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HDL DIRETO
ReF K071
INSTRUCOES DE USO

FINALIDADE
Método para a determinagao do Colesterol HDL. Teste enzimatico
colorimétrico, somente para uso diagnoéstico in vitro.

PRINCIPIO DE AGAO

Metodologia: Enzimatico - Colorimétrico

O kit HDL Direto permite uma determinagdo direta sem a
necessidade de precipitag8o prévia nem tratamento da amostra.
Sao utilizados reagentes que realizam a dosagem seletiva do
colesterol ligado ao HDL. As superficies das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), muito baixa densidade (VLDL) e dos
quilomicrons séo estabilizadas pela adsor¢éo do polianion e nao
sofrem a agdo das enzimas modificadas presentes no reagente.
O HDL, no entanto, se solubiliza pela agdo de um detergente,
permitindo a acéo enzimatica sobre o colesterol ligado a ele.
Desta forma, a intensidade da coloragéo formada é proporcional
a concentragao de colesterol HDL na amostra.

REAGENTES

Numero 1 - Polidnion - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Polianion 0,2% e 4-Aminofenazona 2,0 mmol/L.

Numero 2 - Reagente Enzimatico - Conservar entre 2 e 8°C.
Contém: Tampéo (pH 7,0) 100 mmol/L, DSBT 24 mmol/L,
Colesterol Esterase < 300 U/L, Colesterol Oxidase < 300 UI/L,
Peroxidase < 1.000 U/L e detergente.

Numero 3 - Calibrador - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Soro Liofilizado com valor definido de HDL. Potencialmente
infectante.

Atencao: A concentracdo varia de acordo com o lote - vide
rétulo do frasco.

APRESENTAGAO
Apresentacdo | Reagente N°1 Reagente N° 2 | Reagente N° 3
1 60 mL 20 mL 2mL
2 240 mL 80 mL 2mL
3 2x30mL 2x10mL 2mL
4 30 mL 10 mL 2mL
5 4 x30mL 4 x 10 mL 2mL
6 6 x 30 mL 6 x 10 mL 2mL
7 2 x 60 mL 2x20mL 2mL
8 4 x 60 mL 4 x 20 mL 2mL
9 3x60mL 3x20mL 2mL
23 60 mL 20 mL 5mL
24 240 mL 80 mL 5mL
25 30 mL 10 mL 5mL
26 2x30mL 2x10mL 5mL
27 4 x 30 mL 4 x 10 mL 5mL
28 6 x 30 mL 6 x 10 mL 5mL
29 2 x60 mL 2x20mL 5mL
30 3x60mL 3x20mL 5mL
31 4 x 60 mL 4 x 20 mL 5mL

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Espectrofotdmetro termostatizado, relogio ou crondmetro, pipetas,
tubos de ensaio, Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin. Encontram-se
no mercado especializado de artigos para Laboratérios de
Andlises Clinicas.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

A temperatura de armazenamento devera ser de 2 a 8°C.
O transporte em temperaturas entre 15 e 30°C ndo devera
exceder 72 (setenta e duas) horas. Manter ao abrigo da luz e
evitar umidade. Ndo congelar.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagnoéstico in vitro profissional.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengdo de
resultados exatos.

3- A 4gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e
isenta de agentes contaminantes.

4- Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions
diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de
forma significativa os resultados.

5- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais
de protecdo ambiental para que o descarte dos reagentes e do
material biolégico seja feito de acordo com a legislacéo vigente.
6- Para obtencdo de informagGes relacionadas a
biosseguranga ou em caso de acidentes com o produto,
consultar as FISPQ (Ficha de Informagdes de Seguranca
de Produtos Quimicos) disponibilizadas no site
www.bioclin.com.br ou através de solicitagdo pelo SAC (Servigo
de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

7- Nao utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

8- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos
utilizados estejam devidamente calibrados e submetidos as
manutencdes periddicas.

AMOSTRAS
Soro obtido livre de hemolise, plasma colhido com heparina.
O Colesterol HDL é estavel no soro por até 7 dias entre 2 e 8°C.

