Cholinesterase

Para la determinacién de colinesterasa en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

Se ha demostrado la existencia de dos colinesterasas: una
es la acetilcolinesterasa o colinesterasa verdadera (acetil
colina hidrolasa, EC. 3.1.1.7) que se encuentra en eritroci-
tos y terminaciones de nervios colinérgicos, y la otra es la
butirilcolinesterasa o pseudocolinesterasa (EC. 3.1.1.8) que
se encuentra en plasma, higado, musculo liso y adipocitos.
La colinesterasa del suero o plasma (Che) o pseudocolines-
terasa esta asociada a las siguientes condiciones clinicas:
1) Constituye un indice de funcién hepatica, especialmente
en hepatopatias cronicas. Se observa una buena correlacion
entre el aumento de GOT (AST) y la disminucién de Che, en
hepatitis infecciosas.

2) Su disminucién indica intoxicacion por insecticidas orga-
nofosforados, inhibidores de la Che.

3) En algunos individuos sensibles a la succinilcolina, rela-
jante muscular administrado durante la anestesia, se observa
una apnea post-anestésica prolongada y en algunos casos,
fatal. Esto coincide con la presencia de una variante genética
de la Che ("atipica") incapaz de hidrolizar a la succinilcolina.
En sujetos normales, esta droga es hidrolizada "in vivo" por la
Che, en 1 a4 minutos, por eso la apnea también se relaciona
con bajos niveles de Che total.

Existen métodos de inhibicion diferencial que permiten de-
tectar a sujetos portadores de colinesterasa atipica.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Che
butiriltiocolina + H,O ———————= tiocolina + butirato
tiocolina + ferricianuro de potasio (Ill) —— >
ditio-bis-colina + ferrocianuro de potasio (Il)

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: buffer pirofosfato 73 mM, ferricianuro de
potasio (Ill) 2,4 mM, pH 7,7.

B. Reactivo B: solucién de buffer de Goods 10 mM, butiril-
tiocolina 92 mM, pH 4,0.

REACTIVOS NO PROVISTOS
- Calibrador A plus de Wiener lab.
- Soluciodn fisiolégica (NaCl 9 g/)

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivos Provistos: listos para usar.

PRECAUCIONES
Los reactivos son para uso diagnéstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. Una vez
abiertos, no deben permanecer destapados ni fuera del refri-
gerador por periodos prolongados. Evitar contaminaciones.
Proteger de la luz.

MUESTRA

Suero o plasma heparinizado o plasma con EDTA

a) Recoleccion: obtener la muestra de la manera usual.
b) Aditivos: en caso de emplear plasma como muestra, se
recomienda el uso de heparina o EDTA (Anticoagulante W
de Wiener lab.) como anticoagulantes para su obtencion.
c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan
interferencias por bilirrubina hasta 500 mg/l, triglicéridos
hasta 14 g/I, hemoglobina hasta 1000 mg/dl.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la
muestra debe ser preferentemente fresca. Puede conser-
varse hasta una semana en refrigerador (2-10°C) o 1 afio a
-20°C, sin agregado de conservadores.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)
- Material volumétrico para medir los volimenes indicados.
- Analizador automatico

PROCEDIMIENTO

(Analizador automatico)

A continuacion se detalla un procedimiento general para
Cholinesterase en un analizador automatico. Cuando
se implemente la técnica en un analizador en particular,
siga las instrucciones de trabajo del mismo.

Muestra o Calibrador 4 ul
Reactivo A 150 ul
Incubacion durante 300 segundos a 37°C

Reactivo B 30 ul

Incubacion durante 120 segundos a 37°C. Lectura de ab-
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sorbancia inicial a 405 nm (A,). Alos 90 segundos exacta-
mente medidos con crondmetro, se registra una segunda
lectura (A,). Para obtener el resultado de colinesterasa
en U/l, se multiplica la diferencia de absorbancia (AA =
A, -A,) por el factor.

CALIBRACION

El Calibrador A plus es procesado de la misma manera
que las muestras. A partir de él se calcula el factor corres-
pondiente. Ingresar el valor de concentracion del calibrador,
cada vez que se cambie de lote.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD
Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con actividades conocidas de
colinesterasa, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Suero o plasma

Nifios, hombres y mujeres > 40 afios: 5320 - 12920 U/I
Mujeres entre 16 y 39 afios, no embarazadas y que no toman
anticonceptivos orales: 4260 - 11250 U/I

Mujeres entre 18 y 41 afios, embarazadas o tomando anti-
conceptivos orales: 3650 - 9120 U/l

Es recomendable que cada laboratorio establezca sus pro-
pios valores de referencia, teniendo en cuenta sexo, edad,
habitos alimenticios, medicion y otros factores propios de
la poblacion.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
Colinesterasa (kU/l) = Colinesterasa (U/l) x 0,001

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.
Para preservar la integridad de los reactivos deben evitarse
todo tipo de contaminaciones, empleando para la medicion
Unicamente micropipetas perfectamente limpias y secas.
Se recomienda utilizar Standatrol S-E 2 niveles de Wiener
lab, como material de control de calidad, ya que con controles
de otras marcas comerciales pueden obtenerse valores dife-
rentes al rango especificado, dado que los mismos dependen
del método o sistema utilizado.

