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Colesterol HDL plus Produto registado no INFARMED

@ Indica o(s) analisador(es) Roche/Hitachi onde o(s) kit(s) pode(m) ser utilizado.

3 x 150 ml

. 704 | 717 | 736 | 747 | 902 | 904 | 911 | 914 | 917 | MODULAR
Ref. Frasco Contetudo 737 912 P D
1930648 1 a-ciclodextrina/tampéo, 6 x 54 ml
2 PEG-enzimas/4-aminofenazona/tampao, [} [ J
6 x 20 ml
1875850 1 a-ciclodextrina/tampéo, 6 x 267 ml
1875876 2 PEG-enzimas/4-aminofenazona/tampao, [ [
6 x 103 ml
1876112 1 a-ciclodextrina/tampao, 4 x 653 ml
1876147 2 PEG-enzimas/4-aminofenazona/tampao, )
4 x 231 ml
1930672 1 a-ciclodextrina/tampéo, 6 x 29,3 ml
2 PEG-enzimas/4-aminofenazona/tampao, ° [ ) [ () [ [
3 x20,0ml
1930729 1 a-ciclodextrina/tampéo, 6 x 72 ml
2 PEG-enzimas/4-aminofenazona/tampéao, o [ ] [ ] ®
3 x50 ml
1930753 1 a-ciclodextrina/tampéo, 5 x 252 ml
1930770 2 PEG-enzimas/4-aminofenazona/tampao, [ [

Alguns dos analisadores e kits podem nao ser comercializados em todos os paises. Para outras aplicagoes do sistema, contacte o seu representante local da Roche.

Funcao

Teste enzimatico para determinagédo quantitativa directa in vitro do
colesterol-HDL em soro e plasma humanos, utilizando analisadores
automaticos de quimica clinica.

Caracteristicas

As lipoproteinas de alta densidade (HDL - High Density Lipoproteins)
séo responsaveis pelo transporte inverso do colesterol das células
periféricas para o figado. Aqui, o colesterol é transformado em acidos
biliares, que s&o excretados para os intestinos através do tracto biliar.
E clinicamente importante monitorizar o colesterol-HDL no soro,
dado que existe uma correlagdo inversa entre as concentragdes
séricas de colesterol-HDL e o risco de doenga aterosclerética. As
concentracdes elevadas de colesterol-HDL protegem contra as
cardiopatias corondrias ao passo que as concentragoes reduzidas
de colesterol-HDL, sobretudo associadas a um nivel elevado de
triglicéridos, aumentam o risco cardiovascular.

Sao varios os métodos existentes para determinagéao do colesterol-
HDL, como a ultracentrifugacéo, a electroforese, o HPLC e os métodos
a base de precipitacao. Estes ultimos tém vindo a ser frequentemente
utilizados. O colesterol-HDL comega por ser separado através da
precipitagdo das lipoproteinas que contém a apoproteina B do soro
pela combinagdo de um polianido e de um catido bivalente, como o
sulfato de dextrano/cloreto de magnésio ou fosfotungstato/cloreto de
magnésio. Contudo, os métodos de precipitagdo sdo demorados e
ndo podem ser automatizados. Existe, pois, uma grande necessidade
de desenvolver um método fidvel e conveniente para a determinagéo
do colesterol-HDL sem qualquer tratamento prévio. Foram propostas
diversas abordagens para a determinacéao directa do colesterol-HDL
no soro, incluindo o uso de particulas magnéticas sob a forma de
combinagdes polianides-metais e o uso de polietilenoglicol (PEG)
com anticorpos anti-apoproteina B e anti-apoproteina CIII.

Este método automatico de determinagao directa do colesterol-
HDL no soro e plasma utiliza enzimas modificados por PEG e a.-
ciclodextrina sulfurica e sulfato de dextrano. Quando modificados
por PEG, os enzimas colesterol-esterase e colesterol-oxidase
apresentam actividades cataliticas selectivas face as fracgdes de
lipoproteinas, com o seguinte aumento da reactividade: LDL <
VLDL = quilomicra < HDL.

