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COLESTEROL HDL ENZIMATICO
K015
INSTRUCOES DE USO

FINALIDADE

Método para a determinagdo do Colesterol HDL em amostras
biolégicas de soro ou plasma (Heparina ou EDTA). Teste enzimatico
colorimétrico, somente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE AGAO

Metodologia: Enzimatico -Trinder

As Lipoproteinas VLDL (Lipoproteina de Muito Baixa Densidade) e LDL
(Lipoproteina de Baixa Densidade) e os Quilomicrons s&o precipitados
com a mistura de Acido Fosfotiingstico e Cloreto de Magnésio. Apds
centrifugagédo, o Colesterol ligado as Lipoproteinas de Alta Densidade
(HDL) é determinado no sobrenadante por método colorimétrico
enzimatico.

REAGENTES

Numero 1 - Padrédo - Conservar entre 2 e 8°C. Contém Cloreto de
Sdédio < 250 mmol/L, Colesterol 40 mg/dL, espessante, solubilizante
e emulsificante.

Numero 2 - Reagente Precipitante - Conservar entre 2 e 8°C.
Contém: Acido Fosfotingstico < 3 mmol/L e Cloreto de Magnésio
Hexahidratado < 110 mmol/L.

APRESENTAGCAO
Reagentes Volume
N° 1 2mL
N° 2 25 mL

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Espectrofotdmetro ou colorimetro, banho-maria 37°C, relégio ou
cronémetro, pipetas, tubos de ensaio, kit de Colesterol Monoreagente,
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin. Estes itens sdo encontrados no
mercado especializado de artigos para Laboratérios de Analises
Clinicas.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE
A temperatura de armazenamento deverd ser de 2 a 8°C.
O transporte, em temperaturas até 30°C, ndo deveraa exceder 5 dias.
Manter ao abrigo da luz e evitar umidade. Nao congelar.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagnéstico in vitro.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtencdo 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, agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de forma
significativa os resultados.

5- O nivel de agua no banho-maria deve ser superior ao nivel dos
reagentes nos tubos de ensaio.

6- O uso do Reagente Enzimatico do kit Colesterol Monoreagente da
Bioclin é de fundamental importancia para uma boa performance do
sistema.

7- Determinar o fator periodicamente e a cada lote do produto.

8- 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 legislagdo vigente.

9- Para obtengdo de informagdes relacionadas a biosseguranga ou
em caso de acidentes com o produto, consultar as FISPQ (Ficha de
Informagdes de Seguranga de Produtos Quimicos) disponibilizadas no
site www.bioclin.com.br ou através de solicitagdo pelo SAC (Servico de
Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

10- Né&o utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

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

AMOSTRAS

Soro obtido livre de hemdlise ou plasma, colhido com Heparina ou
EDTA. Ap6s coleta, a amostra devera ser centrifugada em até 3 horas.
O Colesterol HDL é estavel no soro por até 7 dias entre 2 e 8°C ¢ e por
30 dias a -20°C.

Amostras armazenadas em temperatura entre 15 e 30°C tem
estabilidade de no méaximo 14 horas.

DESCRIGCAO DO PROCESSO

TECNICA

A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar o kit Colesterol
Monoreagente (Reagente Enzimatico*) e como soro controle os kits
Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin.

Precipitacdo das VLDL, LDL e quilomicrons.

Em tubo de centrifuga, pipetar:

AMOSErA ..o 250 ul

Reagente Precipitante N° 2 .............. 250 uL

Agitar no Vortex ou manualmente durante 1 minuto. Centrifugar a 3500
rpm durante 15 minutos. Esta etapa é de fundamental importancia
para obtengdo de resultado correto. O sobrenadante limpido
contém Colesterol HDL e deve ser pipetado imediatamente apos a
centrifugagao, para evitar resultado falsamente elevado.

