COLESTEROL HDL

Instrugoes de Uso

Finalidade . Sistema para determinagao do Colesterol HDL através da
precipitacao seletiva das lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade
(LDL e VLDL), por reacao de ponto final.

Uso profissional.

[Somente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio . As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo quantitativamente
precipitadas e, apos centrifugacao, o colesterol ligado as lipoproteinas de
alta densidade (Colesterol HDL) é determinado no sobrenadante.

Caracteristicas do sistema . Na selecéo de um sistema para
dosar o Colesterol HDL, a Labtest optou pelo &cido fosfottngstico e
cloreto de magnésio, que precipitando seletiva e quantitativamente as
VLDL e LDL, permitem a obtengao de resultados compardveis aos do
método de referéncia.

Apods centrifugacdo, o Colesterol HDL é determinado no sobrenadante
utilizando o sistema enzimatico Colesterol Liquiform Labtest (Ref. 76).

0 sistema de medida colorimétrica é facilmente adaptavel a maioria dos
analisadores autométicos capazes de medir uma reacdo de ponto final
em500 nm.

Metodologia . Labtest.
Reagentes

1. - Precipitante - Armazenar entre 2 - 8 °C.
Contém écido fosfotungstico 1,5 mmol/L e cloreto de magnésio
54 mmol/L.

2. - Padrao 20 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém colesterol 0,52 mmol/L e azida sddica 14,6 mmol/L. Armazenar
bem vedado para evitar evaporagao.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicOes
indicadas, sdo estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Durante 0 manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducao da
estabilidade.

Precaucoes e cuidados especiais

Néo utilizar o Reagente 1 - Colesterol Liquiform - Labtest (Ref.76) quando
sua absorbancia, medida contra a agua em 500 nm, for igual ou maior que
0,300 ou quando mostrar-se turvo ou com sinais de contaminagao.
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0 padrao contém azida sodica que é toxica. Deve-se tomar cuidado para
evitar a ingestdo e no caso de contato com os olhos, deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de agua e procurar auxilio
médico.

A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulagoes de
chumbo e cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de dgua para
descartar o reagente.

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulacao dos reagentes.

Materiais necessarios e nao fornecidos

1. Banho-maria mantido & temperatura constante (37 °C).

2. Fotometro capaz de medir, com exatiddo, a absorbancia entre 490 e
540 nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Cronometro.

5. Centrifuga com capacidade superior a 3500 rpm.

6. Reagente para determinagéo de colesterol.

Influéncias pré-analiticas . Considera-se que a variacao
bioldgica seja em torno de 7,5%. Assim, em uma série de repeticoes da
dosagem em um mesmo individuo, dois ter¢os dos resultados estarao
entre + 7,5% do valor médio. Portanto, a variagéo bioldgica se constitui
no fator mais importante da variabilidade total do colesterol HDL. Os
efeitos da variagdo bioldgica podem ser controlados até certo ponto
através da padronizacao das condicoes de preparo do paciente e da
coleta da amostra, mas o colesterol HDL ndo pode ser estimado com
confianca através de um ensaio de uma tnica amostra. VVarias amostras
devem ser obtidas e amédia dos resultados pode ser considerada como a
concentragao usual do colesterol HDL ou, mais exatamente, pode ser
considerada a faixa usual de resultados para o individuo.

Usar soro ou plasma (heparina-litio e EDTA). Amostras com citrato ou
oxalato ndo devem ser usadas porque produzem resultados falsamente
diminuidos.

As amostras de soro ou plasma nao devem permanecer entre 15 - 30 °C
por mais de 14 horas. Quando as medic6es ndo séo completadas dentro
de 14 horas, as amostras devem ser armazenadas entre 2 - 8 °C por 7
dias e por 30 dias a 20 °C negativos.

Deve-se armazenar em temperaturas <70 °C negativos quando houver
necessidade de preservagao por periodos maiores de tempo. Evitar
congelamentos e descongelamentos repetidos. Amostras
descongeladas devem ser bem misturadas antes da utilizagao. Nao usar
vortex ou similar. Nao usar amostras com sinais de contaminagao
microbiana.
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De acordo com o Consenso Brasileiro para a Normatizacdo da
Determinacao Laboratorial do Perfil Lipidico nao ha obrigatoriedade de
realizacao de jejum de doze horas pelo paciente para a determinacao de
lipideos. As concentragGes de colesterol total, HDL-C, n&o-HDL-C e
LDL-C ndo diferem significativamente se realizados em estado pos-
prandial ou emjejum‘z.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrdo (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparacao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que 0s erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que o0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manusea-las deve-se seguir as
normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o0 material biologico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de prote¢ao ambiental.

