VIDA

biotecnologia
COLESTEROL HDL DIRETO

INSTRUCOES DE USO

METODO :
Enzimatico/Colorimétrico

FINALIDADE:

Kit para a determinacdo quantitativa da fragdo HDL do
Colesterol em soro ou plasma. Somente para uso diagndéstico in
vitro.

FUNDAMENTO:

Anticorpos anti beta-lipoproteina humana presentes no
reagente 1, ligam-se as lipoproteinas (LDL, VLDL e
Quilomicrons) . A fragcdo HDL permanece livre. Ao ser

adicionado o reagente 2, apenas o colesterol HDL sofre a acéo
enzimdtica da colesterol oxidase e colesterol esterase,
formando perdéxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio em
presenca de peroxidase forma complexo azul ao reagir com a 4-
aminoantipirina e o N- (2-hidroxi-3-ssulfopropil) -3, 5-
dimetoxlaniollna. A intensidade da <coloracdo formada ¢é
diretamente proporcional a quantidade de <colesterol HDL
presente na amostra.

SIGNIFICADO CLINICO:
O colesterol HDL remove o colesterol dos tecidos e o
transporta até o figado onde ¢é metabolizado em A&cidos
biliares. O HDL é um fator de protecdo se seus valores
estiverem dentro dos limites desejaveis. Evidéncias clinicas
indicam que existe uma forte correlagdo inversa entre os
niveis de colesterol HDL e o risco de aterosclerose. As
demais fragdes, LDL e VLDL sdo fatores de risco quando acima
do desejavel e estdo relacionados a elevacdo do risco de
aterosclerose. Exercicios fisicos podem elevar a concentracdo
da fracdo HDL do colesterol e reduzir as demais.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:
Conservar entre 2 e 8 °C.

Reagentes:

Rl - ENZIMATICO: Tampdo Good, pH 6,6 100mmol/L; Cloreto de
sédio 170 mmol/L; Colesterol esterase 1,5KU/L, Colesterol
oxidase 1,0 KU/L; Catalase 1,0KU/L; Ascorbato Oxidase
3,5KU/L; N-(2-hidroxi-3-sulfopronil) -3, 5-dimetoxianilina
(HDAOS) 0, 6mmol/L, anticorpos anti beta-lipoproteina humana
5,0 mL/L.

R2 - SUBSTRATO: Butanol 10% v/v; Triton X100 0,1%v/v; em

concentracdo equivalente a 20 mg/dL de HDL colesterol

R3 - CALIBRADOR: Soro Bovino e azida sdédica 0,095%. Material
Liofilizado. O valor da concentracdo estd impresso no rétulo
do frasco.

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no
rbétulo, quando armazenados nas temperaturas indicadas acima
se bem vedados e se for evitada a contaminacdo durante o uso.
O calibrador apds reconstituido deve ser armazenado entre 2 e
8 °C por até 10 dias ou 30 dias a -20 °C.

TRANSPORTE :

O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue
ao destinatario no periodo méximo de 07 dias e em uma
temperatura de até 37 °C.

TERMOS E CONDICGES DE GARANTIA:

O fabricante garante a qualidade do produto, se este for
armazenado sob as condig¢des de temperatura descritas acima e
em sua embalagem original.

PREPARO DOS REAGENTES:

Os reagentes Rl e R2 estdo prontos para uso. O calibrador
deve ser reconstituido adicionando-se 1,0 mL de A&gua
deionizada e agitar cuidadosamente. Aguardar 30 minutos e
agitar cuidadosamente por inverséo.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na
manipulacdo dos reagentes. N&o ingerir ou aspirar.
Evitar contato com a pele, mucosas e olhos. Se em

contato, enxaguar abundantemente com &gua e consultar
um médico;

. Recomendamos a aplicacéo das Boas Praticas de
Laboratdérios Clinicos para a execugdo do teste;

. De acordo com as instrucdes de biosseguranca, todas as
amostras devem ser manuseadas como materiais
potencialmente infectantes;

