Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

VITAMIN B1 AND VITAMIN B6 IN WHOLE BLOOD - AUTOMATED
SAMPLE PREPARATION - UHPLC

VITAMINA B; E Bs EM SANGUE TOTAL — PREPARO AUTOMATIZADO DE AMOSTRAS - UHPLC

Reagente diagnostico para determinagdo quantitativa in vitro de Vitamina B: e Vitamina Bs em Sangue total por UHPLC

com preparo automatizado de amostras.

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

Artigo

Apresentacao

52952/UHPLC/F

Kit Reagente para Andlise de Vitamina B: e Vitamina Bs em Sangue Total, 960 analises

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

Vitamina B e Vitamina Bs em sangue total — preparo automatizado de amostras - UHPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este kit oferece a possibilidade de determinar as formas
fisiologicamente ativas das Vitaminas B: e Bs, TTP (tiamina
pirofosfato) e PLP (piridoxal-5'-fosfato) em sangue total numa
Unica corrida, com o mesmo preparo de amostra e sem
derivatizagdo pos-coluna.

A andlise é realizada num sistema UHPLC com bomba binaria e
detector de fluorescéncia programavel. A utilizacdo de dois
padrdes internos garante alta precisdo e seguranga na
quantificagdo dos analitos.

O preparo de amostra é completamente realizado em placas de 96
pogos; assim, é possivel a analise de até 96 amostras em menos
de 2 horas.

METODO
Cromatografia liquida de ultra alto desempenho (UHPLC) com
detecgdo por fluorescéncia.

PRINCiPIO

O preparo da amostra se restringe a um Unico passo de
precipitagao seguido da derivatizagao das vitaminas no frasco de
reacdo. A amostra derivatizada é analisada utilizando detector de
fluorescéncia com comprimento de onda variavel, e, a separagao
cromatografica é realizada com duas fases mdveis em menos de
3 minutos. A inclusdo de um padrdo interno feito sob medida no
método garante alta precisdo e seguranca na quantificagdo dos
analitos.

REAGENTES

Componentes e composicoes:

Produto Composicdo Apresentacdo
Fase Movel A Solugdo de metanol 2 x 1000 mL
(Mobile Phase 1)
Fase Movel B Solugdo de metanol 1 x 1000 mL
(Mobile Phase 2)
Reagente de Extracdo | Acido perclérico 2x75mL
(Extraction Reagent)
Solucdo de Preparo Solugdo aquosa de 3 x25 mL
(Prep Solution) fosfato de potassio

dibasico
Finalizador 1 (liof.) Hexacianoferrato 2x5x0,25
(Finalizer 1) de potassio III mL
Finalizador 2 Solugdo aquosa de 1 x50 mL
(Finalizer 2) cianeto de potassio
Tampao de Diluigao Solugao aquosa 1 x 100 mL
(Dilution Buffer) com conservante

microbioldgico
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Reagente necessario,
10350840309)

Mix de Padrdo Interno
(Internal Standard Mix)

fornecido separadamente (MS:

Solucdo acida com 1 x50 mL
piridoxamina e

sulfato tiamina

INSTRUGCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rétulo, desde que as condicbes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas.

Artigo Produto Armazenamento
52911 Fase Mdvel A +18 a +30 °C
52922 Fase Movel B +18 a +30 °C
52705 Reagente de Extracao +18 a +30 °C
52706 Solugdo de Preparo +18 a +30 °C
52707 Finalizador 1 +18 a +30 °C
52708 Finalizador 2 +18 a +30 °C
52709 Tampao de Diluicdo +18 a +30 °C

Reagente necessario,
10350840309)

fornecido separadamente (MS:

[ 52744

| Mix Padrdo Interno | +2a+8°C |

CUIDADOS E PRECAUC()ES

Por favor, consulte a ficha de segurancga dos reagentes e tome as
precaugdes necessarias para o0 manuseio de reagentes de
laboratorio.

GARANTIA

Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizacdo 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 Mdvel contém solventes organicos e deve ser descartada
como residuo livre de halogénio e de acordo com os regulamentos
locais.

Os Finalizadores 1 e 2 contem cianeto. O Reagente de Extragdo
contém acido forte. As solugdes devem ser neutralizadas e
descartadas em um recipiente para solugdes salinas.

Residuos de amostras de pacientes, eluatos de amostras,
controles e calibradores devem ser coletados e descartados como
lixo potencialmente infeccioso.
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PREPARO DOS REAGENTES

Fase Mével A: pronto para uso.

