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Reagente de diagnéstico para a determinacao quantitativa in-vitro do
Colesterol de Lipoproteinas de Alta Densidade (HDL-C) no soro ou no

plasma humano por colorimetria.

Utilizacao

Yumizen C560 HDL destina-se a determinagéo
quantitativa in vitro de Colesterol de Lipoproteinas de Alta
Densidade (HDL-C) em soro e plasma humanos, com
base num ensaio enzimatico com a metodologia
acelerador-detergente seletivo.

Utilizagdo em laboratérios clinicos.

As medigcbOes de lipoproteinas sido utilizadas para o
diagnéstico e tratamento de disturbios lipidicos,
aterosclerose e diversas doencgas hepaticas e renais.

A avaliagdo das variacdes fisiolégicas e patolodgicas da
concentragcdo de Colesterol de Lipoproteinas de Alta
Densidade (HDL-C) no soro e plasma humanos ¢ util para
a despistagem ou acompanhamento destas doencgas.

Interesse clinico

As lipoproteinas plasmaticas séo particulas esféricas que
contém quantidades variaveis de colesterol, triglicéridos,
fosfolipidos e proteinas. O fosfolipido, a proteina e o
colesterol livre constituem a superficie exterior da
particula de lipoproteina enquanto que o nucleo interior
contém em grande parte triglicérido e colesterol
esterificado. Estas particulas servem para solubilizar e
transportar o colesterol e triglicéridos na corrente
sanguinea.

As proporgdes relativas de proteinas e lipidos
determinam a densidade destas lipoproteinas e fornecem
uma base para iniciar a respectiva classificagcao (1). As
classes sdo: quilomicron, lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL)
e lipoproteina de alta densidade (HDL). Numerosos
estudos clinicos indicaram que as diferentes classes de
lipoproteinas tém efeitos variados e distintos no risco de
doenca cardiaca coronaria (2).

O papel principal do HDL no metabolismo dos lipidos é a
absorcdo e o transporte do colesterol dos tecidos
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periféricos para o figado através de um processo
conhecido como transporte reverso do colesterol (um
mecanismo cardioprotector proposto) (3). Niveis baixos
de HDL-C estéo fortemente associados a um aumento do
risco de doengas cardiacas coronarias e de doencas das
artérias coronarias (4, 5, 6, 7, 8, 9). Por conseguinte, a
determinagdo do HDL-C no soro é uma ferramenta util
para identificar os pacientes de alto risco. O Painel de
Tratamento de Adultos do National Cholesterol Education
Program (NCEP) (Programa Nacional de Educacéo sobre
o Colesterol) recomenda que todos os adultos a partir
dos 20 anos de idade devem obter um perfil das
lipoprotéinas em jejum (colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL e triglicéridos) de cinco em cinco anos, de
modo detectar quaisquer riscos de doenca cardiaca
coronaria (10).

O método de referéncia para a quantitacdo do HDL-C
combina a ultracentrifugagéo e a precipitacao quimica de
modo a separar o HDL das outras lipoprotéinas, seguido
da medicdo do colesterol através da analise de Abell-
Kendall (11). Este método é muito lento e trabalhoso para
ser usado nas andlises de rotina (12). Os primeiros
métodos de rotina, vastamente utilizados pelos
laboratérios, envolviam a precipitagdo selectiva e a
remogdo do LDL e do VLDL, seguidos pela medicdo
enzimatica do HDL-C na fraccdo de matéria suspensa
(11). Uma vez que estes métodos exigem um tratamento
prévio e passos de separagdo, os procedimentos do
ensaio ndo podem ser completamente automatizados.
Em resultado disso, a determinagdo de rotina do HDL-C
da origem a tempos de manuseamento demasiado
prolongados e a fraca reprodutibilidade.

Método

O ensaio com Yumizen C560 HDL (sob as licengas PCT/
JP97/04442, PCT/JP00/03860) € um método homogéneo
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para medir directamente os niveis de HDL-C no soro ou
no plasma, sem que haja necessidade de qualquer
tratamento prévio ou de passos de centrifugacao.

O método é em formato de dois reagentes e depende das
propriedades de um Unico detergente, conforme
ilustrado. Este método baseia-se em acelerar a reacgao
do colesterol oxidase (CO) com o colesterol nao
esterificado ndo-HDL e em dissolver selectivamente o
HDL utilizando um detergente especifico.

