Instrugdes de Uso
Para uso em diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

MassChrom® Vitamins B1 and B6 in whole blood

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

Artigo Apresentacao
87000 Conjunto de reagentes para 480 analises
87000/DWP

Para informacoes detalhadas sobre

o método e procedimento,

favor consultar o Manual de Instrucoes

MassChrom® Vitamins B1 and B6 in whole blood no site www.biosys.com.br.

Finalidade pretendida

Este kit de reagentes em sangue total da Chromsystems é um
produto de diagndstico in vitro para uso em laboratérios clinicos
para determinar quantitativamente as formas fisiologicamente
ativas da vitamina B1 (pirofosfato de tiamina, TPP) e da vitamina
B6 (piridoxal 5'-fosfato, PLP) em amostras de sangue total
humano por cromatografia liquida com espectrometria de massa
em tandem (LC-MS/MS). O kit é usado como um teste para
pacientes nos quais os niveis de vitamina B1 e/ou vitamina B6
devem ser monitorados.

METODO

Cromatografia liquida com espectrometria de massa em tandem
(LC-MS/MS).

PRINCIPIO

Este ensaio da Chromsystems permite a determinagdo combinada
das formas ativas da vitamina B1 (pirofosfato de tiamina, TPP) e
da vitamina B6 (piridoxal 5'-fosfato, PLP) em sangue total por LC-
MS/MS. A preparacao da amostra consiste em uma simples etapa
de precipitacdo de proteinas, sem necessidade de derivatizagdo.
Isso resulta em uma preparagdo de amostra muito mais rapida e
alta produtividade de amostras. O método pode ser realizado em
frascos de reagao de 2 ml ou em placas de 96 pogos.

Os analitos e potenciais interferéncias sdo separados de forma
eficaz e rédpida em 2,5 minutos, o que indica a alta seletividade e
velocidade do método.

Padrdes internos marcados com isétopos para ambos os
pardmetros, bem como calibradores 6PLUS1® e controles
MassCheck®, garantem resultados precisos e exatos.

Componentes e Composigao:

O produto é fornecido em 2 diferentes apresentagdes:
- art. 87000 - contendo frascos de reagdo de 2 mL
- art. 87000/DWP - contendo placas de 96 pogos

Componente Composigao Apresenta
Gao
Fase moével A Acido acético 1 x 700 mL
(Mobile Phase A,
art. 87001)
Fase moével B Metanol 1 x 350 mL
(Mobile Phase B,
art. 87002)
Conjunto de Padrdo Interno (art. 87004),
consistindo de:
Mix Padrdo Interno Padrdes internos 5x8,0mL
(Internal Standard marcados (liof.)
Mix, REF 87004)
Tampao de Acido cloridrico 5x8,5mL
Reconstituicdo
(Reconstitution Buffer,
REF 87006)
Reagente de Precipitagdo | Acido tricloroacético 2 x85mL
(Precipitation Reagent, Acido fosfdrico
art. 87005)
Solugdo de Lavagem Metanol 1 x 500 mL
(Rinsing Solution, art.
87009)
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Na apresentacdo, art. 87000, o seguinte componente é fornecido:

Frascos de reagao de 2 mL 5 x 100 unidades
(Reaction Vials 2 mL, art. 33008)

Na apresentagdo, art. 87000/DWP, os seguintes componentes sdo
fornecidos:

Placa de 96 pogos

(96 Deep Well Plates, art. 87057)
Placas de coleta

(Collection Plates, art. 87058)
Selos adesivos perfuraveis para
placas de 96 pogos

(Pierceable Adhesive Seals for 96
well plates, art. 87059)

2 x 3 unidades

2 x 3 unidades

2 x 3 unidades

Acessorios, fornecidos separadamente

Componente Composigao Apresenta
cao
1x1mL

Tuning Mix Metanol
MassChrom® Vitamins
B1 and B6 in whole
blood (art. 87015)
Tampao de Diluigao
(Dilution Buffer, art.
87018)

Reagente de Ajuste
para pequenos volumes
de injegdo

(Adjustment Reagent
for small injection
volumes, art. 87019)

Acido tricloroacético | 1 x 100 mL

Acido fosférico

Acido tricloroacético | 1 x 20 mL

INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estdveis até a data de validade
indicada nos rétulos, desde que as condigbes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas.

Componentes fornecidos Condigao de
armazenamento

Fase moével A (art. 87001) +18 a +30°C

Fase moével B (art. 87002) +18 a +30°C

Mix Padrao Interno (REF 87004)
Tampdo de Reconstituicdo (REF 87006)

Abaixo de -18°C
Abaixo de -189C ou
+18 a +30°C*

Reagente de Precipitagdo (art. 87005) +18 a +30°C
Solugdo de Lavagem (art. 87009) +18 a +30°C
Componentes fornecidos Condigao de
separadamente armazenamento

Tuning Mix MassChrom® Vitamins B1
and B6 in whole blood, art. 87015)
Tampdo de Diluigdo (art. 87018)
Reagente de Ajuste para pequenos
volumes de injecdo (art. 87019)

Abaixo de -18°C

+18 a +30°C
+18 a +30°C

*Armazene o Tampao de Reconstituigdo (REF 87006) juntamente
com o Mix Padrdo Interno (REF 87004) abaixo de -18°C.
Alternativamente, o Tampdo de Reconstituicdo pode ser
armazenado separadamente entre +18 e +30°C. Isso ndo tem
impacto no prazo de validade indicado na rotulagem do mesmo.
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Feche os reagentes imediatamente apds o uso e armazene-o0s na
temperatura especificada. O prazo de validade em uso é de um
ano, mas ndo se estende além da data de validade indicada.

