LDL Cholesterol

Finalidade
Para a determinagdo de LDL-colesterol em soro ou plasma.

Significado clinico

As lipoproteinas plasmaticas sdo particulas arredondas que contém quantidades
variaveis de colesterol, triglicerideos, fosfolipidos e proteinas. Estas particulas
solubilizam e transportam o colesterol no corrente sanguinea.

A proporgdo relativa de proteina e lipidos determina a densidade destas lipopro-
teinas e fornecem as bases sobre as quais pode-se estabelecer uma classificagdo.
A mesma pode ser: quilomicrones, lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL - Very Low Density Lipoproteins), lipoproteinas de baixa densidade (LDL -
Low Density Lipoproteins) e lipoproteinas de alta densidade (HDL - High Density
Lipoproteins). Diferentes estudos clinicos demonstraram que as variadas classes
de lipoproteinas tem diferentes e variados efeitos no risco de doengas corondrias.
Estes estudos indicam que o LDL colesterol é a chave na patogenia da ateroescle-
rose e da doenga cardiaca corondria, enquanto o HDL colesterol é considerado
fator protetor. Podem-se obter niveis altos de LDL colesterol, embora os niveis
de colesterol sejam normais, o que se associa num aumento no risco de doenga
cardiaca corondria.

Fundamentos do método

O método se baseia num ensaio homogéneo em dois passos, sem precipitagdo.
No primeiro passo se acrescenta um tensioativo (Reagente A) que solubiliza as
particulas lipoproteicas ndo-LDL. O colesterol liberado é consumido pela colesterol
esterase e a colesterol oxidase numa reagdo sem desenvolvimento de cor. Outro
tensioativo (Reagente B) solubiliza as particulas de LDL formando, na presenca
de enzimas e um reagente cromogénico, uma cor proporcional a quantidade de
LDL colesterol presente na amostra.

Reagentes fornecidos

A. Reagente A: solugdo contendo colesterol esterase 1000 U/I, colesterol oxidase
1200 U/I, peroxidase 1250 U/I, ascorbato oxidase 3000 U/I, 4-aminoantipirina 1 g/I
e tensioativo 7 g/l em tampao MES 50 mM.

B. Reagente B: solugdo contendo N,N-bis-(4-sulfobutil)-m-toluidina dissédica
(DSBmT) 0,4 g/I e tensioativo 10 g/l em tamp&do MES 50 mM.

Calibrador: soro humano liofilizado contendo lipoproteinas de diferentes tipos
incluindo LDL, com concentragdo variavel lote por lote (vide titulo no rétulo).

Instrugdes de uso

Reagentes A e B: prontos para uso.

Calibrador: reconstituir com o volume de 4gua destilada indicado no rétulo.
Fechar o frasco e deixar repousar durante 5 minutos. Apds dissolver o contetdo
do frasco agitando suavemente sem formar espuma.

Precaugées

- Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".

- Ndo pipetar com a boca.

- O Calibrador foi examinado para HBsAg, virus HCV e anticorpos contra HIV 1/2,
encontrando-o ndo reativo. No entanto, deve-se processar como se tratando
de material infectante.

- Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho no labo-
ratério de analises clinicas.

- Todos os reagentes e as amostras devem ser descartados conforme a regulagdo
local vigente.

Estabilidade e instru¢des de armazenamento

Os Reagentes Fornecidos sdo estaveis sob refrigeragdo (2-10°C) até a data de
vencimento indicada na embalagem. N3o congelar.

Apds abrirem, os reagentes sdo estdveis por até 4 semanas sob refrigeracdo
(2-10°C).

Calibrador: estavel sob refrigeragdo (2-10°C) até a data de vencimento indicada na
embalagem. Apds reconstituir, é estavel por 2 semanas sob refrigeragdo (2-10°C).
Pode-se fracionar em porgdes, devendo-as conservar a -80°C.

Amostra

Soro ou plasma

a) Coleta: obter a amostra da maneira habitual.

b) Aditivos: se a amostra a utilizar for plasma, utilizar EDTA ou heparina como
anticoagulante.

c) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: centrifugar e separar o soro do
codgulo dentro das 3 horas apds a coleta. Se as amostras ndo se processam logo,
devem-se conservar durante 5 dias sob refrigeragdo (2-10°C).

