Colinesterase | colinesterase

Kit para determin
Kit para detarmin

MS BOD22
E=H
cinética colorimétrica.

METODO
Cinético-Colorimétrico.

FINALIDADE

Reagentes para a determinacdo da atividade enzimatica da colinesterase
(pseudocolinesterase ou colinesterase |l) em amostras de soro ou plasma por
espectrofotometria colorimétrica.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

FUNDAMENTO

A colinesterase (CHE) catalisa a hidrolise do substrato de butiriltiocolina liberando
tiocolina e butirato.

A atividade catalitica da colinesterase (CHE) na amostra analisada é diretamente
proporcional ao decréscimo da absorbancia medida em 405 nm quando o ferricianeto
(amarelo) é reduzido para ferrocianeto (incolor) pela agdo da tiocolina.

CHE
Butirilcolina+H,0 —> Tiocolina +Butirato

Tiocolina + Ferricianeto+ 20H —> Colina + H,0 + Ferrocianeto

SIGNIFICADO CLINICO

A colinesterase ¢ uma enzima com a funcédo de catalisar a hidrélise da acetilcolina e
outras colinas, regulando a transmissé@o do impulso nervoso na sinapse do nervo e na
juncé@o neuromuscular.

Dois tipos de colinesterase sdo determinadas: acetilcolinesterase (colinesterase
verdadeira) e pseudocolinesterase.

Enquanto a acetilcolinesterase (acetil colina hidrolase) é encontrada nas hemacias e
terminagdes de nervos colinérgicos, a pseudocolinesterase (butirilcolinesterase)
encontra-se no plasma, figado, musculo liso e adipécitos.

A colinesterase sérica ¢ também denominada de pseudocolinesterase e a sua
dosagem é de grande valor para o diagnéstico de pacientes com a forma atipica da
enzima e em intoxicagdes por inseticidas organofosforados.

Valores diminuidos: Sao encontrados nas seguintes situagdes: no envenenamento
por inseticidas organofosforados, doenca hepatocelular, desnutricdo, infecces
agudas, embolismo pulmonar, distrofia muscular e infarto do miocardio.

QUALIFICAGOES DO PRODUTO

e Metodologia cinética continua colorimétrica, simples e rapida para a determinagédo
da colinesterase, facilmente adaptavel em analisadores automaticos e
semi-automaticos.

e A metodologia permite obter resultados exatos e precisos se for executada
conforme descrita nesta Instrugdo de Uso.

IDENTIFICAGAO DOS REAGENTES
Conservar entre 2-8 °C.

1.Tampao - Contém tampéo pirofosfato 90 mmol/L e ferricianeto de potassio = 2
mmol/L.
2.Substrato - Contém butiriltiocolina = 15 mmol/L.

ESTABILIDADE

Os reativos sdo estaveis até o vencimento da data de validade impressa no rétulo do
produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados
e se evite a contaminagéo durante o uso.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS
e Espectrofotometro com cubeta termostatizada a 37 °C;
e Tubos e pipetas;
e Crondmetro;
e Banho-Maria ou termostatizador.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

e Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipulacdo dos reagentes e
amostra bioldgica.

e Recomendamos o uso das Boas Praticas de Laboratérios Clinicos para a execugdo
do teste.

e De acordo com as instrugdes de biosseguranga, todas as amostras devem ser
manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

e Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resolugdes normativas
locais, estaduais e federais de preservagdo do meio ambiente.

INTERFERENCIAS
Concentragdes de bilirrubina até 20 mg/dL, hemoglobina até 200 mg/dL e triglicérides
até 1200 mg/dL néo produzem interferéncias significativas.

AMOSTRA

SORO, PLASMA (heparina ou EDTA).

N&o usar amostras hemolisadas e nem com sinais de contaminagao bacteriana. Nao
utilizar anticoagulantes que contém fluoreto pois ha inibicdo da atividade da
colinesterase neste caso.

