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Colinesterasa

AA

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 disminucion 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 inhibicién diferencial que permiten de-
tectar a sujetos portadores de colinesterasa atipica.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Che
butiriltiocolina + H,O — = tiocolina + butirato

tiocolina + DTNB ——————= 2-nitro-5-mercaptobenzoato

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: viales conteniendo acido 5,5'-ditiobis-2-nitro-
benzoico (DTNB) en buffer fosfatos para un pH final de la
mezcla de reaccion de 7,7.

B. Reactivo B: viales conteniendo ioduro de S-buitiriltiocolina
(IBTC).

C. Reactivo C: solucién acuosa reconstituyente del Reactivo
A, con conservantes apropiados.

D. Reactivo D: solucién acuosa reconstituyente del Reactivo
B, con conservantes apropiados.

Concentraciones finales

REACTIVOS NO PROVISTOS
Solucion fisiolégica.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivo A; preparacion: agregar la cantidad de Reactivo
C indicada en el rétulo. Homogeneizar por inversion hasta
disolucién completa y fechar.

Reactivo B; preparacion: agregar la cantidad de Reactivo
D indicada en el rétulo. Homogeneizar por inversiéon hasta
disolucién completa y fechar.

Reactivos C y D: listos para usar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnédstico "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.
Reactivo A reconstituido: estable 6 semanas en refrigera-
dor (2-10°C). Conservar protegido de la luz.

Reactivo B reconstituido: estable 6 semanas en refrigera-
dor (2-10°C). No debe permanecer destapado.

Reactivos C y D: una vez abiertos, no deben permanecer
destapados ni fuera del refrigerador por periodos prolonga-
dos. Evitar contaminaciones.

MUESTRA

Suero o plasma

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 obtencién.
c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan
interferencias por bilirrubina hasta 200 mgl/l, triglicéridos
hasta 25 g/l, hemoglobina hasta 1000 mg/dl ni heparina
hasta 50 U/ml de sangre entera.

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 el refrigerador (2-10°C), sin
agregado de conservadores.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.
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- Tubos de Kahn o hemdlisis.
- Bafo de agua a la temperatura de reaccion seleccionada.
- Cronémetro.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 405 nm

- Temperatura de reaccion: 25, 30 6 37°C. La temperatura
de la mezcla de reaccién debe ser estrictamente mante-
nida a la temperatura seleccionada. Ver los VALORES
DE REFERENCIA correspondientes a cada temperatura.

- Tiempo de reaccion: 3 minutos

- Volumen de muestra: 10 ul

- Volumen final de reaccion: 1,51 ml

Los volumenes de muestra y reactivos pueden variarse

proporcionalmente, sin que se alteren los factores de calculo.

PROCEDIMIENTO

Preincubar la cantidad necesaria de Reactivo B recons-
tituido, a la temperatura seleccionada durante algunos
minutos. En una cubeta mantenida a la temperatura
elegida, colocar:

Reactivo A reconstituido 1,2 ml

Preincubar 2 minutos. Luego agregar:

Muestra 10 ul

Homogeneizar e inmediatamente agregar:

Reactivo B reconstituido 0,3 ml

Mezclar, incubar 15 segundos y leer la absorbancia dispa-
rando simultaneamente el crondmetro. Volver a leer luego
de 30 y 60 segundos exactos. Determinar la diferencia
promedio de absorbancia cada 30 segundos (AA/30 seg)
restando cada lectura de la anterior y promediando los
valores. Utilizar este promedio para los calculos.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
Colinesterasa (U/l) = AA/30 seg x 22210

VALORES DE REFERENCIA
25C | 30ct | 37°C*
Nifios, hombres y mujeres de mas de 40 anos:

3500-8500 U/l | 4300-10500 U | 5500-13400 U/

Mujeres entre 16-39 afios, no embarazadas y que no toman
anticonceptivos orales:

2800-7400 U/l | 3450-9100 U/I | 4400-11700 U/l

Mujeres entre 18-41 afios, embarazadas o tomando anti-
conceptivos orales:

2400-6000 U/ | 3000-7400 U/l | 3800-9500 U/l

* Valores calculados empleando los siguientes factores de
conversion de temperaturas:

25-30°C: 1,23 25-37°C: 1,58

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

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

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.