No primeiro reagente, o colesterol ndo esterificado nao-
HDL é submetido a uma reacg¢ao enzimatica e o peroxido
gerado é consumido por uma reacgéo da peroxidase com
DSBmT dando origem a um produto incolor.

O segundo reagente consiste num detergente capaz de
solubilizar o HDL especificamente, o colesterol esterase
(CE) e o acoplador cromogénico de modo a desenvolver
cor para a determinagdo quantitativa de HDL-C. Isto
pode ser referido como a metodologia Accelerator
Selective Detergent (Detergente selectivo acelerador).

HDL, LDL, VLDL, Acelerador + CO

Quilomicrons

LDL N&o Reactivo,
VLDL, Quilomicrons

DSBmT + Peroxidase

Detergente especifico do HDL
HDL _» HDL Dividido

Colesterol esterase

Colesterol HDL » A% Colestenona + H,0,

Colesterol oxidase

H,0, + DSBmT + 4-AAP » Desenvolvimento da cor

Peroxidase

(4-AAP = 4-Aminoantipirina, CO = Colesterol Oxidase,
DSBmMT = N,N-bis(4-sulfobutil)-m-toluidina-dissédio)
Reagentes

Yumizen C560 HDL esta pronto a utilizar.

Reagente 1 (R1):
Tampéo de Good

Oxidase do colesterol <1000 U/L
Peroxidase <1300 ppg U/L
N,N-bis(4-sulfobutil)-m-toluidina dissddio <1 mmol/L
(DSBmT)

Acelerador <1 mmol/L
Conservante < 0,06%

Acido ascérbico oxidase <3000 U/L

Reagente 2 (R2):
Tampéo de Good
< 1500 U/L

<1 mmol/L

Esterase do colesterol
4-aminoantipirina (4-AAP)
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Reagente 2 (R2):
Detergente <2%

Conservante

Yumizen C560 HDL deve ser utilizado de acordo com
esta nota informativa. O fabricante ndo se responsabiliza
pelo seu desempenho caso seja utilizado de outro modo.

Preparacao

1. Retire as tampas das cassetes.

2. Em caso de formagdo de espuma, retire-a com uma
pipeta de plastico.

3. Coloque o reagente R1 no anel interior do
compartimento de refrigeragcdo de reagentes e o
reagente R2 no anel exterior do compartimento de
refrigeracdo de reagentes.

Calibrador

Para calibrar, utilize:

ABX Pentra HDL Cal (A11A01647) (ndo incluido)

2 x 1 mL (liofilizado)

O valor de ABX Pentra HDL Cal atribuido é determinado
por procedimentos descritos no National Reference
System for Cholesterol (NRS/CHOL). Os materiais de
calibragdo tém concentragcdes que se aproximam do nivel
de decisdo médica.

Controlo

Para controlo de qualidade interno, utilize:

m ABX Pentra N MultiControl (1300054414) (ndo
incluido)
10 x 5 mL (liofilizado)

m ABX Pentra P MultiControl (1300054415) (ndo
incluido)
10 x 5 mL (liofilizado)

Cada controlo deve ser analisado diariamente e/ou apos
a calibracgéo.

A frequéncia dos controlos e os intervalos de confianca
devem estar de acordo com as normas laboratoriais e
com as diretivas especificas de cada pais. Deve cumprir
as diretrizes federais, estaduais e locais relativamente ao
teste de controlo de qualidade dos materiais. Os
resultados devem ficar dentro do intervalo dos limites de
confianca definidos. Cada laboratério deve estabelecer o
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procedimento a seguir se os resultados excederem esses
limites de confianca.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

m Analisador  automatico de  quimica  clinica:
Yumizen C560

m Calibrador: ABX Pentra HDL Cal (A11A01647)

m Controlos:
ABX Pentra N MultiControl (1300054414)
ABX Pentra P MultiControl (1300054415)

m Equipamento standard de laboratério.

Amostra

A populagéo de testes pretendida para este dispositivo é
a populagao geral.

Tipos de amostra

m Soro.
m Plasma em heparina de litio.

Os anticoagulantes que nao estdo presentes na lista ndo
foram testados pela HORIBA e, portanto, ndo séao
recomendados para utilizagdo com este ensaio.

Essas amostras devem ser retiradas do paciente depois
de 12 — 14 horas de jejum.

