QUIMITRI - Triglicérides

GPO/Peroxidase
ANVISA: 10159820252

Finalidade
Reacdo enzimatica para determinagdo quantitativa de triglicérides no soro e plasma humanos. Somen-
te para uso diagndstico “in vitro”.

Principio do Teste

O triglicérides da amostra é hidrolisado pela lipase a glicerol e acidos adiposos. O glicerol é entdo
fosforizado pelo ATP (adenosinatri-fosfato) ao G-3-P (glicose-3-fosfato) e adenosina-5- difosfato em
uma reagao catalisada pelo glicerol quinase (GK). A glicose-3-fosfato e entdo convertida em dihidro-
xiacetona fosfato (DAP) e perdxido de hidrogénio pela GPO (glicerol fosfato oxidase). O peréxido de
hidrogénio ent&o reage com 4-aminoantipirina (4-AAP) e 4-clorofenol em uma reagéo catalisada pela
peroxidase para formar um complexo colorido (vermelho). A intensidade de cor vermelha formada é
diretamente proporcional a concentragdo de triglicérides na amostra quando medido em 500 nm.

e . LIPASE . ' .
Triglicérides + H,O ————————————® Glicerol + Acidos Adiposos

Glicerol + ATP ———p~G-3-p + ADP
Glicerol-3-P +0,——2*% - DAP+H,0,
POD ) -
H,0, + 4-AAP + 4-clorofenol ————————® Quinonaimina + 4H,0

Metodologia
GPO/Peroxidase

Significado Clinico

O teste é Util na avaliagdo do metabolismo lipidico, uma vez que, os triglicerideos constituem um dos
componentes lipidicos das lipoproteinas séricas juntamente com o colesterol e fosfolipideos. A Con-
sensus Conference sugeriu que pessoas com valores plasmaticos de triglicérides em jejum entre 250
a 500 mg/dL apresentam um problema diferente porque, no conjunto, tais niveis estdo associados
com uma incidéncia duas vezes maior de doenga cardiovascular. Esses sdo os casos com colesterol
mais altos em condig¢des associadas com a presenga ou niveis elevados de LDL. Num paciente, esses
niveis de triglicérides podem ser normais ou indicador de risco aumentado. Se confirmado por deter-
minagdes repetidas, isso exige uma maior investigagdo do paciente que possua uma histéria familiar
de doenga cardiovascular prematura ou outros fatores de risco para doenga cardiaca como niveis
elevados de colesterol, hipertenso, tabagismo, obesidade ou uma causa secundéria de triglicérides
elevados.Sua elevagdo também denota dislipidemia priméria ou secundéria a diabetes mellitus, sin-
drome nefrética, uremia e obstrugdes biliares.

Reagentes

Reagente Unico pronto para uso. Conservar entre 2-8 °C. Contém:

Pipes 45 mmol/L, 4 clorofenol 6 mmol/L, acetato magnésio 5 mmol/L, lipase > 100 U/mL, glicerol
quinase > 15 U/mL, glicerol-3- fosfato oxidase > 4 U/mL, peroxidase > 0,8 U/mL, 4-aminoantipirina
0,75 mmol/L, ATP 0,9 mmol/L, pH 7,.

Padréo (céd.: 3014): Conservar entre 2-8°C. Solugdo aquosa contendo concentragéo padrio de trigli-
cérides rastredvel ao Material de Referéncia Padrdo LNE CEM Bio101a. Verifique a concentragéo do
padréo no rétulo do frasco.

Osreagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto e on board
(em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamente 30 dias.
Durante o manuseio, os reagentes est&o sujeitos a contaminagdo de natureza quimica e microbiana
que podem provocar redugao da estabilidade.

Precaucoes e cuidados requeridos

Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico “in vitro”. Nao pipetar com a boca. Evitar con-
tato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de dgua e
procurar auxilio médico.

