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Método enzimatico para la determinacion de colesterol
en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La determinacién de colesterol en forma aislada tiene utilidad
diagnostica limitada. Sin embargo, su concentracion varia
de manera mas o menos predecible en un gran numero de
condiciones clinicas. Se ha visto que el colesterol es uno
de los factores contribuyentes a la formacién de ateromas
dado que las complicaciones arterioscleréticas prevalecen
en individuos hipercolesterolémicos.

Diversos estudios epidemiolégicos han permitido observar
ademas, que el riesgo de contraer enfermedad cardiaca
coronaria (ECC) para los individuos varones de mas de 40
afos con colesterolemia menor o igual a 2,10 g/l es 3 veces
menor que entre individuos con mas de 2,30 g/l y 6 veces
menor que entre individuos con mas de 2,60 g/I.

FUNDAMENTOS DEL METODO
La secuencia reaccional es la siguiente:

CHE
ésteres del colesterol ———= olesterol + acidos grasos
CHOD
colesterol + O, ——————————— colesten-3-ona + H,0,
POD

H,O, + 4-AF + aceptor —————————= quinonimina roja

REACTIVOS PROVISTOS

S. Standard*: solucion de colesterol 2 g/l.

A. Reactivo A: solucién conteniendo colesterol esterasa
(CHE), colesterol oxidasa (CHOD), peroxidasa (POD), 4-ami-
nofenazona (4-AF) y buffer Good, conteniendo fenol y colato
de sodio, en las siguientes concentraciones:

....................................................................... >100 U/I
...=100 U/
POD.... e >1000 U/I
BoAF e 0,2 mmol/l
..50 mmoll/l
15 mmol/l
Colato de sodio........ccvveeeieiiiiciiieeeeeeeeee e, 0,2 mmol/l

REACTIVOS NO PROVISTOS
Calibrador A plus de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivos Provistos: listos para usar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnéstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

* No provisto en todas las presentaciones

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No man-
tener a temperaturas elevadas durante lapsos prolongados.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Lecturas del Blanco superiores a 0,160 D.O. son indicio de
deterioro de los reactivos. En tal caso desechar.

MUESTRA

Suero o plasma
a) Recoleccion: se debe obtener de la manera usual.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea

plasma, se recomienda Unicamente el uso de heparina como

anticoagulante para su obtencion.

c) Sustancias interferentes conocidas:

- Excepto la heparina, los anticoagulantes comunes interfie-
ren en la determinacion.

- Los sueros con hemodlisis visible o intensa producen valores
falsamente aumentados por lo que no deben ser usados.

- No se observan interferencias por bilirrubina hasta 80 mg/I,
acido ascorbico hasta 75 mg/l, acido urico hasta 200 mg/l,
ni hemolisis ligera.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las

drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: el

colesterol en suero es estable por lo menos 1 semana

en refrigerador y 2 meses en congelador, sin agregado de

conservantes.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotdometro o fotocolorimetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados.
- Tubos o cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.
- Bafio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotémetro o en foto-
colorimetro con filtro verde (490-530 nm).

- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 5 minutos

- Volumen de muestra: 10 ul

- Volumen de Reactivo A: 1 ml
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- Volumen final de reaccion: 1,01 ml
Los volumenes de Muestra y Reactivo A pueden variarse pro-
porcionalmente (Ej.: 20 ul de Muestra + 2 ml de Reactivo A).

PROCEDIMIENTO
En tres tubos o cubetas espectrofotométricas marcadas
B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido), colocar:

B S D
Standard - 10 ul -
Muestra - - 10 ul
Reactivo A 1ml 1ml 1ml

Incubar 5 minutos en bafio de agua a 37°C o0 20 minutos
a temperatura ambiente (25°C). Leer en espectrofotometro
a 505 nm o en fotocolorimetro con filtro verde (490-530 nm),
llevando el aparato a cero con el Blanco.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccion final es estable 30 minutos, por lo que
la absorbancia debe ser leida dentro de este lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
2,00 g/l

colesterol (g/l) =D x f donde f =

CONVERSION DE UNIDADES

colesterol (g/l) = colesterol (mg/dl) x 0,01
colesterol (mmol/l) = colesterol (g/l) x 2,59
colesterol (g/l) = colesterol (mmol/l) x 0,39

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de colesterol, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA
El panel de expertos del National Cholesterol Education Pro-
gram (NCEP) provee los siguientes valores de colesterol:

Deseable: < 2,00 g/l
Moderadamente alto: 2,00 - 2,39 g/l
Elevado: > 2,40 g/l

No obstante, se recomienda que cada laboratorio establezca
sus propios intervalos o valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Los reductores disminuyen la respuesta de color mientras
que los oxidantes colorean el Reactivo A aumentando los
Blancos.

