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1. UTILIZACAO PREVISTA

O ensaio BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) € um imunoensaio enzimatico (EIA) para a determinagéo
quantitativa da holotranscobalamina (HoloTC) no soro humano. A HoloTC (vitamina B12 ligada a

transcobalamina) é utilizada como uma ajuda no diagndstico e no tratamento da deficiéncia de vitamina B12.

2. INTRODUCAO

Trés proteinas de ligacéo estédo envolvidas no transporte da vitamina B12 por todo o corpo - o factor intrinseco
(FI), a transcobalamina (TC) e a haptocorrina (HC). Estas proteinas de ligacdo asseguram a captacao eficiente
das quantidades muito pequenas de vitamina B12 disponibilizadas pela alimenta¢do. Quando a TC e a HC se
ligam a vitamina B12, os complexos resultantes sao conhecidos como holotranscobalamina (HoloTC) e
holohaptocorrina (HoloHC) para as distinguir das proteinas que nao transportam vitamina.

A fracgdo principal na circulacéo, a HoloHC, representa 70-90% da vitamina B12 no sangue, mas &
biologicamente inerte. A HoloTC representa apenas 10-30% da vitamina B12 que circula no sangue, mas é a
Unica forma de vitamina B12 que pode ser captada pelas células no corpo. A proteina TC por si s6 transporta
vitamina B12 do seu local de absorcao no ileo para os tecidos e as células. Em seguida, a vitamina é incorporada
na forma do complexo HoloTC (vitamina B12 ligada a transcobalamina) através de uma captagéo especifica
mediada por receptores. Este processo fornece vitamina B12 as células do corpo e proporciona a vitamina na
forma de uma co-enzima para as funcdes celulares essenciais, tais como a sintese do ADN.

Uma vez que a HoloTC possui uma semi-vida de circulagdo mais curta comparativamente com a HoloHC, é
provavel que a primeira alteragéo a ocorrer ao entrar em balango negativo de vitamina B12 seja uma diminui¢ao
na concentracéo sérica da HoloTC".

A medicéo da B12 sérica total sofre de algumas limitagdes, em particular, a maioria da cobalamina medida esta

ligada a HC biologicamente inerte. Foram publicados varios estudos que concluem que a HoloTC seria um melhor
indicador do estado da vitamina B12 do que a B12 Sérica total*®. Conforme previsto, os niveis de HoloTC s&o

baixos em doentes com sinais bioquimicos de deficiéncia de vitamina B12*,

Foram observados valores baixos em vegetarianos®, veganos® e em populacées com uma ingestdo baixa de
vitamina B12’. E de salientar que foram observados niveis baixos de HoloTC, mas ndo de B12 sérica total, em
doentes com doenca de Alzheimer comparativamente com os niveis num grupo de controlo saudavel®. Os niveis

de HoloTC reflectem o estado da vitamina B12, independentemente da absorcéo recente da vitamina®.

3. PRINCIPIO DO TESTE

Os pocos de microtitulacédo séo revestidos com um anticorpo monoclonal altamente especifico para BIOHIT
Active B12 (Holotranscobalamin). Durante a primeira incubacgédo, a holotranscobalamina sérica liga-se
especificamente a superficie revestida com anticorpo. Na segunda incubagéo, o conjugado liga-se a toda a
holotranscobalamina capturada. Os pogos sdo depois lavados para remover componentes nao ligados. A
holotranscobalamina ligada é detectada pela incubagéo com o substrato. A reaccao termina por adicao da

solucdo de paragem, resultando num produto final colorido. A concentracdo de holotranscobalamina em pmol/L



esta directamente relacionada com a cor gerada e pode ser calculada por interpolagdo a partir de uma curva de

dose-resposta baseada nos calibradores.

4. ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

Apenas para utilizagdo em diagnéstico in vitro. Precaug¢8es de seguranga

1.

a M 0N

Siga rigorosamente as instru¢des nesta brochura, em particular as relativas a condi¢des de manuseamento e
conservacao.