Fase Moével B: pronto para uso.

Reagente de Extragdo: pronto para uso.

Solugdo de preparo: pronto para uso.

Reagente Finalizador 1: reconstitua o contetdo do frasco do
Finalizador 1 (artigo 52707) com exatamente 250 pl de agua
destilada. Mantenha refrigerado (+2 a +8°C), a estabilidade
desta solugdo € de aproximadamente 4 semanas.

Reagente Finalizador 2: pronto para uso.

Tampao de Diluigao: pronto para uso.

Solugao Finalizadora:

Primeiro reconstitua o conteddo do frasco do Finalizador 1.
Subsequentemente, adicione 5.0 ml do Finalizador 2 (artigo
52708) e misture (proporgdo 1:20).

Para o preparo de amostra, 50 pl desta mistura (=solugao
finalizadora) sdo usados por amostra. A solugdo é suficiente para
exatamente uma placa de 96 pogos.

A solugdo finalizadora deve ser preparada imediatamente antes
do preparo de amostras. Esta solugdo é estavel por até 2 dias se
mantida protegida da luz e refrigerada (+2 a +8°C). Se a solugdo
€ aberta e ndo refrigerada no dispositivo de manuseio de liquidos,
ela é estavel durante o periodo de uma sequéncia do programa.
Se varias placas forem preparadas de uma sé vez, a solugdo
finalizadora devera ser preparada frescamente para cada placa.

Reagente necessario,
10350840309)

Mix Padrao Interno: pronto para uso.

fornecido separadamente (MS:

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

Coluna Cromatografica UHPLC
art.52210)

Padrdo de Calibragdo de Vitaminas Bi/Bs em Sangue Total
(Chromsystems art. 52003)

Controle de Vitamina Bi/Bs em Sangue Total, Bi-Nivel (I + II)
(Chromsystems art. 0164

Agua tipo I ou HPLC

Metanol grau HPLC

Material Geral de Laboratdrio

Placa de filtro com 96 pogos

Placa de coleta com 96 pecas

Selos adesivos perfuraveis para placa de 96 pogos

equilibrada (Chromsystems

Preparo de amostras com
dispositivo de manuseio de

Preparo de amostras
com pipeta multicanal:

liquidos:
Dispositivo de manuseio de | - Pipeta multicanal (8-
liquidos com: canais ou 12-canais)
- Agitador para placa de 96 pogos | - Dispensador manual
- Centrifuga com rotor para placa | (Multi)
de 96 pogos (velocidade minima | - Agitador para placa de 96
de 2000 x g) poGos
- Incubadora para placa de 96 | - Centrifuga com rotor
pogos para placa de 96 pogos
- Detector de coagulos (velocidade minima de
2000 x g)
- Incubadora para placa de
96 pogos

AMOSTRA

O material utilizado é sangue total-EDTA ou plasma-EDTA. O
sangue deve ser coletado pela manhd em jejum e antes de
qualquer medicagdo. A coleta deve ser realizada com
garroteamento leve.

Atencgdo: Apesar da adicdo de anticoagulantes (EDTA), amostras
de sangue total podem conter codgulos. A presenga de coagulos
pode alterar o volume de pipetagem. Quando dispositivos
automaticos de manuseio de liquidos sdo utilizados pode ocorrer
falsos resultados se o sistema ndo possuir ferramentas de
deteccdo de coagulos disponiveis. Sistemas configurados com
pressdao monitorada tem demonstrado vantagens praticas sobre
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sistemas baseados em medida de condutividade. Contate o
fabricante do sistema, uma vez que a Chromsystems ndo pode se
responsabilizar pela adequabilidade do mesmo. O kit de
reagentes da Chromsystems ndo pode produzir resultados
confidveis ao menos que seja garantido que o volume correto de
amostra é utilizado.

Estabilidade das amostras: Proteger as amostras da luz. Em
frasco fechado, as amostras sdo estaveis por 1 semana entre +2
a +8°C. Para periodos maiores de armazenamento (até duas
semanas) as amostras devem ser mantidas abaixo de -18 °C.
Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): Se as
placas coletoras estiverem seladas com o selo adesivo perfuravel
(artigo 52059), as amostras preparadas sdo estaveis por 1 dia a
+18 a 30°C e por 7 dias a +2 a +8°C. Para armazenamento em
-18°C (maximo de 7 dias) as placas de coleta devem estar bem
fechadas ou o eluato deve ser transferido para um frasco de vidro
que possa ser fechado.

