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250H-VIT.D3-RIA-CT

INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of 250H-Vit.D3 in human serum and
plasma.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name: BioSource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
Catalog number : KIP1961: 96 tests
Manufactured by : BioSource Europe SA.

Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

CLINICAL BACKGROUND

Physiological function of 250H-Vit.D3

25-Hydroxyvitamin D3 (250HD5) is thetrivial name of 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-3,
25-diol. This secosteroid is produced in the liver by 25-hydroxylation of cholecalciferol or
Vitamin D;. 250HD; is a precursor for other Vitamin D metabolites and has only a limited
biological activity in itself. The most active derivative is 1a,25-Hydroxyvitamin D3, produced in
the kidney (or placenta) by la-hydroxylation of 250HD;. This hormonally regulated steroid
gtimulates the intestinal absorption of both calcium and phosphorus. It also stimulates bone
resorption and mineralisation thereby preventing the development of rickets or osteomalacia
This Vitamin D hormone might also be active in other tissues responsible for calcium transport
(placenta, kidney, mammary gland, ...) and endocrine glands (beta-cells, parathyroid glands, ...).
25-hydroxyvitamin D3 isamain precursor for the metabolites.

Regulatory mechanism

The production of 25-hydroxyvitamin D mainly occurs in the liver athough other tissues
(intestine, kidney) might perform the same hydroxylation. Although there might be some feed-
back inhibition of 25-hydroxyvitamin D on its own production, a higher substrate availability
(Vitamin D) results in higher 25-hydroxyvitamin D production and higher circulating 25-
hydroxyvitamin D concentrations in blood. No hormonal or other regulatory mechanism for its
synthesis have been clearly identified.

Clinical applications
Thisassay is of importance for the diagnosis of Vitamin D deficiency or intoxication.



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

At firgt calibrators, controls and samples (serum or plasma) are extracted with
acetonitrile.

A fixed amount of *®| labelled 250H Vitamin Ds; competes with the 250H
Vitamin D3 from either extracted samples, controls or calibrators for a fixed
amount of specific antibody sites immobilized to the lower and inner surface of
plastic tubes.

After 2 hours incubation at room temperature, an aspiration step stops the
competition reaction. The tubes are then washed with 3 ml washing solution and
counted in a gamma counter.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents Quantity Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with 2x48 pink Ready for use
anti 250H-
Vitamin.D3
15 1vid red | Add6ml of amix of
lyophil. distilled water/ ethanol
1'% 250H-Vitamin.Ds 240 kBq (50/50)
CAL n 1via yellow | Add 1 ml distilled water
lyophil.
Cdibrator 0: horse serum with
gentamycin and azide (<0.1%)
cAL Svids | yellow | Add 1mi distilled water
. - lyophil.
Cdibraors 1-5in horse serum
with gentamycin and azide
(<0.1%) (see exact valueson vid
labels)
INC BUF 1via black Ready for use
45 ml
Incubation Buffer with sodium
azide (< 0.1%)
1via black Ready for use
Acetonitrile
1via brown Dilute 70x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution
2vids silver Add 1 ml distilled water
| CONTROL | N | lyophil.
Controls 1 and 2 in human serum
with gentamycin

Note: Use Calibrator O for dilution of samples with values above the highest

VI.

calibrator before extraction step.
No international reference material isavailable.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:
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Distilled water

Pipettes for delivery of: 50 ul, 100 pl, 200 pl, 400 ul, 1 ml.
Vortex mixer

Magnetic stirrer

Glass tubes (12x75 mm) for extraction step.

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing
Aspiration and washing device.

Any gamma counter capable of measuring *°I may be used (minimal yield
70%).

Ethanol absolute

Centrifuge operating at 1500 g

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Recongtitute the calibrators with 1 ml distilled water.
Controls: Recongtitute the controls with 1 ml distilled water.

|'® 250H-Vit.D; : Reconditute with 6 ml of a mix of distilled
water/ethanal (50/50).

