
Užsakymo informacija

Analizatorius (-iai), su kuriuo (-iais) galima naudoti
cobas c pakuotę (-es)

04399803 190 HDL-Cholesterol plus 3rd generation (200 tyrimų) Sistemos-ID
07 6833 2

COBAS INTEGRA 400 plus
COBAS INTEGRA 800

12172623 122 C.f.a.s. Lipids (3 × 1 mL) Sistemos-ID
07 6570 8

12172623 160 C.f.a.s. Lipids (3 × 1 mL, skirta JAV) Sistemos-ID
07 6570 8

10781827 122 Precinorm L (4 × 3 mL) Sistemos-ID
07 9026 5

11778552 122 Precipath HDL/LDL-C (4 × 3 mL) Sistemos-ID
07 9028 1

05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 × 5 mL) Sistemos-ID
07 7469 3

05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 × 5 mL) Sistemos-ID
07 7469 3

05947626 160 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 × 5 mL, skirta JAV) Sistemos-ID
07 7469 3

05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 × 5 mL) Sistemos-ID
07 7470 7

05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 × 5 mL) Sistemos-ID
07 7470 7

05947774 160 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 × 5 mL, skirta JAV) Sistemos-ID
07 7470 7

20756350 322 NaCl Diluent 9 % (6 × 22 mL) Sistemos-ID
07 5635 0

Lietuvių
Sistemos informacija
Tyrimas HDLC3, tyrimo ID 0‑331 COBAS INTEGRA 400 plus sistemose;
tyrimo ID 0‑333 COBAS INTEGRA 800 sistemose

Paskirtis
Kiekybinis in vitro tyrimas, skirtas DTL-cholesterolio koncentracijos
nustatymui serume ir plazmoje, naudojant COBAS INTEGRA sistemas.

Santrauka
Didelio tankio lipoproteinai (DTL) yra atsakingi už atgalinę cholesterolio
pernašą iš periferinių ląstelių į kepenis. Čia cholesterolis yra verčiamas į
tulžies rūgštis, kurios išskiriamos į žarnyną per tulžies latakus.
DTL‑cholesterolio koncentracijos serume stebėsena yra kliniškai svarbi,
kadangi egzistuoja atvirkštinė koreliacija tarp DTL‑cholesterolio
koncentracijos serume ir aterosklerozės rizikos. Padidėjusi
DTL‑cholesterolio koncentracija saugo nuo koronarinės širdies ligos, tuo
tarpu sumažėjusi DTL‑cholesterolio koncentracija, ypač kartu su
padidėjusia trigliceridų koncentracija, didina širdies ir kraujagyslių ligų riziką.
1 Buvo sukurtos strategijos, skirtos DTL‑koncentracijos didinimui, siekiant
išgydyti širdies ir kraujagyslių ligas.2,3

Yra įvairių metodų, skirtų DTLcholesterolio koncentracijos nustatymui, kurie
apima ultracentrifugavimą, elektroforezę, HPLC, precipitacinius metodus ir
tiesioginius metodus. Iš šių metodų, tiesioginiai metodai yra naudojami
kasdienėje praktikoje. DTL-cholesterolio koncentracijos nustatymui serume
buvo pasiūlyti keli tiesioginio nustatymo būdai, apimantys magnetiškai
aktyvių dalelių, kaip polianijonų metalų kombinacijos ir polietileno glikolio
(PEG) su anti-apoproteino B ir anti-apoproteino CIII antikūnais naudojimą.
Šis automatizuotas metodas tiesioginiam DTL-cholesterolio koncentracijos
plazmoje ir serume nustatymui naudoja PEG-modifikuotus fermentus ir
dekstrano sulfatą. Modifikavus cholesterolio esterazę ir cholesterolio
oksidazę naudojant PEG, joms būdingas selektyvus katalitinis aktyvumas
lipoproteinų frakcijoms, reaktyvumui didėjant tokia tvarka:
MTL < LMTL ≈ chilomikronai < DTL.4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16

