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Reagenty pro stanoveni koncentrace HDL cholesterolu.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich

CHOLESTEROL HDL

Kyselina wolframfosforeéna/Mg — chol.
Oxidaza/peroxidaza

ce

PRINCIP METODY
Lipoproteiny velmi nizké hustoty (VLDL) a nizké hustoty (LDL) ve
vzorku precipituji v pfitomnosti kyseliny wolframfosforecné a
hofe¢natych iontll. Ziskany supernatant obsahuje HDL &astice. HDL
cholesterol je poté méfen spektrofotometricky. Dé&j je popsan
prostiednictvim nize uvedenych spfazenych reakci'2.

chol. esterdza

Ester Cholesterolu + H,O > Cholesterol + Mastné kyseliny

chol. oxiddza

Cholesterol + 120, + H,0 > Cholestenon + H,0

peroxidaza

2 H,0,:4 — Aminoantipyrin +DCFS > Chinonimin + 4 H,0

OBSAH A SLOZENI

A.Reagent: 2 x 50 mL. Kyselina wolframfosfore¢na 0,4 mmol/L,
chlorid hoteé¢naty 20 mmol/L.

B.Reagent: 2 x 50 mL. PIPES (piperazin) 70 mmol/L, cholesterol
esteraza > 0,2 U/mL, cholesterol oxidaza > 0,1 U/mL, peroxidaza
> 1 U/mL, 4-aminoantipyrin 0,5 mmol/L, cholat sodny 0,5 mmol/L,
dichlorofenolsulfonat 4 mmol/L, pH 7,0.

S.HDL Cholesterol Standard: 1 x 5 mL. Cholesterol 15 mg/dL.
Vodny primarni standard.

SKLADOVANI
Skladuijte pfi 2-8°C.
Reagent a standard jsou stabilni do data expirace uvedené na Stitku
pokud jsou t&sné uzaviené a je zabranéno jejich kontaminaci b&hem
jejich pouziti.
Znamky zhorseni kvality:
Reagent: pfitomnost Castic, zakal, absorbance blanku vétsi jak
0,200 pfi 500 nm.( méfeno v 1 cm kyveté)
Standard: pfitomnost ¢astic, zakal

PRIPRAVA REAGENCIi
Reagent a standard (S) je pfipraven k pouziti - ready to use.

PRIDAVNA ZARIZENI
m Stolni centrifuga
m Termostabilni vodni lazen 37°C
m Analyzator, spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 500 nm + 20
nm

VZORKY
Sérum nebo plazma odebrana standardnim zpudsobem. Heparin,
EDTA, oxalat, nebo fluorid mize byt pouzity jako antikoagulant. HDL
cholesterol je ve vzorku stabilni 7 dni pfi 2-8°C.

POSTUP
Precipitace:
1. Pipetujte do oznaéenych centrifugaénich zkumavek: (Pozn.: 1)
Vzorek 0,2 mL
Reagent (A) 0,5mL

2. Promichejte a 10 minut inkubujte pfi pokojové teploté (16-25°C).
3. Centrifugujte 10 minut nejméné pfi 4000 ot/min.
4. Opatrné odeberte supernatant (Poznamka 2).

Kolorimetrie:
5. Vytemperujte Reagent B na pokojovou teplotu.
6. Pipetujte do oznacenych zkumavek: (Poznamka 3)

Blank Standard Vzorek
Destilovana voda 50 uL - -
HDL Cholesterol Standard (S) - 50 pL -
Supernatant vzorku - - 50 L
Reagent (B) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
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7. Promichejte a 30 minut inkubujte pfi pokojové teploté (16-25°C)
nebo 10 minut pfi 37°C.

