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HDLC3

DTL cholesterolis, 3-ia karta
Uzsakymo informacija

cobas’

Substratai

Analizatorius (-iai), su kuriuo (-iais
galima naudoﬁi cgbas c pakugte (-)es)
04399803 190 HDL-Cholesterol plus 3rd generation (200 tyrimy) Sistemos-ID 07 6833 2 gggﬁg :mgggﬁ ggg plus
12172623 122 C.f.a.s. Lipids (3 x 1 mL) Sistemos-ID 07 6570 8
12172623 160 C.f.a.s. Lipids (3 x 1 mL, skirta JAV) Sistemos-ID 07 6570 8
10781827 122 Precinorm L (4 x 3 mL) Sistemos-ID 07 9026 5
11778552 122 Precipath HDL/LDL-C (4 x 3 mL) Sistemos-ID 07 9028 1
05117003 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7469 3
05947626 190 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7469 3
05947626 160 PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, skirta JAV) Sistemos-ID 07 7469 3
05117216 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7470 7
05947774 190 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) Sistemos-ID 07 7470 7
05947774 160 PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, skirta JAV)  Sistemos-ID 07 7470 7
20756350 322 NaCl Diluent 9 % (6 x 22 mL) Sistemos-ID 07 5635 0

Lietuviy Tyrimo principas*®

Sistemos informacija

Tyrimas HDLCS3, 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 uz atgaline cholesterolio
pemasg i$ periferiniy Igsteliy j kepenis. Cia cholesterolis yra verciamas
tulZies rugstis, kurios iSskiriamos j Zamyna per tulZies latakus.
DTL-cholesterolio koncentracijos serume stebésena yra kliniskai svarbi,
kadangi egzistuoja atvirkstiné koreliacija tarp DTL-cholesterolio
koncentracijos serume ir aterosklerozés rizikos. Padidéjusi
DTL-cholesterolio koncentracija saugo nuo koronarinés Sirdies ligos, tuo
tarpu sumazéjusi DTL-cholesterolio koncentracija, ypac kartu su
padidéjusia trigliceridy koncentracija, didina Sirdies ir kraujagysliy ligy rizika.
T Buvo sukurtos strategijos, skirtos DTL-koncentracijos didinimui, siekiant
iSgydyti Sirdies ir kraujagysliy ligas.>?

Yra jvairiy metody, skirty DTLcholesterolio koncentracijos nustatymui, kurie
apima ultracentrifugavima, elektroforeze, HPLC, precipitacinius metodus ir
tiesioginius metodus. 1§ 8iy metody, tiesioginiai metodai yra naudojami
kasdienéje praktikoje. DTL-cholesterolio koncentracijos nustatymui serume
buvo pasiulyti keli tiesioginio nustatymo budai, apimantys magnetiskai
aktyviy daleliy, kaip polianijony metaly kombinacijos ir polietileno glikolio
(PEG) su anti-apoproteino B ir anti-apoproteino CllI antikiinais naudojima.

Sis automatizuotas metodas tiesioginiam DTL-cholesterolio koncentracijos
plazmoje ir serume nustatymui naudoja PEG-modifikuotus fermentus ir
dekstrano sulfatg. Modifikavus cholesterolio esteraze ir cholesterolio
oksidaze naudojant PEG, joms budingas selektyvus katalitinis aktyvumas
lipoproteiny frakcijoms, reaktyvumui didéjant tokia tvarka:

MTL < LMTL = chilomikronai < DTL.#56.7:89,10,11,12,13,14,15,16

Valgiusiy Zmoniy méginiy rezultatai yra Siek tiek mazesni, nei nevalgiusiy.
Panass valgiusiy zmoniy méginiy rezultatai buvo stebéti naudojant beta
kiekybinio jvertinimo metoda.!’18

Roche tiesioginis DTL-cholesterolio tyrimas atitinka 1998 mety National
Institutes of Health (NIH) / National Cholesterol Education Program (NCEP)
priimtino veiksmingumo tikslus.'® Sio metodo rezultatai koreliuoja su
rezultatais, gautais naudojant precipitacinius metodus ir ultracentrifugavimo
metoda.

