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Odczynnik diagnostyczny do oznaczania ilosciowego in vitro stezenia
cholesterolu w postaci lipoprotein o duzej gestosci (HDL-C) w surowicy lub

osoczu krwi ludzkiej metoda kolorymetrii.

Wersja aplikacji

Surowica, osocze: @

Pentra C400: C_HDL

1.xx

ABX Pentra 400: C_HDL
Obowigzuje na calym
Zjednoczonymi: 6.xx

Do uzytku tylko w Stanach Zjednoczonych: 3.xx

Swiecie poza  Stanami

Zastosowanie P ¢ d

ABX Pentra HDL Direct CP jest odczynnikiem
diagnostycznym do ilosciowego oznaczania in Vvitro
cholesterolu w postaci lipoprotein o duzej gestosci
(HDL-C) w surowicy i osoczu krwi ludzkiej metodag
enzymatyczng z zastosowaniem przyspieszajacego
detergentu o selektywnym dziataniu.

Do uzytku w laboratoriach klinicznych.

Pomiary stezenia lipoprotein wykorzystuje sie w
diagnostyce i leczeniu zaburzen gospodarki lipidowe;j,
miazdzycy naczyn wiehcowych oraz chordb watroby i
nerek.

Ocena fizjologicznych i patologicznych zmian stezenia
cholesterolu lipoprotein frakcji o wysokiej gestosci (HDL-
C) w ludzkiej surowicy i osoczu jest przydatna w celu
badan przesiewowych w kierunku tych choréb oraz ich
kontroli.

Aspekty kliniczne

Lipoproteiny osocza sg czgstkami kulistymi i zawierajg
zréznicowang ilo$¢ cholesterolu, triglicerydow, fosfolipidow
i biatek. Warstwa powierzchniowa czgstki lipoproteiny
sktada sie z fosfolipiddw, wolnego cholesterolu oraz
biatka, jej rdzen sktada sie gtéwnie z estrow cholesterolu i
triglicerydéw. Czastki te solubilizujg i transportujg
cholesterol i triglicerydy w krwioobiegu.

Wzgledne udziaty biatek i tluszczow okreslajg gestosé
lipoprotein i pozwalajg na ich klasyfikacje (1). Lipoproteiny
dzielg sie na: chylomikrony, lipoproteiny o bardzo mate;j
gestosci (VLDL), lipoproteiny o matej gestosci (LDL) oraz
lipoproteiny o duzej gestosci (HDL). W badaniach
klinicznych wykazano wielokrotnie, Zze lipoproteiny,
zaleznie od klasy, majg znaczny i zréznicowany wptyw na
ryzyko wystgpienia choroby wiericowej serca (2).
Podstawowg rolg HDL w metabolizmie tluszczéw jest
przytaczanie i transport cholesterolu z tkanek
obwodowych do watroby, w wyniku procesu znanego jako
zwrotny transport cholesterolu (sugerowany mechanizm
ochronny serca) (3). Niskie stezenie HDL-C wigze sie
Scisle z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na
chorobe wiencowg serca oraz miazdzyce tetnic
wiencowych (4, 5, 6, 7, 8, 9). Dlatego tez oznaczenie
stezenia HDL-C w surowicy krwi stosuje sie jako
narzedzie do diagnozowania pacjentow wysokiego ryzyka.
Rada ds. Leczenia Dorostych  amerykanskiego
Narodowego Programu Edukacyjnego dotyczgcego
Cholesterolu (NCEP) zaleca wszystkim osobom od 20
roku zycia wykonywanie co piec¢ lat na czczo lipidogramu,
pozwalajgcego na oznaczenie poszczegolnych frakcji
cholesterolu: cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL,

aModyfikacja: modyfikacja wersji aplikacji.
bModyfikacja: modyfikacja rozdziatu ,Zastosowanie”.
°Modyfikacja: modyfikacja znaku CE.

dModyfikacja: nowy format ulotki.
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cholesterolu HDL i triglicerydéw, jako formy profilaktyki
ryzyka choroby wiencowej serca (10).