CUIDADOS E PRECAUCOES

Por favor, consulte a ficha de segurancga dos reagentes e tome as
precaugdes necessarias para o manuseio de reagentes de
laboratério.

DESCARTE

A Fase Mével B, a Solugdo de Lavagem e o Tuning Mix contém
solventes orgéanicos. Descarte os residuos do produto em um
recipiente de coleta para solventes organicos isentos de
halogénio.

O Reagente de Precipitagdo, o Tampao de Diluicdo e o Reagente
de Ajuste contém uma substancia acida e ambientalmente
perigosa. Neutralize os residuos do produto e descarte-os em um
recipiente de coleta para solugbes salinas.

Residuos de amostras de pacientes e amostras preparadas, bem
como controles e calibradores, devem ser coletados e descartados
como residuos potencialmente infecciosos.

As solugdes mencionadas nao devem ser descartadas juntamente
com o lixo doméstico. Ndo recircule na rede de abastecimento de
agua. Descarte em conformidade com os requisitos nacionais e
locais em vigor. Os recipientes de residuos devem ser
armazenados adequadamente e o0 acesso deve ser permitido
apenas a pessoas autorizadas.

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.

PREPARO DOS REAGENTES

Fase Movel A e Fase Mdvel B: pronto para uso.
Reagente de Precipitagdo: pronto para uso.
Solugao de lavagem: pronto para uso.

Reconstituicdo do Padrao Interno (Internal Standard Mix,
art. 87004)

Antes do preparo da amostra, reconstitua o Mix Padrdo Interno
(REF 87004) como a seguir:

1. Descongele um frasco de Mix Padrao Interno (REF 87004) e
um frasco de Tampao de Reconstituicdo (REF 87006).

2. Pipete 8,0 mL de Tampdo de Reconstituicdo no frasco original
do Mix Padrdo Interno.

3. Reconstitua por 2 minutos a +20 a +25°C, agitando o frasco
por rotagdo repetidamente.

Verifique se o conteddo do frasco estd homogéneo. Se ainda
houver substancias ndo dissolvidas visiveis, prolongue o tempo
de reconstituicdo. Evite a exposicdo direta a luz solar.

Prazo de validade dos padroes
reconstituicao:

O Mix Padrao Interno dissolvido no Tampao de reconstituigdao
possui o0 seguinte prazo de validade.

internos apés a

Estabilidade do Mix Padrdo interno apds reconstituicdo com
Tampd&o de reconstituigdo.
Temperatura de | Vida util de
armazenamento armazenamento
+2 a +8°C 3 meses

Outras condigdes de
armazenamento
Protegdo contra luz,
frasco bem fechado

O Tampdo de reconstituicdo contém aditivos estabilizantes. O Mix
Padrdo Interno reconstituido é estavel somente se o Tampdo de
reconstituigdo for utilizado.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

. Espectrometro de massas em tandem triplo quadrupolo com
fonte ESI (sensibilidade suficiente fornecida)

e Sistema de HPLC com gradiente

. Forno para coluna
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e  Amostrador automatico com refrigeragdo

e Agitador vortex para frascos de reagdo de 2 mL ou Agitador
para placas de 96 pogos (necessario ao usar placas de 96
poGos)

e Centrifuga para frascos de reacdo de 2 mL ou centrifuga para
placas de 96 (por exemplo, centrifuga Eppendorf 5810 com
rotor A-4-81 com pelo menos 2 cagambas)

e 6PLUS1® Multilevel Whole Blood Calibrator Set (art. 87039)

. MassCheck® Vitamins B1 and B6 Whole Blood Control Level
I (art. 0273)

. MassCheck® Vitamins B1 and B6 Whole Blood Control Level
II (art. 0274)

. MassCheck® Vitamins B1 and B6 Whole Blood Control Level
III (art. 0275)

e Analytical Column (equilibrated, with test chromatogram)
(art. 87100)

e Tuning Mix - MassChrom® Vitamins B1 and B6 in whole blood
(art. 87015)

e Dilution Buffer (art. 87018)

e Adjustment Reagent for small injection volumes (art. 87019)

Equipamento opcional/recomendado:

e Valvula de controle de 2 posicGes para comutacdo de
residuos de MS

PROCEDIMENTO DO TESTE

A andlise LC-MS/MS das vitaminas B1 e B6 em sangue total
requer um espectrometro de massas em tandem triplo
quadrupolo com sensibilidade suficiente e um sistema HPLC com
gradiente (limite de pressdo operacional de pelo menos 350 bar)
com forno de coluna e amostrador automatico com fungdo de
resfriamento. Uma valvula de 2 posicgbes que permite a
comutagdo MS/descarte € um recurso opcional.

