QUIMICOL-H-HDL Colesterol

Ultra Sensivel
MS: 10159820192

Finalidade
Reagdo inibitdria espectrofotométrica para determinagdo quantitativa de HDL colesterol em amos-
tras de soro humano. Somente para uso diagndstico “in vitro”.

Principio

O principio do teste é baseado na acelerag&o da reagdo do colesterol oxidase e na quebra seletiva do
HDL através de um detergente especifico. Na primeira reagéo, o colesterol livre das moléculas, ndo -
HDL (colesterol total, LDL e VLDL), é solubilizado e consumido pelo colesterol oxidase (CO) em uma
reagdo colorimétrica.

No segundo reagente, um detergente especifico solubiliza o HDL, permitindo a reagdo com um aco-
plador cromégeno, desenvolvendo cor para a determinagdo quantitativa de HDL -C.

Metodologia

Direto / Ultra-sensivel

Significado clinico

O papel das particulas HDL no metabolismo lipideo é do transporte do colesterol do tecido periférico
ao figado, ou seja, as particulas esféricas de HDL s3o captadas pelo figado por endocitose mediada por
receptor, e os ésteres de colesterol sdo degrados. O colesterol assim liberado pode ser reembalado pela
lipoproteinas, convertido em acidos biliares ou secretado na bile para remogao do corpo. Este processo
é conhecido como transporte reverso do colesterol e tem sido apresentado como um mecanismo car-
dio protetor. Baixos niveis do HDL-Colesterol tém repetidamente sido associados com um aumento do
risco de doengas do coragdo e doenga da artéria coronéria. Entdo, a determinagéo do HDL colesterol
sérico tem sido reconhecida como uma ferramenta Util na identificagdo de pacientes de altos riscos. O
Painel de Tratamento de Adulto do Programa Nacional de Educagdo do Colesterol (NCEP) recomenda
que todos os adultos de 20 anos de idade e acima deveriam ter niveis de colesterol total e HDL coleste-
rol medidos, no minimo a cada 5 anos para procurar risco de doenga coronaria.

Reagentes

Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8°C e manté-lo ao abrigo da luz.

Contém Buffer (pH6.5) 10 mmol/L, TODB 1mmol/L, Ascorbato oxidase 3.0 U/ml, PVS 2 mg/L, PEGME
0.2%, MgCl, 2mmol/L Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2 - 8°C e manté-lo ao abrigo da
luz.

Contém Buffer (pH6.5) 10 mmol/L, Colesterol Esterase 4 U/ml, Colesterol Oxidase 10 U/ml, Peroxida-
se 30 U/ml, 4 aminoantipirina 2.5 mmol/L, Detergente 0.5%

Os reagentes 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 28 dias. Durante o
manuseio, os reagentes estao sujeitos a contaminag&o de natureza quimica e microbiana que podem
provocar redugdo da estabilidade.

Calibrador: Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: soro humano liofilizado com lipoproteinas de diversas
classes incluindo lipoproteina de alta densidade (HDL).

- Verificar a concentragédo no rétulo do frasco.

MODO DE PREPARO DO CALIBRADOR

1. Golpear o frasco levemente com os dedos para desprender o material liofilizado.

2. Utilizando uma pipeta volumétrica calibrada, adicionar exatamente 1,0 mL de agua destilada
no frasco.

3. Recolocar a tampa no frasco e deixar em repouso na temperatura ambiente por 30min.

4. Antes de utilizar, inverta suavemente o frasco de 5 a 10 vezes até o liofilizado dissolver totalmente.

Apds reconstituigdo, o calibrador possui estabilidade de 07 (sete) dias se armazenado entre 2 - 8°C
edeummésa-20°C.

Precaucoes e cuidados requeridos

Este reagente deve ser usado somente para uso de diagndstico “in vitro”.

Nao pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar
com grande quantidade de dgua e procurar auxilio médico.

Reagentes com diferentes lotes ndo devem ser utilizados em conjunto.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagéo para obten-
cdo de resultados corretos. Ndo usar se o reagente apresentar turbidez e, se houver dificuldade em
conseguir 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-
sorbancia entre 600 - 700nm.

2. Pipetas para medi¢do de amostras e reagente.
3. Agua destilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador quando usado.

5. Soro controle

6. Crondémetro.

Amostra

Soro livre de hemoélise. O HDL colesterol no soro é estavel por 6 dias se mantido entre 2 - 8°C ou 1
anoa-70°C.