COBAS INTEGRA HDL-Cholesterol plus 3-ios kartos cobas ¢ pakuoté yra
sukurta tiesioginiam specifiSkam DTL-cholesterolio koncentracijos
nustatymui, esant MTL, LMTL ir chilomikrony. Méginiy paruo$imas néra
reikalingas.

Homogeninis fermentinis kolorimetrinis tyrimas.

Esant magnio jony ir dekstrano sulfato, susidaro vandenyje tirpiy MTL,
LMTL ir chilomikrony kompleksai, kurie yra atspariis PEG-modifikuotiems
fermentams. DTL-cholesterolio koncentracija yra nustatoma fermentiskai,
veikiant cholesterolio esterazei ir cholesterolio oksidazei, prie amino grupiy
sujungtoms su PEG (apytiksliai 40 %). Cholesterolio esteriai veikiant
cholinesterazei yra kiekybiSkai skaidomi j laisvg cholesterolj ir riebaly
rigstis. Esant deguonies, cholesterolis veikiant cholesterolio oksidazei yra
oksiduojamas j A4-cholestenong ir vandenilio peroksida.

PEG-cholesterolio

esterazé

DTL-cholesterolis +
RCOOH

DTL-cholesterolio esteriai + H,O

PEG-cholesterolio

oksidazé

DTL-cholesterolis + O, Ad-cholestenonas + H,0,

peroksidazé

2 H,0, + 4-aminoantipirinas + HSDA? + H* + H,0 E——

violetinismélynas pigmentas +5 H,0

a) Natrio N-(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoksianilinas

Susidariusio mélyno chinono imino spalvos intensyvumas yra tiesiogiai
proporcingas DTL-cholesterolio koncentracijai. Jis nustatomas matuojant
absorbcijos padidéjima ties 583 nm.

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 oksidazé
(Eupenicillium rasis, rekombinantiné): > 50 pkat/L; peroksidazé
(krieny): > 16.7 pkat/L; konservantas

HEPES buferis: 10.07 mmol/L, pH 7.0; PEG-cholesterolio esterazé
(Pseudomonas rus.): > 3.33 pkat/L; PEG-cholesterolio oksidazé
(Streptomyces r., rekombinanting): > 127 pkat/L; peroksidazé
(krieny): > 333 pkat/L; 4-amino-antipirinas: 2.46 mmol/L;
konservantas

SR

R1 yra B pozicijoje, 0 SR yra C pozicijoje.

Atsargumo priemonés ir jspéjimai

Atkreipkite démesj j atsargumo priemones ir jspéjimus iSvardytus Sio
pakuotés lapelio 1 skyriuje/ jZangoje.

Skirta JAV: Tik specialiam naudojimui.
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Reagenty paruoSimas
Paruo$tas naudojimui
Cholesterolio reagentui biidinga roziné spalva nedaro poveikio tyrimui.

Laikymo salygos ir stabilumas
Zr. galiojimo datg ant

cobas ¢ pakuotés
etiketés

Tinkamumo laikas 2-8 °C temperatiroje

COBAS INTEGRA 400 plus sistema

Naudojant analizatoriuje 10-15 °C
temperatiroje

COBAS INTEGRA 800 sistema
Naudojant analizatoriuje 8 °C temperatiroje 12 savaités

12 savaités

Méginiy surinkimas ir paruoSimas

Méginiy surinkimui ir paruoSimui naudokite tik tinkamus mégintuvélius ar
surinkimo talpyklas.

Buvo patikrinti ir yra priimtini tik toliau iSvardyti méginiai.