DESCRIGAO DO PROCESSO

PREPARO DOS REAGENTES

Antes de reconstituir o Calibrador deve-se observar o volume
indicado no frasco e proceder conforme descrito abaixo.
Apresentagao 1 a 9: Abrir cuidadosamente o frasco e adicionar
exatamente 2 mL de agua destilada, conforme volume descrito
no rétulo do frasco.

Apresentagao 23 a 31: Abrir cuidadosamente o frasco e adicionar
exatamente 5 mL de agua destilada, conforme volume descrito
no rétulo do frasco.

Homogeneizar. Deixar o frasco em repouso por 30 minutos.
A cada 10 minutos, agitar cuidadosamente o frasco com
movimentos circulares, para evitar que material figue aderido a
parede do frasco. Evitar a formagéo de espuma.

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle
os kits Biocontrol N e P Bioclin.

e

Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), C (Calibrador), A (Amostra)
e proceder como a seguir:

Branco Calibrador Amostra
Reagente N° 1 300 uL 300 uL 300 uL
Calibrador == 3ul
Amostra - 3uL

Homogeneizar e colocar em banho-maria 37°C por 5 minutos. Ler
a absorbancia da Amostra (Al) e do Calibrador (C1) em 550 nm
(540 - 560 nm), acertando o zero com o Branco.

| Reagente N° 2 | 100 uL | 100 uL | 100 uL

Homogeneizar e colocar em banho-maria 37°C por 5 minutos. Ler
a absorbancia da Amostra (A2) e do Calibrador (C2) em 550 nm
(540 - 560 nm), acertando o zero com o Branco. A cor é estavel
por 60 minutos.

CALCULOS

HDL Colesterol = (A2 - A1) x Concentracéo do Calibrador
(C2-C1)

Os resultados serdo expressos em mg/dL.

LIMITAGOES DO PROCESSO
N&o utilizar anticoagulantes que contenham citrato.
N&o expor os reativos a luz.

INTERFERENTES

O Acido Ascérbico até 50 mg/dL, a Hemoglobina até
500 mg/dL, a Bilirrubina até 30 mg/dL e o Triglicérides até
1000 mg/dL n&o alteram os resultados.

CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

O Laboratério Clinico deve possuir um programa interno de
controle da qualidade, onde procedimentos, normas, limites
e tolerancia para variagbes sejam claramente estabelecidos.
E importante ressaltar que todos os sistemas de medicdo
apresentam uma variabilidade analitica caracteristica, que
deve ser monitorada pelos proprios laboratérios. Para tanto, é
recomendavel a utilizacdo de controles, que permitem avaliar a
precisdo e a exatiddo das dosagens.

RASTREABILIDADE

O calibrador do kit é rastreavel ao material de referéncia
SRM 1951 do NIST (National Institute of Standards and
Technology).

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em mg/dL, para o presente método,
foram obtidos através da determinagédo de Colesterol HDL em
populagdes sadias do sexo masculino e feminino.

Desejavel > 60 mg/dL
(>A2°:)”:::s) Limite 40 - 60 mg/dL
Baixo < 40 mg/dL




Criangas e
Adolescentes
(2a19 anos)

Desejavel > 45 mg/dL

Para conversdo dos dados no Sistema Internacional (SI),
multiplicar o resultado: mg/dL x 0,02586 = mmol/L

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados
pelo profissional médico responsavel, ndo sendo o Unico critério
para a determinagédo do diagnostico e/ou tratamento do paciente.

DESEMPENHO DO PRODUTO
CONTROLE DE QUALIDADE

Exatidao

RECUPERACAO

A andlise de recuperacédo foi feita com 05 determinagfes de
amostras. As exatiddes foram calculadas e se encontraram em
boa concordancia com os valores de referéncia, obtendo uma
recuperagao entre 95% e 103%.

COMPARAGCAO DE METODOS E
METODOLOGICA

O kit HDL Direto foi comparado com outro método para dosagem
de Colesterol HDL comercialmente disponivel. Foram realizadas
42 anélises e os resultados foram avaliados. A equagéo linear
obtida foi Y = 0,989X + 0,361 e o coeficiente de correlagéo 0,998.
Com estes resultados pode-se concluir que o kit apresenta boa
especificidade metodolégica.