Valgiusių žmonių mėginių rezultatai yra šiek tiek mažesni, nei nevalgiusių.
Panašūs valgiusių žmonių mėginių rezultatai buvo stebėti naudojant beta
kiekybinio įvertinimo metodą.17,18,19

Roche tiesioginis DTL-cholesterolio tyrimas atitinka 1998 metų National
Institutes of Health (NIH) / National Cholesterol Education Program (NCEP)
priimtino veiksmingumo tikslus.20 Šio metodo rezultatai koreliuoja su
rezultatais, gautais naudojant precipitacinius metodus ir ultracentrifugavimo
metodą.
COBAS INTEGRA HDL-Cholesterol plus 3rd generation kasetė yra sukurta
tiesioginiam specifiškam DTL-cholesterolio koncentracijos nustatymui,
esant MTL, LMTL ir chilomikronų. Mėginių paruošimas nėra reikalingas.
Tyrimo principas4,5

Homogeninis fermentinis kolorimetrinis tyrimas.
Esant magnio jonų ir dekstrano sulfato, susidaro vandenyje tirpių MTL,
LMTL ir chilomikronų kompleksai, kurie yra atsparūs PEG-modifikuotiems
fermentams. DTL-cholesterolio koncentracija yra nustatoma fermentiškai,
veikiant cholesterolio esterazei ir cholesterolio oksidazei, prie amino grupių
sujungtoms su PEG (apytiksliai 40 %). Cholesterolio esteriai veikiant
cholinesterazei yra kiekybiškai skaidomi į laisvą cholesterolį ir riebalų
rūgštis. Esant deguonies, cholesterolis veikiant cholesterolio oksidazei yra
oksiduojamas į Δ4‑cholestenoną ir vandenilio peroksidą.

DTL-cholesterolio esteriai + H2O
PEG-cholesterolio

esterazė DTL-cholesterolis +
RCOOH

DTL-cholesterolis + O2

PEG-cholesterolio

oksidazė Δ4-cholestenonas + H2O2

2 H2O2 + 4‑aminoantipirinas + HSDAa) + H+ + H2O
peroksidazė

violetinismėlynas pigmentas +5 H2O

a) Natrio N‑(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoksianilinas
Susidariusio mėlyno chinono imino spalvos intensyvumas yra tiesiogiai
proporcingas DTL-cholesterolio koncentracijai. Jis nustatomas matuojant
absorbcijos padidėjimą ties 583 nm.
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Reagentai - darbiniai tirpalai

R1 HEPES buferis: 10.07 mmol/L; CHES: 96.95 mmol/L, pH 7.4;
dekstrano sulfatas: 1.5 g/L; magnio nitrato heksahidratas:
> 11.7 mmol/L; HSDA: 0.96 mmol/L; askorbato oksidazė
(Eupenicillium rūšis, rekombinantinė): > 50 µkat/L; peroksidazė
(krienų): > 16.7 μkat/L; konservantas

SR HEPES buferis: 10.07 mmol/L, pH 7.0; PEG‑cholesterolio esterazė
(Pseudomonas rūš.): > 3.33 μkat/L; PEG‑cholesterolio oksidazė
(Streptomyces r., rekombinantinė): > 127 µkat/L; peroksidazė
(krienų): > 333 μkat/L; 4‑amino‑antipirinas: 2.46 mmol/L;
konservantas

R1 yra B pozicijoje, o SR yra C pozicijoje.

Atsargumo priemonės ir įspėjimai
Atkreipkite dėmesį į atsargumo priemones ir įspėjimus išvardytus šio
pakuotės lapelio 1 skyriuje/ įžangoje.

Reagentų paruošimas
Paruoštas naudojimui
Cholesterolio reagentui būdinga rožinė spalva nedaro poveikio tyrimui.