O reagente contém azida sédica como conservante (0,01%). Este componente pode reagir com cobre e
chumbo podendo tornar-se um metal explosivo. Ao descarté-lo, adicionar grande quantidade de dgua.
Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagéo para ob-
tengdo de resultados corretos. Ndo usar se o reagente estiver visualmente turvo, se a absorbancia do
branco ultrapassar 0,150 quando medido a 500nm (cuveta 1cm) e se houver dificuldade em conse-
guir os valores estabelecidos para o soro controle fresco.

Material necessario nao fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbanciaem 500 nm (480 - 520nm).

2. Pipetas para medig¢ao de amostras e reagente.
3. Agua destilada/deionizada.

4, Consumiveis do analisador quando usado.

5. Calibrador e soros controle.

6. Cronémetro.

Amostra

Soro colhido recentemente e ndo hemolisado, plasma (colhido com heparina, EDTA, oxalato ou fluo-
reto). O triglicerides no soro é estavel por 5 dias se for mantido a temperatura de 2 a 8°C. Ndo arma-
zenar a temperatura ambiente (< 25 °c), pois os fosfolipideos podem hidrolizar, liberando glicerol livre
elevando falsamente os valores de triglicerides.

Todas as amostras e controles sgo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos
manusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.
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Preparo do paciente

A dieta deve ser mantida constante pelo menos por uma semana.

Jejum:

3 horas (até 1ano de idade);

6 horas (acima de 1ano até 5 anos de idade)

12 horas (acima de 5 anos de idade)

As recomendagd&es poderdo sofrer modificagdo segundo orientagdo médica.

Interferéncias
Bilirrubina até 170 pmol/L e hemoglobina até 10 g/L ndo interferem significativamente no re-
sultado.
Algumas drogas e substancias afetam a exatiddo do triglicérides, sugerimos consultar Young
etal.

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C

Comprimento de Onda 500 nm (480 - 520nm)

Tipo de Reagao ponto final

Diregdo Crescente

Relagdo Amostra x Reativo | 1:100

Vol. Amostra 10 uL

Vol. Reagente 10mL

Tempo de Incubagao 5 minutos

Calibragao

Utilizar Quimicalib Ebram C6d.7023/12023 ou o padrdo que acompanha o kit, para kits com padréo.
A concentragdo de triglicérides no Quimicalib é rastreavel ao NIST 909¢/NIST 1951c e no padrdo ao
Material de Referéncia Padrdo LNE CEM Bio101a.

Procedimento Automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagado do equipamento e instrugdes de uso
do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento
manual até o item 2 (incubag&o), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo
analitico especifico baseado no item Parametros do Sistema.

Procedimento Manual
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
1. Branco 2. Padrdo 3. Amostra/S.C.
Agua destilada 10pL - -
Padréo/S.C - 10uL -
Amostra - - 10pL
Reagente 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
2. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 5 minutos.O nivel de 4gua no
BM deve ser superior ao nivel de reagente nos tubos de ensaio.
3. Zerar o aparelho com o branco do reagente a 500 nm (480-520nm) proceder as leituras re-
gistrando as absorbancias do padréo, amostra e soro controle (S.C.). A reagdo é estavel por 2
horas.

* Soros fortemente lipémicos exigem um branco de amostra. Adicione 0.01 mL(10 pL) de amostra a
1.0mL de solugéo salina, homogeneizar e ler a absorbancia contra 4gua. Subtraia este valor da absor-
béncia do paciente para obter a leitura corrigida.

Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e po-
dem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que vo-
lumes de amostra menores do que 10uL aumentam a imprecisdo da medi¢do em aplicagdes manuais.

Calculos
(Abs.=Absorbancia) (Conc. = Concentrago)

Triglicérides da Abs. Amostra
Amostra (mg/dL)

Conc. do padréo

Abs. Padrao (mg/dL)

Exemplo:

Abs. daamostra = 0.300

Abs. do padrdo = 0.200

Conc. do padrdo =200 mg/dL

T 0.300
Triglicérides da e —, 200

Amostra (mg/dL) 0.200

Triglicérides Amostra =300 mg/dL



Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste € linear até 800 mg/dL.