Mantenha as fases moveis fechadas ou cobertas mesmo durante
0 uso. As substancias sdo separadas em uma coluna analitica
(codigo 87100).

Ajustes do instrumento:
Amostrador automatico

Racks protegidos da Iluz e
refrigerados a +8°C.
20 pL (alternativamente 10 pL)*

Volume de injecao

Tempo de corrida 2,5 min
Gradiente de fluxo 0,5 mL/min
Temperatura da coluna +30°C

Solugdo de lavagem
para agulha do injetor

Solugdo de lavagem (art. 87009)

*0 volume de injecdo padrdo é de 20 pL e ndo pode ser alterado.
O sobrenadante da precipitagdo de proteinas pode ser diluido com
o Tampado de Diluigdo (art. 87018) para se adequar ao dispositivo
que vocé estd usando.

E possivel trabalhar com um volume de injecdo reduzido de 10 pL
se o sobrenadante da precipitacdo de proteinas for diluido com o
Reagente de Ajuste (87019).

Para mais detalhes sobre a diluigdo, consulte o item “Diluicdo
das amostras preparadas”.

Perfil de gradiente:

O perfil de gradiente apresentado serve como base para
otimizagdo. Devido aos diferentes volumes mortos de cada
sistema cromatografico, o perfil de gradiente a seguir pode
precisar ser modificado.

Perfil de gradiente

Tempo Fase Movel A | Fase Mével B
0 min 90% 10%

0,30 min 90% 10%

1,80 min 0% 100%

2,10 min 0% 100%

2,11 min 90% 10%

2,50 min 90% 10%

Perfil de valvula MS/Residuos:

Uma valvula MS/residuos é um recurso opcional que transporta o
solvente para descarte de residuos apds passar pela coluna
analitica. A posicdo da valvula é alterada antes da eluicdo do
analito (MS/MS).
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Perfil de valvula MS/Residuos

Tempo Posicdo da valvula
0-1,5min Residuo

1,5 - 2,4 min MS

2,4 - 2,5 min Residuo

OTIMIZANDO OS MRMs (utilizando Tuning Mix)

E altamente recomendavel verificar a precisdo e a resolucdo de
massa do sistema MS/MS. Se a precisdo e a resolugdo de massa
estiverem fora das especificagdes do fabricante do instrumento,
recomenda-se uma recalibracdo do espectrémetro de massas. Em
seguida, as transicbes MRM do analito devem ser ajustadas da
seguinte forma:

1. Dilua o Tuning Mix (art. 87015) com a Fase Moével A (art.
87001), conforme apropriado para o dispositivo especifico.

2. Injete o Tuning Mix diluido ou infunda por bomba de seringa
através de uma conexdo em T no fluxo de solvente (Fase Mdvel
A/B 50/50 v/v a uma vazao de 0,5 mLmin).

3. Use a Varredura Q1 (Varredura MS) para determinar as
posicdes exatas dos maximos de sinal das massas MS1 (ions
precursores/pais) (com pelo menos uma casa decimal).

4. Determine as posigbes exatas dos maximos de sinal das
massas MS2 (ions produto/filhos) por meio da varredura de ions
produto (com pelo menos uma casa decimal).

5. Otimize os parametros individuais para cada transicdo MRM
(por exemplo, energia de colisd@o).

6. Use as transicdes MRM otimizadas para otimizar o ion. fonte,
especialmente a voltagem capilar, a temperatura e os fluxos de
gas.

Recomenda-se a leitura do manual de operagao do sistema LC-
MS/MS. Em caso de duvidas, entre em contato com o fabricante
do instrumento. Treinamento pelo fabricante pode ser necessério,
se for o caso.

TRANSICOES MRM:

A tabela a seguir inclui todas as transicdes MRM para os analitos
e seus padrdes internos marcados isotopicamente.

Mega os analitos e os padrdes internos no modo de ionizagdo
positiva (ESI).

Todas as transicdes MRM mencionadas (MRM 1 = quantificador,
MRM 2 = qualificador) sao validadas.

Transicoes MRM recomendadas

Substancia/padrao interno | MRM1 MRM2
(ISTD)

Pirofosfato de tiamina (TPP) 425 > 122 | 425 > 126
Padrdo Interno 1 428 > 125 | 428 >126
Piridoxal 5'-fosfato (PLP) 248 > 122 | 248 > 94
Padrdo Interno 2 251 > 125 | 251 > 97

As massas especificadas sdao pontos de partida para a otimizagao.
A posicao precisa das massas exatas pode variar ligeiramente de
um sistema de espectrometria de massas para outro e precisa ser
determinada com precisdo durante o ajuste do método. Para
configurar o método, recomendamos especificar a posicdo da
massa com pelo menos uma casa decimal. Use o Tuning Mix para
essa finalidade (art. 87015, consulte o item “OTIMIZANDO OS
MRMs” sobre otimizagdo de transicdes MRM).