Laikymo sąlygos ir stabilumas

Tinkamumo laikas 2‑8 °C temperatūroje Žr. galiojimo datą ant
cobas c pakuotės
etiketės

COBAS INTEGRA 400 plus sistema

Naudojant analizatoriuje 10‑15 °C
temperatūroje

12 savaitės

COBAS INTEGRA 800 sistema

Naudojant analizatoriuje 8 °C temperatūroje 12 savaitės

Mėginių surinkimas ir paruošimas
Mėginių surinkimui ir paruošimui naudokite tik tinkamus mėgintuvėlius ar
surinkimo talpyklas.
Buvo patikrinti ir yra priimtini tik toliau išvardyti mėginiai.
Serumas
Plazma: K3‑EDTA; Li‑, NH4

+‑ ir Na‑heparino plazma
EDTA plazma sąlygoja sumažėjusius rezultatus.21 (Žr. pastabą NCEP gairių
skyriuje.)
Gali būti naudojami nevalgiusio ir valgiusio žmogaus mėginiai.18

Išvardintų rūšių mėginiai buvo tiriami, pasirinkus tyrimo metu rinkoje
buvusius mėgintuvėlius, t.y. nebuvo patikrinti visų gamintojų mėgintuvėliai.
Įvairių gamintojų mėginių surinkimo sistemose gali būti skirtingų medžiagų,
kurios kai kuriais atvejais gali paveikti tyrimo rezultatus. Jei mėginius
apdorojate pirminiuose mėgintuvėliuose (mėginių surinkimo sistemose),
laikykitės mėgintuvėlių gamintojo instrukcijų.
Prieš atlikdami tyrimą, mėginius su nuosėdomis centrifuguokite.

Stabilumas:19 7 dienos 2‑8 °C temperatūroje

30 dienų ‑70 °C temperatūroje

Pranešta, kad EDTA stabilizuoja lipoproteinus.22

Pateiktos medžiagos
Apie reagentus skaitykite skyriuje „Reagentai - darbiniai tirpalai“.

Reikalingos (bet nepateikiamos) medžiagos
NaCl Diluent 9 %, Kat. Nr. 20756350 322, sistemos‑ID 07 5635 0, skirtas
automatiniam skiedimui. NaCl Diluent 9 % yra patalpinamas į iš anksto jam
skirtą stovo vietą ir yra stabilus 4 savaites COBAS INTEGRA 400 plus/800
analizatoriuose. 

Tyrimas
Kad tyrimas būtų atliktas tinkamai, laikykitės šiame dokumente pateiktų
analizatoriaus naudojimo instrukcijų. Specifines analizatoriui tyrimo
instrukcijas skaitykite atitinkamame naudotojo vadove.

Pritaikymas serumui ir plazmai

COBAS INTEGRA 400 plus tyrimo apibūdinimas

Matavimo režimas Absorbcija

Abs. skaičiavimo režimas Galutinio taško

Reakcijos režimas R1-S-SR

Reakcijos kryptis Padidėjimas

Bangos ilgis A/B 583/659 nm

Kalk. pirmas/paskutinis 33/69

Vienetas mmol/L

Išpilstymo parametrai

Skiediklis (H2O)

R1 150 µL

Mėginys 2.5 µL 7.0 µL

SR 50 µL

Bendras tūris 209.5 µL

COBAS INTEGRA 800 tyrimo apibrėžimas

Matavimo režimas Absorbcija

Abs. skaičiavimo režimas Galutinio taško

Reakcijos režimas R1-S-SR

Reakcijos kryptis Padidėjimas

Bangos ilgis A/B 583/659 nm

Kalk. pirmas/paskutinis 44/98

Vienetas mmol/L

Išpilstymo parametrai

Skiediklis (H2O)

R1 150 µL

Mėginys 2.5 µL 7.0 µL

SR 50 µL

Bendras tūris 209.5 µL

Kalibravimas

Kalibratorius C.f.a.s. Lipids

Kaip nulinį kalibratorių naudokite
dejonizuotą vandenį.

