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Przeznaczenie

Do bezpo$redniego iloSciowego oznaczania cholesterolu lipoprotein o matej
gestosci (LDL-C) w ludzkiej surowicy lub osoczu za pomocq analizatora
Yumizen C230 i Yumizen C240. Wytacznie do diagnostyki in vitro. Rx Only.

Streszczenie

Lipoproteiny osocza sa kulistymi czasteczkami, ktére zawierajg rézne ilosci
cholesterolu, trjglicerydow, fosfolipidow i biatek. Fosfolipid, wolny
cholesterol i biatko stanowig zewnetrzng powierzchnie czasteczki
lipoproteiny, wewnetrzny rdzen zawiera gtéwnie zestryfikowany cholesterol i
trojglicerydy. Czasteczki te stuza do rozpuszczania i transportu cholesterolu i
trojglicerydéw w krwioobiegu.

Wzgledne proporcje biatek i lipidéw okre$lajg gestosé tych lipoprotein osocza
i stanowig podstawe ich klasyfikacji.! Klasy te obejmujg lipoproteiny o bardzo
matej gestosci (VLDL), lipoproteiny o matej gestosci (LDL) i lipoproteiny o
duzej gestosci (HDL). Liczne badania kliniczne wykazaly, ze rozne klasy
lipoprotein maja rézny wptyw.24 Wszystkie badania wskazuja na cholesterol
LDL jako kluczowy czynnik w patogenezie miazdzycy tetnic i choroby
wieficowej (CAD)?8, podczas gdy cholesterol HDL byt czesto
zaobserwowano dziatanie ochronne. Nawet w normalnym zakresie stezen
cholesterolu catkowitego moze wystapi¢ wzrost stezenia cholesterolu LDL z
towarzyszacym ryzykiem CAD.4

Przez lata stosowano rézne metody oznaczania lub szacowania poziomu
cholesterolu LDL. Do oceny stezenia cholesterolu LDL najczesciej
stosowano roéwnanie Friedewalda, w réznych postaciach. Jednak jego
uzytecznosé jest ograniczona, a jego doktadnos¢ zostata zakwestionowana.
Oznaczanie cholesterolu LDL metodg beta-kwantyfikacji jest uznawane za
metode referencyjna, ale procedura ta jest tak ucigzliwa, ze stosunkowo
niewiele laboratoriéw stosuje te metode. Ostatnio populama stata sie metoda
wykorzystujgca immunoseparacje. Jednak ta metoda nadal wymaga
wstepnej obrobki probki przed oznaczeniem cholesterolu, co czyni jg
nieodpowiednig do petnej automatyzacji procedury. Przedstawiona tutaj
metoda umozliwia bezposrednie oznaczanie cholesterolu LDL w
dwusktadnikowym, ptynnym, stabilnym odczynniku, ktéry mozna fatwo
dostosowac do wigkszo$ci automatycznych analizatoréw chemicznych.

Skfad odczynnikéw

Komponent Sktadniki

Wyglad

Odczynnik 1 Liquid Bufor MES (pH 6,3)

Detergent 1

Esteraza cholesterolowa
Oksydaza cholesterolowa
Peroksydaza
4-aminoantypiryna
Oksydaza kwasu
askorbinowego
Konserwant

Komponent Sktadniki

Wyglad

Odczynnik 2 Liquid MES Buffer (pH 6.3)

Detergent 2

N,N-bis (4-sulfobutyl)-
m-toluidyna-disodowa
(DSBmT)

Konserwant

Oksydaza cholesterolowa z Nocardia sp., esteraza cholesterolowa z
Pseudomonas sp., peroksydaza z chrzanu, oksydaza kwasu askorbinowego
z Cucurbita sp.

Zasada metody

AutoLDL™ Cholesterol Reagent to dwucze$ciowa, stabilna w ptynie metoda
bezposredniego pomiaru poziomu LDL-C w surowicy lub osoczu. Metoda
opiera sie na wtasciwo$ciach unikalnego detergentu, ktéry eliminuje potrzebe
jakichkolwiek etapéw wstepnej obrobki lub wirowania poza linig. Ten
detergent (Odczynnik 1) rozpuszcza tylko czasteczki lipoprotein innych niz
LDL. Uwolniony cholesterol jest zuzywany przez esteraze cholesterolowg i
oksydaze cholesterolowa w reakcji nie powodujacej zabarwienia.
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Drugi detergent (Odczynnik 2) rozpuszcza pozostate czasteczki LDL, a sprzegacz
chromogenny umozliwia tworzenie koloru. Reakcja enzymatyczna z LDL-C w
obecno$ci czynnika sprzegajacego daje kolor, ktéry jest proporcjonalny do ilosci
cholesterolu LDL obecnego w prébce.