Metoda wzorcowa oznaczania ilosciowego stezenia HDL-
C polega na ultrawirowaniu i strgcaniu chemicznym, w
celu oddzielenia HDL od innych lipoprotein. Nastepnie
oznacza sie poziom cholesterolu metodg Abell-Kendall
(11). Metoda ta jest jednak zbyt czasochtonna i wymaga
zbyt duzego naktadu pracy, aby stosowac¢ jg w badaniach
rutynowych (12). Pierwsze metody stosowane rutynowo
na szerokg skale w laboratoriach polegaty na selektywnym
strgcaniu i usunieciu LDL i VLDL, a nastepnie oznaczeniu
stezenia HDL-C w supernatancie metodg enzymatyczng
(11). Poniewaz takie metody wymagajg uprzedniego
przygotowania probki i oddzielania, analiz nie mozna w
petni zautomatyzowaé. Z tego tez powodu, rutynowe
oznaczenia HDL-C cechowaly sie zawsze niskg
powtarzalnoscig i byty czasochtonne.

Metoda

Metoda ABX Pentra HDL Direct CP (licencja nr PCT/
JP97/04442, PCT/JP00/03860) jest badaniem
jednofazowym, pozwalajgcym na bezposredni pomiar
stezenia HDL-C w surowicy lub osoczu, bez uprzedniego
przygotowania prébek, czy wirowania.

W metodzie tej wykorzystuje sie dwa odczynniki; opiera
sie ona na wiasciwosciach specjalnego detergentu, tak jak
to pokazano ponizej. Metoda ta polega na przyspieszeniu
reakcji oksydazy cholesterolowej (CO) z
nieestryfikowanym cholesterolem nie-HDL oraz na
selektywnym rozpuszczaniu HDL, przy uzyciu specjalnego
detergentu.

W pierwszym odczynniku, nieestryfikowany cholesterol
nie-HDL jest poddawany reakcji enzymatycznej, w wyniku
ktorej jest uwalniany nadtlenek wodoru, zuzywany jako
substrat w reakcji peroksydazy z DSBmT. Prowadzi to do
powstania bezbarwnego produktu.

Drugi  odczynnik  zawiera  detergent  wybidrczo
solubilizujgcy HDL, esteraze cholesterolowg oraz
chromogeniczny czynnik sprzegajacy, pozwalajgcy na
zabarwienie, umozliwiajgce oznaczenie stezenia HDL-C.
Jest to metoda przyspieszajgcego, selektywnie
dziatajgcego detergentu.

Przyspieszacz + CO Chylomikrony, cholesterol
> LDL i VLDL — nie

wchodzace w reakcje.

HDL, LDL, VLDL,
Chylomikrony

DSBmT + Peroksydaza

Detergent dziatajgcy selektywnie na HLD Zaburzony wspétczynnik
- - " 5

HLD cholesterolu HDL
Esteraza cholesterolowa

Cholesterol HDL —————»  A* cholestenon+ H,0,

Oksydaza cholesterolowa

H,0, + DSBmT + 4-AAP » Zmiana barwy

Peroksydaza
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(4-AAP = 4-aminoantypiryna,
cholesterolowa, DSBmT =
toluidyna, sél disodowa)

CO = oksydaza
N,N-bis(4-sulfobutylo)-m-

Odczynniki

ABX Pentra HDL Direct CP jest produktem gotowym do
uzycia.

Odczynnik 1 (R1):
Bufor Gooda

Oksydaza cholesterolowa <1000 U/L
Peroksydaza <1300 ppg U/L
N,N-bis(4-sulfobutylo)-m-toluidyna disodu <1 mmol/L
(DSBmT)

Akcelerator <1 mmol/L
Srodek konserwujgcy <0,06%
Oksydaza kwasu askorbinowego <3000 U/L

Odczynnik 2 (R2):
Bufor Gooda

Esteraza cholesterolowa <1500 U/L
4-aminoantypiryna (4-AAP) <1 mmol/L
Detergent <2%

Srodek konserwujgcy

ABX Pentra HDL Direct CP nalezy uzywa¢ zgodnie z
niniejszg ulotkg. Producent nie moze zagwarantowaé
wlasciwego dziatania produktu, jezeli zostanie on uzyty w
sposo6b inny od podanego.

Postepowanie z preparatem

1. Wyjmij obie zatyczki kasety.

2. Jezeli odczynnik zawiera piane, usun jg za pomocg
plastikowej pipety.

Kalibrator

Do celéw kalibracji nalezy uzywac:

ABX Pentra HDL Cal (A11A01647) (do oddzielnego
zakupu)

2 x 1 mL (liofilizat)

Wartos¢ ABX Pentra HDL Cal jest przypisana zgodnie z
procedurami Krajowego Systemu Norm Cholesterolu
(National Reference System for Cholesterol — NRS/
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CHOL). Materiaty kalibracyjne majg stezenia bliskie
stezenia krytycznego dla podjecia decyzji medyczne;j.

