QUIMICOL-H-HDL Colesterol

Ultra Sensivel
ANVISA: 10159820192

Finalidade
Reagdo inibitdria espectrofotométrica para determinagdo quantitativa de HDL colesterol em amos-
tras de soro animal. Somente para uso diagnéstico “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
reagédo 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 s&o 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, Peroxidase
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 estdo 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 concentragdo 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 reconstituigéo, 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

Caes e Gatos

Jejum recomendado é de 8 a 12 horas (bioquimica) e em filhotes de 4 a 6h podendo beber dgua.
Deixar em repouso por 30 minutos.
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Bovinos

Jejum geralmente nao obrigatério.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.
Equinos

Jejum geralmente nao obrigatério.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.
Aves

Jejum recomendado de 2 a 4 horas.

Evitar estresse do animal.

Mamiferos pequenos

Jejum geralmente nao recomendado.
Evitar estresse do animal.

Interferéncias

Bilirrubina até 20 mg/dL, Hemoglobina até 500 mg/dL e Acido Ascérbico até 50 mg/dL, nZo inter-
ferem significativamente no resultado. Algumas drogas e substancias 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 yL

Vol. Reagente 1 0,75 mL
Tempo de Incubagéo 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 instrugdes de uso
do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual até o item 4 (2° incubag&o), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo
analitico especifico baseado no item Pardmetros do Sistema.

Procedimento manual

1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Tubos Branco Padrao Calibrador
Agua destilada 10uL - -
Calibrador - 10pL -
Amostra S/C - - 10uL
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 espectrofotémetros 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 pL aumentam aimprecisao da medigao em aplicagdes manuais.

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

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 € 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 diluig&o.

Controle de Qualidade

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

Valores Esperados
Caninos: 40 - 157 mg/dL
Felino: 40 - 86 mg/dL
Bovinos: 80-120 mg/dL
Equinos: 70-150mg/dL

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabeleca seu préprio intervalo de referéncia.

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

Ndmero de amostras 30

Intervalo dos resultados 10,3 - 130,8 mg/dL

Coeficiente de correlagéo 0,998

Inclinagao 10
Intercepta 0,65 (mg/dL)
Precisao

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 Nivel1 Nivel 2

Média (mg/dL) 208 997

D.P. (mg/dL) 09 100

CV. (%) 36 102
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 Nivel1 | Nivel2
Média (mg/dL) 236 995
D.P. (mg/dL) 10 28
CV. (%) 42 31

Sensibilidade Metodolégica
1,06mg/dL

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

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.
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Observacoes

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

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

preparar reagentes e usar nas medigdes, deve ter resistividade US1mega ohm ou condutivida-
de £ 1 microsiemens e concentrag&o de silicatos < 0,1 mg/L (4gua purificada). Para o enxague
da vidraria a &gua pode ser purificada, com resistividade > 0]l megaohms ou condutividade <10
microsiemens. No enxague final também utilizar &gua purificada.

Apresentagao
Linha Bioguimica: R1=6x10mL + R2=2x10mL + Calib=1x1,0mL
Linha Bulk: R1=1x210mL + R2=1x70mL + Calib=1x1,0mL
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