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.

PERFORMANCE

a) Precision: procesando de acuerdo al protocolo EP5A
del NCCLS (National Committee on Clinical Laboratory
Standards), se obtuvo lo siguiente:

Precision intraensayo

Nivel D.S. C.V.
8863 U/ +100,75 U/l 1,14 %
4811 U/l + 46,69 U/I 0,97 %
Precision total
Nivel D.S. C.V.
8863 U/ +177,68 U/I 2,00 %
4811 U/l +94,79 U/l 1,97 %

b) Limite de deteccion: depende del fotdmetro empleado y
de la longitud de onda. En espectrofotometros con cubetas
de caras paralelas de 1 cm de espesor, para un AA/30 seg de
0,001 el minimo cambio de actividad detectable sera de 22 U/I.
c) Rango dinamico: si AA/30 seg es superior a 0,400, se
debe repetir la determinacion con Muestra diluida 1/2 con
solucién fisioldgica, corrigiendo consecuentemente los
resultados.

d) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 17000 U/l. Para
valores superiores, diluir la muestra con solucion fisioldgica,
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.

PRESENTACION

78 ml: 3 x — 20 ml Reactivo A
3 x — 6 ml Reactivo B
1 x 60 ml Reactivo C
1 x 20 ml Reactivo D

(Cod. 1241403)

BIBLIOGRAFIA
- Szasz, G. - Clin. Chim. Acta 19:191 (1968).
- Knedel, M. y Béttger, R. - Klin. Wochr. 45/325 (1967).

864114524 /00 p. 2/12



- Dietz, A.S. et al. - Clin. Chem. 19/11:1309 (1973).

SiMBOLOS

- den Blaauwen, D.H. et al. - J. Clin. Chem. Biochem. Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de

21/6:381 (1983).

reactivos para diagndstico de Wiener lab.

- Ellman, G. - Archives of Biochemistry and Biophysics

82:70 (1959).

- Newman, M.A., Que Hee S.S. - Clin. Chem. 30/2:308

(1984).

- Tietz Textbook of Clinical Chemistry - Burtis, C.; Ashwood,

E. (3° Edition) WB Saunders, 1999.

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",

AACC Press, 3rd ed., 1990.

- NCCLS (National Committee for Clinical Chemistry Stan-
dards) - Document "Evaluation of the Linearity of Quantita-

tive Analytical Methods", EP6-P (1986).

- NCCLS (National Committee for Clinical Chemistry Stan-
dards) - Document "Evaluation of Precision Performance

of Clinical Laboratory Devices", EP5-A (1999).

por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios
para el diagnostico "in vitro"

c € Este producto cumple con los requerimientos previstos
[ EC TREP] Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagnostico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo biolégico

Volumen después de la reconstitucion

Contenido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar instrucciones de uso

Calibr. | |  Calibrador

Control

Control Positivo

EEEEI@@@@LEEV@%*m@E

Control Negativo

Numero de catalogo

864114524 /00 p. 3/12



C

Colinesterasa

AA

Para a determinagao de colinesterase em soro ou plasma

SIGNIFICADO CLINICO

Foi demonstrado a existéncia de duas colinesterases: uma
é a acetilcolinesterase ou colinesterase verdadeira (acetil
colina hidrolase, EC.3.1.1.7) que encontra-se nos eritro-
citos e terminag&o dos nervos colinérgicos e a outra, é 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 a seguintes condigcdes clinicas:

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

2) Sua redugéo indica intoxicagdo por inseticidas organo-
fosforados, 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 de-
tectar sujeitos portadores de colinesterase atipica.

