COLESTEROL Liquiform

Instrucciones de Uso

Finalidad . Sistema enzimatico para la determinacion del colesterol
total en muestras de suero por reaccion de punto final.

Uso profesional.

[Solamente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio . El colesterol total es determinado de conformidad a las
reacciones expuestas a continuacion:

’ Colesterol
Esteres del colesterol —— Colesterol + Acidos grasos
Esterasa

Colesterol
Colesterol + 0, ——— Colest-4-en-ona + H,0,
Oxidasa

Peroxidasa
2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina —» Antipirilquinonimina + 4 H,0

Los ésteres de colesterol son hidrolizados por la colesterol esterasa a
colesterol libre y &cidos grasos. El colesterol libre es oxidado por la
colesterol oxidasa a colest-4-en-ona y peroxido de hidrégeno. En
presencia de peroxidasa y peroxido de hidrogeno, el fenol y la
4-aminoantipirina son oxidados formando la antipirilquinonimina, que
tiene absortividad maxima en 500 nm.

La intensidad del color rojo formado en la reaccion final es directamente
proporcional ala concentracion del colesterol en la muestra.

Caracteristicas del Sistema . Valores elevados del colesterol,
principalmente el colesterol ligado a las lipoproteinas de baja densidad,
suponen uno de los mas importantes factores de riesgo para el
desenvolvimiento de la enfermedad arterial coronariana. El National
Cholesterol Education Program (NCEP)6 recomienda que los sistemas de
medicion del colesterol presenten caracteristicas de desempefio capaces
de alcanzar los requisitos de exactitud y precision necesarios para que los
resultados tengan utilidad médica.

Los datos de exactitud, repetitividad y reproducibilidad obtenidos con el
sistema Colesterol Liquiform demuestran que el método es capaz de
ofrecer resultados que sobrepasan las exigencias del NCEP, haciendo con
que se pueda considerar bastante seguro para la medicion confiable del
colesterol total en los niveles de decision mas importantes. Se puede
anadir que la comparacion entre las imprecisiones encontradas en la
repetitividad y en la reproducibilidad demuestra que el sistema de
medicion es bastante robusto en las regiones de concentraciones
significativas para uso clinico, indicando un desempeno estable en el dia
adia.
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El sistema es compuesto de un unico reactivo listo para uso, con
estabilidad que garantiza desempefio consistente en su forma liquida
original y mantiene las condiciones 6ptimas de la reaccion.

Colesterol Liquiform posee un sistema clarificador de alta eficiencia que
elimina las interferencias positivas producidas por valores de triglicéridos
hasta 2600 mg/dL.

El sistema es facilmente aplicable en analizadores automaticos y
semiautomaticos capaces de medir una reaccion de punto final en
500 nmy puede ser usado para medicion del colesterol HDL después de
precipitacion selectivade las LDLy VLDL.

Metodologia . Enzimatico-Trinder.
Reactivos

1. - Reactivo 1 - Conservar entre 2- 8 °C.

Contiene tampén < 100 mmol /L, pH 7,0, fenol < 24 mmol/L, colato de
sodio 0,005 - 0,05%, azida sddica 14,6 mmol/L, 4- aminoantipirina 300 -
500umol/L, colesterol esterasa 250 - 1000 U/L, colesterol oxidasa 250 -
1000 U/L y peroxidasa 250 - 1000 U/L, cofactor, estabilizantes y
tensioactivos.

Para preservar el desempeno, el reactivo debe permanecer fuera del
frigorifico solamente el tiempo necesario para obtenerse el volumen a ser
utilizado. Evitar exposicion ala luz solar directa.

2. - Estandar - 200 mg/dL - Conservar entre 2 - 30 °C.

Contiene 200 mg/dL de colesterol, estabilizador, tensioactivo y
conservante. Después del manejo se sugiere almacenar bien tapado para
evitar evaporacion.

Los reactivos no abiertos, conservados en las condiciones
especificadas, son estables hasta la fecha de expiracion impresa en su
rotulo. Durante el manipuleo, los reactivos estan sujetos a
contaminaciones de naturaleza quimica y microbiana que pueden
provocar disminucion de la estabilidad.