PERFORMANCE

a) Precision: basado en el protocolo EP15A del CLSI, se
obtuvieron los siguientes coeficientes de variacién como
estimadores de la precision intraensayo (CV) y total (CV)):

Nivel Ccv Cv,
2553 U/l 1,4% 1,5%
4283 U/l 2,8% 2,5%
6791 U/l 1,5% 1,5%

b) Limite de deteccién: 70 U/I.

c) Limite de cuantificacion: 262 U/l.

d) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 14000 U/l. Para
valores superiores, diluir la muestra con solucién fisiologica

*Marcado CE pendiente

(NaCl 9 g/l), repetir la determinacion y multiplicar el resultado
por el factor de dilucion.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion, consulte el manual
del usuario del analizador en uso. Para la calibracion debe
utilizarse Calibrador A plus de Wiener lab.

PRESENTACION

60 ml: - 1 x 50 ml Reactivo A
-1 x 10 ml Reactivo B

(Cod. 1999704)

60 ml: - 1 x 50 ml Reactivo A
-1 x 10 ml Reactivo B
(Cod. 1009278)

60 ml: - 1 x 50 ml Reactivo A
-1 x 10 ml Reactivo B
(Cod. 1009350)

84 ml: - 2 x 35 ml Reactivo A
- 2 x 7 ml Reactivo B
(Céd. 1008120)*

120 ml: - 2 x 50 ml Reactivo A
-1 x 20 ml Reactivo B
(Cdéd. 1009607)

120 ml: - 2 x 50 ml Reactivo A
-1 x 20 ml Reactivo B
(Cdéd. 1009916)
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- Young D. and Friedman R. Effects of Disease on Clinical
Laboratory Test, editado por AACC, third edition, 1997.

- Young D. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Test,
AACC, editado por AACC, fourth edition, 2001.

- Burtis - Ashwood. Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry,
editado por W.B. Saunders Co., fifth edition, United States
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- Bergmeyer H. U. Methods of Enzymatic Analysis, Vol V
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- User Verification of Performance for Precision and True-
ness; Approved Guideline - Second Edition. CLSI EP15-A2
Vol. 24 N° 25, 2004.

- Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement
Procedures: A Statistical Approach; Approved Guideline.
CLSI EP6-A Vol. 23 N° 16, 2003.

- Method Comparison and Bias estimation Using Patient
Samples; Approved Guideline - Second Edition. CLSI
EP9-A2 Vol. 22 N° 19, 2002.

- Protocols for Determination of Limits of Detection and
Limits of Quantitation; Approved Guideline. CLSI EP17-A
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Cholinesterase

Para a determinagao de colinesterase em soro ou plasma

SIGNIFICADO CLINICO

Foi demonstrada a existéncia de duas colinesterases: uma
é a acetilcolinesterase ou colinesterase verdadeira (acetil
colina hidrolase, EC.3.1.1.7) que encontra-se nos eritré-
citos e terminagéo dos nervos colinérgicos e a outra, € a
butirilcolinesterase ou pseudocolinesterase (EC.3.1.1.8) que
encontra-se no plasma, figado, musculo liso e adipdcitos.
A colinesterase do soro ou plasma (Che) ou pseudocolines-
terase associa-se as seguintes condicdes clinicas:

1) Constitui um indice de fungdo hepatica, especialmente
nas hepatopatias crénicas. Observa-se uma boa correlagdo
entre o aumento de GOT (AST) e a redugdo da Che, nas
hepatites infecciosas.

2) Sua redugéo indica intoxicagéo por inseticidas organofos-
forados, inibidores da Che.

3) Em individuos sensiveis a succinilcolina, relaxante
muscular ministrado durante a anestesia, observa-se uma
apneia post-anestésica prolongada e em alguns casos, fatal.
Isto coincide com a presenca de uma variante genética da
Che ("atipica") que ndo pode hidrolisar a succinilcolina. Em
pessoas normais, a succinilcolina é hidrolisada "in vivo" pela
Che, em 1 a4 minutos, relacionando-se a apneia com baixos
niveis da Che total.

Existem métodos de inibigao diferencial que permitem detec-
tar sujeitos portadores de colinesterase atipica.

