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Medicinsk bakgrund

Av det kolesterol som finns i plasma ar omkring 70 % forestrat med ldngkedjiga fettsyror,
medan ca 30 % ar oforestrat, s.k. fritt kolesterol. Bade forestrat och oforestrat kolesterol ingéar
i bestimningen av P-kolesterol. Huvuddelen av plasmakolesterolet (60-70 %) transporteras i
LDL-fraktionen, medan 25-35 % aterfinns i HDL. Mindre mangder kolesterol finns i
kylomikroner och VLDL.

Hyperkolesterolemi ar en av de viktigaste kardiovaskuldra riskfaktorerna. Uttalad 6kning av
plasmakolesterol forklaras huvudsakligen av 6kning i LDL-kolesterol medan latt hyper-
kolesterolemi inte sillan kan tillskrivas en 6kning av HDL-halten. Forhojt plasmakolesterol
beroende pa forhojd LDL-koncentration ses vid familjar hyperkolesterolemi, familjar
dyslipoproteinemi samt ofta vid familjar kombinerad hyperlipidemi. Mattlig till uttalad
okning av LDL-halten upptriader sekundart vid atskilliga tillstdnd, framfor allt hypotyreos,
leversjukdomar och njursjukdomar.

Bestamning av kolesterol, HDL-kolesterol, triglycerider och berakning av LDL-kolesterol i
plasma ingér i utredning av priméra och sekundira hyperlipoproteinemier och vid
bedomning av kardiovaskular risk, se aven avsnittet bedomning.

LDL-kolesterol beriknas enligt Friedewalds formel under forutsattning att triglycerider i
serum/plasma ar < 4 mmol/L:

LDL-Kolesterol = Kolesterol - HDL-Kolesterol - 0,45 x fS/P-Triglycerider.

Non-HDL kolesterol beriknas enligt formeln: Totalkolesterol — HDL-kolesterol, och ar ett
battre matt pa den totala aterogena bordan an LDL-kolesterol. Non-HDL kolesterol har i
manga studier visat sig vara battre pa att forutsiga risk for kardiovaskuldr sjukdom dn LDL-
kolesterol, sarskilt hos patienter med diabetes, metabolt syndrom och/eller
hypertriglyceridemi.

Pleuraviatska

Pleuravitska med mjolkaktigt utseende kan antingen bero pa hogt cellantal eller kylothorax.
Om det ror sig om celler ska vétskan bli klar efter centrifugering. Vid kylothorax finns 6kat
antal kylomikroner med hogt triglyceridinnehall. Triglycerider > 1,2 mmol/L tyder pa
forekomst av kylomikroner. Vid triglycerider < 0,55 mmol/L &r sannolikheten mycket 1ag for
kylothorax. Vid sk pseudokylothorax ar det framforallt kolesterolhalten som ar 6kad
(exsudat) och triglyceridhalten ar oftast 1ag. Vid gransfall kan lipoproteinelfores behéva
utforas for att bekrafta eller utesluta forekomst av kylomikroner.

Pl-Triglycerider ingar tillsammans med Pl-Kolesterol och Pl-Leukocyter i P1-
Kylothoraxutredning som bestills via ROS.
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Analys-/bestamningsprincip

Enzymatisk, kolorimetrisk metod.

1-punkt med en 6kning i reaktionsriktning.

Denna metod ar baserad pa bestimningen av A4-kolestenon efter enzymatisk klyvning av
kolesterolestrar med kolesterolesteras, omvandling av kolesterol med kolesteroloxidas och
foljande matning av den vitesuperoxid som bildats (Trinder-reaktion).

Kolesterolestrar klyvs med kolesterolesteras och ger fritt kolesterol och fettsyror (se
reaktionsformel nedan). Kolesteroloxidas katalyserar sedan oxidationen av kolesterol till
cholest-4-en-3-on och viteperoxid. I nirvaro av peroxidas paverkar den bildade
vateperoxiden oxidativkopplingen av fenol och 4-aminofenazon och bildar en rodfargad
kinoniminfargning.