Precauciones y cuidados especiales

No utilizar el Reactivo 1 cuando su absorbancia, medida contra el agua en
500 nm, sea igual 0 mayor que 0,300 o cuando se muestre turbio o con
sefales de contaminacion.

Se deben aplicar cuidados habituales de seguridad en el manejo del
reactivo. El Reactivo 1y el Estandar contiene azida sddica, que es toxica.
Se debe tomar cuidado para evitar la ingestion y en caso de contacto con
los ojos lavar inmediatamente con gran cantidad de agua y procurar
auxilio médico. La azida puede formar compuestos altamente explosivos
con tuberias de plomo y cobre. Asi siendo, se deben utilizar grandes
volimenes de agua para deshacerse del reactivo.
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Material necesario y no suministrado

1. Baro maria mantenido a temperatura constante (37 °C).

2. Fotémetro capaz de medir, con exactitud, la absorbancia entre 490 y
510nm.

3. Pipetas para medir muestras y reactivo.
4. Cronometro.

Influencias Preanaliticas . La postura durante la recogida de la
muestra debe ser estandarizada porque puede tener efectos significativos
enlos resultados.

Si las muestras son obtenidas en con el paciente en posicion sentada, se
debe estandarizar para que el individuo esté sentado durante 15 minutos y
no mas que 30 minutos.

Un agarrotamiento mayor que 1 minuto produce hemoconcentracion, que
puede aumentar los valores del colesterol en 5,0 % después de 2 minutos
yen10,0al 15,0 % después de 5 minutos. Asi siendo, es muy importante
obtener la muestra de sangre después de retirar el torniquete debiéndose
estandarizar todo el procedimiento de larecogida.

La Variacion Biologica del colesterol, a consecuencia de la variacion
también bioldgica de las lipoproteinas transportadoras del colesterol, es
observada cuando la dosificacion del colesterol es repetida en un mismo
laboratorio en el espacio minimo de una semana. Eso ocurre
independientemente del error analitico y puede variarentre el 1,7y 11,6 %
conun promedio del 6,1 %, debido principalmente a la Variacion Bioldgica
delaLDL, que es la principal lipoproteina transportadora de colesterol.

Niveles elevados de ascorbato (vitamina C) producen interferencias
negativas por competicion con el cromogeno en la reaccion de la
peroxidasa. Si se sospecha de la presencia de acido ascorbico, dejar el
suero en reposo durante 90 minutos antes de comenzar la dosificacion,
de modo aminimizarla accion del interferente.

Se debe crear una instruccion de trabajo que establezca procedimientos
adecuados para recogida, preparacion y aimacenamiento de la muestra.
Subrayamos que los errores debidos ala muestra pueden ser mucho mas
grandes que los errores acaecidos durante el procedimiento analitico.

De manera general, la muestra de sangre puede ser obtenida con o sin
ayunas, pero es altamente recomendable que todos los ensayos de los
lipidos sanguineos, incluyendo el colesterol, sean realizados en muestras
recogidas en ayunas. Las ventajas de la utilizacion de muestras recogidas
en ayunas devienen de la estandarizacion de la recogida, ya que permite la
realizacion de la determinacion de otros lipidos que requieren ayunas y
minimizan la interferencia de la lipemia postprandial, que esta
frecuentemente presente en muestras obtenidas sin ayunas.

Usar suero. Anticoagulantes como citrato, oxalato o EDTA producen
resultados falsamente disminuidos. El analito es estable 7 dias entre
2-8°Cy6mesesaZ20°C negativoss. Homogeneizar bien las muestras
lipémicas antes de comenzar la dosificacion. No utilizar muestras
fuertemente hemolisadas.
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Como el volumen de muestra es pequerio, se debe pipetear con cuidado
para minimizar laimprecision del sistema de medicion.

Como ninglin test conocido puede asegurar que muestras de sangre no
transmiten infecciones, todas se deben considerar como potencialmente
infectantes. Asi siendo, al manejarlas, se debe seguir las normativas
establecidas para bioseguridad.

Para deshacerse de los reactivos y el material biologico sugerimos aplicar
las normativas locales, regionales o nacionales de proteccion ambiental.

Interferencias

Valores de bilirrubina de hasta 5 mg/dL, hemoglobina hasta 180 mg/dL y
triglicéridos hasta 2600 mg/dL no producen interferencias significativas.
Valores de bilirrubina de entre 5 y 38 mg/dL producen resultados
falsamente disminuidos proporcionales a la concentracion de la
bilirrubina.