8. Odectéte absorbanci (A) standardu a vzorku pfi 500 nm proti
blanku. Zbarveni je stabilni nejméné 30 minut.

VYPOCET
Koncentrace HDL cholesterolu ve vzorku se vypocita podle vzorce:

A vaork Yo
X C sundarau X Tedic faktor vzorku = C vowu

A standardu

Jestlize byl ke kalibraci standard HDL cholesterolu

(Poznamka 4):

pouzit

Sérum nebo plazma
x 52,5 = mg/dL HDL cholesterolu

x 1,36 = mmol/L HDL cholesterolu

A vaork

A sendard

REFERENCNi HODNOTY
Koncentrace HDL cholesterolu jsou znaéné proménlivé s vékem a
podle pohlavi. Nasledujici hodnoty cut-off byly doporu¢ené pro
identifikaci koronarnich arterialnich onemocnéni.
Do 35 mg/dL = 0,91 mmol/L Vysoka
> 60 mg/dL => 1,56 mmol/L Nizka

KONTROLA KVALITY:
Pro ovéfeni spravnosti méfeni se doporucuje pouzit biochemické
kontrolni sérum hladiny | (kéd. 18005 a 18009) pro verifikaci
laboratorniho méfeni.
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
- Detekéni limit: 3,0 mg/dL = 0,078 mmol/L
— Linearita: 150 mg/dL = 3,9 mmol/L.
— Opakovatelnost (within run):
Prdmérna koncentrace cv n
30 mg/dL = 0,78 mmol/L 33% 20
55 mg/dL = 1,42 mmol/L 2,0% 20
— Reprodukovatelnost (run to run):
Prdmérna koncentrace cv n
30 mg/dL = 0,78 mmol/L 42 % 25
55 mg/dL = 1,42 mmol/L 32% 25

- Spravnost: Vysledky ziskané touto soupravou nevykazovaly
systematické rozdily pfi porovnani s referenénimi reagenty
(Poznamka 4). Porovnavaci zkousky jsou k dispozici na vyzadani.

— Interference: Lipemie (triglyceridy 10 g/L) neinterferuji. Bilirubin
(10 mg/dL) a hemoglobin (5 g/L) mGze interferovat. Také nékteré
Iéky a dalsi latky mohou interferovat®.

Tyto metrologické charakteristiky byly ziskany na analyzatoru.
Vysledky se mohou li$it pfi pouziti rGznych analyzatort, nebo pfi
manualni metodé.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
HDL ma dulezitou funkci pfi odstrariovani cholesterolu z tkani a pfi
jeho transportu do jater, kde se odstranuje jako Zluc¢ové kyseliny.
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Snizené koncentrace plazmového HDL-cholesterou pozitivné koreluji
s vyskytem aterosklerotického onemocnéni, infarktu myokardu a
cerebrovaskularnich pfihod®®.

Existuji rdzna onemocnéni nebo jinych vlivd, které redukuji hladiny
HDL: akutni nebo chronickd hepatocelularni onemocnéni,
intravenézni  hyperalimentace, zavazna podvyZiva, diabetes,
chronickd  anemie, myeloproliferaéni  potize, Tangierovo
onemocnéni, analfalipoproteinemie, akutni stres, nékteré léky a
koufeni®®.

Klinicka diagnéza by vSak neméla byt uzaviena jen na zakladé
tohoto vysledku, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni
vysledky.

POZNAMKY

1. Objem vzorku a reagentu A mlze byt rizny, jestlize jsou

zachovany reakéni poméry.

2. Supernatant musi byt Ciry. Pfi zakalu, nebo jsou-li pozorovany
Castice, pridejte opét 0,5 mL Reagentu A, promichejte a
zcentrifugujte. Vynasobte ziskanou koncentraci fedénim = 1,7.

3. Tento reagent muze byt pouzity v riznych analyzatorech.
Aplikacni protokoly jsou k dispozici na vyzadani u distributora.

4. Kalibrace provedena vodnim standardem muze zpusobit
vychyleni (bias), specialné na nékterych analyzatorech. V téchto
pfipadech se doporuCuje udélat kalibraci za pouZiti sérového
standardu. (Kalibra¢ni serum, kod. 18011).
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