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

tiocolina + DTNB ——————= 2-nitro-5-mercaptobenzoato

REAGENTES FORNECIDOS

A. Reagente A: frascos contendo acido 5,5'-ditiobis-2-
nitro-benzoico (DTNB) em tampao fosfatos para pH final da
mistura de reagéo de 7,7.

B. Reagente B: frascos contendo iodeto de S-butiriltiocolina
(IBTC).

C. Reagente C: solugdo aquosa reconstituinte do Reagente
A, com conservantes apropriados.

D. Reagente D: solugédo aquosa reconstituinte do Reagente
B, com conservantes apropriados.

Concentragodes finais

IBTC oot 6 mmol/l
0,25 mmol/l
Tampao fosfatos .........cccccvveeeviiieciieecns 50 mmol/l; pH 7,7

REAGENTES NAO FORNECIDOS
Solugéo fisioldgica.

INSTRUGOES DE USO

Reagente A; preparagéo: adicionar a quantidade de Rea-
gente C indicado no rétulo. Homogeneizar por inversao até
dissolugéo completa e datar.

Reagente B; preparacdo: adicionar a quantidade de Rea-
gente D indicado no rétulo. Homogeneizar por inversao até
dissolugéo completa e datar.

Reagentes C e D: prontos para uso.

PRECAUGOES

Os reagentes séo para uso diagnostico "in vitro".

Utilizar os reagentes observando as precaucdes habituais
de trabalho no laboratdrio de analises clinicas.

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

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: sédo estaveis sob refrigeragao (2-
10°C) até a data do vencimento indicada na embalagem.
Reagente A reconstituido: é estavel por 6 semanas sob
refrigeragéo (2-10°C). Manter ao abrigo da luz.

Reagente B reconstituido: é estavel 6 semanas sob
refrigeragao (2-10°C). Nao deve permanecer destampado.
Reagentes C e D: uma vez abertos, ndo devem permanecer
destampados nem fora do refrigerador por periodos prolon-
gados. Evitar contaminagées.

AMOSTRA

Soro ou plasma

a) Coleta: obter soro da maneira habitual.

b) Aditivos: se a amostra a utilizar é plasma, recomenda-se
usar heparina ou EDTA (Anticoagulante W de Wiener lab.)
para sua obtengéao.

c) Substancias interferentes conhecidas: ndo observam-
se interferéncias por bilirrubina até 200 mg/l, triglicerideos
até 25 g/l, hemoglobina até 1000 mg/dl, nem heparina até
50 U/ml de sangue inteira.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas
neste método.

d) Estabilidade e instrugoes de armazenamento: a amos-
tra deve ser preferentemente fresca. Pode ser conservada
até uma semana sob refrigeragéo (2-10°C), sem acrescentar
conservantes.

MATERIAL NECESSARIO (nao fornecido)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas de faces paralelas.
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- Tubos de Kahn ou hemodlise.
- Banho-maria a temperatura de reagéo selecionada.
- Cronbmetro.

CONDIGOES DE REAGAO

- Comprimento de onda: 405 nm

- Temperatura de reagado: 25, 30 ou 37°C. A temperatura da
mistura de reagao deve ser estritamente mantida a tempe-
ratura selecionada. Vide os VALORES DE REFERENCIA
correspondentes a cada temperatura.

- Tempo de reacgdo: 3 minutos.

- Volume de amostra: 10 ul

- Volume final de reagado: 1,51 ml

Os volumes de amostras e reagentes podem-se variar

proporcionalmente sem que sejam afetados os fatores de

célculo.

PROCEDIMENTO
Preincubar a quantidade necessaria de Reagente B
reconstituido, a temperatura selecionada durante al-
guns minutos. Em uma cubeta mantida a temperatura
escolhida, colocar:

Reagente A reconstituido 1,2 ml

Preincubar 2 minutos. Apds adicionar:

Amostra 10 ul

Homogeneizar e logo apdés adicionar:

Reagente B reconstituido 0,3 ml

Misturar, incubar 15 segundos e ler a absorbancia dispa-
rando simultaneamente o crondmetro. Voltar a ler depois
de 30 e 60 segundos exatos. Determinar a diferenca
média da absorbancia cada 30 segundos (AA/30 seg)
subtraindo cada leitura da anterior e fazendo a média
dos valores. Utilizar a média para os calculos.