ESPECIFICIDADE

Precisao

REPETIBILIDADE

A repetibilidade foi calculada a partir de 40 determinagfes
sucessivas, utilizando 3 amostras com concentragdes diferentes,
obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Concentragdo 16,98 26,18 21,05
Média (mg/dL) ’ ’ ’
Desvio
Padréio (mg/dL) 0.16 0.38 0.22
Coeficiente de
Variagao (%) 0.9 15 10

REPRODUTIBILIDADE

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 40 determinagées
sucessivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 amostras
com concentracdes diferentes, obtendo-se o0s seguintes

resultados:
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
;Zgic:;":;ﬁflj 16,70 26,16 21,13
Padrgis(‘g\‘;IdL) 0.52 0,08 0.67
c\;’:rf:g'gztzyge 312 011 315

Sensibilidade

A sensibilidade foi calculada a partir de 40 determinacdes
de uma amostra isenta de Colesterol HDL. A média
encontrada foi 0,66 mg/dL com desvio padrdo de 0,08 mg/dL.
A sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do método, que
corresponde a média mais 3 vezes o desvio padrdo, é igual
0,91 mg/dL.

Linearidade

A reacdo € linear de 3 até 200 mg/dL. Para valores maiores que
200 mg/dL, repetir a determinacgéo diluindo a amostra com NaCl
0,85%. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicéo.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

As lipoproteinas plasmaticas séo particulas esféricas constituidas
por Colesterol, Triglicérides, Fosfolipidios e Proteinas. Essas
particulas séo responsaveis pelo transporte de colesterol entre as
células periféricas e o figado. A proporcéo relativa entre proteinas
e lipidios determina a densidade das lipoproteinas - quilomicrons,
VLDL, LDL e HDL. A monitoragdo do Colesterol HDL em soro
é de grande importancia devido a correlagdo inversa entre sua
concentracdo plasmatica e o risco de enfermidades coronarias.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - WILLIAM, P, ROBINSON, D., BAILY, A.. High Density
Lipoprotein and Coronary Risk Factor. Lancet, 1:72 (1979).

2 - BADIMON, J.J., BADIMON, L., FUESTER, V.. Regression
of Atherosclerotic Lesions by High-Density Lipoprotein Plasma.
Fraction in the Cholesterol-Fed Rabbit. Journalof Clinical
Investigation, 1990; 85: 1234-41.

3 - BARR, D.P, RUSS, E.M., EDER, H.A.. Protein-Lipid
Relationships in Human Plasma. Am. J. Med., 11:480, 1951.

4 - GOTTO, AM.. Lipoprotein Metabolism and Etiology of
Hyperlipidemia. Hospital Practice, 23: Suppl. 1,4 1988.

5 - Reunido Conjunta — Laudos Laboratoriais. SBC/DA, SBAC,
SBPC/ML, SBBM; 15 de Outubro de 2013.

GARANTIA DE QUALIDADE

Antes de serem liberados para o consumo, todos os reagentes
Bioclin sdo testados pelo Departamento de Controle de
Qualidade. A qualidade dos reagentes é assegurada até a data
de validade mencionada na embalagem de apresentagdo, desde
que armazenados e transportados nas condi¢cdes adequadas.
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HDL DIRECTO
[reF KO71
INSTRUCCIONES DE USO

FINALIDAD
Método para determinacion del Colesterol HDL. Prueba enzimati-
ca colorimétrica, solamente para uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO DE ACCION

Metodologia: Enzimatico - Colorimétrico

El kit HDL Directo permite una determinacién directa sin la
necesidad de precipitacion previa ni tratamiento de la muestra.
Son utilizados reactivos que realizan la dosificacion selectiva del
colesterol conectado al HDL. Las superficies de las lipoprotei-
nas de baja densidad (LDL), muy baja densidad (VLDL) y de los
kilomicrons son estabilizados por la absorcion del polianién y no
sufren la accién de las enzimas modificadas presentes en el reac-
tivo. El HDL, sin embargo, se solubiliza por la accién de un deter-
gente, permitiendo la accion enzimética sobre el colesterol conec-
tado a él. De esta forma, la intensidad de la coloracion formada es
proporcional a la concentracion de colesterol HDL en la muestra.

REACTIVOS

Numero 1- Polianién — Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene: Po-
lianién 0,2% y 4-Aminofenazona 2,0 mmol/L.