Na presenca de ides de magnésio, a a-ciclodextrina sulfarica diminui
a reactividade do colesterol, sobretudo em quilomicra e lipoproteinas
de densidade muito baixa (VLDL - very low density lipoprotein), sem
necessidade de precipitacdo de agregados de lipoproteinas.''2
Os valores posprandiais sao ligeiramente inferiores aos obtidos em
jejum. Com o método Betaquant foram obtidos valores pospran-
diaiscomparaveis.'®1®

A determinacéo directa do colesterol-HDL da Roche cumpre os
objectivos do NIH (National Institutes of Health)/NCEP (National
Cholesterol Education Program) para 1998 referente a um
desempenho aceitavel.’® Os resultados obtidos com este método
estdo relacionados com os obtidos com os métodos a base de
precipitacdo e também com o método por ultracentrifugagéo.
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Principio do teste'?

Teste homogéneo colorimétrico enzimatico.

e Amostra e adigao do R1 (a-ciclodextrina sulfdrica/tampao).

Na presenca de um tampao ligeiramente alcalino e de cloreto de
magnésio, o sulfato de dextrano e a.-ciclodextrina sulfurica formam,
de modo selectivo, complexos soluveis em agua com LDL, VLDL e
quilomicra, que sao resistentes aos enzimas modificados por PEG.
Adicéo do R2 (enzimas modificados por PEG/4-aminofenazona/
tampao) e inicio da reacgéo: A concentragdo do colesterol-HDL é
determinada enzimaticamente, por acoplagao da colesterol-esterase
e da colesterol-oxidase com PEG aos grupos amino (cerca de 40%).

PEG-colesterol
estera

ésteres do colesterol-HDL + H,O

se

colesterol+ RCOOH
Sob ainfluéncia da colesterol-esterase, os ésteres de colesterol sdo
fragmentados quantitativamente em colesterol livre e acidos gordos.

PEG-colesterol

colesterol + O, A*-colestenona + H,0,

oxidase

Na presenca de oxigénio, o colesterol & oxidado pela colesterol
oxidase para A*-colestenona e peréxido de hidrogénio.

2 H,0, + 4-aminofenazona + HSDA* + H* + H,0 ;’eromdase

corante violeta azul + 5 H,O
*HSDA = N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina
Na presencga da peroxidase, o peréxido de hidrogénio formado
reage com a 4-aminofenazona e a HSDA para formar um corante
azul violeta. A intensidade cromatica é directamente proporcional
a concentragdo de colesterol e € medida por meios fotométricos.

Concentracoes das solugoes de trabalho

R1 a-ciclodextrina/tampéao
Tampao MOPS™: 2 g/I, pH 7,0; a.-ciclodextrina sulfarica: 0,1 g/l;
sulfato de dextrano: 0,7 g/I; sulfato de magnésio: 7,0 g/l; HSDA:
0,3 g/I; ascorbato-oxidase (Acremonium sp.) = 3 kU/I; peroxidase
(rabano) = 5 kU/I; estabilizante

R2 PEG-enzimas/4-aminofenazona/tampao
Tampéao PIPES*™*: 3 g/I, pH 7,0; PEG-colesterol-esterase (Pseudo-
monas spec.) = 0,8 kU/I; PEG-colesterol-oxidase (Pseudomonas
spec.) = 5,3 kU/|; peroxidase (rabano) = 16 kU/l; 4-amino-fenazona:
0,4 g/I; conservante

**  MOPS = acido 3-morfolinopropanossulfénico

*** PIPES = piperazina-1,4-bis(acido 2-etanossulfénico)

Precaucodes e adverténcias

Para utilizacdo em diagndéstico in vitro.

Respeite as precaugdes normais de manuseamento de reagentes
laboratoriais.

Preparacao dos reagentes
R1: Pronto a utilizar.
R2: Pronto a utilizar.

Conservacao e estabilidade

Componentes no kit fechado: até ao fim do prazo de validade indica-
do quando conservado a 2-8°C

R1:28 dias aberto e refrigerado no analisador

R2:28 dias aberto e refrigerado no analisador
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Colheita e preparacao das amostras
O soro é recolhido em tubos de amostra standard.
Plasma tratado com heparina-Na ou heparina-Li.
Estabilidade': 7 dias a 2-8°C.
30 dias a -70°C
Utilize amostras de individuos que estavam em jejum e que ndo estavam
em jejum.™ O plasma com EDTA causa uma redugao dos resultados.®

As amostras que contém precipitado tém de ser centrifugadas antes
da realizagdo do ensaio.

