Instrucdes de Uso
Somente para uso diagnéstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

VITAMIN B1 (THIAMINDIPHOSPHATE) IN WHOLE BLOOD-HPLC

VITAMINA B1 EM SANGUE TOTAL — HPLC

Reagente diagnodstico para determinacao quantitativa in vitro de Vitamina B: em Sangue Total por HPLC.

N© de lote, data de fabricagdo e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacdo

35000

Kit Reagente para Andlise de Vitamina B: em Sangue Total por HPLC, 100 analises

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimento, favor consultar o Manual de Instrucdes para Andlise de

Vitamina B: em Sangue Total por HPLC no site www.biosys.com.br.

FINALIDADE PRETENDIDA

Este kit de reagentes permite uma determinacdo rapida, simples
e especifica da forma fisiologicamente ativa da vitamina B1
(tiamina pirofosfato, TPP) em amostras de sangue total.

O kit é desenvolvido para testes de pacientes cujos niveis de
vitamina B1 requerem monitoramento:

- em pacientes com suspeita de deficiéncia de Vitamina B1,

- em pacientes com suspeita de excesso de Vitamina B1, e/ou

- em pacientes sob terapia de suplementagao de Vitamina B1.

METODO
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccgdo por
fluorescéncia.

PRINCiPIO

O preparo da amostra se restringe a etapas de extragdo e de
precipitagao, seguida da derivatizagao da vitamina B: no frasco de
reacdo. A amostra derivatizada é analisada utilizando detector de
fluorescéncia com comprimento de onda variavel.

REAGENTES

Componentes e Composigoes:

Produto Composigao Apresentacgao
Fase Movel Metanol 1 x 1000 mL
(Mobile Phase)

Tampado de Extracdo Metanol 1x10 mL
(Extraction Buffer)

Reagente de Acido perclorico 1x 30 mL
Precipitacao

(Precipitation Reagent)

Reagente de Hexacianoferrato 5x0,3mL
Derivatizagdo 1 tripotéssico

(Derivatization

Reagent 1)

Reagente de Metanol 1 x20 mL
Derivatizagéo 2 Hidroxido de

(Derivatization sodio

Reagent 2)

Tampao de Metabisulfito de 1x10 mL
Estabilizagdo sodio

(Stabilization Buffer)

Tamp3&o de Acido fosférico 1x10 mL
Neutralizagdo

(Neutralization Buffer)

Frascos de Reacao Frascos vazios 2 x 100
(Reaction vials) unidades
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INSTRUGCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rotulo, desde que as condicbes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas. A tabela abaixo apresenta a
temperatura de armazenagem dos reagentes do kit.

Artigo Produto Armazenamento
35021 Fase Mdvel +18° a +30°C
37003 Tampao de Extracdo +18° a +30°C
37004 Reagente de Precipitacao +18° a +30°C
35005 Reagente de Derivatizagao 1 +18° a +30°C
(liofilizado)

35006 Reagente de Derivatizagao 2 +18° a +30°C
35007 Tampao de Estabilizacao +2° a +8°C
35009 Tampao de Neutralizagao +18° a +30°C

CUIDADOS E PRECAUGCOES

Por favor, consulte a ficha de seguranga dos reagentes e tome as
precaucGes necessarias para 0 manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA

Estas instrugdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto e as instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo podera ser garantida em caso de desvio as instrugdes.

DESCARTE

A Fase Movel e o Reagente de Derivatizagdo 2 contém solventes
organicos. Descarte os residuos dos produtos em um contéiner
para solventes organicos livres de halogénio. O Reagente de
Precipitacdo e o Tampdo de Neutralizagcdo contém acidos fortes.
Neutralize as solugdes e descarte em um contéiner para solugdes
salinas. O Tampdo de Estabilizagdo contém um sal perigoso.
Descarte os residuos do produto em um contéiner para solucGes
salinas. Residuos de amostras de pacientes, amostras
preparadas, controles e calibrador assim como os consumiveis de
laboratério contaminados com material humano devem ser
coletados e descartados como residuos potencialmente
infectantes. As solugdes mencionadas ndo devem ser descartadas
juntamente com lixo doméstico. N&o circule no abastecimento
principal de agua. Descarte de acordo com as exigéncias locais e
nacionais.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Moével: pronto para uso.

