Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

VITAMIN C IN PLASMA/SERUM HPLC
(VITAMINA C EM PLASMA/SORO - HPLC)

Reagente diagnostico para determinacao quantitativa in vitro de Vitamina C em Soro/Plasma por HPLC.

Ne° de lote, data de fabricacao e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacdo

65065

Kit Reagente para Analise de Vitamina C em Soro/Plasma (100 analises)

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucdes para Analise de

Vitamina C em soro/plasma por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit da Chromsystems é uma ferramenta de diagndstico in
vitro para ser utilizada em laboratdrios de analises clinicas para
a determinagdo quantitativa de vitamina C em amostras de
plasma ou soro de pacientes que precisem ter seus niveis
monitorados.

METODO

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgdo
uv.

PRINCIPIO

Este kit permite a determinacdo cromatografica confiavel de
vitamina C usando um simples sistema de HPLC isocratico com
detecgdo UV. Os interferentes presentes na amostra sao
eliminados por uma eficiente etapa de precipitagdo das
proteinas com simultédnea estabilizacdo da Vitamina C.

REAGENTES
Componentes e Composicdo:
Reagente Composicao Apresentacao
Fase movel Solugdo de EDTA, 1 x 1000 mL
(Mobile Phase) carbonato de potassio
dihidrogénio e Acido
fosférico
Padrao Interno Solugdo aquosa 1x10 mL
(Internal contendo:
Standard) acido percloérico;
dietilenotriamina
penta(acido metileno
fosforico);
cloreto de hidrogénio
Frascos de - 100 unidades
reacdo (admbar)
(Reaction vials)

INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE
DOS REAGENTES

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

Artigo Produto Temperatura
65001 Fase mdvel +18 a +30°C
65044 Padrdo Interno +2a+8°C

Apds abertura dos frascos os reagentes permanecem estaveis
por até 1 ano, mas ndo devem exceder a validade indicada nos
rétulos.
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CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranga dos reagentes e adotar as
precaugbes necessdrias para o manuseio de reagentes de
laboratorio.

GARANTIA

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

DESCARTE

O Padrdo Interno contém é&cido forte. A fase movel e os
residuos de preparacdo das amostras contém acidos. Neutralize
as solugdes e descarte em um contéiner para solugdes salinas.
Descarte de acordo com as diretrizes e regulamentos locais em
vigor.

PREPARO DOS REAGENTES

Fase Movel: pronto para uso.
Padrao Interno: pronto para uso.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS
Coluna cromatografica equilibrada (Chromsystems art. 65100).
Padrdo de Calibracdo de Vitamina C em Plasma liofilizado
(Chromsystems art. 65003).

Controle de Vitamina C em Plasma Bi-Nivel (I+II)
(Chromsystems art. 0074).

Agua tipo I ou grau HPLC.

Centrifuga para microtubos.

Material geral de laboratério.

AMOSTRAS

Plasma fresco coletado em heparina de litio, heparina de sddio,
ou soro sdo utilizados para a analise. Outros sistemas de coleta
de sangue resultam em menor estabilidade da vitamina C.

Estabilidade da amostra:
A vitamina C no plasma em heparina é estavel como se segue.

Estabilidade das amostras de pacientes:

Temperatura de Tempo de
armazenamento armazenamento
Abaixo de -18°C 2 dias
Abaixo de -70°C 14 dias

Para minimizar a oxidacdo da vitamina C, a amostra deve ser
centrifugada o mais rapido possivel apds a coleta. As amostras
devem ser transportadas congeladas e imediatamente
submetidas ao preparo de amostras apos o descongelamento.
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Nota: E responsabilidade do laboratério individual utilizar todas
as referéncias disponiveis e/ou seus proprios estudos para
determinar critérios especificos de estabilidade para seu
laboratério.

Atencao: Ndo usar plasma hemolisado porque os valores
medidos podem ser muito baixos.

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos):
As amostras preparadas (eluatos) para anadlise podem ser
mantidas conforme abaixo:

Tempo de armazenamento das amostras preparadas:

Temperatura de Tempo de Outras condigdes
armazenamento armazenamento de armazenamento
+20 a +25°C 24 horas Frasco de vidro
bem fechado e com

protecdo a luz
+2a+8°C 1 semana Frasco de vidro

bem fechado e com
protecdo a luz
6 semanas Frasco de vidro
bem fechado e com
protecdo a luz

Abaixo de -18°C

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:
Amostrador:

Volume de injecdo de 20pL,

(¢ recomendado o uso de
amostrador refrigerado)

Tempo de corrida aproximadamente 5 min

Fluxo: 1,0a 1,5 mL/min

Temperatura da Temperatura ambiente (aprox.
coluna: 25°0)

Detector UV: Comprimento de onda de 245 nm
Solugdo de lavagem do | Agua

injetor:

Procedimento de preparo de amostras:

Utilizar os frascos de reacdao que acompanham o kit, para que

as amostras sejam protegidas da exposicao da luz ambiente.

