Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

MassChrom® Amino acids and acylcarnitines from dried blood- LC-MS/MS
(Derivatised)
(MassChrom-Aminoacidos e Acilcarnitinas em sangue seco por LC-MS/MS - derivatizado)

Reagente diagnodstico para determinacao quantitativa in vitro de Aminoacidos e Acilcarnitinas em sangue seco por

LC-MS/MS.

N©° de lote, data de fabricacdo e validade: ver rotulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacao

55000

Kit Reagente para Andlise de Aminoacidos e acilcarnitinas em sangue seco, 960 andlises

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimento, favor consultar o Manual de Instrucées MassChrom®

Amino acids and acylcarnitines from dried blood—- LC-MS/MS (Derivatised) no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit permite a determinagcdo semi-quantitativa, simples e
réapida, de aminoécidos e acilcarnitinas em spots de sangue seco
(DBS) para triagem neonatal de distlUrbios do metabolismo dos
acidos graxos e aminoacidos por espectrometria de massas em
tandem - LC-MS/MS. Os seguintes aminoacidos, acilcarnitinas e
carnitinas livres podem ser determinados semi-quantitativamente
com este kit:

Aminoacidos: alanina (Ala), arginina (Arg), acido aspartico
(Asp), citrulina (Cit), acido glutamico (Glu), glicina (Gly), leucina
(Leu), metionina (Met), ornitina (Orn), fenilalanina (Phe), prolina
(Pro), tirosina (Tyr) e valina (Val) e succil acetona (SucA).
Carnitina livre e acilcarnitinas: carnitina livre (C0),
acetilcarnitina (C2), propionilcarnitina (C3), butirilcarnitina (C4),
isovalerilcarnitina (C5), glutarilcarnitina (C5DQC),
hexanoilcarnitina (C6), octanoilcarnitina (C8), decanoilcarnitina
(C10), dodecanoilcarnitina (C12), tetradecanoilcarnitina (C14),
hexadecanoilcarnitina (C16) e octadecanoilcarnitina (C18).

METODO
Deteccao por espectrometria de massa em tandem.

PRINCIPIO

O preparo de amostras é baseado em uma eficiente extracdo dos
analitos do papel de filtro, seguido por uma derivatizacdao do
analitos a ésteres butiricos. Para garantir uma quantificagdo
reproduzivel dos analitos, este método usa padrdes internos
estaveis e isotopicamente marcados (deuterados) para calibragdo
e medidas.

REAGENTES
Componentes e Composicoes:
Componente Composicao Apresentaca
o
Fase movel Acetonitrila 50-100% 2 x 1000 mL
(Mobile Phase)
Padrdo Interno solugdo contendo 4 x 50 mL
(Internal diversos aminoacidos
Standard) e acilcarnitinas
Reagente de 1-butanol 50-100%, 2 x 30 mL
derivatizagao n-butil acetato
(Derivatisation 15<25% e acido
Reagent) cloridrico 3<10%
Tampado de Acetonitrila 50-100% 1 x 100 mL
reconstituicao
(Reconstitution
Buffer)
Solugdo de Acetonitrila 50-100% 2 x 1000 mL
lavagem
(Rinsing solution)
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Tampao de Metanol 55-100% 1 x 200 mL
Extracao
(Extraction
buffer)

Placa de 96 pogos -

30 unidades
Folha de protegao 30 unidades
para placa de 96
pogos

INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

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

Produto Condigao
Fase movel (art. 55001) +18 a +30°C
Solucdo de lavagem (art. 55007) +18 a +30°C
Tampao de extracdo (art. 55008) +18 a +30°C
Reagente de derivatizacdo (art. 55005) +18 a +30°C
Tampao reconstituicdo (art. 55006) +18 a +30°C
Padrdo Interno (art. 55004) Abaixo de -18°C

CUIDADOS E PRECAUCOES

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

GARANTIA

Estas instrugdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto e as instrugées 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, Solucdo de Lavagem, Tampdo de Extragdo, Tampao
de Reconstituicdo e as solugbes de Tuning Mix contém solventes
organicos. Descarte os residuos destes produtos em recipientes
para solventes organicos livres de halogénio.

O Reagente de Derivatizagdo contém solventes organicos e
halogénios. Descarte os residuos destes produtos em um
recipiente para solventes organicos contendo halogénio.

Os residuos de amostras de pacientes e amostras preparadas,
assim como os controles, devem ser coletados e descartados
como lixo potencialmente infeccioso

PREPARO DOS REAGENTES

Fase Movel: pronto para uso.
Reagente de derivatizagao: pronto para uso.
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Tampao de reconstituicdo: pronto para uso.
Solugao de lavagem: pronto para uso.
Tampao de extracao: pronto para uso.
Tuning Mix: pronto para uso.