N&o faca pipetagem com a boca.

Nao fume, coma, beba nem aplique cosméticos em areas onde os kits e as amostras sdo manuseados.
Quaisquer problemas de pele, cortes, abrasfes e outras lesdes cutaneas devem ser devidamente protegidos.
Os calibradores, os controlos, o conjugado, o pré-tratamento e o concentrado de tampéao de lavagem contém
azida de sdédio, a qual pode reagir com a canalizacdo de chumbo e cobre, formando azidas metélicas
altamente explosivas. Ao eliminar os residuos, escoe com grandes quantidades de agua para prevenir a
acumulagéo de azidas.

A solucdo de paragem contém hidroxido de sédio. Evitar o contacto com a pele, os olhos e as membranas
mucosas. O derramamento pode ser limpo com quantidades abundantes de agua. Em caso de contacto com
a pele ou os olhos, lavar com agua e procurar assisténcia médica imediatamente.

Estéo disponiveis fichas de dados de seguranca dos materiais para todos os componentes incluidos neste kit
mediante solicitagdo a Biohit Oyj.

Este produto envolve 0 manuseamento de espécimes e materiais de origem humana e animal. Recomenda-
se que todos os materiais de origem humana e animal sejam considerados potencialmente infecciosos e
sejam manuseados de acordo com a norma OSHA para Patégenos de Transmissao Sanguinea de
Biosseguranga Nivel 2, ou que sejam usadas outras praticas de biosseguran¢a adequadas para materiais
que contenham ou se suspeite conterem agentes infecciosos.



Solugéo R34 Provoca queimaduras.
de S26 Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua
CORROSIVO | paragem e procurar assisténcia médica.
S36/37/39 | Usar vestuario de proteccao, luvas e equipamento protector para os olhos/face
S45 adequados.
Em caso de acidente ou de indisposi¢éo, procurar assisténcia médica
imediatamente (se possivel mostrar o rétulo).
Nocivo por inalagdo, em contacto com a pele e por ingestéo.
Irritante para a pele.
R20/21/22 o
R38 Pode causar sensibilizagdo em contacto com a pele.
N&o respirar os fumos.
R43 ]
523 Evitar o contacto com a pele.
Substrato soa Apés contacto com a pele, lavar imediatamente e abundantemente com agua.
- Nao deitar os residuos no esgoto; eliminar este produto e respectivo recipiente
de forma segura.
S29/35 o . )
Usar vestuario de protecgéo, luvas e equipamento protector para os olhos/face
S36/37/39
adequados.
S46 . . N
Em caso de ingestdo, procurar assisténcia médica imediatamente e mostrar a
NOCIVO embalagem.
Concentr | R22 Nocivo por ingestao.
ado de | R32 Em contacto com acidos liberta gases muito téxicos.
tampéo R52/53 Nocivo para os organismos aquaticos, podendo causar efeitos nefastos a longo
de prazo no ambiente aquatico.
lavagem | S29/35 Nao deitar os residuos no esgoto; eliminar este produto e respectivo recipiente
(8X) S36/37/39 | de forma segura.
S46 Usar vestuario de proteccao, luvas e equipamento protector para os olhos/face

adequados.
Em caso de ingestdo, procurar assisténcia médica imediatamente e mostrar a

embalagem ou o rétulo.

5. CONTEUDO DO KIT
5.1 Solucéo de conjugado

Um frasco de 15 mL de anticorpo monoclonal murino marcado com fosfatase alcalina para a transcobalamina

humana em tampao Tris com estabilizador de proteinas. Conservante: azida de sédio a < 0,1% (p/v). Pronto a

utilizar.

5.2 Solucéo de substrato

v R

Um frasco de 15 mL de p-nitrofenil-fosfato (pNPP), solugao tampao. Pronto a utilizar. N&do expor a luz durante a

conservacao.