Los detergentes, metales pesados y cianuros son inhibidores
enzimaticos.

No emplear el Standard en analizador automatico debido a
la distinta tension superficial con respecto al suero, dada por
el disolvente empleado en su preparacion.

Se recomienda realizar una recalibracion semanal o cada

vez que se obtengan valores fuera del rango aceptable de
los controles (Standatrol S-E 2 niveles).

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de las mismas
muestras en 10 dias diferentes, se obtuvo:

Nivel D.S. C.V.
1,24 g/l +0,043 g/l 3,49 %
3,31 g/l +0,115 g/l 3,48 %

b) Recuperacién: agregando cantidades conocidas de co-
lesterol a distintos sueros, se obtuvo una recuperacion entre
98y 101%, para todo nivel de colesterol entre 1,90y 4,79 g/l.
c) Limite de deteccién: depende del fotémetro empleado.
Para una lectura de 0,001 D.O., el cambio minimo de con-
centracion detectable sera aproximadamente de 0,0063 g/l.
d) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 5 g/I. Para valores
superiores, diluir 1:2 con el Blanco y repetir la lectura multi-
plicando el resultado final por 2.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion debe consultarse el
Manual del Usuario del Analizador en uso. Para la calibra-
cion debe emplearse Calibrador A plus de Wiener lab., de
acuerdo a los requerimientos del analizador.

PRESENTACION

-4 x 100 ml c/Standard (C6d. 1220114).
- 2 x 500 ml c/Standard (Cod. 1220222).
-6 x 60 ml (Cod. 1009308).

-6 x 60 ml (Cod. 1009610).

-6 x 55 ml (Cod. 1008157).

- 12 x 50 ml (Cod. 1009253).

-4 x40 ml (Cod. 1009802).

Empleando los reactivos Colestat enzimatico AA liquida
junto con HDL-Colesterol Reactivo Precipitante, HDL
Colesterol FT y LDL-Colesterol Reactivo Precipitante
(provistos separadamente por Wiener lab.) es posible
determinar el colesterol ligado a las lipoproteinas de alta
densidad (HDL-colesterol) y a las lipoproteinas de baja
densidad (LDL-colesterol).

BIBLIOGRAFIA

- Abell, L.L. et al. - J. Biol. Chem. 195:357 (1952).

- Allain, C.C. et al.. - Clin. Chem. 20:470 (1974).

- American Health Foundation - Position statement on diet
and coronary heart disease - pag. 255 (1972).

- I.LF.C.C. - Clin. Chim. Acta 87/3:459 F (1978).

- Trinder, P. - Ann. Clin. Biochem. 6/24 (1969).

- Coniglio R.I. - Acta Biog. Clin. Latinoam. XXI11/2:201 (1989).

- Expert Panel of National Cholesterol Education Program -
JAMA 285/19:2486 (2001).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4" ed., 2001.
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Método enzimatico para a determinagao de colesterol
em soro ou plasma

SIGNIFICADO CLINICO

Adeterminagao de colesterol em forma isolada, tem utilidade
diagnostica limitada. Entretanto, sua concentragao varia de
maneira mais ou menos previsivel em um grande numero
de condigdes clinicas.

Foi observado que o colesterol € um dos fatores que contri-
buem a formagéo de ateromas visto que as complicagdes
arterioscleréticas prevalecem em individuos hipercoleste-
rolémicos.

Diversos estudos epidemiolégicos permitem, ainda, obser-
var, que o risco de contrair doencga cardiovascular (DCV) para
os individuos homens maiores de 40 anos com colestero-
lemia menor ao igual a 2,10 g/l € 3 vezes menor que entre
individuos com mais de 2,30 g/l € 6 vezes menor que entre
individuos com mais de 2,60 g/l.

FUNDAMENTOS DO METODO
A seqliéncia de reagdo € a seguinte:
CHE
ésteres do colesterol ———= colesterol + acidos graxos
CHOD
colesterol+ O, — . colesten-3-ona + H,0,

POD
H,O, + 4-AF + aceitador ————— colorag&o vermelha

REAGENTES FORNECIDOS

S. Padrao*: solugéo de colesterol 2 g/l.

A. Reagente A: frascos contendo colesterol esterase (CHE),
colesterol oxidase (CHOD), peroxidase (POD), 4-amino-
fenazona (4-AF) e tampéao Good, contendo fenol e colato de
sédio nas seguintes concentragdes:

CHE ..o >100 U/l
CHOD ... >100 U/l
POD.... e >1000 U/l

.0,2 mmoll/l
GOOT...oiiieeeeee e 50 mmol/l
FEeNOL...cceeeee e 15 mmol/l
Colato de sOdio........cccuvvvieeiiiiiiiiieeeeeeeeee 0,2 mmol/l

REAGENTES NAO FORNECIDOS
Calibrador A Plus da Wiener lab.

