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Utilizarea prevazuta

Pentru determinarea cantitativa a colesterolului cu lipoproteine cu densitate mare
in serul sau plasma umana cu ajutorul analizoarelor Yumizen C230 si Yumizen
C240. Doar pentru diagnostic in vitro. Rx Only.

Rezumat

Lipoproteinele sunt particule de forma sferica, care contin cantitati variate de
colesterol, trigliceride, fosfolipide si proteine. Fosfolipidele si proteinele formeaza
suprafata exterioarad a particulei de lipoproteina, in timp ce nucleul interior
contine in mare parte colesterol sub forma esterificatd si trigliceride. Scopul
particulelor de lipoproteine este de a transporta colesterolul si trigliceridele prin
fluxul sanguin.

Cantitatile relative ale constituentilor proteici si lipidici determina densitatea
particulelor de lipoproteine si ofera o baza pentru clasificarea lor.! Aceste clase
sunt: chilomicron, lipoproteine cu densitate foarte scazuta (VLDL), lipoproteine
cu densitate scézuta (LDL) si lipoproteine cu densitate mare (HDL). Au existat
multe studii clinice care au demonstrat ca aceste particule de lipoproteine au
efecte foarte distincte si variate asupra riscului de boald coronariana.? Rolul
particulelor de HDL in metabolismul lipidelor este in primul rand captarea si
transportul colesterolului din tesutul periferic la ficat. Acest proces este cunoscut
sub numele de transport invers al colesterolului si a fost propus ca mecanism de
protectie cardiaca.? Nivelurile scazute de HDL-C au fost asociate in mod repetat
cu un risc crescut de cardiopatie ischemicd si boald arteriald coronariana.*®
Astfel, determinarea colesterolului HDL seric a fost recunoscuta ca un instrument
util in identificarea pacientilor cu risc crescut. Grupul de tratament pentru adulfi
al Programului national de educatie pentru colesterol (NCEP) recomanda ca toti
adultii incepénd de la vérsta de 20 de ani s& isi masoare nivelul colesterolului
total si al colesterolului HDL cel putin la intervale 5 ani pentru a detecta riscul de
boald coronariana.?

Metoda de referinta CDC pentru colesterolul HDL utilizeaza ultracentrifugarea
urmata de precipitare chimica pentru a separa HDL de alte lipoproteine, urmata
de masurarea colesterolului folosind un test Abell-Kendall modificat.’® Aceasta
metoda este consideraté ca necesitdnd prea mult timp si munca intensa pentru a
fi utilizatd in analiza de rutind." Din punct de vedere istoric, majoritatea
laboratoarelor au folosit una dintre mai multe metode pentru precipitarea
selectivé si indepértarea LDL si VLDL, urmatd de masurarea enzimaticd a HDL-
C in fractia de supernatant.’® Deoarece aproape toate aceste metode au
necesitat etape manuale de separare, determindrile colesterolului HDL nu au
putut fi complet automatizate. De asemenea, diluarea probei a dus la o
determinare enzimatica cu sensibilitate scazutd a colesterolului. Ca urmare,
determinarea de rutind a colesterolului HDL a avut de suferit atat din cauza
timpilor lungi de procesare, cat si din cauza reproductibilitatii slabe.

Principiul

Testul Liquid autoHDL™ Cholesterol este o metoda omogena pentru masurarea
directa a nivelurilor serice de HDL-C, fara a fi necesara nicio etapa de pretratare
sau centrifugare offline. Metoda are un format cu doi reactivi. Primul reactiv
contine a-ciclodextrind si sulfat de dextran pentru stabilizarea LDL, VLDL si
chilomicronilor. Al doilea reactiv contine enzime modificate cu PEG care
reactioneaza selectiv cu colesterolul prezent in particulele HDL. Ca urmare, doar
colesterolul HDL face obiectul masurarii colesterolului.

Reactivi

R1: a-ciclodextrina 0,5 mM, sulfat de dextran 0,5 g/L, clorurd de magneziu 2,0
mM, HSDA 0,3 g/L, solutie tampon, pH 7,0 + 0,1, conservant.

