Colinesterase liquiform

Instrucoes de Uso

Finalidade . Sistema para determinagao da atividade da colinesterase
(pseudocolinesterase ou colinesterase 1) em amostras de soro ou
plasma por reacao cinética.

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio . A colinesterase (CHE) catalisaa hidrélise da butiriltiocolina,
com formagao de butirato e tiocolina. A tiocolina reduz o ferricianeto de
potassio, de cor amarela, a ferrocianeto de potassio, que é praticamente
incolor.

A reducdo da absorbancia em 405 nm, conseqiente a reducdo do
ferricianeto de potassio, é monitorada fotometricamente, sendo
diretamente proporcional a atividade da colinesterase na amostra.

CHE
Butiriltiocolina + H,0 > Butirato + Tiocolina

2Tiocolina + 2 [Fe(CN)e]a' + 2 0H - Ditiobis(colina) + H,0 + 2 [Fe(CN)e][r

Caracteristicas do sistema . A metodologia cinética para
medicdo da atividade da colinesterase foi introduzida por Dietz et al'
sendo posteriormente modificada pela Deutsche Gesellschaft fir
Kiinische Chemie (DGKC)’.

0 sistema utiliza o substrato butiriltiocolina, que apresenta maior
especificidade para a colinesterase Il, minimizando a interferéncia da
acetilcolinesterase (colinesterase I), presente em amostras hemolisadas.

Os reagentes sdo prontos para uso, facilitando sua aplicagdo em
sistemas semi-automaticos e automaticos, capazes de realizar medicoes
em modo cinético comprimento de onda de 405 nm.

Metodologia. Cinética- DGKC
Reagentes

1. - Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C.
Contém tampéo pirofosfato 90 mmol/L e ferricianeto de potéssio
>2 mmol/L.

2. - Reagente 2 - Armazenar entre 2 - 8 °C.
Contém butiriltiocolina>15 mmol/L.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicoes
indicadas, sao estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo. Apos
abertos, 0s reagentes devem ser manuseados de acordo com as boas
préticas de laboratorio para evitar contaminagées de natureza quimica e
microbiana que podem provocar redugao da estabilidade.
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Precaucées e cuidados especiais

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulacao dos reagentes.

Nos analisadores automaticos, os reagentes estdo sujeitos a
contaminacGes com outros reagentes ou com o ar ambiente, que
dependem da caracteristica do equipamento e das condigoes de trabalho.
Essas contaminagdes podem resultar em reducao da estabilidade dos
reagentes ou modificagoes no seu desempenho.

Material necessario e nao fornecido

1. Banho mariamantido a temperatura constante de 37 °C.

2. Fotometro com cubeta termostatizada a 37 °C capaz de medir, com
exatidao, a absorbancia em 405 nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Cronémetro.

5. Calibrador - Linha CalibraH - Ref. 80, Labtest.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para colheita, preparacao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos aamostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Usar soro ou plasma (EDTA, Heparina). Nao utilizar anticoagulantes que
contém fluoreto, pois inibe a atividade da colinesterase. A atividade
enzimatica permanece estavel em amostras armazenadas durante 15
dias entre 2 - 8 °C e 6 meses a 20 °C negativos.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manusea-las, deve-se seguir as
normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e 0 material bioldgico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de prote¢ao ambiental.

Interferéncias

Concentracoes de bilirrubina até 20 mg/dL, hemoglobina até 200 mg/dL e
triglicérides até 1200 mg/dL ndo produzem interferéncias significativas.

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir
0,05 mL da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.
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Hemoglobina (mg/dL) = Absorbéancia,qs x 601
Hemoglobina (mg/dL) = Absorbéncia,;s x 467

Parametros para analisadores automaticos

Parametros Aplicagao
Tipo de Reacdo Cinética
Direcao da Reagédo Decrescente
A primario 405 nm
 segundario 700 nm
Temperatura 37°C
2 pontos
Calibragao Ponto 0: Branco (Agua deionizada/Salina)
Ponto 1: Calibrador 1
Modelo da Calibragdo* Linear
Volume de Amostra** 4ul
Volume de R1** 200 pl
Volume de R2** 50 pL
Adigao de R2 300 segundos ap6s adigao de

R1 + amostra
120 segundos apds adicao de R2
300 segundos apos adigdo de R2

Leitura 1 (Absorbancia 1)
Leitura 2 (Absorbancia 2)

R1:200 pL R2: 50 pL

Amostra: 4 pL

37°C / ;

0 405 nm 5 7 10 min
Al A2

*A definicao de modelo de calibragdo deve ser adequada a cada modelo
de equipamento. Em caso de duvida entre em contato com o Servigo de
Apoio ao Cliente Labtest.