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

Preparo do paciente
E recomendado um jejum de 8 horas. Todavia, podera ser alterado segundo orientagdo médica.
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Interferéncias

Bilirrubina até 20 mg/dL, Hemoglobina até 500 mg/dL e Acido Ascorbico até 50 mg/dL, nZo inter-
ferem significativamente no resultado. Algumas drogas e substédncias afetam a concentragdo do
HDL colesterol, sugerimos consultar Young et al.

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 600-700nm
Tipo de Reagdo Ponto final
Diregédo Crescente
Vol. Amostra 10 pL

Vol. Reagente 1 0,75 mL
Tempo de Incubagao 5 minutos
Vol. Reagente 2 0,25 mL
Tempo de incubagéo 5 minutos

Calibracao
Utilizar calibrador incluso no kit, a concentragdo de HDL Colesterol no calibrador é rastreavel ao
material de referéncia SRM1951.

Procedimento Automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagdo do equipamento e instru¢des de uso
do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual até o item 4 (2° incubagéo), 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:
Tubos Branco Padrao Calibrador
Agua destilada 10pL - -
Calibrador - 10pL -
Amostra S/C - - 10pL
Reagente R1 0,75mL 0,75mL 0,75mL
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. Adicionar o R2. Reagente R2 0,25mL 0,25mL 0,25mL

4. 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.

5. Zerar o aparelho com o branco do reagente a 600 nm ( 600-700nm), proceder as leituras re-

gistrando as absorbancias do padrdo, amostra e soro controle (SC.).
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 10 yL aumentam a imprecisdo da medi¢do em aplicagdes manuais.

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

HDL Colesterol Amostra (mg/dL) =

A Abs. amostra
x Conc. do Calib (mg/dL)
A Abs. Calibrador

EXEMPLO.

Abs. da amostra = 0,020

Abs. do calibrador = 0,025
Conc. do calibrador = 58 mg/dL

HDL Colesterol Amostra = 0,020 / 0,025 x 58
HDL Colesterol Amostra = 46,4 mg/dL

Obs: mg/dL x 0.02586 = mmol/L

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 100 mg/dL.

Amostras com valores superiores a 100 mg/dL devem ser diluidas com solug&o salina a ponto de fica-
rem entre de 1,06 a 100 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluigéo.



Controle de Qualidade

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

Valores Esperados

Homens: 30 - 70 mg/dL Mulheres: 30 - 85 mg/dL

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. A V Diretriz Brasileira de Dislipidemias
e Prevengdo da Aterosclerose, sugere que laudos laboratoriais referentes aos perfis lipidicos tenham
uniformidade em todo territério nacional, no tocante aos valores de referéncia e ao alerta indicativo
para o diagnéstico de Hipercolesterolemia Familiar (HF). De acordo com a Diretriz, para adultos aci-
ma de 20 anos valores de HDL menores a 40 mg/dL s&o considerados baixos e significativamente
importantes na avaliagéo de doenga coronariana, independentemente dos fatores de risco, e valores
maiores a 60 mg/dL sdo considerados desejaveis para oferecer alguma protegdo contra esta doenca.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziu os seguintes re-
sultados estatisticos:

Apresentagao
Linha Bioquimica: R1=6x10mL + R2=2x10mL + Calib=1x1,0mL
Linha Bulk: R1=1x210mL + R2=1x70mL + Calib=1x1,0mL
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Ndmero de amostras

30

Intervalo dos resultados

1103 - 130,8 mg/dL

Coeficiente de correlagdo 0,998

Inclinago 10

Intercepta 0,65 (mg/dL)
Precisao

Simbolos universais utilizados em embalagens
de diagnéstico in vitro

Consultar instrugdes
deuso

|E|:| Reagente

Fabricado por

O conteldo é

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que cada amostra
fora processada por 10 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 208 997

D.P. (mg/dL) 09 100

CV. (%) 36 1,02
Exatidao

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

N=10 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) 236 995
D.P. (mg/dL) 10 28
CV. (%) 42 31

Sensibilidade Metodolégica
106mg/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. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sdo fatores fundamentais para estabi-
lidade dos reagentes e obtengado de resultados corretos.