A colinesterase no soro ou plasma é estavel por 15 dias entre 2-8 °C.
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Nota

Recomendamos que a coleta, preparagédo, armazenamento e descarte das amostras
biolégicas sejam realizadas seguindo as recomendagdes das Boas Praticas de
Laboratérios Clinicos.

Enfatizamos que os erros provenientes da amostra podem ser muito maiores do que
os erros ocorridos durante o procedimento analitico.

PROCEDIMENTO DO TESTE

A. Condicoes de Reacgdo

e Leitura: Comprimento de onda 405 nm

e Temperatura: 37 °C

e Tipo de reagdo: Cinética continua decrescente

B. Técnica de Analise sem Calibrador

1.Pipetar em uma cubeta ou tubo:

1000 pL de Tampéao (1) + 20 yL de amostra.

2. Misturar e incubar por 3 minutos a 37 °C.

3. Adicionar 250 yL do Substrato (2), homogeneizar e transferir imediatamente para a
cubeta termostatizada a 37 °C.

4.Inserir a cubeta no porta-cubetas termostatizado (37 °C) e acionar o cronémetro.

5.Ap6s 2 minutos, fazer a leitura da absorbancia inicial em 405 nm (Ay).

6.Fazer novas leituras de absorbancia em 405 nm apds exatamente 1, 2 e 3 minutos
(A, Ay e Ay).

7.As diferengas entre as absorbancias devem ser praticamente iguais, indicando a
linearidade do método.

Calculos através do Fator Tedrico

Calcular o decréscimo médio de absorbancia por minuto (AA/minuto médio) e usar
este valor para o célculo da atividade da Colinesterase na amostra.

U/L de Colinesterase (CHE) em 405 nm = AA/minuto médio x 74400

Onde: AA/min = Variagdo média da absorbancia por minuto

O fator 74400 é calculado com base nas condi¢des da reacéo cinética continua.

Esse fator deve ser recalculado sempre que se fizer qualquer modificagdo nos
parametros da reagéo.

Ver método para célculo do fator.

Exemplo

Se AA/minuto médio do teste = 0,129
Atividade CHE em U/L= AA teste X 74400
Atividade CHE = 0,129 X 74400 = 9597 U/L

Calculo do Fator
Vtx1000
¢ x Va xd

Fator =

Vt = volume total do ensaio = 1270 pL

Va = volume da amostra = 20 pyL

1000 = conversao de U/mL para U/L

d = espessura da cubeta, viada luz =1 cm

¢ = Coeficiente de absortividade milimolar do cromégeno em 405 nm e na via de luz de

1cm=0,853

Fator= 1270x 1000
0.853x20x1

=74400

Fator = 74400

C. Técnica de Analise com Calibrador REF. 410 da Gold Analisa

Notas

1. Utilizar o Calibrador REF. 410 da Gold Analisa.

Ver Instrugdes de Uso e valor tabelado para Colinesterase.

2.0 desempenho do Calibrador pode ser afetado por varios fatores como: erros de
reconstituicdo, de homogeneizacdo, armazenamento incorreto, contaminagéo da
agua ou vidraria.

Dosagem do Calibrador e do Teste

1.Calibrador: Seguir o mesmo procedimento da Técnica de Analise sem Calibrador
(Item B) substituindo 20 pyL da amostra por 20 yL do Calibrador REF. 410 da Gold
Analisa.

2.Teste: Seguir o mesmo procedimento da Técnica de Analise sem Calibrador (ltem
B).

Calculos através do Fator de Calibragao Experimental

Calcular o decréscimo médio de absorbancia por minuto (AA/minuto médio) do Teste e
do Calibrador e usar os valores para o calculo da atividade da Colinesterase na
amostra.

Ver Linearidade.

AA/minuto médio = Variagcdo média da absorbancia por minuto.