D. Wor king Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of digtilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIIl. STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

- Before opening or recongtitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on thelabel, if kept at 2 to 8°C.

- After reconstitution, calibrators and controls are stable for one week at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at
-20°C.

- Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.

- The reconstituted tracer has to be frozen after first use. Then, it is stable
until the expiry date.

- Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

IX. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

- Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

- If the test is not run within 48 h., sorage at —20°C is recommended

- After thawing serum or plasma samples should be mixed (Vortex), then
centrifuged.

X. PROCEDURE

A. Handling notes
Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials from different kit lots. Bring al the reagents to room
temperature prior to use.

Thoroughly mix al reagents and samples by gentle agitation or swirling.
In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision. Respect the incubation times.

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

B. Procedure

Extraction step :

1. Labe glass tubes (12x75 mm) for extraction : 6 calibrators, 2 controls and
up to 40 samples.

2. Add 0.5 ml acetonitrile to each tube.

3. Dispense 200 ul of each calibrator, control or sample in the respective
tubes.

4., Mix for 7 seconds with a vortex.

5. Centrifuge for 5 minutes at room temperature (at 800 g).

Incubation step :

1. Label coated tubesin duplicate for each calibrator, sample, control. For the
determination of total counts, label 2 normal tubes

2. Add 100 pl of the supernatant obtained after the extraction step in the
corresponding tubes. Pipette tips have to be saturated with corresponding
supernatant before the addition in the tube.

3. Dispense 400 pl Incubation Buffer in each tube, except those for total
counts.

4, Add 50 pl tracer in each tube, including total counts.

5. Shake the tube rack gently by hand.

6. Incubate for 2 hours, at room temperature.

7. Aspirate the content of each tube (except total counts).

8. Wash tubes twice with 2 ml Wash Solution and aspirate. Avoid foaming
during the addition of the wash solution.

9. After the last washing, let the tubes stand upright for two minutes and
aspirate theremaining drop of liquid.

10.  Count tubesin a gamma counter for 60 seconds.

XI. CALCULATION OF RESULTS

1. Calculate the mean of duplicate determinations.

2. Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding

determined at the zero calibrator point (0) according to the following
formula:



Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator )

3. Using a3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper plot the (B/BO x
100) values for each calibrator point asa function of the 250H.D3
concentration of each calibrator point, reject obvious outliers.

4, Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. |f automatic result processing is used, a 4 parameter logistic
function curve fitting isrecommended.

5. By interpolation of the sample (B/BO x 100) values, determine the
250H.D3 concentrations of the samples from the reference curve.

6. For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled 250H.D3 (BO/T) must be checked.

B/B0O x100=

XIl.  TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
thereal time calibration curve.

250H-Vit.D3 cpm B/Box 100
Total count 52126 -
Cdibraor 0 ng/ml 20664 100 %
2.1 ngml 16579 80 %
45 ng/ml 14890 2%
19 ng/ml 9967 48 %
56 ng/ml 5952 29 %
154 ng/ml 3299 16 %

Note: 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml

XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent 250H-Vitamin.Ds
concentration two standard deviations below the average counts at zero
binding, was 0.6 ng/ml.

B. Specificity
The percentage of cross reaction estimated by comparison of the
concentration yielding a50 % inhibition are respectively :

DILUTION TEST
Sample Sample Theoretical Measured Recovery
dilution concent. concent.
(ng/ml) (ng/ml) %)

A U1 69.9 69.9 100
12 349 35 100.3

14 17.4 18 103.4

8 87 9.3 106.9

1/16 43 4.6 107

132 21 19 90.5

164 105 10 95.2

B U1 48.8 48.8 100
12 24.4 234 95.9

14 12.2 12.2 100

8 6.1 55 90.2

116 3.05 30 98.4

132 152 158 103.9

Compound Cross-Reactivity (%)
250H-Vitamin.D, 0.6
1,25(0OH),-Vitamin.D3 84.0*
24,25(0H)-Vitamin.Ds 14
25,26(0H)-Vitamin.Ds 8

* As 1,25(0OH)2-Vit.D3 concentrations are practically 1000 times lower
than 25-OH-Vit.D3, this cross-reactivity is insignificant and does not
interferein this25-OH-Vit.D3 assay.

