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QUIMICOL - Colesterol

Oxidase/Peroxidase
REG. MS: 10159820245

FINALIDADE. Reacao enzimaética para determinacdo quantitativa do colesterol em amostras de soro
e plasma. Somente para uso diagndstico “in vitro”,

PRINCIPIO0. Tanto o colesterol livre como o esterificado presentes na amostra originam, segundo as
reacOes descritas a seguir, um complexo colorido que pode ser quantificado por espectrofotometria a
500 nm, sendo que a intensidade da cor vermelha produzida é diretamente proporcional a quantidade
de colesterol na amostra;

Col. Esterase » Colesterol + Ac. Graxo

Colesterol esterificado + H20

Col. Oxidase

Colesterol + 02 » Colest-4-en-3-ona + Ha02

Peroxidase

2 Ha02 + HBA + 4-Aminoantipirina » (uinoneimina+4 Hz0

METODOLOGIA. Esterase-Peroxidase

SIGNIFICADO CLINICO. 0 Colesterol, um esterol encontrado em todos os tecidos animais, possui im-
portantes funcdes fisiologicas, incluindo sintese de acidos hiliares, hormonios esterdides e membranas
celulares.

Em decorréncia das relactes patogénicas evidenciadas entre a hiperlipidemia e aincidéncia da ateroscle-
rose ganhou importancia clinica o estudo dos lipideos plasmaticos e a dosagem dessas substancias no
sangue. Quando se deseja pesquisar a hiperlipidemia como um dos fatores condicionantes da aterosclero-
se deve-se utilizar como recurso de triagem a dosagem plasmatica de colesterol total e triglicérides, com
0 paciente fazendo uso de sua dieta habitual.Entretanto, atualmente sabe-se que é necessério conhecer
ainda a distribuicao das lipoproteinas encarregadas do transporte; HDL (lipoproteinas de alta densidade),
consideradas como o fator protetor e LDL (lipoproteinas de haixa densidade), consideradas como o verda-
deiro fator de risco. Os valores isolados de colesterol HDL e colesterol LDL ndo podem ser tomados como
indices para previsdo de risco, e sim, é necessario compor um perfil lipidico.

Valores aumentados de colesterol sao também encontrados no hipotireiodismo, doencas colestaticas do
figado e nas hiperlipoproteinemias dos tipos Ila, l1b e I11. Niveis diminuidos sao encontrados no hipertireio-
dismo, desnutricdo cronica, anemia sideroblastica e talassemia. Doencas hepaticas graves podem reduzir
drasticamente os niveis de colesterol.

0 nivel do colesterol sérico, associado ao fumo e a hipertensdo geram fatores de risco de aterosclerose e
doenca coronariana isquémica.

REAGENTES. Reagente tinico pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C e manter ao abrigo da luz.
Contém: Colesterol oxidase 400 U/L, lipoproteina lipase 300 U/L, peroxidase 1000 U/L, HBA 10 mM,
solucdo tampdo pH 6,75, azida de sddio 0,1%.

Padrao (cd. 3012): Conservar entre 2 - 80C. Solucdo aquosa contendo concentracao padrao de coles-
terol. Verifigue a concentracao do padrdo no rétulo do frasco.

0s reagentes sao estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto se armazenados de
2a8°C e on hoard (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de apro-
ximadamente 30 dias.

Durante o manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminacao de natureza quimica e microhiana
que podem provocar reducdo da estabilidade. Nao congelar e manter ao abrigo da luz.
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PRECAUCOES E CUIDADOS REQUERIDOS.

Este reagente deve ser usado somente para diagndstico “in vitro”. O reagente contém azida sédica
como conservante (0,01%). Este componente pode reagir com cobre e chumbo podendo tornar-se um
metal explosivo. Ao descarta-lo, adicionar grande quantidade de dgua.

Nao pipetar com a hoca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com
grande quantidade de agua e procurar auxilio médico.

Deve-se monitorar atemperatura do amhiente de trahalho hem como o tempo de reacao para obtencao
de resultados corretos. N&o usar se o reagente estiver visualmente turvo, se a ahsorbancia do branco
ultrapassar 0.200 quando medido a 500nm ( cubeta 1 cm) e se houver dificuldade em conseguir 0s
valores estabelecidos para o soro controle fresco.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir absor-
hancia em 505nm (490 - 510nm).

Pipetas para medico de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.

Calibrador e soros controle.

Cronometro.

AMOSTRA. Soro colhido recentemente e ndo hemolisado ou plasma colhido com Heparina, o coleste-
rol no soro é estavel por 7 dias se armazenado de 2 a 8°C e por 6 meses a -20°C.

Todas as amostras e controles sao considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos ma-
nusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranca.

INTERFERENCIAS.