Determinagao do Colesterol HDL
Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padréo) e
proceder como a seguir:

Branco Padrao Amostra
Sobrenadante - - 50 uL
Reagente N° 1 - 50 ul -
Reagente Enzimatico* 1,0 mL 1,0 mL 1,0mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria a 37°C por
5 minutos. Ler a absorbancia da Amostra e do Padrdo em
500 nm (490 - 540 nm), acertando o zero com o Branco. A cor é estavel
por 30 minutos.

CALcuLOS

Como na realizagéo da técnica o soro € diliido 1:2 com o Reagente
Precipitante, necessita-se corrigir essa diluicdo para obtengéo de
resultados corretos. Para isso, na realizagéo dos calculos, o valor do
padrdo é corrigido para o dobro de sua concentragdo real, ou seja,
80 mg/dL.

HDL (mg/dL) = Absorbancia da Amostra x 80
Absorbancia do Padrao

Como a reagdo segue a Lei de Lambert-Beer, o método do Fator de
Calibragao pode ser usado.

Fator de Calibragao =

80
Absorbancia do Padrao
HDL (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator de Calibracao

A concentragao do Colesterol VLDL e LDL pode ser calculada segundo
a equagao de Friedewald. Este calculo podera ser utilizado para
amostras cuja concentragdo de Triglicérides ndo ultrapasse 400 mg/
dL.

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

Para amostra lipémica ou com sobrenadante turvo, diluir a amostra
1:2 com Cloreto de Sodio 0,85% e repetir a precipitagdo. Multiplicar
o resultado obtido por 2. Se o sobrenadante permanecer turvo, a
amostra ndo podera ser utilizada.

INTERFERENTES i

Algumas substancias, como o Acido Ascérbico, Hemoglobina acima de
150 mg/dL, Bilirrubina acima de 20 mg/dL e Triglicérides acima de 600
mg/dL, interferem na reag&o.

CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

O Laboratério Clinico deve possuir um programa interno de controle
da qualidade, onde procedimentos, normas, limites e tolerancia para
variagdes sejam claramente estabelecidos. E importante ressaltar que
todos os sistemas de medigao apresentam uma variabilidade analitica
caracteristica, que deve ser monitorada pelos préprios laboratorios.
Para tanto, € recomendavel a utilizagdo de controles, que permitem
avaliar a preciséo e a exatidao das dosagens.

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

VALORES DE REFERENCIA 7

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

Os valores de referéncia abaixo sdo para individuos com jejum e sem
jejum de 12 horas e seguem a atualizagéo da Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e Prevenc¢do da Aterosclerose.

Adultos 2 20 anos
Lipides Com Jejum Sem jejum Rceaf;?g::i;
C°T'zf;‘|"[°' <190 mg/dL <190 mg/dL Desejével
HDL-C > 40 mg/dL > 40 mg/dL Desejavel
Triglicérides™ <150 mg/dL <175 mg/dL Desejavel
Categoria de
Risco
LDL-C < 130 mg/dL <130 mg/dL Baixo
<100 mg/dL <100 mg/dL Intermediario
<70 mg/dL <70 mg/dL Alto
< 50 mg/dL < 50 mg/dL Muito Alto
Nao-HDL-C < 160 mg/dL <160 mg/dL Baixo
<130 mg/dL <130 mg/dL Intermediario
<100 mg/dL <100 mg/dL Alto
< 80 mg/dL < 80 mg/dL Muito Alto
Criancas e Adolescentes
Lipides Com Jejum Sem jejum
Colesterol Total* <170 mg/dL <170 mg/dL
HDL-C > 45 mg/dL > 45 mg/dL
Triglicérides (0 — 9 Anos)** <75 mg/dL < 85 mg/dL
Triglicérides (10 — 19 Anos)** <90 mg/dL <100 mg/dL
LDL-C <110 mg/dL <110 mg/dL

*Valores de Colesterol Total =2 310 mg/dL (adultos) ou = 230 mg/dL (criangas e
adolescentes) podem ser indicativos de hipercolesterolemia familiar.

** Niveis de Triglicérides (sem jejum) acima de 440 mg/dL, o médico
devera solicitar nova avaliagcdo, desta vez com jejum de 12 horas.