Interferéncias

Concentragoes de bilirrubina até 5 mg/dL, hemoglobina até 180 mg/dL e
triglicérides até 750 mg/dL ndo produzem interferéncias significativas.

Concentracoes de bilirrubina acima de 5 mg/dL produzem resultados
falsamente diminuidos.

Concentragdes de triglicérides acima de 750 mg/dL produzem resultados
falsamente elevados.

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o0 zero com agua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,; x 601
Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia; x 467

Limitacoes do método
Amostra/Precipitante iguala1:1.

Manter sempre a relagdo

Apos a centrifugacao, remover o sobrenadante limpido dentro de 15
minutos para evitar resultados falsamente elevados.

Amostras lipémicas e, ocasionalmente, amostras nao lipmicas podem
apresentar o sobrenadante turvo. Neste caso, diluir a amostra 1:2 com
NaCl 150 mmol/L e repetir a precipitagao. Multiplicar o resultado final por
2. Caso o sobrenadante permanegca ainda turvo a amostra ndo pode ser
utilizada para determinar o colesterol HDL.

Algumas amostras, principalmente lipémicas, podem apresentar o
sobrenadante limpido com uma camada na sua superficie que nao deve
ser pipetada, para evitar resultados falsamente elevados.
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Verlimitagoes do método.

Precipitagao das VLDL e LDL.
Emumtubo 12x 75, adicionar:

Soro: 0,25mL
Precipitante: 0,25mL

Agitar vigorosamente durante 30 segundos. A agitagdo sugerida é
fundamental para obtencdo de resultados consistentes. Centrifugar a
3.500 rpm por pelo menos 15 minutos para obter um sobrenadante
limpido. Pipetar o sobrenadante limpido imediatamente apés a
centrifugacao, tomando o cuidado para ndo ressuspender o precipitado,
afimde evitar resultados falsamente elevados.

Colorimetria. verobservagoes1,2e3.
Utilizar com o Reagente 1 - Colesterol Liquiform - Labtest (Ref. 76).

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Sobrenadante 0,1 mL
Padréo (n°2) 0,1 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
4gua no banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias do teste e padrao em 500 nm ou filtro
verde (490 a 540) acertando 0 zero com o branco. A cor é estével por 60
minutos.

0 procedimento sugerido para a medigdo é adequado para fotometros
cujo volume minimo de solugéo para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagdo da necessidade de ajuste do volume para o
fotdmetro utilizado.

Os volumes de amostra e reagente podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste e o
procedimento de célculo se mantém inalterado. Em caso de redug@o dos
volumes é fundamental que se observe 0 volume minimo necessario para
a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 mL séo
criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com cautela porque
aumentam aimprecisao da medicéo.

Calculos . Devido a diluigao 1:2 aplicada as amostras durante o
procedimento de precipitagao das VLDL e LDL, o valor do Padrao para
calculo dos resultados deve ser corrigido para 40 mg/dL.

Absorbancia do Teste
Colesterol HDL (mg/dL) = x40
Absorbancia do Padrao

Exemplo
Absorbancia do Teste = 0,290
Absorbancia do Padrao = 0,320
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0,290
Colesterol HDL (mg/dL) = x40 = 36

0,320

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.

40

Fator de Calibragéo =
Absorbancia do Padrao

Colesterol HDL(mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator

Exemplo

40
Fator= ——— =125
0,320

Colesterol HDL (mg/dL) = 0,290x 125 = 36

Unidades Convencionais: mg/dL
Unidades SI (mmol/L) = Unidades Convencionais x 0,026

Rastreabilidade do sistema . A calibragdo do sistema é
rastredvel ao Standard Reference Material (SRM) 911 do National
Instituite of Standards and Technology (NIST).

0 resultado da medigao é linear até 200 mg/dL. Quando for obtido um
valor igual ou maior que 200 mg/dL, diluir a amostra 1:2 com NaCl
150 mmol/L (0,85%), realizar nova medicao e multiplicar o resultado pelo
fator de diluicao.

Controle interno da qualidade . 0 laboratcrio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de controle, agGes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliaraimprecisdo e/ou desvios da calibragao.