Amostras com valores superiores a 800 mg/dL devem ser diluidas com solugéo salina a ponto de fica-
rem entre 1,0 e 800 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de dilui¢ao.

Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de toleréncia e agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medig&do. Aconselhamos o uso dos soros controle
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados

Desejavel: <150 mg/dL

Limiar Alto: 150 - 199 mg/dL

Elevado: 200 - 499 mg/dL

Muito Elevado: > 500 mg/dL

Estes valores s3o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério es-
tabelega seu proprio intervalo de referéncia.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes
resultados:

Ndmero de amostras 47

Intevalo dos resultados 8-600 mg/dL

Coeficiente de Correlagdo 0,9994

Inclinagédo 1,021

Intercepta 3,5 (mg/dL)
Precisao

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que cada amostra
fora processada por 20 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=20 Nivel1 Nivel 2
Média (mg/dL) 127 191
DP (mg/dL) 23 171
CV. (%) 18 08

Exatidao

As amostras foram processadas em duplicata por 10 dias consecutivos, duas vezes por dia. Os seguin-
tes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 Nivel 2
Média (mg/dL) 128 237
DP (mg/dL) 33 28
CV. (%) 30 2

Sensibilidade Metodolégica
1,0 mg/dL

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e hospitalizados,
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodoldgica adequada.

Observacoes

1. A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado sdo fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. A &gua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagéo. Assim, para pre-

parar reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentragdo de silicatos < 01 mg/L (dgua tipo II). Para o enxague da vidraria
a dgua pode ser do tipo Ill, com resistividade > 01 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxéague final utilizar 4gua tipo Il.

Apresentacao
Linha Bioquimica Geral: 1x 200mL +1x1,0mL
Linha Bulk: 1x 500mL

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sdo Paulo - SP
Tel.: +551122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ.: 50.657402/0001-31

Responsavel Técnica
Dra. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37451

SAC Ebram

Para mais informagdes, entrar em contato
com o SAC 0800 500 2424 ou (O 112574 7110
sac@ebram.com | ebram.com.br
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QUIMITRI - Triglycerides

GPO/Peroxidase
ANVISA: 10159820252

Purpose
Enzymatic reaction for the quantitative determination of triglycerides in human serum and plasma. For
"in vitro" diagnostic use only.

Test principle

Triglycerides in the sample are hydrolyzed by lipase to glycerol and fatty acids. The glycerol is then
phosphorylated by ATP (adenosinatri-phosphate) to G-3-P (glucose-3-phosphate) and adenosine-
-5-diphosphate in a reaction catalyzed by glycerol kinase (GK). Glucose-3-phosphate is then con-
verted into dihydroxyacetone phosphate (DAP) and hydrogen peroxide by GPO (glycerol phosphate
oxidase). The hydrogen peroxide then reacts with 4-aminoantipyrine (4-AAP) and 4-chlorophenol
in a reaction catalyzed by peroxidase to form a colored complex (red). The intensity of the red color
formed is directly proportional to the concentration of triglycerides in the sample when measured
at 500 nm.