Numero 2 - Reactivo Enzimatico - Almacenar entre 2 y 8°C.
Contiene: Tampo6n (pH 7,0) 100 mmol/L, DSBT 24 mmol/L, Co-
lesterol Esterasa < 300U/L, Colesterol Oxidasa < 300 U/L, Peroxi-
dasa < 1.000 U/Ly detergente.

Numero 3- Calibrador - Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene:
Suero Liofilizado con valor definido de HDL. Potencialmente
infectante

Atencion: La concentracion varia de acuerdo con el lote -
vide rétulo del frasco.

PRESENTACION

Presentacion Reactivo N° 1 Reactivo N° 2 Reactivo N° 3
1 60 mL 20 mL 2mL
2 240 mL 80 mL 2mL
3 2x30mL 2x10mL 2mL
4 30 mL 10 mL 2mL
5 4 x 30 mL 4 x 10 mL 2mL
6 6 x 30 mL 6 x 10 mL 2mL
7 2 x 60 mL 2x20 mL 2mL
8 4 x 60 mL 4 x20 mL 2mL
9 3 x 60 mL 3x20mL 2mL
23 60 mL 20 mL 5mL
24 240 mL 80 mL 5mL
25 30 mL 10 mL 5mL
26 2x30mL 2x10mL 5mL
27 4 x 30 mL 4 x 10 mL 5mL
28 6 x 30 mL 6 x 10 mL 5mL
29 2 x 60 mL 2x20mL 5mL
30 3 x 60 mL 3x20mL 5mL
31 4 x 60 mL 4x20 mL 5mL

EQUIPAMIENTOS E INSUMOS OPERACIONALES
Espectrofotémetro termostatizado, reloj o cronémetro, pipetas, tu-
bos de ensayo, Biocontrol N y Biocontrol P Bioclin. Se encuentran
en el mercado especializado de articulos para Laboratorios de
Analisis Clinicos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE

La temperatura de almacenamiento debera ser de 2 a 8°C. El
transporte en temperaturas entre 15 y 30°C no debera exceder
a 72 (setenta y dos) horas. Mantener al abrigo de la luz y evitar
humedad. No congelar.

CUIDADOS ESPECIALES

1- Solamente para el uso diagnéstico in vitro profesional.

2- Seguir con rigor la metodologia propuesta para obtencion de
resultados exactos.

3- El agua utilizada en la limpieza del material debe ser reciente y
exenta de agentes contaminantes.

4- Columnas deonizadoras saturadas liberan agua alcalina, iones
diversos y agentes oxidantes y reductores que pueden alterar de
forma significativa los resultados.

5- Se recomienda la aplicacion de la ley local, estatal y federal de
proteccion ambiental para la eliminacién de reactivos y material
biolégico se hace de acuerdo con la legislacién vigente.

6- Para obtener informacién relacionada con la seguri-
dad biolégica o en caso de accidentes con el producto,
consultar la FISPQ (Ficha de Informaciones de la Se-
guridad de Productos Quimicos) disponibles en el site
www.bioclin.com.br o solicitando a través del SAC (Servicio de
Asesoria al Cliente) de Quibasa.

7- No utilice el producto en caso de dafos en su embalaje.

8- Es esencial que los instrumentos y equipos utilizados estén
adecuadamente calibrados y sometidos a mantenimientos peri6-
dicos.

MUESTRAS

Suero obtenido libre de hemdlisis, plasma cogido con heparina.
El Colesterol HDL es estable en el suero por hasta 7 dias entre
2y 8°C.

DESCRIPCION DEL PROCESO

PREPARO DEL REACTIVOS

Antes de reconstituir el Calibrador debe observarse el
volumen indicado en el frasco y proceder como se describe
a abajo.

Presentacion 1 a 9: Abrir cuidadosamente el frasco y adicionar
exactamente 2 mL de agua destilada, como volumen descrito en
la etiqueta del frasco.

Presentacion 23 a 31: Abrir cuidadosamente el frasco y adicionar
exactamente 5 mL de agua destilada, como volumen descrito en
la etiqueta del frasco.