Tampao de Extragdo: pronto para uso.
Reagente de Precipitagao: pronto para uso.
Tampao de Neutralizagdo: pronto para uso.
Tampao de Estabilizacdo: pronto para uso.
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Reagente de Derivatizacado 1: reconstitua o contetdo do frasco
do Reagente de Derivatizagdo 1 (art. 35005) com exatamente
0.3 ml de agua destilada ultra-pura. Sob refrigeragdo (+2 a
+8°C), a estabilidade desta solugdo é de aprox. 2 semanas.
Reagente de Derivatizagao 2: pronto para uso.

Mix de Derivatizagao:

Misture 100 pl do Reagente de Derivatizagdo 1 com 2.0 ml do
Reagente de Derivatizagdo 2 (art. 35006). Esta mistura (mix de
derivatizagdo) na proporgdo 1:21 estd pronta para o uso para o
preparo das amostras.

Para cada amostra, 200 pl da mistura de derivatizagao sao usados
no preparo.

Nota: O mix de derivatizagcao deve ser preparado imediatamente
antes do preparo das amostras. A temperatura ambiente, a
estabilidade é de pelo menos 12 horas.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

¢ Sistema HPLC (cromatografia liquida de alta pressdo) isocratico
- Autosampler - Detector de fluorescéncia

e Coluna HPLC, pré-filtro 5 um, pré-coluna 4/10

e Controles para Vitamina B1 (ex: Vitaminas B1/B2 Whole Blood
Controls - Bi-Level (I+II) da Chromsystems)

e Padrdao de Calibragdo de Vitamina Bl (ex: Vitamins B1/B2
Whole Blood Calibration Standard da Chromsystems)

e Centrifuga adequada; Vortex; Compartimento para coluna com
termostato

AMOSTRA

Para a analise de tiamina pirofosfato (TPP) use sangue total.
Ambos EDTA (K3-EDTA e K2-EDTA) e heparina (litica, sddica e
heparina de amodnio) sdo adequados como anticoagulantes.
Sangue total em EDTA é recomendado porque sangue total em
heparina é muito mais suscetivel a falsificagdo enzimatica de
resultados (concentragdes elevadas ou diminuidas sdo possiveis)
e é mais propenso a coagulagdo, o que pode reduzir a precisdo
da pipetagem.

Estabilidade da amostra:
Temperatura de Sangue total -

Sangue total -

armazenamento EDTA heparina

+20 a +25° 24 horas 24 horas
+2a+8°C 7 dias 7 dias

Abaixo -18° C 3 meses 3 meses
Ciclos de 1 ciclo 1 ciclo

congelamento/
descongelamento
N&o ha restricdes no uso de amostras hemolisadas, lipémicas e
ictéricas.
Atencado: E responsabilidade individual dos laboratérios usar
todas as referéncias disponiveis ou seus proprios estudos para
determinar critérios especificos de estabilidade para o seu

laboratorio.

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos):
Temperatura de | Vida atil de | Outras condigoes

armazenamento | armazenamento

+20 a +25°C 3 dias Protecdo contra luz,
bem fechado

+2 a +8°C 3 dias Protegdo contra luz,

bem fechado

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:
Amostrador: O compartimento
protegido da luz.

deve ser

Volume de injecdo 50 pl
Tempo de corrida: 6 min
Razdo de fluxo: 1.0 ml/min

+20°C a +25°C

EX=367 nm, EM 435 nm

Agua ultrapura (grau HPLC) com
5-10% de metanol

Temperatura da coluna:
Detector fluorescéncia:
Solugdo de limpeza da
agulha (injetor):
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Procedimento de Preparo das Amostras:
Em um frasco de reagdo ambar, pipetar:
1. 200 pL de amostra (sangue total-EDTA, calibrador ou
controle)
+ 100 pL de Tampao de Extragao.
Agitar por 2 seg. (vortex).
Acrescentar 300 pL de Reagente de Precipitagao.
Agitar por 30 seg. (vortex).
Centrifugar por 5 min. a 9.000 g

apPhwWN

Nota: Importante! Para obter uma derivatizagdao
satisfatoria, ndo altere a sequéncia dos passos seguintes.

