	Fluitest( CHOL
ХОЛЕСТЕРИН

Ферментативный колориметрический тест (CHOD PAP)

	4241, 4242, 4245, 4248, H4001
Назначение:

Ферментативный тест для количественного определения холестерина в сыворотке и плазме крови человека. 

Справка:

Холестерол относится к группе стероидов с вторичной гидроксильной группой на С3 позиции.  Он синтезируется в различных типах тканей, но особенно в печени и стенках кишечника.  Примерно три четверти холестерола синтезируется в организме и только треть поступает в пищей. 

Исследование содержания  холестерола проводится при скрининге на риск атеросклероза и в диагностике и лечении  нарушений обмена веществ с повышением уровня холестерола и нарушениями липидного обмена. 

     Впервые метод определения холестерина был описан Либерманом в 1885 году, затем Бурчардом в 1889.  В реакции Либермана-Бурхардта холестерол дает сине-зеленое окрашивание при полимеризации ненасыщенных углеводородов при взаимодействии с уксусным ангидридом, уксусной и концентрированной серной кислотами. 

Метод Абеля и Кендаля является специфичным для холестерола, но технически сложен и требует использования едкого реагента.  В 1974 году Решлау и Аллейном был описан первый полностью энзиматический метод. Этот метод базируется на определении Δ4 холестенона после ферментативного расщепления эфира холестерола холестеролэстеразой. Преобразование холестерола холестеролоксидазой с последующим измерением с помощью реакции Триндера формирующейся перекиси водорода. 

В 1992 году Национальный Институт Здоровья охарактеризовал этот тест как соответствующий по правильности и отклонению на 3%.   

Принцип теста:

Энзиматический колориметрический тест. Проводится ферментативное определение холестерола с использованием холестеролоксидазы и холестеролэстеразы.                       

                               холестеролэстераза

Эфир холестерола + H2O -----( холестерол + жирные кислоты 

     Эфиры холестерола под воздействием холестеролэстеразы расщепляются до свободного холестерола и жирных кислот. 

                     холестеролоксидаза

Холестерол + О2 --------------( холестен-3-он + Н2О2 

                                                               пероксидаза

2Н2О2  + фенол + 4аминоантипирин ----( хинонеиминовый

краситель + 4Н2О

Холестерол окисляется до холест –4-ин-3-он с помощью холестеролоксидазы.  Перекись водорода дает красное окрашивание под воздействием пероксидазы  при реакции с фенолом и 4-аминофеназоном. Интенсивность окраски пропорциональна концентрации холестерола и может быть измерена фоториметрически. 

Концентрации реагентов:

Реагент R1: 

Pipes буфер   pH=6,9                
90 мМоль/л

Фенол                                          
26 мМоль/л
Холестеролоксидаза                    
200 Ед/л

Холестеролэстераза                   
300 Ед/л

Пероксидаза                               
1250 Ед/л

4-аминоантипирин                    
0,4 мМоль/л

Нормальные значения:

Клиническая интерпретация результатов измерения в соответствии с рекомендациями Европейского атеросклеротического общества.   

                                                       Нарушение липидного обмена

Холестерол

триглицериды

   Ниже 200 мг/дл

           Нет 

Холестерол

200 – 300мг/дл

Да, если ЛПВП ниже 35 мг/дл

Холестерол

триглицериды

  Выше  300 мг/дл

  Выше 300мг/дл

Да

Новые рекомендации NCEP (National Cholesterol Education Program) – национальной образовательной программы по холестерину США, по пороговым значениям холестерола групп риска для взрослых в популяции США.   

Желательный уровень холестерола: < 200 мг/дл

Погранично высокий холестерол: 200 – 239 мг/дл

Высокий холестерол: >240 мг/дл

     Рекомендуется в каждой лаборатории  уточнить диапазон значений нормальных величин, учитывая  особенности популяции.  Диагностическая оценка результатов измерения 

концентрации холестерола  должна проводиться с учетом истории болезни, клинических исследований и других факторов.  

     Должно быть проведено как минимум два различных определения концентрации холестерола для принятия какого-либо медицинского решения, поскольку единичное измерение содержания холестерола не может дать представление об обычном уровне холестерола.    

Аналитическая чувствительность (нижний предел определения):

0,08 мМоль/л или 3 мг/дл.  Нижний предел определения – это наименьшая концентрация холестерола, которая может быть отличима от нуля и измерена.

Воспроизводимость:
Определение проводилось с помощью контролей (сыворотка).

внутрисерийная

Пробы

Ср. Знач. мг/дл

Ст.Откл.