Serumas

Plazma: K5-EDTA,; Li-, NH4*- ir Na-heparino plazma

EDTA plazma salygoja sumazéjusius rezultatus.2 (Zr. pastabg NCEP gairiy
skyriuje.)

Gali bti naudojami nevalgiusio ir valgiusio Zmogaus méginiai.'

ISvardinty rasiy méginiai buvo tiriami, pasirinkus tyrimo metu rinkoje
buvusius mégintuvélius, t.y. nebuvo patikrinti visy gamintojy mégintuvéliai.
Jvairiy gamintojy méginiy surinkimo sistemose gali bati skirtingy medziagy,
kurios kai kuriais atvejais gali paveikti tyrimo rezultatus. Jei meginius
apdorojate pirminiuose megintuvéliuose (méginiy surinkimo sistemose),
laikykités mégintuvéliy gamintojo instrukcijy.

Prie$ atlikdami tyrima, méginius su nuosédomis centrifuguokite.

Stabilumas:?! 7 dienos 2-8 °C temperatiiroje

30 dieny -70 °C temperaturoje
Pranesta, kad EDTA stabilizuoja lipoproteinus.?
Pateiktos medziagos
Apie reagentus skaitykite skyriuje ,Reagentai - darbiniai tirpalai“.
Reikalingos (bet nepateikiamos) medziagos
NaCl Diluent 9 %, kat. Nr. 20756350322, sistemos-ID 07 5635 0, skirtas
automatiniam skiedimui. NaCl Diluent 9 % yra patalpinamas j i§ anksto jam

skirtg stovo vietg ir yra stabilus 4 savaites COBAS INTEGRA 400 plus/800
analizatoriuose.

Tyrimas
Kad tyrimas baty atliktas tinkamai, laikykités Siame dokumente pateikty

analizatoriaus naudojimo instrukcijy. Specifines analizatoriui tyrimo
instrukcijas skaitykite atitinkamame naudotojo vadove.

Pritaikymas serumui ir plazmai
COBAS INTEGRA 400 plus tyrimo apibtdinimas

Bendras tiris

cobas’

Substratai

209.5 L

COBAS INTEGRA 800 tyrimo apibrézimas

Matavimo reZimas

Abs. skaiciavimo rezimas
Reakcijos rezimas
Reakcijos kryptis

Bangos ilgis A/B

Kalk. pirmas/paskutinis
Vienetas

ISpilstymo parametrai

R1

Méginys

SR

Bendras tiris
Kalibravimas

Kalibratorius

Kalibravimo rezimas
Kalibravimo pakartojimas
Kalibravimo intervalas

Absorbcija
Galutinio tasko
R1-S-SR
Padidéjimas
583/659 nm
44/98

mmol/L

Skiediklis (H20)
150 L
2.5 L
50 L
209.5 pL

7.0l

C.f.a.s. Lipids

Kaip nulinj kalibratoriy naudokite
dejonizuotg vanden;.

Tiesiné regresija
Rekomenduojamas dubliavimas
Kiekvienai partijai ir kaip
reikalaujama kokybés kontrolés
procedurose

Atsekamumas:?' Sis metodas buvo standartizuotas pagal CDC pamatinj
metoda (paskirtas palyginimasis metodas).'® Standartizacija atitinka “HDL
Cholesterol Method Evaluation Protocol for Manufacturers” i§ US National
Reference System for Cholesterol, CRMLN (Cholesterol Reference Method
Laboratory Network), 1994 mety lapkritis, reikalavimus.