R2: POD>15000 U/L, PEG-CO>5000 U/L, PEG-CE>800 U/L, 4-aminoantipiren
0,5 g/L, solutie tampon, pH 7,0 + 0,1, surfactant, conservant.

HSDA = Sodiu N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina.

PEG-CO = Colesterol oxidaza din Nocardia sp.

PEG-CE = Colesterol esteraza din Pseudomonas

POD = Peroxidaza din hrean
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Prepararea reactivului
Reactiv 1: Reactivul 1 este gata de utilizare.
Reactiv 2: Reactivul 2 este gata de utilizare.

Depozitarea si stabilitatea reactivilor
Daca sunt depozitati la 2-8°C, toti reactivii sunt stabili pana la data de expirare
de pe eticheta.

Precautii

1. Pentru diagnostic in vitro.

2. Nufl aspirati cu pipeta trdgand cu gura.

3. Toate specimenele utilizate n acest test trebuie considerate potential
infectioase. Trebuie utilizate masurile de precautie universale aplicate in
unitatea dumneavoastré pentru manipularea si eliminarea materialelor in
timpul testarii si dupa testare.

4. Nu utilizati reactivul dupa data de expirare imprimata pe set.

Recoltarea si prepararea specimenelor
Specimenele recomandate sunt serul, plasta tratatd cu EDTA sau plasma
heparinizata.

Ser: Colectati sange integral prin punctie venoasa si lasati sa se coaguleze.
Centrifugati si eliminati serul cat mai curand posibil dupa recoltare (in interval
de 3 ore)."0

Plasma: Specimenele pot fi colectate in EDTA sau heparind. Centrifugati si
eliminati plasma cat mai curand posibil dupa recoltare (in interval de 3 ore)."

Daca nu sunt analizate imediat, specimenele pot fi depozitate la 2-8°C pana la
1 saptdmana. Daca specimenele trebuie depozitate mai mult de 1
saptdmana, pot fi conservate la sub -20°C pana la 1 luna. Pentru perioade de
depozitare de la 1 luna la 2 ani, probele trebuie conservate la -70°C."0

Interactiuni

Toate studile de interferentd au fost efectuate conform procedurilor
recomandate in ghidul NCCLS nr. EP7-P pentru testarea interferentelor in
chimia clinicd.'2 S-a constatat ¢ nivelurile de hemoglobina pana la 100 mg/dL
si nivelurile de bilirubind pana la 20 mg/dL prezinta o interferenta neglijabila
(<5%) in cazul acestei metode. Probele cu niveluri de substante interferente
mai mari decét limitele superioare trebuie diluate cu ser fiziologic inainte de
testare.  Pentru efectele medicamentelor asupra nivelurilor serice ale
colesterolului HDL, consultati lucrarea Iui Young.3

Materiale furnizate
Liquid autoHDL™ Cholesterol Set de reactivi

Nr. catalog 12-H7545-162
Reactiv 1 3 x40 mL
Reactiv 2 3x14 mL

Materiale necesare, dar nefurnizate

1. Solutie de calibrare Pointe autoHDL/LDL Cholesterol, numar catalog
H7545-CAL

2. Solutii de control Pointe HDL cholesterol

Analizorul Yumizen C230 / Yumizen C240

4. Manualul de utilizare al analizorului Yumizen C230 / Yumizen C240

e

Procedura

Mai jos se afla un exemplu general al procedurii de testare autoHDL™ pentru
un analizor automat. Toate aplicatile pentru analizoare trebuie validate in
conformitate cu recomandarile NCEP si CLIA."0 Pentru asistentd pentru
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aplicatii pe analizoare automate, contactati Departamentul de asistenta tehnicé.
37°C 37°C

Probd + Reactiv1 -—->» Reactiv2 --» Masurare (Diferentd absorbtie

4uL 300 uL 5min.  100uL  5min. intre 700 nm i 600 nm)

Parametri configurare calibrare

Chem: HDL

Solutie de
calibrare

Setare calibrare
Model matematic: Liniar in doua puncte

Conc. Poz Nr. lot

Apa 0,0 W

Factor: Repetari: 2
HDL/LDL Cal

Limite de acceptanta

Timp Cal: 336  hr.