HDL, VLDL, Rozpuszony HDL, > Spozyte HDL, VLDL,
Chylomikrony VLDL, Chylomikrony Chylomikrony
(bezbarwne)
Detergent/Rgt1 Detergent/Rgt2

LDL ——» Nierozpuszczony ——» Rozpuszczony
cholesterol LDL cholesterol LDL

Esterazy Cholesterolowa

Oksydaza cholesterolowa
Solubilizowany >
cholesterol LDL

+H202

Peroksydaza

» Zmiana koloru
(mierzona bichromatycznie
przy 546 i 660 nm)

H202 + DSBmT + 4-AA

Przygotowanie odczynnika
Odczynnik 1: Odczynnik 1 jest gotowy do uzycia.
Odczynnik 2: Odczynnik 2 jest gotowy do uzycia.

Przechowywanie i stabilno$¢ odczynnika
Wszystkie odczynniki zachowujg stabilnos¢ do daty waznosci podanej na
etykiecie, jesli sg przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Srodki ostroznosci

1. Odczynnik jest przeznaczony wytacznie do diagnostyki in vitro.

2. Nie pipetowac ustami.

3. Wszystkie probki uzyte w tym teScie nalezy uzna¢ za potencjalnie zakazne.
Podczas obchodzenia sig z materiatami i ich usuwania w trakcie i po badaniu
nalezy stosowa¢ uniwersalne $rodki ostroznosci, jakie majg zastosowanie w
danej placowce.

4. Nie uzywaé odczynnikdw po uptywie daty wazno$ci wydrukowanej na etykiecie
zestawu.

Pobieranie i przechowywanie prébek

Zalecanymi probkami sg surowica, osocze potraktowane EDTA lub heparynizowane.
Pacjenci nie musza by¢ na czczo przed pobraniem krwi.

Surowica: Pobra¢ peing krew przez nakiucie zyly i pozostawi¢ do skrzepniecia.
Odwirowa¢ i usuna¢ surowice jak najszybciej po pobraniu (w ciggu 3
godzin).10

Probki mozna pobiera¢ na EDTA lub heparyne. Odwirowa¢ i usungé
osocze jak najszybciej po pobraniu (w ciagu 3 godzin).10

W przypadku braku szybkiej analizy probki mozna przechowywa¢ w temperaturze
2-8°C przez maksymalnie 5 dni. Jezeli probki musza by¢ przechowywane diuzej
niz 5 dni, mozna je zamrozi¢ w temperaturze — 80°C.

Interferencje
Wszystkie badania interferencji przeprowadzono zgodnie z procedurami
zalecanymi w wytycznych NCCLS nr EP7-P dotyczacych badan interferencji w

chemii innicznej.12 Hemoglobina na poziomach do 400 mg/dl, bilirubina na
poziomach do 20 mg/dl i triglicerydy do 1500 mg /dl wykazywaty znikomg
interferencie  (<6%) w tej metodzie. Prébki z poziomami substancji
przeszkadzajacych wyzszymi niz gérne limity nalezy przed oznaczeniem
rozcienczy¢ roztworem soli fizjologicznej. Wynik uzyskany z recznego
rozcienczania pomnozy¢ przez odpowiedni wspotczynnik rozciericzenia. Obszerny
przeglad wptywu lekéw na poziom cholesterolu LDL w surowicy znajduje sie w

artykule Young i wsp.13
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Mate"ahz,ezstaa&e:g?zlﬁl:ﬁ(éw 5 Przesuniecie i nachylenie
pomiaru cholesterolu autoLDL™ |13rzesun|e0|e NOaChylen'e :]7(?Costka
Nr katalogowy 12-L7574-162
Qdczynnik 1 3 x40mL Pravaotowanie:
Odczynnik 2 3x 14mL ¥ '
Objetos¢ probki: uL Objetos¢ odczynnika:  uL

Materialy wymagane ale niedostarczane

1. Analizator Yumizen C230 / Yumizen C240

2. Instrukcja obstugi Yumizen C230 / Yumizen C240

3. Kalibrator Pointe autoHDL/LDLTM, nr kat. Nr H7545-CAL
4. Kontrole Pointe Lipid, numer katalogowy L7580-18

Procedura

Ponizej znajduje sie ogdlny przyktad procedury testowej autoLDL™ dla
analizatora automatycznego. Wszystkie aplikacje analizatoréw powinny by¢
zatwierdzone zgodnie z zaleceniami NCEP i CLIA.'0 Aby uzyska¢ pomoc
dotyczacg aplikacji analizatoréw automatycznych, nalezy skontaktowa¢ sig¢ z
Dzialem Obstugi Technicznej firmy HORIBA Medical pod numerem
(800)445-9853.