OBS.: NOCIVO.




5.3 Solucéo de paragem H

Um frasco de 15 mL de hidréxido de sédio 1M, (pH >10).
Pronto a utilizar. OBS.: CORROSIVO.

5.4 Concentrado de tampé&o de lavagem .

Dois frascos de 25 mL de tampao fosfato. Conservante: azida de sodio a 0,72% (p/v).
Diluir antes de utilizar. OBS.: NOCIVO.

5.5 Microplaca

Tiras de microtitulacéo (separaveis) com 12 x 8 pogos revestidos com anticorpo monoclonal murino anti-
holotranscobalamina, num invélucro de aluminio com dissecante e selo reutilizavel.

5.6 Solucdo em branco LBLANK @

Um frasco de 1 mL de tampao fosfato com estabilizador (bovino) de proteinas.

5.7 Calibradores @

Cinco frascos de 1 mL de tampao fosfato com estabilizador (bovino) de proteinas contendo HoloTC.
Conservante: azida de sédio a < 0,1% (p/v). Pronto a utilizar. Nao expor a luz durante a conservagao.
PARA CONCENTRAGOES VER ROTULOS DOS FRASCOS.

5.8 Controlos [CONTROL |LOW||CONTROL [HIGH| @

Um frasco de controlo baixo e um frasco de controlo alto: 1 mL de tamp&o fosfato com estabilizador (bovino) de
proteinas contendo HoloTC. Conservante: azida de sédio a < 0,1% (p/v).

Pronto a utilizar. Ndo expor a luz durante a conservacéo.

5.9 Solucéo de pré-tratamento PRE

Um frasco de 25 mL de tampao citrato. Conservante: azida de sodio a < 0,1% (p/v). Pronto a utilizar.

5.10 Instrucdes de utilizacéo



6. MATERIAIS/EQUIPAMENTO NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Leitor de tira/placa de 96 pocos com filtro de 405 nm.

NoE

Pipeta(s) de precisdo para distribuir 100 yL. Um distribuidor de 8 canais, ou semelhante, para distribuir
aproximadamente 250-300 uL para a lavagem manual.

Cilindro de medicéo de vidro/plastico 1x200 mL.

Agua destilada/desionizada.

Toalhas de papel.

o o kM w

Temporizador para intervalos de 30, 35 e 60 minutos.

7. NORMALIZACAO

N&o existe actualmente um método ou material de referéncia para normalizacdo que seja internacionalmente
aceite. Os calibradores BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) sao rastreaveis de acordo com padrdes de

referéncia internos que foram submetidos a um processo de atribuigéo de valor Unico.

8.CONSERVACAO E ESTABILIDADE

8.1 Estabilidade do kit aberto (em utilizacao)

Um kit foi aberto e reutilizado em trés ocasides, durante um periodo de trés meses, sem quaisquer efeitos
adversos no desempenho do kit. Apos a utilizagéo, os componentes tém de ser novamente conservados a 2-8°C.

8.2 Estabilidade do kit ndo aberto

Os componentes ndo abertos mantém-se estaveis, a temperaturas entre 2°C e 8°C, até a data indicada nas

etiquetas.

8.3 Notas sobre manuseamento e procedimentos

1. Conserve os componentes do kit a 2-8°C e utilize antes do prazo de validade indicado nos rétulos. Nao utilize
reagentes cujo prazo de validade tenha expirado.

2. Cada lote de reagentes e calibradores foi padronizado para produzir a reac¢éo correcta. Nao troque
reagentes nem calibradores entre lotes.

3. As concentracdes dos calibradores sédo apresentadas nos rétulos dos frascos e podem variar entre lotes.

4. Nao congele os kits.
Concentrado de tampao de lavagem deve ser diluido antes da sua utilizagdo. Todos os outros reagentes
estdo prontos a utilizar.