FUNDAMENTOS DO METODO
Che
butiriltiocolina + H,0 ———=> tiocolina + butirato

tiocolina + ferricianeto de potassio (lll) —M
ditio-bis-colina + ferrocianeto de potassio (II)

REAGENTES FORNECIDOS

A. Reagente A: tampéao pirofosfato 73 mM, ferricianeto de
potassio (Ill) 2,4 mM, pH 7,7.

B. Reagente B: solugéo de tampéao de Goods 10 mM, buti-
riltiocolina 92 mM, pH 4,0.

REAGENTES NAO FORNECIDOS
- Calibrador A plus de Wiener lab.
- Solugéo fisiolégica (NaCl 9 g/l)

INSTRUGOES DE USO
Reagentes Fornecidos: prontos para uso.

PRECAUGOES
Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais
de trabalho no laboratério de andlises clinicas.

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

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob refrigeragéo (2-
10°C) até a data do vencimento indicada na embalagem.
Uma vez abertos, ndo devem permanecer destampados
nem fora do refrigerador por periodos prolongados. Evitar
contaminagdes. Proteger da luz.

AMOSTRA

Soro ou plasma heparinizado ou plasma com EDTA

a) Coleta: obter soro da maneira habitual.

b) Aditivos: se a amostra a utilizar for plasma, é recomen-
davel o uso de heparina ou EDTA (Anticoagulante W de
Wiener lab.) para sua obtencéo.

c) Substancias interferentes conhecidas: ndo séo obser-
vadas interferéncias por bilirrubina até 500 mg/l, trigliceride-
os até 14 g/l, e hemoglobina até 1000 mg/dl.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas
neste método.

d) Estabilidade e instrugoes de armazenamento: a amos-
tra deve ser preferencialmente recém coletada. Pode ser
conservada até uma semana sob refrigeragéo (2-10°C) ou
um ano a -20°C, sem o acréscimo de conservantes.

MATERIAL NECESSARIO (n&o fornecido)
- Material volumétrico para medir os volumes indicados.
- Analisador automatico.

PROCEDIMENTO

(Analisador automatico)

A seguir, é detalhado um procedimento geral para Cho-
linesterase em um analisador automatico. Quando for
utilizada a técnica para um analisador em particular, as
instrugdes de trabalho do mesmo devem ser seguidas.

Amostra ou Calibrador 4 ul
Reagente A 150 ul

Incubacgéo durante 300 segundos a 37°C.

Reagente B 30 ul

Incubacéo durante 120 segundos a 37°C. Leitura de
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absorbéancia inicial a 405 nm (A,). Transcorridos 90
minutos exatamente medidos com crondmetro, registrar
asegunda leitura (A,). Para obter o resultado de colines-
terase em U/I, multiplicar a diferenga de absorbancia (AA
=A, -A,) pelo fator.

CALIBRAGAO

O Calibrador A plus é processado da mesma maneira que
as amostras. A partir dele é calculado o fator correspondente.
Ingressar o valor de concentragéo do calibrador quando
mudar o lote.

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Standatrol S-E 2 niveles) com atividades conhecidas de
colinesterase, com cada determinagéo.

VALORES DE REFERENCIA

Soro ou plasma

Criangas, homens e mulheres > 40 anos: 5320 - 12920 U/I
Mulheres entre 16-39 anos, que nio estejam gravidas nem
tomem pilula anticoncepcional: 4260 - 11250 U/I

Mulheres entre 18-41 anos, gravidas ou tomando pilula
anticoncepcional: 3650 - 9120 U/I

Recomenda-se que cada laboratério estabeleca seus
proprios valores de referéncia, levando em consideragéao
sexo, idade, habitos alimentares, medicagao e outros fatores
préprios da populagéo.

CONVERSAO DE UNIDADES AO SISTEMA SI
Colinesterase (kU/l) = Colinesterase (U/l) x 0,001

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.
Para preservar a integridade dos reagentes, todo tipo de
contaminacgéo deve ser evitada, utilizando para a medigéo
somente micropipetas perfeitamente limpas e secas.
Recomenda-se utilizar Standatrol S-E 2 niveles da Wiener
lab. como material de controle de qualidade, visto que com
outros controles comerciais podem ser obtidos valores
diferentes a faixa estabelecida, porque os mesmos séo
dependentes do método.

DESEMPENHO

a) Precisdo: processando segundo o protocolo EP15A do
CLSI, obtiveram-se os seguintes coeficientes de variagao
como estimadores da preciséo intra-ensaio (CV,) e total (CV):

Nivel cV, CV,
2553 U/l 1,4% 1,5%
4283 U/l 2,8% 2,5%
6791 U/l 1,5% 1,5%

b) Limite de detecgao: 70 U/l
c) Limite de quantificagao: 262 U/I.
d) Linearidade: a reacéo ¢é linear até 14000 U/I. Para va-

* Marcagdo CE pendente

lores superiores, diluir a amostra com solugéo fisiolégica
(NaCl 9 g/l), repetir a determinagéo e multiplicar o resultado
pelo fator de diluigéo.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programagao consultar o manual de uso do analisa-
dor a ser utilizado.