INSTRUGOES DE USO
Reagentes Fornecidos: prontos para uso.

PRECAUGOES
Os reagentes séo para uso diagnostico "in vitro".
Utilizar os reagentes observando as precaucdes habituais

* Néo fornecido em todas as apresentacées

de trabalho no laboratdrio de analises clinicas.
Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas
conforme a regulacgao local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: estaveis sob refrigeracéo (2-10°C)
até a data do vencimento indicada na embalagem. Nao man-
ter a temperaturas elevadas durante periodos prolongados.

INDICIOS DE INSTABILIDADE OU DETERIORAGAO
DOS REAGENTES

Descartar os reagentes quando as leituras do Branco este-
jam acima de 0,160 D.O.

AMOSTRA

Soro ou plasma

a) Coleta: obter a amostra da forma usual.

b) Aditivos: se a amostra a utilizar for plasma, recomenda-se

0 uso de heparina como anticoagulante para sua obtengao.

c) Substancias interferentes conhecidas:

- Sem contar a heparina, os anticoagulantes comuns inter-
ferem na determinacao.

- Os soros com hemolise visivel produzem valores falsa-
mente aumentados e, portanto, ndo devem ser utilizados.

- Nao observam-se interferéncias por bilirrubina até 80 mg/l,
acido abscorbico até 75 mgl/l, acido urico até 200 mgl/l,
nem hemolise ligeira.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas

neste método.

d) Estabilidade e instru¢6es de armazenamento: o coles-

terol em soro é estavel durante um periodo de até 1 semana

sob refrigeracdo e 2 meses congelado, sem acrescentar

conservantes.

MATERIAL NECESSARIO (nao fornecido)

- Espectrofotdmetro ou fotocolorimetro.

- Micropipeta e pipetas para medir os volumes indicados.
- Tubo ou cuba espectrofotométricas de faces paralelas.
- Banho-maria 37°C.

- Reldégio ou timer.

CONDIGOES DE REAGAO

- Comprimento de onda: 505 nm em espectrofotdmetro ou
em fotocolorimetro com filtro verde (490-530 nm).

- Temperatura de reagao: 37°C

- Tempo de reagéo: 5 minutos

- Volume de amostra: 10 ul

- Volume do Reagente: 1 ml
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- Volume final de reagéo: 1,01 ml

Os volumes de Amostra e de reagente podem ser modifi-
cados proporcionalmente (Ex.: 20 ul de Amostra + 2 ml de
Reagente A).

PROCEDIMENTO
Em trés tubos ou cubas espectrofotométricas marcadas
B (Branco), P (Padrao) e D (Desconhecido), colocar:

B P D
Padrao - 10 ul -
Amostra - - 10 ul
Reagente A 1ml 1ml 1ml

Colocar em banho-maria durante 5 minutos a 37°C ou
20 minutos a temperatura ambiente (25°C). Depois, ler
no espectrofotdbmetro a 505 nm ou em fotocolorimetro
com filtro verde (490-530 nm), zerando o aparelho com
o Branco.

ESTABILIDADE DA MISTURA DA REAGAO FINAL
Acor dareacéo final é estavel 30 minutos. Ler a absorbancia
durante este periodo.

CALCULO DOS RESULTADOS
2,00 g/l

P

colesterol g/l =D x f onde f =

CONVERSAO DE UNIDADES

colesterol (g/l) = colesterol (mg/dl) x 0,01
colesterol (mmol/l) = colesterol (g/l) x 2,59
colesterol (g/l) = colesterol (mmol/l) x 0,39

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Standatrol S-E 2 niveles) com concentragdes conhecidas
de colesterol, com cada determinagao.

VALORES DE REFERENCIA

O painel de expertos do National Cholesterol Education Pro-
gram (NCEP) fornece os seguintes valores de colesterol:
Otimo: < 2,00 g/l

Moderadamente alto: 2,00 - 2,39 g/|

Elevado: > 2,40 g/l

No entanto, é recomendavel que cada laboratorio estabeleca
seus proprios intervalos ou valores de referéncia.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em Amostra.
Os redutores diminuem a resposta de cor, enquanto que os
oxidantes colorem o Reagente A aumentando os Brancos.
Os detergentes, metais pesados e cianetos sao inibidores
enzimaticos.