CE

Kolesterolestrar + H=0 —=  kolesterol + RCOOH
CHOD

Kolesteral + Os kolest-4-en-3-on + Hz04
POD

2 H:0: + 4-AAP + fenol —=  kinoniminfargning + 4 H-0

Fargintensiteten hos den bildade fargen stér i direkt proportion till
kolesterolkoncentrationen. Den bestims genom att méta 6kningen i absorbans vid 700/505
nm.

Miljoaspekter
Kalibratorer och kommersiella kontroller innehéller humanplasma. Dessa ar kontrollerade

mot HIV och hepatit B och funna negativa, men eftersom dessa metoder ej ar helt sikra bor
alla kalibratorer och kontroller behandlas som humana prover.

For utforlig information om delar av reagensinnehéll se produktregister i
kemikaliehanteringssystemet KLARA pa Lisa:
http://www.port.se/alphaquest/app lin/pcmain.cfm.

Apparatur och tillbehor

cobas ¢ 501/701 Roche Diagnostics
Scandinavia AB

Bipacksedel

Bipacksedlar fran kontroller och kalibratorer sparas (om ny lot) i separata parmar pa
sektionen. Information formedlas till metodansvarig for analysen. Annan information fran
firman satts in i metodloggboken eller sparas pad G-mappen. Alla nya lotnummer ska skrivas
iniQM.
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Kemikalier och/eller reagens

Kolesterol (CHOL2) Reagens Roche Diagnostics
Scandinavia AB
Innehdller
R1: (position B och C (US)) PIPES-buffert 225 mmol/L, pH 6,8
(position B (ViN/LiM)) Mg2* 10 mmol/L
Natriumcholat 0,6 mmol/L
4-aminofenazon > 0,45 mmol/L
Fenol > 12,6 mmol/L
Fetthaltig alkoholpolyglykoleter 3%

Kolesterolesteras (Pseudomonas spec.) > 25 pkat/L
Kolesteroloxidas (E.Coli) > 7,5 ukat/L

Peroxidas (pepparrot) > 12,5 pkat/L
Stabilisatorer

Konserveringsmedel
En reagensforpackning racker till 2100 analyser (US), 400 analyser (ViN/LiM).

OBS Varning! Reagenset innehaller komponenter som ir irriterande fér hud och 6gon.
Tvitta hud och skolj 6gon om de kommit i kontakt med reagenset. Anviand ldmplig
skyddsutrustning.

Utforande

US: Reagenset ar klart att anvianda. Placera i rotor A.

OBS Ta av korkarna pa reagenskassetten innan isattning i instrumentet och undvik
skumbildning. Satt i kassetten med den vita delen av RFID-etiketten &t vanster (RFID-
etiketten sitter ovanpa reagenset). Vilken plats i reagensrotorn den sitts i spelar ingen roll.
Gor en "Reagens registrering”, se apparatbeskrivning.

ViN: Reagenset ar klart att anvinda. Reagenskasetter kan laddas under drift. Satt i kassetten
med streckkoden at hoger i kassettporten. Kassetten laddas in automatiskt av instrumentet.

Hallbarhet
Ooppnad forpackning Till utgdngsdatum vid 2-8°C

Oppnad forpackning kyld i 4 veckor (US)
instrumentet 8 veckor (ViN/LiM)
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Diluent Roche Diagnostics
Scandinavia AB

Innehéller

NaCl 9%

US: Reagenset ar klart att anvinda. Placera i rotor A.

OBS Ta av korkarna pa reagenskassetten innan isattning i instrumentet och undvik
skumbildning. Satt i kassetten med den vita delen av RFID-etiketten &t vanster (RFID-
etiketten sitter ovanpa reagenset). Vilken plats i reagensrotorn den sitts i spelar ingen roll.
Gor en “Reagens registrering”, se apparatbeskrivning.

ViN: Reagenset ar klart att anvinda. Reagenskasetter kan laddas under drift. Satt i kassetten
med streckkoden at hoger i kassettporten. Kassetten laddas in automatiskt av instrumentet.