6. Em um novo frasco de reagdo ambar (protegido da luz),
pipetar 200 pL do mix de derivatizagdao (veja Preparo dos
Reagentes).

7. Adicionar 100 pL do sobrenadante e agitar brevemente.

8. Acrescentar 100 pyL do Tampao de Neutralizagao.

9. Acrescentar 100 yL do Tampado de Estabilizagdo e agitar
brevemente.

10.Deixar em repouso por 20 min.

11.Injetar 50 pL no sistema HPLC.

Tempo de retencdo esperado:

Analito
Vitamina B: (tiamina pirofosfato)

Tempo de retencdo
Aprox. 3,2 min

FATORES DE CONVERSAO

Analito Hg/L para nmol/L para
nmol/L Hg/L
Tiamina pirofosfato X 2,357 X 0,4243
(TPP)
CALCULOS
Camostra = _ AAmostra X Ccalibrador
Acalibrador

Area ou altura do pico do analito A no = Aamostra
cromatograma da amostra
Area ou altura do pico do analito A no = Acalibrador
cromatograma do calibrador

Concentracao do analito A no calibrador = Ccalibrador

Fatores de conversao:

Analito Hg/L para nmol/L para
nmol/L Hg/L
Vitamina B: x 2,357 x 0,424
(Tiamina pirofosfato, TPP)

CONTROLE DE QUALIDADE

A precisdo e exatiddo das andlises podem ser monitoradas pela
inclusdo de controles adicionais em cada corrida analitica.

Se a anadlise destes controles fornecer valores fora do intervalo
indicado nas Instrugdes de Uso desses produtos, o sistema deve
ser verificado e, se necessario, recalibrado.

A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos para calibrar
e monitorar a precisdo e exatiddo das analises:

Artigo | Produto Apresentacao

37008 | Vitamins B1/B2 Whole Blood 5% 1mL
Calibration Standard

0033 Vitamins B1/B2 Whole Blood 2% 5x2mL
Controls - Bi-Level (I+II)
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DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

As caracteristicas de desempenho foram determinadas e
verificadas no instrumento: Detector de fluorescéncia da
Shimadzu RF-202

Recuperagao

A recuperagdo analitica foi demonstrada dentro do processo de
avaliacdo de desempenho analitico baseado nas seguintes
estratégias devido a auséncia de um método de referéncia ou
material de referéncia:

- Comparagdo com um método CE/IVD

- Participagdo em esquema de proficiéncia

Linearidade e menor limite de quantificagdao (LLOQ):

A linearidade foi determinada por multiplos preparos da amostra
de sangue. O limite de quantificacao foi determinado pela diluicao
definida do controle nivel I (0034) com solugdo de fosfato
tamponada com cloreto de sddio. Este método é linear a partir do
menor limite de quantificagdo (LLOQ) a concentragao indicada.

Analito LLOQ[pg/L]
Tiamina pirofosfato 0,8

Faixa linear [pg/L]
Até pelo menos 750

Precisao intra-ensaio:

A determinagdo da precisao intra-ensaio foi realizada a partir da
meédia e coeficiente de variagdo de multiplos preparos (n=10) de
uma mesma amostra e a determinagdo da concentragdo de
tiamina pirofosfato em 3 diferentes concentragoes:

Analito Coeficiente de variacao (%)
(concentracdo em pg/L)

4,4 (26,0) | 4.0(38,7) | 3,8(95,4)

Tiamina pirofosfato

Precisao inter-ensaio:

A determinacgdo da precisdo inter-ensaio foi realizada a partir de
10 preparos e determinacao da concentragao do analito em poo/
de sangue total em 10 diferentes séries de testes.

Analito Coeficiente de variacao (%)
(concentracdao em ug /L)

4,9 (26,0) | 4,4(38,7) | 4,7 (95,4)

Tiamina pirofosfato

INTERFERENTES

Interferéncias detectadas

Acetaminofen (paracetamol), um medicamento para tratar febre
e dor leve a moderada, leva a falsa determinacgdo baixa de tiamina
pirofosfato (TPP).