мг/дл

Коэф.Вар

%

     Проба 1

103

1,35

1,32

Проба 2

158

0,98

0,62

        Проба 3

180

0,99

0,55

Межсерийная

Проба 1

124

1,71

1,38

      Проба 2

162

3,13

1,93

Проба 3

186

1,97

1,06

Сравнение реагентов Biocon Fluitest CHOL (y) с другими коммерчески доступными тестами (x) дало следующие результаты: 

y = 1,006 x + 0,258,  r = 0,999.

Контроль качества:

Контрольная сыворотка на основе сыворотки крови человека:

Contronorm(             
  5 ( 5 мл      
# 1205

                                  
20 ( 5 мл      
# 1220

Contropath(              
  5 ( 5 мл       
# 1305

                                  
20 ( 5 мл      
# 1320

Контрольная сыворотка для липидов 

Contropath L                        5 x 3мл              #1303

Roche/Hitachi 902

No.
<Chemistry> 
with R1
with R1/R3

1
Test Name
CHOL 


2
Assay code (Mthd)
1 Point 


3
Assay code (2. Test)
0 


4
Reaction time
10


5
Assay Point 1
35
17

6
Assay Point 2
0


7
Assay Point 3
0 


8
Assay Point 4
0 


9
Wavelength (SUB)
700 


10
Wavelength (MAIN)
505 


11
Sample Volume
3.0


12
R1 Volume
250 


13
R1 Pos.
.....


14
R1 Bottle Size
Large


15
R2 Volume
0 


16
R2 Pos.
0 


17
R2 Bottle Size
Small 


18
R3 Volume
0
100

19
R3 Pos.
0
.....

20
R3 Bottle Size
Small 
Large

21
Calib. Type (Type)
Linear


22
Calib. Type (Wght)
0 


23
Calib. Conc. 1
0 


24
Calib. Pos. 1
..... 


25
Calib. Conc.2
..... 


26
Calib. Pos. 2
..... 


27
Calib. Conc. 3
0 


28
Calib. Pos. 3
0 


29
Calib. Conc. 4
0 


30
Calib. Pos. 4
0 


31
Calib. Conc. 5
0 


32
Calib. Pos. 5
0 


33
Calib. Conc. 6
0 


34
Calib. Pos. 6
0 


35
S1 ABS
0 


36
K Factor
10000 


37
K 2 Factor
10000 


38
K 3 Factor
10000 


39
K 4 Factor
10000 


40
K 5 Factor
10000 


41
A Factor
0 


42
B Factor
0 


43
C Factor
0 


44
SD-Limit
0.1 


45
Duplicate Limit
220 


46
Sens. Limit
2000


47
S1 ABS. Limit (L)
-32000


48
S1ABS. Limit (H)
32000


49
ABS. Limit
0


50
ABS. Limit (D/I)
Increase


51
Prozone Limit
32000 


52
Proz. Limit (Upp/Low)
Lower


53
Proz. Limit (End Point)
35 


54
Expect. Value (L)
..... 


55
Expect. Value (H)
..... 


56
Instr. Factor (a)
1 


57
Instr. Factor (b)
0 


58
Key Setting
.....


.....Данные вводит оператор

Определение холестерола с R, когда определение липазы не требуется.

Определение с R1/R3 (SMS Selective Mode Solution on R3), если требуется определение липазы.  


	Реагент R4: (стандарт)

(Art.# 4248, #4245, #4241, #4242)
Холестерин             
5,17 мМоль/л (200 мг/дл)

Приготовление и стабильность:

Реагент и стандарт готовы к использованию, стабильны в нераспечатанном состоянии до срока годности. 

Открытые реагенты стабильны

                                          12 недель при    +2 - +8оС

                                           4 недели при +20 - +25оС

                                           на борту Хитачи – 28 дней.

Пробы:
Сыворотка, гепаринизированная или ЭДТА плазма. Нельзя использовать для получения плазмы цитрат, оксалат или фторид. Стабильность: 

                                       5-7 дней при +2 - +8оС,

                                         3 месяца при –20оС.

Можно тестировать как пробы, полученные натощак, так и после еды. Пробы, содержащие преципитат нуждаются в центрифугировании перед определением. 

Меры предосторожности:

Использовать только для in vitro диагностики. Требуется выполненое всех обязательных мер предосторожности для работы с лабораторными реагентами. 

Ограничения по интерференции:

Критерии: +- 10% от первичного значения.

На результат измерения холестерола в сыворотке (плазме) не оказывают существенного влияния:

иктеричность до индекса I - 8, что примерно соответствует концентрации конъюгированного и неконъюгированного билирубина 8 мг/дл,

гемолиз до индекса Н - 450, что приблизительно соответствует концентрации гемоглобина 450 мг/дл, 

Процедура:

Используемые материалы: 

Рабочий раствор, приготовление которого описано ранее.

Дополнительно: калибраторы и контроли, описанные ниже, физиологический раствор (0,9% NaCl).