Hallbarhet
Ooppnad forpackning Till utgdngsdatum vid 2-8°C

Oppnad férpackning kyld i 4 veckor (US)
instrumentet 12 veckor (ViN/LiM)

Kalibratorer/kalibrering

Calibrator for automated systems (C.f.a.s) Roche Diagnostics
Scandinavia AB

Spérbarhet

Denna metod har standardiserats enligt Abell/Kendall och 4ven med
isotopspadning/masspektrometri.

Innehdller
Frystorkat kalibreringsserum, humanbaserat (12 x 3 ml).

Beredning

Oppna flaskan forsiktigt och tillsitt exakt 3,0 mL typ I-vatten/typ II-vatten. Blanda pa
rorvandare i 30 minuter. Undvik skumbildning.
Portionera upp 300 ul i eppendorfkoppar och frys in.

Utforande

2-punktskalibrering. Kalibrering kravs vid reagenslotbyte samt efter 7 dagar i
instrumentet (US).

For utférande se apparatbeskrivning. For 6vrigt se Metodkontroll QM-rutiner med
flodesschema.

Héllbarhet
Ooppnad forpackning Till utgangsdatum vid 2-8°C
Uppspadd kalibrator 8 h i rumstemp., 2 dygn i kylskap,

1 manad i frys
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Kontrollprover/kontroller

Intern kvalitetskontroll
Se respektive apparatbeskrivning.

Lopande kontrollanalys och tekniskt godkannande

Lopande kontroller hanteras och tekniskt godkdnnande sker enligt Metodkontroll,
kontrollhantering, Klinisk farmakologi, Klinisk immunologi och transfusionsmedicin, Klinisk
kemi.

Periodvis sammanstallning

Precision
Alla interna kontroller 6verfors till QM-systemet diar medelviarde, SD och CV beriknas.

Riktighet

Efter varje analystillfille av extern kontroll erhills en sammanstéllning dar vart resultat
redovisas avseende var position i jaimforbar metodgrupp. Resultaten fran denna kontroll
infors i QM.

Resultatet av varje enskilt instruments jamforelse mot mentorinstrumentet finns tillgangligt i
QM under respektive instrument.

Extern kvalitetskontroll

Kontrollen analyseras pa samma satt som ett patientprov. Se Externa kontrollprogram,
Klinisk kemi och Klinisk farmakologi.

Mentorinstrument deltar i extern kvalitetssakring. For 6vriga instrument sker jamforelse mot
mentorinstrument med patientprovsinskick enligt Metodkontroll, kontrollhantering, Klinisk
farmakologi, Klinisk immunologi och transfusionsmedicin, Klinisk kemi.

Provtagning och provhantering

Vid provtagning for bestimning av P-LDL och triglycerider ska patienten i regel vara
fastande minst 10 h. Vid bestimning av enbart P-HDL, kolesterol och non-HDL kolesterol
behover patient inte vara fastande.

Ta blodprov i vakuumror innehéallande separationsgel och litiumheparin. Serum och EDTA-
plasma kan ocksa anviandas.

Centrifugeras inom 12 h frén provtagning.

Centrifugerat priméarror (med gel) hallbart minst 30 h vid 2-8 °C.

Vid langre tids forvaring ska plasma avskiljas och kan da forvaras upp till 5 dygn vid 2-8 °C.
Vid forvaring > 5 dygn ska plasma avskiljas och frysas (-20 °C).

Hallbarheten i okorkade ror, forvarade i rumstemperatur, ar acceptabel i max 6 h.
Undantag ar kapillart tagna prover (fr. a. barnprover), dar hallbarheten bedoms till max 2 h.
Underlaget for hallbarhetstest finns under ALAT-fliken i dokumentskapet pa Klinisk kemi
US.
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Pleuravatska
Tag prov i sterilt plastrér med gul kork.