Homogenizar. Dejar el frasco en reposo por 30 minutos. A cada
10 minutos, agitar cuidadosamente el frasco con movimientos
circulares, para evitar que material se quede aderido a la parede
del frasco. Evitar la formacién de espuma.

TECNICA
La Bioclin recomienda, para uso del Kit,
suero control los kits Biocontrol N y P Bioclin.

utilizar como

Ce

Marcar 3 tubos de ensayo: B (Blanco), C (Calibrador), M (Mues-
tra) y proceder como sigue:

Blanco Calibrador Muestra
Reactivo N° 1 300 uL 300 uL 300 uL
Calibrador - 3uL
Muestra - 3ulL

Homogenizar y colocar en bafio maria 37°C por 5 minu-
tos. Leer la absorbancia de la Muestra (Al) y del
Calibrador (C1) en 550 nm (540 - 560 nm), acertando el cero con
el Blanco.

| Reactivo N° 2 I 100 uL I 100 uL I 100 uL |

Homogenizar y colocar en bafio maria 37°C por 5 minutos.
Leer la absorbancia de la Muestra (A2) y del Calibrador (C2) en
550 nm (540 - 560 nm), acertando el cero con el Blanco. EI color
es estable por 60 minutos.

CALcULOS

HDL Colesterol = (A2 - A1) x Concentracién del Calibrador
(C2-C1)

Los resultados seran expresados en mg/dL.

LIMITACION DEL PROCESO
No utilizar anticoagulantes que contengan citrato.
No exponer los reactivos a la luz.

INTERFERENTES

El Acido Ascérbico hasta 50 mg/dL, la Hemoglobina hasta
500 mg/dL, la Bilirrubina hasta 30 mg/dL y el Triglicéridos hasta
1000 mg/dL no alteran los resultados.

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

El Laboratorio Clinico debe poseer un programa interno de con-
trol de calidad, donde procedimientos, normas, limites y toleran-
cia para variaciones sean claramente establecidos. Es impor-
tante resaltar que todos los sistemas de medicién presentan una
variabilidad analitica caracteristica, que debe ser vigilada por los
propios laboratorios. Por lo tanto, es recomendable la utilizacion
de controles, que permiten la evaluacion, la precision y la exacti-
tud de las dosificaciones.

TRAZABILIDAD

El calibrador del kit es trazable al material de referencia
SRM 1951 del NIST (National Institute of Standards and Techno-
logy).

VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia en mg/dL, para el presente método,
fueron obtenidos a través de la determinacion de Colesterol HDL
en poblaciones sanas del sexo masculino y femenino.

Deseable > 60 mg/dL
(>A2‘:)“:r_?:s) Limite 40 - 60 mg/dL
Bajo < 40 mg/dL




Nifios y
Adolescentes
(2 a 19 aiios)

Deseable > 45 mg/dL

Para conversion de los datos en el Sistema Internacional (SI),
multiplicar el resultado: mg/dL x 0,02586 = mmol/L

Los resultados proporcionados por este kit deben ser interpreta-
dos por el profesional médico responsable, no siendo el tnico cri-
terio para determinar el diagndstico y/o tratamiento del paciente.

DESEMPENO DEL PRODUCTO
CONTROL DE CALIDAD

Exactitud

RECUPERACION

El andlisis de recuperacion fue hecho con 05 determinaciones de
muestras. Las exactitudes fueron calculadas y se encuentraron
en buena concordancia con los valores de referencia, obtenién-
dose una recuperacion entre 95% y 103%.

COMPARACION METODOS Y
METODOLOGICA

El kit HDL Directo fue comparado con otro método para
dosificacion de Colesterol HDL comercialmiente disponible.
Fueron realizados 42 andlisis y los resultados fueron evaluados.
La ecuacion linear obtenida fue Y = 0,989X + 0,361 y el
coeficiente de correlacién 0,998. Con estos resultados se puede
concluir que el kit presenta buena especificidad metodoldgica.