Para evaluar la concentracion aproximada de la hemoglobina en una
muestra hemolisada se puede proceder como expuesto a continuacion:
Diluir 0,05 mL de la muestra en 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85 %) y
medir la absorbancia en 405 o 415 nm, ajustando el cero con agua
desionizada o destilada.

Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia,, x 601
Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia,; x 467

Verobservaciones 1,2y 3

Tomar 3 tubos de ensayo y proceder como expuesto a continuacion:

Blanco Prueba Estandar
Muestra [ = ------ 00tmL | ------
Estandar (N°2)| === | = --e-e- 0,01 mL
Reactivo 1 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Mezclary incubar en bano maria a 37 °C por 10 minutos. El nivel de agua
en el bano debe ser superior al nivel de reactivos en los tubos de ensayo.
Determinar las absorbancias de la prueba y estandar en 500 nm o filtro
verde (490 a510), ajustando el cero con el blanco. El color es estable por
60 minutos.

El procedimiento sugerido para la medicion es adecuado para fotometros
cuyo volumen minimo de solucion para lectura es igual 0 menor que
1,0 mL. Se debe hacer una verificacion de la necesidad de ajuste del
volumen para el fotometro utilizado.

Los volimenes de muestra y reactivo pueden ser modificados
proporcionalmente sin perjuicio para el desempeno de la prueba y el
procedimiento de calculo se mantiene inalterado. En caso de reduccion
de los volimenes, es fundamental que se observe el volumen minimo
necesario para la lectura fotométrica. Volimenes de la muestra menores
que 0,01 mL son criticos en aplicaciones manuales y deben ser usados
con cautela porque aumentan laimprecision de la medicion.
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Calculos

Absorbancia del Prueba
Colesterol (mg/dL) = x200
Absorbancia del Estandar

Ejemplo
Absorbancia del Prueba = 0,290
Absorbancia del Estandar = 0,345

0,290
Colesterol (mg/dL) = ————
0,345

x200 =168
Debido a la gran reproducibilidad que puede ser obtenida con la
metodologia, se puede utilizar el método del Factor de Calibracion.

200
Factor de Calibracion =

Absorbancia del Estandar

Colesterol (mg/dL) = Absorbancia del Prueba x Factor de Calibracion

Ejemplo
200
Factor de Calibracion = ——— =580
0,345

Colesterol (mg/dL) = 0,290x580 = 168

Calibracion

Trazabilidad del Sistema
El Estandar es trazable al Standard Reference Material (SRM) 911 del
National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibraciones Manuales
Obtener el factor de calibracion al usar nuevo lote de reactivos o cuando el
controlinterno de calidad indicar.

Sistemas Automaticos

Blanco de reactivos: agua desionizada o destilada, o solucién del NaCl
150 mmol/L (0,85 %);

Estandar: usar calibradores proteicos. Las concentraciones del
Colesterol en los calibradores de la linea Calibra Labtest son trazables al
SRM 1951 del NIST.

Intervalo de las Calibraciones

Se debe recalibrar el sistema en las siguientes situaciones:

Calibracion de 2 0 3 puntos al cambiar el lote;

Calibracion de 2 0 3 puntos cuando el control interno de la calidad indicar.
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Linealidad

Elresultado de la medicion es lineal hasta 500 mg/dL. Cuando se obtenga
un valor igual o mayor que 500 mg/dL, diluir la muestra con NaCl
150 mmol/L (0,85 %), realizar nueva medicion y multiplicar el resultado
por el factor de dilucion. Diluir la muestra de tal modo que el valor
encontrado se sitte entre 150 y 300 mg/dL. Sugerimos la verificacion de
la linealidad metodoldgica y fotométrica como minimo a cada seis
meses, utilizando muestras con valores de hasta 500 mg/dL.

Control interno de la calidad . £l laboratorio debe mantener un
programa de control interno de calidad que defina con claridad las
normas aplicables, objetivos, procedimientos, criterios para
especificaciones de calidad y limites de tolerancia, acciones correctivas y
registro de actividades. Deben ser utilizados materiales de control para
monitorearlaimprecision de la medicion y los desvios de la calibracion.