Nao utilizar o Padrdo em analisadores automaticos, posto
que existem diferengas entre sua tensado superficial e a do
soro, resultante do dissolvente empregado na preparagéo.

E recomendavel realizar uma nova calibragdo semanal ou
cada vez que sejam obtidos valores fora da faixa aceitavel
dos controles (Standatrol S-E 2 niveles).

DESEMPENHO
a) Reprodutibilidade: processando duplicatas das mesmas
amostras em 10 dias diferentes, obteve-se:

Nivel D.P. C.V.
1,24 g/l +0,043 g/l 3,49 %
3,319/l +0,115 g/l 3,48 %

b) Recuperagao: acrescentando quantidades conhecidas de
colesterol aos diferentes soros, obteve-se uma recuperacao
entre 98 e 101%, para todo o nivel de colesterol entre 1,90
e 4,79 g/l.

c) Limite de detecgao: depende do fotdmetro empregado.
Para a leitura de 0,001 D.O. a variagdo minima de concen-
tracdo detectavel sera aproximadamente de 0,0063 g/l.

d) Linearidade: a reacgéo ¢ linear até 5 g/l. Em valores su-
periores, diluir a metade da solugdo com o Branco e repetir
a leitura multiplicando o resultado final por 2.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programagéo consultar o manual de uso do analisador
a ser utilizado. Para a calibragdo deve ser utilizado Cali-
brador A plus de Wiener lab., conforme os requerimentos
do analisador.

APRESENTAGAO

- 4 x 100 ml c/Padréo (Céd. 1220114).
-2 x 500 ml ¢/Padréo (Céd. 1220222).
-6 x 60 ml (Céd. 1009308).

-6 x 60 ml (Céd. 1009610).

-6 x 55 ml (Cod. 1008157).

-12 x 50 ml (Céd. 1009253).

-4 x 40 ml (Cod. 1009802).

Empregando os reagentes Colestat enzimatico AA liquida
junto com HDL Colesterol Reactivo Precipitante, HDL
Colesterol FT e LDL Colesterol Reactivo Precipitante
(fornecidos por separado pela Wiener lab.) é possivel deter-
minar o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade
(HDL colesterol) e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL
colesterol).

REFERENCIAS

- Abell, L.L. et al. - J. Biol. Chem. 195:357 (1952).

- Allain, C.C. et al. - Clin. Chem. 20:470 (1974).

- American Health Foundation - Position statement on diet
and coronary heart disease - pag. 255 (1972).

- I.LF.C.C. - Clin. Chim. Acta 87/3:459 F (1978).

- Trinder, P. - Ann. Clin. Biochem. 6/24 (1969).

- Coniglio, R.L. - Acta Biog. Clin. Latinoam. XXIl1/2:201,
(1989).

- Expert Panel of National Cholesterol Education Program -
JAMA 285/19:2486 (2001).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4" ed., 2001.
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Enzymatic method for the determination of cholesterol
in serum or plasma

SUMMARY

Isolated cholesterol determination has a limited diagnostic
value. However, its concentration varies in a predictable way
in a large number of clinical conditions.

Cholesterol is one of the factors that contributes to the for-
mation of atheroma since atherosclerosis complications are
mainly found in hypercholesterolemic individuals.

Several epidemiological studies have shown that, among
males over 40 years old, the risk of developing coronary
heart disease for individuals with blood cholesterol lower than
or equal to 2.10 g/l, is 3 times less for individuals with over
2.30 g/l and 6 times less for individuals with over 2.60 g/I.

PRINCIPLE
The reaction system is as follows:
CHE
cholesterol esters ———————= cholesterol + fatty acids
CHOD
cholesterol + O, —————————= cholesten-3-one + H,0,

POD
H,O, + 4-AP + acceptor ——— = quinoneimine

PROVIDED REAGENTS

S. Standard*: 2 g/l cholesterol solution.

A. Reagent A: solution containing cholesterol esterase
(CHE), cholesterol oxidase (CHOD), peroxidase (POD),
4-amino-phenazone (4-AP) and Good buffer, which contains
phenol and sodium cholate, in the following concentrations:

CHE . >100 U/I
CHOD > 100 U/
POD..... > 1000 U/l

4-AP..... .. 0.2 mmol/l
Good ... 50 mmol/I
Phenol .............. ... 15 mmol/l
Sodium cholate.............cooooiiiviiiiiieeeeeeee 0.2 mmol/l

NON-PROVIDED REAGENTS
Wiener lab.'s Calibrador A Plus.

INSTRUCTIONS FOR USE
Provided Reagents: ready to use.

WARNINGS

Reagents are for “in vitro” diagnostic use.

Use the reagents according to the working procedures for
clinical laboratories.