PREPARAGCAO DA AMOSTRA
Coleta e armazenagem da amostra do paciente

Utilize sangue total para analise. Tanto sangue com EDTA (K3-
EDTA e K2-EDTA) quanto sangue com heparina (heparina de litio,
heparina sédica e heparina de amonio) podem ser utilizados. O
sangue com EDTA é recomendado porque o sangue com heparina
€ muito mais suscetivel a alteragdo enzimatica dos resultados
(aumentos e diminuigdes nas concentragdes do analito sdo
possiveis) e € mais propenso a coagulacdo, o que pode reduzir a
precisdo da pipetagem.

As amostras de sangue devem ser coletadas pela manha, em
jejum.
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Estabilidade da amostra

A temperatura de armazenamento/transporte é o principal fator
que provavelmente afeta a estabilidade da amostra. Outros
fatores identificados em testes preliminares incluem o tipo de
anticoagulante (EDTA ou heparina) e diferengas entre doadores
ou amostras de sangue, aparentemente devido a diferentes
estados enzimaticos. Ndo foram identificadas diferencas de
estabilidade entre os tipos de EDTA (K2-EDTA, K3-EDTA) ou tipos
de heparina (heparina de litio, heparina sdédica, heparina de
amonio).

A estabilidade do TPP e do PLP foi determinada em sangue K3-
EDTA (representando ambos os tipos sanguineos EDTA) e em
sangue com heparina de litio (representando os trés tipos de
heparina) de cinco doadores diferentes em trés temperaturas
(-18°C, +2 a +8°C e +20 a +25°C) em cada caso. Os efeitos de
trés ciclos de congelamento/descongelamento nos resultados
também foram testados.

Desvios nas concentragdes dos analitos de <15% em relagdo ao
nivel basal foram aceitos. O armazenamento das amostras dos
pacientes ndo resultou em picos de interferéncia ou quaisquer
alteragbes nos cromatogramas obtidos.

Estabilidade dos analitos em amostras de pacientes
TPP (vitamina B1)
Sangue total

Temperatura de Sangue total

armazenamento EDTA Heparina
+20 a +25°C 24 horas 24 horas
+2 a +8°C 7 dias 7 dias
Abaixo -18°C 3 meses* 3 meses*
Ciclos de 3 ciclos 3 ciclos

congelamento/
descongelamento

PLP (vitamina B6)
Sangue total

Temperatura de Sangue total

armazenamento EDTA Heparina
+20 a +25°C 24 horas 24 horas
+2 a +8°C 4 semanas 4 semanas
Abaixo -18°C 3 meses* 3 meses*
Ciclos de 3 ciclos 3 ciclos

congelamento/
descongelamento

*As amostras devem permanecer em repouso por pelo menos 1,5
horas apds o descongelamento (testadas em até 5 horas) para
obter condigOes estéveis e resultados reproduziveis.

Ndo existem restricdes quanto a utilizacgdo de amostras

hemolisadas, lipemicas e ictéricas (consulte o item
“Interferentes").

Nota:

E responsabilidade de cada laboratério utilizar todas as
referéncias disponiveis e/ou seus proprios estudos para
determinar critérios de estabilidade especificos para seu
laboratério.

MassChrom® Vitamins B1 and B6 in whole blood

Preparacdo manual da amostra em frascos de reagdao de
2 mL

Para preparar amostras de pacientes, controles e calibradores
para andlise, siga os passos abaixo na ordem indicada:

1. Pipete 40 pL da amostra/calibrador/controle em um frasco de
reagao de 2 mL (art. 33008)

2. Adicione 80 pL da mistura de padrdo interno reconstituida (art.
87046, consulte o item “Preparo dos reagentes")

. Vortex por 2-5 s

4. Adicione 350 puL do Reagente de Precipitagdo (art. 87005)

5. Vortex por 60 s

6. Centrifugue por 2 min a aproximadamente 15.000 x g
Transfira o sobrenadante para o frasco do amostrador
automatico; Se necessario, dilua o sobrenadante com o Tampao
de Diluigao (art. 87018) ou o Reagente de Ajuste (art. 87019) e
misture  (consulte o item "“Diluicdo das amostras
preparadas”).

8. Injete 20 pL (ou 10 pL) no sistema LC-MS/MS (consulte o item
"Diluicao das amostras preparadas”).

w

N
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Preparacao manual de amostras com placas de 96 pogos
Para preparar amostras de pacientes, controles e calibradores
para analise, siga os passos abaixo na ordem indicada:

1. Pipete 40 pL de amostra/calibrador/controle em uma placa de
96 pogos (art.87057)

2. Adicione 80 pL de Mix Padrdao Interno reconstituido (art.
87046, consulte o item “Preparo dos reagentes")

3. Agite por 2 a 5 segundos a 1200 rpm (6rbita de 2 mm)

4. Adicione 350 pL do Reagente de precipitagdo (art. 87005)

5. Agite por 60 segundos a 1200 rpm (drbita de 2 mm)

6. Centrifugue por 5 minutos a aproximadamente 2000 x g

7. Transfira o sobrenadante para uma placa de coleta (art.
87058); Se necessario, dilua o sobrenadante com Tampdo de
Diluicdo (art. 87018) ou Reagente de Ajuste (art. 87019, consulte
o item “Diluigdo das amostras preparadas’), volume maximo
de preenchimento: 200 pL; sele a Placa de Coleta com o Selo
Adesivo Perfuravel (art. 87059); se diluido, misture (1 min a 1200
rpm, 6rbita de 2 mm)

8. Injete 20 pL (ou 10 pL) no sistema LC-MS/MS (consulte o item
"Diluicao das amostras preparadas”)

Diluicdo das amostras preparadas

As amostras preparadas podem ser diluidas de duas maneiras
diferentes, dependendo do volume de injegdo escolhido e da faixa
linear do sistema LC-MS/MS.

