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Utilizagao prevista

Para a determinag&o quantitativa do colesterol de lipoproteina de alta densidade
no soro ou plasma humanos utilizando os analisadores Yumizen C230 e
Yumizen C240.

Apenas para utilizagdo em diagndstico in vitro. Rx Only.

Resumo

As lipoproteinas sdo particulas de forma esférica que contém quantidades
variaveis de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos e proteinas. Os fosfolipidos e
as proteinas constituem a superficie exterior da particula de lipoproteina,
enquanto o nucleo consiste essencialmente em colesterol na forma esterificada
e triglicéridos. A finalidade das particulas da lipoproteina é transportar o
colesterol e os triglicéridos pela corrente sanguinea.

As quantidades relativas dos componentes da proteina e do lipido determinam a
densidade das particulas da lipoproteina e providenciam uma base para a
respetiva classificagdo.! Estas classes sdo: quilomicron, lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de
alta densidade (HDL). Varios estudos clinicos demonstraram que estas
particulas da lipoproteina tém efeitos muito distintos e variados sobre o risco de
doenca cardiaca coronaria.2 O papel das particulas de HDL no metabolismo dos
lipidos consiste principalmente na retengdo e transporte do colesterol desde o
tecido periférico até ao figado. Este processo é conhecido como transporte
inverso do colesterol e foi proposto como mecanismo cardioprotetor.® Os baixos
niveis de HDL-C tém sido associados, de forma recorrente, a um aumento do
risco de doenga cardiaca corondria e doenga arterial coronaria.*9 Assim, a
determinagao do colesterol HDL no soro foi reconhecida como uma ferramenta
Util para identificar os pacientes de elevado risco. O Painel de Tratamento de
Adultos do National Cholesterol Education Program (NCEP, Programa Nacional
de Educagao sobre o Colesterol) recomenda que todos os adultos a partir dos
20 anos de idade devem medir os seus niveis de colesterol total e colesterol
HDL, pelo menos, a cada 5 anos de modo a detetar quaisquer riscos de doenga
cardiaca coronaria.?

O método de referéncia do CDC para colesterol HDL utiliza ultracentrifugacéo
seguida de precipitacdo quimica para separar a HDL das outras lipoproteinas,
seguindo-se a medi¢do do colesterol através de um ensaio de Abell-Kendall
modificado.'® Este método é considerado demasiado moroso e trabalhoso para
ser utilizado na andlise de rotina.!" Historicamente, a maioria dos laboratorios
utilizou um de vérios métodos para a precipitagéo e remogao seletivas de LDL e
VLDL, seguidas da medi¢do enzimatica da HDL-C na fragdo sobrenadante.
Uma vez que quase todos estes métodos exigiam passos de separagdo manual,
as determinagbes do colesterol HDL nao puderam ser completamente
automatizadas. Além disso, a diluicdo da amostra resultou numa determinagéo
enzimatica do colesterol com baixa sensibilidade. =~ Como resultado, a
determinagdo de rotina do colesterol HDL ficou afetada com tempos de
manuseamento prolongados e fraca reprodutibilidade.

Principio

O ensaio de colesterol autoHDL™ liquido € um método homogéneo para medir
diretamente os niveis de HDL-C no soro, sem que haja necessidade de qualquer
tratamento prévio ou passos de centrifugagdo. O método encontra-se num
formato de dois reagentes. O primeiro reagente contém a-ciclodextrina e sulfato
de dextrano para estabilizar a LDL, a VLDL e os quilomicrons. O segundo
reagente contém enzimas modificadas com PEG, que reagem seletivamente
com o colesterol presente nas particulas de HDL. Consequentemente, apenas o
colesterol HDL é sujeito a medigéo do colesterol.

Reagentes

R1: a-ciclodextrina 0,5 mM, sulfato de dextrano 0,5 g/L, cloreto de magnésio 2,0
mM, HSDA 0,3 g/L, tampé&o, pH 7,0 + 0,1, conservante.

R2: POD>15000 U/L, PEG-CO>5000U/L, PEG-CE>800 UL, 4-aminoantipirina
0,5 g/L, tampéo, pH 7,0 + 0,1, agente tensioativo, conservante.

HSDA = sddio N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina.

PEG-CO = colesterol oxidase de Nocardia sp.

PEG-CE = colesterol esterase de Pseudomonas

POD = peroxidase de rabano

Preparagao dos reagentes
Reagente 1: O Reagente 1 esta pronto a utilizar.
Reagente 2: O Reagente 2 esta pronto a utilizar.
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Armazenamento e estabilidade dos reagentes
Todos os reagentes mantém-se estéveis até a data de validade indicada no
rétulo do kit quando armazenados a 2-8°C.

Precaugoes

1. Para utilizagio em diagnostico in vitro.

2. Néo utilize a pipeta com a boca.

3. Todas as amostras utilizadas neste teste devem ser consideradas
potencialmente infeciosas. Devem ser aplicadas as precaugdes
universais, relativas as suas instalagdes, na preparagdo e eliminagéo
dos materiais durante e depois de efectuar o teste.