Para a calibracdo, deve ser utilizado Calibrador A plus
da Wiener lab.

APRESENTAGAO

60 ml: - 1 x 50 ml Reagente A
-1x 10 ml Reagente B

(Cod. 1999704)

60 ml: - 1 x 50 ml Reagente A
-1x 10 ml Reagente B
(Cod. 1009278)

60 ml: - 1 x 50 ml Reagente A
-1x 10 ml Reagente B
(Cdd. 1009350)

84 ml: - 2 x 35 ml Reactivo A
-2 x 7 ml Reactivo B
(Cod. 1008120)*

120 ml: - 2 x 50 ml Reagente A
-1 x 20 ml Reagente B
(Cod. 1009607)

120 ml: - 2 x 50 ml Reagente A
-1 x 20 ml Reagente B
(Cod. 1009916)

REFERENCIA

- Young D. Effects of Preanalytical Variables on Clinical
Laboratory Test, editado por AACC, second edition, 1997.

- Young D. and Friedman R. Effects of Disease on Clinical
Laboratory Test, editado por AACC, third edition, 1997.

- Young D. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Test,
AACC, editado por AACC, fourth edition, 2001.

- Burtis - Ashwood. Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry,
editado por W.B. Saunders Co., fifth edition, United States
of America ,2001.

- Bergmeyer H. U. Methods of Enzymatic Analysis, Vol V 3.Ed.

- User Verification of Performance for Precision and True-
ness; Approved Guideline - Second Edition. CLSI EP15-A2
Vol. 24 N° 25, 2004.

- Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement
Procedures: A Statistical Approach; Approved Guideline.
CLSI EP6-A Vol. 23 N° 16, 2003.

- Method Comparison and Bias estimation Using Patient
Samples; Approved Guideline - Second Edition. CLSI
EP9-A2 Vol. 22 N° 19, 2002.

- Protocols for Determination of Limits of Detection and
Limits of Quantitation; Approved Guideline. CLSI EP17-A
Vol. 24 N° 34, 2004.

- den Blaauwen DH, Poppe WA, Tritschler W. - J Clin Chem
Clin Biochem 21:381-386, 1983.
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C€

Cholinesterase

For cholinesterase determination in serum or plasma

SUMMARY

The existence of two cholinesterases has been proved: one
is Acetylcholinesterase called true cholinesterase (Acetyl-
choline acetylhydrolase, E.C. 3.1.1.7), which is found in
erythrocytes and in cholinergic nerve endings. The other
one is the butyrylcholine esterase or pseudo-cholinesterase
(E.C. 3.1.1.8), which is found in plasma, liver, smooth muscle
and fatty cells. Serum or plasma cholinesterase (ChE) or
pseudo-cholinesterase, is associated to the following clini-
cal conditions:

1) It is considered as an indicator of hepatic function, espe-
cially in chronic pathologies. A good correlation between the
increase of GOT (AST) and the decrease of ChE in infectious
hepatitis can be observed.

2) lts decrease indicates intoxication by organophosphate
pesticides, which are ChE inhibitors.

3) In some individuals, sensitive to succinyl choline -a muscle
relaxant administered during anesthesia- a prolonged post-
anesthetic apnea is observed, sometimes with fatal out-
comes. This coincides with the presence of a genetic variation
of ChE (“atypical”) unable to hydrolyze succinyl choline. In
normal individuals this drug is hydrolyzed “in vivo” by ChE,
in 1 to 4 minutes. Thus, prolonged apnea is also related to
low levels of total ChE.

There are methods of differential inhibition that allow the
detection of carriers of this atypical cholinesterase.

PRINCIPLE
ChE
butyrylthiocholine + H,O —————= thiocholine + butyrate
thiocholine + potassium ferrocyanide (lll) ———=
dithio-bis-choline + potassium ferrocyanide (l1)

PROVIDED REAGENTS

A. Reagent A: 73 mM pyrophosphate buffer, 2.4 mM potas-
sium ferrocyanide (lIl), pH 7.7.

B. Reagent B: 10 mM Goods buffer solution, 92 mM butyryl-
thiocholine, pH 4.0.

NON-PROVIDED REAGENTS
- Wiener lab’s Calibrador A plus
- Saline solution (9 g/l NaCl)

INSTRUCTIONS FOR USE
Provided Reagents: ready to use.

WARNING
Reagents are for diagnostic "in vitro" use.

Use the reagents according to the working procedures for
clinical laboratories.
All reagents and samples should be discarded according to
current regulations.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS

Provided Reagents: stable at 2-10°C until the expiration
date stated on the box. Once opened, they should not remain
uncapped or outside the refrigerator for extended periods of
time. Avoid contamination. Protect from light.

