Instrugdes de Uso

Colesterol HDL Cepa — Precipitagio

Te

Método
Fosfotungstato/Mg

Finalidade
kit para determinagdo do colesterol, fragdo HDL, em amostras de soro ou plasma.

Principio do método

O fosfotungstato e ions magnésio precipitam os quilomicrons, as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e muito baixa densidade (VLDL) sem alterar a solubilidade
das lipoproteinas de alta densidade (HDL) presentes na amostra. Apos
centrifugacéo, recolhe-se o liquido sobrenadante, que contém a fragdo HDL, cujo
colesterol (HDL) é determinado enzimaticamente.

Reagentes fornecidos

®* Cod.: 0008
1. Precipitante: Fosfotungstato 0,4 mmol/L, cloreto de magnésio 20 mmol/L (1x50
mL).
2. Padrao: Colesterol HDL 15 mg/dL (1x2 mL).
® Cod.: 0039
1. Precipitante: Fosfotungstato 0,4 mmol/L, cloreto de magnésio 20 mmol/L
(1x25 mL).

2. Padrdo: Colesterol HDL 15 mg/dL (1x1,5 mL).

Condigdes de uso e armazenagem

A data de validade aparece no rétulo da embalagem. N&o usar reagentes cuja data
de validade tenha expirado.

Todos os reagentes devem ser mantidos sob refrigeracdo na faixa de 2 a 8°C.
Manter ao abrigo da luz. Os reagentes devem permanecer fora do refrigerador
somente 0 tempo necessario para as dosagens.

Insumos e equipamentos necessarios nao fornecidos
*  Agua destilada ou deionizada

* Banho-maria

¢  Cronémetro

*  Espectrofotdmetro

* Pipetas manuais ou automaticas

* Ponteiras descartaveis

*  Vidraria

Precaucgodes e cuidados especiais

* Somente para uso diagndstico “in vitro”.

* Na&o misturar ou trocar lotes de reagentes diferentes.

¢ Evitar contaminagdo microbiana dos reagentes e ndo utilizar reagentes que
tenham sinais de contaminagéo ou precipitagéo.

* Caso haja contato com quaisquer reagentes lavar a area afetada com agua em
profusdo. Em caso de ingestdo de reagentes procurar auxilio médico imediato
munidos desta instrugéo de uso.

¢ Utilizar equipamentos de protegdo
biosseguranga.

* A &gua (destilada ou deionizada) utilizada na limpeza do material ou nos
procedimentos deve ser recente e isenta de agentes contaminantes.

* Certificar-se das condi¢des adequadas de funcionamento dos equipamentos de
analise.

®* O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os critérios de
biosseguranca.

* Lavar as méaos ap6s trabalhar com material potencialmente infeccioso.

individual segundo normas de

Amostra biolégica

*  Soro ou plasma.

O colesterol HDL em soro ou plasma é estavel durante 7 dias quando mantido
entre 2 a 8°C. Anticoagulantes como heparina, EDTA, oxalato ou fluoreto ndo
interferem.

Todo o material biolégico deve ser processado como sendo potencialmente
contaminante. Usar luvas descartaveis durante a manipulacéo de material bioldgico.
As amostras devem ser descartadas, apds o uso, em recipientes especificos para
este fim. Nao dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de esgoto.

Procedimento
Ler, cuidadosamente, as instrugdes desta bula.

Preparo dos reagentes:
Os reagentes encontram-se prontos para uso

Precipitagdo em soro ou plasma:
1. Permitir que reagentes e amostras atinjam a temperatura ambiente;
2. Pipetar, em um tubo de ensaio, como a seguir:

Amostra
Precipitante

100uL
250pL

3. Agitar vigorosamente por trinta segundos e incubar a temperatura ambiente
durante 10 minutos;

4. Centrifugar durante 10 minutos a pelo menos 4.000 rpm;

5. Recolher o sobrenadante, em no maximo 15 minutos apoés a centrifugacéo;
este procedimento deve ser realizado com o maximo cuidado, de forma a nédo
ressuspender o precipitado.

Obs.: O sobrenadante deve ser completamente limpido. Havendo persisténcia de

turbidez, verifica-se uma sedimentagdo incompleta do precipitado; neste caso,

adicionar mais 250uL do reagente precipitante no tubo correspondente a amostra,
homogeneizar bem e centrifugar novamente conforme item 3. (Utilizar o fator de

1,7 para corrigir a diluicdo anteriormente realizada). Se a turbidez da amostra

persistir mesmo apds a realizagdo do procedimento anterior, esta ndo deve ser

utilizada para a determinagéo do colesterol HDL.

Dosagem do colesterol HDL (sobrenadante) :

1. Permitir que o reagente do kit Colesterol Total Cepa atinja a temperatura
ambiente;

2. Pipetar, em diferentes tubos de ensaio, como a seguir:

Branco Padrao Amostra
Agua destilada 50 L - -
Padréo colesterol HDL - 50 L -
Sobrenadante - - 50 uL
Reag. de colesterol 500 pL 500 pL 500 yL

3. Homogeneizar bem e incubar a 37°C durante 10 minutos, ou 30 minutos a
temperatura ambiente;

4. Determinar as absorbancias do padréo e da amostra em 500 nm, acertando o
zero com o branco. A cor formada é estavel por 30 minutos.