Estes valores devem ser usados como orientagdo, sendo que cada
laboratério devera criar sua faixa de valores de referéncia, de acordo
com a populagéo atendida.

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

DESEMPENHO DO PRODUTO

EXATIDAO

Comparacéao de Métodos

O kit Colesterol HDL Enzimatico foi comparado com outro kit
para dosagem de Colesterol HDL, comercialmente disponivel.
Foram realizadas 07 andlises e os resultados foram avaliados.
A equagdo linear obtida foi Y = 1,029X - 2,114, com coeficiente
de correlagéo linear igual a 0,999. Com estes resultados,
pode-se concluir que o kit apresenta boa especificidade metodoldgica.

PRECISAO

Repetibilidade

A repetibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes sucessivas,
utilizando 3 amostras com concentragdes diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Repetibilidade Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Cor(\;t;’;:lrf)‘}“ 35,15 50,70 70,75
Des(\rlri‘r.;lF:’T_t)lréo 0,67 0,73 0,72
et | e | e |

Reprodutibilidade
A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes
sucessivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com
concentracgdes diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Reprodutibilidade Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Cor(\r(;eg’;:f)gé" 34,90 50,72 70,77
Des(\::;lzic)iréo 0,22 0,03 0,03
Coeficiente de 0,62 0,06 0,04

Variagao (%)

SENSIBILIDADE

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes de
uma amostra isenta de Colesterol HDL. A média encontrada foi
1,3307 mg/dL, com desvio padrdo de 0,0005 mg/dL.
Asensibilidade, que indica o limite de detecgéo do método, corresponde
a média mais 3 vezes o desvio padréo, e é igual a 1,3321 mg/dL.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A determinacdo das Lipoproteinas de Alta Densidade (HDL) e das
Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL) desempenham papel
importante na prevengao e terapia de cardiopatias coronarianas.

As HDL sao capazes de captar o Colesterol dos tecidos periféricos
e reconduzi-lo ao figado a fim de degrada-lo e excreta-lo. Este
mecanismo, denominado transporte reverso do Colesterol, constitui
a teoria da anti-aterogenicidade do HDL, onde baixas concentragdes
de HDL estao diretamente relacionadas com a incidéncia de doencgas
cardiovasculares.
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8- QUIBASA: Dados do Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento.

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 apresentacao, desde que armazenados
e transportados nas condi¢gdes adequadas.

‘ QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3439.5454 | E-mail: bioclin@bioclin.com.br
CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR
Servigo de Assessoria ao Cliente
Tel.: 0800 0315454 | E-mail: sac@bioclin.com.br

Numero de registro do kit de Colesterol HDL Enzimatico na ANVISA:
10269360082

Revisdo: Junho/2022
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COLESTEROL HDL ENZIMATICO
K015
INSTRUCCIONES DE USO

FINALIDAD

Método para la determinacion del Colesterol HDL en muestras
biolégicas de suero o plasma (Heparina o EDTA). Test enzimatico
colorimétrico, solamente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACCION

Metodologia: Enzimatica -Trinder

Las Lipoproteinas VLDL (Lipoproteina de Muy Baja Densidad), la LDL
(Lipoproteina de Baja Densidad) y los Quilomicrones son precipitados
con la mezcla de Acido Fosfotungstico y Cloruro de Magnésio.
Después de la centrifugacion, el Colesterol ligado a las Lipoproteinas
de Alta Densidad (HDL) es determinado en el sobrenadante por
método colorimétrico enzimatico.

RECTIVOS

Numero 1 - Patrén - Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene: Cloruro de
Sodio < 250 mmol/L, Colesterol 40 mg/dL, espesante, solubilizacién e
emulsionante.

Numero 2 - Reactivo Precipitante - Almacenar entre 2 y 8°C.
Contiene: Acido Fosfotingstico < 3 mmol/L y Cloruro de Magnesio
Hexahidratado < 110 mmol/L.

