69 9 22 Vitamin B,, MIFS
b. Folsiiure 2Zugegeben | Gefunden| Erwartet] Wiederfindung [| Zugegeben | Gefunden| Erwartet iWiederfindung]
n% in%
Standard- . 0 340 - 0 09 -~
- N Mittetwert ngml abweichug % C.V. 200 541 540 100 2 3,03 29 107
400 763 740 106 4 4,95 4.9 101
Kontrolle 1 20 1,87 0,16 8,6 1000 1297 {1340 96 10 1066 [ 109 98
Kontrolle 2 22 2,16 0,15 6,9
Kontrolle 3 20 4,89 0,25 5,1 Linearitéit:
Kontrolle 4 20 121 0,54 45
Serum-Pool 20 6,1 0,25 41 Eine Serum-Prabe wurde mit Standard A verdinnt, um die Linearitat zu untersuchen. Die
Linearitdt wurde wie foigt berechnet:
2 Iarfter-Asvs'a'y“"l‘la: aBtI'(:n: Gefunden/erwartet x 100
Standard- cv Vitamin B,, Folséure
N Mittelwert pg/ml abweichul % C.V.
e Verdinnung] Gefunden| Erwartet | % JVerdinnung] Gefunden | Erwartet] %
Kontrolle 1 35 313 25,6 8,2
Kontrolle 2 44 432 27,9 6,4 0 398 - - 4 19,48 - —
Kontrolle 3 52 555 38 68 1,33 273 299 91 1,33 14,40 14,61 99
Kontrolle 4 52 1106 47 4,2 2 195 199 98 2 10,17 9,74 104
¢t LSerum-Pool 30 151 18,6 12,3 4 100 100 101 4 5,49 487 | 113
. : 8 50 50 100 8 2,68 2,44 110
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Spezifitat:

5-Methyitetrahydrofoissure und Pleroylglutaminssure haben in diesem Assay die gleiche
Affinitat zu dem Binder,

Der Schwsine—lntrinslk-Faktor. der in diesem Kit verwendel wird, wurde durch
Amnitatschromatographie gereinigt und enthait weniger als 4% R-Protein. Der Reinheitsgrag
wurde gemas den Kiriterien auigesteltt, die vom National Committee for Clinical Laboratory
Standards'® vargeschlagen wurden,

Der Intrinsik-Faktor im MP Biomedicals SimulTRAC-SNB Radioassay Kit migt eine

i S pg/ml, wenn es aus einer
Standard-Kurve bestimmt wird, die mit Cobalamin-Standards erstelitist. Dariber hinaus wird
die Vitamin B.,-Bindung zu mehr alg 95% durch einen besonderen Anti-IF blockierenden
Antikdrper verhindert.

Zusatzliche Versuche haben gezeigt, dap bei der Verwendung des MP Biomedicals
SImMUITRAC-SNB Kits das Cobinamid (ein Vitamin B,,-Analogon) eine unter 0,01% liegende
Kreuzreaklivitit aufweist,

Empfindiichkeit:

Die Empfindiichkeit, definiert bei 90% Bindung betragt 75 pg/mi fir B,, und 0,6 ng/ml fiir
Fols&ure.

Literaturnachweis; Sishe References.
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Coffret SimulTRAC-SNB Pour Dosage Radio-lmmunologique Vitamine
By, ["Co)/Folates ['*n

Destiné au dosage quantitatif et simultané de I3 Vitamine B,, et des Folates dans du
sérum et du plasma,

Explication sommaire du test

Les carences en vitamine B,, et en lolates représentent deux des trois anémies nutritionnelies
sans équivoque dont peut étre atteint 'homme, ia troisiame étant due & une carence en fer’,

On trouve une carence en folates (acide folique) chez enviran un tiers des femmes enceintes,
chez la plupart des alcooliques et chez la majorité des individus qui ont un régime dépourvu
de légumes et de fruits crus ou de jus de fruits frais, chez de nombreuses personnes ayant des
lésions structurelies ou fonctionnelles du tiers supérieur de leur intestin gréle, ainsi que dans
un certain nombre d'autres cas?. La mesure des taux de folates constitue un moyen direct et
fiable permettant d'étabiir F'existence d'une carence en folates®, et ce tegt doit 8tre pratiqué chez
tout patient souffrant d'une anémie mégaloblastique, ainsi que chez tout patient atteint
d'anémie, d'hypersegmentation des noyaux granulocytaires, et de carence en fer prouvée®,

Lavitamine B,, est ielle pour un métabol; normal de I'acide folique. i est conseillé
de doser la vitamine B,, sérique et les folates éryWocytai_res en plus des folates sériques pour

sauffre d'une carence primaire en vitamine By, qui bloque la capacité des cellules 3 fixer log
folates, et dans ce cas, le traitement consiste a administrer de |3 vitamine B,, et non pas de

La carence en vitamine By, est en général associée 4 des anémijes pernicieuses, des lésions
gastriques, des lésions de lintestin et des régimes végétariens stricts.  Du point de vue
diététique, on ne trouve de la vitamine B,, en quantité significative que dans des produits
d'origine animale; par conséquent, un régime Purement végétarien entrainera, 4 long terme,
une carence en vitamine B,,.

Les modifications morphologiques des brythrocytes assaciéos aux carences en vitamine B,
s'observent également dans les carences en acide folique, et il est nécessaire de doser lg taux
de cobalamine sérique pour gouvolr déterminer sila mégaloblastose est due 4 une carence en
8,2, en folates ou aux deux la foi?468,

Principe du test

Dans une analyse par compétition, le réactif de liaison doit avoir une affinits égale pour I'stalon
6t pour la substance présente dans I'échantillon. La vitamine B, ou les folates non marqués
entrent en compétition avec leurs homologues marqués sur le nombre restreint de sites de
fixation disponibles sur I'agent de fixation, ce Qui réduit la quantité de vitamine B,, ou da folates
marqués liés au réactif, Par conséquent, le taux de radioactivité lise est inversement
Proportionnel 4 la concentration de Péchantillon du patignt ou de I'étalon.

Dans Ie cas du test radio-immunologique SimulTRAC-SNB de MP Biomedicals, les taux de
vitamine B,, et de folates sont déterminés simultanément dans un seul tube. Les marqueurs
de a vitamine By, et des folates, les réaclifs de liaison et les étalons sont fournis sous forme
combinée. Les folates sous forme d'acide ptéroylglutamique (PGA) sont utilisés & (a fais
comme étalon et comme marqueur dans un mélange pour incubation dont le pH est de 9,5.
A ce pH de liaison, I'acide 5-méthyl~t6trahydmfolique (MTFA) de I'6chantilion du patient et fe
PGA des étalons ont une affinité 6gale pour le réactit de liaison lacté. Les deyx marqueurs:
[¥’Co) pour ta vitamine By, 8t "] pour les folates produisent chacun une énergie A des taux
que Fon peut facilement séparer en utilisant I'un des nombreux compteurs A double canal
existant sur le marché.

Le coffret SimulTRAC-SNB de MP Biomedicals utilise un facteyr intrinséque purifié. La
protéine R, qui a une forte affinits Pour les analogues de la cobalamine (vitaming By,)dans le
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3. Réactif de lalson SimulTRAC-SNB:

minutes avec le marqueur/DTT, suivie d'une réaction d'extraction durant 10 minutes & un pH
alealin'*™, Par conséquent, il n'est pas nécessaire de chauffer I'schantilion 4 100°C.

Pour confirmer une carence an folates, on peut également utiliser ce coffret et mesurer le taux
de folates érythrocytaires.

: Réaciits

A utiliser pour un diagnostic in vitro

! Solution de Dithiothreitol SimulTRAC-SNB [DTT] -N* rér.: 068229253, Contient
du Dithiothreitol dans un tampon phosphate avec un stabilisateur. >10 mifflacon. Un
flacon par coffret. Conservation: Ay réfrigérateur, entre 2 et 8°C; bien refermer le
flacon aprés usage. Date de péremption: Se reporter 3 la date ind iquée sur le flacon.

2. Marqueur Vitamine B,/Folates SimulTRAC-SNB
- N° 1él.: 06B257133. Chaque flacon contient mons de 5 uCi (55,5 kBq) de
complaxe [¥Co] vitamine B, et moins de 3 uCi (111 kBq) de complexe {'™1] folates
avec untampon de borate dans de la sérumalbumine humaine*, du dextran, du cyanide

intense.Date de péremption: Se reporter a la date indiquée sur le flacon.

a. Solution active de marquage/ DTT - Préparation: ajouter le contenu d'un
flacon de solution de Dithiothreitol dans un flacon de marqueur Vitamine B/
Folates permet de traiter 100 tubes. Si on ne peut pas utiliser Ia totalité du
contenu du flacon de marqueur dans les 30 jours qui suivent I'ajout du DT,
diluer une part de solution de Dithiothreitol pour une part de solution de
marquage. Conservation: Au réfrigérateur.entre 2 et 8°C, A I'abri de toute
lumiére intense. Stabliité: Trente jours aprés préparation.

N° rét.. 06B257150. Contient un

réactif de liaison du folate purifié élabord 3 partir de lait de vache et d'un facteur

intrinséque de porc purifié fixé Sur un support solide dans un tampon au borate

contenant du chlorure de sodium, un colorant et un agent de conservation. » 100

mi/flacon. Un flacon par 100 tube coffret, 2 flacon par 200 tube coffret. Blen agiter

avant usage. Conservation: Au téfrigérateur entre 2 ot 8°C. Date de péremption:

Se reporter A la date indiquée sur |e flacon

4. Réactit noutre simurtRAC-SNB [REAG] BLANK] - N rét. 08B254975. Contient

un support solide sans agent de liaison, formul® a la méme concentration en phase
salide que 'agent de liaison, dans un tampon au borate avec du chlorure de sodium,
un colorant et un agent de conservation. Volume >8 miftacon. Un flacon par 100 tube
coffret, 2 flacon par 200 tube coffret. Conservation: au réfrigérateur entre 2 ot 8°C.
Date de péremption: se reporter 3 Ia date indiquée sur le flacon.
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5. Etalons AF de vitamine B,/folates SImulTRAC-SNB. | 1-6] La vitamine B,,
(cyanocobalamine) et Iacide folique (PGA) en tampon av borate sont dilués dans de
la sérumalbumine* humaine, du chiorure de sodium, un agent stabilisateur ot des
agents de conservation. Un flacon par étalon dans chaque coffret. Conservation: au
réfrigérateur, entre 2 ot 8°C; A I'abri de toute lumiére intense. Date de péremption: se
reporter aux dates indiquées sur les flacons.

Ce ion Cor ion Acide
Viamine B,, folique
N°
Etalon référence Volume pg/ml pmolA ng/m| nmolA4
A 068254851 6mi [ 0 0 0
B 068254860 aml 100 74 1,0 23
[+] 068254878 3ml 200 148 2,0 45
D 063254886 3ml 400 296 4,0 9,1
E 068254916 3ml 1000 740 10,0 23
F 068254924 3mi 2000 1480 20,0 45

6. Agent d'extraction [REAG] - N* rét. 06B257176. Contient de la soude 1N ainsi
qu'un amplificateur d'extraction organique et un colorant jaune. Volume: > 10
mi/flacon. Un flacon par coffret. Conservatlon: ay rélrigérateur entre 2 6t 8°C. Date
de péremption: ss reporter 3 la date indiquée sur e flacon,

MISE EN GARDE: Eviter tout contact avec les yeux, la peau et les vétements. Prendre toutes
les mesures de sécurité nécessaires lors du pipettage de ce réactif.

ATTENTION: A MANIPULER COMME AGENT POTENTIELLEMENT INFECTIEUX: Les
matidres premidres d'origine humaine utilisées pour la fabrication des composants de cette
trousse ont 6té analysées et révélées négativgs en antigéne HBs, anticorps VIH 1/2 et

ATTENTION: COMPOSANT RADIOACTIF

Ceo systéme de dosage radio-immunologique de MP Biomedicals contient moins de 3
microcuries (111 kilobecquerels) d'lode 125 et moins de 1,5 microcuries (55,5 kilobecquerels)
de Cobalt 57 par flacon de marqueur.

Ce produit radioactit ne peut étre regu, acquis, détenu et utilisé que par des médecins, des
laboratoires cliniques ou des hépitaux pour des analyses cliniques ou de laboratoire in vitro qui
ne demandent pas I'administration interne ni externe du produit ou des radiations émises par
celuici & 'homme ou A I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son utilisation et
sa transmission sont soumises aux réglementations de Ia Iégislation frangaise.

MP Biomedicals, LLC
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Pour information, nous indiquons ci-aprés un résumé des réglementations américaines:

* Ne pas manger, boire, fumer ni se magquiller dans le local ol les produits radioactifs sont
utilisés. ¢ Ne pas se servir de pipettes a aspiration par la bouche pour des solutions
radioactives. ¢ Eviter tout contact direct avec tout produit radioactif: utiliser des blouses de
laboratoire et des gants & usage unique. ¢ Tout travail radiologique doit étre effectué dans un
endroit spécial 4 I'dcart de toute circulation. ¢ Les produits radioactits doivent étre stockés
dans leur emballage d'origine en un lieu spécitique. ¢ Tenir un journal dans lequel on
indiquera 'entrée et la sortie de tout produit radioactif. ¢ Le matériel de laboratoire et la
verrerie qui sont soumis & contamination doivent étre tenus a Fécart pour éviter toute
contamination croisée par les différents isotopes radioactifs. ¢ S'il se produit un débordement
de liquide radioactit, procéder immédiatement au nettoyage conformément aux dispositions
. Prévues & cat effet. ¢ Tout produit radioactif doit 8tre mis au rebut conformément aux
" réglementations légales. ¢ Les récipients non contaminés peuvent étre jetés comme du
" matériel non radioactif, a condition que les étiquettes ot toutes autres marques d'identification
soient retirées.

Matériel et réactifs nécessaires mais non fournis dans le coffret

1. Tube en verre sous vide, de 5 ou 10 mi, ou tube contenant de FEDTA, de 7 ou 10 ml.

2. Tubes en polypropyléne ou en polystyréne (12 x 75 mm), & usage unique.

3. Portoir pour tubes

4. Pipette semi-automatique {au choix de I'utilisateur), 4 pointes & usage unique pouvant
prélever 100 pl, 200 pl et 1,0 ml.

5. Agitateur Vortex

6. Centrifugeuse pouvant atteindre une force centrifuge d'au moins 1000 x g

7. Compleur gamma capable de mesurer simultanément ou st ivement I'lode 125
et le Cobalt 57, et disposant de valeurs réglables permetiant de séparer les deux
spectres de comptage.

Matériel et réactifs pplé s né i pour le dosage des folates

érythrocytaires

1. Acide ascorbique, MP Biomedicals, N° réf. 06B259110.

2. Centritugeuse pour micro-hématocrite.

3. Tubes capillaires héparinés pour micro-hématocrite.

4. Support utilisé pour I'obturation et le transport des tubes microcapillaires.

Prélévement de I'échantillon

Les échantiflons doivent étre prélevés chez des individus a jeun, étant donné qu'une absorption
alimentaire récente risque d'accroitre de fagon significative le taux dacide folique. Le
laboratoire doit 8tre informé, ls cas échéant, de la présence de radiactivité dans 'échantillon.
Les échantillons ne doivent pas étre prélevés dans de l'acide ascorbigque ni dans du fluorure
en concentration élevée, étant donnés que ces deux agents sembient détruire la vitamine By,

Ne pas utiliser d'échantillons hémolysés pour des dosages de sérum ou de plasma.
1. Préparation de I'échantilion pour analyse
a. Sérum ou plasma

Prélever le sang dans un tube en verre sous vide de 5 ou 10 mi. Sion préléve
du sérum, laisser le sang former un caillot & température ambiante dans le tube
fermé pendant 30 2 60 mn. Utiliser de 'EDTA si 'on veut faire une analyse sur
plasma. Centrifuger pandant 10 minutes et prélever Ie sérum ou le plasma.
Hémolysat de sang total (pour dosage des folates érythrocytaires).

Prélever le sang dans un tube en verre sous vide de 7 mi contenant de 'EDTA
{bouchon favande).

Mesurer et noter la valeur de I'hématocrite.

Ajouter 100 ul de sang en suspension 4 2 ml de solution récente d'acide
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ascorbique & 0,2%. La dilution est alors de 1 pour 21. Renverser plusieurs fois
pour bien mélanger; éviter la formation de mousse.

Laisser reposer I'hémolysat entre 20 et 25°C pendant 60 & 90 mn avant
analyse. Tenir & I'abri de la lumiére pandant ce laps de temps.

2. Transport des échantillons: Le sérum et s plasma soigneusement emballés doivent
élre transportés congelés du départ 4 l'arrivée,
3 Conservation des échantillons: Avant analyse, conserver les échantillons entre 2 et

8°C. Sil'on doit garder un échantilion plus de 4 heures, il faut le conserver a -20°C
minimum. A cette température, les échantilions sont stables pendant 6 A 8 semaines.
Ne pas stocker les échantillons dans des congélateurs 4 dégivrage automatique pour
éviter de les soumeltre & des cycles de congélation-décongélation.

Procédure de dosage

Si le compteur posséde deux canaux ou plus, if convient de I'étalonner pour compter 'lode 125
dans un canal et le Cobalt 57 dans un autre.

Si le compteur n'a qu'un.canal, il faut I'étalonner de fagen & ce que les diftérents réglages du
compteur permettent de compter un seul isotope 2 la fois. Dans ce cas, il faudra passer les
tubes deux fois: la premiére fois, le compteur étant réglé pour I'ode 125, on obtiendra la courbe
des folates et les résultats de I'échantillon, et la seconde fois, e compteur étant réglé pour le
Cobalt 57, on obtiendra la courbe de la vitamine B, et les résuitats de I'échantition.