* Non-provided with all kit sizes

The reagents and samples should be discarded according
to the local regulations in force.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS

Provided Reagents: stable in refrigerator (2-10°C) until the
expiration date shown on the box. Do not expose to high
temperatures for long periods of time.

INSTABILITY OR DETERIORATION OF REAGENTS
Blank readings over 0.160 O.D. indicate Reagent A deteriora-
tion. Discard in such case.

SAMPLE

Serum or plasma.

a) Collection: obtain in the usual way.

b) Additives: when using plasma, it is recommended to use

only heparin as anticoagulant to obtain it.

c) Known interfering substances:

- With the exception of heparin, common anticoagulants
interfere with the test.

- Do not use sera with visible or intense hemolysis since they
lead to falsely increased results.

-No interferences are observed from bilirubin up to 80 mg/l, ascor-
bic acid up to 75 mgl/l, uric acid up to 200 mg/l, mild hemolysis.

See Young, D.S. in References for effect of drugs on the

present method.

d) Stability and storage instructions: without preserva-

tives, serum cholesterol is stable for at least 1 week in a

refrigerator and 2 months in a freezer.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)

- Spectrophotometer or photocolorimeter.

- Micropipettes and pipettes for measuring the stated volumes
- Tubes or spectrophotometric cuvettes.

- Water bath at 37°C.

- Stopwatch.

ASSAY CONDITIONS

- Wavelength: 505 nm in spectrophotometer or 490-530 nm
in photocolorimeter with green filter.

- Reaction temperature: 37°C

- Reaction time: 5 minutes

- Sample volume: 10 ul

- Reagent volume: 1 ml

- Final reaction volume: 1.01 ml

Sample and Reagent A volumes may be varied proportionally

(e.g. 20 ul Sample + 2 ml Reagent A).
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PROCEDURE
In three tubes or spectrophotometer cuvettes, labeled B
(Blank), S (Standard) and U (Unknown), place:

B S U
Standard - 10 ul -
Sample - - 10 ul
Reagent A 1ml 1ml 1ml

Incubate 5 minutes in water bath at 37°C, or 20 minutes
at room temperature (25°C). Read in spectrophotom-
eter at 505 nm or in photocolorimeter with green filter
(490-530 nm), setting the instrument to zero with the
Blank.

STABILITY OF FINAL REACTION
Final reaction color is stable for 30 minutes, thus absorbance
should be read within that period.

CALCULATIONS
2.00 g/l

S

cholesterol (g/l)=D x f where f=

UNITS CONVERSION

cholesterol (g/l) = cholesterol (mg/dl) x 0.01
cholesterol (mmol/l) = cholesterol (g/l) x 2.59
cholesterol (g/l) = cholesterol (mmol/dl) x 0.39

QUALITY CONTROL METHOD

Each time the test is performed, analyze two levels of a qual-
ity control material (Standatrol S-E 2 niveles) with known
cholesterol concentration.

REFERENCE VALUES
The National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert
Panel provided the following reference values:

Desirable: <2.00 g/l
Borderline high: 2.00 - 2.39 g/l
High: > 2.40 g/l

It is recommended that each laboratory establishes its own
intervals and reference values

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known interfering substances under SAMPLE.
Reducing agents decrease the color response, while oxi-
dants color the Reagent A increasing the Blanks.
Detergents, heavy metals and cyanides are enzyme inhibi-
tors.

Do not use the Standard in autoanalyzers due to the different
surface tension in regards to serum, caused by the solvent
used in its preparation.

Itis recommended to perform one weekly calibration or each
time values outside the acceptable Controls (Standatrol S-E
2 niveles) normal range are obtained.

PERFORMANCE
a) Reproducibility: processing replicates of the same sam-
ples in 10 different days, the following results were obtained:

Level S.D. C.V.
1.24 g/l +0.043 g/l 3.49 %
3.314/ +0.115 g/l 3.48 %

b) Recovery: adding known amounts of cholesterol to differ-
ent sera, for cholesterol levels between 1.90 and 4.79 g/l, a
recovery between 98 and 101% was obtained.

c) Detection limit: it depends on the photometer used. For
a 0.001 O.D. reading, the minimum detectable change of
concentration will be of approximately 0.0063 g/I.

d) Linearity: the reaction is linear up to 5 g/I. For higher val-
ues, dilute 1:2 with Blank and repeat the reading, multiplying
the final result by 2.

PARAMETERS FOR AUTOANALYZERS

For programming instructions check the user’s manual of
the autoanalyzer in use.

For calibration use Wiener lab’s Calibrador A Plus, following
the autoanalyzer requirements.