Длина волны                              546 нм (500-550 нм)

Температура                                    +25/+30/+37оС

Кювета                                       оптический путь 1 см

Холостая проба по реагенту (одна проба на серию)

                   Хол проба    калибр/стандарт        проба

Калибр/стандарт       -          10 мкл                       -

Проба                         -                -                     10мкл

Рабочий раствор    1000мкл  1000 мкл       1000 мкл          

Смешать, инкубировать 5 минут при +37оС, или 10 минут при +20ОС - +25ОС, измерить абсорбцию пробы и калибратора против реагента. Окраска стабильна в течение 60 минут.

Расчет: 

ΔА пробы       х конц. кал/станд = концентация холест.

ΔА станд.

Конц. стандарта 5,16мМоль/л (200мг/дл).

Линейность:

Границы измерения: 0,08 – 20,7 мМоль/л (3 – 800 мг/дл). 
При результатах измерения превышающих это значение разведите пробу в 3 раз физиологическим раствором или дистиллированной/деионизованной водой, результат нужно умножить на 3.

Калибровка:
Метод определения холестерола был калиброван методом жидкостной масс-спектрометрии, что соответствует рекомендациям Национального института стандартов и технологий (NIST).   
Для Хитачи: S1: 0.9% NaCI
                  S2: Bio Cal® E Art.#1430 или Bio Cal® Art. # 1420

Частота калибровки – рекомендуется калибровка по двум точкам при  смене лота реагента, в соответствии с требованиями контроля качества.

Форма выпуска:

# 4248                                 8 х  20 мл R1

                                            1 х    5 мл R4

#4245                                  6 х  60 мл R1

                                            1 х    5 мл R4

#4241                                  4 х 250 мл R1

                                            1 х     5 мл R4

#H4001                               18 x  50 ml R1
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Roche /Hitachi 704

Temperature: 37°C

PROGRAM 2 CHEMISTRY PARAMETERS

Determination 

with R1

Determination 

with R1/R2

TEST 
[CHOL]

ASSAY CODE
[1(1POINT)]-[32]-[0]

SAMPLE VOLUME
[4]

R1 VOLUME
[350]-[50]-[NO]

R2 VOLUME
[0]-[20]-[NO]

WAVELENGTH
[700]-[505]

CALIBR. METH.
[LINEAR]-[0]-[0]

STD.(1) CONC.-POS.
[ _ ]-[ _ ]

STD.(2) CONC.-POS.
[ _ ]-[ _ ]

STD.(3) CONC.-POS.
[0]-[0]

STD.(4) CONC.-POS.
[0]-[0]

STD.(5) CONC.-POS.
[0]-[0]

STD.(6) CONC.-POS.
[0]-[0]

UNIT
[ _ ]

SD LIMIT
[0.1]

DUPLICATE LIMIT
[220]

SENSITIVITY LIMIT
[0]

ABS.LIMIT (INC/DEC)
[0]-[INCREASE]

PROZONE LIMIT
[0]-[LOWER]

EXPECTED VALUE
[ _ ]-[ _ ]

INSTRUMENT FACTOR
[1.00]

1(1POINT)]-[15]-[0]

[140]-[50]-[NO]

_ Данные вводит оператор
Определение с R1/R3 (SMS Selective Mode Solution on R3), если требуется определение липазы.

Roche /Hitachi 717

Temperature: 37°C

PROGRAM 2 CHEMISTRY PARAMETERS

Determination 

with R1

Determination 

with R1/R2

TEST 
[CHOL]

ASSAY CODE
[1(1POINT)]-[50]-[0]

SAMPLE VOLUME
[3]-[2]

R1 VOLUME
[250]-[100]-[NO]

R2 VOLUME
[0]-[20]-[NO]

WAVELENGTH
[700]-[505]

CALIBR. METH.
[LINEAR]-[0]-[0]

STD.(1) CONC.-POS.
[ _ ]-[ _ ]

STD.(2) CONC.-POS.
[ _ ]-[ _ ]

STD.(3) CONC.-POS.
[0]-[0]

STD.(4) CONC.-POS.
[0]-[0]

STD.(5) CONC.-POS.
[0]-[0]

STD.(6) CONC.-POS.
[0]-[0]

SD LIMIT
[0.1]

DUPLICATE LIMIT
[220]

SENSITIVITY LIMIT
[0]

ABS.LIMIT (INC/DEC)
[0]-[INCREASE]

PROZONE LIMIT
[0]-[LOWER]

EXPECTED VALUE
[ _ ]-[ _ ]

PANIC VALUE
[ _ ]-[ _ ]

INSTRUMENT FACTOR
[1.00]

[1(1POINT)]-[24]-[0]

[100]-[100]-[NO]

_ Данные вводит оператор
Определение с R1/R2 (SMS Selective Mode Solution on R2), если требуется определение липазы.