Kalibravimo režimas Tiesinė regresija

Kalibravimo pakartojimas Rekomenduojamas dubliavimas

Kalibravimo intervalas Kiekvienai partijai ir kaip
reikalaujama kokybės kontrolės
procedūrose

Atsekamumas:19 Šis metodas buvo standartizuotas pagal CDC pamatinį
metodą (paskirtas palyginimasis metodas).20 Standartizacija atitinka “HDL
Cholesterol Method Evaluation Protocol for Manufacturers” iš US National
Reference System for Cholesterol, CRMLN (Cholesterol Reference Method
Laboratory Network), 1994 metų lapkritis, reikalavimus.

Kokybės kontrolė

Normalių reikšmių intervalas Precinorm L arba
PreciControl ClinChem Multi 1

Patologinių reikšmių intervalas Precipath HDL/LDL-C arba
PreciControl ClinChem Multi 2

Kontrolės intervalas Rekomenduojama 24 valandos
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Kontrolės seka Nustatoma vartotojo

Kontrolė po kalibravimo Rekomenduojama

Kokybės kontrolei, naudokite medžiagas išvardintas „Užsakymo
informacija“ skyriuje. Papildomai galima naudoti kitą tinkamą kontrolinę
medžiagą.
Kontrolės intervalai ir apribojimai turėtų atitikti kiekvienos laboratorijos
individualius reikalavimus. Gautos reikšmės turėtų patekti į nustatytas ribas.
Kiekviena laboratorija turi numatyti korekcines priemones, kurių reiktų imtis,
reikšmėms nepatekus į nustatytas ribas.
Vadovaukitės nustatytais valstybiniais ir vietiniais reikalavimais kokybės
kontrolei užtikrinti.
Kokybės kontrolės medžiagos yra skirtos tik glaudumo ir tikslumo
stebėsenai. Laboratory Standardization Panel (LSP) iš National Cholesterol
Education Program Jungtinėse Amerikos Valstijose rekomenduoja dviejų
koncentracijų kontrolines medžiagas, vienas normos ribose (0.9‑1.7 mmol/L
arba 35‑66 mg/dL) ir kitas, kurių koncentracija artima terapinių sprendimų
priėmimo intervalui (<0.9 mmol/L arba <35 mg/dL).

Skaičiavimas
COBAS INTEGRA analizatoriai automatiškai apskaičiuoja kiekvieno
mėginio analitės koncentraciją. Išsamesnės informacijos ieškokite duomenų
analizės (angl. Data Analysis) skiltyje internetinėje pagalboje (angl. Online
Help) (COBAS INTEGRA 400 plus/800 analizatoriai).

Perskaičiavimo daugikliai: mmol/L × 38.66 = mg/dL

mg/dL × 0.0259 = mmol/L

Apribojimai - poveikiai23

Kriterijus: atkartojamumas ± 10 % pradinės reikšmės ribose.
Serumas, plazma
Gelta:24 Jokio reikšmingo poveikio, konjuguoto bilirubino I indekso reikšmei
esant iki 47b), o nekonjuguoto bilirubino iki 60c) (apytikslė konjuguoto
bilirubino koncentracija: 804 µmol/L arba 47 mg/dL; apytikslė nekonjuguoto
bilirubino koncentracija: 1026 µmol/L or 60 mg/dL).
Šie teiginiai yra pagrįsti Glick modeliu. Žiūrėkite tolesnius komentarus,
esančius žemiau (nenormali kepenų funkcija).
Hemolizė:24 Jokio reikšmingo poveikio, H indekso reikšmei esant iki 1200d)