Interferéncias

N3o interferem &cido ascérbico até 50 mg/dl, hemoglobina até 500 mg/dl,
bilirrubina até 20 mg/dl nem vy-globulina até 50 g/I. Se as amostras tivessem
concentragdes maiores as nomeadas, devem-se diluir com solugdo fisioldgica
antes de ensaiar. Multiplicar o resultado pela diluigdo efetuada.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)
- Material volumétrico para medir os volumes indicados.
- Analisador automatico.

Procedimento

(analisador automatico)

O seguinte é um procedimento geral para LDL Cholesterol num analisador auto-
matico. Quando seja utilizada a técnica em um analisador determinado, deve-se
seguir as instrugdes de trabalho do mesmo.

Amostra ou Calibrador 3ul

Reagente A 300 ul

Incubacdo durante 5 minutos a 37°C. Leitura de absorbancia a 660/546 nm
(Branco de Amostra).

Reagente B 100 ul

Incubagio durante 5 minutos a 37°C. Leitura do resultado a 660/546 nm (con-
centragdo de LDL-colesterol).

Calibragao

O Calibrador deve-se processar junto com as amostras e da mesma maneira que
estas. As concentragdes do Calibrador encontram-se ao redor dos niveis de decisdo
médica e sdo varidveis lote por lote (vide titulo no rétulo). Deve-se ingressar o
valor de concentragdo do calibrador quando mudar o lote.

Calculo dos resultados
LDL colesterol (mmol/I) = LDL colesterol (mg/dl) x 0,02586

Método de controle de qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade (Laborcontrol 1 e
Laborcontrol 2 da Laborlab) com concentrages conhecidas de LDL colesterol,
com cada determinagdo.

Valores de referéncia

O painel de expertos do National Cholesterol Education Program (NCEP) fornece

os seguintes valores de LDL colesterol na relagdo ao risco de contrair doengas

cardiacas corondrias (DCC):

- Risco baixo ou nulo (individuos normais): valores de LDL colesterol < 129 mg/dl.

- Risco moderado a elevado (individuos com probabilidade de contrair DCC):
valores de LDL colesterol entre 130 e 189 mg/dl.

- Risco muito elevado (individuos suspeitos de ter DCC): valores de LDL colesterol
>190 mg/dl.

E recomendavel que cada laboratério estabeleca seus proprios valores de refe-

réncia.

LimitagOes do procedimento
Vide "Interferéncias".
Ndo devem empregar-se anticoagulantes contendo citrato.

Desempenho

a) Exatid3o: a exatiddo do método descrito foi conferido comparando os valores
obtidos pelo método de referéncia de ultracentrifugagdo e andlise do colesterol
com aqueles do método direito de imunoseparagdo de LDL.

Método LDL Cholesterol Referéncia
N2 de amostras 54 54
média (mg/dl) 122,5 125,1
desvio padrdo (mg/dl) 30,7 30,9
coeficiente de correlagdo: 0,96
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Método LDL Cholesterol M.ét?do
direito
N2 de amostras 92 92
média (mg/dl) 120,0 122,8
desvio padrdo (mg/dl) 30,5 31,6
coeficiente de correlagdo: 0,97

b) Precisdo: processando simultaneamente 20 amostras no mesmo dia, obteve-se
a seguinte variagao intra-ensaio.

Nivel D.P. CV.
98,1 mg/dl +0,72 mg/dl 0,73 %
146,5 mg/dl +0,96 mg/dI 0,66 %
209,8 mg/dl +1,31 mg/dl 0,62 %

c) Limite de detecgdo: 0,278 mg/dl.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para as instrugdes de programagdo deve-se consultar o manual de uso do ana-
lisador.

APRESENTACAO

1 x 30 mL Reagente A

1 x 10 mL Reagente B
1x —> 1 mL Calibrador
(Cod. 1770370)
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Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja dentro do prazo
de validade e seja comprovado pelo Departamento Técnico da Laborlab Produtos
para Laboratdrios Ltda. que ndo houve falhas técnicas na execugdo e manuseio
deste kit, assim como em sua conservagdo.
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Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia 98/79 CE para
dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"

Representante autorizado na Comunidade Européia
Uso médico-diagndstico "in vitro"
Conteudo suficiente para <n> testes
Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)
Né&o congelar

Risco bioldgico

Volume apds da reconstituigdo
Conteudo

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar as instrugdes de uso
Calibrador

Controle

Controle Positivo

Controle Negativo

NUmero de catalogo



LDL Cholesterol

Finy uso
Para la determinacién de LDL colesterol en suero o plasma

Significacion clinica

Las lipoproteinas plasmaticas son particulas esféricas que contienen cantidades
variables de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y proteinas. Estas particulas
solubilizan y transportan el colesterol en el torrente sanguineo.