SAMPLE

Serum or heparinized plasma or plasma with EDTA

a) Collection: obtain in the usual way.

b) Additives: when using plasma, heparin or EDTA (Wiener
lab’s Anticoagulante W) are recommended as anticoagulant
for its collection.

c) Known interfering substances: no interferences have
been observed with bilirubin up to 500 mgl/l, triglycerides up
to 14 g/l and hemoglobin up to 1000 mg/l. Refer to Young,
D.S. in references for drugs’ effect on the present method.
d) Stability and storage instructions: freshly collected
samples are preferable. Samples could be stored for up to
one week at 2-10°C or for up to 1 year at -20°C without add-
ing preservatives.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)
- Volumetric material for measuring stated volumes
- Automated analyzer

PROCEDURE

(Automated analyzer)

Below is a general procedure for Cholinesterase in auto-
mated analyzers. For programming instructions check the
user’s manual of the automated analyzer in use.

Sample or Calibrator 4 ul
Reagent A 150 ul
Incubate during 300 seconds at 37°C

Reagent B 30 ul

Incubate during 120 seconds at 37°C. Measure initial
absorbance at 405 nm (A,). After exactly 90 seconds
measured with stopwatch, register a second measure-
ment (A,). To obtain cholinesterase result in U/l, multiply
absorbance difference (AA = A, -A,) by factor.
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CALIBRATION

Calibrador A plus is processed in the same way than the
samples, the corresponding factor is calculated based on
it. Enter the calibrator concentration value each time the lot
is changed.

QUALITY CONTROL METHOD
For each test, process 2 levels of quality control material (Stan-
datrol S-E 2 niveles) with known activities of cholinesterase.

REFERENCE VALUES

Serum or plasma

Children, men and women > 40 years old: 5320 - 12920 U/I
Women between 16 and 39 years old, not pregnant and not
taking oral contraceptives: 4260 - 11250 U/I

Women between 18 and 41 years old, pregnant or taking
oral contraceptives: 3650 - 9120 U/I

It is recommended that each laboratory establish its own
reference values, taking into account sex, age, eating habits,
medications and other population factors.

S| SYSTEM UNITS CONVERSION
Cholinesterase (kU/I) = Cholinesterase (U/l) x 0.001

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known interfering substances under SAMPLE.

To preserve reagents’ integrity avoid all forms of contami-
nation, only using thoroughly clean and dry micropipettes
for measurement. It is recommended to use Wiener lab’s
Standatrol S-E 2 niveles as quality control material. The
use of controls from other manufacturers may vyield differ-
ent values for certain ranges because they depend on the
method or system used

PERFORMANCE

a) Precision: based on EP15A protocol from CLSI, the fol-
lowing coefficients of variation were obtained as estimators
of the intra-assay (CVi) and total (CVt) precision:

Level cv, CV,
2553.3 U/l 1.4% 1.5%
4282.7 U/l 2.8% 2.5%
6790.7 U/l 1.5% 1.5%

b) Detection limit: 70 U/I

c) Quantification limit: 262 U/|

d) Linearity: reaction is linear up to 14000 U/I. For higher
values, dilute the sample with saline solution (9 g/l NaCl),
repeat the assay and multiply the result by the dilution factor.

PARAMETERS FOR AUTOMATIC ANALYZERS

For programming instructions, refer to the User Manual of the
automated analyzer in use. For calibration use Calibrador
A plus separately provided by Wiener lab.

WIENER LAB PROVIDES
60 ml: - 1 x 50 ml Reagent A

-1 x 10 ml Reagent B
(Cat. N° 1999704)

* CE mark pending

60 ml: - 1 x 50 ml Reagent A
-1x 10 ml Reagent B
(Cat. N° 1009278)

60 ml: - 1 x 50 ml Reagent A
-1x 10 ml Reagent B
(Cat. N° 1009350)

84 ml: - 2 x 35 ml Reactivo A
-2 x 7 ml Reactivo B
(Cat. N° 1008120)*

120 ml: - 2 x 50 ml Reagent A
- 1x20 ml Reagent B
(Cat. N° 1009607)

120 ml: - 2 x 50 ml Reagent A
- 1x20 ml Reagent B
(Cat. N° 1009916)

REFERENCES

- Young D. Effects of Preanalytical Variables on Clinical
Laboratory Test, editado por AACC, second edition, 1997.

- Young D. and Friedman R. Effects of Disease on Clinical
Laboratory Test, editado por AACC, third edition, 1997.

- Young D. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Test,
AACC, editado por AACC, fourth edition, 2001.

- Burtis - Ashwood. Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry,
editado por W.B. Saunders Co., fifth edition, United States
of America ,2001.

- Bergmeyer H. U. Methods of Enzymatic Analysis, Vol V
3r.Edition.