Bilirrubina até 4,5 mg/dL, hemoglohina até 400 mg/dL e lipemia (triglicérides) até 1020 mg/dL, ndo
interferem significativamente no resultado. Algumas drogas e substancias afetam a exatidao do
colesterol, sugerimos consultar Young et al.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 3700
Comprimento de Onda 500nm (480 - 520nm)
Tipo de Reagdo Ponto final
Direcao Crescente
Relacdo Amostra/Reativo | 1:100
Vol. Amostra 10pL
Vol. Reagente 1,0mL
Tempo de Incubacao 5 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar Quimicalib Ebram Cdd.7023/12023 ou o padréo que acompanha o kit, para
kits com padrdo. A concentracao de colesterol no Quimicalib € rastreavel ao NIST 909¢/NIST SRM
1951c e no padrdo ao UNE-EN IS0 17511
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PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado: vide manual para utiliza-
¢do do equipamento e instrucdes de uso do reagente.

Aplicacao no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento manual
até o item 2 (incubacdo), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo analitico
especifico baseado no item Parametros do Sistema.

PROCEDIMENTO MANUAL.

1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Tubos Branco Padrao Amostra/S.C.
Agua destilada 10uL
Padrdo - 10pL
AmostraS/C - - 10pL
Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL

2. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 5 minutos.0 nivel de 4gua no BM
deve ser superior ao nivel de reagente nos tuhos de ensaio.

3. Zerar 0 aparelho com o hranco do reagente a 500nm (480 520 nm), proceder as leituras re-
gistrando as ahsorhancias do padrdo, amostra e soro controle. A reacdo é estavel até 2 horas.

* Soros fortemente lipgmicos exigem um branco de amostra. Adicione 0.01 mL(10 L) de amostra a

1.0mL de solucdo salina, homogeneizar e ler a ahsorbancia contra agua. Subtraia este valor da ahsor-

héancia do paciente para obter a leitura corrigida.

0bs.. Procedimento sugerido para espectrofotometros que requerem volume minimo de 1,0 mL e po-

dem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que vo-

lumes de amostra menores do que 10 pL aumentam a imprecisao da medicdo em aplicacdes manuais.

cALcuLos.
(Abs. = Absorhancia)
(Conc. = Concentracdo)

Colesterol da amostra (mg/dL) =
A Abs. Amost

——— xconcentracdo Padrdo (mg/dL)
A Abs. Padrdo

EXEMPLO.

Abs. Amostra=0.40

Abs. Padrdo = 0.32

Conc.Padrdo =200 mg/dL

0.40

Colesterol Amostra= x 200

032
Colesterol Amostra =250 mg/dL

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado, o teste € linear até 750 mg/dL.
Amostras com valores superiores a 750 mg/dL devem ser diluidas com solucdo salina a ponto de fica-
rem entre 2,7 e 750 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluicao.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratdrio deve manter um programa interno de gualidade que
defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter
também um sistema definido para se monitorar a variacao analitica do sistema de medic&o. Aconse-
Ihamos o uso dos soros controle Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cod. 7024/12024
e7031/12031.

VALORES ESPERADOS.
Caninos: 135 - 270 mg/dL
Felinos: 95 - 130 mg/dL
Bovinos: 80 - 120 mg/dL
Equinos:75 - 150 mg/dL

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada lahoratério esta-
beleca seu proprio intervalo de referéncia.

"h = wniCemi’C .an SR su-BR &G

ESTUDOS COMPARATIVOS. Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia simi-
lar produziram os seguintes resultados:

Nimero de amostras 57
29 - 517 mg/dL
Coeficiente de correlagao | 0,9950

Intervalo dos resultados

Inclinacdo 1,045
6,6 (mg/dL)

Intercepta

PRECISAO. Estudos de precisio foram executadas com dois niveis (normal e patolégico) sendo que
cada amostra fora processada por 40 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 | Nivel2
Média (mg/dL) 1225 266,2
D.P. (mg/dL) 18 19
CV. (%) 14 06

EXATIDAO. As amostras foram processaas em duplicata por 10 dias consecutivos, duas vezes por dia.
0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 | Nivel2
Média (mg/dL) 1225 266,2
D.P.(mg/dL) 28 37
CV. (%) 23 19

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 2,7 mg/dL

ESPECIFIGIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodoldgica adequada.

OBSERVAGUOES.

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sao fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtencéo de resultados corretos.

2. Magua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacdo. Assim, para pre-
parar reagentes e usar nas medices, deve ter resistividade =1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentracdo de silicatos < 0,1 mg/L (4gua tipo II). Para o enxagiie da vidraria
a4gua pode ser do tipo I1l, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxéagiie final utilizar agua tipo Il.

APRESENTAGAO.
Linha Bioguimica Geral; 1x 200mL~+1x1,0mL
Linha Bulk; 1x 500mL
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SIMBOLOS UNIVERSAIS UTILIZADOS EM EMBALAGENS DE DIAGNOSTICO IN VITRO

(T3] CONSUUAR INSTRUGDES | [RT™]  peagente m  Ferciooeo
W EA%E\@»EEDT%SET%I FILENTE E ?Lf m ﬁEY;},ﬁ[SQ I:AEES) LOT| NOMERODOLOTE

Jlr (L%HSEER?/EARI\%MPERMURA EEUGDNUJSTTSS Ii\N VITRO NOMERD DO CATALOGO
\?[ USOVETERINARIO