WIENER LAB. PROVIDES

-4 x 100 ml w/Standard (Cat. N° 1220114).
- 2 x 500 ml w/Standard (Cat. N° 1220222).
- 6 x 60 ml (Cat. N° 1009308).

- 6 x 60 ml (Cat. N° 1009610).

- 6 x 55 ml (Cat. N° 1008157).

- 12 x 50 ml (Cat. N° 1009253).

-4 x 40 ml (Cat. N° 1009802).

Using Colestat enzimatico AA liquida along with HDL-
Colesterol Reactivo Precipitante, HDL Colesterol FT and
LDL-Colesterol Reactivo Precipitante (separately provided
by Wiener lab.) it is possible to determine the high density
lipoprotein cholesterol (HDL Cholesterol) and low density
lipoprotein cholesterol (LDL Cholesterol).

REFERENCES

- Abell, L.L. et al. - J. Biol. Chem. 195:357 (1952).

- Allain, C.C. et al.. - Clin. Chem. 20:470 (1974).

- American Health Foundation - Position statement on diet
and coronary heart disease - pag. 255 (1972).

- I.LF.C.C. - Clin. Chim. Acta 87/3:459 F (1978).

- Trinder, P. - Ann. Clin. Biochem. 6/24 (1969).
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Nr kat. 1220114 Nr kat. 1009610
Nr kat. 1220222 Nr kat. 1009802
Nr kat. 1009253 Nr kat. 1008157
Nr kat. 1009308

LINIA PLYNNA

Colestat

enzimatico AA

Metoda enzymatyczna do oznaczania poziomu cholesterolu
w surowicy lub osoczu

WSTEP

Oznaczenie izolowanego cholesterolu ma ograniczong
wartos¢ diagnostyczng. Jakkolwiek jego stezenie ma warto$¢
prognostyczng w wielu stanach klinicznych. Cholesterol jest
jednym z czynnikéw zwigzanych z tworzeniem sig¢ ognisk
miazdzycowych w zwigzku z obecnoscig hypercholesterole-
mii u pacjentow z powiktaniami miazdzycowymi. Kilka badan
epidemiologicznych wsréd mezczyzn powyzej 40 roku zycia
wykazato, ze ryzyko rozwoju choroby wiencowej serca u oséb
z poziomem cholesterolu we krwi ponizej 2,10 g/l jest 3 razy
mniejsze niz u osob 2,30 g/l i 6 razy mniejsze niz u oséb z
cholesterolem powyzej 2,60 g/l.

ZASADA DZIALANIA
Uktad reakcji jest nastepujacy:

CHE
estry cholesterolu ———=cholesterol + kwasy ttuszczowe
CHOD
cholesterol + O, — > cholest-4-en-3-on + H,O,

POD
H,O, + 4-AP + akceptor — = chinonoimina

DOSTARCZANE ODCZYNNIKI

S. Préba wzorcowa*: roztwor 2 g/l cholesterolu.

A. Odczynnik A: roztwor zawierajacy cholinoesteraze (CHE),
oksydaze cholesterolowg (CHOD), peroksydaze (POD),
4-aminoantypiryna (4-AP) oraz bufor Good‘'a zawierajgcy
fenol, cholan sodu w nastepujacych stezeniach:

CHE e >100 U/I

CHOD.. ...> 100 U/l
POD ... >1000 U/

NIEDOSTARCZANE ODCZYNNIKI
Calibrador A plus z Wiener lab.

INSTRUKCJA UZYCIA
Dostarczane odczynniki: gotowe do uzycia.

OSTRZEZENIA

Odczynniki wytgcznie do uzycia "in vitro".

Stosowac odczynniki zgodnie z procedurami dla laboratoriéw
klinicznych.

Odczynniki i materiat badany powinni by¢ odrzucone zgodnie
z lokalnymi przepisami.

TRWALOSC | WARUNKI PRZECHOWYWANIA
Dostarczone odczynniki: trwate w lodéwce w tempera-
turze 2-10°C do konca daty waznosci umieszczonej na
opakowaniu. Nie pozostawia¢ w wysokich temperaturach
na diuzszy czas.

BRAK TRWALOSCI | POGORSZENIE JAKOSCI
ODCZYNNIKOW

Slepe odczyty powyzej 0,160 O.D. wskazujg na pogorszenie
jakosci odczynnika A, ktérego nie nalezy stosowac.