- User Verification of Performance for Precision and True-
ness; Approved Guideline - Second Edition. CLSI EP15-A2
Vol. 24 N° 25, 2004.

- Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement
Procedures: A Statistical Approach; Approved Guideline.
CLSI EP6-A Vol. 23 N° 16, 2003.

- Method Comparison and Bias estimation Using Patient
Samples; Approved Guideline - Second Edition. CLSI
EP9-A2 Vol. 22 N° 19, 2002.

- Protocols for Determination of Limits of Detection and
Limits of Quantitation; Approved Guideline. CLSI EP17-A
Vol. 24 N° 34, 2004.

- den Blaauwen DH, Poppe WA, Tritschler W. - J Clin Chem
Clin Biochem 21:381-386, 1983.
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Nrkat. 1999704  Nr kat. 1009607
Nr kat. 1009278  Nr kat. 1009916
Nr kat. 1009350  Nr kat. 1008120

Cholinesterase

Do ilosciowego oznaczania cholinoesterazy
W surowicy i osoczu

WSTEP

Wykazano obecnos¢ dwoch cholinesteraz. Acetylocholinesteraza
lub "prawdziwa cholinesteraza"(E.C. 3.1.1.7), ktéra
wystepuje w erytrocytach i receptorach acetylocholiny w
osrodkowym i obwodowym ukfadzie nerwowym. Druga
z nich to pseudocholinesteraza (E.C. 3.1.1.8) wystepuje
w osoczu, watrobie, miesnidéwce gtadkiej iw komdrkach
ttuszczowych. Oznaczanie poziomu Cholinesterazy (ChE) i
pseudocholinesterazy w surowicy krwi lub osoczu jest istotne
w nastepujgcych stanach klinicznych:

1) Jako wskaznik czynnos$ci wytwoérczych watroby,
szczegolnie w chorobach przewleklych. Zaobserwowano
korelacje pomiedzy wzrostem AST i obnizeniem sie ChE w
infekcyjnych zapaleniach watroby.

2) Obnizenie ChE wskazuje na zatrucie srodkami
owadobdjczymi (fosforanami organicznymi), ktére hamujg
aktywnos¢ ChE.

3) U niektdrych osob z nadwrazliwoscig na sukcynylocholing-
substancji zwiotczajgcej miesnidwke, moze doprowadzi¢
do wydtuzenia fazy bezdechu po narkozie. Jest to
zwigzane z obecnoscig u niektérych pacjentéw genetycznie
uwarunkowanych atypowych ChE,wykazujgcych
obnizong aktywno$¢ enzymatyczng stad opoézniony
rozktad sukcynylocholiny. Istnieja metody wykrywajgce
wystepowanie atypowych odmian ChE u ludzi.

ZASADA DZIALANIA

ChE
butyryltiocholina + H,O ——————— tiocholina+maslan
tiocholina +cyjanek potasu zelazowy (lll) —— >
ditio—bis-cholina + cyjanek potasu zelazawy (ll)

Cholinesteraza jest enzymem katalizujgcym reakcje hydrolizy
butyryltiocholiny do maslanu i tiocholiny; pdzniej enzym
redukuje cyjanek potasu zelazowy (lll) do cyjanku potasu
zelazawego (Il). Szybkos$¢ wzrostu absorbancji mierzonej
przy dtugosci fali 405 nm jest wprost proporcjonalna do
aktywnosci cholinesterazy w probce.

DOSTARCZANE ODCZYNNIKI

A. Odczynnik A: 2.4 mM cyjanek potasu zelazowy (lIl)w 73 mM
buforze pirofosforanowym (pH 7.7).

B. Odczynnik B: 92 mM butyryltiocholina w 10 mM buforze
Goods (pH 4.0).

NIEDOSTARCZANE ODCZYNNIKI
- Sl fizjologiczna (0.9 %)
- Calibrador A plus Wiener lab.

INSTRUKCJA UZYCIA
Odczynniki: sg gotowe do uzycia.

OSTRZEZENIA

Odczynniki tylko do diagnostyki “in vitro”.

Przy pracy z odczynnikiem stosowa¢ $rodki ostroznosci
typowe dla rutynowych procedur w laboratoriach klinicznych.
Odpady nalezy utylizowa¢ zgodnie z obowigzujgcymi przepisami.

TRWALOSC | WARUNKI PRZECHOWYWANIA
Dostarczane odczynniki: sg trwate przechowywane w
lodéwce (2-10°C) do konca daty waznosci umieszczonej
na opakowaniu. Po otwarciu, nie nalezy pozostawia¢, nie
zamkniete, poza lodéwka, przez dtuzszy okres czas. Unika¢
zanieczyszczenia odczynnika. Chroni¢ przed bezposrednim
dziataniem $wiatta stonecznego.