Se sugiere buscar atender como limites maximos de control las
especificaciones propuestas por National Cholesterol Education Program
(NCEP)'® para el coeficiente de variacion <3,00 %, error sistematico
(bias) <+3,00 %y error total <9,0 %.

Se sugiere utilizar los productos de la linea Qualitrol - Labtest para el
controlinterno de la calidad em ensayos de quimica clinica.

Valores recomendaveis ou desejados . Ellos sustituyen los
valores de referencia y son determinados a partir de datos
epidemioldgicos calculados estadisticamente, que relacionan los niveles
de colesterol con el predominio de la Enfermedad Coronaria Isquémica
(ECI).

Clasificacion ATP Ill de LDL, Colesterol Total y HDL (mg/dL):

Adultos™
Colesterol Total (mg/dL)
Deseable <200
Limiar elevado 200 - 239
Elevado >24(0

Colesterol HDL (mg/dL)
Bajo <40
Elevado (Deseable) >60

Colesterol LDL (mg/dL)

Optimo <100
Limiar 6ptimo 100-129
Limiar elevado 130-159

Elevado 160 - 189
Mucho Elevado >190
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Nifios y Adolescentes®
Colesterol Total (mg/dL)

Deseable <170
2a19anos Limitrofe 170-199
Elevado 200
Colesterol HDL (mg/dL)
<10 afos Deseable 40
10 a 19 anos Deseable 35
Colesterol LDL (mg/dL)
Deseable <110
2 a19anos Limitrofe 110-129
Elevado 130

Conversion: Unidades Convencionales (mg/dL) x 0,026 = Unidades SI
(mmol/L).

Caracteristicas del desempefio™

Exactitud . £l método propuesto se compar6 con un método similar
utilizando 20 muestras con valores entre 112 y 357 mg/dL. La
comparacion resultd en la ecuacion de regresion: y = 11.93 + 0.984xy
un coeficiente de correlacion (r) igual a 0.996. El error sistematico total
(constante y proporcional) verificado a la concentracion de 250 mg/dL
fue igual a 3,17%. Dado que las muestras fueron seleccionadas de forma
aleatoria en forma ambulatoria, se puede inferir que el método tiene una
especificidad metodoldgica adecuada.

Repetitividad - Imprecision intra-ensayo

N Media DE CV (%)
Muestra 1 20 71 1,01 1,4
Muestra 2 20 115 2,69 2,3

Reprodutibilidad - Imprecision total

N Media DE CV (%)
Muestra 1 20 71 1,87 2,6
Muestra 2 20 115 3,03 2,6

Sensibilidad metodoldgica . Se utiliz6 una muestra de proteina
que no contenia colesterol para calcular el limite de deteccion del ensayo
y se encontro un valor de 1,80 mg/dL, equivalente al promedio de 10
ensayos mas tres desviaciones estandar.

Efectos de la dilucion de la matriz . Dos muestras con valores
iguales a 330 y 400 mg/dL fueron utilizadas para evaluar la respuesta del
sistema en las diluciones de la matriz con NaCl 150 mmol/L (0,85 %).
Usando factores de dilucion que variaron de 2 a 8 se encontraron
recuperaciones entre €199y 113 %.

Significado clinico . El gran dilema de Ia ateroesclerosis es que es
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un proceso silencioso. Esté activo en todos los individuos y se mantiene
sin ninguna manifestacion durante décadas y de repente se manifiesta
como dolor tordcica, infarto agudo de miocardio o muerte sdbita.
Estudios poblacionales longitudinales tales como Tecumset, Albany,
Framingham, Evans, Chicago, Oslo entre otros, asi como los estudios
epidemioldgicos y experimentales en animales han demostrado una
correlacion positiva entre los niveles de colesterol, especificamente el
colesterol LDL y el riesgo de la enfermedad arterial coronaria (EAC). Al
mismo tiempo se demostré que los niveles de colesterol HDL estan
inversamente relacionados con riesgo de EAC.

Los niveles elevados de colesterol se encuentran en nefrosis,
hipotiroidismo, enfermedades de las vias biliares del higado y los
hiperlipoproteinemias de los tipos lla, lib y I1l.

Disminucion en los niveles se encuentran en el hipertiroidismo,
enfermedades consuntivas y la malnutricion crénica.