Padrao Interno (liof):

O padrdo interno (artigo 55004) é utilizado como padrdo de
calibragdo para cada amostra e é rastreavel a substancias de
referéncia isotopicamente marcadas adquiridas de fornecedor
certificado. Apds reconstituigdo, uma quantidade definida de
padrdo interno é adicionada a amostra e, entdo, submetido a todo
o procedimento de preparagao das amostras.

Antes do preparo de amostras, reconstitua o Padrdao Interno
(artigo 55004) com 50 ml do Tampdo de Extracdo. Faga os
seguintes procedimentos:

1. Pipete 5 ml do Tampao de Extragdo (artigo 55008) no frasco
original do Padrdo Interno

2. Reconstitua por aproximadamente 5 min entre +20 e +25°C,
agite suavemente e repetidamente

3. Transfira o conteldo do frasco para um baldo volumétrico de
50 ml

4. Enxague o frasco do Padrdo Interno duas vezes com 5 ml do
Tampdo de Extragdo e transfira o liquido para o baldo volumétrico
5. Complete o volume do baldo volumétrico para 50 mL com o
Tampdo de Extracdo e homogeneize.

Evite a exposicdo direta a luz. A concentragdo atual depende do
lote e podera ser encontrada no folheto de informagdes que
acompanha o padrao.

Estabilidade do Padrdo Interno apés reconstituicdo: se
armazenado em +2 a +8°C, bem fechado e protegido da luz, o
padrdo interno pode ser armazenado por até 3 semanas.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

e  MassCheck Amino Acids, Acylcarnitines dried blood spot control,
Bi-Level (I + II) (Chromsystems art. 0191)

e Espectrometro de massa em tandem com software de
avaliagao;

e Sistema de HPLC com bomba,
automatico;

. Picotador automatico ou manual, para picotar as amostras,
3.2 mm em didametro;

e Agitador de placas de 96 pogos termoestaveis para extragédo
e derivatizagdo das amostras;

e Ventilador de ar quente para evaporagao das amostras;

Presilhas de borracha (elastico) para prender as folhas de

protegdo as placas de 96 pocos;

injetor e amostrador

e Pipeta ou pipeta multicanal, 60 - 200 pL;

. Ponteiras;

. Exaustor;

e Baldo volumétrico com capacidade para 50 ml;

e Papel de filtro para coleta do sangue do calcanhar
AMOSTRA

A coleta de sangue para triagem neonatal deve ocorrer entre 48
e 72 horas apds o nascimento. O sangue ¢é coletado do calcanhar
do recém-nascido por gotejamento em papel de filtro e colocada
em repouso até que esteja seca. Recomenda-se que sejam
utilizados papéis de filtro aprovados e especificos para o teste.
Amostras com EDTA ou heparina ndo devem ser utilizadas pois
podem levar a resultados falso-negativos ou falso-positivos.

Descrigao resumida das etapas da coleta:

1. Limpe a area do calcanhar do recém-nascido destinada a
pungdo com antisséptico. Seque com cotonete estéril.

2. Perfure o calcanhar com uma lanceta estéril. A ponta da
lanceta deve ser menor que 2 mm, pois, perfuragdes
profundas podem ferir criangas pequenas.

3. Descarte a primeira gota de sangue com um cotonete estéril.

4. Colha a proxima grande gota de sangue com o papel de filtro,
aguardando até que a amostra seja adsorvida no papel e
preencha totalmente o circulo delimitado. Ndo aplique uma
gota de sangue sobre a outra e nem colha em ambos os lados
do papel, pois isto altera o volume de sangue coletado por
spot e pode produzir falsos resultados patoldgicos.
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5. Preencha cada um dos circulos remanescentes no papel de
filtro, repetindo o mesmo procedimento, com uma Unica gota
de sangue.

6. Cuidados com o local de pungdo deve estar de acordo com a
pratica comum do hospital/laboratério

7. Deixe o sangue coletado secar por 4 horas, repousando o
papel de filtro em uma superficie horizontal, ndo-absorvente,
em +20 a +25°C.

8. Envie as amostras secas em papel de filtro para o laboratério,
dentro de 24 horas.

Para instrugdes detalhadas da coleta da amostra, consulte o
manual do fabricante do papel de filtro ou as orientagbes
padronizadas.

O armazenamento em ambiente de baixa umidade (menor que
30%) em temperatura ambiente (+20 a +25°C) é adequado, se
a analise for realizada dentro de 24 a 48 horas. Baixa umidade e
baixas temperaturas (refrigerado ou abaixo de -18°C) sao
sugeridos para armazenamento superior a 48 horas [14]. Evite
temperaturas acima de 37°C. Isto pode causar a diminuicdo
de alguns aminoacidos.