Volume de injegdo de 20 uL (recomendado):

O sobrenadante da precipitagdo de proteinas pode ser injetado
diretamente, ou seja, sem diluicdo. Para garantir que os
calibradores com os niveis mais baixos e mais altos estejam
dentro da faixa linear do sistema MS/MS (dependendo do sistema
MS/MS que vocé estiver usando), o sobrenadante pode ser diluido
com o Tampao de Diluigdao (art. 87018) em qualquer proporgao.
Para determinar o fator de diluigdo ideal, prepare uma série de
diluicgbes com o calibrador de nivel baixo preparado (REF
87039/0) e o Tampdo de Diluicdo e analise essas diluicdes em
concentragdes crescentes até que todas as substancias sejam
facilmente quantificdveis. Em seguida, analise o calibrador de
maior concentragao (REF 87039/6) na diluigao identificada e
certifique-se de que nenhuma substancia exceda a faixa de
trabalho linear do sistema MS/MS.

Volume de injecdo reduzido de 10 uL:

O volume de injecao reduzido de 10 pL é usado com sistemas LC
gue ndo conseguem injetar 20 L.

O sobrenadante da precipitagdo de proteinas precisa ser diluido
com o Reagente de Ajuste (art. 87019) para que seja possivel
trabalhar com o volume de injecdo reduzido de 10 pL. Dilua o
sobrenadante com o Reagente de Ajuste (4 partes por volume de
sobrenadante + 1 parte por volume de Reagente de Ajuste, por
exemplo, 160 pL de sobrenadante + 40 pL de Reagente de
Ajuste) e misture vigorosamente.

Se o nivel do calibrador estiver fora da faixa linear do
espectrometro de massa, também é possivel diluir o
sobrenadante com o Tampdo de Diluicdo (art. 87018) em

qualquer proporcdo como primeiro passo e, em seguida, misturar
vigorosamente este sobrenadante diluido com o Reagente de
Ajuste na proporcdo de 4 + 1 em um segundo passo.

Vida util de armazenamento das amostras preparadas

A vida (til de armazenamento das amostras preparadas foi
determinada com base nos produtos da matriz e em amostras de
sangue total com K3-EDTA e heparina de litio.

Vida util de armazenamento das amostras preparadas

Temperatura de Vida util de Outras condigdes de

armazenamento armazenamento armazenamento

+20 a + 25°C 1 semana ou Protegido da luz, bem
1 dia* fechado, frasco de

+2 a +8°C 2 semanas vidro

Abaixo de -18°C 2 semanas

*Se vocé estiver diluindo com o Reagente de Ajuste (art. 87019),
a vida util de armazenamento das amostras preparadas a +20 a
+25°C diminui para um dia. Em contrapartida, para amostras
preparadas sem diluigdo ou diluidas com o Tampdo de Diluigdo
(art. 87018), a vida util de armazenamento é de uma semana.
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Todas as outras condigdes de armazenamento ndo estdo
associadas a quaisquer diferengas no prazo de validade entre os
diferentes tipos de amostra diluida.

Seja diluida com o Tampdo de Diluigdo (art. 87018) ou com o
Reagente de Ajuste (art. 87019), as amostras preparadas na
placa de coleta devem ser armazenadas a +8°C no amostrador
automatico refrigerado e analisadas em até 3 dias. Para
armazenamento prolongado, transfira as amostras preparadas
para frascos de vidro e feche-os hermeticamente.

Manipulagdo de amostras fora da faixa linear

Amostras reais com concentragdes de analito acima da faixa
linear (ver item “Limite inferior de quantificagdo (LLOQ) e
linearidade (limite superior de quantificacdo)” no item “Dados de
desempenho”) devem ser manuseadas da seguinte forma:

As amostras iniciais de sangue total podem ser diluidas com
solugdo de NaCl a 0,9% até uma proporcao de 1:10 antes do
preparo da amostra, de modo que o resultado analitico esteja na
faixa linear e, idealmente, na faixa de calibragdo do método, sem
levar em consideragao o fator de diluigdo.

As amostras sao entdo preparadas de acordo com o item
“Preparagao da amostra”.

Para o cdlculo da concentragdo do analito das amostras de sangue
total previamente diluidas, o fator de diluicdo deve ser levado em
consideragao.