Tous les réactifs et les échantillons doivent &tre amenés a température ambiante avant
utilisation, mais pour minimiser tout risque de détérioration, éviter de les laisser A cette
température plus longtemps que nécessaire. Ne pas mélanger des réactifs provenant de
différents coffrets, pour un méme dosage.

ATTENTION: La vitamine B,, et les folates sont sensibles & la lumiére, ot ne doivent étre
soumis qu'd une lumiére diffuse, et ce pendant un laps de temps aussi court que possible.

Dans le protocole suivant, il est conseilié d'effectuer les mesures des &talons en double. Les
échantilions des patients doivent étre dosés en double, et la préparation de la courbe étalon
ainsi que les dosages cliniques doivent se dérouler simultanément. Les sérums de contrdle
seront analysés en méme temps que les échantillons des patients.

Préparation des réactifs

1. Si l'on doit utiliser un flacon de marqueur dans les 30 jours, verser le contenu d'un
flacon de DTT dans un flacon de marqueur. Si ce flacon doit servir plus longtemps,
suivre les indications données ci-dessous.

2. 1! faut ajouter la méme quantité de marqueur et de dithiothreitol (DTT) (100 it de
chaque) par tube & doser. Mélanger le marqueur et le dithiothreitol en proportions
égales, et utiliser 200 pltube. On peut également pipstter séparément ie marqueur et
le DTT (100 ptubs), en ajoutant d'abord le marqueur puis le dithiotreitol.
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Procédure de dosage

Numéroter 16 tubes pour la courbe étalon. A partir du numéro 17, numéroter deux
tubes supplémentaires pour chaque échantilion clinique.

2. Ajouter les étalons et les échantillons cliniques conformément aux indications données
dans le tableau suivant.

3. Ajouter 200 yl de solution active de marquage/DTT (réactif 2A) dans chaque tube, y
compris les tubes 1 et 2. Agiter les tubes au Vortex.

4. Incuber & température ambiante (18 - 25°C) pendant 15 minutes.

5. Ajouter 100 il de réactif d'extraction aux tubes 3 - 16 et aux tubes contenant des
échantillons. Agiter les tubes au Vortex.

— 6 Incuber & température ambiante (18 - 25°C) pendant 10 minutes.
5. Bien agiter le flacon de réactif neutre SimulTRAC-SNB. Ajouter 1000 pi de réactif
neutre aux tubes 3 et 4.

8. Bien agiter le flacon de réactif de liaison SImulITRAC-SNB. Attention: Blen agiter.
Ajouter 1000 yl de réactif de liaison aux tubes 5-16 et aux tubes contenant des
échartillons. Agiter les tubes au Vortex.

9. Incuber les tubes 3-16 et tous les tubes échantillons & température ambiante (18 -
25°C) pendant 60 minutes a partir du dernier ajout de réactif de liaison. Recouvrir le
portoir de papier aluminium pour protéger de fa lumiére, ou le placer dans un endroit
sombre.

10. Centrifuger 3 au moins 1000 x g pendant 10 minutes, de préférence au frais.

11, Décanter avec précaution, et jeter le sumageant. Retirer la derniére goutte en posant
les tubes sur un papier absorbant. _

12.  Compler fa radioactivité dans les pellets et dans les tubes 1 et 2, I'un aprés f'autre &
I'aide d'un compteur gamma. Le nombre de coups total par minutes pour les tubes 1
el 2 doit se situer entre 10 000 et 25 000 pour le Cobalt 57, et entre 15 000 et 35 000
pour Iode 125, en fonction de I'appareil et de I'dge du marqueur. On peut utiliser un
temps de mesure plus court, A condition que les nombres de coups pour les tubes 1 ot
2 soient au moins de 10 000 (nombre de coups total).

Dosage radio-immunologigue SimulTRAC-SNB
Solution
Etalons | active Solution Réactif | Rdactit
ou éch. § marqu. extract. neutre | liaison
Tubes (ul) {ul) Incub. [(T)] Incub. (1)) (ul) fncub. Centrif.
1,2 -— 200 - - - - - -
3.4 | 200A 200 Incuber 100 Incuber 1000 Incuber Centrif.
5.6 | 200A 200 tous les 100 tous les 1000 | tousles tous les
7.8 | 200B 200 tubes & 100 tubes & - 1000 tubes & | tubes (sf 1
9,10 { 200C 200 tempér. 100 termnpér. 1000 { tempév. ot2)a

11,12} 200D 200 ambiante 100 ambiante - 1000 | ambiante | 1000x g

13,14 | 200E 200 {18-25°C) 100 pendant - 1000 | (18-25°C) | pendant

15,16 | 200F 200 pendant 100 (18-25°C) - 1000 | pendant 10mn

Ech. 15mn 10 mn 60 mn
clin. 200 200 100 — 1000

Aprés centrifugation, décanter le surnageant et compler la radioactivité dans les

3 pellets.
- Faire les calculs.
Tracer la courbe étalon et déterminer las résultats des dosages cliniques.

moysenne nb/c/mn carrigeée tubes 5

eté
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1.

Calcul des résultats

v ine By, et eriques ou p iq

La courbe pour la vitamine B,, et les résultats sont calculés a partir des résultats

obtenus par comptage du Cobalt 57; 1a courbe pour les folates et les résultats sont

calculés & partir des valeurs obtenues par comptage de I'lode 125.

a. Faire la moyenne des mesures des tubes 3 et 4, qui sont des tubes “neutres”.
Soustraire la valeur "neutre” de toutes les autres mesures pour obtenir des

mesures igé Utiliser t des mesures corrigées pour les
calculs. Remarque: Funité de temps doit étre identique pour tous les tubes.
b. Faire la moyenne des mesures corrigées des tubes 1 et 2 pour abtenir le
nombre de coups total corrigé pour chaque dosage.
c. Diviser la moyenne des mesures corrigées des tubes 5 et 6 par e Nombre de

coups total corrigé de fagon & obtenir le coefficient de niveau de marquage B,
ce coefficient ne doit pas dépasser 36%.

d. Diviser les mesures corrigées de chaque tube par la moyenne corrigée des
tubes 5 et 6 pour obtenir le pourcentage de niveau de marquage de chaque
tube.

e. On peut tracer une courbe étalon comme suit: Utiliser du papier logit-log, noter

le pourcentage de niveau de marquage par rapport aux valeurs en pg/ml des
étalons de vitamine B,, ou en ng/m! des étalons de folates sur I'échelle
logarithmique. On trouvera dans le Tableau 1, des valeurs types de nombres
de coups et des pourcentages obtenus par calcul. La courbe étalon tracée &
partir de ces données est indiquée en Figure 1. Dans la pratique, il est
préférable de tracer chaque courbe étalon sur une feuille différente pour éviter
tout risque de confusion.

f. La concentration en vitamine B,; ou en folates dans le sérum ou le plasma est
déterminée par extrapolation A partir de la courbe étalon donnant le
pourcentage de niveau de marquage par rapport a la valeur en pg/m| de
vitamine B, ou la valsur en ng/mi de folates (Figure 1).

g. Exemple: L'exemple suivant est donné pour un échantilion de B,,; pour les
folates, on suit 1a méme procédure de calcul.

Neutre = ¢/mn fube 3 + c/mn tube 4 = 7504728 =739
2 2
Nb coups total corrigé
= {c/m 1 - ngutre) + {c/mn tube 2 - neutr
2
={23319-739) + (23 716 - 739} =22 778
2
8, = Niveau marquage = Moyenne nb g/mn corrigés tubes § ef & x 100 =10 632 x 100 = 46,7%
Nb c/mn total corrigé 22778




Calcul du % de marquage

pour le tube 7: = (nbe/mniube7 - neutre) X100=  (9917-739) x 100 = 86,2%
moyenne nb/c/mn corrigeée tubes 5 et 6 10 632

Exemple de calcut pour un échantilion clinique:
Nb c/mn (trouvé) = 7 324

Neutre =739
% marquage =7324-739 x 100 =61,9%
10 632

La courbe étaion logit-log (Figure 1) indique que 61,9% correspond & une concentration de B,,
de 470 pg/ml.

1. Folates érythrocytaires
a. Calculer le pourcentage de marquage de I'hémolysat (Etape A.4.)
b. Obtenir a concentration en folates par extrapolation 4 partir de la courbe étalon
(Etape A.6.).
c. Multiplier la concentration en folates par 21. (Une dilution de sang total dans

un rapport 1 pour 21 a été faite lors de la préparation de I'échantilion). Ceci
donne la concentration des folates en ng/ml de sang total.

d. Diviser la concentration des folates dans le sang total par 'hématocrite exprimé
sous forme décimale. Ceci donne la concentration en folates érythrocytaires
en ng/mi.

ng/ml d'hém, x21
% hématocrite /100

ng/mt érythrocytaire =

Exemple de calcul pour folates érythrocytaires

Nb ¢/mn (trouvé) =11 271

Neutre = 1321

% marquage = 56,3
La courbe étalon logit-tog (Figure 1) indigue que 56,3% correspond & une concentration en

folates de 4,6 ng/ml.
Hématocrite du patient = 42%
ng/mi érythrocytaire = 46x21 = 230 ng/ml
0,42

La moyenne de cette valeur ot de celle du deuxiéme dosage effectué en double donnera la
concentration des folates érythrocytaires en ng/ml de I'échantillon du patient.
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qmg%u: En régle générale, il n'est pas nécessaire de corriger les folates sériques
plasmatiques étant donné que cette valeur est trés faible comparée a celle des folates
érythrocytaires. On observe parfois des taux de folates élevés dans le sérum ou dans le
plasma. Si la concentration de folates dans le sérum ou le plasma est supérieure 4 10% de
la concentration en folates érythrocytaires calculée, il convient de procéder & une correction
sérique comme suit:

ng/mi érythrocytaire
= | - [fol 1-% hématocrite/10|
% hématocrite/100
Exemple de calcul:

1. Concentration en folates sériques ou plasmatiques = 32 ng/ml
2. Concentration en folates de 'hémolysat = 3,0 ng/mi

- 3. Hématocrite pour le patient en question = 30%

Concentration en folates érythrocytaires non corrigée: 3,0 na/mi x 21 = 210 ng/mi
0,30

Etant donné que 32 ng/ml est supérieur & 10% de 210 ng/ml la concentration en folates
érythracytaires doit 8tre corrigée comme suit:

ng/mi érythrocytaire comrigé = mi x 21) - [32 ng/ml (1.

folates érythrocytaires corrigées = 135 ng/m!
Limies de la procédure

1. Les méthodes radioimmuno-logiques permettant de doser la vitamine By, dans un
échantillon clinique peuvent donner, pour certaines populations a risques, des valeurs
différentes de celles obtenues forsqu'on utilise des méthodologies microbiologiques
spécifiques, étant donné que chacune a sa propre zone de référence.

2. On aparfois constaté des résultats de vitamine B,, sérique faussés par excas en raison
de ia présence dans Iéchantilion d'anticorps bloquants ou dlagents de liaison
endogénes de la vitamine B,, qui ne sont parfois pas complatement inactivés par les
réactils de dénalturation alcalins™. Quoique ce genre de désaccord se présente
rarement, s'il se produit, les résultats obtenus avec le “No Boil” doit étre interprété avec
précaution. Quand c'est approprié, confirmer les résultats du "No Boil* par I'aternatif
de la methadologie du “Bail” (MP Biomedicals N° de rétérence 06825481 9). Lorsque
le résultats ne sont pas en accord avec les signes cliniques, il covient de se fier 4
Fopinion clinique et de demander des analyses supplémentaires.

3. L'exactitude des résultats obtenus avec le cofiret SImuITRAC dépend de la capacité
du compteur gamma 3 faire la différence entre les désintégrations de I'lode 125 et

celles du Cobalt 57. Wl faut étabiir des fendtres de fagon a ce que le Cobalt 57 produise -

le minimum d'interférence sur le canal prévu pour I'lode 125 et vice-versa.
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On peut utifiser la méthode suivante pour évaluer les chevauchements. Folate: i i
a. Régler le compteur gamma pour comptage de I'lode 125. dlates sériques Folates érythrocytaes
1. Mesurer ia source d'lode Interprétation ng/mi (nmolt) ng/mi {nmoVt)
125 = A Faible <1,5 <34 <120 <272
Normal >1 !5 >3,4 >120 >272
2. Mesurer la source de
Pour les valeurs prévues pour Ja vitamine B,, sérique (cobalamine “yraie"), deux populations
Cobalt 57 avec le réglage lode 125=8 ont 6té utilisées. La premiére était constituée de 38 individus souffrant de carences en vilamine
B,,. etdontle diagnostic avait 616 confirmé, que ce soit des anémies pernicieuses, des igsions
b. Régler ie compteur gamma pour comptage du Cabalt 57. gastriques ou intestinales, ou des états pathologiques associés 2 une carence en vitamine By,
1. Mesurer la source de Cobalt 57 = C
On a utilisé le percantile 99 estimé sur cette population pour définir 1a limite supérieure de la
2. Mesurer la source d'lode 125 avec \e régiage Cobalt 57 = D zone de carence. La seconde population était constituée de 121 hommes et femmes
volontaires sains agés de 19 3 60 ans, ne suivant pas de régime alimentaire particulier. Ces
c. Calculer le chevauchement: volontaires ont été jugés normaux sur le plan hématologique par rapport aux critéres de
1. du Cobalt 57 sur Mode125 = B8 x 100 \aboratoire habituels. La zone normale a été définie 4 partir de 95% des résultats centraux de
C cette population. La zone dlindétermination a été définie comme Stant la zone située entre 1a
zone de carence et la zone de normalité.
2. de ode 125 sur le Cobalt 57 = D x 100
A
Interprétation Vitamine B, pg/ml Vitamine B ol
Le chevauchement ne doit pas dépasser 3% pour 'un ou l'autre des canaux. Sion
détecte un ch t supérieur 4 3%, le réglag de Ia fenétre doit étre réduil, Faible <120 <88
sinon il faut appliquer une méthode de correction mathématique. Les sources de ndéterminé 120 - 160 88- 118
Cobalt 57 peuvent étre foumies sur demande. Normal 160 - 970 118 -716
4. Les échantilions cliniques contenant une certaine radioactivité provenant de traitement Elevé >970 >716
ou d'études antérieurs risquent d'entrainer des résultats arroneés.
5. It faut étre vigilant dans le chaix des sérums de contrdle pour folates que I'on trouve Une étude comparative a mis en paralidle le dosage SimUITRAC-SNB et le dosage

dans le commerce. En effet, certains dentre eux ont 68 préparés a partir de 5-méthyl-
\étrahydrafolate (MFTA) instable, qui entraine des résultats particuliérement bas.

D'autres sérums, préparés A partir d'acide ptéroyiglutamique mais analysés dunpH de - . - ) .

D e s ions do MTFA sa verontatibuerun aux o dales Vop Syt B0 4 ?23;1?:5;.’10?53':'2;’"3.‘3rii"%‘;Zué'ﬁfo.?f“e‘,’i’n‘f;'fqﬁe‘fi"&f;%’.ﬁ‘é&ﬁﬂi“.m?:&;;?: mysiaide
fabricant. Ces sérums de contrle donneront un taux de folates inférieur & celui indiqué ou 1a loucémie myéioide chronique. Des taux su périeurs 4 4000 pg /ol sont rares dans les

5. g:gsv::;;w;gvz:':g‘les Jones de normalité détarminées par une méthode donnée affections hépatiques, mais sont courants dans les syndromes myéloproli(ératils"""“.

ou un calcul donné risquent de ne pas tre identiques a celies déterminées par une
autre méthode. ) est conseillé d'utiliser & chaque fois \a méme méthode de réduction
das données pour assurer la meilleure précision possibie. Exactitude:

microbiologique par Euglena gracilis. Ces résultats sont donnés en Figure 2.

Caractéristiques et performances spéclfiques

Pour tout renseignement, et pour obtenir une assistance technique, s'adresser a MP 1 La comparai I

- 4 39 4 ! . paraison des résultats obtenus pour 1a vitamine B,, avec ce cofiret et de ceux

Biomedicals, Division Diagnostc obtenus avec le coffret de dosage RIA SImUITRAC-S a doznné les résultats d'analyse
de régression suivants:

Valeurs prévues

Il est conseillé 4 chaque laboratoire d'établir lui-méme ses propres normes pour interpréter ses (x = SIMUTRAC-S, y = SIMUTRAC-SNB)

\.’ résultats, mais les zones de normalité indiquées ci-aprés peuvent servir de guide. Nombre d'échantilions: 160 Pente: 0ga

" La zone de nomalité pour ies folates sériques a été déterminée A partir des valeurs centrales Coeficient de corrélation: 0,98 Intercept-Y: 26pg/mL

obtenues sur 95% d'une population normale, 1,5- 16,8 ng/ml (3.4- 38.4 nmolfl). La population

normale était constituée de 121 échantillons de sang venant d'étre préleves sur des volontaires

considérés comme narmaLx St le pian hematologique- 2. La comparaison des résultats obtenus avec le dosage microbiologique avec Euglena

. . itis™, I Gsult: d'anal i i =
La zone prévue pour les folates érythracytaires a 616 déterminée par dosage des hémalysats g"ﬁ'gg' olo:iq?nz'.“;és ;:s m\:l'l?; AagSNB): yse de régression suivants (x dosage

de sang total de 117 individus considérés comme normaux sur le plan hématologique. 95% ’ ! :
des valeurs normales se situaient entre 120 et 860 ng/m! (272 - 1952 nmol/). Nombre d'échantifions: 132 Pente: 11

Coefficient de corrélation: 0,96 intercept-Y: -32pg/ mb
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3. La comparaison des résultats du folate sérique obtenu avec ce cofiret et de coux b.