CALCULO DOS RESULTADOS
Colinesterase (U/l) = AA/30 seg x 22.210

VALORES DE REFERENCIA
25C | soct | 37°C*
Criancas, homens e mulheres maiores de 40 anos:
3500-8500 U/l | 4300-10500 U/ | 5500-13400 U/I

Mulheres entre 16-39 anos, que ndo estejam gravidas nem
tomem pilula anticoncepcional:

2800-7400 U/l | 3450-9100 U/I | 4400-11700 U/l

Mulheres entre 18-41 anos, gravidas ou tomando pilula
anticoncepcional:

2400-6000 U/l | 30007400 U/ | 3800-9500 U/

* Valores calculados empregando os seguintes fatores de
conversao de temperaturas:

25-30°C: 1,23 25-37°C: 1,58

Recomenda-se que cada laboratério estabelega seus pro-
prios valores de referéncia.

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

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 determinagao.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.
Para preservar a integridade dos reagentes todo tipo de
contaminagao deve ser evitada, utilizando para a medigéo
somente micropipetas perfeitamente limpas e secas.

DESEMPENHO

a) Precisao: processando segundo o protocolo EP5A do
NCCLS (National Committee on Clinical Laboratory Stan-
dards), obteve-se o seguinte:

Precisao intra-ensaio

Nivel D.P. C.V.
8863 U/ + 100,75 U/l 1,14 %
4811 U/l + 46,69 U/l 0,97 %
Precisao total
Nivel D.P. C.V.
8863 U/ +177,68 U/l 2,00 %
4811 U/l +94,79 U/l 1,97 %

b) Limite de detecgéo: depende do fotdmetro utilizado e da
comprimento de onda. Em espectrofotdmetros com cubetas de
faces paralelas de 1 cm de espessura, para um AA/30 seg de
0,001 a minima mudanga de atividade detectavel sera 22 U/I.
c) Faixa dinamica: se AA/30 seg é superior a 0,400, deve-se
repetir a determinagdo com Amostra diluida 1/2 com solugéo
fisiolégica, corrigindo conseqlientemente os resultados.

d) Linearidade: a reagdo é linear até 17000 U/I. Para valores
superiores, diluir a amostra com solugao fisioldgica, repetir a
determinacao e multiplicar o resultado pelo fator de diluicdo.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programacéao consultar o manual de uso do analisador
a ser utilizado.

APRESENTAGAO

78 ml: 3 x —»> 20 ml Reagente A
3 x —» 6 ml Reagente B
1 x 60 ml Reagente C
1 x 20 ml Reagente D

(Cdéd. 1241403)

REFERENCIA

- Szasz, G. - Clin. Chim. Acta 19:191 (1968).

- Knedel, M. y Béttger, R. - Klin. Wochr. 45/325 (1967).

- Dietz, A.S. et al. - Clin. Chem. 19/11:1309 (1973).

-den Blaauwen, D.H. etal. - J. Clin. Chem. Biochem. 21/6:381 (1983).
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- Ellman, G. - Archives of Biochemistry and Biophysics SIMBOLOS

82:70 (1959). Os seguintes simbolos sao utilizados nos kits de reagentes
- Newman, M.A., Que Hee S.S. - Clin. Chem. 30/2:308 para diagnodstico da Wiener lab.
(1984).
- Tietz Textbook of Clinical Chemistry - Burtis, C.; Ashwood, Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia
E. (3° Edition) WB Saunders, 1999. 98/79 CE para dispositivos médicos de diagnéstico "in
vitro"

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 3rd ed., 1990.

- NCCLS (National Committee for Clinical Chemistry Stan-
dards) - Document "Evaluation of the Linearity of Quantita-
tive Analytical Methods", EP6-P (1986).