PROCEDIMENTOS DO TESTE
Ajustes do instrumento:

Amostrador automatico:
Tempo de corrida:
Gradiente de fluxo:
Solucdo de
agulha do injetor:

lavagem para

Volume de injegao 10 pL

1,8 min

20 a 600 pL/min

Solucdo de lavagem (artigo
55007)
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Devido aos diferentes volumes mortos dos sistemas individuais
de HPLC e o comprimento do capilar restritor, o seguinte perfil de
gradiente deve ser otimizado para obter o cromatograma
mostrado abaixo. O perfil de gradiente apresentado é pretendido
como a base para a otimizagdo.

A janela do tempo de varredura (scan time window) do sistema
tandem MS deve ser ajustada para o periodo de tempo no qual a
intensidade do sinal alcanga o nivel maximo (aproximadamente
0,32 a 1,61 min).

6.0e7 o —

Infensity, cps

0.2 0.4 0.6 08 1.0 12 14 16

Time, min

Cromatograma usando um fluxo de gradiente otimizado.

Perfil de gradiente:

Tempo 0 0.32 | 0.33 | 1.60 | 1.61 1.80 | 1.81
(min)
Fluxo 200 200 20 20 600 600 200
(ul/min)

Se o sistema de HPLC ndo for capaz de manter um fluxo constante
de 20 pl/min, o método pode ser rodado alternativamente com
um fluxo constante de 100 a 150 pl/min. Note, entretanto, que o
método de fluxo constante causa redugdo da sensibilidade.

Preparo da amostra sem placa filtrante

1. Picotagem da amostra:

Faca um picote no papel de filtro, de forma a retirar um disco de
3.2 mm da amostra de sangue seco e coloque dentro de um pogo
da placa de 96 pogos.
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2. Extracdo de aminoacidos/acilcarnitinas:

Adicione 200 yL de padrdo interno reconstituido (ver capitulo
5.2). Sele a placa com a folha de protegdo e agite por 20 minutos
a 600 rpm, em +20 a +25°C.

3. Transferéncia/Evaporacdo:

Remova a folha de protegao da placa de 96 pogos. Transfira o
sobrenadante para uma nova placa de 96 pogos. Evapore a 60°C
e 600 rpm para secar sobre fluxo de ar.

Importante: Ndo pode haver umidade remanescente na placa
de 96 pogos. A umidade interfere na derivatizagdo.

4. Derivatizagao (butilagdo):
Adicione 60 pL do reagente de derivatizacdo. Sele a placa com a
folha de protecdo e incube a 60°C e 600 rpm por 15 minutos.

5. Evaporagao
Remova a folha de protecao da placa de 96 pogos. Evapore a 60°C
e 600 rpma para secar sobre fluxo de ar.

Cuidado: Uma fumacga corrosiva emerge durante a evaporagao
do reagente de derivatizacao! Sempre trabalhe sob exaustor.

6. Reconstituicdo do eluato
Adicione 100 pl do tampao de reconstituigdo. Agite a 600 rpm
por 1 minuto.

7. Injegao:
Injete 10 pL do eluato no sistema LC-MS/MS.

A precisdo e exatiddo da analise devem ser monitoradas com a
inclusdo de controles adicionais em cada corrida analitica.

Preparo da amostra com placa filtrante

1. Picotagem da amostra:

Coloque uma placa de 96 pogos com filtro em cima de uma placa
de 96 pogos. Faca um picote no papel de filtro, de forma a retirar
um disco de 3.2 mm da amostra de sangue seco e coloque dentro
de um poco da placa filtrante.

2. Extracdo:

Adicione 200 pL de padrdo interno reconstituido (ver capitulo 5.2)
em cada disco de papel. Sele a placa filtrante com a folha de
protecdao (artigo 55011) e agite ambas as placas por 20 minutos
a 600 rpm, em +20 a +25°C.

3. Centrifugacdao/ Evaporacdo:

Remova a folha de protegdo da placa de 96 pogos com filtro. Filtre
o0 sobrenadante para a placa de 96 pogos por centrifugacao a
3000 x g por 2 minutos. Descarte a placa filtrante e evapore o
eluato a 60°C e 600 rpm para secar sobre fluxo de ar.

Importante: Ndao pode haver umidade remanescente na placa
de 96 pogos. A umidade interfere na derivatizagao.

4. Derivatizacao (butilagdo):
Adicione 60 uL do reagente de derivatizagdo. Selar a placa com a
folha de protegao e incubar a 60°C e 600 rpm por 15 minutos.

5. Evaporagao
Remova a folha de protecao da placa de 96 pogos. Evapore a 60°C
e 600 rpma para secar sobre fluxo de ar.

Cuidado: uma fumaca corrosiva emerge durante a evaporagao
do reagente de derivatizagdo! Sempre trabalhe sob exaustor.

6. Reconstituicdo do eluato

Adicione 100 pl do tampdo de reconstituicdo. Agite a 600 rpm por
1 minuto.