Componentes do teste

Material fornecido

¢ Solucdes de trabalho, conforme descrito acima

Outros materiais necessarios

e Calibradores e controlos adequados, conforme indicado abaixo
e NaCl a 0,9%

e SMS/Acid wash

Realizacao do ensaio

Consulte o0 manual do operador apropriado e/ou a secgao relativa
as definicdes do analisador nesta bula para obter instrucdes mais
especi-ficas sobre o analisador.

Quando se executam ensaios nao validados pela Roche, esta nao
garante os resultados, pelo que esses ensaios devem ser definidos
pelo utilizador.

Calibracao

Padronizagdo™: O método homogéneo Colesterol-HDL foi calibrado

contra o método de precipitagcdo PTA (acido fosfotungstico) da Roche.

Esta padronizagéao estd em conformidade com os critérios determinados

em “HDL Cholesterol Method Evaluation Protocol for Manufacturers”

do “National Reference System for Cholesterol, CRMLN (Cholesterol

Reference Method Laboratory Network)” norte-americano, de Novembro

de 1994.

S1: NaCl al 0,9%

S2: Calibrador para sistemas automaticos (C.f.a.s - Calibrator for

automated systems) HDL/LDL-C plus ou C.f.a.s. HDL-C

Frequéncia da calibragcéo

Recomenda-se a realizagdo de uma calibragéo de dois pontos:

¢ Ao mudar de lote de reagentes.

e conforme necessario de acordo com os procedimentos de controlo
necessarios

Verificagao da calibragdo: ndo é necessaria.

Controlo de qualidade
Para o controlo de qualidade, utilize o Precinorm L, Precipath HDL/
LDL-C ou outros materiais de controlo adequados. Os intervalos e os
limites de controlo deverdo ser adaptados as exigéncias especificas
de cada laboratério e aos requisitos especificos de cada pais. Os
valores obtidos devem situar-se dentro dos intervalos definidos. Cada
laboratério devera estabelecer as suas proprias normas no que diz
respeito as medidas correctivas a tomar no caso de os valores se
situarem fora do intervalo definido.
Calculo
Os sistemas Roche/Hitachi calculam automaticamente a concentragéo
de colesterol-HDL de cada amostra.
Factores de conversdo: mg/dl x 0,026 = mmol/I

mmol/l x 38,66 = mg/dl

Limitacdes - interferéncias'>"’

(Utilizadores norte-americanos: consultar a folha de aplicagao para
obter instrugdes de lavagem especificas).

Para evitar a contaminagéo da Tina-quant [@ Albumina, lipoproteina (a)
e proteina C pela agulha e cuvete e para evitar a contaminagéo da
ceruloplasmina e pré-albumina pela cuvete, utilize o software Evasion
com Multiclean na determinagé@o do colesterol-HDL. Para evitar a
contaminag@o do magnésio pela agulha e cuvete, utilize o software
Evasion com SMS/Acid Wash na determinagéo do colesterol-HDL. Para
evitar o deposito de hidroxido de magnésio nos tubos de lavagem das
células, proceda a uma lavagem diaria das células com SMS/Acid Wash.

Critério: recuperagao dentro de + 10% dos valores iniciais.

Ictericia: Nenhuma interferéncia significativa até um indice | de 46 no
caso da bilirrubina conjugada e 56 no caso da bilirrubina ndo-conjugada
(concentragdo aproximada de bilirrubina conjugada: 46 mg/dl;
concentrag@o aproximada de bilirrubina ndo-conjugada: 56 mg/dl).
Hemodlise: Nenhuma interferéncia significativa até um indice H de
1000 (concentragdo aproximada de hemoglobina: 1000 mg/dl).
Lipemia (Intralipid): Nenhuma interferéncia significativa até um indice
L de 1000.
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Os dados que indicam uma interferéncia por triglicéridos baseiam-
se no método de Glick'” com o substrato artificial Intralipid. Até ao
momento, ndo existe um modelo que permita simular uma interferéncia
por triglicéridos ja que, na amostra do doente, os triglicéridos tém um
comportamento imprevisivel dependendo das caracteristicas dos
acidos gordos esterificados. Frequentemente, as amostras de doentes
com elevadas concentragdes de triglicéridos, séo lipémicas. O utilizador
ndo pode verificar a validade das interferéncias por triglicéridos nas
amostras.