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

preparar reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade US1 mega ohm ou condutivi-
dade £ 1 microsiemens e concentragéo de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo II). Para o enxague da
vidraria a 4gua pode ser do tipo lll, com resistividade US 0,1 megaohms ou condutividade UR 10
microsiemens. No enxéague final utilizar &gua tipo Il.

‘ 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
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QUIMICOL-H-HDL Cholesterol

Ultra Sensitive
ANVISA: 10159820192

Purpose
Spectrophotometric inhibitory reaction for quantitative determination of HDL cholesterol in human
serum samples. For "in vitro" diagnostic use only.

Principle

The principle of the test is based on the acceleration of the cholesterol oxidase reaction and the se-
lective breakdown of HDL by means of a specific detergent. In the first reaction, free cholesterol from
non-HDL molecules (total cholesterol, LDL and VLDL) is solubilized and consumed by cholesterol
oxidase (CO) in a colorimetric reaction.

In the second reagent, a specific detergent solubilizes the HDL, allowing it to react with a chromogen
coupler, developing color for the quantitative determination of HDL-C.

Methodology

Direct / Ultra-sensitive

Clinical significance

The role of HDL particles in lipid metabolism is the transport of cholesterol from peripheral tissue to
the liver, i.e. the spherical HDL particles are taken up by the liver by receptor-mediated endocytosis,
and the cholesterol esters are degraded. The cholesterol thus released can be repackaged by lipopro-
teins, converted into bile acids or secreted into bile for removal from the body. This process is known
as reverse cholesterol transport and has been shown to be a cardio-protective mechanism. Low levels
of HDL-cholesterol have repeatedly been associated with an increased risk of heart disease and coro-
nary artery disease. Therefore, the determination of serum HDL-cholesterol has been recognized as a
useful tool in identifying high-risk patients. The National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult
Treatment Panel recommends that all adults aged 20 and over should have total cholesterol and HDL
cholesterol levels measured at least every 5 years to look for risk of coronary heart disease.

Reagents

Reagent 1: Ready for use. Store at 2 - 8°C and keep away from light.

Contains Buffer (pH6.5) 10 mmol/L, TODB 1mmol/L, Ascorbate oxidase 3.0 U/ml, PVS 2 mg/L, PEG-
ME 0.2%, MgCl, 2mmol/L Reagent 2: Ready for use. Store at 2 - 8°C and keep away from light.
Contains Buffer (pH6.5) 10 mmol/L, Cholesterol Esterase 4 U/ml, Cholesterol Oxidase 10 U/ml, Pero-
xidase 30 U/ml, 4 aminoantipyrine 2.5 mmol/L, Detergent 0.5%

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label and on board (ina
refrigerated compartment of the analyzer) they are stable for 28 days. During handling, the reagents
are subject to chemical and microbial contamination which can lead to a reduction in stability.

Calibrator: Store at 2 - 8 °C. Contains: lyophilized human serum with lipoproteins from various classes
including high-density lipoprotein (HDL).

- Check the concentration on the vial label.

METHOD OF PREPARING THE CALIBRATOR

1. Tap the vial lightly with your fingers to loosen the freeze-dried material.

2. Using a calibrated volumetric pipette, add exactly 1.0 mL of distilled water to the vial.

3. Replace the cap on the vial and leave to stand at room temperature for 30 minutes.

4. Before use, gently invert the vial 5 to 10 times until the lyophilisate has completely dissolved.

After reconstitution, the calibrator is stable for 7 (seven) days when stored between 2-8°C and for
one month at -20°C.

Precautions and precautions required

This reagent should only be used for "in vitro" diagnostic use.

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.

Reagents with different batches should not be used together.

The temperature of the working environment and the reaction time should be monitored to obtain
correct results. Do not use if the reagent is turbid and if it is difficult to achieve the values established
for the fresh control serum.

Required material not supplied
1. Water bath or analyser capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance between 600 - 700nm.

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

4. Consumables for the analyser when used.

5. Serum control

6. Stopwatch.

Sample

Hemolysis-free serum. HDL cholesterol in serum is stable for 6 days if keptat 2 - 8°C or 1year at -70°C.
All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them following
the established Biosafety standards.

Patient preparation
An 8-hour fast is recommended. However, this may be altered according to medical advice.