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:
Amostrador: volume de injegao 2.5-5.0 yL
Corrida analitica de 3 min.,

Razdo de fluxo: 0.7 ml/min

Temperatura da coluna: temperatura ambiente (20-25°C)

Detector de fluorescéncia: EX = 320 nm, EM = 415 nm; apds
aprox. 1.6 min. mudar para: EX = 367
nm, EM 435 nm.

Limpeza da agulha (injetor): agua/metanol =95/5

Procedimento de Preparo das Amostras

A tabela abaixo indica os volumes dos reagentes utilizados para
cada amostra:

Reagente Quantidade por
amostras

Amostra / Calibrador / Controle 100 pl
Mix de Padrdo Interno 50 pl
Reagente de Extracdo 150 pl
Solucdo de Preparo 75 pl
Solucdo Finalizadora (ver cap. 5.4) 50 pl
Tampado de diluigao 100 pl

Mantenha a ordem de pipetagem!

1. Pipete 100 pl de sangue total (calibrador, controle, amostras)
em uma placa de coleta de 96 pogos

2. Adicione 50 pl do Mix de Padrdo Interno

3. Adicione 150 pl do Reagente de Extracao

4. Misture por 4 minutos (1200 rpm, a 2 mm de érbita)

5. Separe o precipitado por centrifugacdo (3 min, 2000 x g)

6. Transfira 75 pl do supernadante para uma placa de filtro de
96 pogos

7. Adicione 75 ul da Solugdo de Preparo

8. Adicione 50 pl na solugdo finalizadora (ver cap. 5.4)

9. Misturar 30 s (1200 rpm, a 2 mm de érbita)

10. Separe o precipitado por centrifugacao (2.5 min, 1500 x g)

11.Incube a solugdo obtida a 60°C por 45 min

12. Adicione 100 pl do Tampao de Diluicdo, misture 30 s (1200
rpm, a 2 mm de 6rbita)

13. Sele a placa e transfira para o amostrador

14.Injete 2.5-5 pl do eluato no sistema de UHPLC

A pipetagem de todos os reagentes pode ser feita através do
modo de multipipetagem. Para a lavagem de pipetas dedicadas é
recomendado agua ultrapura (0.055uS/cm, 18.2 MQ).

Notas adicionais:

O Finalizador 2 e a solugdo finalizadora contém pequenas
quantidades de cianeto (KCN) e devem ser usados
exclusivamente para os propdsitos estabelecidos neste manual.

Evitar qualquer contato direto com &cidos, ja que neste caso
existe o risco de formacao de HCN gasoso. Assim, o Finalizador 2
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e a solucdo finalizadora ndo devem ser misturados diretamente
na amostra precipitada ou no Reagente de Extragdo.

Tenha certeza de que a temperatura das solug8es atinge +60°C.
Somente assim o preparo de amostras funcionara
adequadamente.

Dependendo do agitador, a velocidade deva ser reduzida, se
necessario, com o objetivo de prevenir vazamento. Previamente,
confira a melhor velocidade com o uso de placas com agua.

Gradiente:

Devido as diferencas de volume morto dos sistemas UHPLC
individuais, o perfil de gradiente pode precisar de modificages e
€ projetado como base para otimizagdo.

Fluxo de 0.7ml/min

Tempo % A % B
(min)

0 100 0
0.86 100 0
0.87 50 50
1.29 50 50
1.30 0 100
2.50 0 100
2.51 0 100
3.00 0 100

Tempo de Retencdo Esperado:

Analito Tempo de Retengao
(min. aprox.)
Padrao Interno 1 (PLP) 0.5
Vitamina Be (PLP) 1.0
Vitamina B: (TPP) 1.9
Padrao interno 2 (TPP) 2.6

Fatores de conversdo

Linearidade e limite de quantificacao:

Hamilton ML-Starlet IVD & Shimadzu Nexera UHPLC

Limite de Faixa linear
Analito quantificacao Até pelo menos
ca. [pg/L] Hg/L]
Vitamina Bes (PLP) 2.5 500
Vitamina B: (TPP) 4 750

*0 limite de deteccao depende do detector empregado.