. A limpeza dos materiais
importéncia. A vidraria
criteriosamente limpa e seca;

. Para o descarte
biolégicos, sugerimos utilizar as
normativas locais, estaduais ou
preservacdo ambiental.

utilizados ¢é de grande
utilizada deve ser
seguro dos reagentes e materiais
regulamentacdes
federais para a

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
. Espectrofotdémetro UV/VIS;

. Tubos e pipetas;

. Banho-maria ou termostatizador na temperatura constante
de 37 °C;

. Crondmetro;

AMOSTRAS BIOLOGICAS

. SORO e PLASMA

A amostra é estavel por até 3 dias se conservada entre 2 e 8
°C, ou 30 dias se armazenada a -20 °C. E necessario jejum de
12 horas antes da coleta da amostra.

INTERFERENCIAS

Valores de anticoagulantes acima de EDTA-2Na > 1000mg/L, Na-
CITRATO > 5000 mg/L; Heparina > 750 mg/L; NaF > 2000 mg/L e
Na-Oxalato > 3000 mg/L interferem na dosagem.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observagdes:

. A observagdo minuciosa da limpeza e secagem da
vidraria, da estabilidade dos reagentes, da pipetagem,
da temperatura e do tempo de reagdo ¢é de extrema
importancia para se obter resultados precisos e exatos;

. Na limpeza da vidraria pode-se empregar um detergente
neutro. Deve-se tomar extremo cuidado com residuos de
detergente na vidraria;

. A 4gua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser
purificada wutilizando-se métodos adequados para as
finalidades de wuso. Colunas deionizadoras saturadas

liberam diversos 1ions, aminas e agentes oxidantes que
deterioram os reativos.

2. Leitura do teste:

Comprimento de onda: 570 a 610 nm;
Cubeta: 1 cm;

Temperatura: 37 °C;

Medida: Contra o reagente branco.
branco por série é necesséario.

Somente um reagente

3. Esquema de pipetagem
Pipetar dentro das cubetas ou tubos.

Branco Amostra/Calibrador
Amostra/Calibrador - 10 pL
Agua Deionizada 10 pL -
Rl - Enzimatico 750 pL 750 pL
Homogeneizar e incubar a 37 °C por 5 minutos.
R2 - Substrato [ 250 pL [ 250 pL

Homogeneizar suavemente e incubar a 37 °C por 5 minutos. Ler
as absorbédncias do calibrador e amostras contra o reagente
branco.

4. Calculos

Aamostra/cal = (RAamostra/cal - Abranco)

Camostra = Ccal x Aamostra (mg/dL)
Acalibrador

Utilizando fator de calibracdo (FC):
FC = Cc/Ac

4.1 Exemplo com calibrador:
Ccal = 50 mg/dL;

Abranco = 0,061;

Aamostra = 0,213;

ACal = 0,184;

Camostra = 50 x (0,213 - 0,061
(0,184 - 0,061)

Camostra = 50 x 0,151 = 61,4 mg/dL
0,123

4.2 Exemplo com fator de calibracgéo:
Ccal = 50 mg/dL;

Abranco = 0,061;

Aamostra = 0,213;

ACal = 0,184;

FC = 50 = 406,5
(0,184 - 0,061)

C amostra = 406,5 x (0,213 - 0,061) = 61,4 mg/dL

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO:

O kit para o dosagem de Colesterol HDL da VIDA Biotecnologia
foi comparado com outros kits comercialmente disponiveis.
Amostras diversas foram utilizadas na comparacdo dos testes
dentre essas soros controle e amostras de pacientes. Os
resultados obtidos mostraram boa concorddncia.

1l.Linearidade da reagéo:

A reacgdo é linear até a concentragdo de Colesterol HDL de 150
mg/dL. Para valores superiores, diluir a amostra com solugdo
de Cloreto de Sédio a 0,9% e efetuar nova determinacdo.
Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluigdo empregado
Recomenda-se inicialmente a diluigdo 1+1.