4. Nao utilize o reagente ap6s a data de validade impressa no kit.

Colheita e preparagdo de amostras
As amostras recomendadas sdo o soro, plasma tratado com EDTA ou
heparinizado.

Soro: Faca a recolha do sangue total por venipunctura e deixe-o coagular.
Centrifugue e retire o soro logo que possivel apos a colheita. (num espago de
3 horas).10

Plasma: As amostras podem ser recolhidas em EDTA ou em heparina.
Centrifugue e remova o plasma logo que possivel apés a colheita (num
espaco de 3 horas).10

Se néo forem logo analisadas, as amostras podem ser armazenadas a 2-8°C
durante um periodo maximo de 1 semana. Se as amostras necessitarem de
ser armazenadas durante mais de 1 semana, podem ser conservadas a
temperaturas inferiores a -20°C durante um periodo maximo de 1 més. Para
periodos de armazenamento de 1 més a 2 anos, as amostras devem ser
conservadas a -70°C.10

Interferéncias

Todos os estudos de interferéncias foram realizados de acordo com os
procedimentos recomendados na diretriz NCCLS NO. EP7-P relativamente
aos testes de interferéncias em quimica clinica.!2 Apurou-se que os niveis de
hemoglobina até 100 mg/dL e os niveis de bilirrubina até 20 mg/dL
apresentavam uma interferéncia minima (<5%) neste método. As amostras
com niveis de substancias interferentes superiores aos limites superiores
devem ser diluidas com soro fisioldgico antes de serem submetidas a ensaio.
Consulte o trabalho de Young para uma andlise dos efeitos dos
medicamentos nos niveis de colesterol HDL no soro. 3

Materiais fornecidos

Conjunto de Reagentes de Colesterol autoHDL™ Liquido
N.° de catalogo 12-H7545-162

Reagente 1 3x40mL

Reagente 2 3x14mL

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

1. Calibrador de Colesterol autoHDL/LDL Pointe, nimero de catalogo
H7545-CAL

2. Controlos de colesterol HDL Pointe

3. Analisador Yumizen C230/Yumizen C240

4. Manual de utilizagdo do Yumizen C230/Yumizen C240

Procedimento

Segue-se um exemplo geral do procedimento de teste autoHDL™ para um
analisador automatizado. Todas as aplicagdes do analisador devem ser
validadas de acordo com as recomendagdes do NCEP e CLIA."0 Para obter
assisténcia com as aplicagdes nos analisadores automatizados, contacte o
Departamento de Assisténcia Técnica.

37°C 37°C
Amostra + Reagente 1 --->»  Reagente 2 -->»  Medigdo (Absorv. de
capacidade de absorgao
4uL 300 uL 5min. 100 uL 5 min. entre 700 nm e 600 nm)
|
|
|
\Y
Resultado de HDL-C
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Parametros de teste

Teste: HDL Quimica: Auto HDL Colesterol
N.° de quimica: 218 Nome em letra de imprensa: HDL Colesterol
Tipo de reacéo: Tempo Fixo Direcéo de reago: Positiva
Onda pri.: 578 nm Ondasec: 670 nm
Decimal.: 0,1 Tipode amostra: ~ Soro
Tempo de branco: Tempodereagdo:2 18
Unidade: mg/dL Tempo de incubag&o: 18
Vol.deamostra  Aspirado  Diluente Vol. de reagente Diluente
Padrao; 3 uL uL uL 180 uL uL
Diminuido; uL uL uL 60 uL
Aumentado; uL uL uL
Intervalo de linearidade (padréo); 2-150 Limite de linearidade:
Intervalo de linearidade (diminuido): Redugo de substrato:
Intervalo de linearidade (aumentado): Abs. de branco misturado: - 40000 40000
Abs. de branco R1: -40000 40000 Estabilidade no equipamento: 30 Dia(s)
Resposta de branco -40000 40000 Limite de alarme do reagente: 5
Quimica dupla:
Verificagdo prozona:
Qt: Q2: Q3:
Q4: PC: ABS:
Utilizar resultado qualitativo:
Intervalo: Referéncia:
Desvio de declive:
Declive Desvio Unidade
1 0 mg/dL
Pré-tratamento:
Vol. de amostra pré-tratada: uL Vol. de reagente pré-fratado: ~ uL
Intervalo de ref.:

Tipo de amostra:  Sexo:

Intervalo de idades:

Intervalo de ref.:

Intervalo critico: ~ Unidade:

Parametros de configuragao da calibragado

Quim: HDL

Limitagdes

1. Os anticoagulantes que contém citrato ndo devem ser utilizados.

2. Proteja os reagentes da luz solar direta.

3. Armazene os reagentes de acordo com as instrugdes.

4. As amostras com valores superiores a 150 mmol/L devem ser diluidas a
1:1 com solugdo salina e novamente submetidas a ensaio. Multiplique o
resultado por dois.

Calibragao

O Calibrador de Colesterol autoHDL/LDL™ é necessario para a calibragdo. O
valor do calibrador autoHDL/LDL™ foi determinado por procedimentos
descritos no National Reference System for Cholesterol (NRS/CHOL).
Consulte o folheto informativo do kit do calibrador de colesterol
autoHDL/LDL™ para obter instrugdes. Se os resultados do controlo
estiverem fora do intervalo, o procedimento deve ser recalibrado.