AC = Atividade de CHE do Calibrador = (Verificar o valor de CHE na tabela do
Calibrador)

AT = Atividade de CHE do Teste em U/L = AA/minuto do Teste x FC

FC = Fator de Calibragéo = AC + AA/minuto médio do Calibrador
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Exemplo

Se AA/minuto médio do Calibrador = 0,055

Se AA/minuto médio do Teste = 0,044

Se AC = 3670 U/L (Valor de CHE na tabela do Calibrador)

FC = AC + AA/minuto médio do Calibrador = 3670 + 0,055 = 66727

AT = Atividade de CHE do Teste em U/L = AA/minuto médio do Teste x FC
AT = Atividade de CHE do Teste em U/L = 0,044 x 66727 = 2936 U/L

Conversao de Unidades
Unidade Convencional (U/L) x 0,0167 = Unidade SI (Kat/L)

VALORES DE REFERENCIA
Homens: 4620 - 11500 U/L
Mulheres: 3930 - 10800 U/L

Estes valores devem ser usados como uma orientagdo. E recomendado que cada
laboratério estabelega seus proprios valores de referéncia.

AUTOMAGAO

Este kit pode ser utilizado na maioria dos analisadores automaticos.

O consumidor podera solicitar mais informagdes através do Setor de Apoio ao Cliente
(SAC) ou acessando o site www.goldanalisa.com.br.

CONTROLE DA QUALIDADE

O laboratério clinico deve manter um Programa de Garantia da Qualidade para
assegurar que todos os procedimentos laboratoriais sejam realizados de acordo com
as Boas Praticas de Laboratorios Clinicos.

Para controle e verificagdo do desempenho do kit podem ser utilizadas amostras
controle com valores estabelecidos pelos fabricantes.

E importante que cada laboratério estabeleca os seus proprios valores médios e os
respectivos limites de variag&o.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO?

Linearidade

A reacdo é linear até 20000 U/L. Para valores acima da faixa linear, diluir a amostra
com solugdo de NaCl 150 mmol/L (0,85%).

Fazer nova determinacdo e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicdo
empregado.

Repetitividade

A imprecisdo intra-ensaio foi calculada com 20 determinagdes, utilizando trés
amostras com valores de 2881 U/L, 8080 U/L e 13925 U/L.

As médias dos coeficientes de variagdo obtidas foram de 0,59, 0,35
respectivamente.

e 0,36%

Reprodutibilidade

A imprecisdo inter-ensaio foi calculada com 20 determinagdes, utilizando trés
amostras com valores de 2881 U/L, 8080 U/L e 13925 U/L.

As médias dos coeficientes de variagdo obtidas foram de 1,16, 0,92 e 1,08%
respectivamente.

OBSERVAGOES

1.A observacdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da estabilidade dos
reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo de reagdo é de extrema
importancia para se obter resultados precisos e exatos.

2.Na limpeza da vidraria pode-se empregar um detergente neutro ou uma solucéo
acida. A ultima lavagem deve ser feita com agua destilada ou deionizada.

3.A agua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-se métodos
adequados para as finalidades de uso. Colunas deionizadoras saturadas liberam
diversos ions, aminas e agentes oxidantes que deterioram os reativos.
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8.GOLD ANALISA: Informe Técnico do Produto.

TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

Lei n° 8.078 de 11-9-90 - Codigo de Defesa do Consumidor

A Gold Analisa garante a substituicdo, sem 6nus para o consumidor, de todos os
produtos que comprovadamente apresentarem problemas técnicos, desde que o
usuario utilize equipamentos e materiais em boas condigdes técnicas, siga
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Colinesterase | colinesterase

Kit para determin
Kit para detarmin

MS BOD22
E=H
cinética colorimétrica.

METODO
Cinético-Colimétrico.

META

Reactivos para la determinacion de la actividad enzimatica colinesterasa
(pseudocolinesterasa o colinesterasa 1l) en muestras de suero o plasma por
espectrofotometria colorimétrica.

Sélo para uso diagndstico in vitro.

RAZON FUNDAMENTAL

La colinesterasa (CHE) cataliza la hidrdlisis del sustrato de butiriltiocolina liberando
tiocolina y butirato.