37°C 37°C

Odczynnik

Probka + 1 —» Odczynnik 2 —» Pomiar (pochtanianie roznicy
3ul 300ul 5min.  100ul  5min. miedzy 660nm a 546nm)
Wynik LDL-C
Parametry testu
Test: LDL Nazwa chem.:auto LDL Cholesterol
Numer: 224 Wydruk: LDL Cholesterol
Reaction Type: Endpoint Kierunek reakcji: Rosnacy
Dt. Fali I: 546 nm Dt. Fali Il: 670 nm
Miejsca dziesigtne: 0 Typ prébki: Surowica
Préba $lepa: Cykl reakcji: 16 18
Jednostka: mg/dL Cykl inkubaciji: 18
Obj.

Obj. prébki ~ Aspiracja  Rozcienczalnik  odczynnika Rozcienczalnik
Prawidtowa: 3 uL uL uL 180 uL uL
Zmniejszona: uL uL uL 60 uL uL
Zwigkszona: uL uL uL

Zakres liniowosci (Prawidtowy): 0-370 Limit liniowosci:

Zakres liniowosci (Zmniejszony): Zuzycie substratu:

Mieszana abs. préby 40000 40000

Zakres liniowosci (Zwigkszony): $lepej.:

Abs. R1/proba $lepa: ~ -40000 40000 Stabilno¢ na poktadzie: 30
Préba $lepa -40000 40000 Limit alarmu odczynnika: 5
Chemia blizniacza:
Efekt Check:
Q1: Q2: Q3:
Q4: PC: ABS:
Uzyj wyniku jako$ciowego

Zakres: Flagi:

Zakres referenycjny:

Typ probki: Pte¢:  Zakres dla wieku : Zakres ref.: Wartosci krytyczne: Jednostka:

Parametry kalibracji

Chem: LDL

Ustawienia kalibracji Stzenie { Poz
Model mat: Dwupunktowa liniowa  [oda 00 W
Factor: Powtorzenia: 2 poLLLcal  f
Akceptowalne limity
Waznos¢ kalibracji: 336  godz.
Réznica nachylenia: SD:
Czutos¢: Powatarzalno¢:
Wspoiczynnik determinacii:
Automatyczna kalibracja
O Po uptywie waznosci kalib.

Kalibrator Nr serii

*

Zdefiniowane przez uzytkownika

Ograniczenia

1. Nie nalezy stosowac antykoagulantéw zawierajacych cytrynian.

2. Chroni¢ odczynniki przed bezpo$rednim dziataniem promieni stonecznych.

3. Probki o wartosciach wiekszych niz 370 mg/dl w analizatorach serii Yumizen
200 nalezy rozcienczy¢ solg fizjologiczng w stosunku 1:1 i ponownie
oznaczy¢. Wynik pomndz przez dwa.

Kalibracja

Kalibrator autoHDL/LDL™ Cholesterol Calibrator jest wymagany do kalibracji.
Warto$ci kalibratora zostaly przypisane zgodnie z procedurami zgodnymi z
Krajowym Systemem Referencyjnym Cholesterolu (NRS/CHOL). Instrukcje
znajdujq sie w ulotce dotaczonej do kalibratora autoHDL/LDL™ Cholesterol
Calibrator. Jesli wyniki kontroli okaza si¢ poza zakresem, procedure nalezy
ponownie skalibrowac.

Kontrola jakosci

Wiarygodno$¢ wynikéw testow nalezy rutynowo monitorowa¢ za pomocq
materiatow kontrolnych, ktére w rozsadny sposdb nasladujg dziatanie prébek
pacjentéw.'® Materiaty do kontroli jakosci sg przeznaczone do uzytku wytacznie
jako monitory doktadnosci i precyzji. Odzyskiwanie wartosci kontrolnych w
odpowiednim zakresie powinno by¢ kryterium stosowanym do oceny przyszlych
wynikéw testu. Kontrole nalezy przeprowadzac z kazda zmiang robocza, na ktorej
wykonywane sg oznaczenia LDL-C. Zaleca sie, aby kazde laboratorium ustalito
wiasng czestotliwos¢ oznaczania kontroli. Wymagania kontroli jakosci powinny by¢
okreslone zgodnie z lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi przepisami lub
wymaganiami akredytacyjnymi.