Controlo da qualidade

A fiabilidade dos resultados dos testes deve ser habitualmente monitorizada
com materiais de controlo que tenham um desempenho consideravel nas
amostras dos pacientes.'® Os materiais de controlo de qualidade destinam-se
apenas a ser utilizados como monitores de exatiddo e precisdo. O Lipid
Standardization Panel (LSP) do National Cholesterol Education Program
(NCEP, Programa Nacional de Educagéo sobre o Colesterol) recomenda dois
niveis de controlo, um no intervalo de valores normal (35-65 mg/dL) € um
proximo das concentragdes onde sera necessario tomar decisdes (<35
mg/dL). Uma anélise de repetigdo deve estabelecer um intervalo de valores
de colesterol HDL aceitaveis para os controlos. A recuperagéo dos valores de
controlo dentro do intervalo adequado deve basear-se nos critérios utilizados
na avaliagdo do desempenho futuro do ensaio. Os materiais de controlo de
qualidade destinam-se a ser utilizados apenas como controlos da exactiddo e
precisdo. Os controlos devem ser efetuados em cada turno de trabalho em
que sejam realizados ensaios de HDL-C. Recomenda-se que cada
laboratério estabeleca a sua propria frequéncia de determinagéo de controlo.
Os requisitos de controlo de qualidade devem ser executados em
conformidade com os requisitos de acreditagdo e regulamentagéo local,
estatal e/ou federal.

Resultados

Para converter de unidades convencionais em unidades do S, multiplique as
unidades convencionais por 0,02586 mg/dL x 0,02586 = mmol/L colesterol
HDL

Valores esperados

Os valores esperados para o colesterol HDL no soro sao os seguintes*:

Sexo masculino: 30 - 70 mg/dL

Sexo feminino: 30 - 85 mg/dL

Cada laboratério deve estabelecer o seu préprio intervalo de valores
esperados.

De acordo com o NCEP, considera-se que os valores de HDL superiores ou
iguais a 35 mg/dL sdo desejaveis e que os valores superiores ou iguais a 60
mg/dL oferecem alguma protecdo contra as doengas cardiacas coronarias.
Os valores abaixo de 35 mg/dL s&o considerados um fator de risco
independente significativo para a doenga cardiaca coronaria.?

Caracteristicas de desempenho
Intervalo do ensaio: 2 - 150 mg/dL

Exatiddo: Estudos que compararam o método de colesterol autoHDL™
utilizado nos analisadores da série Yumizen 200 e num analisador

Definigao da calibragdo Calibrador | Conc. | Pos | N.dolote semelhante produziram os seguintes resultados:
Modelo matematico: Linear de dois pontos Agua 00 w ]
Fator: Réplicas: 2 CalWDLLOL | * ’ Método autoHDL™
Limites de aceitagdo Colesterol
Tempocal: 336 h N 36
Dif declive: DP: Colesterol HDL médio 61
Sensibilidade: Repetibilidade: * Definida pelo utilizador Intervalo (mg/dL) 30-124
Deter coef: Desvio padréo (mg/dL) 22
Calib. auto. Anadlise de regressao Y=0,958x +2,6
o Tempo cal Coeficiente de correlagéo R=0,982
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Precisdo: i
A precisdo no mesmo dia do reagente de colesterol autoHDL™ liquido foi Legenda dos simbolos
determinada na sequéncia de uma modificagédo do documento NCCLS EP5- " . ML LoT -
T2.% utilizando os analisadores da série Yumizen 200. Os estudos de precisao & Utizar a6 (VAAA-HNDD) Lote e codigo
no mesmo dia produziram os seguintes resultados: Nmero de catélogo o Fabricante

N Amostra L%N H|2%H - Dispositivo médico de diagnéstico in vitro /}f Limite de temperatura

HDL média

Colesterol (mg/dL) 28 108 E[ﬂ Consulte as instrugdes de utilizagao Rx (_)nly: Utiliz_agéolapenas

Desvio padrio (mg/dL) 0,5 0,7 mediante receita médica

Coeficiente de variacéo (%) 18 0,7 N

e 5 EC - ; -
A precisdo entre dias também foi determinada na sequéncia de uma modificagio L& Marcagao ce - LE2 F2| Represetante autorizadona Comunidade Euopea
do documento NCCLS EP5-T2.17 Os estudos de precisdo entre dias realizados
nos analisadores da série Yumizen 200 produziram os seguintes resultados:
A LOW HIGH Q705 s o -pomesars ()
| - t It ted - Points

N mosira 5 % 12-H7545-162 5449 Research Drive Canton, M1 45188

HDL média

Colesterol (mg/dL) 25 44

Desvio padrao (mg/dL) 1,0 2,1

Coeficiente de variacéo (%) 39 39 Fabricado por HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand

5449 Research Drive, Canton, M| 48188

Sensibilidade: Limite de detegao de 2 DP (95% de Conf) = 0,365 mg/dL.
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