Dif. panta: SD:

Sensibilitate: Repetabilitate:

Coef. Deter:
Calib. automata

* Definit de utilizator

o Timp Cal

\Y

Rezultat HDL-C
Parametrii testului
Test: HDL Chimie:  Auto HDL Colesterol
Nr. chimie: 218 Denumire:  HDL Colesterol
Tip reacfie: Punctfixat  Directie reactie: Pozitiva
Unda primara: 578 nm Unda secundara: 670 nm
Zecimal.: 0 Tipproba: ~ Ser
Timp martor: Timpreactie:2 18
Unitate: mg/dL Timp de incubare: 18

Vol.probad  Aspirat Diluant Vol.reactiv  Diluant

Standard; 3 uL uL uL 180 uL uL
Redus; uL uL uL 60 uL
Crescut; uL uL uL

Interval linearitate (Standard); 2-150

Interval linearitate (Redus):

Limita linearitate:

Depletia substratului:
Interval linearitate (Crescut):
Absorbantd martor R1: ~ -40000 40000

Absorbanta martor amestecat: -40000 40000
Stabilitate in instrument: 30 Zi(zile)

Reactie martor -40000 40000 Limita de alarm& reactiv: 5
Chimie twin:

Verificare prozona:

Qt: Q2 Q3:
Q4: PC: ABS:

Utilizare rezultat cantitativ:

Interval: Marcaj:

Decalaj panta:
Decalaj panta Unitate
1 0 mg/dL

Tratare prealabila:

Vol. proba pretratata: uL Vol. reactiv prefratat: uL

Interval de referinta:

Tipproba:  Sex:  Interval de varsta: Interval de referinta Interval critic: ~ Unitate:

Limitari

1. Nu trebuie utilizate anticoagulante care contin citrat.

2. Protejati reactivii de lumina solara directa.

3. Depozitati reactivii conform instructiunilor.

4. Probele cu valori peste 150 mg/dL trebuie diluate 1:1 cu solutie saling si
reanalizate. Tnmultiti rezultatul cu doi.

Calibrarea

Este necesara solutie autoHDL/LDL™ Cholesterol pentru calibrare. Valoarea
solutiei de calibrare autoHDL/LDL™ a fost atribuita prin proceduri care pot fi
urmarite conform  Sistemului national de referintd pentru colesterol
(NRS/CHOL).  Consultati prospectul setului de soluti de calibrare
AutoHDL/LDL™ Cholesterol pentru instructiuni. Daca rezultatele solutiei de
control sunt in afara limitelor, procedura trebuie recalibrata.

Controlul calitatii

Fiabilitatea rezultatelor testelor trebuie monitorizatd in mod obisnuit cu
materiale de control care reproduc in mod rezonabil performanta probelor
pacientilor.'® Materialele de control al calitatii sunt destinate doar utilizarii ca
indicatori de acuratete si precizie. Grupul pentru standardizarea lipidelor
(LSP) din cadrul Programului national de educatie pentru colesterol (NCEP)
recomanda doua niveluri de solutii de control, unul in intervalul normal (35-65
mg/dL) si unul in apropierea concentratilor pentru luarea deciziilor (<35
mg/dL). Trebuie stabilit un interval acceptabil al valorilor colesterolului HDL
pentru solutile de control, prin analize repetate. Recuperarea valorilor
solutiilor de control in intervalul corespunzator ar trebui sa fie criteriul utilizat in
evaluarea performantei viitoarelor analize. Materialele de control al calitatii
sunt destinate doar utilizarii ca indicatori de acuratete si precizie. Solutile de
control trebuie procesate in fiecare tura de lucru in care se efectueaza teste
de HDL-C. Recomandam insistent ca fiecare laborator s isi stabileasca
propria frecventd de determinare a solutiei de control. ~Cerintele privind
controlul calitatii trebuie stabilite in conformitate cu reglementarile locale,
statale si/sau federale sau cu cerintele de acreditare.