1. Pipetar 100 ul de amostra (ou calibrador/controles) em um
frasco de reagao fornecido.

2. Adicionar 100 pl de Padrao Interno (IS) e agitar por 30
segundos (vortex).

3. Centrifugar por 5 min a pelo menos 13000 g.

4. Injetar 20ul do sobrenadante no sistema HPLC.

Tempo de retencdo esperado:

Analito Tempo de ret_engao
aprox. em minutos
Vitamina C 2,2
Padrdo Interno 2,7
CALcuLOS

é adicionada ao padrdo de calibragdo e as amostras de
pacientes, a concentragdo do padrdo interno pode ser
considerada como “1” para fins de calculo.

Fatores de conversao:

Analito mg/L para pumol/L pmol/L para mg/L

Vitamina C X 5,678 x 0,176

CALIBRADORES E CONTROLES
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

Artigo | Produto Apresentacao

65003 | Padrao de Calibracao de 5% 0.5mL
Vitamina C em Plasma (liofiliz.) !

0074 Controle de Vitamina C em 2% 5x 0.5mL
Plasma, Bi-Nivel (I+1I) !

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Recuperagao:

Matriz | Taxa de recuperagcdao | Taxa de recuperagao
[%] [%]

Vitamina C Padrao Interno
Plasma 97 103
Soro 102 100

Linearidade / Limite de quantificagao:

Limite de Faixa linear de
quantificacdao | até pelo menos

Analito (Matriz)

[mg/L] [mg/L]
Vitamina C (Plasma) 0.4 100
Vitamina C (Soro) 0.4 100

Precisao intra-ensaio:

Analito (Matriz) Coeficiente de variacao [%]

(concentracdo em mg/L)

n=10 n=10 n=10
Vitamina C (Plasma) 2,2(6,13) [3,1(14,5 [3,3(21,3)
Vitamina C (Soro) 2,0(6,17) |3,8(14,2) 10,9 (9,16)

Precisao inter-ensaio:

Anmostra X _IScalibrador ~ X *Ccalibrador
Acalibrador X ISAmostra

Chanalito [Mg/L] =

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

Area ou altura do pico do analito A no = Calibrador
cromatograma do calibrador

Area ou altura do pico do padrdo = ISAmostra

interno no cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do padréo =
interno no  cromatograma do ISCalibrador
calibrador

Concentracdo C do analito A no
calibrador

= *CCalibrador

* A concentragao do analito no calibrador depende do lote e
sera encontrada no folheto de informagbes que acompanha o
produto. Uma vez que a mesma quantidade de padrao interno
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Analito (Matriz) Coeficiente de variagao (%)

(concentracdo em mg/L)

n=100

Vitamina C (plasma) [ 4,6 (5,99) [3,4 (14,2) [4,8 (20,4)

Devido a baixa estabilidade da vitamina C em soro, a
determinacgdo da precisdo inter-ensaio foi possivel somente a
uma extensao limitada.

VALORES DE REFERENCIA
. Variagao referéncia Variagao
Analito 1[1] referéncia 2 [5]
. . 4,6 - 14,9 mg/L 4,0 - 15,0 mg/L
Vitamina C | 56’1 _ 84,6 umol/L) (23 - 85 umol/L)

Um resumo dos valores de referéncia associados a idade e
maiores detalhes sobre variagbes de referéncia podem ser
encontrados na literatura [6].

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de
referéncia para adaptar o método as caracteristicas de sua
populacdo analisada.

INTERFERENTES

As seguintes drogas comumente usadas foram testadas como
interferentes:

Acetazolamida, acetilcisteina, acido acetilsalicilico, aciclovir,
alopurinol, amicacina, amlodipina, amoxicilina, ampicilina,
azatioprina, azitromicina, bosiprolol, captopril, carbamazepina,
carbamazepina-10,11-epodxido, cefradina, cloranfenicol,
clordiazepdxido, cimetidina, ciprofloxacina, claritromicina,
dexametasona, Diazepam, diclofenaco, digitoxina, digoxina,
dihidrocodeina, disopiramida, enalaprilato, eritromicina,
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furosemida, ganciclovir, gentamicina, hidroclorotiazida,
ibuprofeno, dinitrato de isossorbida, itraconazol, cetoconazol,
levofloxacina, levotiroxina, lidocaina, lorazepam, metformina,
meticilina, metilprednisolona, metoclopramida, metoprolol,
acido micofecolico, acido glucuronideo micofendlico, N-
acetilprocainamida, nadolol, fluoreto de sddio, N-
desmetildiazepam, neomicina, nifedipina, norverapamil ,
omeprazol, oxazepam, oxipurinol, paracetamol, penicilina G,
penicilina V, fenitoina, prazosina, prednisolona, prednisona,
procainamida, propranolol, ranitidina, rifampicina, risperidona,
salbutamol, acido salicilico, estreptomicina, sulfametoxazol,
tramadol, triamterene, trimetoprim, acido  valpréico,
vancomicina e verapamil.

Para a concentragdo terapéutica mais alta, a acetilcisteina
interfere com o padrdo interno e gera concentragdes de
vitamina C que sdo aproximadamente 30% menores. Esta
interferéncia pode ser detectada por um segundo pico em frente
ao pico do padrdo interno. Avalie essas amostras para essa
interferéncia com a exclusdo do padrdo interno.

Todas as outras substancias examinadas tiveram influéncia
negligenciavel nos resultados quantitativos (desvio < 15%).
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