Em casos raros, concentragdes elevadas de imunoglobulina podem
conduzir a resultados falsamente elevados de colesterol-HDL. Uma
funcé@o hepatica anémala néo afecta o metabolismo dos lipidos;
consequentemente, os resultados das HDL e LDL tém um valor de
diagnéstico limitado. Em muitos doentes com fungéo hepatica
normal, o HDL e o LDL estao significativamente diminuidos.
Foram efectuados testes in vitro com 20 farmacos frequentemente
utilizados, ndo tendo sido observada qualquer interferéncia desses
farmacos com os ensaios.

Intervalo de medicao/referéncia

3-120 mg/dl (0,08-3,12 mmol/l)

Determine as amostras com actividades superiores através da fungéao
de reanadlise. Nos analisadores sem fungao de reanalise, dilua
manualmente com NaCl a 0,9% as amostras com concentragdes
superiores (p. ex., 1 + 1). Multiplique o resultado pelo factor de diluicao
apropriado. (p. ex., 2).

Valores teodricos

| Nenhum risco |Risco moderado [Risco elevado
Homens!819:20
mg/dl > 55 35-55 <35
mmol/I > 1,45 0,90-1,45 < 0,90
Mulheres'819:20
mg/dl > 65 45-65 <45
mmol/| > 1,68 1,15-1,68 <1,15

Directivas do National Cholesterol Education Program (NCEP)'®
< 35 mg/dI: Colesterol-HDL baixo (principal factor de risco de doenga
cardiovascular)
> 60 mg/dl: Colesterol-HDL alto (factor de risco "negativo" de doenga
cardiovascular)

O colesterol-HDL é afectado por uma série de factores como, p. ex.,
tabaco, exercicio fisico, hormonas, sexo e idade.

Cada laboratério deve verificar se os valores tedricos podem ser
aplicados a sua propria populacéo de doentes e, se necessario,
determinar os seus proprios valores de referéncia. Quando o objectivo
€ o diagndstico, os resultados do colesterol-HDL devem ser sempre
interpretados em conjunto com a anamnese do doente, exames
clinicos e outros resultados.

Dados especificos sobre o desempenho do teste

Sao apresentados a seguir dados representativos do desempenho
utilizando um analisador Roche/Hitachi. Os resultados podem diferir
de laboratério para laboratério.

Imprecisao’®

A reprodutibilidade foi determinada diariamente utilizando amostras
e controlos humanos num protocolo interno (n = 21). Obtiveram-se
os seguintes resultados:

Intra-série Entre dias
Amostra Média SD %CV Média SD %CV
mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
Soro humano 23 0,30 1,3 23 0,62 2,6
Precinorm L 44 0,30 0,6 44 0,76 1,7
Precipath HDL/LDL 33 0,33 1,0 33 0,63 1,9

SD = desvio-padréo (Standard Deviation)
CV = coeficiente de variagdo

Sensibilidade analitica (limite de deteccéao inferior)'s

Limite de detecgao: 3 mg/dl (0,08 mmol/l)

O limite de detecgéo inferior representa a concentragdo de colesterol-
HDL mais baixa que é mensuravel e pode ser distinguida de zero. E
calculado como correspondendo a 3 desvios-padréo de 21 repeticoes
do padrao mais baixo.
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Comparacgao dos métodos's Definicoes do instrumento

A. Uma comparagéo do ensaio Colesterol-HDL plus da Roche (y) com Utilizadores norte-americanos
o ensaio homogéneo de colesterol-HDL (x) da Roche (x) teve como Para mais informagdes sobre o funcionamento, consulte a folha da
resultado as seguintes correlagbes no soro humano (mg/dl): aplicagao.
Passing/Bablok?*!?2 Regressao linear Clientes do Roche/Hitachi 736 e 914
y=0,49 + 0,99 x y =0,63 +0,98 x Para mais informagées sobre os parametros, consulte a folha da
r= 0,998 r= 0,998 ap“cagéo_
SD (md 95) = 1,43 Sy. x = 0,66 Utilizadores do Roche/Hitachi 904, 911, 912, 917 e MODULAR