7. Injegao:

Injete 10 pL do eluato no sistema LC-MS/MS.

A precisdo e exatiddo da analise devem ser monitoradas com a
inclusdo de controles adicionais em cada corrida analitica.
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Estabilidade das amostras preparadas:

Se armazenadas protegidas da luz, em frascos de vidro e bem
fechadas, as amostras preparadas sdo estaveis por 7 dias a +20
a +259C, por 14 dias a +2 a +89C, e por até 3 semanas abaixo
de -18°C.

As amostras descongeladas devem ser bem homogeneizadas
antes da injegdo.

OTIMIZANDO OS MRMS E OS EXPERIMENTOS DE PERDA
NEUTRA E VARREDURA DO ION PRECURSOR (TUNING)

E altamente recomendado verificar a acurécia e a resolucdo de
massa do sistema MS/MS. Se a acuracia e a resolugdo de massa
estiverem fora das especificagbes do fabricante do instrumento,
uma nova calibragdo do espectrometro de massa é recomendada.
A seguir, as transigdes MRM do analito assim como experimentos
de Perda Neutra e Varredura do fon Precursor devem ser
ajustados como abaixo:

Otimizando os MRMs:

1. Dilua o Tuning Mix (artigo 55099, 55098) com Fase Movel
(artigo 55001) como apropriado para o dispositivo especifico

2. Injete o Tuning Mix diluido ou infuse diretamente pela bomba
de seringa (fluxo de 0,02 mi/min)

3. Use 0 Scan Q1 (MS Scan) para determiner as posigdes exatas
do sinal maximo das massas em MS1 (precursor/ion pai) (pelo
menos um decimal)

4. Determine as posigdes exatas do sinal maximo das massas em
MS2 (produto/ion filho) pela varredura do ion produto

5. Otimize os parametros individuais para cada transicdo MRM
(ex. energia de colisdo)

6. Use as transicGes MRM otimizadas para otimizar a fonte de ion,
especialmente a voltagem do capilar, a temperatura, e os fluxos
de gases.

Varredura do Ion Precursor:

1. Dilua o Tuning Mix (artigo 55099) com Fase Mdvel (artigo
55001) como apropriado para o dispositivo especifico

2. Injete o Tuning Mix diluido ou infuse diretamente pela bomba
de seringa (fluxo de 0,02 mi/min)

3. Use o0 Scan Q1 (MS Scan) para determiner as posigoes exatas
do sinal maximo das massas em MS1 (precursor/ion pai), por
exemplo da carnitina (m/z 218) (pelo menos um decimal)

4. Use a varredura do ion produto para determinar a posigdo
exata do sinal maximo do fragmento caracteristico de
acilcarnitinas (m/z 85) (pelo menos uma casa decimal)

5. Programe o experimento de varredura do ion precursor de
forma que a faixa de medicao desejada (ex. m/z 200 a m/z 500)
seja coberta. Use o valor determinado no ponto 4 como massa
MS2.

6. E recomendado determinar os pardmetros individuais (ex.
energia de colisdo) para analitos com baixa intensidade na
varredura em um experimento separado de MRM (veja acima).
Use estes parametros como configuracées globais de toda a
varredura do ion precursor. Alternativamente, também &
possivel, dependendo do instrumento, armazenar faixas de
parametros individuais ao invés de valores globais.

TRANSICAO DE MASSA DOS ANALITOS E PADROES
INTERNOS:

Aminoacidos e metabdlitos da tirosina (SucA):