Kokybés kontrolé

Normaliy reikSmiy intervalas
Patologiniy reikSmiy intervalas

Kontrolés intervalas
Kontrolés seka
Kontrolé po kalibravimo

Precinorm L arba
PreciControl ClinChem Multi 1

Precipath HDL/LDL-C arba
PreciControl ClinChem Multi 2

Rekomenduojama 24 valandos
Nustatoma vartotojo
Rekomenduojama

Kokybés kontrolei, naudokite medziagas iSvardintas ,Uzsakymo

Matavimo rezimas Absorbcija informacija“ skyriuje. Papildomai galima naudoti kitg tinkama kontroling
Abs. skaiciavimo reZimas Galutinio tasko medziaga,

o .. Kontrolés intervalai ir apribojimai turéty atitikti kiekvienos laboratorijos
Reakcijos rezimas R1-S-SR individualius reikalavimus. Gautos reikSmés turéty patekti j nustatytas ribas.
Reakcijos kryptis Padidéjimas Kiekviena laboratorija turi numatyti korekcines priemones, kuriy reikty imtis,

o reikSméms nepatekus j nustatytas ribas.

Bangos ilgis A/B 583/659 nm Vadovaukités nustatytais valstybiniais ir vietiniais reikalavimais kokybés
Kalk. pirmas/paskutinis 33/69 kontrolei uZtikrinti.

; Kokybés kontrolés medZiagos yra skirtos tik glaudumo ir tikslumo
Vienetas mmol/L stebésenai. Laboratory Standardization Panel (LSP) i§ National Cholesterol
&ni ; Education Program Jungtinése Amerikos Valstijose rekomenduoja dviejy
ISpilstymo parametrai koncentracijy kontrolines medziagas, vienas normos ribose (0.9-1.7 mmol/L

Skiediklis (H,0) arba 35-66 mg/dL) ir kitas, kuriy koncentracija artima terapiniy sprendimy

R 150 L priémimo intervalui (<0.9 mmol/L arba <35 mg/dL).

- Skaiciavimas
Meginys 254 70w COBAS INTEGRA analizatoriai automatiskai apskaiciuoja kiekvieno
SR 50 pL méginio analités koncentracijg. I5samesnés informacijos ieSkokite duomeny
HDLC3 2/4 2016-04, V 5.0 Lietuviy
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analizés (angl. Data Analysis) skiltyje internetinéje pagalboje (angl. Online
Help) (COBAS INTEGRA 400 plus/800 analizatoriai).

mmol/L x 38.66 = mg/dL
mg/dL x 0.0259 = mmol/L

Perskai¢iavimo daugikliai:

Apribojimai - poveikiai?®
Kriterijus: atkartojamumas + 10 % pradinés reikSmés ribose.
Serumas, plazma

Gelta:2* Jokio reikSmingo poveikio, konjuguoto bilirubino | indekso reikSmei
esant iki 47°), o nekonjuguoto bilirubino iki 60° (apytikslé konjuguoto
bilirubino koncentracija: 804 umol/L arba 47 mg/dL; apytikslé nekonjuguoto
bilirubino koncentracija: 1026 pmol/L arba 60 mg/dL).

Sie teiginiai yra pagristi Glick modeliu. Zitrékite tolesnius komentarus,
esancius Zemiau (nenormali kepeny funkcija).

Hemolizé:2* Jokio reikémingo poveikio, H indekso reikSmei esant iki 12009
(apytikslé hemoglobino koncentracija: 745 pmol/L arba 1200 mg/dL).
Lipemija (Intralipidai):>* Jokio reikSmingo poveikio, L indekso reik$mei esant
iki 20009). Jokios reikSmingo poveikio, natyviniy trigliceridy koncentracijai
esant iki 1200 mg/dL (13.7 mmol/L). Tarp L indekso (atitinka turbidiskuma)
ir trigliceridy koncentracijos koreliacija yra silpna.