La proporcion relativa de proteina y lipido determina la densidad de estas lipopro-
teinas y provee las bases sobre las cuales establecer una clasificacion. Estas clases
son: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL - Very Low Density
Lipoproteins), lipoproteinas de baja densidad (LDL - Low Density Lipoproteins) y li-
poproteinas de alta densidad (HDL - High Density Lipoproteins). Numerosos estudios
clinicos han demostrado que las diferentes clases de lipoproteinas tienen distintos
y variados efectos en el riesgo de enfermedad coronaria. Estos estudios sefialan
al LDL colesterol como el factor clave en la patogénesis de la ateroesclerosis y la
enfermedad cardiaca coronaria (ECC), mientras que el HDL colesterol es considerado
como factor protectivo. Puede ocurrir un aumento en el LDL colesterol, aiin con con-
centraciones normales de colesterol, asociado a un incremento en el riesgo de ECC.

Fundamentos del método

El presente método es un ensayo homogéneo sin precipitacion, en dos pasos.
En el primero, se agrega un tensioactivo (Reactivo A) que solubiliza las particulas
lipoproteicas no-LDL. El colesterol liberado es consumido por la colesterol esterasa
y la colesterol oxidasa en una reaccion sin desarrollo de color. Un segundo tensio-
activo (Reactivo B) solubiliza las particulas de LDL forméandose, por la presencia
de enzimas y un Reactivo cromogénico, un color proporcional a la cantidad de
LDL colesterol presente en la muestra.

Reactivos provistos

A. Reactivo A: solucién conteniendo colesterol esterasa 1000 U/I, colesterol oxidasa
1200 U/I, peroxidasa 1250 U/I, ascorbato oxidasa 3000 U/I, 4-aminoantipirina 1 g/
y tensioactivo 7 g/l en buffer MES 50 mM.

B. Reactivo B: solucidn conteniendo N,N-bis-(4-sulfobutil)-m-toluidina disddica
(DSBmT) 0,4 g/I y tensioactivo 10 g/I en buffer MES 50 mM.

Calibrador: suero humano liofilizado conteniendo lipoproteinas de diversos tipos
incluyendo LDL. La concentracidn es variable lote a lote (ver titulo en el rétulo).

Instrucciones para su uso

Reactivos Ay B: listos para usar.

Calibrador: reconstituir con el volumen de agua destilada indicado en el rétulo.
Cerrar el vial y dejar 5 minutos. Luego disolver el contenido del vial por agitacién
suave evitando la formacién de espuma.

Precauciones

- Los Reactivos son para uso diagndstico "in vitro".

- No pipetear con la boca.

- El Calibrador ha sido examinado para HBsAg, HCV y anticuerpo contra HIV 1/2,
encontrandose no Reactivo. No obstante debe procesarse como si se tratara de
material infectivo.

- Utilizar los Reactivos guardando las precauciones habituales de trabajo en el
laboratorio de quimica clinica.

- Todos los Reactivos y las muestras deben descartarse de acuerdo a la normativa

local vigente.

Estabilidad e instrucciones de almacenamiento

Los Reactivos Provistos son estables en refrigerador (2-10°C) hasta la fecha de ven-
cimiento indicada en la caja. No congelar.

Una vez abierto los Reactivos son estables durante 4 semanas en refrigerador
(2-10°C).

Calibrador: estable en refrigerador (2-10°C) hasta la fecha de vencimiento indicada
en la caja. Una vez reconstituido es estable 2 semanas en refrigerador (2-10°C).
Puede fraccionarse en alicuotas debiendo ser conservado a -80°C.

Muestra

Suero o plasma

a) Recoleccion: obtener la muestra de la manera usual.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea plasma usar EDTA o heparina
como anticoagulantes.

c) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: centrifugar y separar el suero
del codgulo dentro de las 3 horas posteriores a la extraccién. De no procesar las
muestras inmediatamente, las mismas pueden ser conservadas durante 5 dias
en refrigerador (2-10°C).