PRESENTACION
Reactivo Volumen
N° 1 2mL
N° 2 25mL

EQUIPAMIENTO E INSUMOS OPERACIONALES

Espectrofotémetro o colorimetro, bafio maria a 37°C, reloj o
cronoémetro, pipetas, tubos de ensayo, kit de Colesterol Monoreactivo,
Biocontrol N y Biocontrol P Bioclin. Estos itens se encuentran en el
mercado especializado en articulos para Laboratorios de Andlisis
Clinicos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE
La temperatura de almacenamiento debera ser de 2 a 8°C.
El transporte en temperaturas hasta 30°C no debe exceder 5 dias.
Mantener al abrigo de la luz y evitar humedad. No congelar.

CUIDADOS ESPECIALES

1- Solamente para el uso diagnéstico in vitro.

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 deionizadoras saturadas liberan agua alcalina, i6nes
diversos, agentes oxidantes y reductores, que pueden alterar de forma
significativa los resultados.

5- El nivel de agua en el bafio maria debe ser superior al nivel de los
reactivos en los tubos de ensayo.

6- El uso del Reactivo Enzimatico del Colesterol Monorreactivo de
Bioclin es de fundamental importancia para una buena performance
del sistema.

7- Determinar el factor periodicamente y a cada lote del producto.

8- 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 legislacion vigente.

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

10- No utilice el producto en caso de dafios en su embalaje.

11- Es esencial que los instrumentos y equipos utilizados estén
adecuadamente calibrados y sometidos a mantenimientos periodicos.

MUESTRAS

Suero obtenido libre de hemdlisis o plasma, recogido con Heparina o
EDTA. Después de la recoleccion, la muestra debe centrifugarse en
hasta 3 horas.

El Colesterol HDL es estable en el suero por hasta 7 dias entre 2 y 8°C
6y por 30 dias a -20°C.

Las muestras almacenadas a una temperatura entre 15y 30°C tienen
estabilidade de lo maximo de 14 horas.

DESCRIPCION DEL PROCESO

TECNICA

La Bioclin recomienda, para uso del kit, utilizar el kit Colesterol
Monoreactivo (Reactivo Enzimatico*) y como suero control los kits
Biocontrol N y Biocontrol P Bioclin.

Precipitacion de las VLDL, LDL y quilomicrones.

En tubo de centrifuga, pipetear:

Muestra ........ccoceviiiiiiiie 250 uL

Reactivo Precipitante N°2 ................ 250 uL

Mezclar en el Vortex o manualmente por 1 minuto. Centrifugar a 3500
rpm por 15 minutos. Esta etapa es de fundamental importancia para
obtenciéon de resultado correcto. El sobrenadante limpido contiene
Colesterol HDL y debe ser pipeteado inmediatamente después de la

INTERFERENTES i

Algunas substancias como el Acido Ascorbico, Hemoglobina mayor
que 150 mg/dL, Bilirrubina mayor que 20 mg/dL y Triglicéridos mayores
que 600 mg/dL, interfieren en la reaccion.

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

El Laboratorio Clinico debe poseer un programa interno de control
de calidad, donde procedimientos, normas, limites y tolerancia para
variaciones sean claramente establecidos. Es importante resaltar que
todos los sistemas de mediciéon 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 exactitud de las dosificaciones.

TRAZABILIDAD
El patron del kit es trazable al material de referencia SRM 1951 del
NIST (National Institute of Standards and Technology).

VALORES DE REFERENCIA 7

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

Los valores de referencia a continuaciéon son para los sujetos con
ayuno de 12 horas y siguen el Adult Treatment Panel Ill (ATP IlI).

centrifugacion para evitar resultado falsamente elevado.
Deseable > 60 mg/dL
Determinacion del Colesterol HDL Adultos —
Marcar 3 tubos de ensayo: B (Blanco), M (Muestra), P (Patrén) y (220 anos) Limite 40 - 60 mg/dL
proceder como a seguir: N
Bajo < 40 mg/dL
Blanco Patron Muestra
Sobrenadante - - 50 ul Nifios y
Reactivo N° 1 50 ul Adol t Deseabl > 45 mg/dL
(2 a 19 afos)
Reactivo Enzimatico* 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogenizar bien y colocar en bafio maria a 37°C por 5 minutos.
Leer la absorbancia de la Muestra y del Patron en 500 nm
(490 - 540 nm), ajustando el cero con el Blanco. El color es estable
por 30 minutos.