) . LIPASE )
Triglycerides + H,O ————————— Glycerol + Fatty Acids

GK
Glycerol + ATP ——— > G-3-P + ADP
GPO
Glycerol-3-P+0,————— ¥ DAP +H,0,
POD
H,0, + 4-AAP + 4-chlorophenol ———————— Quinoneimine + 4 H,0

Methodology
GPO/Peroxidase

Clinical Significance

The testis useful in assessing lipid metabolism, since triglycerides are one of the lipid components of
serum lipoproteins along with cholesterol and phospholipids. The Consensus Conference sugges-
ted that people with fasting plasma triglyceride values between 250 and 500 mg/dL present a dif-
ferent problem because, taken together, these levels are associated with a twofold higher incidence
of cardiovascular disease. These are the cases of higher cholesterol in conditions associated with the
presence or high levels of LDL. In a patient, these triglyceride levels can be normal or an indicator
of increased risk. If confirmed by repeated determinations, this requires further investigation of the
patient who has a family history of premature cardiovascular disease or other risk factors for heart
disease such as high cholesterol levels, hypertension, smoking, obesity or a secondary cause of high
triglycerides.Their elevation also denotes primary dyslipidemia or secondary to diabetes mellitus, ne-
phrotic syndrome, uremia and biliary obstructions.

Reagents

Single reagent ready for use. Store at 2-8 °C. Contains:

Pipes 45 mmol/L, 4-chlorophenol 6 mmol/L, magnesium acetate 5 mmol/L, lipase > 100 U/mL,
glycerol kinase > 1.5 U/mL, glycerol-3- phosphate oxidase > 4 U/mL, peroxidase > 0.8 U/mL, 4-ami-
noantipyrine

0.75 mmol/L, ATP 0.9 mmol/L, pH 7.0.

Standard (code: 3014): Store at 2-8°C. Aqueous solution containing triglyceride standard concen-
tration traceable to LNE CEM Bio101a Standard Reference Material. Check the concentration of the
standard on the vial label.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label and on board (in a
refrigerated compartment of the analyzer) have a stability of approximately 30 days.

During handling, reagents are subject to contamination of a chemical and microbial nature which may
cause a reduction in stability.

Precautions and care required

This reagent should only be used for "in vitro" diagnosis. Do not pipette by mouth. Avoid contact with
skin and clothing. In case of contact with eyes, rinse with plenty of water and seek medical attention.
The reagent contains sodium azide as a preservative (0.01%). This component can react with copper
and lead and can become an explosive metal. When disposing of it, add a large quantity of water.

The temperature of the working environment and the reaction time must be monitored in order to
obtain correct results. Do not use if the reagent is visually cloudy, if the absorbance of the blank ex-
ceeds 0150 when measured at 500nm (cuvette 1cm) and if it is difficult to achieve the values establi-
shed for the fresh control serum.

Material required not supplied
1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance at 500 nm (480 - 520nm).

2. Pipettes for measuring samples and reagent.
3. Distilled/deionized water.

4. Analyzer consumables when used.

5. Calibrator and control sera.

6. Stopwatch.

Sample

Freshly collected, non-hemolyzed serum, plasma (collected with heparin, EDTA, oxalate or fluoride).
Triglycerides in serum are stable for 5 days if kept at 2 to 8°C. Do not store at room temperature (< 25
°c), as phospholipids can hydrolyze, releasing free glycerol and falsely elevating triglyceride values.

All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them following
the established Biosafety standards.

Patient preparation
The diet should be kept constant for at least a week.
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Fasting:

3 hours (up to 1year old);

6 hours (over 1year old up to 5 years old)

12 hours (over 5 years old)

The recommendations may be modified according to medical advice.

Interferences

. Bilirubin up to 170 pmol/L and hemoglobin up to 10 g/L do not significantly interfere with the
result.
Some drugs and substances affect the accuracy of triglycerides, we suggest consulting Young
etal.

System Parameters:

Temperature 37°C

Wavelength 500 nm (480 - 520nm)
Reaction Type endpoint

Direction Increasing

Sample x Reagent Ratio 1100

Vol. Sample 10 pL

Vol. Reagent 10 mL

Incubation time 5 minutes

Calibration

Use Quimicalib Ebram Code 7023/12023 or the standard that comes with the kit, for kits with a stan-
dard. The triglyceride concentration in Quimicalib is traceable to NIST 909¢/NIST 1951c and in the
standard to the LNE CEM Bio101a Standard Reference Material.