DE ESPECIFICIDAD

Precision

REPETIBILIDAD

La repetibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones
sucesivas, utilizando 3 muestras con concentraciones diferentes,
obteniéndose los siguientes resultados:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Concentracion 16.98 2618 2105
Promedio (mg/dL) ’ ’ !
Desvio 0,16 0,38 022
Patrén (mg/dL) ! ! !
Coeficiente de
Variacion (%) 09 L5 L0

REPRODUCTIBILIDAD

La reproductibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones
sucesivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 muestras
con concentraciones diferentes, obteniéndose los siguientes
resultados:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Pg:::il::;::;?gu 16.70 26,16 21,13
Patrgss(:;/dL) 0,52 0,03 0,67
?IZ?if;cciin:TﬂZf 3,12 0,11 3,15

Sensibilidad

La sensibilidad fue calculada a partir de 40 determinaciones
de una muestra exenta de Colesterol HDL. ElI promedio
encontrado fue 0,66 mg/dL con desvio patrén de 0,08 mg/dL.
La sensibilidad, que indica el limite de deteccién del método,que
corresponde al promedio mas 3 veces el desvio patrén, es igual a
0,91 mg/dL.

Linearidad

La reaccion es linear de 3 hasta 200 mg/dL. Para va-
lores mayores que 200 mg/dL, repetir la determinacion
diluyendo la muestra con NaCl 0,85%. Multiplicar el resultado
obtenido por el factor de dilucion.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

Las lipoproteinas plasmaéticas son particulas esféricas constitui-
das por Colesterol, Triglicéridos, Fosfolipidios y Proteinas. Estas
particulas son responsables por el transporte de colesterol entre
las células periféricas y el higado. La proporcion relativa entre
proteinas y lipidios determina la densidad de las lipoproteinas —
kilomicrons, VLDL. LDL y HDL. La monitoracién del Colesterol
HDL en suero es de grande importancia debido a la correlacion
inversa entre sus concentraciones plasmatica y el riesgo de en-
fermedades coronarias.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- WILLIAM, P., ROBINSON, D., BAILY, A.. High Density Lipopro-
tein and Coronary Risk Factor. Lancet, 1:72 (1979).

2 - BADIMON, J.J., BADIMON, L., FUESTER, V.. Regression
of Atherosclerotic Lesions by High-Density Lipoprotein Plasma.
Fraction in the Cholesterol-Fed Rabbit. Journal of Clinical Investi-
gation, 1990;85:1234-41.

3-BARR, D.P,, RUSS, E.M., EDER, H.A.. Protein-Lipid Relation-
ships in Human Plasma. Am. J. Med., 11:480, 1951.

4 - GOTTO, A.M.. Lipoprotein Metabolism and Etiology of Hyper-
lipidemia. Hospital Practice, 23: Suppl. 1,4 1988.

5 - Reunido Conjunta — Laudos Laboratoriais. SBC/DA, SBAC,
SBPC/ML, SBBM; 15 de Outubro de 2013.

GARANTIA DE CALIDAD

Antes de ser liberado para el consumo, todos los reactivos
Bioclin son testados por el Departamento de Control de Calidad.
La calidad de los reactivos es asegurada hasta la fecha de validad
mencionada en la caja de presentacion, si almacenados y trans-
portados en condiciones adecuadas.
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HDL DIRECT
[reF KO71
USAGE INSTRUCTIONS

FUNCTION
Method for determination of HDL Cholesterol.
Enzymatic test, for in vitro diagnostic use only.

Colorimetric

PRINCIPLE OF ACTION

Methodology: Enzymatic - Colorimetric

The HDL Direct kit allows a direct determination without need for
prior precipitation or sample treatment. Reagents are used to carry
out selective dosage of cholesterol bound to HDL. The surfaces
of low density lipoproteins (LDL), very low density (VLDL) and
chylomicrons are stabilized by adsorption of polyanion and do not
undergo the action of modified enzymes present in reagent. HDL,
however, solubilize under the action of a detergent, allowing the
enzymatic action on cholesterol attached to it. Thus, the intensity
of color formed is proportional to the concentration of HDL
cholesterol in the sample.

REAGENTS

Number 1 - Polyanion - Store between 2 and 8°C. Contains:
Polyanion 0,2% and 4-Aminophenazone 2,0 mmol/L.

Number 2 - Enzymatic Reagent - Store between 2 and 8°C.
Contains: Buffer (pH 7,0) 100 mmol/L, DSBT 24 mmol/L,
Cholesterol Esterase < 300 U/L, Cholesterol Oxidase < 300 U/L,
Peroxidase < 1000 U/L and detergent.