La actividad catalitica de la colinesterasa (CHE) en la muestra analizada es
directamente proporcional a la disminucion de la absorbancia medida a 405 nm
cuando el ferricianuro (amarillo) se reduce a ferrocianuro (incoloro) por la accién de la
tiocolina.

CHE
Butirilcolina+H,0 —> Tiocolina + Butirato

Tiocolina + Ferricianeto + 20H  —> Colina + H,O + Ferrocianeto

SIGNIFICACION CLINICA

La colinesterasa es una enzima con la funcién de catalizar la hidrdlisis de la
acetilcolina y otras colinas, regulando la transmision del impulso nervioso en la
sinapsis nerviosa y en la unién neuromuscular.

Se determinan dos tipos de colinesterasa: acetilcolinesterasa (colinesterasa
verdadera) y pseudocolinesterasa.

Mientras que la acetilcolinesterasa (acetilcolina hidrolasa) se encuentra en los glébulos
rojos y las terminaciones nerviosas colinérgicas, la pseudocolinesterasa
(butirilcolinesterasa) se encuentra en el plasma, el higado, el musculo liso y los
adipocitos.

La colinesterasa sérica también se denomina pseudocolinesterasa y su dosificacion es
de gran valor para el diagnostico de pacientes con la forma atipica de la enzima y en
intoxicaciones por insecticidas organofosforados.

Valores disminuidos: Se encuentran en las siguientes situaciones: en intoxicaciones
por insecticidas organofosforados, enfermedad hepatocelular, desnutricién, infecciones
agudas, embolismo pulmonar, distrofia muscular e infarto de miocardio.

CALIFICACIONES DEL PRODUCTO
e Metodologia cinética continua colorimétrica, simple y rapida para la determinacion
de colinesterasa, facilmente adaptable en analizadores automaticos vy
semiautomaticos.
e La metodologia permite obtener resultados exactos y precisos si se realiza como se
describe en estas Instrucciones de uso.

IDENTIFICACION DE REACTIVOS
Conservar a 2-8°C.

1.Tampon: contiene 90 mmol/L de tampén de pirofosfato y = 2 mmol/L de ferricianuro
de potasio.
Sustrato - Contiene butiriltiocolina =2 15 mmol/L.

ESTABILIDAD

Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta y la caja
del producto cuando se almacenan a la temperatura recomendada, se sellan
herméticamente y se evita la contaminacién durante su uso.

MATERIALES REQUERIDOS Y NO SUMINISTRADOS
e Espectrofotémetro con cubeta termostatizada a 37 °C;
e Tubos y pipetas;

e Cronografo;
e Bafio maria o termostato.

PRECAUCIONES Y PRECAUCIONES ESPECIALES

e Aplique las precauciones de seguridad habituales al manipular reactivos y muestras
bioldgicas.

e Recomendamos el uso de Buenas Practicas de Laboratorio Clinico para realizar la
prueba.

e De acuerdo con las instrucciones de bioseguridad, todas las muestras deben
manipularse como materiales potencialmente infecciosos.

e Deseche los reactivos y las muestras de acuerdo con las reglamentaciones
ambientales locales, estatales y federales.

INTERFERENCIAS

Concentraciones de bilirrubina hasta 20 mg/dL, hemoglobina hasta 200 mg/dL y
triglicéridos hasta 1200 mg/dL no producen interferencias significativas.

MUESTRA
SUERO, PLASMA (heparina o EDTA).
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No utilice muestras hemolizadas o con signos de contaminacién bacteriana. No use
anticoagulantes que contengan fldor ya que hay una inhibicién de la actividad de la
colinesterasa en este caso.

La colinesterasa en suero o plasma es estable durante 15 dias a 2-8°C.

Nota

Recomendamos que la recoleccién, preparacion, almacenamiento y disposicion de
muestras biolégicas se realice siguiendo las recomendaciones de las Buenas
Practicas de Laboratorios Clinicos.