Kontrola

Do wewnetrznej kontroli jako$ci nalezy uzywac:

m ABX Pentra N MultiControl
oddzielnego zakupu)
10 x 5 mL (liofilizat)

m ABX Pentra P MultiControl
oddzielnego zakupu)
10 x 5 mL (liofilizat)

(1300054414) (do

(1300054415) (do

Oznaczenie kontroli powinno by¢ przeprowadzane raz
dziennie i/lub po wykonaniu kalibracji.

Czestos¢ przeprowadzania kontroli oraz przedziaty ufnosci
powinny by¢ ustalone w oparciu o wytyczne laboratoryjne
oraz przepisy obowigzujgce w danym kraju. Nalezy
przestrzegaé krajowych, regionalnych i lokalnych
wytycznych dotyczgcych materiatéw do kontroli jakosci.
Wynik kontroli musi zawiera¢ sie w zdefiniowanych
przedziatach ufnosci. Kazde laboratorium powinno
wypracowacC sposéb postepowania w przypadku, gdy
wyniki wykroczg poza wyznaczone przedziaty.

Wymagane wyposazenie niewchodzace w
skiad produktu

m Zautomatyzowany kliniczny analizator biochemiczny:
ABX Pentra 400 / Pentra C400

m Kalibrator: ABX Pentra HDL Cal (A11A01647)

m Kontrole:
ABX Pentra N MultiControl (1300054414)
ABX Pentra P MultiControl (1300054415)

m Standardowy sprzet laboratoryjny.

Probka

Populacjg testowang dla tego wyrobu jest populacja
ogolna.

Typy probek

m Surowica.
m Osocze w EDTA.
m Osocze pobrane z heparyng litowa.

Firma HORIBA nie prowadzita testow dla antykoagulantéw

innych niz wymienione na liscie i w zwigzku z tym nie
zaleca ich uzywania dla potrzeb tego oznaczenia.
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Prébki nalezy pobraé od pacjenta, ktéry poscit przez 12-14
godzin.

Stabilnosé (11)

m W temperaturze 4°C: 2 dni

m W temperaturze -20°C w fiolkach z zabezpieczeniem
przed wyciekaniem i parowaniem: 1 miesigc

m W temperaturze -70°C w fiolkach z zabezpieczeniem
przed wyciekaniem i parowaniem: 2 lata

m Surowica krwi: Pobierz krew petng stosujgc wktucie
dozylne i pozostaw do zakrzepniecia. Odwiruj i usun
surowice najszybciej jak to mozliwe po pobraniu (w
ciggu 3 godzin).

m Osocze: Odwiruj i usun osocze najszybciej jak to
mozliwe po pobraniu (w ciggu 3 godzin).

UWAGA: Nie nalezy
zawierajgcych cytrynian.

uzywa¢  antykoagulantéw

Zakres norm (9, 13)

Kazde laboratorium powinno wypracowa¢ swoje wiasne
zakresy odniesienia. Wartosci podane w niniejszej ulotce
majg wytacznie charakter orientacyjny.

Mezczyzni: 0,77 - 1,81 mmol/L (30 - 70 mg/dL)
Kobiety: 0,77 - 2,179 mmol/L (30 - 85 mg/dL)

Wedlug  amerykanskiego = Narodowego  Programu
Edukacyjnego, pozadane sg wartosci HDL wynoszace
1,033 mmol/L (40 mg/dL) lub wiecej, wartosci rowne lub
powyzej 1,550 mmol/L (60 mg/dL) uwaza sie za wiasciwe
w profilaktyce choroby wiencowej. Wartosci ponizej
1,033 mmol/L (40 mg/dL) sg istotnym, niezaleznym
czynnikiem ryzyka choroby wiencowej (9).