Interferéncias nao detectadas
As seguintes substancias foram testadas e tiveram uma influéncia
negligenciavel nos resultados quantitativos (desvio < 15%).

Metabolitos

Tiamina, tiamina monofosfato, tiamina trifosfato

Estes metabolitos podem ser convertidos cada um em TPP por
reacles enzimaticas. Eles ndo sdo interferentes analiticos, mas
podem ser interferentes farmacocinéticos.

Medicamentos

Acido acetilsalicilico, alopurinol, alprazolam, amlodipina,
amoxicilina, anfetamina/dexanfetamina, apixabana, &cido
ascorbico, atenolol, atorvastatina, azitromicina, bisoprolol,

bupropiona, candesartana, carvedilol, cefuroxima, citalopram,
clonazepam, clopidogrel, ciclobenzaprina, diclofenaco, donepezil,
duloxetina, edoxabana, empagliflozina, enalaprilato, fenoterol,
fluoxetina, fluticasona, formoterol, furosemida, gabapentina,
galantamina, glimepirida, glipizida, hidroclorotiazida,
hidrocodona, ibuprofeno, brometo de ipratrdpio, lercanidipina,
levotiroxina, lisinopril, lorazepam, losartan, meloxicam,
memantina, metamizol/dipirona como 4-metilaminoantipirina,
metformina, metocarbamol, metilfenidato, metoclopramida,
metoprolol, montelucaste, nebivolol, nimodipina, noscapina,
omeprazol/esomeprazol, pantoprazol, fenprocumon,
pravastatina, prednisolona, prednisona, pregabalina, propranolol,
ramipril, ranitidina, rivaroxabana, rivastigmina, rosuvastatina,
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salbutamol/albuterol, sertralina, sinvastatina, sitagliptina,
espironolactona, tansulosina, tilidina ~como nortilidina,
torasemida, tramadol, trazodona, Vvalsartan, venlafaxina,

zolpidem.

Analise livre de interferéncias é possivel com as seguintes
condigcbes da amostra:

Hemolise

Amostras recém coletadas de sangue total foram hemolisadas por
congelamento e descongelamento. Concentragdes do analito
foram comparadas com aquelas da amostra original.

Nenhuma interferéncia significativa ocorreu (desvio < 15%).

Lipemia

Concentragdes de sangue total foram enriquecidas com diferentes
concentracdes de uma emulsdo lipémica (0,67 a 10 g/L) e
concentragbes de analito foram comparadas com aquelas da
amostra original.

Nenhuma interferéncia significativa ocorreu (desvio < 15%).

Ictericia

Amostras de sangue total foram enriquecidas com bilirrubina ndo
conjugada e conjugada (cada 0,4 g/L) e as concentragdes de
analito foram comparadas com aquelas da amostra original.
Nenhuma interferéncia significativa ocorreu (desvio < 15%).

VALORES DE REFERENCIA

As seguintes faixas de referéncia foram retiradas da literatura
[13]. Elas podem diferir de outros dados publicados. Como o nivel
varia dependendo da populacdo dos pacientes e do método de
dosagem, determine valores de referéncia especificos para o seu
laboratério. Quando determinados intervalos, tenha certeza que
cumpre com os requerimentos nacionais e locais.

Faixa de referéncia 33,1- 60,7 ug/l
78- 143 nmol/I

Numero de resultados obtidos 247

Método estatistico da faixa de Média

referéncia + 2x desvio padrdo

Correlagdo entre os resultados Nenhuma

obtidos e anos de idade

Correlagdo entre os resultados Nenhuma

obtidos e genéro

Fonte [13]
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Simbolos utilizados:

Fabricante

NUmero de catdlogo

Quantidade suficiente para <n> ensaios

Cddigo do lote

Validade

Limite de temperatura

Consultar as instrugdes para utilizagao

Produto para a saude para diagndstico in vitro

Cuidado

Atengdo

Perigo

Perigo

Perigo

Perigo

Perigo
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Este produto cumpre as exigéncias da
Regulation (EU) 2017/746 relativa aos
dispositivos médicos para diagndstico in vitro
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