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INSTRUGOES DE USO (versao heiz3
COLESTEROL HDL

Método com precipitacdo para a determinagao
enzimatica do Colesterol HDL.

FINALIDADE

O conjunto Colesterol HDL & um sistema que se destina a separagdo do
colesterol ligado & fragdo HDL no soro humano. Exclusivo para uso em
diagnéstico “in vitro”.

PRINCIPIO DE AGAO

A mistura acido fosfotingstico/cloreto de magnésio precipita quilomicrons,
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e muito baixa densidade (VLDL) sem
alterar a solubilidade das lipoproteinas de alta densidade (HDL). Apds
centrifugago, recolhe-se o liquido sobrenadante que contém a fragéo HDL cujo
conteido em colesterol (Colesterol HDL) é determinado pelo método
colorimétrico enzimatico.

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 formagao dos
horménios esteroides pelas gonadas e cértex adrenal. Cerca de 70 a 75% do
colesterol plasmatico encontra-se na forma de éster e 25 a 30% existe como
colesterol livre. Além do colesterol absorvido a cada dia pelo tubo gastrintestinal,
que é denominado colesterol exdgeno, grande quantidade, designada como
colesterol enddgeno, & formada nas células corporais. A aterosclerose
caracteriza-se pelo acumulo de lipideos dentro e ao redor das células no interior
das artérias e esta associada com a proliferagdo celular e fibrosa provocando o
estreitamento do lumen do vaso. O desenvolvimento da aterosclerose esta ativa
em todos os individuos e permanece sem qualquer manifestagdo por décadas.
Subitamente pode-se manifestar por dor toracica, infarto agudo do miocardio ou
morte sUbita. Valores acima do preconizado indicam um maior risco de doenca
coronariana. Os valores ndo devem ser interpretados isoladamente, mas em
conjunto com os exames correlatos, para uma estratificagdo do risco de forma
mais precisa. As causas de dislipidemia secundaria podem ser uso de
medicamentos (em especial diuréticos, betabloqueadores, corticoides,
anabolizantes), diabetes melito, hipotireoidismo, sindrome nefrética,
insuficiéncia renal cronica, alcoolismo, ictericia obtrutiva. Especial atengéo deve
ser dada a obesidade pela sua frequente comorbidade com a sindrome
plurimetabdlica.

REAGENTES

Apresentagao com 50 mL:

1. Precipitante: 01 frasco com 50 mL de solugdo aquosa contendo &cido
fosfotiingstico 1,50 mmol/L e cloreto de magnésio 54 mmol/L. Conservar entre
2-8°C.

2. Padrao: 01 frasco com 5,0 mL de padréo contendo colesterol 20 mg/dL ( 0,52
mmol/L) em solugdo aquosa e azida sédica 0,1 g/dL. Conservar entre 2-8°C.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotémetro

Centrifuga

Banho-maria

Crondmetro

Vidraria

Pipetas manuais ou automaticas

Agua destilada ou deionizada

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DOS REAGENTES
1.As datas de fabricagao e validade aparecem no rotulo da embalagem.

2.N&o usar reagentes cuja data de validade tenha expirado.

3.Todos os reagentes devem ser mantidos sob refrigeracéo, na faixa de 2-8°C.
4.Nao congelar.

5.0s reagentes devem permanecer fora do refrigerador apenas o tempo
necessario para as dosagens.

6.Antes de serem abertos, os reagentes podem ser transportados na faixa de
temperatura entre 15-25°C, até um limite de 48 horas.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

2.Evitar contaminagao com ions metalicos ou agentes oxidantes.

3.0 espectrofotdmetro ou mesmo equipamentos automatizados devem ficar
livres de contaminagdo microbiana, serem calibrados corretamente e
receberem manutengéo de acordo com as instrugdes do fabricante.

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

5.Evitar contaminag&o microbiana dos reagentes e néo utilizar reagentes que
tenham sinais de contaminagéo ou precipitagéo.

6.Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis separadas para cada amostra,
controle (se utilizado) e reagente e ndo trocar as tampas dos frascos dos
reagentes, a fim de evitar contaminagdo cruzada, o que poderia causar
resultados erréneos.

7.Nao dispensar os reagentes em tubulagao contendo ferro galvanizado.

8.0 Padréo (2) ¢ fornecido em concentragdo usual fixa. O desempenho do
ensaio pode ser afetado se este reagente for modificado ou néo for armazenado
nas condigdes recomendadas.

9.Ver cuidados no armazenamento e transporte dos reagentes.

10.Usar luvas descartaveis quando manusear reagentes.

11.Nao comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar
cosméticos dentro da area de trabalho onde reagentes e amostras estiverem
sendo manuseados.

12.Lavar sempre as maos apos trabalhar com material potencialmente
infeccioso. As amostras devem ser descartadas, ap0s 0 uso, em recipientes
especificos. Nao dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de agua e
esgotos. Todo o material biolégico deve ser processado como sendo
potencialmente contaminante.

AMOSTRA

Soro.