Rezultate
Pentru a transforma unitétile conventionale in unitati SI, inmultiti unitatile
conventionale cu 0,02586. mg/dL x 0,02586 = mmol/L HDL colesterol

Valori agteptate

Valorile asteptate pentru colesterolul HDL sunt urmatoarele':

Béarbati: 30 - 70 mg/dL

Femei: 30 -85 mg/dL

Fiecare laborator trebuie sa isi stabileasca propriul interval de valori asteptate.

Conform NCEP, valorile HDL mai mari sau egale cu 35 mg/dL sunt
considerate de dorit, iar valorile mai mari sau egale cu 60 mg/dL sunt
considerate a oferi 0 anumitd protectie impotriva bolii coronariene. Valorile
sub 35 mg/dL sunt considerate a fi un factor de risc independent semnificativ
pentru boala coronariana.®
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Acuratete: Studiile comparative intre metoda autoHDL™ Cholesterol utilizata pe
analizoarele din seria Yumizen 200 si un analizor similar au dat urmétoarele

reaulate: Lipoprotein Cholesterol; Executive Summary Clinical Chemistry, Vol.41,
Metoda autoHDL™ No. 10 (1995).
Colesterol 11. Grundy, S.M., et al, Summary of the Second Report of the National
N 36 Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection,
Colesterol HDL mediu 61 Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult
Interval (mg/dL) 30-124 Treatment Panel I1), JAMA 1993, 269: 23, 3015-3023.
Abaterea standard 22 12. National Committee for Clinical Laboratory Standards, National
(mg/dL) Evaluation Protocols for Interference Testing, Evaluation Protocol
Analiza regresiei Y=0,958x +2,6 Number 7, Vol.4, No. 8, iunie 1984.
Coeficient de corelare R=0,982 13. Young, D.S., Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 3. Ed.,
AACC Press, Washington DC, 1990, 3-104 thru 3-106.
Precizie: 14. Tietz, N.W., Clinical Guide to Laboratory Tests, W.B. Saunders Co.,
Precizia pe parcursul zilei pentru reactivul Liquid autoHDL™ Cholesterol a fost Philadelphia, 1986, p.256.
determinata in urma unei modificari a documentului NCCLS EP5-T215 utilizandu- 15. Documentul NCCLS ,Evaluation of Precision Performance of Clinical
se analizoare din seria Yumizen 200. Studiile de precizie pe parcursul zilei au Chemistry Devices’, Ed. a 2-a. 1992.

generat urmatoarele rezultate:
Legenda simboluri

Prob& REDUSA RIDICATA
N 20 20 & A se utiza pand la (AMAA-LL-22) Cod lot si serie
Media HDL 28 108
Colesterol (mg/dL) Numar catalog aal producator
Abaterea standard (mg/dL) 0,5 0,7 _ ' ) o . .
Coeficient de variatie (%) 18 0.7 Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro f}/ Limita de temperatura
Precizia de la o zi la alta a fost de asemenea determinaté in urma unei modificari [11] Consultati instructiunile de utilizare
a documentului NCCLS EP5-T2.17 Studiile de precizie de la o zi la alta realizate Rx Only: Numai pentru utilizare pe baza de prescriptie medicala
pe analizoarele din seria Yumizen 200 au generat urmatoarele rezultate: ) )
CE€ yaregioe [l et Comun .
Proba REDUSA RIDICATA . 2 Marcaj CE Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana
N 20 20
Media HDL Produs d
Colesterol (mg/d |_) 25 44 12-H7545-162 “ HrgRlIJ;A Ienstruments Incorporated - Pointe Brand E:m
5449 Research Drive Canton, MI 48188
Abaterea standard (mg/dL) 1,0 21
Coeficient de variatie (%) 39 39

Sensibilitate: 2 SD limita de detectie (CI 5%) = 0,365 mg/dL. Produs de HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand
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