CALcuULOS

Como en la realizacién de la técnica el suero es diluido 1:2 con el
Reactivo Precipitante, es necesario corrigir esa dilucién para obtencion
de resultados correctos. Para eso, en la realizacién de los calculos, el
valor del patrén es corrigido para el doble de su concentracion real, o
sea, 80 mg/dL.

HDL (mg/dL) = Absorbancia de la Muestra x 80
Absorbancia del Patrén

Como la reaccién sigue la Ley de Lambert-Beer, el método del Factor
de Calibracién puede ser usado.

Factor de Calibracion = 80
Absorbancia del Patrén

HDL (mg/dL) = Absorbancia del Test x Factor de Calibracion

La concentracion del Colesterol VLDL y LDL puede ser calculada
segun la equacion de Friedewald. Este calculo podra ser utilizado
para muestras cuya concentracion de Triglicéridos no pase
400 mg/dL.

Colesterol VLDL = Triglicéridos / 5

Colesterol LDL = Colesterol total - (HDL + VLDL)

Para muestra lipémica o con sobrenadante turbio, diluir la muestra
1:2 con Cloruro de Soédio 0,85% vy repetir la precipitacion. Multiplicar

el resultado obtenido por 2. Si el sobrenadante permanecer turbio, la
muestra no podra ser utilizada.

Estes valores deben ser usados como orientacion, siendo que cada
laboratorio debera crear su rango de valores de referencia de acuerdo
con la poblacion atendida.

Los resultados proporcionados por este kit deben ser interpretados
por el profesional médico responsable, no siendo el Unico criterio para
determinar el diagnostico y/o tratamiento del paciente.

DESEMPENO DEL PRODUCTO

EXACTITUD

Comparacion de Métodos

El kit Colesterol HDL Enzimatico fue comparado con otro kit para
dosificacion de Colesterol HDL comercial-miente disponible. Fueron
realizadas 07 analisis y los resultados fueron evaluados. La ecuacion
linear obtenida fue Y = 1,029X - 2,114, con coeficiente de correlacion
igual a 0,999. Con estos resultados se puede concluir que el kit
presenta buena especificidad metodologica.

PRECISION

Repetibilidad

La repetibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones sucesivas,
utilizando 3 muestras con concentraciones diferentes, obteniéndose
los siguientes resultados:

Repetibilidad Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Concentracion
(mgldL) 35,15 50,70 70,75
Desvio 0.67 073 072
Patrén (mg/dL) ’ B X
Coeficiente de
Variacién (%) 1.91 1,45 1,01




Reproductibilidad

La reproductibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones
sucesivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 muestras con
concentraciones diferentes, obteniéndose los siguientes resultados:

Reproductibilidad Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Concentracion
(mg/dL) 34,90 50,72 70,77
Desvio 0.22 003 005
Patrén (mg/dL) ’ i |
Coeficiente de
Variacion (%) 0,62 0,06 0,04

SENSIBILIDADE

La sensibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones
de uma muestra exenta del Colesterol HDL. EI promedio
encontrado fue 11,3307 mg/dL, con desvio patrén de
0,0005 mg/dL. La sensibilidad, que indica el limite de deteccién del
método, corresponde el promedio mas 3 veces el desvio patron, y es
igual 1,3321 mg/dL.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

La determinacién de las Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL) y
de las Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL) desempefian papel
importante en la prevencion y terapia de cardiopatias coronarianas.
Las HDL son capaces de captar el Colesterol de los tejidos periféricos
y reconducirlo al higado para degradarlo y excreta-lo. Este mecanismo
denominado transporte reverso del Colesterol, constituye la teoria
de anti-aterogenicidad del HDL, onde bajas concentraciones de HDL
estan directamente relacionadas con la incidencia de enfermedades
cardiovasculares.
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GARANTIA DE CALIDAD

