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INSTRU(}()ES DE USO (versao Dev24)
HDL DIRETO PLUS

Método enzimatico

FINALIDADE
O produto HDL DIRETO PLUS ¢ indicado somente para uso diagndstico in vitro na
determinagao quantitatva de HDL Colesterol em soro e plasma humano.

PRINCIPIO DE AGAO
0 ensaio consiste em 2 reagdes distintas:

1. A eliminagdo de quilomicrons, Colesterol-VLDL e Colesterol-LDL pelo colesterol
esterase e pelo colesterol oxidase e subseqiientemente pela catalase.
Colesterol esterase

Esteresdecolesterol . Colesterol + 4cidos graxos

Colesterol oxidase
Colesterol+ 02— Colestenona +H20:

Catalase
2H202 2H20+ Oz

2. Medicdo especifica do Colesterol HDL apds a liberagdo do Colesterol HDL por
detergentesno Reagente 2

Colesterol esterase
Esteres de colesterol = Colesterol + 4cidos graxos

Colesterol oxidase
Colesterol+ 0 =—————————->Colestenona +H:0:

Peroxidase
2H202+4-AA+HDAOS ~ — Pigmento de Quinona +4H20

A intensidade do corante quinoneimina produzido é diretamente proporcional a
concentragdo de colesterol quando medida a 600 nm.

Na segunda reagéo a catalase é inibida pela azida de sodio no Reagente de Enzima 2.
*Chave: 4- AA= 4 - Aminoantipirina ; HDAOS=N-(2-hidréxido-3-sulfopropil);

3,5 dimetoxianiolina

SIGNIFICADO CLINICO

O colesterol ¢ o principal esterol do organismo, estando presente em todas as células
como um componente estrutural das membranas e das lipoproteinas (HDL,

VLDL e principalmente, LDL). E também o precursor na formagdo dos horménios
esteroides pelas gonadas e cortex adrenal.

Cercade 70a75% do colesterol plasmatico encontra-se na forma de éstere 25 a 30%
existe como colesterollivre.

A importancia clinica dos lipideos estd associada a sua contribuicdo para a
coronariopatia (CHD) e para varios disturbios lipoprotéicos. Quando as concentragdes de
colesterol total e de colesterol LDL s&o altas, aincidéncia e prevaléncia de CHD também
sdoalfas.

Ao contrario do colesterol LDL, 0 aumento das concentragdes de colesterol HDL mostrou
ser um protetor para a CHD tanto em estudos experimentais como clinicos. Pelo fato de
a aterosclerose comecar na infancia e poder levar décadas para manifestar-se
clinicamente, a mensuracéo dos lipideos e lipoproteinas plasméticas € um meio valioso
de identificar individuos em risco para CHD e determinar a terapia mais apropriada.

REAGENTES

Apresentagdo com 80 mL:

1. Reagente 1: 01 frasco com 60 mL, contendo N, N-Bis (2-hidroxietil)-2-amino etano
acido sulfdnico  100mmollL pH 7,0; HDAOS N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-
dimetoxianiolina 0,7 mmol/L; Colesterol Esterase 800 U/L; Colesterol Oxidase 500
U/L;Catalase 300 KU/L.

2. Reagente 2: 01 frasco com 20 mL de N, N-Bis (2-hidroxiefil)-2-amino etano &cido
sulfdnico 100mmol/L pH 7,0; 4-Amino antipirina 4 mmol/L; Peroxidase 4 KU/L Azida
Sadica 0,09% piv.

3. Calibrador: 01 frasco contendo colesterol HDL humano liofiizado. A concentragdo
esta impressa no rétulo do frasco. Conservarentre 2-8°C.

Nota: Depois de abertos os reagentes Enzimatico 1 e 2 sdo estaveis até a data de
validade indicada no rétulo, se mantidos entre 2-8°C quando armazenados protegidos da
luz, bem vedados e ndo sendo expostos a contaminagdes quimica e microbiana.

Apresentagdo com 240 mL:

1. Reagente 1: 01 frasco com 180 mL, contendo N, N-Bis (2-hidroxietil)-2-amino etano
acido sulfdnico  100mmollL pH 7,0; HDAOS N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-
dimetoxianiolina 0,7 mmol/L; Colesterol Esterase 800 U/L; Colesterol Oxidase 500
U/L;Catalase 300 KU/L.

2. Reagente 2: 01 frasco com 60 mL de N, N-Bis (2-hidroxietil)-2-amino etano acido
sulfdnico 100mmol/L pH 7,0; 4-Amino antipirina 4 mmol/L; Peroxidase 4 KU/L Azida
Sédica 0,09% piv.

3. Calibrador: 01 frasco contendo colesterol HDL humano liofiizado. A concentragdo
estd impressa no rétulo do frasco. Conservarentre 2-8°C.