Estabilidade (11)

m A 4°C: 2 dias

m A -20°C com frascos que contenham selos a prova de
fuga e evaporagédo: 1 més

m A -70°C com frascos que contenham selos a prova de
fuga e evaporagdo: 2 anos

m Soro: Faga a recolha do sangue total por venipunctura
e deixe-o coagular. Centrifugue e retire o soro logo
que possivel apos a colheita (hum espaco de 3 horas).

m Plasma: Centrifugue e retire o plasma logo que
possivel apos a colheita (hum espaco de 3 horas).

Nota: Os anticoagulantes que contém citrato ndo devem
ser utilizados.

Intervalo de referéncia (9, 13)

Cada laboratério deve estabelecer os seus proprios
intervalos de referéncia. Os valores aqui fornecidos sao
utilizados apenas como linhas de orientacéo.
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Homens: 0,77 - 1,81 mmol/L (30 - 70 mg/dL)
Mulheres: 0,77 - 2,19 mmol/L (30 - 85 mg/dL)

De acordo com o NCEP, considera-se que os valores de
HDL superiores ou iguais a 1,033 mmol/L (40 mg/dL) sdo
desejaveis e que os valores superiores ou iguais a
1,550 mmol/L (60 mg/dL) protegem o organismo das
doencas cardiacas coronarias. Os valores abaixo de
1,033 mmol/L (40 mg/dL) sdo considerados um fator de
risco independente significativo para as doencgas
cardiacas corondrias (9).

Sensibilidade e especificidade clinicas, valores preditivos
positivo e negativo ndo sdo comumente relatados para
este analito. Isto € amplamente atribuido ao facto de que
este analito ndo é o Unico indicador para o proposito
pretendido e para a tomada de decisbes de tratamento
do paciente. Para se chegar a um diagnéstico e a um
curso de tratamento, os resultados de outros testes
clinicos quimicos de rotina devem ser utilizados em
conjunto com outras informagdes de diagnostico e da
avaliagdo do estado do paciente pelo profissional de
saude que o assiste.

Armazenamento e Estabilidade

Estabilidade antes da abertura:

Estavel até a data de vencimento marcada na etiqueta, se
armazenado a 2-8°C.

Estabilidade apés abertura:

Consulte o paragrafo "Desempenho do Yumizen C560".

N&o congelar.

Gestao de residuos

E favor consultar os requisitos da legislagao local.

Precaucobes gerais

m Este reagente destina-se apenas a diagnostico in vitro
profissional.
Para utilizagao laboratorial.

m Sujeito a prescrigdo.

m Este reagente é classificado como ndo perigoso de
acordo com a regulamentagéo (EC) N°.1272/2008.

m N&o pipete pela boca.

m N&o volte a encher os reagentes.

m N&o engolir. Evitar o contacto com a pele e com as
membranas mucosas.
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m Cumpra as normas preventivas de laboratério relativas
a utilizacao.

m As cassetes de reagente sdo descartaveis e devem ser
eliminadas de acordo com os requisitos da legislacéo
local.

m Consulte a MSDS (folha de dados de seguranga do
material) relacionada com o reagente.

m N3o utilizar o produto se houver evidéncia visivel de
deterioracdo bioldgica, quimica ou fisica.

m Nao utilize o produto se as condicbes de
armazenamento recomendadas, incluindo a
temperatura, nao forem respeitadas.

m O utilizador deve ser treinado por um representante da
HORIBA antes de utilizar o dispositivo.

m E da responsabilidade do utilizador verificar se este
documento se aplica ao reagente utilizado.

m Para obter assisténcia técnica, ligue para o numero
+33 (0)4 67 14 15 16.

m Qualquer incidente grave resultante da utilizagdo do
dispositivo deve ser comunicado ao fabricante e a
autoridade competente do pais onde o utilizador e/ou
0 paciente sao residentes.

Desempenho do Yumizen C560

Variabilidade de lote para lote

A recuperagédo de amostras (soro e plasma) feita durante
a libertacdo do CQ de trés lotes consecutivos de
reagente mostra que a variabilidade de lote para lote esta
dentro das especificagdes: < 10%.

Soro, plasma

Os dados de desempenho indicados a seguir foram
obtidos no analisador Yumizen C560.

Numero de testes: aproximadamente 384 testes

Estabilidade dos reagentes no sistema

Depois de aberta, a cassete de reagente colocada no
compartimento de refrigeragdo Yumizen C560 mantém-
se estavel durante 28 dias.

