Colesterol

Vet

Finalidade
Método enzimdtico para a determinagdo de colesterol em soro
ou plasma.

Significado Clinico

O colesterol é tanto absorvido pelo intestino, quanto sintetizado
pelo organismo. E um componente da membrana celular onde
fica entre os “bragos” do acido graxo das moléculas lipidicas e
aumenta a rigidez da estrutura da membrana. O excesso de
colesterol é secretado na bile, parte como acidos e sais biliares,
parte como colesterol inalterado (que pode ser reabsorvido).

O aumento do colesterol (hipercolesteroleimia) ocorre na
refeicdo gordurosa recente, doenca hepatica ou biliar, sindrome
nefrética, diabetes melito, sindrome de Cushing e
hipotireoidismo.

Paradoxalmente, a disfungdo hepatica grave estd associada, as
vezes, a concentragbes plasmaticas de colesterol anormalmente
baixas. Concentragdes baixas também foram relatadas em casos
de hipertiroidismo.

Fundamento do método
A sequéncia de reagdo é a seguinte:

) CHE .
ésteres do colesterol —— colesterol + 4cidos graxos

colesterol + O, w} colesten-3-ona + H,0;

H,0, + 4-AF + aceitador&} coloragdo vermelha

Reagentes Fornecidos

S. Padrdo: solugdo de colesterol 200 mg/dL (2 g/L).

A. Reagente A: frascos contendo colesterol esterase (CHE),
colesterol oxidase (CHOD), peroxidase (POD), 4-aminofenazona
(4-AF) e tampdo Good, contendo fenol e colato de sédio, nas
seguintes concentragdes:

CHE e >100 U/L
> 100 U/L

>1000 U/L
BoAF ..ot aaae s 0,2 mmol/L
[CToToTc FER TSROSO PR UPPPRIIRY 50 mmol/L

15 mmol/L
0,2 mmol/L

Colato de sédio....

Reagentes nao fornecidos
- Laborcal Vet da Laborlab para a técnica automatica. Pode ser
empregado também nas calibragdes com a técnica manual.

Instrugées de Uso
Reagentes fornecidos: prontos para uso.

Precaugdes

Os reagentes sdo para uso diagndstico in vitro veterinario.
Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de
trabalho no laboratdrio de analises clinicas.

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

Estabilidade e instrug6es de armazenamento

Reagentes fornecidos: estaveis sob refrigeracdo (2-82C) até a
data do vencimento indicada na embalagem. Ndo manter sob
temperaturas elevadas durante periodos prolongados.

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes
Descartar os reagentes quando as leituras do Branco estiverem
acima de 0,160 D.O.

Amostra
Soro, plasma.

a) Coleta: obter a amostra de forma habitual.

b)  Aditivos: caso a amostra seja plasma, utilizar heparina como
anticoagulante.

c) Estabilidade e instrucdes de armazenamento: o colesterol
no soro é estavel durante um periodo de até 1 semana sob
refrigeragdo e 2 meses congelado, sem acrescentar
conservantes.

Interferéncias

Os anticoagulantes comuns, exceto a heparina, interferem na
determinagdo.

Os soros com hemodlise visivel produzem valores falsamente
aumentados e, portanto, ndo devem ser utilizados.

N&o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 8,0 mg/dL,
acido ascérbico até 75 mg/L, acido urico até 20,0 mg/dL, nem
hemodlise ligeira.

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotdmetro ou fotocolorimetro;

- Micropipetas e pipetas capazes de medir os volumes indicados;
- Tubo ou cuba espectrofotométricos de faces paralelas;

- Banho-mariaa 372Ce,

- Cronémetro.

Condigdes da reagao

- Comprimento de onda: 505 nm em espectrofotometro ou
fotocolorimetro com filtro verde (490-530 nm).

- Temperatura de reagdo: 372C

- Tempo de Reagdo: 5 minutos.

- Volume de amostra: 10 uL

- Volume de Reagente: 1,0 mL

- Volume final da reagdo: 1,01 mL

Os volumes de Amostra e de Reagente A podem ser modificados
proporcionalmente (Ex.: 20 pL de Amostra + 2 mL de Reagente A.