MATERIAL BADANY

Surowica lub osocze.

a) Pobranie: pobra¢ w klasyczny sposoéb.

b) Substancje dodatkowe: do otrzymania osocza zaleca

sie zastosowanie wytgcznie heparyny jako antykoagulantu.

c) Znane interakcje:

- na test wptywajg klasyczne antykoagulanty z wyjgtkiem heparyny,

- nie stosowaé surowicy z widoczng lub znaczng hemolizg
ze wzgledu na mozliwosc¢ fatszywych wynikow,

- nie obserwowano interakc;ji z bilirubina do 80 mg/l, kwasem
askorbinowym do 75 mg/l, kwasem moczowym do 200 mg/I
oraz przy tagodnej hemolizie.

Sprawdz zrodto: Young, D.S. w sprawie wptywu lekéw w

tej metodzie.

d) Trwatosc¢ i instrukcja przechowywania: cholesterol w

surowicy jest trwaty bez konserwantéw co najmniej przez 1

tydzien w lodéwce i 2 miesigce w zamrazarce.

WYMAGANE MATERIALY | SPRZET

- Spektrofotometr lub fotokolorymetr.

- Mikropipety i pipety do pomiaru objetosci.
- Probowki lub kuwety do spektrofotometru.
- Laznia wodna o temp. 37°C.

- Stoper.

WARUNKI DLA PRZEPROWADZENIA TESTU

- Dtugosé fali 505 nm w spektrofotometrze lub 490-530 nm
w fotokolorymetrze z zielonym filtrem.

- Temperatura reakgji: 37°C

- Czas reakcji: 5 min.

- Objetos¢ probki: 10 ul

- Objetos¢ odczynnika: 1 ml

- Objetosc¢ koncowej reakcji: 1,01 ml

Objetosci Materiatu badanego i Odczynnik A mogg rézni¢

sie proporcjonalnie (np. 20 ul Materiatu badanego + 2 ml

Odczynnika A).

*Niedostarczane we wszystkich rozmiarach zestawow 861254524703 p. 7/9



PROCEDURA

W trzech probéwkach lub kuwetach spektrofotometrycz-
nych oznaczonych B (Blank - Préba slepa), S (Standard
-Prébka wzorcowa) oraz U (Unknown - Materiat niez-
nany), umiescic:

B S u
Préba wzorcowa - 10 ul -
Materiat badany - - 10 ul
Odczynnik A 1ml 1 ml 1 ml

Inkubowaé 5 minut w fazni wodnej przy temp. 37°C, lub
20 min. w temp. pokojowej (25°C). Odczyta¢ w spektro-
fotometrze przy dtugosci fali 505 nm lub 490-530 nm w
fotokolorymetrze z zielonym filtrem, ustawiajgc aparat na
zero przy probie Slepej.

TRWALOSC REAKCJI KONCOWEJ
Kolor reakcji koricowej jest trwaty przez 30 min, stad absor-
bancja powinna zosta¢ odczytana w tym czasie.

OBLICZENIA
cholesterol (g/l)=D x f

2,00 g/l
gdzie f= ————

KONWERSJA JEDNOSTEK SI

cholesterol (g/l) = cholesterol (mg/dl) x 0,01
cholesterol (mmol/l) = cholesterol (g/l) x 2,59
cholesterol (g/l) = cholesterol (mmol/dl) x 0,39

METODA KONTROLI JAKOSCI

Za kazdym razem gdy przeprowadzane jest badanie nalezy
przeprowadzi¢ prébe kontroli jakosci na dwoch poziomach
(Standatrol S-E 2 niveles) przy znanym poziomie stezenia
cholesterolu.

WARTOSCI REFERENCYJNE

Zespot Ekspertéw The National Cholesterol Education
Program (NCEP) zaproponowat nastepujgce wartosci re-
ferencyjne:

pozadane: < 2,00 g/l

granicznie wysokie: 2,00 - 2,39 g/l

wysokie: > 2,40 g/l

Zaleca sie dla kazdego laboratorium oznaczenie wtasnych
wartosci referencyjnych.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Zobacz znane interakcje w rozdziale MATERIAL.

Czynniki redukujgce zmniejszajg reakcje barwna, czynniki
utleniajgce zwigkszajg reakcje barwng zwigkszajgc pomiary
probki slepej.

Srodki powierzchniowo czynne, metale ciezkie, cyjanki sg
inhibitorami enzymow.

Nie stosowa¢ Materiatu wzorcowego w analizatorach auto-
matycznych ze wzgledu na zmiane napigcia powierzchniowe-
go surowicy przy zastosowaniu rozpuszczalnika. Zaleca sie
wykonanie cotygodniowe;j kalibracji lub za kazdym razem gdy
w wyniku przeprowadzonej kontroli (Standatrol S-E 2 niveles)
pojawiajg sie wartosci spoza zakresu normy.