Nota: Depois de abertos os reagentes Enzimatico 1 e 2 sdo estéaveis até a data de
validade indicada no rétulo, se mantidos entre 2-8°C quando armazenados protegidos da
luz, bem vedados e ndo sendo expostos a contaminagdes quimica e microbiana.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotometro

Centrifuga

Banho-maria

Crondmetro

Vidraria

Pipetas manuais ou autométicas

Agua destilada ou deionizada

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANS PORTE DOS REAGENTES

Antes de serem abertos, os reagentes podem ser fransportados em temperaturas na
faixa de 15-25°C, até umlimite de 48 horas.

As datas de fabricagdo e validade aparecem no rétulo da embalagem. N&do usar
reagentes cuja data de validade tenha expirado.

Todos os reagentes devem ser mantidos sob refrigeracéo, na faixa de 2-8°C. Ndo
congelar. Manter ao abrigo da luz. Os reagentes devempermanecer fora do refrigerador
apenas 0 tempo necessario para as dosagens.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

2.0 calibrador contém derivados do sangue humano e apresentou resultados negativos
paraa presenca de HBsAg e HIV utilizando testes aprovados. Entretanto, nenhum teste
conhecido pode assegurar que produtos derivados de sanguehumano ndo transmitam
doencas infecciosas. Recomendamos o manuseio como sendo material potencialmente
infectante.

3.0sreagentes contém azida sodica, irritante para a pele e mucosas. Caso haja contato
com quaisquer desses reagentes, lavar imediatamente a area afetada com agua em
profus&o. Em caso de ingestio acidental, procurar auxilio médico imediato.

4 Nao dispensar emtubulagao contendo ferro galvanizado.

5.Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis separadas para cada amostra,
calibrador ou reagente a fim de evitar contaminagéo cruzada, o que poderia causar
resultados erréneos.

6.Evitar contaminagdo com ions metalicos ou agentes oxidantes.

7.0 espectrofotdmetro ou mesmo equipamentos automatizados devem ficar livres de
contaminagdo microbiana, serem calibrados corretamente e receber manutengdo de
acordo comas instrugdes do fabricante.

8.N&o misturar ou trocar diferentes lotes de reagentes.

9.Evitar contaminagdo microbiana dos reagentes e ndo utlizar reagentes que tenham
sinais de contaminagdo ou precipitagéo.

10.Ver cuidados no armazenamento e ransporte dos reagentes.

11.Nao comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar cosméticos
dentro da area de frabalho onde reagentes e amostras estiverem sendo manuseados.
12.Usar luvas descartaveis quando manusear amostras clinicas ou reagentes.

13.Lavar sempre as maos apos trabalhar commaterial potencialmente infeccioso.

14 As amostras devemser descartadas, apds o uso, em recipientes especfficos.

15.N&o dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de dgua e esgotos.

16.Todo o material biologico deve ser processado como sendo potencialmente
contaminante.

AMOSTRA

Soro ou plasma (heparina, EDTA).

Sob refrigeracao (2-8°C), o soro é estavel por 6 dias. As amostras so estaveis 30 dias a
-20°C e por um ano quando armazenadas até -70°C. Se alguma amostra apresentar
precipitado, centrifugar antes de usar.

PROCEDIMENTO

Preparo do Calibrador: Deixar o frasco do calibrador a temperatura ambiente por 10
minutos. Adicionar 1,0mL de 4gua destilada ao contetido do frasco. Aguardar 10 minutos
e homogeneizar commovimentos circulares. Estavel por 03 dias entre 2-8°C e 30 dias a
-20°C. Recomendamos separar o calibradoremaliquotas antes do congelamento. Apds
descongelar, homogeneizar antes da utlizagdo. O material congelado deve ser degelado
uma unica vez.

Nota: E fundamental que a 4gua utiizada para a reconstituigéo do calibrador seja de boa
qualidade, para evitar a deteriorizagdo do mesmo e alteragéo dos resultados analisados.

Dosagem (Soro ouPlasma)

Separar 2 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Teste | Calibrador
Amostra | 0,01mL -
Calibrador - 0,01mL
Reagente1| 0,75mL| 0,75mL

Homogeneizar beme colocar no banho-maria a 37°C durante 5 minutos. Determinar as
absorbancias do teste e do calibrador em 600 nm, acertando o zero com éagua
deionizada. As absorbancias encontradas serdo Af.

Teste | Calibrador
[ Reagente 2] 0,25mL| 0,25mL

Homogeneizar beme colocar no banho-maria a 37°C durante 5 minutos. Determinar as
absorbancias do teste e do calibrador em 600 nm, acertando o zero com &gua
deionizada. As absorbancias encontradas seréo A2.

Nota: Este procedimento nédo se aplica para analisadores semi-autométicos que utilizam
somente cubeta de fluxo.



CALcuLOS

1. Colesterol HDL (mg/dL) = [Abs. Teste (A2 - A1cor) + Abs. Calibrador (A2 —A1cor.)] x
Concentragdo do Calibrador

2. Fator de calibragdo = Concentragdo do Calibrador + Abs. Calibrador (A2 — A1cor.)

3. Colesterol HDL (mg/dL) = Abs. Teste (A2 - Alcor) x Fator

*Corregdo: A primeira leitura da absorbancia (A1) devera ser corrigida para o volume
final da reagéo obtendo-se Alcorigido, antes do célculo da concentragdo de HDL. Acor. =
A1x0,75.