- NCCLS (National Committee for Clinical Chemistry Stan-
dards) - Document "Evaluation of Precision Performance
of Clinical Laboratory Devices", EP5-A (1999).
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Colinesterasa

AA

For the determination of cholinesterase activity in
serum or plasma

SUMMARY

The existence of two cholinesterases has been proved: one
is Acetylcholinesterase or “true Cholinesterase” (Acetylcho-
line hydrolase, E.C. 3.1.1.7), which is found in erythrocytes
and in cholinergic nerve terminals. The other one is the
butyrylcholine esterase or pseudocholinesterase (E.C.
3.1.1.8), which is found in plasma, liver, smooth muscle
and fat cells.

Serum or plasma cholinesterase (ChE) or pseudo-
cholinesterase, is associated to the following clinical
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) Its 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
outcomes. 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 + DTNB —————= 2-nitro-5-mercaptobenzoate

PROVIDED REAGENTS

A. Reagent A: vials containing 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic
acid (DTNB) in phosphate buffer for a final pH 7.7.

B. Reagent B: vials containing S-butyrylthiocholine iodide.
C. Reagent C: Reagent A diluent aqueous solution with
proper preservatives.

D. Reagent D: Reagent B diluent aqueous solution with
proper preservatives.

Final concentrations

S-butyrylthiocholine iodide............cccceiiiiieiiiieens 6 mmol/l
DTNB...ieee e 0.25 mmol/l
phosphate buffer...........ccccocviiiiinnnn. 50 mmol/l; pH 7.7

NON-PROVIDED REAGENTS
Saline solution.

INSTRUCTIONS FOR USE

Reagent A: reconstitute with stated volume of Reagent
C. Homogenize by inversion until complete dissolution
and date.

Reagent B: reconstitute with stated volume of Reagent D.
Homogenize by inversion until complete dissolution and date.
Reagent C: ready to use.

Reagent D: ready to use.

WARNINGS

Reagents are for “in vitro” diagnostic use.

Use the reagents according to the working procedures for
clinical laboratories.

The reagents and samples should be discarded according
to the local regulations in force.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS

Provided Reagents: stable in refrigerator (2-10°C) until the
expiration date printed on label.

Reconstituted Reagent A: stable for 6 weeks in refrigerator
(2-10°C). Store protected from direct light exposure.
Reconstituted Reagent B: stable for 6 weeks in refrigerator
(2-10°C). Store tightly capped.

Reagent C and D: once opened, should remain neither
uncapped nor without refrigeration for long periods of time.
Avoid contamination.

SAMPLE

Serum or plasma

a) Collection: obtain the sample in the usual way.

b) Additives: when using plasma, use heparin or EDTA-
based anticoagulants (Wiener lab.'s Anticoagulante W).

c) Known interfering substances: no interferences are
observed from hemoglobin up to 1000 mg/dl, triglycerides up
to 25 g/l bilirubin up to 200 mg/l and heparin up to 50 U/ml.
See Young, D.S. in References for effect of drugs on the
present method.

d) Stability and storage instructions: sample should be
preferably fresh. Samples could be stored up to one week in
refrigerator (2-10°C) without added preservatives.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)

- Spectrophotometer.

- Micropipettes and pipettes for measuring the stated volumes
- Spectrophotometric square cuvettes.

- Kahn or hemolysis tubes.

- Water bath at selected reaction temperature.

- Stopwatch.
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ASSAY CONDITIONS

- Wavelength: 405 nm

- Reaction temperature: 25, 30 or 37°C. The temperature of
the reaction should be strictly maintained at the selected
temperature. See the corresponding REFERENCE VAL-
UES for each temperature.

- Reaction time: 3 minutes

- Sample volume: 10 ul

- Final reaction volume: 1.51 ml

Sample and reagent volumes may be proportionally changed,

without altering calculation factors.