Folate
aobtenus avec le coffret SMulTRAC-S a donné les résultats suivants:
Nombre d'échantilions: 160 Pente: 1,03 N Moyenne ng/mi Ecart-t CV. %
Coefficient de corrélation: 0,97 Intercept-Y: -0,01 ng/ mL Contrdle 1 35 1.62 0,19 17
Contrdle 2 44 1,96 0.16 82
Précision: Contrédle 3 52 4,50 0,34 7.5
Contrdle 4 52 10,4 1.0 9,6
1. Variation intra-dosage Pool sérique 30 6,6 0,47 7.1
a. Vitamine B,, |
Récupération:
N Moyenne pg/mi | _ Ecart-type CV.% Un échantilion de sérum a été additionné de cyanocobalamine et un autre de MTFA. Le MTFA
a 6té étalonné par spectrophotoméirie aux U.V. et ajouté a 'édchantillon. On a calculé le
Contrdle 1 20 318 19,5 6,1 pourcentage de récupération selon la formule suivante:
Contréle 2 22 444 14,1 3.2
Contréle 3 20 593 26,3 44 Trouvé -_Endogéneg x 100
Contréle 4 20 1203 69 5,7 Ajouté
Pool sérique 20 169 19 112
b. Folate Vitamine B, MTFA
Ajoutée | Trouvée | Prévue % Ajoutée | Trouvée | Prévue %
N Moyenne ng/mi Ecart-| C.V. % Récupér. Récupér
0 340 0 09 -
Contréle 1 20 1,87 0,16 8,6 200 541 540 100 2 3,03 2,9 107
80":'&'0 g 22 f-;g g-;g o8 400 763 740 106 4 495 49 101
ontréle . : . 1297 1340 96 1
Controle 4 20 12,1 0,54 45 1000 L 128 Sl l068 | 109 28
P i 20 6.1 0,25 41 .
fLEooi sérigue i Linéarite:
2. Variation inter-dosages Un échantillon sérique a été dilué avec 'stalon A pour vérifier la lindarits. La linéarité a été
a.  Vitamine B,, calculée sefon la formule suivante:
N Mayenne pa/mi Ecart-type C.V. % frouveé/prévu x 100
Contrble 1 35 313 25,6 82
Contrdle 2 4a 432 279 6.4 Vitamine B, Folate
Contrdle 3 52 555 38 68 oo T .
Contrdle 4 52 1106 47 42 Dilution | Trouvée | Prévue % Dilution | Trouvée | Prévue %
Pool séngue 30 151 1 B!G 123 0 398 . - 0 19,48 .
1,33 273 299 91 1,33 14,40 14,61 99
2 195 199 98 2 10,17 9,74 104
4 100 100 101 4 5,49 4,87 13
8 50 50 100 8 2,68 244 110
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Spécificité:

L'acide 5-méthyi-tétrahydrotolique et I'acide ptéroylglutaminique ont, dans ce dosage, une
affinité égale pour le réactif de liaison.

La facteur Intrinséque de porc utilisé dans ce cofiret a é1é purifié par chromatographie d'affinité
et contient moins de 4% de protéine R. La pureté a été définie par rapport aux critéres
proposés par le National Commiitee for Clinical Laboratory Standards'®

Le facteur intrinséque du coffret de dosage radio-immunologique SimulTRAC-SNB de MP
Biomedicals mesure 10 000 pg/mi de cobinamide comme inférieur & 75 pg/mi lorsqu'on effectue

. la mesure par rapport 4 la courbe étalon tracée & partir des étalons de cobalamine. De plus,

Ia liaison de la vitamine B,, estinhibée a plus de 95% par un anticorps bioquant spécifique anti-
Fi.

D'autres études ont démontré que lorsqu'on utilisait le coffret SimulTRAC-SNB de MP
Biomedicals, {a cobinamide (qui est un analogue de la vitamine B,,) avait une réactivité croisée
inférieure 4 0,01%.

Sensibilité:

La sensibilité définie avec une concentration & 90% du marquage est de 75 pg/ml pour la B,,

ot de 0,6 ng/ml pour les folates.
Bibtiographie: Voir la indique References du texte anglais 13.
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Kit per il Radiodosaggio Simultaneo di Vitamina B,, ["Co] Folato ['**l] -
SimulTRAC-SNB

Perla determinazione quantitativa simultanea della Vitamina B,, e del Folato in siero o plasma.
Generalita’ e Metodologia di Dosaggio

Le carenze di Vitamina B,, e Folato costituiscono due delle tre anemie nutrizionali dell'uomno,
essendo la terza dovuta a carenze di ferro’.

Linsutficienza di folato {acido folico) & presente in circa un terzo delie donne gravide, nella
grande maggioranza degli etilisti, nella maggioranza delle persone che rispettano una dieta
priva di frutti freschi e vegetali freschi crudi o succhi di frutta, in molte persone presentanti danni
strutturali o funzionali a livello de! terzo superiore dellintestino nonché in un certo numero di
altre situazioni®. La determinazione dei livelli di folato costituisce it mezzo pit diretio ed
affidabile per rilevare F'esistenza di carenza in folato®, e questo test dovrebbe essere eseguito
per tutti quei pazienti che presentano anemia megaloblastica, cosl come per tutti i pazienti che
presentano anemia, ipersegmentazione dei nuclei granulocitari e contemporaneamente
presentano manifestazioni correlate alla carenza di ferro*.

La vitamina B,, & essenziale per il normale metabolismo dell'acido folico. E' consigliabile
determinare la vitamina B,, e il folato eritrocitario in aggiunta al folato serico al fine di accertare
che |a diagnosi sia carenza in folato per cui I'idoneo trattamento terapeutico consiste neit'acido
folico. Bassi livelii di folato eritrocitario possono inoltre significare che il paziente presenta
primariamente carenza in vitamina B,, bloccando quindi 1a capacita delle cellule di assorbire
it folato nel cui caso la terapia opportuna sarebbe la vitamina B,, anziché I'acido folico®.

Le piU frequenti cause di carenza in vitamina B,, consistono nel danno gastrico, nel danno
intestinale, nell'anemia perniciosa e nel vegetarianismo puro. Le uniche sorgenti significative
di vitamina B,, sono di origine animale, quindi una dieta puraments vegetariana pud condurre
a carenze in vitamina B,,.

Alterazioni morfologiche delie celiule del sangue associate a carenza in vitamina B,, sono
prodotie anche da carenza in acido folico, quindi la determinazione del livello di cobalamina
serica & necessaria per determinare se la megaloblastosi & dovuta a carenza di 8,, o di folato
o di entrambe?*%%,

Principlo di Dosaggio

Nel dosaggio per competizione di legame proteico, il legante dovrebbe presentare uguale
affinita per la forma standard e per 'analita presente nel campione. La vitamina By, o il folato
non marcati competona con le forme marcate per il numero limitato di siti sulte proteine leganti
specifiche, riducendo quindi la quantita di vitamina B,, o folato marcati legati. Ne consegue che
il livello di radioattivita legata & inversamente correlato alla concentrazione nel campione o nello
standard.

Nel kit MP Biomedicals SimulTRAC-SNB, i livelfi di vitamina B,, e folato vengono simul-
taneamente determinati in una singola provetta. | traccianti, le proteine leganti e gli standards
sono forniti in forma combinata. L'acido pteroilglutamico (PGA} & impiegato a pH 9,5 come
standard @ come tracciante per il dosaggio del folato. A questo pH di legame, infatti, sia I'acido
5-metiltetraidrofolico (MTFA) del campione che il PGA degli standards presentano uguale
affinita per la proteina legante. | due traccianti, ["Co] per la vitamina B,, e [***1] per it folato,
emettono ad energie i cui livelli possono essere facilmente distinti in parecchi contatori a due
canali del commaercio.

Il kit MP Biomedicals SimulTRAC-SNB impiega fattore intrinseco purificato. La proteina R,
dotata di alta affinitd per gli analoghi della cobalamina (vitamina B,,) presenti nei plasma
umano, & stata rimossa tramite cromatografia d'affinita. Una volta rimossa la proteina R, solo
il fattore intrinseco puro & disponibile al legame; grazie alla specificita per la vitamina B,, che
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il fattore intinseco presenta, la misura diviene correlata alla concentrazione "vera® di
cobalamina®®. Il fattore intrinseca purificato e fa proteina legante il folato sono legati
covalenternente a un supporto solido. Nel procedimento MP Biomedicals, le proteine endogene
leganti vitamina B,, e folato vengono distrutte dopo incubazione con tracciante/DTT per 15
minuti seguita da estrazione per 10 minuti a pH alcalino (12-13). Cid consente di evitare il
riscaldamente del campione a 100°C.

Al fine di confermare lo stato di carenza in folato, questo kit pud anche trovare impiego per la
determinazione del folato eritrocitario.

Reagenti

Per uso diagnostico in vitro

1. SImuITRAC-SNB Soluzione di Ditiotreltolo, Catalogo n* 068229253,
Contenente ditiotreitolo in tampone fosfato con stabilizzante. Volume: >10 ml per
flacone. Un flacone per kit da 100 provetts, 2 ftaconi per kit da 200 provette.
Conservazione: refrigerare a 2-8°C; mantenere ben chiuso. Stabilita: vedi la data
di scadenza sul flacone.

2. SImuITRAC-SNB Tracclante Vitamina B,/Folato,

Catalogon® 068257133. Un flacone contiene <1,5 uCi (55,5 kBq) di vitamina B,,[*'Co]
e <3 uCi (111 kBq) di folato ['**I] in tampone borato con siero albumina umana*,
destrano, cianuro di potassio, bloccante dei legami endogeni, colorante e conservante.
Volume: >10 mi per flacone. Un flacone per kit da 100 provette, 2 flaconi per kit da
200 provette kit. Conservazione: refrigerare a 2-8°C. Proteggere dalla luce.
Stabilita: vedi la data di scadenza sul flacone.
a. T i dil /Sol DTT. Preparazione: aggiungere il contenuto
di un flacone di soluzione di ditiotreitolo ad un flacone di tracciante vitamina
By flolato. Questo volume & sufficiente per l'allestimento di 100 provette.
Qualora sia sufficiente una quantitd minore di un flacone, diluire una parte di
soluzione di ditiotreitolo con una parte di tracciante. Conservazione:
Refrigerare a 2-8°C. Proteggere dalla luce. Stabilita: 30 giorni dopo la
preparazione.

3 SimulTRAC-SNB Legante, Catalogo n°* 068257150. Contenente proteina
legante il folato derivata da latte bovino e fattore intrinseco porcino purificato, legati a
supporto solido in tampone borato con clorure di sodio, colorante e conservante.
Volume: >100 mi per flacone. Un flacone per kit da 100 provette, 2 flaconi per kit da
200 provette. Agitare vigorosamente prima dell'uso. Conservazione: Refrigerare a 2-
8°C. Stabllita: vedi la data di scadenza sul flacone.

4 SimulTRAC-SNB Reagente per Blanco| REAG] BLANK] Catalogo n* 068254975,
Contenente supporto solido senza proteine leganti, formulato alla stessa concen-
trazione in fase solida dellegante, in tampone borato con cloruro di sodio, colorante e
conservante. Volume:>8 mi per flacone. Un flacone per 100 provette kit, 2 flacone per
200 provette kit. Conservazione: Refrigerare a 2-8°C. Stabllita: vedi la data di
scadenza sul tlacone.
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5 SImUITRAC-SNB Vitamina B,/Folato Standard AF, Vitamina 8,,
(cianocobalamina) e acido folico (PGA)in tampone borato con siere albumina umana,
cloruro di sodio, stabilizzante e conservanti. Un flacone di ogni standard per kit.
Conservazlone: refrigerare a 2-8°C. Proteggere dalla luce. Stabilita: vedi le date di
scadenza sui flaconi.

Concentrazione Concentrazione
Vitamine B Acido folico
tandard Catﬂogo n° Volume 'm gol/l ng/m nmol
Of 8 mi [4] 0
B8 06B254860 Iml 100 74 1,0 23
c 068254878 Imi 200 148 2,0 4,5
D 068254886 3ml 400 296 4.0 9,1
E 068254816 3ml 1000 740 10,0 23
F 068254924 3 mi 2000 1480 20,0 45

6. Reagente Estrattivo, [REAG] Catalogo n® 068257176, Contiene idrossido di
sodio 1,0N con adiuvante estrattivo e colorante giallo. Volume: >10 mi per flacone. Un
flacone per kit. Conservazione: Refrigerare a 2-8°C.

Stabllita: vedi la data di scadenza sul flacone,

ATTENZIONE: evitare contatti con gli occhl, la pelle e gli abiti. Adottare precauzioni
{ati i 1do questo

*ATTENZIONE: MANEGGIARE COME SE FOSSE CAPACE DI TRASMETTERE INFEZIONE.
Il materiale da cui & derivato questo prodotto & stato trovato non reattivo per HBsAg e negativo
per I'anticorpo Anti-HIV quando testato con reagenti aulorizzati. Nessun test pué offrire
garanzia che i prodotti derivati da sangue umano non siano infettivi, Fare riferimento alla
pubblicazione COC/NIH sulla Biosicurezza Nei Laboratori di Microbiologia e Biomedica
(Pubblicazione HHS n. CDC 84-8395),

IMPIEGO DI MATERIALE
RADIOATTIVO: AVVERTENZE

L'acquisto, 1a ricezione, la detenzione, 'uso, il trasferimenta e lo smaltimento di materiale
radioaltivo, sono soggetti ai regolamenti ed ai parmessi previsti dalle autorita legislative. Nella
manipolazione di sostanze radioattive devono essere csservate Je seguenti precauzioni:

Il materiale radioattivo deve essere conservato e manipolato in un'area del laboratorio
specificatamente designata a tale uso. L'ambients di lavoro deve essere ben illuminato e
arieggiato. Le superfici di lavoro devono essere non porose in modo da ridurre al minimo la
contaminazione dovuta allo spargimento di liquidi radioattivi. Considerata la piccola radioattivita
contenuta nel flacone del tracciante (circa 1,5 uCi di vitamina B,; 8 3 pCi di folata), I'uso del kit
non pone alcun problema di pericolo di radiazioni. Tuttavia per evitare inalazione o ingestione
di materiale radioattivo & necessario rispettare 1e buone norme generali di laboratorio. in

particolare si racce da di: non pip con la bocca soluzioni radioattive; non mangiare,
bere, fumare o usare cosmetici nell'area difavoro desig ; pulire immedi e le superfici
di lavoro dei iali radioattivi eventualmente versati; raccogliere il materiale contaminato

solido e liquido in appositi contenitori ed effettuarne lo smaltimento secondo le procedure
previste; lavarsi accuratamente le mani dopo l'uso di materiale radioattivo.




e © reag T i non fornliti nel kit

Provette ematologiche da 5 o 10 ml o provette ematologiche da 7 ¢ 10 mi con EDTA.
Provette di polipropilene o polistirene (12 x 75 mm).

Portaprovette.

Pipette semiautomatiche in grado di dispensare 100 pi, 200 pi @ 1.0 mi,

Agitatore tipo VORTEX.

Centrifuga in grado di operare ad almeno 1000 x g.

Contatore a scintillazione in grado di determinare le radiazioni di ['*1] e [”Co]
simultaneamente 0 sequenzial-mente munito di dispositivo capace di separare | due
spettri di conteggio.

Attrezzature e reagentl per it dosagglo del folato eritrocitario

Nonawn =

1 Acido ascorbico, MP Biomedicals catalogo n° 06B259110.
2 Centrifuga per microemato-crito tipo.

3. Capiltari per microematocrito eparinati tipo.

4 Pasta per ofturazione capillari (tipa).

Raccolta dei Campioni

| campioni dovrebbero essere prelevati da soggetti a digiuno poicha l'ingestione recente di cibo
pud aumentare il livello di acido folico. It laboratorio dovrebbe essere avvisato della possibile
presenza di radioattivitd nei campioni.

| campioni non dowrebbero essere raccolli in acido ascorbico o in presenza di alte
concentrazioni di fluoruro poiché queste due sostanze sembrano distruggere la vitamina B,,.

Non usare campioni emolizzati.

1. Preparazione dei campioni per I'analisi
a. Siero o plasma: Raccogliere il sangue in provetta da 5 0 10 mi. Attendere la
coagulazione a temperatura ambiente. Usare EDTA qualora si desideri operare
su plasma. Centrifugare per 10 minuti e raccogliere il siero o il plasma.
b. Emolizzato di sangue intero {per it dosaggio del folato eritrocitario).

Raccogliere il sangue in provetta da 7 ml contenente EDTA.
Determinare e registrare il valore dell'ematocrito.

Aggiungere 100 ml di sospensione di sangue a 2 ml di soluzione di acido
ascorbico allo 0,2% {p/v). Cid corrisponde ad una diluizione 1:21.

Mescolare parecchie volte per inversione; avitare la formazione di schiuma.
Mantenere I'emolizzato a 20-25°C per 60-90 minuti prima dei dosaggio.
Proteggere dalla luce durante questo tempo.
2. Spedizione del camploni: | camptom di siero 0 plasra devono essere spediti o
ricevuti congelati.