Lipemijos poveikio teiginiai yra pagrjsti Glick modeliu?4, kuriame kaip
dirbtinis substratas naudojami intralipidai. Iki Siol néra modelio, kuris gali
imituoti trigliceridy poveikj, kadangi trigliceridy koncentracija pacienty
méginiuose yra nenuspéjama, priklausomai nuo esterifikuoty riebaly
ragSciy méginyje prigimties. Pacienty su padidéjusia trigliceridy
koncentracijai méginiai dazniausiai yra labai lipemiski. Taigi naudotojai
negali patvirtinti trigliceridy, esanciy paciento méginiuose, poveikio.
Vaistai: Nebuvo nustatyta jokios jetakos naudojant jprastus vaistus
terapinémis koncentracijomis.25:2

Padidéjusi laisvy riebaly riigs€iy ir denattiruoty baltymy koncentracija gali
salygoti klaidingai padidéjusius DTL-cholesterolio rezultatus.

Askorbo rugstis iki 50 mg/dL (2.84 mmol/L) nedaro jokio poveikio.

Apsinuodijimas acetaminofenu daznai gydomas N-acetilcisteinu.
N-Acetilcisteinas, terapinémis koncentracijomis naudojant kaip prieSnuodj,
bei acetaminofeno metabolitas Nacetilp-benzochinono iminas (NAPQI) gali
nepriklausomai nulemti klaidingai Zemus rezultatus.

Venos punkcija turéty bati atliekama prie§ metamizolio skyrima. Venos
punkcija atlikta po ar metamizolio skyrimo metu gali nulemti klaidingai
Zemus rezultatus.

Labai retais atvejais gamapatijos, ypa¢ IgM tipo (Waldenstrdm
makroglobulinemija), gali sglygoti nepatikimus rezultatus.?”

Sutrikusi kepeny funkcija veikia lipidy metabolizma; tuomet DTL ir MTL
rezultatai yra ribotos diagnostinés vertés. Kai kuriy pacienty, kuriy kepeny
funkcija nenormali, HDL-C plus 3rd generation rezultatai gali reikSmingai
skirtis nuo rezultaty, gauty naudojant pripazintus pamatinius metodus, kaip
ultracentrifugavimg ar DCM (paskirta palyginimajj metoda, angl. designated
comparison method).

Diagnozuojant, rezultatai visada turéty buti vertinami kartu su paciento
anamneze, fizinio iStyrimo duomenimis ir kitais radiniais.

b) Matuota DTL-C koncentracijai esant iki 1.09 mmol/L (42.1 mg/dL)

¢) 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)

) Matuota DTL-C koncentracijai esant iki 0.90 mmol/L (34.8 mg/dL)

REIKALINGI VEIKSMAI

Speciali plovimo programa: Specialiy plovimo Zingsniy naudojimas yra
butinas, kai COBAS INTEGRA analizatoriuose kartu atliekamos tam tikry
tyrimy kombinacijos. Detalesniy instrukcijy ir véliausios papildomo plovimo
ciklo sgraSo versijos ieSkokite CLEAN metodo lape.

Esant reikalui prie$ pranesant Sio tyrimo rezultatus turi biti jvyykdoma
speciali plovimo/pernaSos iSvengimo programa.

Apribojimai ir reikSmiy ribos

Matavimy ribos

0.08-3.10 mmol/L (3-120 mg/dL)

Didesnés koncentracijos méginius tirkite naudodami pakartotinio tyrimo
funkcijg. Naudojant pakartotinio tyrimo funkcijg, méginiy skiedimo santykis
yra 1:4. Rezultatai, gauti i$ méginiy, atskiesty naudojant pakartotino tyrimo
funkcijg, yra automatiskai padauginami i$ faktoriaus 4.0

cobas’

Substratai

Matavimo reikSmiy apatinés ribos

Apatiné nustatymo riba:

0.08 mmol/L (3 mg/dL)

Apatiné nustatymo riba parodo Zemiausig iSmatuojamg analités
koncentracija, kurig galima atskirti nuo nulio. Ji apskaiciuojama kaip
reikSmé, esanti 3 standartiniais nuokrypiais auk$ciau nulinio méginio
(nulinis méginys + 3 SD, atkartojamumas, n = 21).