C. Precision

E. Time delay between last calibr ator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrator has been added to the coated

tubes.
TIME DELAY
0" (ng/ml) 30" (ng/ml)
Serum 1 21.6 23.1
Serum 2 60.2 56.1

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial labe, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aiquots. Do not freeze-thaw more than
twice.

- Acceptance criteria for the difference between the duplo results of the
samples should rely on Good L aboratory Practises

XV. REFERENCE INTERVALS

Dietary intake, race, season and age are known to affect the normal leves of
250H.Vit.Ds.

The normal values given hereafter should not be considered as absolute. They
were observed from a normal adult population (18-65 years) in Belgium.
Samples were taken during the first seven months of the year 1996.

Vitamin D deficiency is usualy seen when serum concentrations fall below 4
ng/ml and Vitamin D intoxication is present or imminent with values exceeding
150 ng/ml.

NORMAL ADULT SUBJECTS (n = 209)

Mean SD. Range 25-975
percentile
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
36 154 76-75 11-70

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Sample | N <X>+3SD C.V. Sample | N <X>+3SD C.V.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 12 228+ 0.8 33 A 25 230+12 52
B 12 400+ 19 47 B 25 579+31 53
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accur acy
RECOVERY TEST
Added 250H-Vit.D3 M easured 250H-Vit.D3 Recovery
(ng/ml) (ng/ml) %)
0 9.7 -
75 17.2 100
15 258 107
30 39.7 100
60 68.2 98

NORMAL VALUES HISTOGRAM (n=209)

35

30 + -

25 +

20 +

Frequency

15 +

10 +

i lolo.

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Concentration (ng/ml)

5




XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

Thiskit contains*®| (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons, purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legidation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HBsAg, anti-
HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that
human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections.
Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens should be in
accordance with |ocal safety procedures.

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.
Bovine components originate from countries where BSE has not been reported.
Nevertheless, components containing animal substances should be treated as
potentially infectious.

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves. All radioactive
handling should be executed in a designated area, away from regular passage. A
log book for receipt and storage of radioactive materials must be kept in the lab.
Laboratory equipment and glassware, which could be contaminated with
radioactive substances should be segregated to prevent cross contamination of
different radioi sotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiosafety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the
local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory.  Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.
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XVIIT.SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
ml ml ml
EXTRACTION
Acetonitrile - 05 05
Cdibraors - 0.2 -
Samples/Controls - - 0.2
Vortex Vortex for 7 seconds
Centrifugation 5 minutes at 800 g
INCUBATION
Supernaant of extraction - 0.1 0.1
Incubation Buffer - 04 04
Tracer 0.05 0.05 0.05
Incubation 2 hours a room temperature
Separation - aspirate
Wash solution - 20
Separation - aspirate
Wash solution - 20
Separation - aspirate carefully
Counting Count tubes for 60 seconds

BioSource Cata ogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KIP1961 1700543/en 081219/1

Revision date : 2008-12-19
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

250H-VIT.D3-RIA-CT

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour la mesure quantitative in vitro dela 250H-Vit.D3 dans
le sérum et le plasmahumain.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit: BioSource 250H-Vit.D3-Ria-CT Kit
B. Numérodecatalogue: KIP1961: 96 tests

C. Fabriquépar: BioSource Europe S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgique.

Pour une assistance technique ou uneinformation sur une commande:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. CONTEXTE CLINIQUE