Antes de ser liberados para el consumo, todos los reactivos Bioclin
son probados 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 son almacenados y transportados en
condiciones adecuadas.
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HDL CHOLESTEROL ENZYMATIC
K015
USAGE INSTRUCTIONS

FUNCTION

Method for determination of HDL Cholesterol in biological samples
serum or plasma (Heparin or EDTA). Colorimetric enzymatic test, for in
vitro diagnostic use only.

PRINCIPLE OF ACTION

Methodology: Enzymatic - Trinder

The VLDL Lipoproteins (Very Low Density Lipoprotein), and LDL
(Low Density Lipoprotein) and the Kilomicrons are precipitate with
the mixture of Phosphotungsten Acid and Magnesium Chloride. After
centrifugation, the Cholesterol binded to the High Density Liporotein
(HDL) is determined by enzymatic colorimetric method.

REAGENTS

Number 1 - Standard - Store between 2 and 8°C. Contains: Sodium
Chloride < 250 mmol/L,Cholesterol 40 mg/dL, thickener, solubilizer and
emulsifier.

Number 3 - Precipitate Reagent - Store between 2 and 8°C. Contains:
Phosphotungstic Acid < 3 mmol/L and Magnesium Chloride
Hexahydrate < 110 mmol/L.

PRESENTATION

Reagent Volume
Ne 1 2mL
Ne 2 25 mL

EQUIPMENTS AND OPERATIONAL INPUTS

Spectophotometer or colorimeter, water bath at 37°C, watch or
stopwatch, pipettes, test tubes, Moreagent Cholesterol kit, Biocontrol N
and Biocontrol P Bioclin. These itens are found at markets specialized
on Laboratories of Clinical Analysis.

TRANSPORTATION AND STORAGE CONDITIONS

The storage temperature should be between 2 to 8°C.
The transport at temperatures up to 30°C should not exceed 5 days.
Protect from light and avoid moisture. Do not freeze.

SPECIAL CARE

1- For in vitro diagnostic use only.

2-  Strictly follow the methodology
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- Water level in water bath should be above the level of reagents in test
tubes.

6- The use of Enzymatic Reagent of Bioclin Cholesterol Monoreagent
kit is of fundamental importance to a good performance of the system.
7- Determine the factor periodically in every batch of the product.

8- 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.

9- 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.

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

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

proposed to obtain

SAMPLES

Serum obtained free from hemolysis or plasma, collected with Heparin
or EDTA. After collection, the sample should be centrifuged in up to 3
hours.

HDL cholesterol is stable in serum for up to 7 days at 2 to 8°C ¢and for
30 days at -20°C.

Samples stored at temperatures between 15 and 30°C have stabilitiy
of at most 14 hours.

PROCESS DESCRIPTION

TECHNIQUE

Bioclin recommends, use the Monoreagent Cholesterol (Enzymatic
Reagent*) kit and as control serum, Biocontrol N and Biocontrol P
Bioclin Kits.

Precipitation of VLDL, LDL and Kilomicrons

In a mixer tube pipette:

Sample . 250 L

Preciptant Reagent N° 2 . ... 250 uL

Agitate in Vortex or manually during 1 minute. Centrifuge in
3500 rpm during 15 minutes. This step is of fundamental importance
to obtain the correct result. The limpid supernatant contains HDL
Cholesterol and shall be pipette immediately after centrifugation, to
avoid wrongly elevated results.

Determination of HDL Cholesterol
Mark 3 test tubes: B (Blank), A (Sample), P (Standard), and proceed
as follows:

Blank Standard Sample
Supernatant - - 50 uL
Reagent N° 1 - 50 ul -
Enzymatic Reagent* 1.0mL 1.0 mL 1.0 mL

Homogenize well and put it in water bath at 37 °C for 5 minutes.
Read the absorbance of Sample and Standard at 500 nm
(490 - 540 nm), matching the zero with the Blank. The
color is stable for 30 minutes.