Hacemos hincapié en que los errores derivados de la muestra pueden ser mucho
mayores que los errores ocurridos durante el procedimiento analitico.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

A.Condiciones de reaccion

e Lectura: Longitud de onda 405 nm

e Temperatura: 37 °C

e Tipo de reaccion: Cinética continuamente decreciente

B. Técnica de analisis sin calibrador

Pipetear en una cubeta o tubo:

1000 pL de tampdn (1) + 20 pL de muestra.

2.Mezclar e incubar durante 3 minutos a 37°C.

3.Agregar 250 pL de Sustrato (2), homogeneizar y transferir inmediatamente a la
cubeta termostatizada a 37°C.

4.Inserte la cubeta en el portacubetas termostatizado (37 °C) y ponga en marcha el
cronémetro

5.Después de 2 minutos, lea la absorbancia inicial a 405 nm (AO0).

6.Tome nuevas lecturas de absorbancia a 405 nm después de exactamente 1,2y 3
minutos (A, A, e Aj).

7.Las diferencias entre absorbancias deben ser practicamente iguales, indicando la
linealidad del método.

Calculos a través del Factor Teérico

Calcule la disminucién promedio de la absorbancia por minuto (AA/minuto promedio) y
use este valor para calcular la actividad de la colinesterasa en la muestra.

U/L de Colinesterasa (CHE) a 405 nm = AA/promedio minuto x 74400

Donde: AA/min = Cambio promedio en absorbancia por minuto

El factor 74400 se calcula en base a condiciones de reaccion cinética continua.

Este factor debe recalcularse cada vez que se realice alguna modificaciéon en los
parametros de reaccion.

Ver método para el calculo del factor.

Ejemplo

Si AA/minuto de prueba promedio = 0,129
Actividad CHE en U/L= AAprueba X 74400
Actividad CHE = 0,129 X 74400 = 9597 U/L

Calculo de factores
Vtx 1000

Fator= ——

e x Va xd

Vt = volumen total de ensayo= 1270 pL

Va =volumen de la muestra= 20 pL

1000 = conversién deU/mLporU/L

d = espesor de la cubeta, trayectoria de la luz= 1 cm

€ = Coeficiente de absortividad milimolar del cromégeno a 405 nmy en el paso de luz

de 1cm =0,853

Fator=1270x1000
0.853x20x1

=74400

Facto = 74400

C. Técnica de Analisis con Calibrador REF. 410 de analisis de oro

Los grados

1. Utilice el Calibrador REF. 410 de analisis de oro.

Consulte las Instrucciones de uso y el valor tabulado de la colinesterasa.

2.El desempefio del Calibrador puede verse afectado por varios factores, tales como:
errores de reconstitucién, errores de homogeneizacion, almacenamiento incorrecto,
contaminacion del agua o la cristaleria

Calibrador y dosificacion de prueba

1.Calibrador: Siga el mismo procedimiento que en la Técnica de Andlisis sin
Calibrador (item B) reemplazando 20 uL de la muestra con 20 uL del Calibrador
REF. 410 de analisis de oro.

2.Prueba: Siga el mismo procedimiento que la Técnica de Analisis sin
Calibrador (item B).

Calculos a través del Factor de Calibracion Experimental
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Calcule la disminucién promedio de la absorbancia por minuto (AA/promedio por
minuto) de la prueba y el calibrador y use los valores para calcular la actividad de la
colinesterasa en la muestra.

Ver Linealidad.