Procedimento
Em trés tubos ou cubas espectrofotométricas marcados como B
(Branco), P (Padrdo) e D (Desconhecido), colocar:

B P D
Padrdo ou Calibrador - 10 uL -
Amostra - - 10 pL
Reagente A 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Colocar em banho-maria durante 5 minutos a 372C ou 20 minutos
a temperatura ambiente (252C). Depois, ler no
espectrofotémetro a 505 nm ou em fotocolorimetro com filtro
verde (490-530 nm), zerando o aparelho com o Branco.

Estabilidade da mistura de reagdo final
A cor é estavel por 30 minutos, portanto, a absorbancia deve ser
lida dentro deste tempo.

Calculo dos Resultados

Colesterol (mg/dL) = D x f, onde f =_200 mg/d|

Exemplo: P

(Os dados apresentados a seguir sdo ilustrativos)
Absorbancia da amostra: 0,287
Absorbéancia do Padrdo: 0,265

Fator=_200 mg/dl =755
0,265
Colesterol (mg/dL) = 0,287 x 755 = 217 mg/dL

Conversao de unidades
Colesterol (mg/dL) = colesterol (g/L) x 100
Colesterol (mmol/L) = colesterol (g/L) x 2,59
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Colesterol (g/L) = colesterol (mmol/L) x 0,39

Método de Controle de Qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Laborcontrol Vet 1 e 2) com atividades conhecidas de colesterol,
com cada determinagdo

Valores de Referéncia
Espécie (mg/dL)

Canina 135-270
Felina 95-130
Bovino 80-120
Equina 75-150

Os valores de referéncia devem ser usados apenas como
orientagdo. Recomenda-se que cada laboratério estabelega, na
populagdo de animais atendida, seus proprios valores de
referéncia.

Limitagdes do procedimento

Vide “Interferéncias”.

Os redutores diminuem a resposta de cor, enquanto que os
oxidantes colorem o Reagente A aumentando os Brancos.

Os detergentes, metais pesados e cianetos sdo inibidores
enzimaticos.

N&o utilizar o Padrdo em analisadores automadticos, visto que
existem diferengas entre sua tensdo superficial e a do soro,
resultado do dissolvente empregado na preparagao.

E recomendavel realizar uma nova calibracdo semanal ou cada
vez que sejam obtidos valores fora da faixa aceitdvel dos
controles (Laborcontrol Vet 1 e 2 da Laborlab).

Desempenho

a) Reprodutibilidade: processando 20 determinagdes
simultaneamente de uma amostra canina e outra equina
com valores dentro do intervalo de referéncia, obteve-se o

seguinte:
Amostra Canina:

Concentragdo D.P. C.V.
82,85 1,69 2,04
123,05 2,06 1,67

Amostra Equina:

Concentragdo D.P. C.V.
57,50 0,76 1,32
69,15 2,78 4,02

b) Limite de detecgdo: depende do fotébmetro empregado.
Para a leitura de 0,001 D.O. a variagdo minima de
concentragdo detectdvel serd aproximadamente de 0,63
mg/dL.

c) Linearidade: a reagdo é linear até 500 mg/dL. Para valores
superiores, diluir a metade da solugdo com o Branco e
repetir a leitura multiplicando o resultado final por 2.

Parametros para analisadores automaticos

Para a programacgdo consultar o manual de uso do analisador a
ser utilizado.

Para a calibragdo do aparelho deve ser utilizado o Laborcal Vet
da Laborlab.

Apresentacao

1 x 250 mL Reagente A
1x 4,0 mL Padrdo
(Cod. 1774084)
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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 n3do houve falhas técnicas na execugdo e manuseio
deste kit, assim como em sua conservagdo.

SIMBOLOS

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia 98/79 CE
para dispositivos médicos de diagnodstico "in vitro"

[ECTREF]  Representante autorizado na Comunidade Européia

[we] Uso médico-diagnéstico "in vitro"
A7 Conteddo suficiente para <n> tastes
& Data de validade

| Limite de temperatura (conservar a)
)K N3o congelar

& Risco biologico

— Volume apds da reconstituigdo

Cont. Conteddo

[LoT] Nimero de lote

] Elaborado por:

;n Nocivo

£ Corrosivo / Caustico

>f| Irritante

L Consultar as instrugdes de uso
[Caibe | | calibrador

ool Controle

Eomad+| Controle Positivo

Controle Negativo

[reF] Nimero de catdlogo
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