Aquisicao e avaliacao de dados

Realize uma calibragdo completa do sistema de andlise para cada
série de medicbes. Utilize os calibradores multiniveis 6PLUS1®
(art. 87039) para essa finalidade. As concentragdes dos diversos
analitos nos calibradores variam conforme o lote. Os niveis exatos
sao fornecidos na bula do produto. As curvas de calibragdo sdo
construidas calculando a razdo entre a area do pico do analito e
a area do pico do padrdo interno (ISTD) no eixo y em funcdo das
concentragdes dos calibradores no eixo x. Em seguida, plote uma
curva de calibragdo para todos os analitos usando regressao
linear e ponderagao 1/x.

Para garantir que as condigbes de LC-MS/MS dentro da sequéncia
de medicdo ndo tenham sido alteradas, injete os controles
MassCheck® preparados pelo menos uma vez durante e ao final
de uma série de amostras.

Verifique periodicamente a precisdo e a resolugdo de massa do
espectrometro de massas e recalibre-o caso observe desvios. Leia
as informag6es no manual de instrugdes do seu espectrometro de
massa antes de prosseguir e entre em contato com o fabricante
do equipamento caso necessite de mais informagdes.

Controle de qualidade

Monitore a precisdo e a exatiddo das analises incluindo controles
adicionais (controles MassCheck®, art. 0273, 0274, 0275) em
cada andlise. Se a analise desses controles apresentar valores
fora da faixa indicada no folheto informativo que acompanha o
produto, verifique o sistema. Se a discrepancia persistir, recalibre
o sistema.

CALCULO MANUAL

Os quocientes das intensidades de sinal dos analitos divididos
pelas intensidades de sinal do padrdo interno, plotados em fungdo
das concentragbes dos analitos, produzem uma curva de
calibragdo por regressao linear ponderada por 1/x.

A equagdo resultante é aplicada para cada substancia.

- Area do pico do analito A no cromatograma MRM

= Aa mostra

- Area do pico do Padrdo Interno no cromatograma MRM

= ISa mostra

- Inclinagd@o da curva de calibragdo
=a

- Intersecgdo com o eixo y da curva de calibragdo
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Calcule a concentragdo do analito A na amostra Camostra da
seguinte forma:

_(Aamostra / ﬁamostra ﬁ
a

Camostra =

Taxas de recuperagdo, determinadas com espectrémetro de
massa SCIEX 4500MD™, sangue total com heparina

Substancia Taxa de recuperagdo em sangue
total com heparina (concentracgao

sobrecarregada)

FATORES DE CONVERSAO

Substancia Hg/L a nmol/L nmol/L a pg/L
Tiamina pirofosfato (TPP) | X 2,357 X 0,4243
Piridoxal 5’-fosfato (PLP) X 4,047 X 0,2471

INTERVALOS DE REFERENCIA

Os intervalos de referéncia indicados servem como orientagdo
baseada na literatura [1, 2]. Eles podem diferir de outros dados
publicados. Como os niveis variam de acordo com a populagdo de
pacientes e o método de medicdo, determine intervalos de
referéncia especificos para o seu laboratério. Ao definir os
intervalos, certifique-se de cumprir as exigéncias nacionais locais.

Nos estudos de Steen G. e van der Zwaal M. [1, 2], foram
coletadas amostras de sangue com heparina-litio de pelo menos
20 homens e 20 mulheres de varias faixas etarias (18-30, 31-
40, 41-50, 51-60, 61-70 e > 70 anos). Aplicou-se um
questionario para verificar os seguintes critérios de exclusdo: uso
de suplementos orais de vitaminas ou ferro, uso de
anticoagulantes, diabetes, gravidez e uso de contraceptivos orais.
As analises foram realizadas utilizando ensaio de fluorescéncia

Tiamina pirofosfato | 97% (40 pg/L) 101% (200 pg/L)
(TPP)

Piridoxal 5’-fosfato | 94% (20 pg/L) 96% (200 pg/L)
(PLP)

Limite inferior de quantificacdo (LLOQ) e linearidade
(limite superior de quantificagdo)

A linearidade foi determinada pela adicdo de quantidades
definidas de substancias padrdo a amostras de sangue total com
EDTA e heparina. O limite inferior de quantificagdo (LLOQ) foi
determinado usando diluicdes definidas de amostras de sangue
total com EDTA e heparina com matriz livre de analito.

O método é linear do limite inferior de quantificacdo (LLOQ) ao
limite superior de quantificagdo declarado (faixa linear).

Limite de quantificagdo e linearidade, determinacdo com
espectrémetro de massa SCIEX 4500MD™, diluigdo 1+1 com
tampd&o de diluigcdo

por HPLC apés derivatizagdo.