3. Conservazi del loni: La conservazione dei campioni prima dell'analisi pud
essere effettuata re(ngerando a2-8°C. Seil tempo di attesa primadel dosaggio supera
le 4 ore, i campione deve essere conservato ad almeno -20°C. | campioni sono
stabili per 6-8 settimane a questa temperatura.

Non corservare i campioni nel congelatore provvisti di sistemi di sbrinamento
automatico al fine di evitare congelamenti e scongel-amenti ripetuti.
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Procedimento

Se il contatore dispone di due o pill canali, esso dovrebbe essere calibrato per contare lo ['#1)
in un canale e il [Co] in un altro canale. Se il contatore dispone di un solo canale, esso
dovrebbe essere calibrato in modo da contare un isotopo per volta. In questo ultimo caso, sara
necessario contare le provette due volte, la prima predisponendo il conteggio per lo ['2%()
ottenendo la curva standard del folato e i dati relativi ai campioni quindi predisponendo il
conteggio per il [*’Co] cosi da ottenere la curva standard della vitamina B,, ed i dati relativi ai
campioni.

Tutti i reagenti ed i campioni devono essere portati a temperatura ambiente prima deli'uso ma
non devono essere mantenuti a questa temperatura pil del tempo necessario. Non usare
reagenti diversi da quelli forniti in questo kit.

ATTENZIONE: La vitamina B,, e il folato sono fotosensibili @ dovrebbero essere esposti
soltanto a luce diffusa per il minor tempo possibile. Si consiglia di coprire il portaprovette sia
durante l'estrazione che durante l'incubazione.

Si consiglia di eseguire le analisi in duplicato. L'allestimento delie provette dei campioni e degli
standard, cosi come dei controlli, deve essere effettuato simultaneamente.

Preparazione del reagenti

1. Se un flacone di tracciante si prevede venga utilizzato entro 30 giorni, aggiungere il
contenuto di un flacone di DTT ad un flacone di tracciante. Se lo stessc flacone di
tracciante si prevede venga utilizzato per un periodo superiore a 30 giomi, attenersi alle
istruzioni che seguono.

2. Quantita uguali di tracciante e DTT (100 p! ognuno) sono aggiunte ad ogni provetta.
Mescolare tracclante e DTT 1 a 1 e usare 200 ul per provetta. Alternativamente, il
tracciante @ il DTT possono essere aggiunti separatamente, 100 ul per provetta di
ciascuno, pipettando il tracciante per primo.

Procedimento di dosaggio

-

Numerare 16 provette per gli standard. Cominciando da 17 numerare due provette per
ogni campione.

2. Aggiungere standard e campioni secondo lo schema che segue.

3. Aggiungere 200 pl di soluzione tracciante/DTT (reagente 2A) a tutte ie provette incluse
le provette dell'Attivita Totale (1 e 2).* Mescolare.

4. Incubare per 15 minuti a temperatura ambiente (18 - 25°C).

5. Aggiungere 100 pl di Reagente Estrattivo alle provette 3-16 e a tutte le provette dei
campioni. Mescolare.

6. Incubare per 10 minuti a temperatura ambiente (18 - 25°C).

7. Mescolare vigorosamente il flacone di SimulTRAC-SNB reagente per bianco.
Agg(ungere 1000 ! di reagente per bianco alle provette 3 e 4.

8. tare vigore ilf di SimulTRAC-SNB Legante. Attenzione deve
essere agitato vlg'ovonmeme Agglungere 1000 yl df legante alle provette 5-16 e a
tutte le provette del i

9. lncubare le provette 3-16 eluttele pfovette dei campioni a temperatura ambiente (18 -

25°C) per 60 minuti dal momento dell'ultima aggiunta del legante. Coprire i
portaprovette con un foglio di alluminio per riparare dalla luce oppure manténere al
buio.

10. Centrifugare ad almeno 1000 x g per 10 minuti, preferibiimente al freddo.

11, Decantare delicatamente e scartare il surnatante. Togliers [ultima goccia
capovolgendo le provette su un foglio di carta da filtro.

12. Determinare la radioattivita di tutte le provette in sequenza per un minuto in un
contatore gamma. | conteggio totale per minuto per le provette 1 e 2 per il ["Co]
dovrebbe essere compreso fra 10.000 e 25.000; e per ['**I] dovrebbe essere compreso
fra 15.000 @ 35.000 a seconda dello strumento e della freschezza del fracciante. Un




minore tempo di conteggio pud essere usato purché i conteggi nelie provette 16 2
sianc almeno 10.000 colpi.

RADIODOSAGGIO SimulTRAC-SNB

Stan- | Soluzione
dado | tvac
cam | ciante Reagente Reagente
Pro- pione | di favoro Incuba- | estrattvo | incuba- | per bianco | Legante|  Incuba- Centri-
vetis (1)) ) Zione 8 Zone o o) Zone fhugazione
1.2 - 200 Mescolare. - Mescolare ot - Mescolare. |  Centi-
3.4 200A 200 inaubare 100 Incubare 1000 - Incubare | fugare tutie
56 200A 200 utte le 100 ttte le - 1000 wtte lo le provette
7.8 2008 200 provette a 100 provette a - 1000 | provettea | i (eccet-o
9,10 | 200C 200 tom. amb. 100 tem. amb. - 1000 | em.amb. | te2)a
11,92 | 2000 200 {18-25°C) 100 (1825°C) - 1000 | (18-25°C) 1000x g
1314 | 200E | 200 | periSmin | 100 | per10min. - 1000 { per60min. | per 10
15,16 | 200F 200 100 - 1000 minut.
Cam-
& 200 200 100 - 1000

- Dope la centrifugazione, decantare it surnatante e determinare la radioattivita di tutte
le provette.

- Procedere al calcolo.

- Tracciare la curva standard e determinare il valore di dosaggio dei campioni.

Calcolo del risultati
1. Vitamina B,, e Folato serici o plasmatici

La curva della vitamina B,, @ i valori sona calcolati sulla base dei dati ottenuti contando
[”zsCo]; ta curva del Folato e i valori sono calcolati sulla base dei dati ottenuti contando
1.

Calcolare la media dei conteggi defle provette 3 e 4, provette del "bianco”.
Sottrarre il bianco da tutti gli altri conteggi cos! da ottenere i conteggi corretti.
Utilizzare soltanto i conteggi corretti nei calcoli. Nota: I'unit di tempo deve
assere costante per {utte le provette contate.

b. Calcolare la media dei conteggi corretti per le provette cosi da oftenere
“'Attivita Totale".

c. Dividere la media dei conteggi corretti delle provette 5 e 6 per I'Attivita Totale
corretta cosi da oftenere la capacita legante B, Questo valore dovrebbe
essere superiore al 35%.

d. Dividers | conteggi corretti di ogni provetta per la media dei conteggi corretti
della provette 5 & 6 cosl da ottenere la percentuale dilegame per ogni provetta.
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0. La curva standard pud essere riportata su grafico come segue: utilizzando un
grafico in coordinate logit-log, riportare la percentuale di legame in ordinate in
funzione di pg/ml di vitamina B,, standard o ng/ml di folato standard sulla scala
logaritmica. In Tabella 1, & riportata una tabella di dati tipici di conteggio e
calcolo. Le curve standard ricavate da questi dati sono illustrate in Figura 1.
In pratica, & consigliabile riportare ogni curva standard su un foglio separato al
fine di evitare confusione.

f. La concentrazione di vitamina B,, o di folato nel siero o plasma & determinata
per interpolazione sulle curve standard dei valori delle percentuali di legame in
funzione dei pg/ml di vitamina B,, 0 ng/mi di folato (Figura 1).

9. Esempio: I'esempio seguente riguarda un campione di vitamina B,,. Lo stesso
procedimento di caicolo deve essere usato nel caso del folato:

Bianco = c¢ont, Drov. 3 + cont. prov. 4 =750 + 728 =739
2 2

Attivita Totale corretta = nt. prov. 1 - Bi + (cont. prov. 2 - Bianc:

= (23319 - 739) + (23716 - 739) = 22778

2
Capacita Legante =  medi i i 5 x100= 10632 x 100 =46,7%
Attivita Totale corretta 22778
percentuale di
tegame (calcolo
per la provetia
n° 7= cont. prov. 7 - Bianco) x100= (9914-739) x 100 =86,2%
media conteggi corretti prov. 5e 6 10632

Esempio di calcolo per un campione:

Conteggio (trovato) = 7324
Bianco = 739

Percentuale dilegame = 7324-739 x 100 = 61,9%
10632

La curva standard in coordinate logit-log di figura 1 mostra che 61,9% corrisponde ad
una concentrazione di vitamina B,, di 470 pg/mi.

La media fra questo valore ed il valore del duplicato & riportata in termini di
concentrazione di vitamina B, in pg/m! per il campione.




1. Folato erltrocitario
a. Calcolare ia px jale di leg per | (passaggio A-4).
b. Caicolare la concentrazione di folato per interpolazione sulla curva standard
(passaggio A-6).
c. Mottiplicare la concentrazione di folato per 21 (una dilvizione 1:21 del sangue

intero era stata eseguita durante la preparazione del campione). In questo
modo, si ottiene la concentrazione di folato in ng/ml di sangus intero.

d. Dividere la concentrazione di folato del sangue intero per {'ematocrito espresso
come decimale. Siottiene cosl la concentrazione eritrocitaria di folato in ng/ml.

ng/ml (concentrazione) eritrocitaria = (ng/ml di emolisatg) x 21
% ematocrito/100
Esempio di calcolo per il folato eritrocitario:
Conteggio (trovato) = 11271
Bianco = 1321
Percentuale di legame = 56,3
La curva standard in coordinate logit-log (figura 1) dimostra che 56,3% corrisponde ad una
concentrazione di folato di 4,6 ng/ml.
Ematocrito del paziente = 42%
ng/ml {concentrazione) = 4,6 x21 =230 ng/mi
0,42

La media fra questo valore ed il valore del duplicato @ riportata in termini di concentrazione
eritrocitaria di folato in ng/ml.

Non & solitamente necessario correggere per il folato serico o plasmatico poiche questo valore
& molto piccolo rispetto a quello del folato eritrocitario. Occasionalmente possono presentarsi
livelli di folato plasmatico ¢ serico elevati. Se la concentrazione del folato serico o plasmatico
& maggiore del 10% del folato eritrocitario & possibile operare la seguente correzione:

ng/ml {concentrazione eritrocitaria) = (ng/ml x 21) - (folato gerico (1 - % ematocrito/100}

% ematocrite/100
Calcolo per un campione:
Concentrazione di folato serico o plasmatico = 32 ng/ml
Concentrazione di folato dell'emolisato = 3,0 ng/mit

Ematocrito del paziente =30%
Concentrazione non corretta di folato eritrocitario:

2.0 ng/mix 21 = 210 ng/ml
0,30

bl ol
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Poiché 32 ng/ml & maggiore del 10% di 210 ng/mi, la concentrazione di folato eritrocitario deve
essere corretta come segue:

ng/ml (concentrazione eritrocitaria) = (3,9 ng/ml x 21) - [32 ng/mi (1 - 0,3)]
0,30

ng/ml (concentrazione eritrocitaria) = 135 ng/m!
Limitazionl Procedurall

1. Le metodologie di radiodosaggio per la determinazione della vitamina B,, possono fornire,
per popolazioni a rischio, valori diversi dai valori ottenuti impiegando  specifiche
metodologie microbiologiche, poiché ogni metodo presenta propri range di riferimento.

2. Convaritipidi dosaggi “No Boil" si possono occasic te pr @ valorifal t
elevati di Vitamina B'2 nel siera."'? £’ stato riportate che questi risultati possono essere
dovuti alla presenza nel campione di anticorpi bloccanti il fattore intrinseco, o di leganti
endogeni della Vitamina B'* che non vengone completaments inattivati dai reagenti basici
denaturanti.' Sebbene questo tipo di discrepanza appaia raraments, i risultati ottenuti con
un kit “No Boil” dovrebbero essere interpretati con cautela; ove necessario, detti risultati
possono essere confermati usando un metodo “Boil" {MP Biomedicals Cal.n *068-
254819). Qualora i risultati risultino in contrasto con il referto clinico, quest'uitimo
dovrebbe essere seguito  dovrebbero essere predisposte ulteriori indagini.

3. L'appropriato impiego del kit SimulTRAC dipende dalla capacita del contatore gamma di
discriminare fra le radiazioni di ['*1] e di [¥'Co). Le finestre dovrebbero essere impostate
in modo da minimizzare l'interferenza reciproca delle due radiazioni. Al fine di determinare
Iinterferenza si pud usare il seguente metodo:

a. impostare il contatore gamma per il conteggio [**1]

1. contare una sorgente ['**) = A

2, contare una sorgente [¥Co} nel canale ['#]] = B
b. impostare il contatore gamma per il conteggio [*’Co)

1. contare una sorgente [’Co)] = C

2. contare una sorgente ['%!] nel canale [¥Co) =D
c. calcolare l'interferenza

1. di [¥Co) su {'®I}
= Bx100
C
2. di ['#1] su [FCoj

= Dx100
A

L'interferenza non dovrebbe superare il 3% per ogni canale. Qualora l'interferenza superi
il 3%, le finestre dovrebbero essere ristrette oppure dovrebbe essere applicato un metodo
di correzione matematica. A richiesta, sono disponibili sorgenti di {*’Co}.

4. Campioni contenenti radioattivita residua da trattamenti precedenti possono ingenerare
risultati errati.




5. La scelta dei sieri di controllo di origine commerciale deve essere molto attenta. Alcuni
controlli possono essere stali preparali con 5-metiltetraidrofolato (MTFA) instabile
originando quindi sottostima dei valori. Altri sieri preparati con acido pteroilglutamico ma
analizzati apH 7,4 utilizzando standards MTFA possono originare una sottostimarispetto
ai valori indicati dat produttore.

6. Valori attesi e sieri di controllo determinati in accordo ad un metodo possono non essere
identici aquelli determinati impiegando un matodo alternativo. Si raccomanda attenzione
nella scelta del sistema di elaborazions dei dati.

Valori Attesi

. Ogni laboratorio dovrebbe definire i propri parametri di interpretazione dei risultati in termini di
confronto con valor normali.

Lintervallo di normalita per il folato serico & stato determinato sulla base dei valori ottenuti per una
popolazione normale 1,5 - 16,9 ng/mi (3.4 - 38.4 nmolf) al 95%. | campioni erano stati prelevati
a 125 volontari ematologicamente normali secondo criteri laboratoristici standard. :

| valori attesi per il folato eritrocitario sono stati determinati dosando emolizzati di sangue intero
di 117 soggelti ematologicamente normali. Lintervalio al 95% & risultato: 120 - 860 ng/mi (272 -
1952 nmolA).

Folato serico Folato eritrocitario
e
Interpretazione ng/mi (nmol/t) ng/ml {nmol/}
Basso <1,5 <3,4 <120 <272
Normale >1 I5 >34 >120 >272

Per la determinazione dei valori attesi di vitamina B, serica {cobalamina "vera*) sono stati studiati
due gruppi. It primo gruppo consisteva in 38 soggetti carenti in vitamina B,, con diagnosi con-
termata, includente anemia pernici danno gastrico o intestinale o stati patologici associati a
carenza in vitamina B,,. Il 99° percentile di questo gruppo ha fornito il limite superiore
delfintervallo di carenza. il secondo gruppo compredeva 121 volontari sani, maschi e femmine,
di eta compresa fra 10 e 60 anni con normali abitudini alimentani. Tutti questi soggetti sono
risultati ematologicamente normali secondo criteri Jaboratoristici standard. L'intervallo di normalita
& stato definito al 85% dei valori di questo gruppo. L'intervalio di indeterminazione risulta definito
come intervallo di valori fra popolazione normale e carente.

Interpretazione Vitamina B,; pg/m! Vitamina By, {pmol/l}
Bassa <120 <88
Indeterminata 120 - 160 88-118

Normale 160 - 970 118 -716
Alta >970 >716
In un ulteriore studio, i risultati ottenuti tramite dosaggio con SimulTRAC-SNB, sono stati
confrontati con i risultati ottenuti tramite dosaggio microbiologico (Euglena gracilis). Vedi fig. 2.

Livelli di vitamina B, serica superiori a 1000 pg/m (738 pm/l) sono indicalivi sia di malattia epatica
sia di manifestazioni misloproliferative quali la policitemia vera, lasia mieloide o | i
granulocitaria, Livelli maggiori di 4000 pg/ml (2952 pm/l) non sono salitamente imputabili a

malattia epatica ma si ritravano comunemente in caso di disordini mieloproliterativi®®'',
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Caratteristiche del controlio di qualita
Accuratezza:
1. Il confronto fra i risultati ottenuti per la vitamina B,, utilizzando questo kit e il kit

SimulTRAC-S ha dato i seguenti risultati:
x = SIMuUITRAC-S; y = SImulTRAC-SNB

Numero di campioni = 160 Pendenza = 093

Coefficiente di correlazione = 0.98 Ordinata all'origine = -26 pg/m!