En el nivel de colesterol sérico, la hipertension y el tabaquismo son
factores de riesgo para la aterosclerosis y EAC.

Observaciones

1. La limpieza y secado adecuados del material utilizado son factores
fundamentales para la estabilidad de los reactivos y obtencion de
resultados correctos.

2. El agua utilizada en el laboratorio debe tener la calidad adecuada a
cada aplicacion. Por lo cual, para preparar reactivos y usarla en las
mediciones, debe tener resistividad >1 megaohm.cm o conductividad
<1 microsiemens/cmy concentracion de silicatos <0,1 mg/L (agua tipo
Il). Para el enjuague de la vidrieria, el agua puede ser del tipo Ill, con
resistividad >0,1 megaohms o conductividad <10 microsiemens.
En el enjuague final utilizar agua tipo II. Cuando la columna desionizadora
estd con su capacidad saturada, se produce agua alcalina con liberacion
de varios iones, silicatos y sustancias con gran poder de oxidacion o
reduccion que deterioran los reactivos en pocos dias o incluso horas,
alterando los resultados de modo imprevisible. Asi siendo, es
fundamental establecer un programa de control de la calidad del agua.

3. Parauna revision de las fuentes fisiopatoldgicas y medicamentosas de
interferencia en los resultados y en la metodologia, se sugiere consultar
Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 3¢ ed,
Washington: AACC Press, 1990.
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Presentacion

Producto Referencia Contenido
2 X100 mL
o 76-2/100 1X5mL
Colesterol Liquiform X250 L
76-2/250 1X5mlL
Colesterol Liquiform 76-4/70 4X70 mL
Labmax 560/400 CAL 1X5mL

Para obtener informacion sobre otras presentaciones comerciales, visite
www.labtest.com.br o comuniquese con el Servicio al Cliente (Customer
Service).

El ndmero de pruebas para sistemas autométicos depende de los
parametros programados.

Consulte disponibilidad de aplicaciones con el Servicio al Cliente
(Customer Service).

Informaciones al consumidor

[Términos y Condiciones de Garantia]

Labtest Diagnostica garantiza el desempeno de este producto dentro de
las especificaciones hasta la fecha de expiracion indicada en los rétulos,
siempre que los cuidados de utilizacion y almacenamiento indicados en
los rétulos y en estas instrucciones sean seguidos correctamente.
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Ml Labtest Diagnastica S.A.
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Customer Service | e-mail: customerservice@labtest.com.br
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Simbolos utilizados com produtos diagndsticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnésticos in vitro
Symbols used with ivd devices

Conteudo suficiente para < n > testes
Contenido suficiente para < n > tests

AD

Risco biolégico
Riesgo bioldgico

Contains sufficient for < n > tests L Biological risk
Data limite de utilizagao (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa) Marca CE
Estable hasta (aaaa-mm-dd 0 mm/aaaa) Marcado CE
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy) CE Mark
Material Calibrador Toxico

- Material Calibrador INYA Toxico
Calibrator Material Poison
Material Calibrador Reagente
Material Calibrador ED Reactivo
Calibrator Material Reagent

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limitation (store at)

Fabricado por
Elaborado por
Manufactured by

Repr i na Comunidade Europeia

Nimero do lote

Representante autorizado en la Comunidad Europea LOT Denominacion de lote
Authorized Representative in the European Community Batch code
Consultar instrucdes de uso Controle

Consultar instrucciones de uso CONTROL Control

Consult instructions for use Control

Nimero do catalogo Controle negati
Namero de catélogo ICONTROLI - I Control negativo
Catalog Number Negative control
Adicdes ou alteragdes significativas Controle positivo

Cambios o suplementos significativos
Significant additions or changes

Control positivo
Positive control

Produto diagnéstico in vitro Controle

Dispositivo de diagndstico in vitro CONTROL - Control

In vitro diagnostic device Control

Liofilizado = Corrosivo
[LYOPH| Liofilzado o Y Corrosivo

Lyophilized &ﬁ‘ = Corrosive

Periodo apés abertura Uso veterinario

™ E B VEEE~E

Periodo post-abertura
Period after-opening

Uso veterinario
Veterinary use

=
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Instalar até
Instalar hasta
Install before
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