Precisao intra-ensaio:

Hamilton ML-Starlet IVD & Shimadzu Nexera UHPLC

Analito Coeficiente de variacao [%]
(na concentracao em pg /L)
n=10
Vitamina Bs (PLP) | 3.4 (9.9) | 3.6 (16.4) 3.4 (25.7)
Vitamina B: (TPP) | 3.1 (24.6) | 2.3 (43.7) 2.5 (89.7)

Tecan Evo 100 &Agilent 1290 UHPLC

Analito Coeficiente de variagcao [%]
(na concentracdo em ug /L)
n=10
Vitamina Bs (PLP) | 4.6 (10.8) | 4.1 (19.5) 3.0 (29.1)
Vitamina B: (TPP) | 2.0 (26.1) | 1.1 (45.1) 1.1 (99.4)

Precisao inter-ensaio:

Hamilton ML-Starlet IVD & Shimadzu Nexera UHPLC

Analito Coeficiente de variacao [%]
(na concentracdao em ug /L)
n=100
Vitamina Bs (PLP) | 4.4 (10.1) | 4.5 (19.4) 5.1 (27.4)
Vitamina B: (TPP) | 3.2 (26.6) | 3.1 (48.5) 3.5 (99.4)

Tecan Evo 100 &Agilent 1290 UHPLC

Analito Hg/l para nmol/l para Analito Coeficiente de variacdo [%]
nmol/I pg/l (na concentracdao em ug /L)
Vitamina B: x 2.357 x 0.424 n=10
(Tiamina pirofosfato, Vitamina Bes (PLP) 4.2 (10.8) 5.3 (19.5) 5.0 (29.1)
TPP) Vitamina B: (TPP) 3.2 (26.1) 3.6 (45.1) | 3.8(99.4)
Vitamina Bs X 4.046 x 0.247
(Piridoxal-5'-fosfato,
PLP) VALORES DE REFERENCIA
CALIBRADORES E CONTROLES Substéancia Matriz Valorgs c_le Fonte
referéncia
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos para calibrar Vitamina B; Sangue 28 - 85 ug/L [12]
e monitorar a precisdo e exatiddo das analises: (TPP) Total 66.5 — 200 nmol/L
. - Vitamina Be Sangue total 8.7 - 27.2 pg/L [14]
Artigo | Produto Apresentacao (PLP) heparinizado 35-110 nmo/L
52003 | Padrao de Calibragdo de Vitaminas 5% 1ml
Bi/Bs em Sangue Total (liofilizado) LITERATURA
0164 Controle de Vitaminas Bi/Bs em 2% 5x2ml
Sangue Total, Bi-Nivel (I+ II) 1. Bertelsmann Stiftung (Editor): Mineralstoffe, Spurenelemente und Vitamine

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Recuperacdo:
Hamilton ML-Starlet IVD & Shimadzu Nexera UHPLC

Analito Recuperacdo [Y%]
Vitamina Bes (PLP) 80
Vitamina B: (TPP) 96
Padrdo Interno 1 104
Padrdo Interno 2 104

A recuperacdo foi determinada em amostras de sangue total
fortificadas e diluicbes de padrdes.
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Thieme Verlag Stuttgart (1988).
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Bronstrup A., Pietrzik K., Vitaminspur, 11:85 (1996).
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Tryfiates G. P., Bishop R. E., Murgo A. J., Anticancer Research, 11:1281
(1991).

Biesalski H., Schrezenmeir J., Weber P., Weif H. (Editor) : Vitamine, Georg
Thieme Verlag, Stuttgart (1997).

10. Yasuda K., Okuda K., Endo N., Ishiwatari Y., Ikeda R., Hayashi H., Yokozeki

K., Kobayashi S., Irie Y., Gastroenterology, 109:1295 (1995).
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13. Thomas L (Hrsg). Labor und Diagnose. 8. Aufl, Verlag TH-Books
Frankfurt/Main (2012).

14. den Ottolander. Diagnostisch Kompas. Ziekenfondsraad Amstelveen, Holland
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Simbolos Usados

d Fabricante
/R/ Limites de temperatura

Diagnéstico in vitro

& Cuidado, consulte documentos anexos
I:];i:l Consulte instrugbes de uso

T Material Reciclavel

U-n Mao rejeitar diretamente para o ambiente

Lote

ﬁl Data de Fabricac8o

g Validade
&, Risco Biolégico
@ Altamente toxico

@ Cormsivo
<'!> Mocivo

Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niterdi, RJ

Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840309

SAC: sac@biosys.com.br — (21) 3907-2534 / 0800 015 1414
www.biosys.com.br
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