2. Il confrante fra i risultati ottenuti con il dosaggio microbiologico (Euglena gracilis), ha dato
i seguenti risultati: x = dosaggio microbiologico; y = SimulTRAC-SNB

Numero di campioni = 132 Pendenza =11
Coefficiente di correlazione = 0.96 Ordinata all'origine = -32 pg/mi
3. Il confronto fra i risultati ottenuti per il folato serico con questo kit e quelli ottenuti con il kit

SimulTRAC-S ha dato i seguenti risultati:

Numero di campioni =160 Pendenza = 1.03
Cosfiiciente di correlazione = 0.97 Ordinata all'origine = -0.01 ng/m!
Precision:
1. Variazione “nel saggio”
a. Vitamina B,;

N°® Media Eéml D.S. CV.%

Controfio 1 20 318 19,5 6,1
Controllo 2 22 444 14,1 3,2
Controfio 3 20 593 26,3 44
Controllo 4 20 1203 69 57
Pool di sieri 20 169 19 11,2
T —
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b. Folato
N°® Media ng/ml D.S. CV.%
Controllo 1 20 1,87 0,16 8,6
Controllo 2 22 2,16 0,15 6,9
Controllo 3 20 4,89 0,25 5,1
Controllo 4 20 12,1 0,54 45
Pool di sieri 20 6,1 0,25 41
2. Variazione "fra i saggi”
a. Vitamina B,,
N° Media gml D.S. CV. %
Controllo 1 35 313 25,6 8,2
Controllo 2 44 432 27,9 6,4
Controllo 3 52 555 38 6,8
Controllo_ 4_ 52 1106 47 4,2
Pool di sieri 30 151 186 12,3
b. Folato
N° Media ng/ml D.S. C.V.%
Controllo 1 35 1,62 0,19 11,7
Controllo 2 44 1,96 0,16 8,2
Controlio 3 52 4,50 0,34 7.5
Controllo 4 52 10,4 1.0 9.6
Pool di sieri 30 6,6 047 7.1
Recupero:

Un campione di siero & stato arricchito con cianocobalamina e uno con MTFA. 1t MTFA &
stato calibrato con spettrofatometria UV e aggiunto al campione. 1 recuperi sono stati calcolati
come:

trovato - endogeno x 100
aggiunto
Vitamina B,, MTFA
Aggiunto | Trovato Atteso % di Aggiunto | Trovato Atteso % di
Recupero Recupero
0 340 - 0 0.9 -
200 541 540 100 2 3,03 2,9 107
400 763 740 106 4 4,95 49 101
1000 1297 1340 96 10 10,66 1%9 98
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Linearita:

i siero di un campione & stato diluito con standard A per verificare la linearita. La linearita &
stata cos) determinata:

trovato/atteso x 100

Vitamina B,;
 Diluzione Y% Diluzione %
0 0
1,33 9N 1,33 99
2 98 2 104
4 101 4 113
8 100 8 110
Specificita:

L'acido 5-metiltetraidrofolico & I'acido pteroilglutamico presentano uguale affinita per it legante in
questo dosaggio.

|l fattore intrinseco porcino usato in questo kit & stato purificato tramite cromatografia d'affinita e
contiene meno dei 4% in proteina R. La purezza & stata stabilita secondo i criteri proposti dal
Comitato Nazionale per gli Standard Clinici di Laboratorio’®.

Il fattore intrinseco nel kit MP Biomedicals SimulTRAC-SNB misura 10.000 pg/ml di cobinamide
come meno di 75 pg/ml se letto su una curva di taratura costruita con standard di cobalamina.
Inoltre il legame della vitamina B,, & inibito per pils del 95% da anticorpi specifici bloccanti i fattore
intrinseco.

Ulteriori studi dimostrane che usando il kit MP Biomedicals SimulTRAC-SNB, la cobinamide
{un‘analogo della vitamina B,,) interferisce per meno dello 0.01%.

Sensibilita:

La sensibilita definita come concantrazione al 90% della percentuale di legame & 75 pg/mi per la
vitamina B, & 0,6 ng/ml per il folato.Bibliografia: Vedere Riferimenti a.




Kit de Radioensayo SimulTRAC-SNB Vitamina B,, ["Co)/Folato ['*I]

Para determinaclén cuantitativa simultdnea de Vitamina B,, y Folato en suero y plasma.
Resumen y explicaclén de la prueba

Las deficiencias de Vitamina B,, y folato son dos de las tres anemias humanas nutricionales
inequivocas, siendo la tercera, la falta de hierro.

La deficiencia de folato se encuentra presente en aproximadamente |a tercera parte de las
., Mmujeres embarazadas, la inmensa mayoria de los alcohdiicos, la mayor parte de tas personas
cuya dieta carace de frutas y vegetales crudos o zumos de frutas frescas, en muchas personas
con alteraciones funcionales del tercio superior del intestino delgado y en muchas otras
situaciones®. La determinacién de los niveles de folato constituye un medio directo y fiable de
descubrir una deficiencia de folato®, y es una prueba que debe realizarse a todo paciente de
anemia megaloblastica, asi como a los que padezcan anemia, hipersegmentacién de nicleos
granulociticos y evidencia cainci de deficiencia férrica‘,

La vitamina B,, es esencial para el metabolismo normal del 4cido f6lico. Se aconseja determinar
la vitamina B,, sérica y folato de los glébulos rojos, ademas del folato sérico, para saber si el
diagnéstico es una deficiencia de folato, cuyo tratamiento adecuado seria et 4cido félico. Si el
tolato de los glébulos rojos es bajo, pueds significar también que el paciente tiene una deficiencia
primaria de vitamina B,,, que bloquea la capacidad celular para captar folato, en cuyo caso la
terapia adecuada serfa la vitamina B,,, en lugar del acido folica®.

Ladeficiencia devitamina B,, suele ir asociada frecuentemente ala anemia perniciosa, alteracién
géstrica e intestinal y vegetarianismo puro. La uUnica fuente de vitamina B, en la dieta es de
origen animal; por lo tanto, una dieta puramente vegetariana puede producir eventuaimente
deficiencia de vitamina B,,.

También hay alteraciones morfolégicas de las células sanguineas asociadas a la deficiencia de
vitamina B, que son producidas por deficiencia del cido fdlico, por lo que es preciso determinar
el nivel de cobalamina sérica para saber si la megaloblastosis se debe a deficiencia de B,, o de
folato 0 a ambas®**2.

Fundamento de la prueba

En la tijacién competitiva de proteinas, la que se une debe tener igual afinidad por el estndar y
por la sustancia presente en la muestra. La Vitamina B,, o folato sin marcar compiten con sus
equivalentes marcadas por el limitado nimero de lugares de unién disponibles en su ligadora
especifica, con lo que se reduce la cantidad ligada de vitamina B,, o folato marcados. Por lo
tanto, et nivel de radiactividad ligada es inversamente proporcional a la concentracién en la
muestra de paciente o el estandar.

En el Kit para Radioensayo SimuiTRAC-SNB de MP Biomedicals, se determinan
simultdneamente los niveles de vitamina B,, y folato, en un Unico tubo. Los trazadores de
vitamina B,, y folato, los fijadores y estandares se suministran en forma combinada. El folato
{como &cido pteroilglutamico-PGA) se utiliza como estandar y trazador en una mezcla de
incubacién a pH 9,5. A ese pH de fijacion tanto el acido maetiltetrahidrofdlico (MTFA) en la
‘ muestra det paciente, como el PGA de los estandares tienen una afinidad igual por el fijador de
laleche. Los dos trazadores [¥'Ca] para la vitamina B,, y ['*] para el folato, producen niveles de
energia faciimente separables por muchos contadores comerciales de 2 canales.

El kit SimulTRAC-SNB de MP Biomedicals utiliza factor intrinseco purificado. La proteina R, que
tiene una gran afinidad por los anélogos de cobalamina (vitamina B,;) del plasma humano, se ha
eliminado fisicamente por cromatografia de afinidad; de ese mado ya sélo queda disponible para
fijacion el factor intrinseco puriticado. Y, como es especifico para la cobalamina, se determina
el valor "real” de cobatamina®"®. Tanto el factor intrinseco purificado como el fotato fijador se han
unido de forma covatente a un soporte sdlido.
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En este método de MP Biomedicals se destruyen los fijadores séricos endégenos de vitamina B,,
y folato, después de incubar con trazador/DTT durante 15 minutos y realizar a continuacién una
extraccién de 10 minutos a pH alcalino™™. Con esto se evita el tener que calentar la muestra a
100°C.

Para confirmar la deficiencia de folato, este kit puede utilizarse también para medir el folato de
los glébulos rojos.

Reaclivos

Para uso diagnéstico in vitro

1. Solucion de Ditlotreitol SImulTRAC-SNB, N°. de Catalogo 06B229253. Contiene
Ditiotreitol en tampén fosfato con estabilizador. >10 mi por vial. 1 vial/100 tubo kit, 2
vials/200 tubo kit. Conservacldn: Refrigerar a 2-8°C; mantenerlo bien cerrado.
Estabilidad: Consultar la fecha de caducidad en gl vi

2. Trazador SImulTRAC-SNB Vitamina B, /Folato |'*| [TRACER
N°. de Catélogo 06B257133. Un frasca contiene < 1,511Ci (55,5 kBq) [7Co} Vitamina B,,
y <3 uCi (111 kBqg) [*1] folato en tampén borato con sero-alblimina humana®, dextrano,
cianuro potdsico, bloqueante de fijador endégeno, colorante y conservante. Volumen:
>10 mifrasco. 1 frasco/100 tubo kit, 2 frasco/200 tubo kit. Conservacién: Refrigerar a
;z-s'c; proteger de la luz fuerte. Estabilidad: Consuitar la fecha de caducidad en el
rasco.

a. Solucién de Uso Tre DDT Preparacién: Anadir el contenido de un vial de
Solucién de Ditiotreital a un frasco de trazador de Vitamina B, /Folato. Este
volumen es suficiente para 100 tubos. Si no se puede utilizar &l contenido
completo de un frasco de trazador en los 30 dias siguientes a la adicién del DTT,
diluir una parte de Solucién de Ditiotreitol con una parte de trazador. Con-
servacion: Refrigerar a.2-8'C; proteger de laluz intensa. Estabilidad: 30 dfas,

daspués de la preparacién

3. Fljador SimulTRAC-SNB. [BINDER| N°. de Catalogo 06B257150. Contiene fijador de
folato purificado obtenido de leche bovina y factor intrinseco porcino purificado, ligado a
un soporte sélido en'tampén borato con cloruro sddico, colorante y conservante. >100
mi/frasco. 1 frasco/kit 100 tubos, 2 frasco/kit 200 tubos. Agite vigorosamente antes de
usar. Conservacion: Refrigerar a 2-8°C. Estabilidad: Consultar ia fecha de
caducidad del frasco.

4. Reactivo Blanco SImulTRAC-SNB.| REAG] BLANK|N°. de Cataiogo 068254975, con-
tiene soporte sélido sin fijador formulado afa misma concentracién de fase sélida que el
fijador, en tampén borato con cloruro sédico, colorante y conservante. Volumen: >8
mlvial. 1 vial/kit 100 tubos, 2 vials/kit 200 tubos. Conservacion: Refrigerar a 2-8°C.
Establlidad: Consultar la fecha de caducidad del vial.

5. I A-F SImulTRAC-SNB Vitamina B,/Folato, Vitamina B,,

m (cianocobalamina) y Acido Félico (PGA) en tampén borato con sero-albimina

umana’, cloruro sédico, estabilizador y conservantes. 1 vial de cada standard/kit.
Conservacion: Refrigerar a 2-8°C; proteger de la luz intensa. Estabilidad: Consultar la
techa de caducidad en los viales.




Concentracién Concentracién
Vitamina B,, Félico
Estandar N° Catdlogo Volumen pg/ml pmolA ng/mt nmoll
A 068254851 6ml 0 0 0 0
8 068254860 3mi 100 74 1,0 2,3
C 068254878 3ml 200 148 2,0 45
D 068254886 3ml 400 296 4,0 9,1
E 06B254916 3mil 1000 740 10,0 23
F 068254924 Iml 2000 1480 20,0 45
=~

. materiales radi deben all

/6. Reactivo Extractor, [REAG] N°. de Catalogo 068257176, contiene hidréxido sodico
dor orga

1,0N con potencia ico de [a extraccién y colorante amarillo. Volumen: >10
mifvial. 1 vial/ kit. Conservaclon: Refrigerar a 2-8°C. Establlidad: Consultar la fecha
de caducidad en el vial.

PRECAUCION: Evitar el contacto con los ojos, la piel y 1a ropa. Tomar las precauciones de
seguridad apropiadas, al pipetear este reactivo.

*PRECAUCION: MANIPULAR COMO POSIBLE TRANSMISOR DE INFECCIONES: E! material
original del que se ha obtenido este producto no reaccionaba frente a HBsAg y era negativo en
anticuerpos anti-HIV cuando se analizé con reactivos autorizados. No se conoce ningGn método
que asegure que los productos derivados de sangre humana no sean infecciosos. Consultar
CDC/NIH, Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (Publicacién HHS N° CDC
84-8395).

ADVERTENCIA: CONTIENE
MATERIAL RADIACTIVO

Este Kit para Radioensayo de MP Biomedicals contiene <3 microcurios (111 kBq) de [=l]y<1,5
microcuries (55,5 kBq) de ['Co) por vial de trazador. Este material radiactivo sélo pueden
recibirlo, adquirido, poseerlo y utilizarlo los médicos, laboratorios clinicos u hospitales, y
solamente para pruebas clinicas o de laboratorio in vitro, que no impliquen fa administracién
interna o extema del producto, o de sus radiaciones, a los seres humanos o animales. Su
recepcién, adquisicién, posesidn, utilizacién ¥ transferencia, estan sometidas a las normas y
regulaciones de la legislacién espafola.

MP Biomedicals, LLC

El cumplimiento de las normas bésicas para sequridad de las radiaciones proporcionard una
proteccién adecuada. Dichas normas pueden obtenerse de la junta de Seguridad Nuclear,
Madrid. A continuacién recogemos un resumen del mismo:

¢ No comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos donde se utilicen materiales radiactivos. ¢ No
pipetear soluciones radiactivos oralmente. ¢ Evitar el contacto directo con todo material
radiactivo, utilizando articulos protectores tales como batas de lab rio y guantes d hables.
¢ Todo trabajo radiolégico se realizard en 2zonas especiales, que no sean de paso. ¢ Los
i 1arse en sus envases originales en una zona especial. ¢
Debe llevarse un libro de registro con las entradas y salidas de material radiactivo, ¢ E| sqQuipo
de laboratorio y r ial de vidrio, ido a ¢¢ inacién, debe estar separado de forma que
56 evite la contaminacién cruzada de diferentes radioisétopos. Cualquier posible contaminacié

por material rad se tratard inmedi te seglin los métodos establecidos. ¢ El material

fos pero no suministrados con el kit:

Equipo y tivos

1. Tubo de Vidrio con vacio de 56 10 ml; 0 Tubo de Vidrio con vacio con EDTA, de 7 6 10
mi.
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Centrifuga capaz de alcanzar un RGF de 1000 x g come minimo.
Contador gamma para medir ") y ["Co] simultanea o secuencialmente con contador
ajustable, capaz de separar los 2 espectros de recuento.

2. Tubos de polipropiteno o poliestireno (12 x 75 mm), desechables.

3. Gradilla para tubos.

4. Cualquier tipo de pipeta semiautomitica con puntas desechables y capacidad de 100 i,
200 ply 1,0 mi.

5. Agitador Vortex.

6.

7.

Equipo y reactivos necesarios para el ensayo del folato Intraeritrocitario

1. Acido ascérbico, MP Biomedicals N* de Catélogo 06B259110.
2. Centrituga Micro-Hematocrito,

3. Tubos capilares Micro-Hematocrito/ Heparinizados.

4. Soporte para cerrar y transportar tubos microcapilares.

Obtencién de muestras

Las muestras se deben obtener estando los pacientes en ayunas, ya que la ingestién reciente de
alimentos puede incrementar de modo apreciable el nivel de 4cido félico. Debe advertirse al
laboratorio de la posible radiactividad de la muestra.

Las muestras no se deben recoger en 4cido ascérbico o conceniraciones aitas de fluoruros,
porque parece que cualquiera de esos reactivos destruye la Vitamina By,

No utilizar muestras hemolizadas en los andlisis de suero o plasma.

1. Preparacién de muestras para analisis
a. Suero o plasma

Recoger la sangre en un Tubo de Vidrio con vaciode 56 10 ml. Sise recoge
suero, dejar que la sangre se coagule a temperatura ambiente en el tubo cerrado
durante 30-60 minutos. Utilizar EDTA si de desea analizar plasma. Centrifugar
durante 10 minutos y recoger el suero o plasma.
2. Hemolizado de sangre completa (para ensayo de folato de eritrocitos). Recoger la sangre
en un Tubo de Vidrio con vacio de que contenga EDTA (tapén azul-avanda). Determinar

durante ese tiempa.

a. Traslado de muestras: Ef suero Y plasma, envasados cuidadosamente, deben
enviarse y recibirse congelados.
b. Conservacién de las muestras: Conservarlas antes de su andlisis a 2-8°C. Si

Se espera que ese periodo superari las 4 horas, deben mantenerse a -20°C o
menos. Las muestras son estables a esa temperatura durante 6-8 semanas. No
conservarlas en congseladores con ciclo automatico de descongelacion para evitar
la congelacién y descongelacién repetidas.




Procedimiento 12. Contarla radiactividad enlos sedimentos y enlos tubos 1y 2, consecutivamente, durante

1 minuto, conun contador gamma. Las cuenias totales por minuto en los tubos t y 2 para
Si el contador tiene dos 0 més canales, debe calibrarse para que cuente [#] enun canaly [¥Ca) {Co™ deben estar entre 10.000 y 25.000 y para el (1'%} entre 15.000 y 35.000,
on otro. Si solo tiene un canal, debe calibrarse de modo que los diferentes ajustes del contador dependiendo dal instrumento y de la edad del trazador. Puede utilizarse un tiempo de
cuenten unisdtopo cadavez. En este ultimo caso ser4 necesario contar los tubos dos veces, una recuento mas corto, si las cuentas en los tubos 1y 2 son 10.000 como minimo (cuenta
ajustandolo para 12}, y obteniendo la curva de folato y datos de las muestras y ajustando luego total).
ol contador para { 7Co), obteniendo la curva de vitamina By, ¥ datos de las muestras.