Numero de amostras de soro humano medidas: 100
As concentragbes das amostras variaram entre 9 e 74 mg/d|

B. Uma comparagéo do ensaio Colesterol-HDL plus da Roche (y) com
o agente de precipitagdo do colesterol-HDL (&cido fosfotungstico/ Roche/Hitachi 704
cloreto de magnésio) da Roche e um padrao contendo soro (x) teve Temperatura: 37°C
como resultado as seguintes correlagdes no soro humano (mg/dl): )

Introduza os parametros da aplicagéo a partir da disquete da aplicagéo
ou da folha com o codigo de barras, conforme mais adequado.

L0 €0 L00LS897LZ — L0-666 ) — senbnuod

Passing/Bablok?'2? Regresséo linear PROGRAM 2 CHEMISTRY PARAMETERS
=2,86 + 0,95 x = 3,09 + 0,94 x
! 20,000 ! 20,002 TEST [HDL -C]
SD (md 95) = 2,79 Sy.x=1,44 ASSAY CODE [2(2 POINT)]-[15] - [32]
Numero de amostras de soro humano medidas: 107 SAMPLE VOLUME [5]
As concentragdes das amostras variaram entre 5 e 100 mg/dl R1 VOLUME [350]-[50]-[NO]
C. Uma comparacéo do ensaio Colesterol-HDL plus da Roche (y) com R2 VOLUME [115]-[20]-[NO]
um método de comparacao para o Colesterol-HDL recomendado
pela CDC (x) teve como resultado as seguintes correlagdes no soro WAVELENGTH [700]-[600]
humano (mg/dl): CALIB. TYPE [LINEAR]-[0]-[0]
Passing/Bablok?"22 Regressio linear STD. (1) CONC.-POS. [0.0]-[_]
y =2,49 + 0,97 x y =2,20 + 0,98 x STD. (2) CONC.-POS. [ 1-1_1
r=0,996 r=0,996 STD. (3) CONC.-POS. [0]1-[0]
Sp (md 95) = 2,41 Sy.x=1,23 ) STD. (4) CONC.-POS. [0]-[0]
Numero de amostras de soro humano medidas: 41 STD. (5) CONC.-POS [0]-[0]
As concentragcbes das amostras variaram entre 23 e 92 mg/dl ’ ’ )
D. Uma comparagéo do ensaio Colesterol-HDL plus da Roche (y) com STD. (6) CONC.-POS. [01-[0]
o0 agente de precipitagéo do colesterol-HDL (4cido fosfottingstico/ UNIT (]
cloreto de magnésio) da Roche e um padrdo aquoso segundo Abell SD-LIMIT [0.1]
Kendall (x) teve como resultado as seguintes correlagbes no soro DUPLICATE LIMIT [80]
humano (mg/di): L SENSITIVITY LIMIT [700]
Passing Bk pogressdo lnear ABS. LIMIT (INC/DEC) [0] - [INCREASE]
3/: 0,,996 ’ 3/: 0,,996 ’ PROZONE LIMIT [32000] -[UPPER]
SD (md 95) = 2,3 Sy. x=1,1 EXPECTED VALUE [_1-[_]
Numero de amostras de soro humano medidas: 118 INSTRUMENT FACTOR [1.00]

As concentragcbes das amostras variaram entre 18 e 92 mg/dl.
__ Dados introduzidos pelo operador
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__ Dados introduzidos pelo operador
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Roche/Hitachi 717
Temperatura: 37°C

PROGRAM 2 CHEMISTRY PARAMETERS
TEST [HDL-C]

ASSAY CODE [2(2 POINT)] - [24]-[50]
SAMPLE VOLUME [4]-1[3]

R1 VOLUME [300]-[100] - [NO]
R2 VOLUME [100]- [50] - [NO]
WAVELENGTH [700]- [600]
CALIBRATION [LINEAR]-[0]-[0]
STD. (1) CONC.-POS. [0.0]-[__]