Sugere-se procurar atender como limites maximos de controle as
especificagdes propostas por NCEP" para coeficiente de variagao
<4,00%, erro sistematico (bias) <5,00%, erro total <12,8%.

Valores referenciais do perfil lipidico" . 0s valores
referenciais e de alvo para perfil lipidico, para adultos maiores de 20 anos,
sdo apresentados de acordo com o estado metabdlico do paciente que
precede a coleta daamostra, sem jejum e com jejum de 12 horas.

Valores referenciais e de alvo terapéutico conforme avaliagdo de risco

cardiovascular estimado pelo médico solicitante do perfil lipidico para
adultos >20anos.
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Lipides Com jejum | Sem jejum Categoria
(mg/dL) (mg/dL) referencial
Colesterol Total* <190 <190 Desejavel
HDL-C >40 >40 Desejavel
Categoria de risco
<130 <130 Baixo
<100 <100 Intermedidrio
LoL-C <70 <70 Alto
<50 <50 Muito Alto
<160 <160 Baixo
- <130 <130 Intermediério
Nao-HDL-C <100 <100 Alto
<80 <80 Muito Alto

*CT > 310 mg/dL ha probabilidade de Hipercolesterolemia Familiar.

Valores referenciais desejaveis do perfil lipidico para criancas e
adolescentes.

Lipides Com jejum Sem jejum
(mg/dL) (mg/dL)
Colesterol Total* <170 <170
HDL-C >45 >45
LDL-C <110 <110

*CT > 230 mg/dL ha probabilidade de Hipercolesterolemia Familiar.

Conversao para unidades internacionais

HDL Colesterol: Unidades convencionais (mg/dL) x 0,026 =
Sl (mmol/L)

Caracteristicas do desempenho"

Exatidao . Em duas amostras com concentragdes de colesterol HDL
iguais a 28 e 54 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do
analito, obtendo-se recuperagoes entre 95 e 100%. O erro sistemético
proporcional médio obtido em um valor de 60 mg/dL foiigual a 1,2 mg/dL
ou2,0%.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
similar utilizando 80 amostras com valores situados entre 7 e
86 mg/dL. A comparacao resultou na equagao da regressao: y = 1,337
+ 0,932x e um coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,993. O erro
sistematico total (constante e proporcional) verificado no nivel de decisao
(60 mg/dL) foiigual a 2,74 mg/dL ou 4,5%.

Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de

ambulatorio e pacientes hospitalizados, pode-se inferir que 0 método tem
uma especificidade metodolégica adequada.

Repetitividade - Imprecisao intraensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 40 0,60 1,5
Amostra 2 20 59 0,49 0,8
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Reprodutibilidade - Imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 40 0,83 2,0
Amostra 2 20 58 0,99 1,7

Sensibilidade metodoldgica . Uma amostra protéica nio
contendo colesterol HDL foi utilizada para calcular o limite de detec¢ao do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 0,40 mg/dL, equivalente a
média de 20 ensaios mais dois desvios padrao. Utilizando-se a
absorbancia do padrao como parametro, o limite de detec¢ao fotométrica
¢de0,12mg/dL, correspondendo a uma absorbanciaigual a0,001.

Efeitos da diluicao da matriz . Umaamostra com valorigual a92
mg/dL foi utilizada para avaliar a resposta do sistema nas diluicoes da
matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando fatores de diluicdo que
variaram de 1,2 a 2,0 encontraram-se recuperagoes entre 93 e 103%.

Significado clinico . Nao ha divida de que o colesterol € um fator de
risco para DCI e que ele marcha - junto com o fumo, hipertensao e
intolerancia a glicose - como um dos quatro grandes fatores de DCI.
Estudos prospectivos e retrospectivos néo deixam dividas da existéncia
de uma interrelagao curvilinear entre os niveis de colesterol sérico, mais
especificamente LDL e VLDL, e aincidéncia de DCI.

Em 1977 ficou demonstrado que o Colesterol HDL tem um efeito protetor
contra a DCI. Os estudos de Framinghan revelaram que o0s niveis do
Colesterol HDL sao inversamente proporcionais a prevaléncia de DCI.

Estd bem estabelecido que niveis elevados de Colesterol LDL estdo
associados ao risco aumentado de DCI. Também, ndo ha duvida de que
tanto o Colesterol Total quanto as frages LDL e VLDL podem ser
diminuidas com dieta ou medicamento. A reducao de 1% no valor do
Colesterol Total diminui a prevaléncia de DCI em aproximadamente 2%.