6. Tampao de lavagem diluido permanece estavel durante pelo menos 3 meses se for evitada uma
contaminacao microbiana. Voltar a conservar a 2-8°C depois de cada utilizagéo.

7. Volte a colocar as tiras de microtitulagdo excedentes (ndo utilizadas) no invélucro de aluminio com o
dessecante. Certifiqgue-se de que o selo esta intacto e volte a colocar a 2-8°C, até que sejam novamente
necessarias.

8. Nao exponha os calibradores, os controlos e o substrato a luz durante a conservagao.



9. Evite a contaminacao dos reagentes. Utilize uma ponta de pipeta descartavel nova para cada reagente ou

cada manipulacao da amostra.

8.4 Indicadores de deterioracao

O substrato deve ser incolor ou apresentar uma coloragdo amarelo palido. Uma coloragéo de amarelo mais
escuro indica contaminacéo e o reagente deve ser eliminado. Turvagéo ou precipitacdo de qualquer componente

€ indicadora de deterioracdo, devendo o componente ser eliminado.

9. COLHEITA E CONSERVACAO DA AMOSTRA

Este ensaio é recomendado para soro humano (incluindo tubos separadores de soro).

N&o utilize amostras claramente hemolisadas ou turvas.

Misture cuidadosamente amostras descongeladas antes do ensaio e evite repetir 0 processo de
congelamento/descongelamento.

4. As amostras podem ser submetidas a 3 ciclos de congelamento/descongelamento. As amostras
descongeladas devem ser centrifugadas a =10.000 g durante 5 minutos antes do ensaio.

5. Nao exponha as amostras on-the-clot e off-the-clot a temperaturas superiores a temperatura ambiente por um
periodo superior a uma noite (£ 16 horas).

6. As amostras podem ser conservadas a temperaturas entre 2 e 8°C, durante 3 dias no estado on-the-clot e
durante quatro semanas no estado off-the-clot. Para periodos de armazenamento superiores, as amostras
tém de ser conservadas em estado off-the-clot a -20°C por um periodo maximo de 6 meses.

7. Prepare cada amostra antes do ensaio adicionando um volume igual de pré-tratamento a amostra, p. ex., 150
ML de amostra mais 150 pL de pré-tratamento. As amostras pré-tratadas podem ser conservadas tapadas
durante um maximo de 24 horas a 2-8°C antes do ensaio.

10. PROCEDIMENTO DE TESTE

10.1 Preparacgao

Preparacdo para o ensaio

Permita que todos os componentes do kit, incluindo as tiras de microtitulagdo, aquegam até temperaturas de 18-
25°C, durante 30-60 minutos antes de utilizar. Misture os reagentes por inversédo cuidadosa.

Quando conservado a 2-8°C, o tampao de lavagem forma um precipitado (podem ser visiveis cristais). Antes de
diluir em &gua, permita que o tampao de lavagem aqueca (pode ser colocado num incubador a 37°C, se

necessario, a fim de acelerar o processo) até que NENHUMA precipitacdo seja evidente a olho na.



Dilua o seguinte reagente e misture cuidadosamente:

Reagente Volume Adicionar

Concentrado de tampé&o de lavagem x 8 1 frasco 175 mL de agua

destilada/desionizada

Calcule o niumero de tiras de microtitulacdo necessarias para o presente ensaio e fixe-as no suporte de tiras de
microtitulagdo. Volte a colocar as tiras excedentes no invélucro de aluminio com selo reutilizavel com o dissecante
e conserve a 2-8°C até serem novamente necessarias. Certifique-se de que todas as tiras estédo firmemente fixas
ao suporte de tiras de microtitulagédo. Os utilizadores poderdo optar por numerar cada tira ao longo da margem
superior para facilitar a respectiva identificagdo. Guarde o suporte de tiras de microtitulagdo para utiliza¢ao futura.
Prepare cada amostra antes do ensaio adicionando um volume igual de pré-tratamento a amostra, p. ex., 150 pL
de amostra mais 150 pL de pré-tratamento. As amostras pré-tratadas podem ser conservadas tapadas durante

um maximo de 24 horas a 2-8°C antes do ensaio.