STD. (2) CONC.-POS. [ 1-1_1]

STD. (3) CONC.-POS. [0]-[0]

STD. (4) CONC.-POS. [0]-[0]

STD. (5) CONC.-POS. [0]-[0]

STD. (6) CONC.-POS. [0]-[0]
SD-LIMIT [0.1]

DUPLICATE LIMIT [80]
SENSITIVITY LIMIT [700]

ABS LIMIT (INC/DEC) [0]-[INCREASE]
PROZONE LIMIT [32000] - [UPPER]
EXPECTED VALUE [ 1-1_1
PANIC VALUE [ 1-1_1
INSTRUMENT FACTOR [1.00]

__ Dados introduzidos pelo operador

Obtém-se valores elevados do colesterol-HDL nos sistemas Roche/
Hitachi 717 apds a determinacao dos triglicéridos com o método
GPO-PAP. Nestes casos, proceda as determinagoes dos triglicéridos
com a aplicacdo R1/R2.

Roche/Hitachi 747

Temperatura: 37°C

PROGRAM 4.2 CHEMISTRY PARAMETER
TEST [HDL-C]
ASSAY CODE [2(2 POINT)]-[22] - [50]
WAVELENGTH [700 (SUB)]-[600 (MAIN)]

SERUM URINE
SAMPLE VOLUME [4]-[3] [ 1-[_]
EXPECTED VALUE [_1-[_1 [ 1-[_]
PANIC VALUE [_1-[_1 [ 1-[_]
ABS. LIMIT (INC/DEC) [0]-[INCR.] [_1-[_]
PROZONE LIMIT [32 000] -[ABOVE] [ 1-1_1

R1 R2

R1/R2 REAGENT VOLUMES  [300] [100]
R1/R2 DUMMY INTERVAL [0] [0]
DILUTION VOLUME [0]
CALIB. METHOD [LINEAR]
POINTS []
STD 1 CONC RACK POS [ I-[_1-1_1
STD 2 CONC RACK POS [ I-[_1-1_1
STD 3 CONC RACK POS [01-[__1-[0]
STD 4 CONC RACK POS [01-[__1-[0]
STD 5 CONC RACK POS [01-[__1-[0]
STD 6 CONC RACK POS [01-[__1-[0]
SD LIMIT [0.1]
DUPLICATE LIMIT [80]
SENSITIVITY LIMIT [700]
STD 1 ABS. LEVEL [ 1-1_1
INSTRUMENT FACTOR [1.0]

__ Dados introduzidos pelo operador
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No. <Chemistry>

Test Name

Assay Code (Mthd)
Assay Code (2. Test)
Reaction Time
Assay Point 1
Assay Point 2
Assay Point 3
Assay Point 4
Wavelength (SUB)
Wavelength (MAIN)
Sample Volume

R1 Volume

R1 Pos.

R1 Bottle Size

R2 Volume

R2 Pos.

R2 Bottle Size

R3 Volume

R3 Pos.

R3 Bottle Size

Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.
Calib.

Type (Type)
Type (Wght)
Conc. 1
Pos. 1
Conc. 2
Pos. 2
Conc. 3
Pos. 3
Conc. 4
Pos. 4
Conc. 5
Pos. 5
Conc. 6
Pos. 6

S1 ABS.
K Factor
K 2 Factor
K 3 Factor
K 4 Factor
K 5 Factor
A Factor
B Factor
C Factor
SD Limit
Duplicate Limit

Sens.

Limit

S1ABS. Limit (L)
S1ABS. Limit (H)
ABS. Limit

ABS. Limit (D/1)
Prozone Limit

Proz Limit (Upp/Low)
Prozone (End Point)
Expect. Value (L)
Expect. Value (H)
Instr. Fact. (a)

Instr. Fact. (b)

Key Setting

HDL-C

2 Point End
0

10

17

oo oOocoooo

o

10000
10000
10000
10000
10000
0

0

0

0.1

80
700
-32000
32000
32000
Increase
32000
Upper
35

.... Dados introduzidos pelo operador

Para mais informagdes, consulte o manual do operador dos sistemas Roche/Hitachi,
as folhas da aplicag&o respectiva e as bulas dos calibradores e dos soros de controlo.
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