Volume da amostra: 2 pl/teste

Nivel mais baixo detetavel

O nivel mais baixo detetavel representa o nivel mais baixo
mensuravel da substancia em analise que pode ser
distinguido do zero. E calculado como a média absoluta
mais trés desvios padrdo de 20 réplicas de uma amostra
sem analito. O nivel mais baixo detetavel é estimado em
0,009 mmol/L (0,348 mg/dL).

S.A.S. au capital de 23.859.980 € - RCS Montpellier 328 031 042 - SIRET 328 031 042 000 42 - APE 332 B

Limite de quantitacao

O limite de quantitagcdo é determinado de acordo com o
protocolo CLSI (NCCLS), EP17-A2 (14) e é igual a
0,05 mmol/L (1,94 mg/dL).

Exatidao e Precisao

Repetibilidade (precisdo no mesmo ciclo)

A repetibilidade € determinada de acordo com as
recomendacgdes incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EP05-A3 (15) com amostras testadas 20 vezes:

m 2 controlos
m 3 amostras (niveis baixo / médio / elevado)

Valor médio | Valor médio o
mmol/L mg/dL Cv %

Amostra de 1,02 39,36 0,8
controlo 1
Amostra de 179 69,34 0,3
controlo 2
Amostra 1 0,85 32,90 1,2
Amostra 2 1,38 53,31 0,6
Amostra 3 2,21 85,67 1,2

Reprodutibilidade (precisao total)

A reprodutibilidade é determinada de acordo com as
recomendacgdes incluidas no protocolo CLSI (NCCLS),
EPO5-A3 (15) com amostras testadas em duplicado
durante 20 dias (2 séries por dia):

m 2 controlos
m 3 amostras (niveis baixo / médio / elevado)

Valor médio | Valor médio o
mmol/L mg/dL OV %

Amostra de 0,92 35,60 3.2
controlo 1
Amostra de 1,68 65,02 1,9
controlo 2
Amostra 1 0,77 29,80 3,8
Amostra 2 1,39 53,79 2,2
Amostra 3 2,05 79,34 2,3

Intervalo de medicao

O ensaio confirmou uma gama de medigdo de
0,05 mmol/L (1,94 mg/dL) a 4,50 mmol/L (174,15 mg/dL).
A gama de medigcdo estende-se a até 18 mmol/L
(697 mg/dL) com a pés-diluicdo automatica.
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A linearidade do reagente foi avaliada até 4,50 mmol/L
(174,15 mg/dL), de acordo com as recomendagdes do
protocolo CLSI (NCCLS), EP06 - Ed2 (16).

Correlacao

Amostras de paciente: Soro

Numero de amostras de paciente: 104

As amostras estdo correlacionadas com um reagente
comercial tomado como referéncia, de acordo com as
recomendacodes do protocolo CLSI (NCCLS), Ep09c (17).
Intervalo de valores de 0,08 mmol/L (3,10 mg/dL) a
4,24 mmol/L (164,09 mg/dL).

A equacdo da linha alométrica obtida por meio do
procedimento de regressao Passing-Bablok (18) é:

Y =1,007 X - 0,049 (mmol/L)

Y =1,007 X - 1,890 (mg/dL)

com um coeficiente de correlagédo r2 = 0,996.

Interferéncias

Hemoglobina: Nao se observa influéncia significativa
até 579 pmol/L (1000 mg/dL).

Nao se observa influéncia significativa
até uma concentragdo de triglicéridos
de 11,60 mmol/L (1015,00 mg/dL).
Nao se observa influéncia significativa
até 1544,20 pmol/L (90,34 mg/dL).
Nao se observa influéncia significativa

até 355,45 pmol/L (20,79 mg/dL).

Triglicéridos:

Bilirrubina total:

Bilirrubina
directa:

Outros limites sdo fornecidos por Young através de uma
lista de medicamentos e varidveis pré-analiticas
conhecidas que afectam esta metodologia (19, 20).

Estabilidade de calibracao

O reagente é calibrado no Dia 0. A estabilidade de
calibracgao é verificada testando 2 amostras de controlo.
A estabilidade da calibragdo é de 7 dias.

Nota: Recomenda-se uma recalibragcdo quando os lotes
de reagente mudam e quando os resultados do controlo
de qualidade ficam fora do intervalo de valores
estabelecido.

Fator de conversao

mmol/L x 0,387 = g/L
mmol/L x 38,7 = mg/dL
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