Interferences

Bilirubin up to 20 mg/dL, Hemoglobin up to 500 mg/dL and Ascorbic Acid up to 50 mg/dL do not
significantly interfere with the result. Some drugs and substances affect the concentration of HDL
cholesterol, we suggest consulting Young et al.
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System Parameters:

Temperature 37°C
Wavelength 600-700nm
Reaction Type Endpoint
Direction Increasing
Sample Vol. 10 uL
Reagent Vol. 1 075mL
Incubation Time 5 minutes
Reagent Vol. Reagent 2 025mL
Incubation time 5 minutes

Calibration
Use the calibrator included in the kit, the concentration of HDL cholesterol in the calibrator is tra-
ceable to the reference material SRM1951.

Automated Procedure

Application in the automated system: see the 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 4 (2nd incubation), then use the equipment for reading, following the specific analytical protocol
based on the System Parameters item.

Manual procedure

1. Separate 3 test tubes and carry out the procedures below:
Tubes Blank Standard Calibrator
Distilled water 10uL - -
Calibrator - 10pL -
Sample S/C - - 10uL
Reagent R1 0.75mL 0.75mL 0,75mL
2. Homogenize the tubes and leave in a water bath (WB) at 37°C for 5 minutes.The water level in

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

Add R2. Reagent R2 0.25mL 0.25mL 0.25mL

4. Homogenize the tubes and leave in a water bath (WB) at 37°C for 5 minutes.The water level in
the WB must be higher than the reagent level in the test tubes.

5. Zero the apparatus with the reagent blank at 600 nm (600-700nm) and take the readings, re-
cording the absorbance of the standard, sample and control serum (S.C.).

Note: This procedure is suggested 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 10 pL increase measurement inaccuracy in manual applications.

w

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

HDL Cholesterol Sample (mg/dL) =

A Abs. Sample
x Conc. of Calib (mg/dL)
A Abs. Calibrator

EXAMPLE.

Abs. of sample = 0.020

Abs. of calibrator = 0.025
Conc. of calibrator = 58 mg/dL

HDL Cholesterol Sample = 0.020 / 0.025 x 58
HDL Cholesterol Sample = 46.4 mg/dL

Note: mg/dL x 0.02586 = mmol/L

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 100 mg/dL.

Samples with values higher than 100 mg/dL should be diluted with saline solution to between 1.06
and 100 mg/dL and the results multiplied by the dilution factor.

Quality Control

Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures,
standards, 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
Men: 30 - 70 mg/dL Women: 30 - 85 mg/dL
These values are given for guidance purposes only. The V Brazilian Guideline on Dyslipidemias and

Universal symbols used on packaging
in vitro diagnostics

Prevention of Atherosclerosis suggests that laboratory reports on lipid profiles should be uniform
throughout the country, in terms of reference values and the indicative alert for the diagnosis of Fami- L!ﬂJ See instructions |E|:| Reagent ‘ Manufactured
lial Hypercholesterolemia (FH).According to the Guideline, for adults over the age of 20, HDL values foruse by
of less than 40 mg/dL are considered low and significantly important in the assessment of coronary
heart disease, regardless of risk factors, and values of more than 60 mg/dL are considered desirable Contents are
to offer some protection against this disease. sufficient for Expiry date (last LOT | Batchnumber
Zn> tests day of the month)
Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following sta- T | Product for Catal
ot . emperature limit - ! . atalogue
tistical results: (keepat) IVD g;a:%r;gstlcs number
Number of samples 30
Range of results 10.3 - 130.8 mg/dL
Correlation coefficient 0.998
Slope 10
Intercept 0.65 (mg/dL)
Precision

Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample being
processed 10 times and the following statistical data was found:

N=10 Level1 Level 2
Mean (mg/dL) 208 997
D.P. (mg/dL) 09 100
CV. (%) 36 1.02
Accuracy
Samples were processed for 10 consecutive days, once a day and in duplicate. The following statistics
were found:
N=10 Level1 Level 2
Average (mg/ 236 995
dL)
D.P. (mg/dL) 10 28
CV. (%) 42 31

Methodological Sensitivity
1,06mg/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 the stability of the
reagents 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 UST mega ohm or con-
ductivity £ 1 microsiemens and silicate concentration < 01 mg/L (type Il water). For rinsing the
glassware, the water can be type lll, with resistivity US 01 mega ohms or conductivity UR 10
microsiemens. Use type Il water for the final rinse.

Presentation
General Biochemistry Line:: R1=6x10mL + R2=2x10mL + Calib=1x1,0mL
Bulk Line: R1=1x210mL + R2=1x70mL + Calib=1x1,0mL
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