Automated Procedure

Application in the automated system: see manual for use of the equipment and instructions for use
of the reagent.

Application in the semi-automatic system: proceed as shown below in the manual procedure up to
item 2 (incubation), then use the equipment for reading, following the specific analytical protocol ba-
sed on the System Parameters item.

Manual Procedure

1. Separate 3 test tubes and carry out the following procedures:
1. Blank 2. Standard 3.Sample/SC.
Distilled water 10pL - -
Standard/S.C - 10uL -
Sample - - 10pL
Reagent 10 mL 10 mL 1.0 mL
2. Homogenize the tubes and leave them in a water bath (WB) at 37°C for 5 minutes. The water

level in the WB should be higher than the reagent level in the test tubes.

3. Zero the device with the reagent blank at 500 nm (480-520nm) and take the readings, recor-
ding the absorbance of the standard, sample and control serum (SC). The reaction is stable
for 2 hours.

* Strongly lipemic sera require a sample blank. Add 0.01 mL (10 pL) of sample to 1.0 mL of saline so-

lution, homogenize and read the absorbance against water. Subtract this value from the patient's ab-

sorbance to obtain the corrected reading.

Note: Suggested procedure for spectrophotometers which require a minimum volume of 1.0 mL and

can be adjusted proportionally without affecting the performance of the test. Please note that sample

volumes smaller than 10pL increase measurement inaccuracy in manual applications.

Calculations

(Abs.=Absorbance) (Conc. = Concentration)

Abs. Sample Conc. of standard
(mg/dL)

Triglycerides from

Sample (mg/dL) Abs. Standard

Example:

Abs. of sample = 0.300

Abs. of standard = 0.200

Conc. of standard =200 mg/dL

) . 0.300
Triglycerides from T ——— 200

Sample (mg/dL) 0.200

Triglycerides Sample =300 mg/dL

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 800 mg/dL.

Samples with values greater than 800 mg/dL should be diluted with saline solution to between 1.0
and 800 mg/dL and the results multiplied by the dilution factor.



Quality Control

Each laboratory must maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, stan-
dards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical variation
of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the Quimicontrol
Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Codes 7024/12024 and 7031/12031.

Expected Values

Desirable: <150 mg/dL

High Threshold: 150 - 199 mg/dL

High: 200 - 499 mg/dL

Very High: > 500 mg/dL

These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own
reference range.

Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodlogy produced the following results:
Number of samples 47
Range of results 8-600 mg/dL
Correlation Coefficient 0.9994
Slope 1.021
Intercept 3.5 (mg/dL)
Precision

Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample proces-
sed 20 times and the following statistics were found:

N=20 Level1 Level 2

Mean (mg/dL) 127 191

SD (mg/dL) 23 1

CV. (%) 18 08
Accuracy

Samples were processed in duplicate for 10 consecutive days, twice a day. The following statistical data
was found:

N=40 Level1 Level2
Mean (mg/dL) 128 237
SD (mg/dL) 33 28
CV. (%) 30 2

Methodological sensitivity
1.0 mg/dL

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred
that the method has adequate methodological specificity.

Observations

1. Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for reagent stability and
obtaining correct results.

2. The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus, to

prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity >1 mega ohm or conductivity
<1microsiemens and silicate concentration < 01 mg/L (type Il water). For rinsing the glassware,
the water can be type Ill, with resistivity > 01 megaohms or conductivity <10 microsiemens. Use
type Il water for the final rinse.

Presentation
General Biochemistry Line: 1x200mL +1x1.0mL
Bulk Line: 1x 500mL

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sdo Paulo - SP
Tel: +55 1122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ: 50.657.402/0001-31

Responsible Technician
Dr. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37451

SAC Ebram

For further information, please contact
SAC 0800 500 2424 or (9112574 7110
sac@ebram.com | ebram.com.br
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