Exemplo:
Teste: A1=0,002A1cor. = 0,0015A2=0,111

Calibrador: A1=0,002  A1cor. =0,0015A2= 0,037

Concentragao do Calibrador: 20mg/dL

ColesterolHDL (mg/dL):[(0,111-0,0015)+ (0,037 -0,0015)] x 20 =61,7
Fator de Calibragéo: 20 + (0,037 -0,0015) =563

Colesterol HDL (mg/dL): (0,111-0,0015) x563 =61,7

VALORES DE REFERENCIA

Recomenda-se que cada laboratdrio estabeleca sua propria faixa de referéncia na sua
populagdo atendida. Os valores abaixo sao fornecidos como orientagéo.

Soro ou plasma

Idade Desejavel
2-9 anos > 40 mg/dL
10-19 anos | =35mg/dL
>20 anos > 40 mg/dL

LINEARIDADE
A reacdo é linear até 130 mg/dL. Para valores acima de 130 mg/dL, diluir aamostra com
4gua destilada. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigao.

DADOS ESTATiSTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE
Sensibilidade: 100%

Exatiddo: A comparagdo com método similar validado demonstrou um coeficiente de
correlacéo, r, igual a 0,97 a partr da andlise de amostras aleatorias oriundas de
pacientes de ambulatdrio. A equagéo de regressdo obtida foi: Y =0.936x + 2,53, que
demonstra uma exatiddo de 97%.

Repetibilidade: A realizagdo de 20 determinagdes de uma mesma amostra com valor
dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Repetibilidade Amostra
Média 11
Desvio Padréo 0,5
Coeficiente de Variagao (%) 40

Reprodutibilidade: A realizacdo de 20 determinagdes de uma mesma amostra,
realizada por umoperador diferente, utlizando 0 mesmo equipamento de medi¢do, com
valores dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Reprodutibilidade Amostra
Média 10,5
Desvio Padréo 0,5
Coeficiente de Variagdo (%) 33

Sensibilidade analitica: A concentragdo minima detectavel de Colesterol HDL foi
determinada repetindo e testando diluigdes de um soro de controle apropriado. A
sensibilidade determinada foi de 3 mg/dL.

INTERFERENTES

O Ensaio ndo é afetado por amostras ictéricas (bilirrubina <30 mg/dL), fatores
reumatoides <10001U/mL, amostras hemolisadas (Hb <500mg/dL) e amostras lipémicas
(triglicérides <1200 mg/dL). Amostras lipémicas com uma concentragdo >1200 mg/dL
devemser diluidas 1+ 9 com NaCl 0.9% (p/v) antes de ensaiar. O resultado obtido dever
ser multiplicado por 10.

Substancias que aumentam o nivel de colesterol: cimetidinas, etanole 4cido nicotinico.
Resultados diminuidos: pacientes com diabetes, obesidade, sedentarismo, fumantes,
CHD entre outros.

CONTROLE DAQUALIDADE

O laboratorio deve ter como pratica de rona o uso de soros confrole comerciais.
Preferivelmente deve participar de programas de confrole externo de qualidade, a
exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.
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APRESENTAGAO
Apresentacao 80 mL | Apresentacgdo 240 mL
1.Reagente 1 1x60mL 1x180mL
2.Reagente 2 1x20mL 1x60mL
3. Calibrador Lioflizado Lioflizado

CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

O desempenho deste sistema diagndstico, medido pelas propriedades descritas nesta
Instrugdo de Uso, esta garantido até a sua data de vencimento, desde que obedecidas
as seguintes condigdes:

1. A ades&o estrita, pelo usuério, ao quadro de procedimento t&cnico.

2. As condicbes de armazenamento estarem de acordo com o recomendado nesta
Instrugdo de Uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos com o produto, estarem em boas condicdes
de uso.

AUTOMAGAO
Aplicagdes para analisadores automéaticos estdo disponiveis, se solicitadas.

ASSESSORIA CIENTIFICA

Para esclarecimentos de duvidas e Assessoria Cientiiica ligue:
(31) 3157-3688 ou (11) 99217-8407

e-mail: sac@katal.com.br

Katal Biotecnolégica Ind. Com. Ltda.
Rua: Leiria, 1.160 - CEP 31255-100.
Belo Horizonte - MG — Brasil - CNPJ: 71.437.917/0001-04
Responsavel Técnica: Raquel Miranda Gonzaga— CRBio 076936/04-D
ANVISA: 10377390190
Data da ultimarevisao: 17/12/2024

SIMBOLOS UTILIZADOS PARAPRODUTOS DIAGNOSTICOS
“INVITRO”

Contetido suficiente para <n>testes

Datalimite de ulizagdo do produto (dd/mm/aaaa)

A Material Calibrador

Limite de temperatura (conservara)

Consultar instrugdes de uso
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