Number 3 - Calibrator - Store between 2 and 8°C. Contains:
Lyophilized Serum with HDL value set. Potentially infectious.
Warning: The concentration varies with the lot - see bottle
label.

PRESENTATION
Presentation Reagent N° 1 Reagent N° 2 Reagent N° 3
1 60 mL 20 mL 2mL
2 240 mL 80 mL 2mL
3 2x30mL 2x10mL 2mL
4 30 mL 10 mL 2mL
5 4 x 30 mL 4 x 10 mL 2mL
6 6 x 30 mL 6 x 10 mL 2mL
7 2 x 60 mL 2x20mL 2mL
8 4 x 60 mL 4 x20 mL 2mL
9 3x 60 mL 3x20mL 2mL
23 60 mL 20 mL 5mL
24 240 mL 80 mL 5mL
25 30 mL 10 mL 5mL
26 2x30mL 2x10mL 5mL
27 4 x 30 mL 4 x10 mL 5mL
28 6 x 30 mL 6 x 10 mL 5mL
29 2 x 60 mL 2x20mL 5mL
30 3x60mL 3x20 mL 5mL
31 4 x 60 mL 4 x20mL 5mL

EQUIPMENTS AND OPERATIONAL INPUTS

Thermostated spectrophotometer, watch or stopwatches, pipettes,
test tubes, Biocontrol N and Biocontrol P Bioclin. They can be
found at markets specialized on Clinical Analysis Laboratories.

TRANSPORTATION AND STORAGE CONDITIONS

The storage temperature should be between 2 to 8°C. The
transport at temperatures between 15 and 30°C should not
exceed 72 (seventy two) hours. Protect from light and avoid
moisture. Do not freeze.

SPECIAL CARE

1- For professional in vitro diagnostic use only.

2- Strictly follow the methodology proposed to obtain exact results.
3- Water used in material cleaning must to be recent and free of
contaminants.

4- Saturated deionizer columns release alkaline water, many
ions, oxidizing agents and reducers that may alter the results
significantly.

5- We recommend applying the local, state and federal rules
for environmental protection, so that disposal of reagents and
biological material can be made in accordance with current
legislation.

6- To obtain information related to biosafety or in case of accidents
with the product, consult the MSDS (Material Safety Data Sheet)
available on the website www.bioclin.com.br or upon request by
the SAC (Customer Advisory Service) of Quibasa.

7- Do not use the product in case of damaged packaging.

8- It is essential that the instruments and equipments used are
properly calibrated and subjected to periodic maintenance.

SAMPLES
Serum obtained free of hemolysis, plasma obtained with heparin.
The cholesterol HDL is stable in serum for 07 days between
2 and 8°C.

PROCESS DESCRIPTION

REAGENTS PREPARATION

Before reconstitute the Calibrator should be noted the volume
indicated on the bottle and proceed as described below.
Presentation 1 to 9: Open carefully the bottle and add exactly
2 mL of distilled water, as volume described in the label of the
bottle.

Presentation 23 to 31: Open carefully the bottle and add exactly
5 mL of distilled water, as volume described in the label of the
bottle.

Mix. Leave the bottle resting for 30 minutes. Every 10 minutes,
agitate the bottle carefully using circular motion to prevent material
sticking to the wall of the bottle. Avoid formation of foam.

TECHINIQUE
Bioclin recommends, as control serum, Biocontrol N and P Bioclin
Kits.

Mark 3 test tubes: B (Blank), C (Calibrator), S (Sample) and
proceed as follows:

Ce

Blank Calibrator Sample
Reagent N° 1 300 uL 300 uL 300 uL
Calibrator 3uL -
Sample - 3ul
Homogenize and place it in a water bath at 37°C for

5 minutes. Read the absorbance from Sample (S1) and Calibrator
(C1) in 550 nm (540 - 560 nm), adjusting the zero with the Blank.

| Reagent N° 2 | 100 uL | 100 uL | 100 uL

Homogenize and place it in a water bath at 37°C for
5 minutes. Read the absorbance from Sample (S2) and Calibrator
(C2) in 550 nm (540 - 560 nm), adjusting the zero with the Blank.
Color is stable for 60 minutes.