A. Fonction physiologique de 250H-Vit.D;
25-Hydroxyvitamine D3 (250HD3) est le nom trivial de 9, 10-secocholesta-5, 7, 10(19)-triene-3p,
25-diol. Ce sécostéroide est produit dans le foie par la 25-hydroxylation de cholecalciferal ou
Vitamine D;. 250HD; est un précurseur pour d autres métabolites Vitamine D et n'a qu’'une
activité biologique restreinte. Le dérivé le plus actif est 1a,25-Hydroxyvitamine D3, produit dans
les reins (ou le placenta) par la la-hydroxylation de 250HD;. Ce stéroide régulé de facon
hormonale stimule |’absorption intestinale du calcium et du phosphore. Il gimule auss la
résorption et la minéralisation osseuses et prévient aing le développement du rachitisme ou de
I’ ostéomal acie. Cette hormone Vitamine D peut auss étre active dans d’ autres tissus responsables
pour la transport de calcium (la placenta, les reins, les glandes mammaires,...) et des glandes
endocrines (les cdlules béta, les glandes parathyroides,...). 25-hydroxyvitamine D; est le
précurseur principa pour les métabolites.

B. Meécanismerégulateur
La production de 25-hydroxyvitamine D se fait principalement dans le foie, bien que d'autres
tissus (I'intestin, les reins) puissent effectuer la méme hydroxylation. Quoiqu’il puisse apparaitre
quelque inhibition réroactive de la 25-hydroxyvitamine D sur sa propre production, une
disponibilité plus grande du substrat (Vitamine D) résulte en une augmentation de la production
de 25-hydroxyvitamine D et des concentrations augmentées de 25-hydroxyvitamine D circulant
dans e sang. Aucun mécanisme (hormonal) régul ateur n’a été identifié clairement.

C. Applicationscliniques
Cette trousse est importante pour le diagnostic de déficience ou intoxication de Vitamine D.






moyenne des cpm (CAL ou échantillon)
moyenne des cpm (CAL 0)

3. Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0O(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en 250H.Ds, écarter les valeurs aberrantes.

4. Des méthodes informatiques peuvent auss &re utilisées pour construire la
courbe de calibration. Si un systéme d’ analyse de traitement informatique
des données est utilisé il est recommandé d' utiliser la fonction «4
parameétres » du lissage de courbes.

5. L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0O(%)) détermine les
concentrations en 250H.D3 a partir de la courbe d' étalonnage.

6. Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de
250H.D3 non marquée (BO/T) doit ére vérifié.

B/BO(%) = x100

XIl. DONNEESTYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées ala place d’ une courbe d' éal onnage.

250H-Vit.D3 cpm B/Box 100
Activité totde 52126 -
Cdibraeur 0 ngml 20664 100 %
2,1 ngml 16579 80 %
4,5 ng/ml 14890 72%
19 ng/ml 9967 48 %
56 ng/ml 5952 29 %
154 ng/ml 3299 16 %

Note: 1 ng/ml = 2.5 pmol/ml

XIll1. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

A. Limite de détection
Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en paralléle avec un assortiment
d'autres calibrateurs. La limite de déection, définie comme la
concentration apparente située 2 déviations sandards en-dessous de la
moyenne déerminée ala fixation zéro, éait de 0,6 ng/ml.

B. Specificité
Le pourcentage de réaction croisée estimé par la comparaison de la
concentration (indiquant une inhibition de 50 %) est respectivement :

Elément Réactivité Croisée (%)
250H-Vitamine D, 0,6
1,25(0OH),-Vitamine D3 84,0%
24,25(0H)-Vitamine Ds 14,0
25,26(0H),-Vitamine Ds 8,0

* Vu que les concentrations de 1,25(0OH),-Vit.D3 sont environ 1000 fois plus
basses que 25-OH-Vit.Ds, cette réactivité croisée est insignifiante et n’intervient
pas dans cetest 25-OH-Vit.Ds.