**0s volumes de amostra e reagentes podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste. Em caso
de reducdo dos volumes é fundamental que se observe o volume minimo
necessario para amedicao fotométrica.

Procedimento manual

Condicoes dtimas de reagao:

Comprimento de onda: 405 nm;

Cubeta termostatizada a 37 + 0,2 °C com 1,0 cm de espessura de
solucao;

Banda de passagem <2 nm;

Luzesparia<0,1.

Tomar 2 tubos de ensaio e proceder como a seguir:
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Parte 1

Teste Calibrador
Amostra 0,02 mL
Calibrador* 0,02 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL

*Aconselha-se utilizagdo de calibrador CalibraH - Labtest.

Homogeneizar e incubar em banho maria a 37 °C durante 3 minutos. 0
nivel da agua no banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos
de ensaio.

Parte 2
Adicionar aos 2 tubos
Teste Calibrador
Reagente2 |  +0,25mL +0,25mL

1.Hom0geneizar e transferir imediatamente para a cubeta
termostatizadaa 37 +0,2 °C. Esperar 2 minutos.

2. Fazer a leitura da absorbancia inicial (A;) em 405 nm disparando
simultaneamente o crondmetro. Repetir aleitura apds 3 minutos (A,).

Como ocorre em toda medicao da atividade enzimdtica, a rigorosa
observacdo do tempo e da temperatura de incubacdo é de grande
importancia para a qualidade dos resultados obtidos.

Para avaliar a linearidade da reagdo, registrar a absorbancia com
intervalos de 1 minuto e verificar se as diferengas de absorbancia em
cada minuto sao equivalentes.

Os procedimentos sugeridos sdo adequados para fotometros cujo
volume minimo de reagdo para medicéo é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagao da necessidade de ajuste do volume para o
fotdmetro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem ser
modificados proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do
teste e o procedimento de célculo se mantém inalterado. Em caso de
reducéo dos volumes é fundamental que se observe o volume minimo
necessario para a medicao fotométrica. Volumes de amostra menores
que 0,010 mL sao criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados
com cautela porque aumentam aimprecisao da medicao.

Calculos . Como na maioria das vezes no & possivel trabalhar sob
condicbes 6timas de reacdo, as boas praticas de laboratério
recomendam realizar a calibragdo do ensaio utilizando o calibrador
indicado pelo fabricante do reagente. A Labtest indica o calibrador
Calibra H - Ref. 80 para calibracdo do sistema COLINESTERASE
Liquiform.

AA/minuto Teste ou Calibrador = (A;-A,)/3

Atividade do Calibrador

Fator =
AA/min Calibrador

COLINESTERASE (U/L) = AA/min Teste x Fator
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Exemplo
Teste
A, =1733 A,=1,606
1,733 - 1,606
AA/min Teste = ————— = 0,042
3

Calibrador
A =1716 A,=1,552

1,716 - 1,552
AA/min Calibrador = =~ = 0,055

3

Atividade do Calibrador (U/L) = 4100

4100
Fator= = =74545
0,055

Atividade da COLINESTERASE (U/L) = 0,042x 74545 = 3131 U/L

Quando sdo atendidas as condicoes Otimas de reacao citadas
anteriormente, pode-se optar pela utilizagéo do fator 74400.

Calibragao . Usar calibrador Calibra H - Ref. 80, Labtest.

Intervalo de calibragées

Quando o controle interno da qualidade indicar.

Quando utilizar novo lote de reagentes.

Quando utilizar novos frascos de reagentes de um mesmo lote, caso uma
nova calibragéo tenha sido realizada durante a utilizagéo do frasco
anterior.

Intervalo operacional . 0 resuitado da medido é linear entre 80 e
20000 U/L. Para valores maiores, diluir a amostra com NaCl
150 mmol/L (0,85%). Realizar nova medicao e multiplicar o resultado
obtido pelo fator de diluig&o.

Controle interno da qualidade . 0 laboratério deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente o0s
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de tolerdncia, agoes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
monitorizar aimprecisao da medicao e desvios da calibracao. Sugere-se
que as especificacdes para o coeficiente de variacao e erro total sejam
baseadas nos componentes da variagao biologica (VB)**.