(apytikslė hemoglobino koncentracija: 745 µmol/L arba 1200 mg/dL).
Lipemija (Intralipidai):24 Jokio reikšmingo poveikio, L indekso reikšmei esant
iki 2000e). Jokios reikšmingo poveikio, natyvinių trigliceridų koncentracijai
esant iki 1200 mg/dL (13.7 mmol/L). Tarp L indekso (atitinka turbidiškumą)
ir trigliceridų koncentracijos koreliacija yra silpna.
Lipemijos poveikio teiginiai yra pagrįsti Glick modeliu24, kuriame kaip
dirbtinis substratas naudojami intralipidai. Iki šiol nėra modelio, kuris gali
imituoti trigliceridų poveikį, kadangi trigliceridų koncentracija pacientų
mėginiuose yra nenuspėjama, priklausomai nuo esterifikuotų riebalų
rūgščių mėginyje prigimties. Pacientų su padidėjusia trigliceridų
koncentracijai mėginiai dažniausiai yra labai lipemiški. Taigi naudotojai
negali patvirtinti trigliceridų, esančių paciento mėginiuose, poveikio.
Vaistai: nebuvo nustatyta jokios įtakos naudojant įprastus vaistus
terapinėmis koncentracijomis.25,26

Padidėjusi laisvų riebalų rūgščių ir denatūruotų baltymų koncentracija gali
sąlygoti klaidingai padidėjusius DTL-cholesterolio rezultatus.
Askorbo rūgštis iki 50 mg/dL (2.84 mmol/L) nedaro jokio poveikio.
Labai retais atvejais gamapatijos, ypač IgM tipo (Waldenström
makroglobulinemija), gali sąlygoti nepatikimus rezultatus.27

Sutrikusi kepenų funkcija veikia lipidų metabolizmą; tuomet DTL ir MTL
rezultatai yra ribotos diagnostinės vertės. Kai kurių pacientų, kurių kepenų
funkcija nenormali, HDL‑C plus 3rd generation rezultatai gali reikšmingai
skirtis nuo rezultatų, gautų naudojant pripažintus pamatinius metodus, kaip
ultracentrifugavimą ar DCM (paskirtą palyginimąjį metodą, angl. designated
comparison method).
Diagnozuojant, rezultatai visada turėtų būti vertinami kartu su paciento
anamneze, fizinio ištyrimo duomenimis ir kitais radiniais.
b) Matuota DTL‑C koncentracijai esant iki 1.09 mmol/L (42.1 mg/dL)
c) Matuota DTL‑C koncentracijai esant iki 1.14 mmol/L (44.1 mg/dL)
d) Matuota DTL‑C koncentracijai esant iki 1.42 mmol/L (54.9 mg/dL)
e) Matuota DTL‑C koncentracijai esant iki 0.90 mmol/L (34.8 mg/dL)

REIKALINGI VEIKSMAI
Speciali plovimo programa: Specialių plovimo žingsnių naudojimas yra
būtinas, kai COBAS INTEGRA  analizatoriuose kartu atliekamos tam tikrų
tyrimų kombinacijos. Detalesnių instrukcijų ir vėliausios papildomo plovimo
ciklo sąrašo versijos ieškokite CLEAN metodo lape.
Esant reikalui prieš pranešant šio tyrimo rezultatus turi būti įvykdoma
speciali plovimo/pernašos išvengimo programa.
Apribojimai ir reikšmių ribos
Matavimų ribos
0.08‑3.10 mmol/L (3‑120 mg/dL)
Didesnės koncentracijos mėginius tirkite naudodami pakartotinio tyrimo
funkciją. Naudojant pakartotinio tyrimo funkciją, mėginių skiedimo santykis
yra 1:4. Rezultatai, gauti iš mėginių, atskiestų naudojant pakartotino tyrimo
funkciją, yra automatiškai padauginami iš faktoriaus 4.f)

Matavimo reikšmių apatinės ribos
Apatinė nustatymo riba:
0.08 mmol/L (3 mg/dL)
Apatinė nustatymo riba parodo žemiausią išmatuojamą analitės
koncentraciją, kurią galima atskirti nuo nulio. Ji apskaičiuojama kaip
reikšmė, esanti 3 standartiniais nuokrypiais aukščiau nulinio mėginio
(nulinis mėginys + 3 SD, atkartojamumas, n = 21).
f) Negalima naudoti skiedimo faktoriaus < 4.