C. Précision

TEST DEDILUTION

Echantillon Dilution Concent. Concent. Récupération
théorique mesur ée.
(ng/ml) (ng/ml) %)
A U1 69,90 69,9 100,0
12 34,90 35,0 100,3
14 17,40 18,0 1034
8 8,70 93 106,9
116 4,30 4,6 107,0
132 2,10 19 90,5
164 1,05 10 95,2
B U1 48,80 48,8 100,0
12 24,40 234 95,9
14 12,20 12,2 100,0
8 6,10 55 90,2
116 3,05 30 98,4
132 152 16 103,9

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon et distribué 30 minutes aprés que le caibrateur ait
&é gjouté aux tubesavec I anticorps.

DELAI
0" (ng/ml) 30" (ng/ml)
Sérum 1 21,6 23,1
Sérum 2 60,2 56,1

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

- Si les résultats obtenus pour le(s) contrle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
ére utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

- Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Ne pas congder —
décongeler plus de deux fais.

- Les criteres d acceptation pour les écarts des valeurs en doublet des
échantillons doivent étre basés sur |es pratiques de laboratoire courantes.

XV. VALEURSATTENDUES

L’alimentation, la race, la saison et I'age ont une influence sur les nivaux de
250H.Vit.D3. normaux.

Les valeurs normales présentées ci-dessous ne sont pas absolues. Elles ont été
observées parmi une population adulte normale (18-65 ans) en Belgique. Les
échantillons datent des 7 premiers mois de 1996.

La déficience de Vitamine D se présente normalement s les concentrations de
sérum baissent jusgu’ au-dessous des 4 ng/ml et I'intoxication de Vitamine D est
réelle ou imminente s les valeurs dépassent les 150 ng/ml.

SUJETSADULTESNORMAUX (n=209)

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Echantil- | N <X>+8D C.V. Echantil- N <X>+ 8D C.V.
lon (ng/ml) %) lon (ng/ml) %)
A 12 228+ 0,8 33 A 25 230+ 1,2 52
B 12 40,0+ 1,9 47 B 25 579+ 31 53

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

250H-Vit.D3 250H-Vit.D3 Récupération
ajoutée (ng/ml) mesurée (ng/ml) %)
0 9,7 -
75 17,2 100
15,0 258 107
30,0 39,7 100
60,0 68,2 98

Moyenne SD. Portée 25-975
percentile
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
36 15.4 76-75 11-70




HISTOGRAMME DES VALEURS NORMALES (n = 209)
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XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant desrayonnementsionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement &re regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; |'achat, le stockage, I’ utilisation et I’ échange de produits
radioactifs sont soumis a la légidation du pays de I'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas &re administré al’ homme ou aux animaux.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &é évalués par des
méthodes approuvées par |I' Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront é&re conformes aux procédures locales de
sécurité.Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux
sains. Les composants bovins proviennent de pays ou I’ ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront ére traités
comme potentiellement infectieux.

L'azide de sodium est nocif Sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I'azide de sodium est utilis® comme agent conservateur). L'azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et |e cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a I'eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger, ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique. Toutes les
manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur désigné,
éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des matiéres
radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L 'éguipement de laboratoire
et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances radioactives,
doivent étreisolés afin d' éviter la contamination croisée de plusieurs isotopes.
Toute contamination ou perte de substance radioactive doit &re réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion auix
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.
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XVIII. RESUME DU PROTOCOLE
ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)
ml mi CONTROLE(S)

ml

EXTRACTION

Acétonitrile - 0,5 05

Cdibrateurs - 0,2 -

Echantillons/Contréles - - 0,22

Vortex Vortex durant 7 seconds

Centrifugation 5 minutes 2800 g

INCUBATION

Supernageant d’ extraction - 0,1 0,1

Tampon d'incubation - 04 04

Traceur 0,05 0,05 0,05

Incubation 2 heures & température ambiante
Séparation - aspirez

Solution de Lavage - 20
Séparation - aspirez

Solution de Lavage R 20
Séparation - aspirez gentiment
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes
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