Radioen:
Todos los reactivos y muestras deben llevarse atemperatura ambiente antes de usarlos, pero no oensayo SimulTRAC-SNB
se dejaran aesa temperatura mas tiempo del necesario. No utilizar reactivos distintos alos que Solucion
Weva este Kit. %?2- ::' l::_ React A
. PRECAUCION: Lavitamina B,, Y los folatos son sensibles alaluz y deben exponerse solamente Musstra | zador exracior blanco | Fijador Centri-
a 1a luz difusa, durante el o ofir tiempo posible. Es aconsejable tapar la gradilla de tubos de Two | W ol Incuoar ) | oowoar | O ncupar | fugar
gnsayo durante los pasos de extraccion y fijacion. 1,2 - 200 Vortex. - Vortex, - ~ | Vortex | Centriugar
L . . . . 3,4 200A 200 |Wncubartodos| 100 Incubar 1000 - \ncubar | todos los
En el protocolo siguiente se recomienda analizar por duplicado los puntos de nive! de los 56 200A 200 | lostubosis | 100 todos los - 1000 | todos los
estandares. Las muestras de pacientes deben analizarse por duplicado y 1a preparacién de la 7.8 2008 200 minat 100 tubos 10 - 1000 | tubosa® | { 1
curva patrén y1as determinaciones clinicas deben ser simultaneas. Los sueros control deben 9,10 200G 200 ambiente 100 minat - 1000 | ambiente | y2)a 100
analizarse a !a vez que las muesiras del paciente. :;E 22%% zzgg (18-25°C) :gg (m) - :% 2(;%) 9‘%\1";':8
Preparacion de reactivos - 20F | 200 10 - | 1000 |dwanio 60
" . . " . 200 200 100 - 1000

1. Si se puede utilizar un vial de marcador en 30 dias, afadir el contenido de un vial de DT jontas

a uno de marcador. %l se va a utilizar :urante periodos superiores a 30 dias, seguir 1as

instrucdones que se dan a continuacior, Después de centrifugar, decantarlos sobrenadantes y contas laradiactividad delos” odi .
2. Se aftaden cantidades iguales (de 100 pl cada una) de mmarcador y ditiotreitol (DTT) por P gar, X y contar faradiactividad delos "s imentos”.

{ubo de ensayo. Mezclar marcadary ditiotreitol 1:1 y usar 200 pituba. Alternativamente, Calcular. Trazar la curva esténdar y determinar los valores def ensayo-

se puede pipetear separadamente ol marcador y DTT, 100 wiAubo de cada, pipeteando

primero el marcador y luego el oTT. Célcuto de Resultados

1. Vitamina B,, y Folato en Suero y Plasma

Procedimlento del ensayo
Se calculan lacurvay valores de vitamina B, a partir de los datos obtenidos del recuento

1. Numerar 16 tubos para los estandares. Numerar 2 (ubos para cada muestra clinica, de [FCo}; a curva y Valores de folato se calculan a partir del recusnto de e
empezando por el 17. a Para obtener las cuentas comegidas, promediar las obtenidas en Jos tubos 3y 4,
los “Blancos”. Sustraer ol "Blanco" de todos los demas recuentos. Utilizar sélo

2. Adadit esténdar:s ysr;\'ueséras dlr‘\Jicas ‘l"je ac‘;l:rd%_tl:_onael esquem: que sigue.
3. Afadir 200 yi de ucion de Uso Traza #DTT (Reactivo 2 ) a todos los tubos : A > )
incluyendo los de recuento tota! (1y2). Vortex. . ‘éf:;f:nfg;ﬂ?gﬁoﬂa& lt?:iocséf:r:?:&os&’“' La unidad de tiempo debe ser
4. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente (18 - 25 Q). b. Promediar los recuentos de los tubos 1y 2 para obtener ias cuentas totales
5. Afadir 100 ! de Reactivo Extractor a los tubos 3-16 y( a todos lo)s de muestra. Voriex. corregidas por ensayo
6. Incubar durante 10 minutos & temperatura ambiente (18 - 25°C). it . y .
7. Mezslar tienl rasco do 08 & o Blanco SIMUITRAC-SNB. Anadir 1000 i de reactivo e %{’a‘f:s"m“egg:f %:::soﬁig‘;ﬁ m’a"ggﬂ; par alos tubos 5Estepya’|gsd:‘g“::r
blanco a los tubos 3y 4. superior al 35 ! o
8. Mezclar bien el vial de fijador SimulTRAC-SNB. Precaucion: debera ser agitado d Dieidir \as cuen:.as corregidas para cad . .
. o X atubo
v'l‘:gor::un\;evrl‘le. Anadir 1000 pi de filador a los tubos 5-16 y a todos los tubos de para los bos 5 6 y:g oblepn%’ra A . ﬁg’égf S;Tﬁﬁgﬁ'gg',f;ﬂmﬁ°
uestra, Vortex. on h .
9. Incubar los tubos 3-16 y todos las muesiras a temperatura ambiente (1 8-25°C) durante e sne g‘::g:a‘;aa?;:a./oclg:aﬁie:égnnd:'ef:::;w??:ﬁ#‘a‘"ﬁ"m /Enalp:;'&%:xgépg"e;
60 minutos, desde &l mqn_\enlo de la Gitima adicion del fijador. Cubrir la gragjglla de los ng/mi de Falato estandar enla escalalog EnlaTabla 1 ‘s’g muestran unos d a‘(zos
_ tubos con papel de aluminio para protegerios delaluz, o mantenerlos en un sitio 0scuro. tipicos de recuento y el % calcula do de. fijacion del tréza for y en la Fig. 1, fas
. 10.  Centrifugar aun minimo de 1000 x g durante 10 minutos, preferentemante en frio. Str6n trazadas p En 13 prach ¥y g- 1
{1,  Decantarcon cuid:go msechar cada\| |so(l’manadapte. Eliminar la Gltima gota, tocando ‘é:’r“”:sp‘;" o on una hoti::n °s°se p‘::’:';vigrapg;ig:g :;n?ﬁggsn‘:l:m \razar cada
@l tubo con papel abso! te o una toalla de papel. apart i X
pape pape 1. La concentracién de vitamina B, o folato en suero o plasma se determina por

interpolacién en la curva patrén del % de fijacién del trazador frente a pg/mi de
vitamina B,, 0 ng/mi da! folato (Figura 1).

9. Ejemplo: €l ejemplo siguiente es para una muestra de B,,. Para el folato se
utiliza el mismo sistema de célculos.

Blanco = guentas tubo 3+ cuentas lupg 4 = 7502 728 =739
2 2
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Cuentas totales corregidas = [cuentas tubo 1-Blanco) + (cuentas tubo 2-Blanco)

2
={23319 - 739) + (23716 - 739) = 22778
2
B,=Fijacién del razador=cuen o corregi r; X100=10632x100 = 46,7%
cuentas totales corregidas 22778
“ Célculo % de Fijacién del
trazador para el tubo 7 = n| 7 - blan: x 100 = {9914 - 739) x 100=86,2%

cuentas promedio corregidas para tubos 5 y6 10632

Céleulo para una muestra de paciente

cuentas halladas = 7324
Blanco = 739
% fijacién det trazador = 7324 - 739 x 100 = 61,9%
10632

La curva Estandar logit-log (Figura 1) muestra que el 61,9% corresponde a una concentracién
de 470 pg/mi de B,,.

El promedio de este valor y el de la determinacién duplicada se considera como la concentracién
de By, en pg/ml para la muestra del paciente.

1. Folato Intraeritrocitario

a. Calcular el % de fijacién del trazador para el hemolizado (Paso A-4).

b. Obtener la concentracién de folato, interpolando en la Curva Patrén (Paso A-6).

c. Multiplicar la concentracién de folato por 21. (Al preparar la muestra se hizo una
dilucidn 1:21 de sangre completa). Asf se obtiene la concentracién de folato en
ng/ml de sangre completa.
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d. Dividir la concentracién de folato de la sangre completa por el hematocrito
expresado con decimal. Asi se obtiene la concentracién de folato en ng/m! dei
paquete de eritrocitos,

ng/mi del paquete de glébulos rojos = ng/m| de hemolizado) x 21

% hematocrito/100

Célculo del Folato Intraeritrocitario en ja muestra;

Cuentas halladas = 11271
Blanco = 1321

% de Fijacién del trazador = 56.3

La Curva Estandar logit-log (Figura 1) muestra que un 56,3% corresponde a una
concentracién de folato de 4,6 ng/mi.
Hematocrito del paciente = 429
ng/ml del paquete de glébulos r0jos = 4,6 x 21 = 230 ng/mi
0,42

El promedio de este valor y el de la determinacién duplicada se considera como la concentracion
dei folato intraeritrocitario en ng/mi Para la muestra del paciente.

Nota: No es necesario corregir rutinariamente el folato def suero/plasma porque este valor es
muy pequefio en comparacién con el del folato i ritrocitario. Ocasional sedaranniveles
altos de folato en suera o plasma, Si fuera superior al 10% del folato intraeritrocitario calculado,
se haré una correccién del suero, como sigue:

ng/ml del paquete de gidbulos rojos
= (ng/ml x 21) - {{fqlato $6rico)x (1-% hgmgjggi]gﬂgoﬂ
% hematocrito/100

Céleulo ejemplo

Concentracion de folato en suero o plasma = 32 ng/ml
Concentracién de folato del hemolizado = 3,0 ng/mt
Hematocrito para este pacients = 30%

Concentracién del folato intraeritrocitario sin corregir:

Eali ol e

3.0 ng/mi x 21= 210 ng/mi
0,30




Como 32 ng/mil es mayor del 10% de 210 ng/mi, hay que corregir la concentracion del folato
intraeritrocitario como sigue:

ng/mi del paquete de eritracitos corregido = (3,0 ng/ml x 21) - [(32 na/mi) x (1-0.3)
0,30

folato eritrocitos corregido = 135 ng/m!
Limitaciones del Procedimiento

1. Las metodologias de radioensayo para determinar el contenido de vitamina B,, en
muestras de pacientes pueden proporcionar valores para poblaciones de riesgo difer-
entes de los que se obtienen con métodos microbiolégicos especificos, ya que cada uno
tiene sus propias gamas de referencia.

2. En ocasiones se han obtenido resultados de vitamina B,, en suera demasiado elevados,
debido ala presencia de anticuerpos bloqueantes o fijadores endégenos de vitamina B,,,
en la muestra, que pueden no haberse in-activado totalmente con los reactivos alcalinos
desnaturalizantes'. A pesar que esta diferencia parece ser rara, resultados de esta
magnitud obtenidos con el método de “No Hervir" como alternativa (MP Biomedicals
Catalog No.: 06B254819). Cuando los resultados estén en desacuerdo con los datos o
impresiones clinicas, debe aplicarse un criterio clinico y realizar una valoracién adicional.

3. La precisién del kit SimulTRAC depende de la capacidad del contador gamma para
discriminar entre desintegraciones de ['Col y ["*1]. Deben ajustarse ventanas para que
\as interferencias de [Co] en el canal de ['*I] y a lainversa, sean minimas.Este método
sirve para determinar el *solapamiento”

a. Ajustar e! contador gamma para 1121}

1. Contar fuente {1} = A

2. Contar fuente [7Co] en ajuste {1} = B
b. Ajustar el contador gamma para [?Co)

1. Contar fuente ['Co} = C

2. Contar fuente ['21] en ajuste [ “Co] = D

c. Calcular el “sotapamiento:
1. De [F'Coj en ['*1]

= Bx100
[+}

2, De ['#1} en [7Co]

= Dx100
A

El "solapamiento” no debe exceder del 3% para ninguno de los 2 canales. Sisedetectara
mas del 3%, debe estrecharse el ajuste de ventana o aplicar un método matemaético de
correccién. Sise , s pueden st fuentes de ["Co).

4, Las muestras clinicas que contengan radiactividad procedente de tratamientos o estudios
anteriores pueden conducir a resultados erréneos.
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5. Hay que tener precaucién al seleccionar los sueros comerciales testigos de folato.
Algunos pueden haber sido preparados con s-metiltetrahidrofolato (MTFA) y se
obtendran valores inesperadamente bajos. Otros sueros preparados con 4cido pteroil-
glutdmico, pero analizados a pH 7,4 con estandares de MFTA, el fabricante les asignara
un valor de folato demasiado alto. Esos sueros testigo darén un valor de folato interior
al indicado en sus folietos de instrucciones.

6. Los valores esperados y las gamas de controf determinados por un método de célculo
pueden no ser idénticos a los obtenidos con otro método.

Se recomienda utilizar un método de reduccién de datos, para mayor precision.
Valores esperados

Gada laboratorio debe definir su modo particular de interpretar los resultados, pero pueden servir
de guia las gamas siguientes.

Lagama normal para folato sérico se determiné a partir de los valores obtenidos del 95% central
de una poblacién normal, 1,5-16,9 ng/mi (3,4 -38,4 nmolA). La poblacién normal constaba de 121
muestras recién obtenidas de voluntarios considerados hematolégi e les sobre la
base de criterios de laboratorio.

Lagama esperada para el folato intraeritrocitario se determiné analizando hemolizados de sangre
completa de 117 sujetos h l6gicaments r jes. El 95% central de todos los normales
ensayados resultd ser 120 - 860 ng/mi (272 - 1952 nmolA).

Folato serico Folato Eritrocitos
—

Intergelacién ng/mi gnmon) ng/ml {nmol/l)
Bajo <15 <34 <120 <272
Normal >1,5 >34 >120 >12=72

Para los valores esperados de vitamina B,, sérica (cobalamina "real”), se utilizaron dos
poblaciones. La primera constaba de 38 individuos deficitarios en vitamina B,,, con diagnésticos
confirmados entre los que se incluia la anemia perniciosa, alteracién gastrica o intestinal o
enfermedades asociadas a deficiencia en vitamina B,,. El percentil 89 de esta pobiacién definfa
ol limite superior de lagama deficitaria (baja). Lasegunda poblacion constabade 121 voluntarios
sanos (hombres y mujeres) con edades entre 19 y 60 afios, sin habitos de dieta inusuales. Se
consideraban hematolégicamente normales, segun los criterios de laboratorio. El 95% central
de esta poblacién definfa la gama esperada (normal). La gama indeterminada se define como
|a de los valores entre las poblaciones deficitaria y normal.

I_Interpretacién Vitamina B,; pg/mi Vitamina B ol/t
Bajo <120 <88
Indeterminado 120 - 160 88-118

Normal 160 - 970 118-716
Alto >970 >716

En otro estudio se compararon 1as muestras con ol ensayo SimulTRAC-SNB y el microbiologico
de Eyglena gragilis. Enfa Figura 2, se muestra esa comparacion.