MATERIAL

Surowica lub heparynizowane osocze lub osocze z EDTA.

a) Pobranie: pobra¢ krew w klasyczny sposob.

b) Substancje dodatkowe: dla osocza heparyna lub EDTA
(Anticoagulante W Wiener lab) jest zalecana jako antykoagulant.
c) Znane interakcje: bilirubina do 50.0 mg/dl, triglicerydy do
poziomu 1400 mg/dl, hemoglobina do 1000 mg/dl, nie maja
wptywu na wynik badania.

Whplyw lekoéw: patrz dane zrédtowe Young D.S,pozycja w
j. polskim.

d) Trwatos¢ i warunki przechowywania: oznaczenie
w surowicy lub osoczu nalezy wykona¢ bezposrednio
po pobraniu. Jesli oznaczenie nie jest wykonywane od
razu, prébki surowicy i osocza mozna przechowywac¢ w
temperaturze 2-10°C przez 7 dni lub do 1 roku w - 20°C bez
dodatku substancji konserwujgcych.

WYMAGANE MATERIALY | SPRZET (nie dostarczone)
- Mikropipety i pipety do pomiaru objetosci.
- Automatyczny analizator.

PROCEDURA

(analizator automatyczny)

Ponizej zamieszczono procedure dla cholinoesterazy
na analizator automatyczny. Wprowadzajgc aplikacje
na konkretny aparat nalezy przestrzegac jego instrukciji
obstugi. Do kuwety inkubowanej we wtasciwej
temperaturze nalezy dodac:

Probke lub kalibrator 4 pl
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Odczynnik A 150 pl
Inkubowaé przez 300 sekund w 37°C.
Odczynnik B 30 pl

Inkubowac¢ przez 120 sekund w 37°C.

Odczyta¢ poczatkowg absorbancje probki wzorcowej
i probki badanej przy dlugosci fali 405 nm (A)). Po
doktadnie 90 sekundach odczyta¢ absorbancje po
raz drugi (A,). Aby otrzymac wynik cholinoesterazy w
U/l, nalezy obliczy¢ réznice absorbancji (AA = A-A)) i
pomnozy¢ przez wspotczynnik otrzymany z kalibraciji.

KALIBRACJA

Calibrador A plus nalezy traktowac tak jak prébke
badang, na podstawie tego oznaczenia jest wyznaczany
wspotczynnik kalibracji. Nalezy aktualizowa¢ wartosci
materiatu kalibracyjnego przy kazdej zmianie numeru serii.

KONTROLA JAKOSCI

Zaleca sie stosowanie do kazdego wykonywanego badania
naszej surowicy kontrolnej (Standatrol S-E 2 niveles)
zawierajgcej mianowane wartosci cholinoesterazy dla tej metody.

ZAKRES WARTOSCI REFERENCYJNYJNYCH
Surowica lub osocze

Dzieci, kobiety, mezczyzni powyzej 40 lat 5320 - 12920 U/I
Kobiety od 16 do 39 lat 4260 - 11250 U/I

(bez antykoncepdiji, nie cigzarne )

Kobiety od 18 do 41 lat 3650 - 9120 U/I

(Ciezarne lub stosujace antykoncepcije)

Zgodnie z zaleceniami IFCC, kazde Laboratorium powinno
ustali¢ wiasne zakresy wartosci referencyjny, biorgc pod uwage
pte¢, wiek, nawyki zywieniowe i inne czynniki populacyjne.

PRZELICZANIE NA JEDNOSTKI SI
Cholinesteraza (kU/I) = Cholinesteraza (U/l) x 0.001

OGRANICZENIA PROCEDURY

Patrz znane interakcje z innymi substancjami w rozdziale
MATERIAL.

Aby zapobiec kontaminacji odczynnikdéw nalezy stosowac
jedynie czyste i suche koncéwki.

Zaleca sig stosowanie materiatu kontrolnego Standatrol S-E 2
niveles Wiener lab. Stosujgc materiaty kontrolne innego producenta
mozna otrzymaé wartosci poza zakresem dopuszczalnym,
poniewaz sg one zalezne od zastosowanej metody lub analizatora.

CHARAKTERYSTYKA TESTU
a) Powtarzalnosé: badania przeprowadzono zgodnie z
zasadami zawartymi w dokumencie EP5-A NCCLS.

Powtarzalnos¢ - zmiennos$¢ w serii:

Poziom C.V.
2553 U/l 1.4%
4283 U/l 2.8%
6791 U/l 1.5%

Odtwarzalnos¢ - zmiennos¢ miedzy seriami:

Poziom C.V.
2553 U/ 1.5%
4283 U/l 2.5%
6791 U/l 1.5%

b) Liniowos¢ testu: do 1400 mg/dl. W przypadku wyzszych
warto$ci nalezy rozcienczyé probke sola fizjologiczng (1:9),powtorzy¢
badanie i pomnozy¢ badanie przez wspotczynnik rozciefnczenia.
c) Czutos¢ testu: 70 U/l

PARAMETRY DLA ANALIZATOROW AUTOMATYCZNYCH
Programujgc analizator nalezy przestrzegac¢ jego instrukcji
obstugi . Kalibracje nalezy wykonywac przy uzyciu Calibrator
A plus Wiener lab dostarczanego oddzielnie.

