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.

SUMARIO

Este kit de reagentes permite uma determinagdo rapida, simples
e especifica da tiamina pirofosfato (TPP), forma fisiologicamente
ativa da Vitamina B:, empregando um sistema isocratico de HPLC
com detector de fluorescéncia. O preparo da amostra inclui uma
etapa de precipitagdo apds extracdo e uma subsequente
derivatizagdo, para permitir a deteccdo por fluorescéncia, sem o
uso de colunas de preparagdo.

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

PRINCiPIO

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

REAGENTES

Componentes e Composigdes:

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 tripotassico

(Derivatization

Reagent 1)

Reagente de Metanol 1 x20mL
Derivatizagdo 2 Hidroxido de

(Derivatization sodio

Reagent 2)

Tampado de Metabisulfito de 1x 10 mL
Estabilizagdo sodio

(Stabilization Buffer)

Tamp3o 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 Estabilizagdo +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, o Tampdo de Neutralizacdo e os residuos de
amostras preparados contém acidos fortes. Neutralize as solugdes
e descarte em um contéiner para solugbes salinas. As solucdes
mencionadas ndo devem ser descartadas juntamente com lixo
doméstico. Ndo 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.

Reagente de Derivatizagdo 1: reconstitua o contetdo do frasco
do Reagente de Derivatizagdo 1 (art. 35005) com exatamente
0.3 ml de agua destilada. Sob refrigeracdo (+2 a +8°C), a
estabilidade desta solugdo é de aproximadamente 2 semanas.
Reagente de Derivatizagao 2: pronto para uso.
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Mix de Derivatizacao:

Misture 100 pl do Reagente de Derivatizagdo 1 com 2.0 ml do
Reagente de Derivatizagao 2 (art. 35006). Esta mistura (mix de
derivatizagdo) na proporgdo 1:20 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

Coluna Cromatografica equilibrada (Chromsystems art.35110)
Padrdo de Calibragdo de Vit. Bi/B> em Sangue Total
(Chromsystems art. 37008)

Controle de Vit. Bi/B. em Sangue Total, Bi-Nivel (I + II)
(Chromsystems art. 0033)

Centrifuga para microtubos.

Agua tipo I ou HPLC.

Metanol grau HPLC.

Material Geral de Laboratério.

AMOSTRA

O material utilizado é sangue total-EDTA, suspensdo de
eritrécitos. O sangue deve ser coletado pela manhd em jejum e
antes de qualquer medicacdo. A coleta deve ser realizada com
garroteamento leve, tendo o cuidado de evitar hemdlise.
Estabilidade das amostras: Em frascos fechados e protegidos
da exposicdo a luz, as amostras sdo estaveis por 24 horas entre
+2° a +8°C. Amostras ndo analisadas imediatamente devem ser
mantidas em temperatura <-18 °C e sdo estaveis por até 6
meses.

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): As
amostras preparadas sdo estaveis em temperatura entre +2° a
+8°C por aproximadamente 3 dias.

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:
Amostrador:

Volume de injecao 50 ul, tempo de

corrida analitica 6 min. O
compartimento deve ser protegido
da luz.

Razdo de fluxo: 1.0 ml/min

Temperatura da coluna: Temperatura ambiente (aprox.
20°C)

Detector fluorescéncia:
Solugdo de limpeza da
agulha (injetor):

I§X=367 nm, EM 435 nm
Agua destilada com no maximo
5% de metanol

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 Extracdo.

2. Agitar por 2 seg. (vortex).

3. Acrescentar 300 uL de Reagente de Precipitagao.

4. Agitar por 30 seg. (vortex).

5. Centrifugar por 5 min. a 9.000 g

Nota: Importante! Para obter uma derivatizacdo

satisfatoria, ndo altere a sequéncia dos passos seguintes.

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

7. Adicionar 100 pL do sobrenadante e agitar brevemente.

8. Acrescentar 100 pL do Tampdo de Neutralizagdo.

9. Acrescentar 100 pL do Tampao de Estabilizagdo e agitar
brevemente.

10.Deixar em repouso por 20 min.

11.Injetar 50 pL no sistema HPLC.
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Tempo de retencdo esperado:

Analito Tempo de retencao
Vitamina B: (tiamina pirofosfato) Aprox. 3.2 min
CALCULOS
Camostra (pg/l) = _AAmostra X Cecalibrador
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
Concentragdo do analito A no calibrador = Ccalibrador

Valores de referéncia:
As seguintes faixas de referéncia foram retiradas da literatura [5].

Analito Faixa de Referéncia
[ng/l] [nmol/l]
Tiamina pirofosfato (TPP) * 28-85 66,5-200

*Valores convertidos a partir da tiamina

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)

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

Artigo | Produto Apresentacao
37008 | Padrao de Calibragdo de Vitaminas 5% 1mL
B1/B2 em Sangue Total
0033 Controle bi-nivel de Vitaminas
2x5x2mL
B1/B2 em sangue total

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Recuperagao

A recuperagdo analitica foi determinada a partir do slope da curva
de calibragdo de amostras de sangue total e solugdes de padréo
diluidas.

Analito Recuperacao [%]
Tiamina pirofosfato 91

Linearidade e menor limite de quantificacao (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 € linear a partir do
menor limite de quantificagdo (LLOQ) a concentracdo indicada.

Analito LLOQ [pg/1]
Tiamina pirofosfato 0.8

Faixa linear [pg/1]
Até pelo menos 750
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Precisdo intra-ensaio:

A determinagdo da precisdo intra-ensaio foi realizada a partir da
média 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 variagao (%)
(concentraciao em pg/)
n=10 n=10 n=10

2.8 (24.5) | 4.0 (93.3) | 4.9 (35.6)

Tiamina pirofosfato

Precisdo inter-ensaio:

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

Analito Coeficiente de variacao (%)
(concentracdao em ug /L)
n =99 n =99 n =100
Tiamina pirofosfato 4.6 (24.0) 4.7 (96.0) 4.3 (36.5)
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Simbolos Usados
Fabricante
Limites de temperatura
Diagnistico in vitro
Cuidado, consulte documentos anexos
Consulte instrugbes de uso
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Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niter6i, RJ

Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS —n° 10350840142

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

Péagina 3 de 3


mailto:sac@biosys.com.br

