Instrugoes de uso

Colesterol HDL . Fosfotungstato

Kit para determinagao, por precipitacéo, do colesterol HDL em

amostras de soro ou plasma.

Somente para uso diagnéstico in vitro

Significado Clinico
As HDL séao pequenas particulas constituidas por cerca de 50% de

proteina, 20% de colesterol, 30% de fosfolipidio e tracos de
triglicérides. E divida em duas classes principais, HDL 2 e HDL 3,
que diferem em tamanho, densidade e composicdo. Cumprem o
importante papel de levar o colesterol diretamente até o figado ou
transferindo ésteres de colesterol para outras lipoproteinas,
especialmente as VLDL. E atribuido & fragdo HDL 2 o papel de
protecdo do desenvolvimento da aterosclerose .

Metodologia e principio do teste

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. Apds centrifugacdo, recolhe-se o liquido
sobrenadante, que contém a fragdo HDL, cujo colesterol (HDL) é

determinado enzimaticamente.
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Composicao dos reagentes
R1 |Precipitante: Fosfotungstato 0,4 mmol/L, cloreto de magnésio

20 mmol/L. Padréo: Colesterol HDL 15 mg/dL.

Apresentacoes
Codigo R1 R2 Testes
0039 1x25 mL 1x1,5 mL 100

O nimero de testes em equipamentos automatizados dependera
do protocolo de automagao utilizado.

Materiais necessarios nao fornecidos
— Agua destilada ou deionizada;

— Banho maria;

cepa

—  Cronbmetro;

—  Espectrofotdmetro;

—  Pipetas manuais ou automaticas;
—  Ponteiras descartaveis;

—  Vidraria.

Armazenamento, transporte e validade

Armazenar os reagentes entre 2-8°C em sua embalagem original.
Os produtos poderdo ser transportados, por até 48 horas, entre
2-30°C. A data de validade se encontra no rétulo do produto.

Precaucoes e cuidados especiais

— Nao misturar ou trocar lotes de reagentes diferentes;
—  Evitar contaminacdo microbiana dos reagentes e n&o utilizar

reagentes que tenham sinais de contaminagéo ou precipitagcao;

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

—  Utilizar equipamentos de protegao individual segundo normas
de biosseguranga;

A agua (destilada ou deionizada) utilizada na limpeza do

material ou nos procedimentos deve ser recente e isenta de

agentes contaminantes;

—  Certificar-se das condi¢gdes adequadas de funcionamento dos
equipamentos de analise;

— O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os

critérios de biosseguranca;

Lavar as maos apds trabalhar com material potencialmente

infeccioso.

Amostra biolégica

Soro/plasma
O analito é estavel por 7 dias 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

manipulagdo do material biolégico. 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.

Hemoglobina (>5,0 g/L) e bilirrubina (>10 mg/dL) podem interferir.
Muitos medicamentos e substancias atuam na diminuicdo e no

aumento das concentragdes séricas do colesterol HDL.

Procedimento
Permitir que reagentes e amostras atinjam a temperatura ambiente.

Pipetar, em um tubo de ensaio, como a seguir:
Amostra 100 pL

Precipitante 250 pL
Agitar vigorosamente por trinta segundos e incubar a

temperatura ambiente durante 10 minutos;

Centrifugar durante 10 minutos a pelo menos 4.000 rpm;
Recolher o sobrenadante em no méaximo 15 minutos apds
a centrifugagdo.Este procedimento deve ser realizado com o
maximo cuidado, de forma a nao ressuspender o precipitado.

O sobrenadante deve ser completamente limpido. Havendo
persisténcia de turbidez, verifica-se uma sedimentagao incompleta
do precipitado; neste caso, adicionar mais 250uL do reagente
precipitante no tubo correspondente a amostra, homogeneizar bem
e centrifugar novamente. (Utilizar o fator de 1,7 para corrigir a
diluicao anteriormente realizada). Se a turbidez da amostra
persistir mesmo apds a realizagdo do procedimento anterior, esta
nao deve ser utilizada para a determinagéo do colesterol HDL.

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

Branco Padrdao | Amostra
Agua Destilada 50 pL - -
Padrao HDL - 50 pL -
Sobrenadante da amostra - - 50 puL
*Reagente Enzimatico 500 pL 500 pL 500 pL

" Reagente enzimatico do kit Colesterol Total Cepa.



Homogeneizar bem e incubar em banho-maria a 37°C
durante 10 minutos, ou 30 minutos a temperatura ambiente;
Determinar as absorbancias do padrdo e da amostra em
500 nm, acertando o zero com o branco. A cor formada é estavel
por 30 minutos.

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

. ~ 52,5
Fator de Calibragao (FC)= Absorbancia do Padrao

ColesterolHDL (mg/dL) = Abs .da amostra x FC

Exemplo:

Concentragéo do padrao: 52,5 mg/dL
Absorbancia do padrédo: 0,120 D.O
Absorbancia da amostra: 0,148 D.O

Fator de Calibragao (FC) = ——

52,5
0,120

Col. HDL (mg/dL) = 0,148 x 437,5 = 64,7 mg/dL

Calculo das fragdes LDL e VLDL através da equagao de Friedewald. Utilizar
apenas para triglicérides abaixo de 400 mg/dL.

Colesterol VLDL =w

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

Para converter os valores de mg/dL para mmol/L, multiplicar os
resultados por 0,026.

Valores de referéncia

Soro/Plasma (mg/dL)

Os valores discriminados avaliam o risco de doengas corondrias.

Alto risco Menor ou igual 35
Risco Intermediario Entre 36-59
Baixo risco Maior que 60

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

Controle de qualidade

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros
controle comerciais. Preferencialmente deve participar de
programas de controle externo de qualidade, a exemplo daqueles

oferecidos pela SBAC e SBPC.

Caracteristicas de desempenho do produto

Sensibilidade analitica: A sensibilidade do método é de 0,3 mg/dL
(0,008 mmol/L).

Limite de Linearidade: Os resultados sao lineares até 150 mg/dL
(3,9 mmol/L). Para valores maiores que 150 mg/dL, diluir a amostra
1:5 com NaCl 0,85% (150 mmol/L) e repetir o ensaio. Multiplicar o
resultado encontrado pelo fator de diluigéo cinco (5).

Estudos comparativos: Este produto ndo apresentou variagdo
sistémica significativa quando comparado com produtos de mesma
metodologia.

Repetitividade e Reprodutibilidade:

Concentracao média n CV%
Repetitividade 30 mg/dL 20 33
55 mg/dL 20 | 2,0

Concentracdo média n | CV%
Reprodutibilidade 30 mg/dL 25 | 33
55 mg/dL 25 2,0

Termo de garantia
A MBiolog Diagnosticos Ltda garante o desempenho deste produto

até a data de expiragao indicada no rétulo, desde que os cuidados
de utilizagdo e armazenamento indicados nos rétulos e nestas

instrugdes de uso forem seguidas corretamente.

Meio ambiente

As caixas e bulas podem ser encaminhados para coleta seletiva e
recicladas, desde que ndo contenha contaminagdes quimicas e/ou

biolégicas. Preserve o meio ambiente.
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