Tikėtinos reikšmės

Jokios rizikos Vidutinė rizika Didelė rizika

Vyrai28,29,30

mg/dL
mmol/L

> 55
> 1.45

35‑55
0.90‑1.45

< 35
< 0.90

Moterys28,29,30

mg/dL
mmol/L

> 65
> 1.68

45‑65
1.15‑1.68

< 45
< 1.15

National Cholesterol Education Program (NCEP) gairės31

< 40 mg/dL (1.04 mmol/L): Maža DTL‑cholesterolio koncentracija
(pagrindinis KŠL rizikos veiksnys)
≥ 60 mg/dL (1.55 mmol/L): Didelė DTL‑cholesterolio koncentracija
("neigiamas" KŠL rizikos veiksnys)
DTL‑cholesterolio koncentraciją veikia daugelis faktorių, pvz.: rūkymas,
fizinis aktyvumas, hormonai, lytis ir amžius.
Kiekviena laboratorija turėtų įvertinti tikėtinų reikšmių tinkamumą savų
pacientų populiacijai ir, jei būtina, nustatyti savo rekomenduojamas
reikšmes.
National Cholesterol Education Program (NCEP) gairės yra pagrįstos
serumo reikšmėmis, taigi klasifikuojant pacientus turėtų būti naudojamas
serumas arba serumo ekvivalentas. Taigi NCEP rekomenduoja 1.03
faktorių, skirtą EDTA-plazmos reikšmių pavertimui į serumo reikšmes. Visgi
mūsų tyrimai atskleidė, kad HDL‑C plus 3rd generation reagentui turėtų būti
naudojamas 1.06 faktorius. Kad būtų laikomasi 1998 NCEP < 5 %
nuokrypio tikslų, rekomenduojame, kad kiekviena laboratorija validuotų šį
konversijos faktorių ir įvestų jį į tyrimo parametrus, skirtus HDL‑C plus 3rd
generation.

Specifiniai tyrimo atlikimo duomenys
Toliau pateikiami atitinkamų COBAS INTEGRA analizatorių tyrimo
charakteristikų duomenys. Atskirose laboratorijose gauti rezultatai gali
skirtis.
Šią procedūrą sertifikavo Cholesterol Reference Method Laboratory
Network.

Glaudumas
Glaudumas buvo nustatytas naudojant žmonių mėginius ir kontrolines
medžiagas, pagal vidinį protokolą, su atkartojamumu (n = 21) ir tarpiniu
glaudumu (1 lygi dalis per vieną tyrimą, 1 tyrimas per dieną, 21 diena). 
Buvo gauti šie rezultatai:

1 koncentracija Level 2

Vidurkis 0.90 mmol/L
(34.8 mg/dL)

2.8 mmol/L
(108 mg/dL)
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1 koncentracija Level 2

CV atkartojamumo 1.13 % 0.44 %

Level 1 Level 2

Vidurkis 0.80 mmol/L
(30.9 mg/dL)

1.6 mmol/L
(61.9 mg/dL)

CV tarpinio glaudumo 1.0 % 0.7 %

Metodų palyginimas
Žmogaus serumo ir plazmos DTL‑cholesterolio reikšmės, gautos
COBAS INTEGRA 800 analizatoriuje, naudojant COBAS INTEGRA
HDL‑Cholesterol plus 3rd generation reagentą (y), buvo palygintos su
atitinkamu reagentu Roche/Hitachi 917 analizatoriuje (x).

Roche/Hitachi 917 analizatorius Imties dydis (n) = 55

Passing/Bablok32 Tiesinė regresija

y = 0.9836 x - 0.0475 mmol/L y = 0.9859 x - 0.0463 mmol/L

τ = 0.9710 r = 0.9985

SD (md 95) = 0.038 Sy.x = 0.019

Mėginių koncentracijos buvo nuo 0.19 iki 2.48 mmol/L (7.35 ir 95.9 mg/dL).
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visada naudojamas taškas, skiriantis sveikąjį skaičių nuo dešimtainės
trupmenos skaitmenų. Tūkstančių skyrikliai nenaudojami.
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