Dla tego analitu rzadko zgtasza sie czuto$¢ i swoistosé
kliniczng, dodatnig wartos¢ predykcyjng i negatywng
warto$¢ predykcyjng. Jest to gtéwnie spowodowane
faktem, ze ten analit nie stanowi jedynego wskaznika w
zakresie wyznaczonego celu i podejmowania decyzji
dotyczgcych leczenia pacjenta. W celu postawienia
diagnozy i zaplanowania leczenia nalezy uzy¢ wynikow
innych rutynowych testéw biochemicznych w potgczeniu z
innymi informacjami diagnostycznymi oraz oceng stanu
pacjenta wykonang przez specjaliste opieki stuzby
zdrowia.
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Przechowywanie i stabilnos¢

Stabilnos¢ przed otwarciem:

Zachowuje stabilnos¢ do daty waznosci podanej na
etykiecie pod warunkiem przechowywania w temperaturze
2-8°C.

Stabilno$¢ po otwarciu:

Przejdz do rozdzialu ,Wydajnos¢ przy uzyciu w
analizatorze ABX Pentra 400 / Pentra C400”.

Nie zamrazad.

Postepowanie z odpadami

Nalezy postepowac¢ zgodnie z lokalnie obowigzujgcymi
przepisami.

Ogdlne srodki ostroznosci

m Niniejszy odczynnik jest przeznaczony wytgcznie do
profesjonalnej diagnostyki in vitro.
Do uzytku laboratoryjnego.

m Wylgcznie do stosowania z przepisu lekarza.

m Ten odczynnik zostat sklasyfikowany jako nieszkodliwy
w rozumieniu rozporzadzenia (WE) nr 1272/2008.

m Nie pipetowaé ustami.

m Nie uzupetnia¢ odczynnikow.

m Nie potykaé. Unika¢ zanieczyszczenia skéry i bion
Sluzowych.

m Przy pracy nalezy stosowac standardowe laboratoryjne
Srodki ostroznosci.

m Kasety odczynnikowe sg kasetami jednorazowego
uzytku, nalezy je utylizowaé zgodnie z lokalnymi
przepisami.

m Nalezy uwaznie zapozna¢ sie z kartg charakterystyki
(MSDS) dotgczong do odczynnika.

m Nie uzywaé produktu, jezeli mozna zaobserwowaé
zmiane jego cech biologicznych, chemicznych Ilub
fizycznych, co wskazuje na jego nieprzydatnos¢ do
uzytku.

m Nie nalezy uzywa¢ tego produktu w przypadku
nieprzestrzegania warunkéw magazynowania, w tym w
zakresie temperatury.

m Przed przystgpieniem do
uzytkownik  musi  zostaé
przedstawiciela firmy HORIBA.

m Uzytkownik ma obowigzek sprawdzi¢, czy niniejszy
dokument dotyczy uzywanego w danym przypadku
odczynnika.

m W celu uzyskania pomocy technicznej zadzwoh pod
numer +33 (0)4 67 14 15 16.

obstugi  urzadzenia
przeszkolony  przez
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m Kazdy powazny incydent wynikajgcy ze stosowania
wyrobu nalezy zgtasza¢ producentowi i organowi kraju
wilasciwemu dla miejsca pobytu uzytkownika lub
pacjenta.

Wydajnos¢ w analizatorze ABX Pentra 400 /
Pentra C400

Zmiennos$¢ miedzy seriami

Odzysk prébek (surowicy i osocza) wykonany podczas
zwolnienia QC trzech kolejnych serii odczynnika wskazuje,
ze zmiennos$¢ miedzy seriami jest zgodna ze specyfikacja:
< 10%.

Surowica, osocze

Dane przedstawione ponizej to wartodci uzyskiwane na
analizatorach HORIBA.

Liczba oznaczen: 240 oznaczen

Jezeli liczba zleconych oznaczen jest niewielka, a
uzytkownik analizatora ABX Pentra 400 / Pentra C400
zamierza korzysta¢ z tej kasety do konca okresu jej
stabilnosci roboczej, HORIBA zaleca uzycie membrany
XEC232, co pozwoli uzyska¢ podang w tej ulotce liczbe
oznaczen.

Stabilnos¢ robocza odczynnikéw

Po otwarciu kaseta z odczynnikiem umieszczona w
chtodzonej komorze analizatora ABX Pentra 400 /
Pentra C400 zachowuje stabilnos¢ przez 31 dni.

Objetos¢ probki: 2,4 uL/oznaczenie

Wykrywalnos¢é

Granice wykrywalnos$ci okresla sie zgodnie z zaleceniami
CLSI (NCCLS), procedura EP17-A2 (14) i wynosi ona
0,02 mmol/L (0,65 mg/dL).