Intervalos de referéncia [1, 2]

Substancia | Matriz LLOQ Faixa linear até
pelo menos
Tiamina Sangue total | 3,3 pg/L 875 pg/L
pirofosfato com EDTA
(TPP) Sangue total | 3,4 pg/L 875 pg/L
com heparina
Piridoxal Sangue total | 2,6 pg/L 1000 pg/L
5’'-fosfato com EDTA
(PLP) Sangue total | 2,8 pg/L 1000 pg/L
com heparina
Limite de quantificacgdo e linearidade, determinagdo com

espectrémetro de massa SCIEX 4500MD™,

Reagente de Ajuste

Substancia | Matriz LLOQ Faixa linear até
pelo menos

Tiamina Sangue total | 3,5 pg/L 875 pg/L
pirofosfato com EDTA
(TPP) Sangue total | 3,3 pg/L 875 pg/L

com heparina
Piridoxal Sangue total | 2,6 pg/L 1000 pg/L
5’'-fosfato com EDTA
(PLP) Sangue total | 2,9 pg/L 1000 pg/L

com heparina

diluigdo com

Vitamina B1 Vitamina B6
(TPP) (PLP)
Intervalo de 33,1-60,7 pg/l 12,6-45,2 pg/l
referéncia 78-143 nmol/I 51-183 nmol/I
Numero de 254 256
resultados
obtidos
Método Média Remogdo dos 2,5%
estatistico do + 2x desvio- superiores e dos
intervalo de padrdo 2,5% inferiores dos
referéncia resultados
Correlagao Nenhuma Diminuigdo com o
entre aumento da idade
resultados 18-30 anos: 129434
obtidos e nmol/l;
idade >70 anos: 90+31
nmol/I
Efeito fraco: ndo
foram estabelecidos
intervalos de
referéncia por faixa
etaria
Correlagao Nenhuma Nenhuma
entre
resultados
obtidos e sexo
DADOS DE DESEMPENHO

Recuperacao

A recuperagao relativa foi determinada usando matrizes de
sangue total com EDTA e heparina. A matriz foi enriquecida
repetidamente com os analitos para esse fim. Trés niveis de
concentracao dentro das faixas de trabalho dos analitos foram
investigados para esse fim.

Taxas de recuperacdo, determinadas com espectrémetro de
massa SCIEX 4500MD™, sangue total com EDTA

Substancia Taxa de recuperagdo em sangue
total com EDTA (concentragao
sobrecarregada)

Tiamina pirofosfato | 96% (40 pg/L) 98% (200 pg/L)

(TPP)

Piridoxal 5’-fosfato | 93% (20 pg/L) 96% (200 pg/L)

(PLP)
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Precisdo intra-ensaio:

Os dados de desempenho foram determinados com base em pelo
menos 5 amostras diferentes, por processamento duplo em 20
dias diferentes, com 2 execugdes por dia. O procedimento baseia-
se na CLSI EP05-A3 e corresponde a um delineamento de teste
20 x 2 x 2.

Precisdo (repetibilidade)

Substancia | Amostra | Média Repetibilidade
Ccv IC 95%

Sangue 47,8 pg/L 2,2% 1,8-2,8%
total com
EDTA

Tiamina Sangue 45,2 ug/L 2,2% 1,8-2,9%

pirofosfato total com

(TPP) heparina
CQl 25,9 ug/L 1,9% 1,6-2,5%
CQ1II 61,2 pg/L 2,3% 1,9-3,0%
CQ III 98,2 ug/L 2,1% 1,8-2,7%
Sangue 19,1 pg/L 4,8% 4,0-6,2%
total com

Piridoxal EDTA

5’-fosfato Sangue 18,2 pg/L 5,2% 4,3-6,7%

(PLP) total com
heparina
CQl 18,3 pg/L 4,6% 3,8-5,9%
CQ1II 39,3 pg/L 4,7% 3,8-6,0%
CQ III 59,7 ug/L 4,8% 3,9-6,2%

MassChrom® Vitamins B1 and B6 in whole blood
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Precisdo (precisao intra-laboratorial)

Substancia | Amostra | Média Precisao intra-
laboratorial
Ccv IC95%

Sangue 47,8 ug/L 2,7 % 2,3-3,2%
total com

Tiamina EDTA

pirofosfato Sangue 45,2 ug/L 2,9 % 2,5-3,5%

(TPP) total com
heparina
CQlI 25,9 pg/L 2,8 % 2,4-3,5%
CcQI 61,2 pg/L 2,6 % 2,2-3,0%
CQ III 98,2 ug/L 2,5% 2,1-3,0 %
Sangue 19,1 pg/L 6,9 % 5,8-8,4 %
total com

Piridoxal EDTA

5'-fosfato Sangue 18,2 pg/L 7,1% 6,0-8,5 %

(PLP) total com
heparina
CQlI 18,3 pg/L 6,2 % 5,3-7,5%
cQII 39,3 pg/L 5,2 % 4,5-6,2 %
CQ III 59,7 pg/L 5,5 % 4,8-6,6 %

INTERFERENTES

Amostras de sangue total processadas foram enriquecidas com as
seguintes substdncias na concentragdo mais alta esperada sem
interferéncia significativa; os resultados quantitativos ndo foram
influenciados (desvio < 15%):

Compostos/metabdlitos isobaricos

Adenosina-3’,5'-difosfato, adenosina-5'-difosfato, isopiridoxal,
piridoxal*, piridoxamina*, piridoxamina-5'-fosfato*, piridoxina*,
piridoxina-5'-fosfato*, acido 4-piridéxico, tiamina*, tiamina-
monofosfato*, tiamina-trifosfato*

* Esses metabdlitos podem ser convertidos uns nos outros e em
PLP ou TPP por meio de reacdes enzimaticas.