Intervalo de referéncia’ . Estes valores devem ser usados apenas
como orientagdo. Recomenda-se que cada laboratério estabeleca seu
proprio intervalo de referéncia na populagao atendida.

Adultos Valores (U/L)
Mulheres 3930 - 10800
Homens 4620 - 11500

Conversao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI
(nkat/L).
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Caracteristicas do desempenho’

Estudos de recuperacdo . Amostras com atividade de
colinesterase conhecida foram testadas com o sistema COLINESTERASE
Liquiform, obtendo-se os seguintes resultados:

Atividade (U/L)
Esperada Encontrada Recu(gz;agao
12763 12967 1016
3483 3616 103,7
2396 2471 1031
1583 1533 1032

0 erro sistematico total médio obtido foiigual a 2,83%. O erro sistematico
total obtido € menor que o erro sistematico total da especificagéo
desejavel baseada nos componentes da Variacdo Biologica que €
<+4,8%.

Estudos de comparagao de métodos . 0 método proposto foi
comparado com outro produto de metodologia semelhante, sendo
obtidos os seguintes resultados:

Método Colinesterase
Comparativo Liquiform
Nimero de amostras 40 40
| | a
('Sfl_r)" alode concentragao | 00 10356 | 1344- 10297

Método Labtest = 0,9978x
Comparativo - 23,8
Coeficiente de correlagéo 0,999

Equacéo da regresséo

Utilizando a equacao da regressao, o erro sistematico (bias) estimado é
igual a 1,01% para uma amostra com atividade de colinesterase igual a
3.000 U/L, 0,52% para uma amostra com atividade de colinesterase igual
2 8.000 U/L e 0,39% para uma amostra com atividade de colinesterase
igual a 14.000 U/L. Esses erros s@o menores que 0 erro sistematico
analitico da especificacao desejavel baseada na variagao bioldgica que €
<+4,8%.

Estudos de precisao . 0s estudos de precisio foram realizados
utilizando amostras com valores de atividade iguais a 2881, 8080 e
13925 U/L.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 2881 39,8 0,59
Amostra 2 20 8080 27,4 0,35
Amostra 3 20 13925 44,3 0,36

Reprodutibilidade - Imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 2881 50,7 1,16
Amostra 2 20 8080 82,7 0,92
Amostra 3 20 13925 215,8 1,08
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A imprecisdo total obtida para as amostras atende a especificagao
desejavel para imprecisao total baseada na variacao biologica que €
<3,1%.

0 erro total (erro aleatério + erro sistematico) estimado em atividades de
2881, 8080 e 13925 U/L sao iguais a 2,92, 2,04 e 2,17%,
respectivamente.

Os resultados indicam que 0 método atende a especificagdo desejavel
para o erro total (<+9,8%) baseada nos componentes desejavel da
Variagéo Bioldgica.

Sensibilidade metodoldgica . Uma amostra ndo contendo
colinesterase foi utilizada para calcular o limite de deteccéo do ensaio
tendo sido encontrado um valor igual a 76,3 U/L equivalente a média de
10 ensaios mais trés desvios padréo.

Significado clinico® . 0 termo colinesterase refere-se a duas
enzimas relacionadas: a acetilcolinesterase, chamada também de
colinesterase verdadeira (EC 3.1.1.7) e a acilcolinesterase, chamada
também de pseudocolinesterase ou colinesterase sérica (EC 3.1.1.8).
A colinesterase verdadeira é encontrada nos eritrécitos, pulmdes,
bago, terminacoes nervosas e substdncia cinzenta do cérebro. A
pseudocolinesterase é encontrada no figado, pancreas, coragéo,
substancia branca do cérebro e soro. Apesar de sua fungao biologica ser
desconhecida, a pseudocolinesterase é a enzima clinicamente relevante.

Valores diminuidos de colinesterase no soro sao relatados na hepatite
aguda, hepatite cronica de longa duragdo, cirrose e carcinoma
metastético. Inseticidas organofosforados também causam diminuigao
dos valores de colinesterase, devido a inibicao direta da enzima. Portanto,
em pessoas que entram em contato com organofosforados, o
monitoramento dos niveis de colinesterase no soro é fundamental.