CALCULATIONS

HDL Cholesterol = (A2 - A1) x Calibrator Concentration
(C2-C1)

Results are expressed in mg/dL.

PROCEDURE LIMITATIONS
Do not use anticoagulants containing citrate.
Do not expose the reactive to light.

INTERFERENCES

The Ascorbic Acid up to 50 mg/dL, Hemoglobin up to
500 mg/dL, Bilirubin up to 30 mg/dL and Triglycerides up to
1000 mg/dL did not alter the results.

INTERNAL QUALITY CONTROL

The Clinical Laboratory must have an internal quality control,
where all procedures, rules, limits and tolerance to variations be
clearly established. It is important to mention that all measurement
systems present a analytical variety, and it must be monitor by
the laboratory. Therefore, it is recommendable the use of controls,
allowing the precision and accuracy of the dosages.

TRACEABILITY
The kit's calibrator is traceable to the reference material NIST
(National Institute of Standards and Technology) SRM 1951.

REFERENCE VALUES
The reference values in mg/dL, for this method, were obtained
through the determination of HDL cholesterol in healthy
populations of male and female.
Desirable > 60 mg/dL
Adults L
(2 20 years) Limit 40 - 60 mg/dL
Low < 40 mg/dL
Childrens and
Adolescents Desirable > 45 mg/dL
(2 to 19 years)




To convert the data in International System (IS), multiply the
results: mg/dL x 0,02586 = mmol/L

The results provided by this kit must be interpreted by the medical
professional responsible, not being the only criterion for the
determination of diagnosis and/or treatment of the patient.

PRODUCT PERFORMANCE
QUALITY CONTROL

Accuracy

RECOVERY

The recovery analysis was performed with 05 determinations
samples. Accuracies were calculated and found themselves in
good agreement with the reference values, obtaining a recovery
between 95% and 103%.

COMPARISON OF METHODS AND METHODOLOGICAL
SPECIFICITY

The HDL Direct kit was compared with other method for HDL
Cholesterol dosage commercially available. 42 analyses were
performed and the results were evaluated. The linear equation
obtained was Y = 0,989X + 0,361 and the correlation coefficient
0,998. With these results we can conclude that the kit shows good
methodological specificity.

Precision

REPEATABILITY

The repeatabilty was calculated from 40 successive
determinations, using 3 samples with different concentrations,
obtaining the following results:

Sample 1 Sample 2 Sample 3
concen?rva::gimgldL) 16,98 26,18 21,05
Devi::i:::nnd(a:igldL) 016 0,38 0,22
ot
REPRODUCIBILITY
The reproducibility was calculated from 40 successive

determinations for 3 consecutive days, using 3 samples with
different concentrations, obtaining the following results:

Sample 1 ple 2 ple 3
Average 16,70 26,16 21,13
concentration (mg/dL) ! ! !
Standard
Deviation (mg/dL) 052 003 067
Coefficient of
Variation (%) 312 o1 315

Sensitivity

The sensitivity was calculated from 40 determinations of a
sample free of HDL Cholesterol. The average found was
0,66 mg/dL with a standard deviation of 0,08 mg/dL. The
sensitivity, which indicates the method detection limit, correspond
the average plus 3 times the standard deviation, and is equal to
0,91 mg/dL.

Linearity

Reaction is linear from 3 to 200 mg/dL. For values higher than
200 mg/dL, repeat the determination diluting the sample with NaCl
0,85%. Multiply the results obtained by the dilution factor.

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE

The plasmatic lipoproteins are spherical particles consisting of
Cholesterol, Triglycerides, and Phospholipids and Proteins. These
particles are responsible for transportation of the cholesterol from
peripheral cells and liver. The relative proportion between proteins
and lipids determine the density of lipoproteins - chylomicrons,
VLDL, LDL and HDL. Monitoring HDL Cholesterol in serum is of
great importance due to inverse correlation between plasmatic
concentrations and the risk coronary disease.
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QUALITY ASSURANCE

Before being released for consumption, all Bioclin reagents
are tested by the Department of Quality Control. The quality of
reagents is assured until expiration date stated on the presentation
packaging, when stored and transported under appropriate
conditions.
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MANUFACTURED BY
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