Calculos

Considerando que o fator de diluicdo da amostra na precipitagdo ¢ 3,5 e que a
concentragdo do padrdo é de 15 mg/dL, deduz-se o seguinte célculo para a
concentragéo do padrao: 3,5 x 15 = 52,5.

52,5

Fator de Calibragédo = -
(Abs.doPadro)

Colesterol HDL (mg/dL) = Absorbancia da amostra x Fator de calibragéo
Unidades Sl: Colesterol HDL (mmol/L)=Colesterol HDL (mg/dL )x0,0259

Calculo das fragdes LDL e VLDL através da equagdo de Friedewald (apenas para
triglicérides abaixo de 400 mg/dL).

Colesterol VLDL = Triglicérides
5
Colesterol LDL=Colesterol Total-(Colesterol HDL+Colesterol VLDL)

Linearidade
A reagao é linear até 150 mg/dL (5mmol/L).

Valores de referéncia

® Soro ou Plasma:

Homens : 30 a 60 mg/dL = 0,78 a 1,55 mmol/L.*

Mulheres: 40 a 70 mg/dL = 1,03 a 1,81 ymol/L.*

*Estes valores sdo dados apenas a titulo orientativo. E recomendavel que cada
laboratério estabelega sua prépria faixa de valores de referéncia.

Controle de qualidade

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros controle comerciais.
Preferivelmente deve participar de programas de controle externo de qualidade, a
exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.

Dados estatisticos de desempenho do teste

Recuperagéo: 101,2%.

Coeficiente de variagado intra-ensaio (repetitividade): 1,34% para valores dentro da
faixa de referéncia e 0,91% para valores elevados.

Coeficiente de variagéo inter-ensaio (reprodutibilidade): 3,03% para valores dentro
da faixa de referéncia e 3,95% para valores elevados.

Especificidade analitica: a precipitagdo das fragdes LDL e VLDL do colesterol
através do fosfotungstato e ions magnésio e posterior determinagao do colesterol
empregando as enzimas colesterol esterase e colesterol oxidase constitui 0 método
mais especifico disponivel atualmente.

Interferentes
Acido ascorbico (0,1 mmol/L), hemoglobina (1g/L) e bilirrubina (10mg/dL) interferem
na dosagem.
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Apresentacao
Cod.: 0008 - Numero de testes: 200
Cod.: 0039 - Numero de testes: 100

Automacao
Os reagentes podem ser utilizados em analisadores automaticos. Vide programagao
no verso ou solicite informagdes ao seu distribuidor.
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COBAS MIRA/ PLUS®
GENERAL
MEASUREMENT MODE ABSORB

REACTION MODE
CALIBRATION MODE
REAGENT BLANK
CLEANER
WAVELENGTH
DECIMAL POSITION
UNIT
ANALYSIS
POST. DIL FACTOR
CONC. FACTOR
SAMPLE CYCLE
VOLUME
DILUITION NAME
VOLUME
REAGENT CYCLE
VOLUME
CALCULATION
SAMPLE LIMIT
REACTION DIRECTION
CHECK
CONVERSION FACTOR
OFFSET / TEST RANGE
HIGH
NORMAL RANGE LOW
HIGH
NUMBER OF STEPS
CALCULATION STEP A
READING FIRST
LAST
CALIBRATION
CALIBRATION INTERVAL
TIME
REAGENTE RANGE LOW
HIGH
BLANK RANGE LOW
HIGH
STANDARD POS
STD -1

R-S-1
CALIBRATOR - 2
REAG/DIL -2
NO-1

500 nm - 3

0 (meg/dL)

12 (mg/dL)

3

NO - SPACE
2

10 uL
H20-0
30uL

200 uL

NO - SPACE
INCREASE - 1
ON-1

1

0/0

200 me/dL

30

70

1

ENDPOINT -1
1

8

ON REOQUEST -3

NO - SPACE

NO - SPACE

NO - SPACE

NO - SPACE

NO - SPACE
IPU*

IPU**

IPU*: Insira a posi¢ao do calibrador no equipamento.

IPU**:Insira a concentragdo

equipamento.

do calibrador no

Pode-se utilizar o Padrao do kit para calibragdo (Valor do

padrao: 52,5 mg/dL).

Para “COBAS MIRA PLUS”, substituir a opgio
“CALIBRATOR” por “SLOP AVG”.