f) Negalima naudoti skiedimo faktoriaus < 4.
Tikétinos reikSmés

Jokios rizikos Vidutiné rizika Didelé rizika
Vyrai28,29,30
mg/dL > 55 35-55 <35
mmol/L >1.45 0.90-1.45 <0.90
Moterys?829.:30
mg/dL > 65 45-65 <45
mmol/L >1.68 1.15-1.68 <1.15

National Cholesterol Education Program (NCEP) gairés®'

< 40 mg/dL (1,04 mmol/L): Maza DTL-cholesterolio koncentracija
(pagrindinis KSL rizikos veiksnys)

> 60 mg/dL (1.55 mmol/L): Didelé DTL-cholesterolio koncentracija
("neigiamas" KSL rizikos veiksnys)

DTL-cholesterolio koncentracijg veikia daugelis faktoriy, pvz.: rukymas,
fizinis aktyvumas, hormonai, lytis ir amzius.

Kiekviena laboratorija turéty jvertinti tikétiny reik8miy tinkamuma savy
pacienty populiacijai ir, jei butina, nustatyti savo rekomenduojamas
reikSmes.

National Cholesterol Education Program (NCEP) gairés yra pagrjstos
serumo reikSmémis, taigi klasifikuojant pacientus turéty biti naudojamas
serumas arba serumo ekvivalentas. Taigi NCEP rekomenduoja 1.03
faktoriy, skirtg EDTA-plazmos reikSmiy pavertimui j serumo reikSmes. Visgi
masy tyrimai atskleide, kad HDL-C plus 3rd generation reagentui turéty buti
naudojamas 1.06 faktorius. Kad baty laikomasi 1998 NCEP < 5 %
nuokrypio tiksly, rekomenduojame, kad kiekviena laboratorija validuoty §;
konversijos faktoriy ir jvesty jj j tyrimo parametrus, skirtus HDL-C plus 3rd
generation.

Specifiniai tyrimo atlikimo duomenys

Toliau pateikiami atitinkamy COBAS INTEGRA analizatoriy tyrimo
charakteristiky duomenys. Atskirose laboratorijose gauti rezultatai gali
skirtis.

Sig procedira sertifikavo Cholesterol Reference Method Laboratory
Network.

Glaudumas

Glaudumas buvo nustatytas naudojant zmoniy méginius ir kontrolines
medZiagas, pagal vidinj protokola, su atkartojamumu (n = 21) ir tarpiniu
glaudumu (1 lygi dalis per vieng tyrimg, 1 tyrimas per dieng, 21 diena).
Buvo gauti Sie rezultatai:

Atkartojamumas 1 koncentracija 2 koncentracija
Vidurkis 0.90 mmol/L 2.8 mmol/L

(34.8 mg/dL) (108 mg/dL)
cv 1.13% 0.44 %
Tarpinis glaudumas 1 koncentracija 2 koncentracija
Vidurkis 0.80 mmol/L 1.6 mmol/L

(30.9 mg/dL) (61.9 mg/dL)
cv 1.0% 0.7%
Metody palyginimas

Zmogaus serumo ir plazmos DTL-cholesterolio reikSmés, gautos
COBAS INTEGRA 800 analizatoriuje, naudojant COBAS INTEGRA
HDL-Cholesterol plus 3rd generation reagentg (y), buvo palygintos su
atitinkamu reagentu Roche/Hitachi 917 analizatoriuje (x).

Roche/Hitachi 917 analizatorius  Imties dydis (n) = 55
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Passing/Bablok® Tiesiné regresija

y = 0.9836x - 0.0475 mmol/L y =0.9859x - 0.0463 mmol/L
T=0.9710 r=0.9985

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

Méginiy koncentracijos buvo nuo 0.19 iki 2.48 mmol/L (7.35 ir 95.9 mg/dL).
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visada naudojamas taskas, skiriantis sveikgjj skaiciy nuo desimtainés
trupmenos skaitmeny. Tukstanéiy skyrikliai nenaudojami.
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