Ndo se trata de interferéncias analiticas,
farmacocinéticas.

mas sim

Vitaminas hidrossolaveis

Acido ascérbico (vitamina C), biotina, cobalamina (vitamina B12),
acido fdlico, niacina, acido pantoténico (vitamina B5), riboflavina
(vitamina B2)

Substancias farmacéuticas

Acetazolamida, acido acetilsalicilico, aciclovir, alopurinol,
amicacina, anlodipino, amoxicilina, ampicilina, azatioprina,
azitromicina, bisoprolol, brivaracetam, captopril, carbamazepina,
10-OH-carbamazepina, carbamazepina-10,11-epdxido,
carbamazepina-diol, cefradina, cloranfenicol, clordiazepdxido,
cimetidina, ciprofloxacino, claritromicina, clindamicina,
dexametasona, diazepam, diclofenaco, digitoxina, digoxina,
diidrocodeina, disopiramida, donepezila, enalaprilato,
eritromicina, etossuximida, felbamato, furosemida, gabapentina,

galantamina, ganciclovir, gentamicina, hidroclorotiazida,
ibuprofeno, isoniazida, dinitrato de isossorbida, itraconazol,
cetoconazol, lacosamida, lamotrigina, levetiracetam,

levofloxacino, levotiroxina, lidocaina, lorazepam, memantina,
metformina, metilprednisolona, meticilina, metoclopramida,
metoprolol, acido micofendlico, glicuronideo do 4acido
micofendlico, N-acetilprocainamida, nadolol, fluoreto de sédio, N-

desmetildiazepam, N-desmetilmesuximida, neomicina,
nifedipino, nimodipino, norverapamil, omeprazol, oxazepam,
oxcarbazepina, oxipurinol, paracetamol, penicilina G, penicilina Vv,
perampanel, fenobarbital, feniletilmalonamida, fenitoina,
prazosina, prednisolona, prednisona, pregabalina, primidona,
procainamida, (%)-propranolol, ranitidina, retigabina,

rifampicina, risperidona, rivastigmina, rufinamida, salbutamoaol,
acido salicilico, estiripentol, estreptomicina, sulfametoxazol,
sultiame, teofilina, tiagabina, topiramato, tramadol, triantereno,
trimetoprima, &cido valproico, vancomicina, verapamil,
vigabatrina, zonisamida
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Substancias relevantes para o procedimento descrito
acima foram adicionadas as amostras de sangue total nas
concentragcdes maximas esperadas para fins de
confirmacgdo. Observou-se a seguinte interferéncia:

A acetilcisteina é utilizada como expectorante para tosse. Quando
a acetilcisteina é adicionada a amostras de sangue total, ocorre
um pequeno pico de interferéncia, ndo totalmente separado, em
todas as transicdes MRM, logo apds o TPP e o padrédo interno (IS)
associado. A integracdo fica prejudicada. Isso pode afetar a
precisdo dos resultados.

A isoniazida, um antibidtico bactericida, interage com a vitamina
B6 (PLP) e leva a uma determinagdo falsamente elevada da
vitamina B6 (PLP). Ambas as transigdes MRM sdo afetadas.

As seguintes condigbes de amostra foram simuladas sem
interferéncia significativa; os resultados quantitativos ndo
foram influenciados (desvio < 15%):

Hemolisadas:

N&o foram realizados testes de hemdlise, uma vez que amostras
de sangue total podem ser utilizadas tanto frescas quanto apds
ciclos de congelamento e descongelamento.

Lipémicas:

Amostras de sangue total foram enriquecidas com diferentes
concentragdes de uma emulsdo lipidica, e as concentragdes dos
analitos foram comparadas com as da amostra original.

Ictéricas:

Amostras de sangue total foram enriquecidas com bilirrubina nao
conjugada e conjugada, e as concentragées dos analitos foram
comparadas com as da amostra original.

Todos os testes foram realizados em um espectrometro de
massas SCIEX 4500MD™.

Limitacgdes clinicas

N&o existem intervalos de referéncia universalmente aplicaveis
para os analitos abrangidos pelo kit de reagentes LC-MS/MS
MassChrom® Vitamins B1 and B6 in whole blood. Resultados
obtidos por meio de métodos de teste diferentes ndo podem ser
comparados. Os laboratérios devem indicar o método utilizado
para a analise, a fim de permitir uma interpretagdo precisa dos
resultados.

Os usuarios devem definir seus proprios intervalos de referéncia
com base na avaliagdo clinica. Fatores de conversdo entre
diferentes métodos de anadlise ndo devem ser utilizados para
prever resultados de um paciente especifico.
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Simbolos utilizados:

Fabricante

NUmero de catalogo

Quantidade suficiente para <n> ensaios

Cddigo do lote

Validade

Limite de temperatura

Consultar as instrugdes para utilizagao

3| =B <€ B

Produto para a saude para diagndstico in vitro
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Atengdo
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