AA/minuto promedio =Cambio promedio en la absorbancia por minuto

AC = actividad de CHE del Calibrador = (Compruebe el valor de CHE en la tabla de
Calibradores)

AT = Actividad de CHE de la Prueba enU/L = AA/minuto de prueba x FC

FC = Factor de calibracion = AC + AA/minuto promedio del calibrador

Ejemplo

Si AA/Minuto promedio del calibrador = 0,055

Si AA/minuto médio do Teste = 0,044

Si AC = 3670 U/L (Valor de CHE en la tabla de calibradores)

FC = AC + AA/Minuto promedio del calibrador = 3670 + 0,055 = 66727

AT = actividad de CHE de la Prueba en U/L = AA/minuto promedio de prueba x FC
AT = actividad de CHE de la Prueba en U/L = 0,044 x 66727 = 2936 U/L

Conversién de unidades
Unidad convencional (U/L) x 0,0167 = Unidad Sl (Kat/L)

VALORES DE REFERENCIA
Hombres: 4620 - 11500 U/L
Mujer: 3930 - 10800 U/L

Estos valores deben usarse como una guia. Se recomienda que cada laboratorio
establezca sus propios valores de referencia.

AUTOMATIZACION

Este kit se puede utilizar en la mayoria de los analizadores automaticos.

El consumidor podra solicitar mas informacién a través del Sector de Atencién
al Cliente (SAC) o accediendo al sitio web www.goldanalisa.com.br.

CONTROL DE CALIDAD

El laboratorio clinico debe mantener un Programa de Garantia de Calidad para
garantizar que todos los procedimientos de laboratorio se realicen de acuerdo con las
Buenas Practicas de Laboratorio Clinico.

Para controlar y verificar el desempefio del kit se pueden utilizar muestras de control
con valores establecidos por los fabricantes.

Es importante que cada laboratorio establezca sus propios valores medios y
respectivos limites de variacion.

CARACTERISTICAS DE PRESENTACION®

Linealidad

La reaccion es lineal hasta 20000 U/L. Para valores por encima del rango lineal, diluir
la muestra con solucién de NaCl 150 mmol/L (0,85%).

Realice una nueva determinacién y multiplique el resultado obtenido por el factor de
dilucién utilizado.

Repetibilidad

La imprecisién intraensayo se calculd con 20 determinaciones utilizando tres muestras
con valores de 2881 U/L, 8080 U/L y 13925 U/L.

Los promedios de los coeficientes de variacion obtenidos fueron 0,59, 0,35 y 0,36%
respectivamente.

Reproducibilidad

La imprecisién interensayo se calculé con 20 determinaciones utilizando tres muestras
con valores de 2881 U/L, 8080 U/L y 13925 U/L.

Los promedios de los coeficientes de variacién obtenidos fueron 1.16, 0.92 y 1.08%
respectivamente.

COMENTARIOS

1.La observacién cuidadosa de la limpieza y el secado de la cristaleria, la estabilidad
de los reactivos, el pipeteo, la temperatura y el tiempo de reaccion es
extremadamente importante para obtener resultados precisos y exactos.

2.Para limpiar la cristaleria, se puede utilizar un detergente neutro o una solucién
acida. El ultimo lavado debe hacerse con agua destilada o desionizada.

3.El agua utilizada en los laboratorios clinicos debe ser purificada utilizando métodos
adecuados para los fines de uso. Las columnas desionizantes saturadas liberan
varios iones, aminas y agentes oxidantes que deterioran los reactivos.
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TERMINOS Y CONDICIONES DE LA GARANTIA DE CALIDAD DEL PRODUCTO
Ley N° 8078 del 11-9-90 - Codigo de Proteccion al Consumidor

Gold Analise garantiza la reposicion, sin cargo para el consumidor, de todos los
productos que demuestren tener problemas técnicos, siempre que el usuario utilice
equipos y materiales en buenas condiciones técnicas, siga estrictamente el
procedimiento técnico y las recomendaciones establecidas en las Instrucciones de
uso. .

Numero de lote y fecha de caducidad: consulte las etiquetas del producto
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Sector de Atencion al Cliente (SAC): 0800 703 1888

Andlise es una marca registrada de Gold Analise Diagnéstica Ltda.

SIMBOLOGIA

A
N/

o~

1]

Numero de catalogo Limite de temperatura

Numero de lote Numero de pruebas

Consultar instrucciones
de uso

Producto de
diagnéstico in vitro

Plazo de uso Fabricado por

= |
S EE

Revision:05/22

Analisa