10.2 Protocolo de ensaio

1. Marque os pocgos para fins de identificacao.

2. Pipete 100 pL de calibradores em duplicado, controlos do kit em duplicado e amostras pré-tratadas (50:50) do
doente em duplicado nos pocos apropriados. N&o esqueca de mudar as pontas das pipetas entre pipetagens.
Este passo ndo deve exceder 15 minutos.

Proceda a incubacéo durante 60+10 minutos a 18-25°C.

4. Decante os conteudos das tiras por inversdo rapida para um lavatdrio adequado para a eliminagéo de
materiais biolégicos, tendo em conta o potencial risco infeccioso das amostras. Seque bem as tiras invertidas
com toalhas de papel. Nao lavar.

5. Adicione a cada poco 100 pL de conjugado.

6. Proceda aincubagédo durante 35+5 minutos a 18-25°C.

7. Decante os contelidos das tiras por inversao rapida para um lavatério adequado para a eliminacéo de
materiais biolégicos. Seque bem as tiras invertidas com toalhas de papel.

8. Lave os pogos cinco vezes com um minimo de 250 pL de tampéo de lavagem diluido. Decante e seque
apds cada adicao de lavagem.

9. Adicione a cada poco 100 uL de substrato.

10. Proceda a incubagao durante 305 minutos a 18-25°C. Ndo decante.

11. Adicione 100 pL de solucao de paragem a cada poco, pela mesma ordem e velocidade da adi¢do de
substrato. Bata 0s po¢os suavemente para misturar.

12. Efectue a leitura das tiras a 405 nm. Efectue a leitura no prazo de 120 minutos a partir da adi¢éo da solugao

de paragem.
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11. RESULTADOS

11.1. Calculos e interpretacéo

Trace o valor médio de absorvancia de cada calibrador no eixo y em fungao da concentragdo correspondente em
pmol/l no eixo x. AS CONCENTRACOES DOS CALIBRADORES SAO APRESENTADAS NOS ROTULOS DOS
FRASCOS. OS VALORES DE CONCENTRAGCAO SAO ATRIBUIDOS A CADA LOTE DE CALIBRADORES E
PODEM VARIAR ENTRE LOTES.

A concentracdo (pmol/l) de cada amostra pode ser calculada localizando o ponto na curva correspondente ao
valor de absorvancia média da amostra e fazendo a leitura da concentragao correspondente em pmol/l no eixo
das abcissas (x). Este procedimento pode ser efectuado manualmente usando um grafico em papel ou utilizando
um leitor de placas com software que incorpora procedimentos de ajuste de curvas. Se for utilizado um leitor de
placas com software interno, deve ser utilizado um algoritmo de ajuste de curvas de regressao linear.

Abaixo esta representado um grafico de calibragao tipico (Figura 1) apenas para efeitos ilustrativos e que nédo
deve ser usado para interpretacdo de resultados. Amostras com concentrag8es superiores a 128 pmol/l estéo fora
dos limites do ensaio, devendo ser registadas como >128 pmol/l e os resultados ndo podem ser extrapolados.
Podem ser obtidos replicados de amostras individuais com desvio inferior a 20% para indicar aceitabilidade do

ensaio.

Curva de calibragdo tipica

1.60
1.40 -
1.20
1.00 -
0.80 -
0.60 ~
0.40 ~
0.20 A

L
0.00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Absorvancia a 405 nm

Concentragao do calibrador (pmol/L)

Figura 1. Curva de calibracao tipica do ensaio BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin).

Unidade de medida
A unidade de medida para o ensaio BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) é a pmol/l.