1.A amostra sangiinea deve ser obtida com o paciente em jejum de 12 horas.
2.Sob refrigeragéo (2-8°C), o colesterol HDL no soro é estavel por 3 dias.
3.Todo o material bioldgico deve ser processado como sendo potencialmente
contaminante.

4 Usar luvas descartaveis durante a manipulag&o.

5.As amostras devem ser descartadas, ap6s 0 uso, em recipientes especificos.
6.N&o dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de agua e esgotos.

PROCEDIMENTO

Os reagentes estéo prontos para uso.

A. Precipitagao: Pipetar em tubo de ensaio 0,25 mL de soro e adicionar 0,25
mL de Precipitante.

Agitar vigorosamente durante 30 segundos e deixar em repouso por 10 minutos
na temperatura ambiente. Centrifugar durante 15 minutos a 3000 rpm. Pipetar o
sobrenadante limpido imediatamente apds a centrifugagéo.

Proceder a determinag&o do colesterol HDL utilizando o método enzimético para
determinagéo do colesterol total, como descrito abaixo. Usar o kit Colesterol
Total KATAL para a etapa de colorimetria.

B. Colorimetria: Separar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco | Amostra | Padrédo

Sobrenadante - 0,1mL -
Padrdo - - 0,1 mL
Reagente de cor | 1,0mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria a 37°C durante 10 minutos.
Determinar as absorbancias do teste e do padrdo em 500 nm acertando o zero
com o branco. A cor formada € estavel por 60 minutos. Para espectrofotometros
que requeiram volumes de leitura superiores aos indicados, usar 0,20 mL de
Amostra ou Padrdo e 2,0 mL de Reagente Enzimatico.

CALcuLOS

- Colesterol HDL (mg/dL) = (Absorbancia do Teste+Absorbancia do Padréo) x
40*

*OBS: O valor 40 leva em conta a diluigdo do soro na etapa de precipitagao.

- Fator de calibragao = 40 + Absorbancia do Padréo

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

Exemplo:

- Absorbancia do teste = 0,365

- Absorbancia do padréo = 0,285

- Colesterol HDL (mg/dL) = (0,365 + 0,285) x 40 = 51 mg/dL
- Fator de calibragdo = 40 + 0,285 = 140

- Colesterol HDL (mg/dL) = 140 x 0,365 = 51 mg/dL

Calculo das fragdes LDL e VLDL através da equacéo de Friedewald (valida
apenas para valores de Triglicérides abaixo de 400 mg/dL):

- Colesterol VLDL = [Triglicérides] + 5

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



CONTROLE DA QUALIDADE

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros controle comerciais.
Preferivelmente deve participar de programas de controle externo de qualidade,
a exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.

VALORES DE REFERENCIA

Colesterol LDL | Desejavel Limitrofe Elevado
De2a19anos | <110mg/dL | 110-129 mg/dL | > 130 mg/dL
>19 anos <100 mg/dL | 100-159 mg/dL | > 160 mg/dL

Desejavel Limitrofe Elevado
| Colesterol Total | <200 mg/dL | 200-239 mg/dL | > 240 mg/dL

Colesterol HDL | Desejavel
De 2a 9 anos > 40 mg/dL
De10a19anos | =35mg/dL
>20 anos > 40 mg/dL

DADOS ESTATISTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE
Sensibilidade: 99%

Exatidao: A comparagéo com método similar, que também utiliza a metodologia
do &cido fosfotungstico/cloreto de magnésio, ja validado, mostrou um coeficiente
de correlaco, r, igual a 0,996 a partir de amostras aleatérias oriundas de
pacientes de ambulatdrio. A equagdo de regresséo obtida foi : Y=0,99X-0,95,
que demonstra uma exatiddo de 99%.

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

Repetibilidade Amostra
Média 33,65
Desvio Padrao 1,08
Coeficiente de Variagéo (%) 3,23

Reprodutibilidade: A realizacao de 20 determinagdes de uma amostra, realizada
por um operador diferente, utilizando 0 mesmo equipamento de medigao, com
valores dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Reprodutibilidade Amostra
Média 341
Desvio Padrdo 1,65
Coeficiente de Variaggo (%) 4,84

Sensibilidade analitica: O método apresenta uma variagéo de absorbancia em
500 nm igual a 0,007 em cada acréscimo de 1 mg/dL na concentragdo de
colesterol HDL. O limite de detecgao do método é igual a 4,5 mg/dL

INTERFERENTES

Amostras lipémicas podem apresentar sobrenadante turvo. Neste caso, diluir o
soro 1:2 com NaCl 0,85% e repetir a determinagdo. Multiplicar o resultado final
por 2. Hemolise acentuada e bilirrubina acima de 10 mg/dL interferem com o
teste.
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APRESENTAGAO

50 mL Volume
1.Precipitante | 1 x50 mL
2.Padrdo 1x5mL

CONDIGCOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

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

1.A adeséo estrita, pelo usuario, ao quadro de procedimento técnico.

2.As condigdes 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
condigdes de uso.
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