Granica oznaczalnosci

Granice oznaczalnosci okresla sie zgodnie z zaleceniami
CLSI (NCCLS), procedura EP17-A2 (14) i wynosi ona
0,05 mmol/L (2,0 mg/dL).
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Trafnos¢ i precyzja

Powtarzalnos$¢ (precyzja oznaczenia)
Powtarzalno$¢ wg zalecen procedury Valtec (15) z
probkami poddanymi 20 oznaczeniom:

m 2 kontrole
m 3 prébek (poziomy niskie / srednie / wysokie)

Wartos¢ Wartos¢
srednia srednia CV %
mmol/L mg/dL
Probka 0,72 274 2,51
kontrolna 1
Prébka
kontrolna 2 1,58 59.9 1,02
Prébka 1 0,80 30,4 2,72
Prébka 2 1,40 53,3 1,27
Prébka 3 2,16 82,0 0,72

Odtwarzalnosé (precyzja wewnatrzlaboratoryjna)
Odtwarzalno$¢ wg zalecen CLSI (NCCLS), procedura
EP5-A2 (16) z probkami poddawanymi podwdjnym
oznaczeniom przez 20 dni (2 serie dziennie):

m 2 kontrole
m 3 prébek (poziomy niskie / srednie / wysokie)

Wartos¢ Wartos¢
$srednia $rednia CV %
mmol/L mg/dL
Probka 0,73 28,11 2,3
kontrolna 1
Prébka
kontrolna 2 1,59 61.67 18
Prébka 1 0,88 34,17 2,0
Prébka 2 1,52 58,98 1,7
Probka 3 2,39 92,60 1,6

Zakres pomiaru

Analiza potwierdzita zakres pomiaru od 0,05 mmol/L
(2,0 mg/dL) do 4,50 mmol/L (174,15 mg/dL).

Liniowo$¢ odczynnika zostata oceniona do 4,50 mmol/L
(174,15 mg/dL) zgodnie z zaleceniami CLSI (NCCLS),
protokole EP06-Ed2 (17).

Korelacja

Prébki pobrane od pacjenta: Surowica

Liczba prébek pobranych od pacjenta: 79

Prébki  koreluje sie z  komercyjnie  dostepnym
odczynnikiem, uzywanym jako wzorzec, zgodnie z
zaleceniami CLSI (NCCLS), protokole EPQ9c (18).
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Wartosci zawieraly sie w przedziale od 0,10 mmol/L
(3,87 mg/dL) do 4,39 mmol/L (169,89 mg/dL).

Roéwnanie dla otrzymanej linii allometrycznej (19) jest
nastepujgce:

Y =0,9483 X + 0,012 (mmol/L)

Y =0,9483 X + 0,4685 (mg/dL)

przy wspotczynniku korelacji r2 = 0,992.

Czynniki zaktécajace

Hemoglobina: Nie obserwuje sie znaczacego
wptywu do 278 pmol/L (500 mg/dL).
Triglicerydy: Nie obserwuje sie znaczacego
wptywu do stezenia triglicerydow
6,39 mmol/L (559,13 mg/dL).
Bilirubina Nie obserwuje sie znaczacego
catkowita: wptywu do 483 pmol/L (28,3 mg/dL).

Bilirubina Nie obserwuje sie znaczacego
bezposrednia: wptywu do 477 pmol/L (27,9 mg/dL).

Young podaje takze inne ograniczenia, a w szczegolnosci
liste lekéw oraz zmiennych przedanalitycznych, ktére
wedfug obecnego stanu wiedzy wptywaja na wyniki tej
metody (20, 21).

Stabilnosé¢ kalibracji

Odczynnik jest kalibrowany w dniu 0. Stabilno$¢ kalibraciji
jest kontrolowana przez wykonanie testéw na 2 prébkach
kontrolnych.

Stabilnos¢ kalibracji wynosi 14 dni.

Uwaga: Ponowng kalibracje odczynnika zaleca sie w
przypadku zmiany jego serii oraz w przypadku, gdy wyniki
kontroli jakosci wykroczg poza zatozony zakres.

Wspoétczynnik konwersji

mmol/L x 0,387 = g/L
mmol/L x 38,7 = mg/dL
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