Intervalo de medicao (limites reportaveis)

O intervalo de medicéo do ensaio situa-se entre 10 pmol/l e 128 pmol/I.
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11.2 Controlo de qualidade

Certifiqgue-se de que séo efectuadas manutencao e calibracdo adequadas do leitor de placas, de acordo com as
instrucdes do fabricante, e que sdo empregues o comprimento de onda (405 nm) e o algoritmo de ajuste de curva
(regressao linear) correctos.

Os utilizadores devem certificar-se de que estdo completamente familiarizados com as instru¢des do ensaio,
particularmente com a sec¢do de Adverténcias e Precaucdes e as Notas sobre manuseamento e procedimentos.
Os utilizadores devem demonstrar que conseguem obter especificacées de desempenho de preciséo e intervalos
de resultados de testes documentaveis, comparaveis com os estabelecidos pelo fabricante, antes de documentar
resultados de testes em doentes. Os controlos alto e baixo prontos a utilizar do kit devem ser testados em
duplicado em todos os ensaios para monitorizar a qualidade do procedimento de teste.

Assumindo que as especificacdes de precisdo descritas pelo fabricante sédo cumpridas, caso qualquer controlo
ndo cumpra as especificacdes abaixo indicadas, o ensaio deve ser considerado invalido e os resultados do
doente ndo deverdo ser documentados. O operador pode repetir 0 ensaio, apos revisédo do procedimento, ou
contactar o fabricante. Se repetir o ensaio, prepare uma diluigdo nova para cada amostra. Os laboratérios podem
optar por incluir controlos internos para cada teste de ensaio. Conserve este tipo de material de controlo a
temperatura igual ou inferior a -20°C e evite ciclos repetidos de congelacao/descongelacdo. Os conservantes,
como azida de so6dio a <0,1% (p/v), ndo afectam os resultados da amostra.

Os intervalos de referéncia e os valores de corte adequados devem ser calculados para as populactes

especificas avaliadas pelos utilizadores.

Tabela 1. Especificacdes para o controlo baixo e controlo alto.

Especifica¢cbes do controlo Controlo baixo Controlo alto

Média do duplicado 15 a 35 pmol/L 36 a 84 pmol/L

11.3 Valores previstos

135 amostras de soro de dadores assintomaticos e aparentemente saudaveis, com idades compreendidas entre
18 e 75 anos, compreendendo aproximadamente nimeros iguais de homens [n = 65] e mulheres [n = 70], foram
testadas no EIA BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin).

A média geral da concentragao de BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) para esta populagéo foi de 72 pmol/L
(intervalo de 15 a 147 pmol/L). Com base nos dados desta populagéo de referéncia, o intervalo de referéncia

(95% centrais dos resultados) é:

Intervalo de referéncia 21— 123 pmol/L

Este intervalo de referéncia é sugerido apenas como uma orientacao e cada laboratério deve estabelecer um
intervalo de referéncia proprio que pode ser Unico para a populagdo abrangida, de acordo com factores
geograficos, dietéticos, ambientais, relacionados com o doente ou com a pratica clinica.
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12. DADOS DE DESEMPENHO

Dados ilustrativos; os resultados em laboratérios individuais podem ser diferentes.

12.1 Linearidade da diluicéo

Com base na orientacdo do documento EP6-A' do CLSI, o BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) demonstrou
linearidade em todo o intervalo de medicao do ensaio, conforme demonstrado num estudo entre 5,3 e 156,0
pmol/l (arredondado a primeira casa decimal); os resultados de laboratérios individuais podem ser diferentes

destes dados.

12.2 Exactidao

Um estudo de correlagéo foi realizado com amostras de soro de adultos aparentemente saudaveis. Todas as
amostras foram analisadas com o EIA BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) e um ensaio disponivel no
mercado para holotranscobalamina de acordo com o documento EP9-A2"" do CLSI. As concentracdes das

amostras situaram-se entre 13,8 a 112,8 pmol/l no ensaio. A Tabela 2 apresenta os valores estatisticos obtidos.