Wyniki
Aby przeliczy¢ jednostki konwencjonalne na jednostki Sl, pomnéz jednostki
konwencjonalne przez 0,02586.

Przyktad: mg/dL x 0,02586 = mmol/L LDL-C

Wartosci oczekiwane
Sugeruje sie nastepujace zalecenia NCEP dotyczace klasyfikacji pacjentow w

profilaktyce i leczeniu choroby niedokrwiennej serca:8

Cholesterol LDL Klasyfikacje

<130mg/dl (3.36mmol/L) Pozadany

130-159m/dl (3.36-4.11mmol/L) Granica wysokiego ryzyka
160mg/dI (4.14mmol/L) Wysokie ryzyko

Zdecydowanie zaleca sig, aby kazde laboratorium ustalito swéj wiasny zakres
oczekiwanych wartosci.
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Charakterystyka 11. Grundy, S.M., et al, Summary of the Second Report of the National Cholesterol
Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation and Treatment of
Zakres testu: 0-370 mg/d| High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel Il) JAMA 1993, 269:23,3015-
3023.
Doktadnos¢: Badania poréwnujace metode Liquid autoLDL™ Cholesterol 12. National Committee for Clinical Laboratory Standards, National Evaluation Protocols for
Reagent stosowang w analizatorach serii Yumizen 200 i podobnym Interference Testing, Evaluation Protocol Number 7, Vol. 4, No. 8, June 1984.
analizatorze daty nastepujace wyniki: 13. Young, D.S. Effects of Drugs on clinical Laboratory Tests, 3 ed., AACC Press,
Washington, D.C., 1990, 3-104 thru 3-106.
Metoda autoLDL ™ Cholesterol 14. Tietz, N.W., Clinical Guide to Laboratory Tests, W.B. Saunders Co., Philadelphia, 1986,
N 30 p. 256.
— 15. Carey, R.., Gerber, C.C., Evaluation of Methods. In Kaplan LA, Pesce, A.J., eds. Clinical
Sredni poziom cholesterolu LDL 106 Chemistry: theory, analysis and correlation. Third Edition. St. Louis: The CV Mosby
Zakres (mg/d) 50-159 Company.
Odchylenie standardowe (mg/d|) 28 16. Westgard, J.O., Carey, RN., Wold, S., Criteria for judging precision and accuracy in
Analiza regres;ji Y=1.017x + 1.7 method development and evaluation. Clinical Chemistry 1974:20:825-833.
Wspotczynnik korelagji R=0.990 17. NCCLS document “Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices”
2nd Ed. 1992.
Precyzja:

Precyzje w ciggu dnia dla odczynnika autoLDLTM Cholesterol Reagent
okreslono po modyfikacji dokumentu NCCLS EP5-T217 przy uzyciu Symbole

analizatorow serii Yumizen 200. Badania precyzji w ciagu dnia daty Data przydatnosd
nastepujace wyniki: H (RRRR-MM-DD) Nr LOT i kod partii
N Probka lesoKA W2YOSOKA Numer katalogowy ™ Producent
Sredni poziom cholesterolu LDL 28 146 Wytacznie do diagnostyki in vitro :Y Zakres temperatur
(mg/d) Rx Only: i j
- y: Wytacznie do profesjonalnegol
Odchylenie standardowe (mg/dl) 05 25 (1 Zapoznaj sig z instrukcjg uzytkowania  uzytku
Wspdtczynnik zmiennosci (%) 1.7 1.7
Precyzia z dnia na dzien zostala réwniez okreSlona po modyfikacii f ' -
dokumentu NCCLS EP5-T2."7 Badania precyzji z dnia na dzien ‘-CE- Znak CE - [£¢ [Rep | Autoryzowany przedstaviciel na Europe

przeprowadzone na analizatorach serii Yumizen 200 daty nastepujace

wyniki: Wyprodukowano
127574162 “ FORIBAnsiumens cororste -oite8rand [ 1)
Probka NISKA_|__WYSOKA LR ot e

N 20 20

Sredni poziom cholesterolu LDL

(mg/d) 26 147

Odchylenie standardowe (mg/dl) 0.9 29 Manufactured by HORIBA Instruments Incorporated — Pointe

Wspdtczynnik zmiennosci (%) 3.3 2.0 Brand 5449 Research Drive, Canton, M| 48188 ~

|
Czutosé: granica wykrywalnosci 2 SD (95% Conf) = 0,627 mg/dl. European Authorized Representative: L € )
T Obelis s.a.
PiSmiennictwo Boulevard Général Wahis 53
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