Substancia Método de Medigdo Transicao
de massa

Alanina Neutral Loss Scan 102 146 > 44
Alanina-D4 Neutral Loss Scan 102 150 > 48
Acido Aspartico Neutral Loss Scan 102 246> 144
Acido Aspartico-D3 Neutral Loss Scan 102 249> 147
Acido Glutadmico Neutral Loss Scan 102 260 > 158
Acido Glutdmico-D5 Neutral Loss Scan 102 265 > 163
Leucina Neutral Loss Scan 102 188 > 86
Leucina-D3 Neutral Loss Scan 102 191 > 89
Metionina Neutral Loss Scan 102 206 > 104
Metionina-D3 Neutral Loss Scan 102 209> 107
Fenilalanina Neutral Loss Scan 102 222> 120
Fenilalanina-D5 Neutral Loss Scan 102 227 > 125
Tirosina Neutral Loss Scan 102 238 > 136
Tirosina-D4 Neutral Loss Scan 102 242> 140
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Valina Neutral Loss Scan 102 174 > 72 CALCULOS
Valina-D8 Neutral Loss Scan 102 182 > 80 As concentragdes dos analitos nas amostras sdo calculadas de
Arginina MRM 231> 70 acordo com o seguinte principio:
Arginina-D7 MRM 238> 77
Citrulina MRM 232> 113 Intensidade de sinal do analito no espectro = Sinalanaiito
Citrulina-D2 MRM 234 > 115
Glicina MRM 132> 76 da amostra
Glicina - 8C2-15N MRM 135> 79 Intensidade de sinal do padrdo interno = Sinalisto
Ornitina MRM 189 > 70
Ornitina-D6 MRM 105 > 76 (ISTD) no espectro da amostra
Prolina MRM 172> 116 Volume de sangue no disco = VOlsangue
Prolina-D7 MRM 179 > 123 Volume de padréo interno adicionado = Vol
Succinil acetona MRM 211 > 109 N L.
Succinil acetona - MRM 216 > 114 Concentragao C do padrao interno = Ciso
13Cs
Calcule a concentragdo do analito A na amostra (Canaiito) COMO a
Acilcarnitinas e Carnitina livre: seguir:
Substancia Método de Medicdo | Transicdo Canalito [UMOI/L] =  Sinalanaito X Volisto x Cisto
de massa
Carnitina Parent Ion Scan 85 218 > 85 Sinalisto X VOlsangue ISamostra
Carnitina-D9 Parent Ion Scan 85 227 > 85
C2-Carnitina Parent Ion Scan 85 260 > 85 FATORES DE CONVERSAO
C2-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 263 > 85
C3-Carnitina Parent Ion Scan 85 274> 85 Aminoacidos:
C3-Carnitina-D3 Parent Ton Scan 85 277 > 85 Analito pmol/L em mg/L em
C4-Carnitina Parent Ion Scan 85 288> 85 mg/L pmol/L
C4-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 291 > 85 Alanina x 0,0891 X 11,223
C5-Carnitina Parent Ion Scan 85 302 > 85 Arginina x 0,1742 x 5,7405
C5-Carnitina-D9 Parent Ion Scan 85 311 > 85 Acido Aspartico x 0,1331 x 7,5126
C5DC-Carnitina Parent Ion Scan 85 388 > 85 Citrulina x 0,1752 x 5,7081
C5DC-Carnitina-D6 Parent Ion Scan 85 394 > 85 Acido Glutdmico x 0,1471 X 6,7967
C6-Carnitina Parent Ion Scan 85 316> 85 Glicina x 0,0751 x 13,321
C6-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 319> 85 Leucina x 0,1312 X 7,6237
C8-Carnitina Parent Ion Scan 85 344> 85 Metionina x 0,1492 x 6,7020
C8-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 347 > 85 Ornitina x 0,1322 X 7,5666
C10-Carnitina Parent Ion Scan 85 372> 85 Fenilalanina x 0,1652 X 6,0536
C10-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 375 > 85 Prolina x 0,1151 X 8,6858
C12-Carnitina Parent Ion Scan 85 400 > 85 Tirosina x 0,1812 x 5,5191
C12-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 403 > 85 Valina x 0,1172 x 8,5361
C14-Carnitina Parent Ion Scan 85 428> 85 Succinil acetona x 0,1581 X 6,3231
C14-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 431> 85
C16-Carnitina Parent Ion Scan 85 456 > 85 Acilcarnitinas e Carnitina livre:
Cl16-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 459 > 85 Analito pmol/L em mg/L em
C18-Carnitina Parent Ion Scan 85 484 > 85 mg/L pmol/L
C18-Carnitina-D3 Parent Ion Scan 85 487> 85 C0-Carnitina X 0,1612 X 6,2019
C2-Carnitina x 0,2032 X 4,9203
A tabela seguinte mostra algumas acilcarnitinas adicionais, com C3-Carnitina X 0,2172 X 4,6032
seus respectivos valores de transicdo de massa e padroes C4-Carnitina x 0,2312 X 4,3245
internos  isotopicamente marcados recomendados. Tais C5-Carnitina x 0,2452 X 4,0776
informagbes sdo apenas uma sugestdo, representando a pratica C5DC-Carnitina x 0,2753 x 3,6319
corrente de muitos laboratdrios de triagem. O kit de reagentes C6-Carnitina x 0,2593 x 3,8559
Chromsystems n&o é validado para esses analitos. C8-Carnitina x 0,2874 x 3,4789
: . . ) . L. C10-Carnitina X 0,3154 x 3,1701
Acilcarnitinas adicionais sem padrao interno explicito: C12-Carnitina x 0,3435 x 2,9109
C14-Carnitina x 0,3715 X 2,6915
Substancia Transicdo de | Padroes internos C16-Carnitina x 0,3996 x 2,5023
massa recomendados C18-Carnitina x 0,4276 x 2,3384
C3DC-Carnitina 360 > 85 C3-Carnitina-D3
C40H-Carnitina 304 > 85 C4-Carnitina-D3 CALIBRADORES E CONTROLES
C4DC-Carnitina 374 > 85 C4-Carnitina-D3 A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos para calibrar
C5:1-Carnitina 300 > 85 C5-Carnitina-D9 e monitorar a precisdo e exatiddo das andlises:
C50H-Carnitina 318 > 85 C5-Carnitina-D9
C8:1-Carnitina 342 > 85 C8-Carnitina-D3 Artigo | Produto Apresentacdo
C10:1-Carnitina 370 > 85 C10-Carnitina-D3 0191 MassCheck Amino Acids,
C14:2-Carnitina 424 > 85 C14-Carnitina-D3 Acylcarnitines dried blood spot 2 x 3 spots
C14:1-Carnitina 426 > 85 C14-Carnitina-D3 control, Bi-Level (I + II)
C140H-Carnitina 444 > 85 C14-Carnitina-D3
C16:1-Carnitina 454 > 85 C16-Carnitina-D3 INTERFERENTES CONHECIDOS
C16:10H-Carnitina 470 > 85 Cl16-Carnitina-D3
C160H-Carnitina 472 > 85 C16-Carnitina-D3 o Isoleucina interfere com leucina. A concentragdo medida na
C18:1-Carnitina 482 > 85 C18-Carnitina-D3 amostra é um somatério das concentragdes dos dois
C18:20H-Carnitina 496 > 85 C18-Carnitina-D3 aminoacidos.
C18:10H-Carnitina 498 > 85 C18-Carnitina-D3 . . . . . ~
C180H-Carnitina 500 > 85 C18-Carnitina-D3 e Hidroxiprolina interfere com leucina. O valor padréo da
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hidroxiprolina é insignificante comparado ao da leucina.
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Hidroxiprolina ndo deve causar qualquer falso aumento da
concentragdo de leucina durante a analise de rotina.