Tabela 2. EIA BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) comparado com um ensaio disponivel no mercado.

EIA BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) comparado com um ensaio disponivel no mercado

Numero de amostras 111

Declive da linha de regressao (regressdo de Passing-Bablok) (IC
0,95 (0,89 a 1,01)

de 95%)
Intercepcao sobre Y (regressédo de Passing-Bablok) (IC de 95%) 8,39 (5,73a11,77)
Coeficiente de correlacéo (r) (Pearson) (IC de 95%) 0,93 (0,90 a 0,95)

12.3 Precisao

Sete (7) amostras de soro humano foram analisadas usando 3 lotes de reagentes. As amostras foram analisadas
por 2 operadores em 8 replicados, uma vez por dia durante 5 dias (n=80). Os dados deste estudo estédo

resumidos na Tabela 3:
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Tabela 3. Dados sobre a preciséo.

Amostra n Lote | Operador | Média (pmol/L) | % de CV intra-ensaio % de CV total
1 1 17,8 7,5% 8,2%
2 17,5 3,1% 9,3%
1 20,1 6,0% 6,6%
1A 80 2 2 20,3 6,9% 9,2%
3 1 19,1 5,5% 8,0%
2 18,9 8,5% 11,0%
1 1 21,8 5,5% 9,9%
2 21,8 3,9% 7,5%
1 22,6 5,6% 8,7%
2A 80 2 2 23,5 9,0% 10,3%
3 1 23,9 7,0% 10,2%
2 23,2 5,8% 8,9%
1 1 28,8 3,8% 7,8%
2 30,7 4,3% 9,6%
1 31,0 6,8% 8,0%
3A 80 2 2 31,4 4,3% 6,1%
3 1 31,5 4,5% 6,4%
2 32,2 4,0% 9,2%
1 1 49,3 3,9% 7,4%
2 52,6 4,1% 6,7%
1 50,8 5,6% 10,0%
4A 80 2 2 51,7 4,7% 5,9%
3 1 52,6 4,6% 4,8%
2 55,0 5,5% 6,1%
1 1 68,4 4,0% 7,6%
2 73,2 3,7% 7,5%
1 74,8 4,3% 8,2%
SA 80 2 2 75,9 4,6% 6,4%
3 1 75,1 4,4% 7,9%
2 76,3 4,9% 6,2%
1 1 115,9 4.2% 5,9%
2 121,1 3,6% 7,0%
1 123,2 4,3% 10,2%
A 80 2 2 124,0 4,2% 6,4%
3 1 127,0 4,8% 10,1%
2 129,5 3,2% 5,6%
1 1 23,7 9,4% 10,9%
2 23,8 5,1% 11,5%
Controlo 80 5 1 20,0 6,0% 7,5%
baixo 2 18,6 5,8% 8,5%
3 1 20,3 8,3% 9,7%
2 20,1 8,3% 10,0%
1 1 61,2 6,3% 6,4%
2 58,8 4,5% 8,9%
Controlo 80 5 1 50,3 6,3% 8,1%
alto 2 50,2 5,9% 8,4%
3 1 52,2 7,7% 9,2%
2 50,8 5,8% 8,5%

12.4 Limite de branco

Num estudo representativo, foram efectuadas determinacdes do limite de branco utilizando duas amostras de
holotranscobalamina de concentragéo baixa e dois lotes de reagentes (120 replicados por lote de reagente).
Verificou-se que o limite de branco do EIA BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) era de 4,9 pmol/l

(arredondado a primeira casa decimal).



12.5 Limite de deteccéo

Num estudo representativo, foram efectuadas determinac6es do limite de deteccéo utilizando cinco amostras de
holotranscobalamina de concentragéo baixa e dois lotes de reagentes (120 replicados por lote de reagente).
Verificou-se que o limite de detec¢éo do EIA BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) era de 8,1 pmol/I

(arredondado por excesso a primeira casa decimal).