Los niveles de vitamina B,, sérica muy superiores a los 1000 pg/mi indican una enfermedad
hepética o alteraciénmielopraliferativa como la policitemia vera, metaplasia mieloide o leucemia

granulocitica crénica. Los niveles superiores a 4000 pg/ml na son usuales en la enfermedad
8.9.13,14

hepética, pero sf frecuentes en procesos mieloproliferativos




Caracteristicas especificas de la prueba 2. Variacién inter-ensayo:

a. Vitamina B,,
Exactitud:
N media E/mt D.S. % C.V.
1. Por comparacién de los resuitados obtenidos para vitamina B,, con este kit y los
obtenidos con el kit de Radioensayo SimulTRAC-S se obtuvieron los siguientes datos de gg:::g: ; 33 211!:2! ggg :i
regresidn: (x = SimulTRAC-S), y = SimulTRAC-SNB g E
g ¢ )y ) Control 3 52 555 38 68
Nimero de muestras: 160 Pendiente: 0,93 Control 4 52 1106 47 4,2
Coeficiente correlacion: 0,98 Intercepcién-y:  -26 pg/miL Suero 30 151 186 =123
2. Comparacién de resultados con los obtenidos por ensayo microbiolégico con Euglena b. Folato
gracilis'®. Se obtuvo la regresion calculada siguiente
{x = ensayo microbiolégico, y = SimulTRAC-SNB): N media ng/ml D.S. % C.V.
Numero de muestras: 132 Pendiente: 11 Control 1 as 1,62 0,19 1,7
Coeficients correlacién: 0,96 Intercepcion-y:  -32 pg/mL Controt 2 44 1,96 0,16 8,2
. Control 3 52 4,50 0,34 7.5
3. Comparacion de resultados de folato obtenidos con este kit y los obtenidos con ef kit Control 4 52 10,4 1,0 9.6
SImulTRAC-S. Se obtuvieron los resultados siguientes: Suero 30 6,6 047 71
Némero de muestras: 160 Pendiente: 1,03 .
Cosficiente correlacién: 0,97 Intercepcion-y:  -0,01 ng/mL Recuperacién:
Precision: Se mezclé una muestra de suero con cianocobalaminayy otra con MTFA. El MTFA se calibré por
: espectrofotometria UV y se aiadié a la muestra. Las recuperaciones se calcularon como:
1. Variacién intra-ensayo:
encontrado - endégeno x 100
a. Vitamina B,, aradido
N media pg/ml D.S. % C.V. Vitamina B,, MTFA
Control 1 20 318 19,5 6.1 Encon- |Esperada| % Recu- § Afadida | Encon- |Esperada|% Recu-
Control 2 22 444 14,1 3,2 Adadida | trada peracién trada acién
Control 3 20 593 26,3 4.4 0 340 - - 0 0,9 - -
Control 4 20 1203 69 5.7 200 541 540 100 2 3,03 29 107
Suero 20 169 19 112 400 763 740 106 4 4,95 4,9 101
1000 1297 1340 96 10 10,66 10,9 98
b. FolmFg
N media g/ml D.S. % C.V.
Control 1 20 1,87 0,16 8,6
Control 2 22 2,16 0,15 6,9
Control 3 20 4,89 0,26 5.1
Control 4 20 12,1 0,54 45
Suero 20 6,1 JﬁL 4.1
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Lineafidad:
TABLE 1
Se diluia una muestra de suero con standard A, para probar la linealidad, que se calculaba
como; SimulTRAC-SNB VITAMIN B,, ["Co)/FOLATE ['*i] RADIOASSAY KIT
TABULATED DATA
encontrada/esperada x 100
Vitamin B,, [Co] Data
Vitamina B, Folato
Tube. Corrected | Average % % of Trace, B, B,
Ditucién | Encontrada | Esperadal % Dilucién | Encontrada | Esperadal % No. cpm cpm cpm Bound | Binding pg/ml | pmol/l
0 398 0 19,48 1 23319 | 22580
1,33 273 299 91 1,33 14,40 14,61 99 2 23716 | 22077 | 22778
2 195 199 98 2 10,17 974 | 104 3 750 - Blank | Blank
4 100 100 101 4 5,49 4,87 - 113 4 728 i 739 Blank Blank
8 50 50 100 8 268 %f4 110 5 11488 10749 Trace Trace
6 11254 10515 10632 46.7 Trace Trace
Especificidad: 7 9914 9175 86.2 100 74
8 10197 9458 88.9 100 74
El 4cido 5-metiltetrahidrofélico y el pteroilglutamico tienen igual afinidad por el fijador en este 9 8935 8196 77.0 200 148
ensayo. E factor intrinseco porcino utilizado en este kit ha sido purificado por cromatografia de 10 9016 8271 77.7 200 148
afinidad y contiene menos del 4% de proteina R. La pureza se ha establecido de acuerdo con 1 7637 6898 64.8 400 296
los criterios propusstos por el Comité Nacional para Standards de Laboratorios Clinicos'. 12 7451 6712 63.1 400 296
13 6330 4591 43.1 1000 740
Ef factor intrinseco del Kit de Radioensayo SimulTRAC-SNB de MP Biomedicals mide 10.000 14 5153 4414 415 1000 740
pg/mi de cobinamida como menos de 75 pg/mi cuando se lee frente a una curva patrén construida 15 3914 3175 29.8 2000 1480
a partir de patrones de cobalamina. Ademas se inhibe mas del 95% de la fijacién de vitamina B, Sa:r?ple 3g12 3073 28.9 2000 1480
i i ifico.
por el anticuerpo bloqueante anti-F especifico 7 7324 6585 61.9 470 247
En estudios adicionales se ha demosirado que, cuando se utiliza el Kit SimulTRAC-SNB de MP 18 7294 8555 61.9 470 347

Biomedicals, la cobinamida (un an&logo de la vitamina B, ) tiene una reactividad cruzada inferior
al 0,01%.

Sensibilidad:

La sensibilidad, definida como la concentracién al 90% de fijacién del trazador es 75 pg/mi para
B12 y 0,6 ng/mi para el folato.Bibliografia: Ver "References” en el texto en inglds.
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Folate ['*I] Data

Tube. Corrected | Average % % of Trace] Folate Folate
No. cpm cpm C| Bound Bindin ng/mL nmol/L
1 35748 34427
2 35910 34589 34477
3 1384 - Blank Blank
4 1259 - 1321 Blank Blank
5 18772 17451 Trace Trace
6 19165 17844 17647 51.1 Trace Trace
7 16184 14863 84.2 1.0 23
8 16332 15011 85.0 1.0 23
9 14438 13117 743 2.0 45
10 14590 13269 751 2.0 45
11 11983 10662 60.4 4.0 9.1
12 11870 10549 59.7 4.0 9.1
13 7969 6648 37.6 10.0 23
14 7825 6504 36.8 10.0 23
15 5444 4123 233 20.0 45
16 5444 4123 23.3 20.0 45
Sample
17 1218 9897 56.0 4.62 105
18 11592 10271 58.0 4.23 9.6

7

Figure 1 - SiImuITRAC-SNB
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AEKJIAPALIAS
38 ChIyacHe C K/1ay3uTe Ha MPUI0XEHHs POEKT Ha JIOroBOp

Honynoanucauust: fauuena . ‘Ba
(mpume umena)

B Ka4€CTBOTO CH Ha Yrmpasuren
(Onvorcnocm)

Ha ,,Jlanc @apma“ EQQJ -
(naumenosanue na yuacmuuxa)
YHaCTHHK B 1NpouUelypa 3a Bb3jaraHe Ha OGIECTBeHaA NopsiKa ¢ mnpeamer: ,, Jocmasxka na
paduoaxmuenu nexapcmeenu npoodykmu, - paduogapmayeemuyuy, PAOUOHYKAUOHU 2eHepamopu,
Kumoee u paouonyknuonu npexypcopu 3a 2018 2. no npexpamenu 060cobenu nozuyuy

Ipennoxenuero e no 060oco6ena no3umums Ne § ¢ npeamert 125 Vit B 12 + gonuesa kucenuna

AEKJIAPHPAM, YE:

3aro3HaT cpM CBC CBABPKAHUETO Ha IMPpOEKTa Ha AOroBopa u IpHeMam ycioBusTa B He&

ATA: 02.08.2018 r. [TOJITNC u [TEYAT:

SR



OFPA3EIL]

AEKJIAPALINSA
3a CpOKa Ha BIMIHOCT Ha odeprara

Honynoanucauusr: Januena .
(mpume umena)
B Ka4€CTBOTO CH Ha YIipaBHTeN
(onvorcnocm)

Ha ,,Jlauc ®apma“ EQOOQ]] -
(naumenosanue na ywacmuuxa)
YIaCTHHK B NpoLeypa 3a BB3NaraHe Ha oOILECTBEHa NOPHYKA C npeamet: ,, Jocmaeka wna
PaouoaxmusHu nexapcmeeHu npodyxkmu, paduogapmayeemuyu, PAOUOHYKAUOHU 2eHepamopu,
Kumoee u paouoHyxknuonu npexypcopu 3a 2018 2. “ no npexpamenu 060cobenu nosuyuu

Ipennosxennero e no o6ocobena nosuums Ne 8 ¢ npeamet 125 Vit B 12 + gonuesa kucenuna

AEKJIAPUPAMVYE:
CpoxbT Ha BaTMAHOCT Ha HacTosmara odepra e 3 (TpH) Mecella, CYUTAHO OT JaTaTa, KOATO e

NnocoYcHa Kato KpaﬁHa Jarta Ha rnojiyyaBaHe Ha oq)eanTe B 00sBIEHHETO 3a IIOpBUKA M IpELCTaBIgBA
BPEMETO, NMPE3 KOETO CME 068’bp3aHI/l C YCJIOBHATA Ha TIPECTABEHOTO OT HAC NpeaoxXeHue

. JATA: 02.08.2018 r. ITOAITNUC u TTEYAT: i




OBPA3EIl
IJEHOBO ITPE/I/TOJKEHHE

Jio: MHHHCTEPCTBO H2 37paBeona3BaHeTo
c apgpec: rp Codus- 1000, 1. ,,CBeTa Heaens“ Ne 5
(HaMeHOBAHHE U afipec Ha BB3NOKUTENA)

Or: ,,JJanc ®apma“ EOO

(HauMeHOBaHUE Ha y4acTHUKA)

¢ agpec: rp. Codus, 1202 yn. ,,I/Iunycrpnanua“ Ne 11, Bacunes busnec Cury, e1.7

ten.: 02/ 936 70 79; 936 77 92, dakc: 02/ 936 70 79; 936 77 92, e-mail: info@danspharma.com

Byncrat/EUK: BG130868975

3abenexcka: Ha ocroeanue 4l 47, an. 9 om III30I1, xozamo yuacmHux nooasa ogpepma 3a nogeye
om eoHa obocobena nosuyus, 3@ gesika 060cobeHa no3uyus ce npeocmaesm omoenHy Henpo3PasHy
nauxoge ¢ Haonuc "[Ipednazanu YeHosU napamempu", ¢ noco4eae Ha no3uyusma, 3a KoAmMo ce

omHacsam.

VBAMKAEMH JIAMH H TOCIIOJA,

C HacTOAIOTO, Bu MpeACTaBMe HaIIeTo NEHOBO MPEAJIOKeHHe 32 M3MBJHEHHE Ha
o6sBeHaTa oT Bac mpoueaypa 3a sh3NiaraHe Ha obuiecTBeHa mophuka ¢ upenmer: ,, [Jocmaexka Ha
paouoakmusHu exapcmeeHu npooyKmu, paduogpapmayesmuy, PAOUOHYKIUOHY 2eHepamopy,
xumoee u pa()uouymu()uu npexypcopu 34 2018 2. no npexpameru 060coberu no3uYuU

[IpeaoXKeHHETO € TI0 oGocoGena mosumms Ne 8 ¢ npeamer 125 Vit B 12 + ¢onuesa

KHcenuHa

En. neHa 3a En. uena 3a | O6ma O6ma
ONaKoBKa ONMaKoBKa ¢ CTOiiHOCT | CTOMHOCT

6es JJAC AAC 6es JYIC |c JAC

Ne HA
oGocobeHa
no3uus

HanMeHoBaHHE, eHHUYHA
AKTHBHOCT

125 Vit B 12+ donuena

496,00 ‘ 595,20 \ 5952,00 \ 7142,40

Taka npenoKeHaTa LeHa BK/TIOYBA BCHUKM Pa3xXOfH 33 M3BIHEHHE MpeMeTa Ha NOpBYKaTa.
TTocoueHara ofuia 1eHa He nojJIeKH Ha NpoMsiHa TNpe3 HeJMs _CPOK Ha JEHCTBHE HA JOroBOpa 3a
3IbIHEHME HA MOPHYKaTa, OCBEeH B_cilyyauTe Ha 4. 116 ot 30IL

[peanoXeHUTe 1ieHU ca onpeaeacHH TipH IBJHO CHOTBETCTBHE C ycoBuaTa OT [OKyMeHTaluATa 1o

npoueaypara.
[lpu HeCHOTBETCTBUE MEXIY TPeUIOKEHHUTE eAMHMYHA 1ICHA H o0Lia CTOMHOCT, BalmAHa WIS obae

eMHAYHATA 1eHa Ha oq)ep'ra'ra. }/é
L.

Beuuky oeprpany LieHH, Cle/Bsa Jia GBIaT 3aKpBIIeHH 10 BTOPHA 3HaK, c/Iejl AeCeTHYHATa 3aneTas.
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3axpkaBaMe ce, ako Hamata ogepra Obie MpueTa, Ja W3GBIHMM M MPE/AIEM JIOTOBOPEHHTC
paBOTH, CBIJIACHO CPOKOBETE M YCIOBHATA, 3a/IErHaM B I0r0BOPA.

Tpu ycnosue, ue 6baeM M30paHH 32 W3NBJIHATEN HA ofllecTBEHATA IOPBYKA, HUE CM€e CBIIIaCHH Ja
NPeACTABHM TapaHUMs 3a M3MbJHEHHE Ha 3aJBIUKCHMATA 1O J0rosopa B pasmep Ha 3 % OT
croitHocTTa MY, 6e3 JIJIC.

3a eKapcTBEHUTE TIPOAYKTH 060COOEHH NO3ULKH OT Ne 1 mo Ne3, BkiI.:

B cnyuaii, ye npe3 BpeMETO Ha ASHCTBHE HA JOT0OBOpa CTOMHOCTTA, KOATO Cle/iBa Jia Ce 3aliama ¢
Ty6IMYHY CPEACTBA Ha JIEKapCTBEHH MPORXYKTH OT [To3UTUBHUA JEKAPCTBEH CIMCHK CTaHe [10-HHCKA
OT JIOTOBOPEHATa, BE3NOXKHTENAT Ge3ycnoBHO 3aljamia JNEeKapCTBEHNTE MPOAYKTH Ha T0-HUCKaTa
leHa, CYWTAHO OT JATaTa Ha OGABABAHETO HA BIE3NMTE B CHiIA PEINCHMA MO pela Ha Hil. 18 ot
Hapenfara 3a yclOBHATa, TpaBuiaTa ¥ pelia 3a peryiupaHe M perucTpUpaHe Ha NEHUTEC Ha
eKapCTBEHUTE MPOAYKTH. B ciyyauTe N0 MPEAXOXHOTO U3PEUCHHE, CTOMHOCTTA ce ompenes KbM
MOMEHTa Ha JocTaBKaTa (MoAnMUCBaHe Ha IpHEMO-TIpEAaBaTeICH IPOTOKOT)

CMmeTkara, o KOsATO 1I€ obpaaT H3BBpPIIBAHNA p&nnamaﬂnﬂra Mo IOroBopa, ako ObaeM OIPEACIICHHN

3a M3MIBIHUTEN HA MOPBYKATA!
Banka: Yunkpeaut Byn6auk IBAN BG 14UNCR 76301066259102 BIC UNCRBGSF

TuTynsp Ha cMeTKara ,,JlaHe ®apma“ EOOJ

3abenexka; YUYACTHULMTE, PETrHCTpHpaHH Mo JUJIC, otOensA3BaT HAJIMYMETO Ha Takasa
perHUcTparLys.

TIATA: 02.08.2018 r. TIOAMUC u IIEYAT:
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TJIABA II: TEXHAYECKH CHEIMOUKALH
1. MMHUMAJIHHA TEXHAYECKH M3VICKBAHUS W KOJHYECTBA

JlexapcTBeRH nNpOxYKTH
Ne _Hanmgnosanne, eMHAYHA AKTHBHOCT } Msapka Koanuecrso 10

Puumpnanm” )llmocmm imvive J ke
1 | Sodium lodide [13"1... 1] 740 MBq solution for injection - om. X 1 6p 106
PaanogapMance1s saTepanEy el (S W L
2 | Sodium Todide [131 1] 3,7 GBq solution for injection on. x 16p. 25
3 | Strontium (89 Sr) chloride on. x 1 6p. 145
MeauunuECcKE n3xeans
Ne Haumenosanue, eAMHAYHA AKTHBHOCT | Mapka Koauuecrso 10
PamORapMATERTAIE 38 18 oemalnviro | i
4 (125173 KIT om. x 1 6p. 27
5 |1251fT4 KIT on. x 1 6p. 7
6 11251 TSH( 96-100 npo6u) KIT IRMA on. x 1 6p. 11
7 1251 beta2 microglobulin | om. x 1 6p. 100
g |125VitB 12+ donuesa KHCeTUHA on. x 1 6p. 12
9 11251 anti TG antibody on. x 1 6p. 33
10 | 125 1 Ferritin KIT ‘ on. x 1 6p. 10

2. M3NKBAHUA KbM IlPEIlJIAFAHI/ITE JIEKAPCTBEHHU IIPOIlYKTI/I
OBOCOBEHH [O3UIMH OT Ne 1 IO Ne 3, BKJL

2.1. JlexapCTBEHHTC NPONYKTH TpsiOBa 12 oTropapiar Ha J3MCKBaHMATA Ha 3aKoHA 3a
NIeKapCTBEHHTE OpOAYKTH B XyMaHHaTa MeIMLIHHA (3JIIXM) - TpsGBa Jia MPATEKABAT BAJIUJIHO
pa3pelcHHe 32 ynorpe6a B cTpanara, H3[alcHO o peAa Ha 3JIITXM unu PernaMeHt (EO) Ne 726/ 2004
r. Ha Epponefickus apiaMeHT Ceaera /un. 23, an.l Ha 3JITTXM/. B cyuait Ha J3THYAHE HA CpOKa Ha
paspelieHHeTo 3a ynoTtpeba Ha neKkapcTBen MpOMYyKT npes 2018 T, y4aCTHHKBT jexnapupa B
cpoTBETCTBHE C . 55, an. 6 oT 3JIITXM, ue KofuHecTBaTa 32 JIeKapCTBEHUS TIPOAYKT ca HUTMYHH.

Tosa o06cmoAMEACMeo ce oOokaszea ¢ npedcmaganemo na 3a6epeHo Konue Ha BAAUOHO
paspeuerue 34 ynompeba 6 cmpanama, uzoadeno no peda Ha 3JITIXM wiu Peznamenm (EO) Ne 726/
2004 2. Ha Esponetickus napnamenm u Cwvgema /un. 23, an.] na XM/ B cayuaii Ha uIMU4aNE Ha
cpoka Ha paspeuienuemo 3a ynompeba Ha nexapcmeen npodyxm npe3 2018 2., ysacmHuxkom dexnapupa

g coomeemcmeue ¢ 4l 55, an. 6 om 3JITIXM, ue konuuecmeama 3a lexapcmeenu npodykm ca HaTuiHu.