Provet bor lamnas till laboratoriet inom 30 min fran provtagning (eftersom Pl-Leukocyter
ingdr i paketet). Hallbarheten for Pl-Kolesterol dr minst 5 dygn.

Notera utseende fore centrifugering, skriv kommentar i FlexLab. Fardiga kommentarer kan
anviandas: KEM122 - Kem129.

Blanda om roret fore analys. Om koagel eller mycket sedimenterade cellrester kan provet
behova centrifugeras och pipetteras av for att sedan blandas och analyseras.

Darefter centrifugeras provet vid 2400 g i 5 min, eller 1800 g i 10 min. samt utseendet
bedoms och noteras i flexlab.

Kontakta jourhavande ldkare inom Klinisk Kemi for utlaitande. Observera att kontakt tas
direkt. Provet beh6ver som regel inte sta 24 timmar innan utlatandet gors. Forvara provet i
kylskap.

Preliminarsvar far lamnas under kvillar, nitter och helger om det efterfragas fran kund.
Analysresultat samt kommentarer om utseende lamnas da ut tillsammans med angivna
referensgranser. Ange i FlexLab att prel.svar lamnats.

For ViN och LiM galler att provet kan skickas till US direkt efter inspektion fore
centrifugering eller efter analys. Vid dag fore helgdag (em) tas kontakt med jourhavande
ldkare nér provet kommer. Man kan da ta stéllning till om provet méste skickas till US eller
om utseendet efter centrifugering kan bedomas via telefon eller m h a bild som skickas via
mail.

Forberedelser

Provet centrifugeras 10 minuter vid 1800 g (RCF) alternativt 5 minuter vid 2400 g (RCF).
For transportbanan pa US géller 2500 g (RCF) i 10 minuter.

Utforande

Se respektive apparatbeskrivning.

Berakning

Om provet dr utanfor matintervallet omanalyseras provet automatiskt och resultatet
beriaknas av cobas ¢ 501/701. (spadning 1:10).

Om resultatet andé larmas ska provet bestéllas om i instrumentet med en hogre spadning dn
den automatiska. Resultatet berdknas av cobas ¢ 501/701.

Instrumentparametrar
Se respektive apparatbeskrivning.
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Bedomning

Bestamning av Kolesterol, HDL-kolesterol, triglycerider och beridkning av LDL-kolesterol
och/eller non-HDL-kolesterol i serum/plasma bor inga i utredning av priméra och sekundira
hyperlipoproteinemier och vid bedomning av kardiovaskular risk. Lipidstatus bor dock ej
analyseras under det akuta insjuknandet i hjartinfarkt da sankningar ses av bdde HDL och
LDL. Prov taget under forsta dagen av insjuknandet alt. tidigast en manad efter infarkten ar
att foredra.

Maélvardet for LDL-kolesterol vid sekundérprevention ar lagre dn vad 6vre referensgransen
anger. Malvardet varierar mellan 1,8 och 3,0 mmol/L beroende pa forekomst av andra
riskfaktorer for hjartkarlsjukdom. Méalvardet for non-HDL kolesterol kan variera mellan 2,6
och 3,8 mmol/L. Detta motsvarar da malvardet for LDL + 0,8 mmol/L [5]. Malvirdet for
LDL-kolesterol bor individualiseras och baseras pa risk enligt reckommendationer fran
EAS/ESC och SCORE diagrammet (risk for dod inom 10 &r i hjart-kéarlsjukdom). For mattlig
risk (SCORE 1-5 %) giller malviarde <3,5 mmol/L, for hog risk (SCORE 5-10 %) géller
malvirde <2,5 mmol/L och for mycket hog risk (SCORE > 10 %) géller malvirde <1,8
mmol/L. Vid sekundarprevention (tidigare hjart-karlsjukdom), diabetes med andra
riskfaktorer eller komplikationer samt vid uttalad njursjukdom (ej dialyspatienter) ingar
patienten i gruppen "mycket hog risk" [6,7].

Metodvalidering

Precision (total matosdkerhet)

Se metodvalideringar i dokumentskap samt internt kvalitetssystem (QM).
Kontrollniva och matosikerhet for metoden finns i QM.