12.6 Limite de quantificacao

As determinacdes do limite de quantificagéo foram efectuadas utilizando cinco amostras de holotranscobalamina
de concentragdo baixa e dois lotes de reagentes (120 replicados por lote de reagente). Verificou-se que o limite
de quantificagcdo do EIA BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) era de 8,3 pmol/l (arredondado a primeira casa

decimal).

12.7 Efeito de gancho de dose elevada ("High Dose Hook")

O efeito de gancho de dose elevada é um fendbmeno em que amostras com niveis muito elevados podem ter
leituras dentro do intervalo dindmico do ensaio. Com o EIA BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin), néo foi
detectado efeito de gancho de dose elevada em duas amostras com uma concentragédo de aproximadamente 419
e 2236 pmol/l.

12.8 Reactividade cruzada

O BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) foi concebido para assumir um desvio maximo na concentragéo de
holotranscobalamina de £10% na presencga de apotranscobalamina ou haptocorrina.

Foi efectuado um estudo tendo por base as orientacdes do documento EP7-A2" do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Trés amostras com niveis de holotranscobalamina ao longo do intervalo de medigcéo
do ensaio foram suplementadas com 500 pmol/L de apotranscobalamina ou 5000 pmol/L de haptocorrina. O

desvio maximo na concentracdo de holotranscobalamina situou-se entre -5% e 1%.

12.9 Interferéncia

O BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) foi concebido para assumir um desvio maximo na concentragéo de
holotranscobalamina de £10% na presenga de compostos potencialmente interferentes.

Foi efectuado um estudo tendo por base as orientacdes do documento EP7-A2" do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Amostras com niveis de holotranscobalamina ao longo do intervalo de ensaio foram
suplementadas com os compostos potencialmente interferentes listados na Tabela 4 abaixo. O desvio maximo na

concentracao de holotranscobalamina situou-se entre —10% e 8%.
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Tabela 4. Lista de compostos interferentes testados.

Substancia potencialmente

Interferéncia ndo encontrada até a

interferente concentracdo seguinte
Hemoglobina 500 mg/dL
Bilirrubina 30 mg/dL
Triglicérido (solucéo intra-lipidica) 3000 mg/dL
Factor reumatoide 7500 Ul/dL
Proteina total 9000 mg/dL

13. GARANTIA

O Biohit deve solucionar todos os defeitos detectados em qualquer Produto (o “Produto com defeito”) que
resultarem de materiais inadequados ou de fabricacdo negligente e que impe¢am o funcionamento mecanico
ou a utilizacdo prevista dos Produtos, incluindo, sem limitacdo, as fun¢gdes descritas nas especificacdes
Biohit para os Produtos. NO ENTANTO, QUALQUER GARANTIA SERA CONSIDERADA NULA SE A FALHA
FOR CAUSADA POR TRATAMENTO INADEQUADO, UTILIZACAO INADEQUADA, DANOS ACIDENTAIS,
ARMAZENAMENTO INCORRETO OU USO DOS PRODUTOS PARA OPERACOES FORA DE SUAS
LIMITAGCOES ESPECIFICADAS OU FORA SUAS ESPECIFICACOES, CONTRARIAS AS INSTRUCOES

DETERMINADAS NO MANUAL DE INSTRUCOES. O periodo dessa garantia é definido no manual de instrucdes

dos Produtos e comecara a partir da data em que o Produto relevante for enviado pela Biohit. Esse kit de

diagndstico Biohit foi fabricado de acordo com os protocolos de gestédo de qualidade ISO 9001/ISO 13485. Em

caso de litigio de interpretagaoo texto em Inglés aplica.

14. INFORMACOES SOBRE PEDIDOS

BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) Cat. No 602 290

15. DATA DE PUBLICACAO

BIOHIT Active B12 (Holotranscobalamin) Version 01, October 2014.
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