Existem pessoas com atividades reduzidas da enzima no soro devido a
existéncia de diversos genes ligados a producao de colinesterase.
Dependendo da combinagao desses genes, 0s niveis de colinesterase
podem variar desde os limites normais até zero. Portanto, conhecer o
nivel basal de colinesterase no soro de um individuo é importante para
determinar sua sensibilidade a drogas que sao quebradas por essa
enzima, como os relaxantes musculares cloreto de suxametonio e
mivacurium.

Valores ligeiramente aumentados de colinesterase sdo relatados em
pacientes com sindrome nefrética, tirotoxicose, hemocromatose, em
pacientes diabéticos obesos e em pacientes com ansiedade e outros
estados psiquicos.

Observacoes

1.A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sao fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengao de resultados
corretos.

2. 0 laboratorio clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizacdo de dgua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analiticos. A dgua utilizada no laboratorio deve ter a
qualidade adequada a cada aplicacdo. Assim, para preparar reagentes,
usar nas medigoes e para uso no enxague final da vidraria, a dgua deve ter
resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade <1 microsiemens/cm e
concentracao de silicatos <0,1 mg/L.
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Quando a coluna deionizadora estd com sua capacidade saturada ocorre
liberagao de varios ions, silicatos e substéncias com grande poder de
oxidagéo ou reducédo que deterioram os reagentes em poucos dias ou
mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisivel. Assim, é
fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da agua.
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Apresentagao

Produto Referéncia Conteado
Colinesterase 1X24mL
Liquiform 139-1/30 1X6mL

Para informagoes sobre outras apresentacdes comerciais consulte o site
www.labtest.com.br ou entre em contato com o SAC.

Estao disponiveis aplicacdes para sistemas automaticos e semi-
automaticos.

0 nimero de testes em aplicagdes automaticas depende dos
parametros de programacao.
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Informagoes ao consumidor
[Termos e Condigées de Garantia]

A Labtest Diagnostica garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiracéo indicada nos rétulos, desde que 0s
cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrucoes sejam seguidos corretamente.

| Labtest Diagnostica S.A.
CNPJ: 16.516.296 / 0001 - 38
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre - CEP 33240-152
Lagoa Santa . Minas Gerais Brasil - www.labtest.com.br
Servigo de Apoio ao Cliente | 0800 031 34 11 (Ligacao Gratuita)
e-mail: sac@labtest.com.br

Copyright by Labtest Diagnostica S.A.

Edicao: Setembro, 2008
Reproducdo sob prévia autorizagao

Revisao: Maio, 2013
Ref.: 101122(02)
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Simbolos utilizados com produtos diagndsticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnésticos in vitro
Symbols used with ivd devices

Conteddo suficiente para < n > testes
Contenido suficiente para < n > tests
Contains sufficient for < n > tests

Risco biolagico
Riesgo biolégico
Biological risk

Data limite de utilizagéo (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa)
Estable hasta (aaaa-mm-dd o mm/aaaa)
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy)

Marca CE
Marcado CE
CE Mark

Material Calibrador
Material Calibrador
Calibrator Material

Toxico
Téxico
Poison

Material Calibrador
Material Calibrador
Calibrator Material

Reagente
Reactivo
Reagent

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limitation (store at)

Fabricado por
Elaborado por
Manufactured by

na C i Europeia
autorizado en la C idad Europea

Autrhurized F in the European Ci

Numero do lote
Denominacion de lote
Batch code

Consultar instrucdes de uso
Consultar instrucciones de uso
Consult instructions for use

Controle
Control
Control

Namero do catalogo
Numero de catdlogo
Catalog Number

Controle negativo
Control negativo
Negative control

Adigdes ou alteragdes significativas
Cambios o suplementos significativos
Significant additions or changes

Controle positivo
Control positivo
Positive control

[l
(1]
[ReF]
]

Produto diagndstico in vitro
Dispositivo de diagnéstico in vitro
In vitro diagnostic device

Controle
Control
Control

Liofilizado
Liofilizado
Lyophilized

Corrosivo
Corrosivo
Corrosive

i
i g

Periodo apos abertura
Periodo post-abertura
Period after-opening

Uso veterinario
Uso veterinario
Veterinary use

L
N

=

Instalar até
Instalar hasta
Install before

Fabricado em
Elaborado en
Manufactured on

®
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Produto de uso dnico
Producto de un solo uso
Single use product

Ref.: 280322 |
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