Riktighet

For cobas ¢ 501 (ViN/LiM) och cobas ¢ 701 (US) ar jamforelse utférd mot mentorn Advia
1800 (US). Se respektive metodvalidering.

Matomrade

0,1 — 20,7 mmol/L. Automatisk omkorning vilket utokar matomradets 6vre grians (spadning
1:10) till 207 mmol/L. Se aven rubriken Berakning.

Detektionsgrdns
Nedre detektionsgrans ar 0,1 mmol/L enligt metodblad.

Interferenser
Enligt Roches metodblad:

Ikterus: Ingen signifikant interferens vid ett I-index pa upp till 16 for konjugerat och 14 for
okonjugerat bilirubin, ungefarlig koncentration: 274 pumol/L och 239 pmol/L. Om I-index ar
> 20 lamnas svaret ut med kommentaren “Tkteriskt, ger lagre varde”.

Hemolys: Ingen signifikant interferens vid ett H-index pa upp till 700 f6r hemoglobin,
ungefarlig koncentration 7 g/L. Om H-index ar >700 ersitts svaret med kommentaren
“hemolys”.

Lipemi (intralipid): Ingen signifikant interferens vid ett L-index pa upp till 2000. Det ar
dalig korrelation mellan L-index (motsvarar turbiditet) och triglyceridkoncentration.
Likemedel: Ingen interferens pavisades for terapeutiska koncentrationer vid anviandning
av vanliga lidkemedelspaneler.

I mycket sillsynta fall kan gammopati, sarskilt typ IgM (Waldenstroms makrogloublinemi),
orsaka icke tillforlitliga resultat.
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Svarsrutiner
Svar lamnas med 1 decimals noggrannhet.

T ex 4,2 mmol/L
Resultat <0,10 mmol/L svaras ut som "< 0,10 mmol/L”.

For Pleura-kolesterol lamnas lakarutlatande. Medicinskt godkdnnande kravs for att svaret
ska ga ut.

Referensintervall
Plasma
<2 man. 1,8 — 3,2 mmol/L

2man-2 ar 1,8 -—4,5 mmol/L
2-12ar 3,1-5,2 mmol/L
12-18ar 3,1 -6,0 mmol/L
18-30ar 2,9-6,1 mmol/L
31-50ar 3,3-6,9 mmol/L
>50 ar 3,9 — 7,8 mmol/L

Killa:Vuxenreferensintervall enligt NORIP [3]. Barnreferensomradena enligt studie med eget
material MAS (Ref. Per Simonsson).

Pleuravatska
<2,0 mmol/L

Kailla: Beraknat utifran 0,3 * P-Kolesterol (6vre ref. grans medel kvinnor, man < 50 ar).
Exsudat innehaéller oftast hogre koncentrationer. Vid pseudokylothorax ses ofta Pl1-Kolesterol
> 5 mmol/L [7].

Ersatta metoder

Klinisk kemi US

S-Kolesterol (1979)

fS-Kolesterol, fS-HDL-kolesterol med Multistat Plus
S-Kolesterol med SMAC

S-Kolesterol med Chem 1

P-Kolesterol med Hitachi 717 (1989)

P-Kolesterol med Hitach 917 (1996)

P-Kolesterol med Advia 1650 (2002)

P-Kolesterol med Advia 1800 (2007)

Klinisk kemi VIN

S-Kolesterol med LKB

S-Kolesterol med Greiner 300 (1978)
S-Kolesterol med RA-XT (1988)
S-Kolesterol med Chem 1 (1989)
S/P-Kolesterol med Hitachi 911 (1993)
P-Kolesterol med Advia 1650 (2002)
P-Kolesterol med Advia 1800 (2014)
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Klinisk kemi LiM

P-Kolesterol med Vitros 250 (1999)

P-Kolesterol med Konelab 20 (2001)
P-Kolesterol med Advia 1650 (2007)
P-Kolesterol med Advia 1200 (2011)
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