Interferencias

No se encuentran interferencias por acido ascorbico hasta 50 mg/dl, hemoglobina
hasta 500 mg/d|, bilirrubina hasta 20 mg/dl y y-globulina hasta 50 g/I. En caso de
muestras con concentraciones superiores de interferentes, deberan diluirse con
solucién fisioldgica antes de proceder a su ensayo, multiplicando el resultado
obtenido por la dilucion efectuada. Referirse a la bibliografia de Young para los
efectos de las drogas en el presente método.

Material requerido (no provisto)
- Material volumétrico para medir los volumenes indicados.
- Analizador automatico.

Procedimiento

(analizadores automaticos)

A continuacidn se detalla un procedimiento general para LDL Cholesterol en un
analizador automatico. Cuando se implemente la técnica para un analizador en
particular seguir las instrucciones de trabajo del mismo.

Muestra o Calibrador 3ul

Reactivo A 300 ul

Incubacion durante 5 minutos a 37°C. Lectura de absorbancia a 660/546 nm
(Blanco de Muestra).

Reactivo B 100 ul

Incubacién durante 5 minutos a 37°C. Lectura del resultado a 660/546 nm (con-
centracion de LDL-colesterol).

Calibracion

El Calibrador debe procesarse junto con las muestras y en la misma forma que
éstas. Las concentraciones del Calibrador se encuentran alrededor de los niveles
de decisién médica y son variables lote a lote (ver titulo en el rétulo). Ingresar el
valor de concentracidon del calibrador cada vez que se cambie de lote.

Calculo de los resultados
LDL colesterol (mmol/I) = LDL colesterol (mg/dl) x 0,02586

Método de control de calidad
Procesar 2 niveles de un material de control de calidad (Laborcontrol 1y 2 de La-
borlab) con concentraciones conocidas de LDL colesterol, con cada determinacién.

Valores de referencia

El panel de expertos del National Cholesterol Education Program (NCEP) provee los

siguientes valores de LDL colesterol en relacién al riesgo de contraer enfermedad

cardiaca coronaria (ECC):

- Riesgo bajo o nulo (sujetos normales): valores de LDL colesterol menores de
129 mg/dl.

- Riesgo moderado a elevado (individuos con probabilidad de contraer ECC):
valores entre 130y 189 mg/dI.

- Riesgo muy elevado (individuos sospechosos de padecer ECC): valores de LDL
colesterol > 190 mg/dl.

No obstante, es recomendable que cada laboratorio establezca sus propios

valores de referencia.

Limitaciones del procedimiento
Ver Interferencias.
No deben emplearse anticoagulantes que contengan citrato.

Performance

a) Exactitud: la exactitud del método descripto se verificd por comparacién con
los valores obtenidos por el método de referencia de ultracentrifugacion y analisis
del colesterol y con el método directo de inmunoseparacién de LDL.

Los resultados de la comparacion fueron los siguientes:

Método LDL Cholesterol Referencia
N2 de muestras 54 54
promedio (mg/dl) 122,5 125,1
desvio standard (mg/dl) 30,7 30,9
coeficiente de correlacion: 0,96
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Método LDL Cholesterol Método directo
N2 de muestras 92 92
promedio (mg/dl) 120,0 122,8
desvio standard (mg/dl) 30,5 31,6
coeficiente de correlacion: 0,97

b) Precisién: procesando simultaneamente 20 muestras en el mismo dia se obtuvo
la siguiente variacion intraensayo:

Nivel D.S. C\.
98,1 mg/dl +0,72 mg/dl 0,73 %
146,5 mg/dI +0,96 mg/dl 0,66 %
209,8 mg/dl +1,31 mg/dl 0,62 %

c) Limite de deteccién: 0,278 mg/dl.

Parametros para analizadores automaticos
Para las instrucciones de programacion consulte el manual del usuario del ana-
lizador en uso.

Presentacion

1 x 30 mL Reactivo A

1 x 10 mL Reactivo B

1x —> 1 mL Calibrador
(Céd. 1770370)
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SIMBOLOS
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Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva
Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagndstico "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea
Vo Uso diagndstico "in vitro"
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