Metionina sulfona interfere com tirosina. Metionina sulfona é
um produto de degradagdo da metionina. A concentragdo
padrdo da Metionina em criancas é de aproximadamente 20
pMmol/L e as concentracdes maximas esperadas de metionina
sulfona estdo dentro dessa faixa. O valor patoldgico de
tirosina € de aproximadamente 300 pmol/L. Desta forma,
metionina sulfona ndo deve causar acréscimos significativos
na concentragdo de tirosina durante analises de rotina.

Metionina sulféxido interfere com metionina. Metionina
sulfoxido € um produto da oxidacdo da metionina. In vivo,
metionina sulféxido é reduzida novamente a metionina pela
acdo da enzima metionina sulféxido redutase. Logo, em
condigdes in vivo, ndao devem existir concentragdes
patoldgicas de metionina causadas pelo aumento da
concentragdo de metionina sulféxido.

Asparagina interfere com ornitina. A concentragdo maxima de
asparagina em criangas é de até 140 pmol/l. Somente
concentragdes maiores de 300 pmol/l de asparagina geram
um aumento de 20% na concentracao de ornitina. Asparagina
ndo deve causar nenhum falso aumento nas concentragdes de
ornitina durante analises de rotina.

Devido a formagdo de éster dibutilico, o &cido glutdmico
interfere com a carnitina-C2. Entretanto, os valores padroes
de acido glutamico em criangas ndo gera um aumento
significativo da concentragdo de carnitina-C2. O 4&cido
glutdmico ndo deve causar nenhum falso aumento nas
concentragdes de carnitina-C2 durante analises de rotina.

O acido glutédmico-d5 leva a uma sobreposicdo na transigdo
de massa da metionina-d3 (209>107), o que faz com que as
concentragdes de metionina em todas as amostras sejam
medidas um pouco baixas demais. Desde que os valores de
corte e as amostras dos pacientes sejam determinados com
este ensaio, ndo ha risco de resultados falsos.

Aditivos em materiais plasticos (placas de microtitulagdo,
folhas de protegdo) usados na preparagdo das amostras,
podem interferir  consideravelmente com algumas
acilcarnitinas, gerando resultados falso-positivos. Logo, este
kit de reagentes da Chromsystems contém todos os materiais
plasticos necessérios para a analise, devidamente testados e
classificados como livre de interferentes.

Em pacientes com dietas parenterais, com substituicdo de
tirosina por acetiltirosina, pode ocorrer decréscimo na
concentragdo de tirosina. A razdo elevada entre as
concentragbes de Fenilalanina e Tirosina (Phe/Tyr) pode
indicar falsamente fenilcetonlria, mesmo com a concentracdo
de fenilalanina em valores normais.

Em pacientes tratados com certos antibioticos (por exemplo,
pivmecillinam, pivampicilina), pode ser formado por
metabolizagdo o acido pivalico e, por outros processos,
pivaloilcarnitina. A  pivaloilcarnitina é isobarica a
isovalerilcarnitina (C5-carnitina), o que pode levar a uma
sobreposicao de pico que sugere isovalerianacidemia, embora
nenhum distldrbio metabdlico esteja presente.