/

3.2. llesaTa no A0rosopa ¢ duxcupana 1 HE [1O[UIeXKHM Ha MpoMsHa 33 cpoka Ha JICHCT
OroBopa, OCBEH B cny4aute Ha . 116 ot 3011

2.3. B cnyu4ail, 4 1pe3 ppemeTo Ha jeficTBHE Ha JOTOBOPA CTONHOCTTA, KOSTO clelsad

sanjaua € 1'1}’611“"1}1“ cpencma Ha nelcapcmeﬂu l'lpOLlyKTH ot [To3UTHBHHA JIeKapCTBEH CIIMCHK CTaHE
no-HucKa OT IIOI'OBOpCHaTa, B’bSJIO)KYITCIIﬂT 6C3yCJ'IOBHO 3aruaia nel(apcmeﬂme l'IpOlIyKTYl Ha No-

HECKATA lIeHa, CUMTaHo OT jataTta Ha 00sBSBAHETO 4a BE3IATE B CUJIA PEUICHNA o pena Ha Ui
Hapenbara 32 yCnoBUATa, npapunata @ peaa 3a peryiupane H# perucTpupase Ha LEHHT

J‘leKapCTBeHHTC HpOII)’KTPl. B cnyqame no ﬂpeﬂXOHHOTO M3p€‘!eﬂﬂe, croiinocTTa C€ onpenens

MOMEHTA Ha IIOCTaBKaTa (nozmucnaﬂe Ha npuemo-npenana‘reneu l'lpOTOKOII).

2.4. JlexapCTBEHHTE IpONYKTH Cle/Ba 1a 6baaT BKJIOHCHH B [TpunoxeHHE 3 pa [lo3uTUBHHA

7eKapCTBEH CIIUCBHK, aKTyaiHo KbM Jarara Ha IIO,T.laBaHC Ha HpClIJ'lO)KCHHCTO.

3. MI3MCKBAHMS KBbM MEIII/IHHHCKI/ITE W3 AEJIMSA, OB0COBEHH no3uiuu oT

Ne 4 1O Ne 10, BKJL:

3.1. Jla ca BKJIIOYCHH B CHUCHKa Mo L. 1, 1. 1, Oyxsa ng" ot Hapenbara 32 ycoBHsTa H peaa 3a
chCTaBsHE HA CIHCBK Ha MEIHLHMHCKATE H3JeNIHs 1o UL 30a oT 3aKoHa 32 MEIMIMHCKHTE H3AeIua

/3MW/ 1 3a onpeaensiie Ha CTOMHOCTTA, JI0 KORTO te ce 3amnaumar.

Toea 0bcmoamencmeo ce dokazea ¢ Oexnapayui om yuacmHuxa, ¢ NPUONCEHO UIBNEUEHUE om
Chucbka no ua. 1, m. 1, byxéa 6" om Hapeobama 34 ycnosuama u peda 3a CbCmagAne Ha CNUCHK Ha
MeQUYUHCKUMe uzdenus ho 4i. 30a om 3MH u 3a onpeoensine Ha cmoiinocmma, 00 KOAMO me ce
sgnaauam (Hape06ama), om Koemo u3eneHenue da e sudKa npooaxckama yeHa no CMUCHIA Hd §1,m
29a om 3MH, 6v6 6pb3Kad c§1, m 4om OONbAHUMEIHUME pasnopedbu Ha Hapeobama, npedcmagend

3a 6cAKa no3uyus, 34 xoAmo mou xanouoamcmea.

3.2. Jla HaAMa perucTpupani [J@HHH B UAJT u/nny EUDAMED 32 MHIMACHTH/MOTEHIIHANHH
HHLMACHTH TpeE3 HOC/ICAHUTE ABE TOMHEHH, xakTo ¥ 3a OnoxupaHi WIM W3TErICHU NapTHiH npe3

[OC/IEAHHUTE ABES TOAMHHU CBIIACHO MPENOCTaBeHa ot UAJ1 nuaopmanus.

Tosa 06cmoamMeNcmeo ce ooka3zea ¢ oguyuaneH OOKyMeHm, us0aoex om Hznvanumeanama
azenyus no nexapcmeama, om xoiimo 0a e 6UOHO, Y€ HAMa pezucmpupanu dannu ¢ HAT ww
EUDAMED 3a unuu()enmu/nomeuuuaanu unyuoenmu npes nocreOnume 06e€ 200uHu,” Kaxkmo u 34

610KUpaHu Wi usme2ieHu napmuou npes3 nocneonume 06€ 200UHU.

3.3. Jla ce 3amamar o1 obmiecTBeH (OHIL B NNOHE e/iHa OT CTPAnHTE, uneHKy Ha EBpONEHCKUs CHIO3.
Toea oGcmoamencmso € ookasea ¢ Jdexnapayus  om yuacmHuka, 8 xosamo ce nocousa

KOHKpEMHUAM obwecmeen ¢oHO Ha cyomeemnama Obpcasa.

3.5, Jla oTroBapAT Ha M3NCKBaHMATA HA 3axoHa 33 MeIULMHCKATE U3aensd ¥ Ja ca M3MbIHCHH

Hpﬂ.ﬂO)KPlMHTC nponenypn 3a OlLICHABAHC Ha C’bOTBeTCTBHeTO,

Toea 0b6cmosmencmso ce ookasea ¢ npedcmagsane Hd. xonue Ha oexiapayui 3a cvomeemcmeue ¢
[Tupexmusd 98/79/EC, uzdadena om npousgooumens Wiy ynvaHOMOWeH nez06 npeocmagumel

(npuOpys?CeHo ¢ npe6o0 Ha GuazapcKu e3uK U 3a6epeHo om yqacmnuxa)

3.6, [Tpu MPOH3BOACTBOTO Ha npeanaraiuTe Me JMLIHHCKH M3enus 1a ca Cria3eHH M3MCKBaHUATA 33
ynpasjenue Ha KauecTBOTO MO crangapr BAC EN ISO 13485 wum exBHBATCHTHA CHCTEMa 33

ynpannerme Ha KauyecTBOTO.

Toea 0B6cmoaMeIcMeo ce ookasea ¢ npedcmaesne Hd: xonue Ha 6aIUOEH cepmucpuxam no

cmaHoapm BJIC EN JSO 13485 uau exgueaienmua cucmema 3q ynpaenerue Ha xayecmeomo, ¢ 0

npou3sgo0cmeo Had MeOuyuHCKY  u30ems, u30aden Ha uvemo Ha npou3e00umeis. Cepmucpuramuvim
mpsagsa 0a € uzoaoeH om ne3agucumMu uua, xoumo ca axpeOuUmMupanu no cpomeemHama Cepus
e6pONCUCKUY cmanoapmu om H3nvaHumeana azenyusa ,, Bpazaperad cnyacba 3a axpeaumauuﬂ" ww om
Opye HayUuoHAREH opean no akpeoumayui, xoiimo e cmpana no MH020CmMpARHOMO cnopasymenrue 3d
g3auUMHO NpUSHABAHe Ha Eeponeuckamd opeanusayud 3d axpeoumayui, 3a cvomeemuama obaacm Uil
da omzoéapam HA ysuckeanuama 3a npu3HaeaHe cvenacno Ha. 36, at. 2 om 3axona 3a nayuonaaHama
akpeoumayus na opeanu 34 oyensieane Hd cromeememeuemo. Bu3noocumensim npuema eKeusaIeHmHu
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cepmuuxamuy, w30uadeny on opeani, yCmaHOEEHU 6 dpy2u ObpXHCasu ynenxy. Buzroocumenim npuema
u apyau dokazameacmea 3a eKGuEaIeRMHY MEPKU 3d ocuzypseane Ha rayecmeomo, Ko2amo y4acmHux
ne e uman oocmvn 00 maxuéd cepmugpuramy Wi € HAMAIL 6B3IMONCHOCT da 21 HOIYHU 8 CHOMGEMHUME
¢pokose no neszaguceuju om He20 npuuunu. B crysaume 1o npeOXoOHOmO uspeuenue, yHACMIUKDM
mpsbéa 0a e 6 coCcmoanue 0d QOKANCE, ye npeoiazanume MepRu ca eKGUEAIEHMHU Ha U3UCKBAHUME.

4. CPOK HA roHOCT HA JIEKAPCTBEHMTE NPOAYKTH
4.1, MuuMaeH cpoK na roaHocy
PajohapMalleBTHIIATE 38 [MarHeCTHKa in vivo ¥ panuoapMaleBTHIBTE 3a Tepanas 10
oGocobeHn no3uuun OT Ne 1 no Ne 3 BKi. OT crienupuKanpaTa creisa 1a JIMAT MRHUMAIEH CpOK Ha
[ORHOCT He HO-Kparek OT 60 % ot obasenus OT [IpOM3BOAMTENS, KbM ATATA HA BCAKA JOCTABKA,
npenocTaBena Ha KpaitHuTE nostyaTen /cBOTBETHHTE Ni€ueOHH 3apencHHY .
Toea obcmoamencmeo ce doxazea ¢ Oexnapupane Hd oGemosmencmeama 6 npeduodcertemo 3d
UINBIHEHUC.
PazuodapMauenTHLA 38 MarHoCTHKa in vitro 10 0Gocoberu No3UIHH ot Ne 4 no Ne 10 Bkn. 0T
cnenuuKauusTa ciesa /14 MMAT MHHUMANEH CPOK {3 FOAHOCT HE MO-KpaThK OT 80 % ot o6sBcHMN OT
NPOH3BOIATENS, KM jlaTATa Ha BCAKA AOCTABKA, npeocTaBcHa Ha xpaliHnTe nojy4are; /CHOTBETHUTE

neucOHA jaBefeHus/.
Tosa o6cmosmencmeo ceé ookaszea ¢ Oexnupupane Ha ofcmosmencmeama 6 npeQaoCeHuemo 30

U3NBAHECHUE.
4.2. B ciyuait Ha J0CTaBKa Ha feKapetBeH MponyKT WIH MEIHIMHCKO p3enue ¢ No-KpareK oT
[IOrOBOpEHUs CPOK Ha FOIHOCT, A3MBIHATENST [IbJKH HEYCTOHKa, KaKTO ClieaBa:

4.2.1. panno@apMaueBmuu ja MACHOCTHKA i vive ¥ panuo@é\pMaueBmuu 3a Tepanus Mo
no3unan o1 Ne 1 no Ne 3 Bkii. OT crienpuKauusTa:

. o1 59,99 no 50 % - 9(% BLPXY CTOHHOCTTE Ha OCTaBKaTa,

. o1 49,99 1o 40 % - 30% BBPXY crofiHoCTTa Ha JOCTABKATA:

. non 40% - 60% BBPXY CTOHHOCTTA Ha ROCTaBKaTa.

4.2.2. PaguodapmalesTHii 3a AMATHOCTHKA i vitro 1o 1no3uuM# oF No 4 no NelO sxut.

. ot 719,99% no 70% - 20% BBPXY croitnocTra Ha [AOCTABKAT4;

. or 69,99% no 60% - 30% 8BPXY crofiHOCTTa H3 0CTaBKaTa;

. of 59,99% no 50% - 60% BBPXY CTOMHOCTTA Ha AoCTaBKaTa;

. o1 49,99% no 40% - 75% BBPXY CTOMHOCTTA HA JOCTaBKaTa;

. nox 40% - 90% BBPXY cToMHOCTTa Ha nocTaBKaTa.

4.3. JlocraBxaTa Ha jieKapcTBeH MpONYKT WM MEHIIHHCKO H3JEIHE ¢ CTATHYEH CPOK Ha TOHOCT

no-mansk ot 40 (qempunecer) qa cTo 0T 0bsBEHUA OT [IpOH3BOIMTENA CC U3BbpLIBA CaMO C NUCMEHO

ChIjIacHC Ha B'bSJ'lO)KHTCJIﬁ 3a KOHKpETHO KOJIR4ECTBO, OanIIeIICHO oT Hero. Be3 u3pu4Ho NUCMEHO

chriacue Ba BH3IOKHTENS CTOKHTC usMa A8 Gpaat saraitiasi.
Toea obcmosmencmeo ce 0Oorazsa ¢ dexaapupane Hd cvenacue ¢ oGemosmencmeamd 6

npednoxcenuemo 3a U3NBIHEHUE

5. HJAUUH HA JIALAHE
JarialiaHeTo Ha CTOKHTE 1O JOro8opa ce ¥3BLpLIBA OTROXKEHO B CPOK A0 30 /TpuneceTuﬁ/ ACH,

cniejl IpeACTaBAHe Ha CcIeAHHUTE JOKYMCHTH.
1) JocraBHa daxTypa. CBCTABEHA CHITIACHO p3MCKBaHUATA HA 304C u TIT3UIC — opuruHal ¥

2 /nBa/ 6pod 3aBepeHH Konud,
2) Hpuemarenno-npenaBaTenmi [IPOTOKOJIH, no ofpasen Ha MuHKCTEpCTBOTO  Ha

3paBeorna3paHeTo cprnaco [TpAOKEHNAC KbM JOTOBOPA;
3) OGoOueH ONHC Ha [POTOKONHTE ~ 3 /pu/ Gpos;
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4) TcMeHH 3aABKH-pasnpeaceHns, M3roTBEHH OT MMHHACTEPCTBO Ha 3[paBeona3’paHeTo M
3aBepeHH OT KpaHHHTE noNy4aTent;

3a JlekapCTBEHMTE NDOIYKTH cnenpa aa 6paat npeCcTaBeHu:

Cepruukat 33 ocBOOOXIaBaHe Ha BCAKA papTuja, M3janeH ot KBauUUApaHo JHue 0o
3JIIIXM ~ 3aBepeHo OT H3NBJIHMTENS Konue, B npeBoji Ha OBaArapcKH e3ux OT QupMa, CKIOHMIA
joroBop ¢ MEHHCTEPCTBO na BpHIIHATE padoTH 32 W3BBPIIBAHC HA oduUMATHH IPEBOJH.

Ja MeAMIIAHCKHTE U3JCTHA cnenpa 1a 66aaT [peACTABEHH:

-Jlexnapalius 32 CHOTBETCTBHE OT TIPOU3BOAUTES HIH HeroBus yI'bJIHOMOLICH TIpeACTaBHTEN ~
33 0BOCOGEHN MO3ULUH OT Ne4 o Nel0, ue ca onpe/eneHH KkaTo MeTMIIMHCKH H3/IC/INd,

_BamaneH cepruukar 3a pHeJpeHa cucTeMa 3a ynpapiesue Ha KayecTBOTO N0 CTaHIapT 1(
EN ISO 13485 nn# eKBHBAJICHTEH ceprudukar /3aBepeHO KOMHE Ha opuruHan ¥ npeBof/ M3lajeH Ha
yYMETO Ha IPOH3BOAMTENA — sa 060co6GeHH NO3HLMH ot Ned no NelO;

-Jlexnapauus 3a CHOTBETCTBHE OT NpOM3BOAMTENS HIH Herosua yNbJIHOMOLICH TIpeACTAaBHTEN
¢bC CHIIECTBEHUTE y3ucKkBanus Ha JIApEeKTHEA 98/79/EC 3a no3uiiH 0T Ned po NelO.

N36poeHUTE JOKYMEHTH €€ npeAcTaBiT B NeNOBOACTBOTO  Ha MuHUCTEPCTBO  HA
371paBeona3paHeTo, KIACHpAHH ¥ MpHKAuCHH B qanka. B mankara ce mpuiara [AHCMO C ONHUC Ha
C'bﬂbp)l(aﬂIHTC ce B Hed JOKYMEHTH, XaTo 3aILIDKHTENHO CE NOCOTBAT poMepara, JaTuTe H Opos Ha
TIPHJIOKEHATE JOKYMEHTH OT BCEKH B

T JIABA 1L KPUTEPHM 3A BBb3JIATAHE HA NOPBYKATA

_ 1. HasuaueHara OT BB3nouTens KOMHCHA 3a pasTekKIAHE, oleHKa M KiacuWpaHe Ha
HOCTHIUINTE opepTH W3BBpLIBA OLCHKA Ha MKOHOMHHYECKH Hali-M3roJHaTa otepTa BBH3 OCHOBA Ha
onpeAecHAs Kpmepﬂﬁ - ,Hail — HHCK3 HeHa*, ChriacHo i 70, an. 2, T. 1 ot 3011 _
2. B cnyua#, 4€ npezmafanme [eHH Ha JIBC UK noBede odeprTH ca pasHH, KOMMCHSATA TIPOBEXA
nyOau4HO xpeOuil 3a onpejeAHE HA U3IBIHATENR MEXAy YJaCTHHUHTS, npeIoXKUIN paBHHTE LICHH,
CHITIACHO W 58, an. 3 oT 113011
3. KomucusTa Kiacupa JOMyCHATUTE 10 pasriexIaHe odepTH 1O BB3XOJAIL pel, Bb3 OCHOBA Ha
peIoXeHaTa OT TAX CIUHHTHA ieHa 3a OMaKoBKa, 6e3 HAUMCIICH IUlC 3a CHOTBETHATA obocobeHa
o3uiug, Karo npeAnoKeHaTa Hali-HACKa LieHa C€ Kacupa Ha IbpBO MSICTO. YYaCTHHKBT, TTPeUTOXKHI
Haji-HMCKa I1leHa, C& onpenens 32 yamuauTen. Cnelt NpUKITIOYBaAHE Ha pabotara Ha KoMHcHATa Mo
pasriexiane ¥ OlIeHKa Ha obepTHTe, BB3JOKUATENAT obGsBsABa C pelUCHHE 33 onpeaensHe Ha U3MBIHATEN
KjlacHpaHeTo Ha y4acTHRUMTC H y4acCTHHIIHTE, onpeneieHn 32 H3MBRHATENN Ha obimecTBeHaTa
noppyka. YyacTHULUTE CC yBeIOMABAT [IHCMEHO 3a pe3ynrara OT nposeacHara npoueaypa, KaTo UM ce

BpBUBA (w3mpalua) konue OT peLIECHHETO.