CALCULATIONS

Since it is require for the technique the diluted serum at 1:2 with the
Precipitate Reagent, it is necessary to correct this dilution to obtain the
correct results. For that reason, during the calculations, the standard
value is corrected to the double of its real concentration, which means,
80 mg/dL.

HDL (mg/dL) = Sample Absorbance x 80
Standard Absorbance

Reaction follows the Lambert-Beer Law, the calibration factor can be
used.

Calibration Factor = (80 mg/dL)

Standard Absorbance
HDL (mg/dL) = Sample Absorbance x Calibration Factor

The VLDL and LDL Cholesterol concentration can be calculated
according to the Friedewald equation. This calculation could be used
for samples which Triglycerides concentration does not pass 400 mg/
dL.

VLDL Cholesterol = Triglycerides / 5

LDL Cholesterol = Cholesterol total - (HDL + VLDL)

For lipemic sample or cloudy supernatant, dilute the sample 1:2 with
Sodium Chloride 0.85% and repeat the precipitation. Multiply the result

obtained by 2. If the supernatant remains cloudy, the sample can not
be used.

INTERFERENCES

Some substances, such as Ascorbic Acid, Hemoglobin above 150 mg/
dL, Bilirubin above 20 mg/dL and Triglycerides above 600 mg/
dL, interfere with the reaction.

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 standard 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.

Reference values below are for individuals with 12 hours fasting and
follow Adult Treatment Panel Ill (ATP IlI).

Desirable > 60 mg/dL
Adults
(2 20 years) Limit 40 - 60 mg/dL
Low <40 mg/dL
Childrens and
Adolescents Desirable > 45 mg/dL
(2 to 19 years)

These values should be used as guidelines, each laboratory should
establish its range of reference values, according to the population
served.

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

ACCURACY

Comparison of Methods

The HDL Cholesterol Enzymatic kit was compared with
another commercially available kit of measurement of HDL
Cholesterol. 07 analyses were conducted and the results were eva-lu-
ated, obtaining the linear equation of Y = 1.029X - 2.114 with a linear
correlation coefficient of 0.999. With these results we can conclude that
the kit shows good methodological specificity.

PRECISION

Repeatability

The repeatability was calculated from 20 successive determinations,
using 3 samples with different concentrations, obtaining the following
results:

Repeatability Sample 1 Sample 2 Sample 3
°°'(‘§‘eg'}gf;‘i°“ 35.15 50.70 7075
Devijtiinnd(ar:ldg/dL) 067 0.73 072
Coefficien(to/:)f Variation 1.91 145 1.01




Reproducibility

The reproducibility was calculated from 20 successive determinations
for 3 consecutive days, using 3 samples with different concentrations,
obtaining the following results:

Reproducibility Sample 1 Sample 2 Sample 3
Concentration
(mgldL) 34.90 50.72 70.77
Standard
Deviation (mg/dL) 0.22 0.03 0.03
Coefficient of Variation 062 0.06 0.04
(%)
SENSITIVITY

The sensitivity was calculated from 20 determinations of a
sample free of HDL Cholesterol. The average found was
1.3307 mg/dL, with standard deviation of 0.0005 mg/dL. The sensitivity,
that indicates the method detection limit, corresponds the average plus
3 times the standard deviation, and is equal to 1.3321 mg/dL.

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE

The determination of High Density Lipoproteins (HDL) and
Low Density Lipoprotein (LDL) play an important role in prevention and
therapy of coronary heart disease.

The HDL are capable of captating the Cholesterol of the
pheriferical tissue and reconducting to the liver in order to
degradate and excrement it. This mechanism denominated
reverse transport of Cholesterol, constitute the theory of HDL
anti-atherogenicity, where low concetration of HDL are directly related
with the incidence of cardiovascular diseases.
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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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