2. Valores de referéncia

<35mg/dL (<0, 9mmol/L) fator de risco para doenga coronariana
>60mg/dL (>1,54mmol/L) risco reduzido para doenga coronariana

Estes valores devem ser utilizados <como orientacdo. E
recomendado que cada laboratdério estabeleca seus proéprios
valores de referéncia.

3. Sensibilidade
0,905 mg/dL de Colesterol HDL.

4. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram wutilizados soros controle comercialmente disponiveis
para a avaliagdo da repetibilidade e reprodutibilidade do
kit. Os soros foram reconstituidos e/ou preparados seguindo
as recomendacdes do fabricante. Trinta determinacdes dos
soros controle foram realizadas com o kit de Colesterol HDL
Direto da VIDA Biotecnologia para a determinacéo da
repetibilidade e 10 determina¢des por soro controle para a
reprodutibilidade. As médias das determinacodes foram
calculadas e comparadas com os valores alvo.

4.1 Repetibilidade

Framingham study. Am J. Med. v.62, n.5, p.707-714, 1977.

3 - SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA. Diretrizes
Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretrizes de Prevencdo da
Aterosclerose. Arg. Bras. Cardiol. v.77, supl. III p.1-48,
2001.

4 - YOUNG, D.S. Effects of drugs on clinical laboratory
tests - vol. 2, 5 ed. Washington DC: AACC Press, 2000.

5 - WESTGARD, J. O. et al. A multi-rule shewhart chart
quality control in clinical chemistry. Clin. Chem. v.27
p.493-501, 1981

INFORMAGOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto
dentro das especificagdes até a data de expiragdo indicada
nos rétulos, desde que cuidados de utilizacéo e
armazenamento indicados nos rétulos e nessa instrugdo sejam
seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICACAO, DATA DE VALIDADE VIDE ROTULO
DO PRODUTO.

PRODUZIDO E DISTRIBUIDO POR: VIDA Biotecnologia Ltda

CNPJ: 11.308.834/0001-85

Avenida José Candido da Silveira 2100 - Horto Florestal -
CEP 31035-536; Belo Horizonte. Minas Gerais -
www.vidabiotecnologia.com.br

N MEDIA DP CV%
SC1 30 64,91 0,28 0,43%
sc2 30 129,57 1,09 0,84%
SC3 30 52,19 0,73 1,39%

4.2 Reprodutibilidade

N MEDIA DP CV%
sc1l 10 61,72 0,47 0,76%
sc2 10 132,71 1,58 1,19%
sc3 10 58,19 0,82 1,41%

5. Controle de Qualidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis
para a avaliacdo do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou
preparados seguindo as recomendagdes do fabricante. Dez
determinacdes dos soros controle foram realizadas com o kit
de Colesterol HDL Direto da VIDA Biotecnologia. As médias das
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores
alvo.

Soro Valor alvo Média dos % de
Controle em mg/dL valores obtidos Recuperacgéo
SC1 62,3 63,8 102,4%
SC2 53,7 55,2 102,7%

Todo soro controle contendo valores determinados pelo método
Enzimatico direto pode ser empregado.

APRESENTAGAO DO KIT

. NUMERO DE
CATALOGO REAGENTE VOLUME DETERMINACOES

R1 - ENZIMATICO 1 X 60,0 mL

100/250-080 R2 - SUBSTRATO 1 x 20,0 mL 80
R3 - CALIBRADOR 1 x 1,0 mL
R1 - ENZIMATICO 2 X 90,0 mL

100/250-240 R2 - SUBSTRATO 2 x 30,0 mL 240
R3 - CALIBRADOR 1 x 1,0 mL
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SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

Contetdo suficiente para <n> testes

Data limite de utilizac&o do produto
(dd/mm/aaaa)

Material Calibrador

Limite de temperatura (conservar a)

Consultar instruc¢des de uso

Cébdigo do Produto
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