WIENERLAB DOSTARCZA
60 ml: -1 x 50 ml odczynnika A

-1 x 10 ml odczynnika B
(Nr kat. 1999704)

60 ml: -1 x 50 ml odczynnika A
-1 x 10 ml odczynnika B
(Nr kat. 1009278)

60 ml: -1 x 50 ml odczynnika A
-1 x 10 ml odczynnika B
(Nr kat. 1009350)

84 ml: - 2 x 35 ml Reactivo A
- 2 x 7 ml Reactivo B
(Nr kat. 1008120)

120 ml: -2 x 50 ml odczynnika A
-1 x 20 ml odczynnika B
(Nr kat. 1009607)

120 ml: -2 x 50 ml odczynnika A
-1 x 20 ml odczynnika B
(Nr kat. 1009916)
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- Young D. Effects of Preanalytical Variables on Clinical
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- Young D. and Friedman R. Effects of Disease on Clinical
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- Bergmeyer H. U. Methods of Enzymatic Analysis, Vol V 3rd.Ed.

- User Verification of Performance for Precision and Trueness;
Approved Guideline - 2° Ed. CLSI EP15-A2 V. 24 N° 25, 2004.

- Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement
Procedures: A Statistical Approach; Approved Guideline. CLSI
EP6-A Vol. 23 N° 16, 2003.

- Method Comparison and Bias estimation Using Patient
Samples; Approved Guideline - Second Edition. CLSI EP9-A2
Vol. 22 N° 19, 2002.

- Protocols for Determination of Limits of Detection and Limits of
Quantitation; Approved Guideline. CLSIEP17-AVol. 24 N° 34,2004.

-den Blaauwen DH, - J Clin Chem Clin Biochem 21:381-386, 1983.
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SIMBOLOS // SIMBOLOS // SYMBOLS // OZNACZENIA

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagnoéstico de Wiener lab. // Os seguintes simbolos
sdo utilizados nos kits de reagentes para diagnéstico da Wiener lab. // The following symbols are used in the packaging for
Wiener lab. diagnostic reagents kits. / Nastepujgce symbole sg zastosowane na opakowaniach zestawéw odczynnikow
diagnostycznych.
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Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagnéstico
"in vitro"// Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia 98/79 CE para dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"//
This product fulfills the requirements of the European Directive 98/79 EC for "in vitro" diagnostic medical devices// Ten produkt spetnia
wymagania Dyrektywy Europejskiej 98/79 EC dla wyrobéw medycznych uzywanych do diagnozy "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea// Representante autorizado na Comunidade Europeia// Authorized representative
in the European Community// Autoryzowany przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej
Uso diagndstico "in vitro"// Uso médico-diagndstico "in vitro"// "In vitro" diagnostic medical device// Wyrdb do diagnostyki "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos// Conteudo suficiente para <n> testes// Contains sufficient for <n> tests// Zawarto$¢ wystar-
czajgca dla <n> badan

Fecha de caducidad// Data de validade// Use by// Uzy¢ przed

Limite de temperatura (conservar a)// Limite de temperatura (conservar a)// Temperature limitation (store at)// Ograniczenie dopusz-
czalnych temperatur

No congelar// N&o congelar// Do not freeze// Nie zamraza¢

Riesgo bioldgico// Risco bioldgico// Biological risks// Ryzyko biologiczne

Volumen después de la reconstitucion// Volume ap6s a reconstituicdo// Volume after reconstitution// Objeto$¢ po rozpuszczeniu
Contenido// Contetdo// Contents// Zawarto$¢

Numero de lote// Numero de lote// Batch code// numer serii

Elaborado por:// Elaborado por:// Manufactured by:// Wytwoérca

Nocivo// Nocivo// Harmful// Substancja szkodliwa

Corrosivo / Caustico // Corrosivo / Caustico // Corrosive / Caustic// Substancja zrace

Irritante// Irritante// Irritant// Substancja draznigca

Consultar instrucciones de uso// Consultar as instru¢des de uso// Consult instructions for use// Przed uzyciem zapoznac sie z instrukcjg
Calibrador// Calibrador// Calibrator// Kalibrator

Control// Controle// Control// Préba kontrolna

Control Positivo// Controle Positivo// Positive Control// Préba kontrolna dodatnia

Control Negativo// Controle Negativo// Negative Control// Préba kontrolna ujemna

Numero de catalogo// Numero de catalogo// Catalog number// Numer katalogowy
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