EXPRESS 550/PLUS®

TEST NAME: HDL TEST: HDL
TEST BAR CODE: IPU*
TEST TYPE: END POINT CURVE TYPE:: BLAN. LINEAR
UNITS: meg/dL N° OF DECIMAL PLACE: 0
PRIMARY WAVELENGHT: 510
READ TIME / INTERVAL: 10 SAMPLE BLANK: NO
FACTOR:

CALIBRATION INTERVAL: 180 h N°® OF REPLICATES: 2
N° OF CALIBRATOR: IPU*
LOW BLANK A LIMIT: -0.100 HIGH BLANK A LIMIT: 0.500
LOW A LIMIT: -0.100 HIGH A LIMIT: 2.000
LOW NORMAL: 30 HIGH NORMAL: 70
LINEARITY LIMIT: 500 CURVE S.D. LIMIT: 10
SAMPLE VOLUME: 30 uL

SAMPLE DILUENTE BOTTLE TYPE: *

TEST: HDL
PREDILUITION RATIO: 1
REAGENT DILUENTE BOTTLE TYPE:*
REAGENT DILUENT: VOL. RAG. BD DIL LAG TIME BT
REAGENT I: 300 240 *

IPU: Inserido Pelo Usuario
*: Entre com o tipo de frasco utilizado. Plastico ou Vidro

Pode-se utilizar o Padréo do kit para calibracao (Valor do padrao: 52.5 me/dL).

SECONDARY WAVELENGHT: 600

RA-50®
TEMPERATURA 37°C
VOLUME DA AMOSTRA 50 pL
VOLUME DO REAGENTE 500 ul
CONCENTRACAO DO PADRAO PU*

TIPO DE REACAO P.F/ PADRAO / BRANCO DE REAG.

UNIDADES me/dL
COMPRIMENTO DE ONDA 500 nm
INCLINACAO DA REACAO CRESCENTE
LINEARIDADE 500 me/dL
RET. VALOR DO BRANCO SIM
PRECISAO DO RESULTADO 0.1 me/dL
VOLUME DE ASPIRAGAO 500 pL

Pode-se utilizar o Padrao do kit para calibragdo (Valor do padrio: 52,5 mg/dL).

A opgio “ PADRAO” pode ser substituida pela opgio “FATOR”. Porém, este
deve ser calculado previamente.

BIO 2000 & LABQUEST®

MODO P.F P1 525
WLI 505 UNDIDAD mg/dL
WL2 DECIMALS 1
BLANK? SIM LIM LIN MIN 0
BLANK- AMOS - PAD? NAO/NAO  LIM LIN MAX 500
CUB FLUXO ? SIM ABS REAT MIN -0.01
TEMP? 37°C ABS REAT MAX 0.5
VOL ASP 500 ABS PAD MIN 0.1
RETARDO 3 ABS PAD MAX 0.65
PADRAO SIM VR/VN MIN 30
PAD (OUANT) UNICA VR/VN MAX 70

Pode-se utilizar o Padrdo do kit para calibragéo (Valor do padrdo: 52,5 mg/dL).

RA-100®
TEST N° HDL
TEST NAME HDL
UNITS mg/dL
LOW NORMAL 30
HIGH NORMAL 70
FACTOR NO
STAND CONC PU*
TYPE 1
WAVELENGTH 510
SAMPLE VOLUME 2,5
SAMPLE PRIME VOLUME 2,5
SAMPLE FLUSH VOLUME 250
REAG VOLUME 250
REAG PRIME VOLUME 12,5
REAG FLUSH VOLUME 250
INCUBATION TIME 280
REAG. ABS LOW 0,01
REAG. ABS HIGH 0,4
REACTIVO ABS. LOW 0,1
REACTIVO ABS. HIGH 14
MAX LIN RSLT 500
TEMPERATURA 37°C

IPU* Inserido Pelo Usuério

Pode-se utilizar o Padrdo do kit para calibragio (Valor do padrdo: 52,5 mg/dL,
apos sua precipitagao).

BTS-310®

LOCALIDAD *
NOMBRE TECNICA HDL
UNIDADES 0
MODO DE CALCULO PF
MODO DE LECTURA MONO
FILTRO REFERENCIA -
FILTRO LECTURA 510
FATOR -
TIEMPO ESTBILIDAD 1

TIEMPO INCUBACION -
TIEMPO INTERVALO -
NUMERO DE INTERVALOS -
VOLUME DE ASPIRACAO 500
TIPO DE REACION Crescente
ESTANDAR 52.5 (Padrio do kit)
N° ESTANDARTES -

DUP. ESTANDARTES -

DUP. MUESTRAS -
ESCALAS ABS -

CONC. -

FACTOR DILUCION -

TEMPERATURA 37°C
ABBOT VP®

NAME INDEX - TES NAME 48 (HDL)

TEMPERATURE 37rC

FILTER ID CODE 13 (500/600)

UNITS 0,5 (mg/dL)
DILUITION 1: 26 ( 1:26)
REV. TIME 2

AUX. DISP NO

FRR NO
REACTION UP YES
STANDARD YES

LOW STANDARD 52,5 (Padrio do kit)

HIGH STANDARD 52,5 (Padrio do kit)

REAG. BLANK YES
END. POINT YES
BGN PRT REVOVUTION 3

PRT REVOLUTION 1

INITIAL REAGENT AD 0,1
UP LIMIT YES
MAX ABSB LIMIT 1,2

Todos os equipamentos sdo marcas registradas de seus fabricantes



