HOLESTEROL

Ref: HOL-200; HOL-500; HOL-600

Bioanalytica

UPOTREBA
Reagens se koristi za odredivanje koncentracije holesterola u
serumu ili plazmi.

METODA
CHOD-PAP spektrofotometrijski metod.

KLINICKI ZNACAJ

Koncentracije holesterola su bitne za dijagnozu i klasifikaciju
hiperlipoproteinemija. Stres, godine, pol, hormonski balans i
trudnoca utiCu na fizioloSki nivo holesterola, a nizak nivo holesterola
ukazuje na disfunkciju jetre.

PRINCIP ODREDIVANJA

Predlozena metoda se zasniva na hidrolizi holesterol estara (na C-3)
do holesterola i masnih kiselina, pod dejstvom holesterolesteraze
(CHE). Slobodan holesterol i holesterol osloboden iz estara
oksidiSu se kiseonikom, pod uticajem holesteroloksidaze (CHOD),
do holest-4-en-3-on uz izdvajanje hidrogenperoksida. Oksidativhom
kondenzacijom hidrogen donora — fenola sa reagensom za
kuplovanje - 4-amino antipirinom (4-AA) i hidrogenperoksidom, u
prisustvu peroksidaze (POD), nastaje hromogen hinonimin sa
maksimumom apsorbancije na 500 nm ™3

CHE

Holesterol estri + H,0 — Holesterol + Masne Kkis.
CHOD

Holesterol + 0, — Holest — 4en — 3on + H,0,

POD
2H,0, + 4AAP + Fenol — Hinonimin + 4H,0

REAGENSI

Holesterol, Ref:HOL-200 se sastoji od 1 reagensa i 1 standarda:
Reagens 1 (Rg.1) 2 x 100 mL

Standard Holesterola 1x3mL

Holesterol, Ref:HOL-500 se sastoji od 1 reagensa i 1 standarda:
5 x 100 mL
Standard Holesterola 1x3mL

Reagens 1 (Rg.1)

Holesterol, Ref:HOL-600 se sastoji od 1 reagensa i 1 standarda:

Reagens 1 (Rg.1) 6 x 100 mL

Standard Holesterola 1x3mL

SASTAV REAGENASA

Rg.1 Pipes pufer pH 6,80 50 mmol/L
Fenol 10 mmol/L
POD >1 KU/L
4-AA 0,75 mmol/L
CHE > 400 U/L
CHOD > 400 U/L

Standard holesterola
Koncentracija je navedena na bocici

UPOZORENJE

1. Koristiti isklju€ivo za dijagnostiku in vitro.

2. Voditi racuna o propisanoj eliminaciji otpada. Ako se odbacuje u
kanalizaciju, isprati velikom koli¢inom vode.

3. Da bi se izbegla kontaminacija koristiti Cist pribor ili laboratorijsku
opremu za jednokratnu upotrebu.

PRIPREMA REAGENSA
Reagensi su spremni za upotrebu.

STABILNOST REAGENSA
Originalno pakovan reagens stabilan je do isteka roka oznacenog na
bogici, ako se ¢uva na propisanoj temperaturi.

UZORCI
Kao uzorak koristiti serum; plazmu pripremljenu sa heparinom ili
EDTA.
Stabilnost : 7 dana na 20-25 °C
7 dana na 4-8 °C
3 meseca na -20 °C.

DODATNI POTREBNI MATERIJALI
Opésta laboratorijska oprema i rastvori
- Multikalibrator Ref: KLB-012 4x3 mL
- Kontrolni serum N Ref: KSN-020 4x5 mL

- Kontrolni serum P Ref: KSP-020 4x5 mL

ANALITICKA PROCEDURA

Analiticki parametri testa:

Talasna duzina : 1°/2° 505/660 nm

Kiveta : 1cm

Temperatura : 37°C

Odnos : uzorak / reagens 1/100

Reakcija : End Point

Inicijalna A reagensa : < 0.2 Abs

Pipetirati u epruvete :

Auz Ast Asp

Uzorak 10 yL - -
Standard - 10 uL -
Destilovanu vodu - - 10 L
Rg.1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Promesati reakcionu smesu i inkubirati 5 minuta na 37°C ili 10
minuta na temperaturi od 20°- 30°C, a zatim izmeriti apsorbancije
uzorka (Auz) i standarda (Asp) prema slepoj probi reagensa
(Asp).Merenja apsorbancija izvrsiti u toku 30 minuta na A = 505 nm.

KALIBRACIJA

Za kalibraciju koristiti standard holesterola ili multikalibrator

Tip kalibracione krive : Linearan

Rekalibraciju vrsiti :

- nakon promene serije reagensa

- ukoliko su dobijene vrednosti kontrola izvan prihvatljivog opsega

KONTROLA KVALITETA
Za kontrolu kvaliteta preporucuje se kori§éenje kontrolnih seruma.
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IZRACUNAVANJE

Auz
c=——-C mmol /L
Ast CST ( )

REFERENTNE VREDNOSTI
Smatra se da su sledece koncentracije serumskog holesterola
znaCajne u odnosu na rizik nastanka koronarnih oboljenja:

Normalne < 5.7 mmol/L
Grani¢ne vrednosti 5.7-6.6 mmol/L
Visoke vrednosti > 6.6 mmol/L

Bilo bi pozeljno da svaka laboratorija utvrdi sopstvene referentne
vrednosti.

ANALITICKE KARAKTERISTIKE TESTA
Parametri validacije su izraCunati na osnovu rezultata ispitivanja na
analizatorima Roche 902 i Abbott —Alcion.

Opseg merenja

Od 0,10 do 16,0 mmol/L holesterola.

Ukoliko je koncentracija holesterola ve¢a od 16,0 mmol/L, uzorke
razblaziti fizioloSkim rastvorom 1+ 2 i dobijeni rezultat pomnoziti sa
3.

Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ)
LoD = 0,02 mmol/L
LoQ = 0,10 mmol/L

Osetljivost odredivanja (S)
S=A/c= 0,066 AAbs po mmol/L

Interferencije

Na odredivanje holesterola ne utiéu slede¢e supstance:
bilirubin ¢ <200 pmol/L (11,7 mg/dL)
hemoglobin c<5,0g/lL

trigliceridi ¢ < 11,3 mmol/L (1000 mg/dL).

Preciznost odredivanja
Reproducibilnost unutar serije

Uzorak 1 Xsr=2,46 Sd = 0,06 KV=241%

Uzorak 2 Xsr=5,19 Sd =0,08 KV =1,62 %
Reproducibilnost izmedu serija

Uzorak 1 Xsr=2,49 Sd =0,07 KV =2,86 %

Uzorak 2 Xsr=5,19 Sd =0,11 KV=214%

Korelacija

Uradena je komparativna analiza*® izmedu metode firme
BIOANALYTICA i komercijalnog testa druge firme (45 uzoraka).
Dobijeni su sledeci parametri linearne regresione analize:

Linearna regresija
y =1,002 x - 0,0221
r=0,9994
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