CHARAKTERYSTYKA TESTU

a) Powtarzalnosé: przeprowadzono powtérzenia testu tej
samej probki w 10 réznych dniach, otrzymano nastepujace
wyniki:

Poziom S.D. C.V.
1,24 g/l + 0,043 g/l 3,49 %
3,314/l +0,115 g/l 3,48 %

b) Odzyskiwanie: dodajgc znane ilosci cholesterolu do
réznych surowic uzyskano odzysk pomiedzy 98-101% dla
poziomoéw cholesterolu pomiedzy 1,90 - 4,79 g/l.

c) Ograniczenia wykrywania: zalezg od zastosowanego
fotometru. Dla odczytu 0,001 O.D. minimalna wykrywalna
zmiana stezenia to ok. 0,0063 g/I.

d) Linijnosé: reakcja jest linijna do 5 g/l. Dla wyzszych
wartosci nalezy rozcienczy¢ w stosunku 1:2 z probg Slepg i
powtdrzy¢ odczyty mnozac korncowe wyniki przez 2.

PARAMETRY DLA ANALIZATOROW AUTOMATYCZNYCH
Nalezy zapozna¢ sie z instrukcjg obstugi celem progra-
mowania danego analizatora automatycznego.

Do kalibracji zastosowa¢ Calibrador A plus Wiener lab. zgo-
dnie z wymaganiami analizatora automatycznego.

WIENER LAB. DOSTARCZA

-4 x 100 ml + Préba wzorcowa (Nr kat. 1220114).
- 2 x 500 ml + Préba wzorcowa (Nr kat. 1220222).
- 6 x 60 ml (Nr kat. 1009308).

- 6 x 60 ml (Nr kat. 1009610).

- 6 x 55 ml (Nr kat. 1008157).

- 12 x 50 ml (Nr kat. 1009253).

- 4 x 40 ml (Nr kat. 1009802).
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SIMBOLOS // SIMBOLOS // SYMBOLS // OZNACZENIA

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagndéstico de Wiener lab. // Os seguintes simbolos
s&o utilizados nos kits de reagentes para diagndstico da Wiener lab. // The following symbols are used in the packaging for
Wiener lab. diagnostic reagents kits. // Nastgpujgce symbole sg zastosowane na opakowaniach zestawéw odczynnikéw
diagnostycznych.
Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagndstico
"in vitro"// Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia 98/79 CE para dispositivos médicos de diagnéstico "in vitro"//
This product fulfills the requirements of the European Directive 98/79 EC for "in vitro" diagnostic medical devices// Ten produkt spetnia
wymagania Dyrektywy Europejskiej 98/79 EC dla wyrobdéw medycznych uzywanych do diagnozy "in vitro"

C€

Representante autorizado en la Comunidad Europea// Representante autorizado na Comunidade Europeia// Authorized representative
in the European Community// Autoryzowany przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej

EEEQQ@QLEEV@D§§°—IQQ

o

Uso diagnostico "in vitro"// Uso médico-diagndstico "in vitro"// "In vitro" diagnostic medical device// Wyréb do diagnostyki "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos// Conteudo suficiente para <n> testes// Contains sufficient for <n> tests// Zawarto$¢ wystar-

czajgca dla <n> badan

Fecha de caducidad// Data de validade// Use by// Uzy¢ przed

Limite de temperatura (conservar a)// Limite de temperatura (conservar a)// Temperature limitation (store at)// Ograniczenie dopusz-

czalnych temperatur

No congelar// Nao congelar// Do not freeze// Nie zamraza¢

Riesgo bioldgico// Risco bioldgico// Biological risks// Ryzyko biologiczne

Volumen después de la reconstitucion// Volume ap6s a reconstituigdo// Volume after reconstitution// Objeto$¢ po rozpuszczeniu

Contenido// Conteudo// Contents// Zawartosé

Numero de lote// Numero de lote// Batch code// numer serii

Elaborado por:// Elaborado por:// Manufactured by:// Wytwérca

Nocivo// Nocivo// Harmful// Substancja szkodliwa

Corrosivo / Céaustico // Corrosivo / Caustico // Corrosive / Caustic// Substancja zrace

Irritante// Irritante// Irritant// Substancja draznigca

Consultar instrucciones de uso// Consultar as instru¢des de uso// Consult instructions for use// Przed uzyciem zapoznac¢ sie z instrukcjg

Calibrador// Calibrador// Calibrator// Kalibrator

Control// Controle// Control// Préba kontrolna

Control Positivo// Controle Positivo// Positive Control// Proba kontrolna dodatnia

Control Negativo// Controle Negativo// Negative Control// Préba kontrolna ujemna

Numero de catalogo// Nimero de catalogo// Catalog number// Numer katalogowy
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