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Leucina 77
Metionina 90
Ornitina 69
Fenilalanina 86
Prolina* 81
Tirosina 88
Valina 79

* a determinagdo deste analito foi realizada no AB Sciex

API4000™

Acilcarnitinas e Carnitina livre:
Analito Recuperacao (%)
CO0-Carnitina 88
C2-Carnitina 84
C3-Carnitina 81
C4-Carnitina 83
C5-Carnitina 88
C5DC-Carnitina 82
C6-Carnitina 86
C8-Carnitina 94
C10-Carnitina 87
C12-Carnitina 97
C14-Carnitina 88
C16-Carnitina 89
C18-Carnitina 92

Linearidade e limite de quantificagdo:

O limite de quantificagcdo e a linearidade foram determinados por
diluicdo de um eluato de amostras de sangue preparada com
padrdo interno. O método é considerado linear a partir do limite
de quantificagdo até o limite maximo.

Aminoacidos:

Analito Limite de Limite maximo
quantificagao de linearidade
aproximado (pmol/L)
(pmol/L) *
Alanina 15,6 2000
Arginina 2 2000
Acido Aspartico 15,6 2000
Citrulina 2 2000
Acido Glutédmico 15,6 2000
Glicina 15,6 2000
Leucina 15,6 2000
Metionina 2 2000
Ornitina 2 2000
Fenilalanina 2 2000
Prolina* 4,8 2400
Tirosina 15,6 2000
Valina 15,6 2000

*A determinacdo deste analito foi realizada no AB Sciex API

4000™

** O limite de quantificacdo depende do sistema LC-MS/MS

usado.

Acilcarnitinas e Carnitina livre:

Salvo indicagdo em contrario, a determinacdo destes dados foi
feita em um Waters Micromass Quattro micro API.

Recuperacgao:

A recuperagdo analitica foi determinada a partir do coeficiente
angular da curva de calibragdao de amostras de sangue fortificadas
e solugGes padroes diluidas.

Aminoacidos:

Analito Recuperagao (%)
Alanina 85
Arginina 67
Acido Aspartico 77
Citrulina 89
Acido Glutéamico 72
Glicina 82
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Analito Limite de Limite maximo
quantificagao de linearidade
aproximado (pmol/L)
(pmol/L)*
CO0-Carnitina 1,6 200
C2-Carnitina 1,6 200
C3-Carnitina 0,2 50
C4-Carnitina 0,2 25
C5-Carnitina 0,2 25
C5DC-Carnitina 0,2 25
C6-Carnitina 0,2 12,5
C8-Carnitina 0,2 25
C10-Carnitina 0,2 16,7
C12-Carnitina 0,2 16,7
C14-Carnitina 0,1 16,7
C16-Carnitina 0,1 33,3
C18-Carnitina 0,1 33,3
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*Q limite de quantificacdo depende do sistema LC-MS/MS usado.
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Precisao intra-ensaio: C6-Carnitina 16,1 (0,45) 10,8 (1,82)
A determinagdo da precisdo intra-ensaio foi realizada em trés C8-Carnitina 15,7 (0,49) 12,3 (1,89)
diferentes concentracdes, a partir da média e coeficiente de C10-Carnitina 15,1 (0,59) 10,8 (2,13)
variacdo de multiplas analises (n=10) de uma mesma amostra. C12-Carnitina 14,6 (0,61) 12,0 (2,26)
. C14-Carnitina 13,5 (0,54) 11,9 (2,11)
Aminoacidos: C16-Carnitina 8,9 (4,42) 10,0 (10,5)
Analito Coeficiente de variagdo (%), n=10 C18-Carnitina 11,3 (2,34) 12,0 (7,36)
(concentracdo em pmol/L)
Alanina 3,4 (495) 5,2 (806)
Arginina 4,9 (44) 5,6 (204) VALORES DE REFERENCIA
Acido Aspartico 8,1 (85) 5,5 (241) Esses valores de referéncia sdo apenas para orientacdo e podem
Citrulina 5,8 (61) 4,1 (232) variar dependendo do grupo de pacientes e do sistema MS/MS
Acido Glutdmico 4,9 (439) 5,6 (761) utilizado. Os laboratdrios devem determinar os seus proprios
Glicina 3,4 (411) 6,6 (1120) valores de referéncia.
Leucina 3,7 (246) 5,4 (511)
Metionina 7,1 (55) 7,0 (201) Aminoéacidos:
Ornitina 6,4 (214) 4,6 (445) Analito Cut off Cut off (umol/L)
Fenilalanina 4,3 (120) 4,6 (464) (pmol/L) [a] [b]
Prolina* 4,9 (418) 4,5 (615) Alanina 743 561
Tirosina 8,6 (178) 6,4 (500) Arginina 35 47
Valina 6,9 (293) 6,8 (515) Acido Aspartico 270 147
*A determinacdo deste analito foi realizada no AB Sciex API Citrulina 33 34
4000™ Acido Glutédmico 710 800
Glicina 717 834
Acilcarnitinas e Carnitina livre: Leucina 270 226
Analito Coeficiente de variacao (%), n=10 Metionina 22 45
(concentragcdao em pmol/L) Ornitina 350 258
CO0-Carnitina 6,8 (53,5) 5,9 (110) Fenilalanina 92 92
C2-Carnitina 5,2 (29,0) 6,3 (65,7) Prolina - 441
C3-Carnitina 10,4 (5,57) 8,6 (12,3) Tirosina 225 197
C4-Carnitina 14,8 (1,01) 10,9 (3,77) Valina 198 191
C5-Carnitina 12,8 (0,66) 15,0 (2,36) Succinilacetona - 1,16
C5DC-Carnitina 13,1 (0,57) 14,7 (2,14)
C6-Carnitina 13,8 (0,46) 6,3 (1,75) Acilcarnitinas e Carnitina livre:
C8-Carnitina 15,6 (0,51) 6,5 (1,87) Analito Cut off Cut off
C10-Carnitina 14,8 (0,62) 10,4 (2,00) (pmol/L) [a] (umol/L) [b]
C12-Carnitina 13,0 (0,58) 10,4 (2,26) CO0-Carnitina 60,3 49,8
C14-Carnitina 13,2 (0,54) 11,0 (2,14) CO0, baixo cut off 52 8,0
C16-Carnitina 4,8 (4,75) 5,5 (10,9) C2-Carnitina 47,8 57,3
C18-Carnitina 9,4 (2,52) 11,8 (7,44) C3-Carnitina 4,72 4,88
C4-Carnitina 0,81 0,62
Precisao inter-ensaio: C5-Carnitina 0,45 0,46
A determinagdo da precisdo inter-ensaio foi realizada em trés C5DC-Carnitina 0,34 0,22
diferentes concentragdes, a partir da média e coeficiente de C6-Carnitina 0,16 0,13
variagdo de multiplas analises (n=10) de uma mesma amostra, C8-Carnitina 0,19 0,11
em 10 diferentes séries de testes. C10-Carnitina 0,26 0,21
. C12-Carnitina 0,41 0,56
Aminoacidos: _ _ Cl4-Carnitina 0,43 0,38
Analito Coeficiente de variacao (%), n=100 C16-Carnitina 5,06 5,81
(concentracdo em pmol/L) C18-Carnitina 2,59 1,58
AIar_nr_la 6,5 (493) 6,9 (820) [a] Os valores de referéncia dados como percentil 99.5% foram
Arginina 9,4 (41) 8,8 (201) determinados em um estudo piloto com aproximadamente 1500
Aadp . 9,9 (80) 8,8 (233) bebés recém-nascidos realizado no centro de triagem do Hospital
Aspartico Universitario de Leipzig usando o kit de reagentes 55000.
Citrulina 7,9 (58) 7,5 (233) [b] Os valores de referéncia dados como percentil 99.5% foram
Acido 7,9 (423) 8,2 (750) determinados em um estudo piloto com aproximadamente 2500
Glutamico bebés recém-nascidos realizado na Universidade Médica de Viena,
Glicina 7,1 (404) 7,5(1126) Departamento de Pediatria e Medicina Adolescente usando o kit
Leucina 7,0 (239) 6,8 (513) de reagentes 55000.
Metionina 9,6 (54) 9,0 (204)
Ornitina 8,9 (208) 8,4 (449) LITERATURA
Fenilalanina 7,7 (117) 7,3 (466)
Prolina* 10,4 (446) 11,0 (685) 1. Richtlinie des Gemeinsamen Bundesauuchusses Uber die
Tirosina 8,4 (171) 7,5 (494) Friherkennung von Krankheiten bei Kindern (Kinder-
Valina 9,3 (278) 8,1 (526) Richtlinie) in der Fassung vom 18. Juni 2015, zuletz geandert

*A determinacdao deste analito foi realizada no AB Sciex API

4000™

Acilcarnitinas e Carnitina livre:

Analito Coeficiente de variacao (%), n=10
(concentracdao em pmol/L)
CO0-Carnitina 8,8 (53,9) 9,6 (112)
C2-Carnitina 7,8 (27,6) 7,2 (64,7)
C3-Carnitina 9,8 (5,41) 10,7 (12,5)
C4-Carnitina 14,0 (0,97) 11,9 (3,71)
C5-Carnitina 18,0 (0,60) 13,6 (2,31)
C5DC-Carnitina 20,3 (0,57) 15,5 (2,19)
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