As concentragoes do Colesterol Total e do Colesterol HDL dependem de
metabolismos distintos e ndo se deve fazer qualquer tentativa de buscar
correlagao entre seus niveis de concentragao.

Como calcular a concentragao do colesterol VLDL e

LDL . As concentragdes do Colesterol VLDL e LDL podem ser
calculadas utilizando a equacéo de Friedewald, que é exata para amostras
cujas concentragdes de triglicérides ndo ultrapassem 400 mg/dL e nao
pertengam a pacientes portadores de lipoproteinemia do Tipo lll.

Equacao de Friedewald

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

Observagoes
1.A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sao fatores

fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.
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2. 0 laboratorio clinico tem como obietivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagéo de 4gua de qualidade inadequada € uma causa
potencial de erros analiticos. A agua deionizada ou destilada utilizada no
laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medicdes e para uso no enxague final da
vidraria, deve ter resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentracao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a
coluna deionizadora esta com sua capacidade saturada ocorre produgao
de agua alcalina com liberago de vérios ions, silicatos e substancias
com grande poder de oxidagao ou reducéo que deterioram os reagentes
em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo
imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle
daqualidade daagua.

3. Para uma revisdo das fontes fisiopatoldgicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar
www.fxol.org/
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Apresentagao
Produto Referéncia Conteddo

[RI1]

1325 1 1X25mL
CAL 1X5mL

Colesterol HDL

13-50 [R[1 1X50mL

CAL 1X5mL

Para informagdes sobre outras apresentagoes comerciais consulte o site
www.labtest.com.br ou entre em contato com o SAC.

Estao disponiveis aplicagoes para sistemas automaticos.
Informacoes ao consumidor

[Termos e Condigées de Garantia]

A Labtest Diagnéstica garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiracdo indicada nos rétulos, desde que 0s

cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrugoes sejam seguidos corretamente.
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Simbolos utilizados com produtos diagnésticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnosticos in vitro
Symbols used with IVD devices

Conteddo suficiente para < n > ensaios
Contenido suficiente para < n > ensayos
Sufficient content for < n > trials

30
St

K

Risco bioldgico
Riesgo bioldgico
Biological risk

Prazo de validade (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa)
Fecha de expiracion (aaaa-mm-dd o mm/aaaa)
Expiration date (yyyy-mm-dd or mm/yyyy)

Ji

14
S
,ke

Corrosivo
Corrosivo
Corrosive

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limit (store at)

O

“

Toxico
Toxico
Poison

na i Europeia
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Authorized Representative in the European Community

Marca CE
Marcado CE
CE Mark

e/ou ibili a respi

Corenooe ico y/o
Carcinogenic/mutagenic and/or respiratory sensitizer

Atengao
Atencion
Attention

Toxico para os organismos aquaticos
Toxico para los organismos acuaticos
Toxic for aquatic organisms

Data de fabricagao
Fecha de fabricacion
Date of manufacture

Gases/liquidos comburentes
Gases/liquidos oxidantes
Oxidizing gases/liquids

Fabricante
Fabricante
Manufacturer

Substancia inflaméavel
Sustancia inflamable
Flammable substance

Liofilizado
Liofilizado
Lyophilized

Periodo apds abertura
Periodo post-abertura
Period after-opening

Nimero do lote
Denominacion de lote
Batch code

Produto de uso tnico
Producto de un solo uso
Single use product

Nimero do catalogo
Numero de catélogo
Catalog Number

B @ NS &O@ f 1

Consultar instrugdes de uso
Consultar instrucciones de uso
Consult instructions for use

METEIE N Rspa

CONTROL

Controle
Control
Control

Material Cali adrao

CAL

Material Calibrador/Esténdar
Calibrator/Standard Material

CONTROL | -]

Controle negativo
Control negativo
Negative control

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Dispositivo médico para diagnostico in vitro
In vitro diagnostic medical device

CONTROL

Controle positivo
Control positivo
Positive control

tend

Reactivo con microparticulas
Reagent with microparticles

Reagente
Reactivo
Reagent

Identificador dnico do dispositivo
Identificador dnico del dispositivo
Unique device identifier

Pré-Tratamento
Pretratamiento
Pre-Treatment

|STRIP| I

Cartucho contendo reagente
Cartucho que contiene reactivo

Cartridge reagent

Instalar até
Instalar hasta
Install before
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