PROCEDURE

Preincubate the necessary volume of reconstituted Re-
agent B at the selected temperature for a few minutes. In
a cuvette at the selected temperature, add:

Reconstituted Reagent A 1.2ml

Pre-incubate for 2 minutes. Then add:

Sample 10 ul

Homogenize and immediately add:

Reconstituted Reagent B 0.3 ml

Mix, incubate for 15 seconds and read the absorbance
with simultaneous stopwatch start. Reread after exactly
30 and 60 seconds. Determine absorbance’s average
difference every 30 seconds (AA/30 sec) subtracting each
reading from the previous one and averaging values. Use
this mean for calculations.

CALCULATIONS
Cholinesterase (U/l) = AA/30 sec x 22210
REFERENCE VALUES

25°C 30°C* 37°C

Children, men and women over 40 years old:

3500-8500 U/I

4300-10500 U/ 5500-13400 U/l

Women between 16-39 years old, not pregnant and not
ingesting oral contraceptives:

2800-7400 U/

3450-9100 U/I 4400-11700 U/

Women between 18-41 years old, pregnant or ingesting oral
contraceptives:

2400-6000 U/l

3000-7400 U/l 3800-9500 U/I

* Values calculated using the following temperature conver-
sion factors:

25-30°C: 1.23

25-37°C: 1.58

It is recommended that each laboratory establishes its own
reference values.

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

QUALITY CONTROL METHOD

Each time the test is performed, analyze two levels of a qual-
ity control material (Standatrol S-E 2 niveles) with known
cholinesterase activity.

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known interfering substances under SAMPLE.
Reagents are particularly sensitive to contamination. Use
only thoroughly clean and dry micropipettes for measure-
ments.

PERFORMANCE

a) Precision: processing according to EP5A protocol of NC-
CLS (National Committee on Clinical Laboratory Standards),
the following values were obtained:

Within-run precision

Level S.D. C.V.
8863 U/l +100.75 U/I 1.14 %
4811 U/l +46.69 U/l 0.97 %
Total-run precision
Level S.D. C.V.
8863 U/l +177.68 U/ 2.00 %
4811 U/ +94.79 U/l 1.97 %

b) Detection limit: depends on the photometer used and the
wavelength. In spectrophotometer with 1 cm optical length
square cuvettes, for a AA/30 sec of 0.001, the minimum
detectable activity change will be of 22 U/I.

c) Dynamic range: if AA/30 sec is over 0.400, repeat assay
with Sample diluted 1/2 with saline solution. Correct results
accordingly.

d) Linearity: the reaction is linear up to 17000 U/I. For higher
values, dilute the sample with saline solution, repeat the test
and multiply the result by the dilution factor.

PARAMETERS FOR AUTOANALYZERS
For programming instructions of other analyzer, check the
user manual of the analyzer in use.

WIENER LAB. PROVIDES
78 ml: 3 x —> 20 ml Reagent A
3 x — 6 ml Reagent B
1 x 60 ml Reagent C
1 x 20 ml Reagent D
(Cat. N° 1241403)

REFERENCES

- Szasz, G. - Clin. Chim. Acta 19:191 (1968).

- Knedel, M. y Béttger, R. - Klin. Wochr. 45/325 (1967).

- Dietz, A.S. et al. - Clin. Chem. 19/11:1309 (1973).

- den Blaauwen, D.H. et al. - J. Clin. Chem. Biochem.
21/6:381 (1983).

- Ellman, G. - Archives of Biochemistry and Biophysics
82:70 (1959).
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- Newman, M.A., Que Hee S.S. - Clin. Chem. 30/2:308 SYMBOLS

(1984). The following symbols are used in the packaging for Wiener
- Tietz Textbook of Clinical Chemistry - Burtis, C.; Ashwood, lab. diagnostic reagents kits.
E. (3° Edition) WB Saunders, 1999.
- Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests", c € This product fulfills the requirements of the European
AACC Press, 3rd ed., 1990. Directive 98/79 EC for "in vitro" diagnostic medical devices

- NCCLS (National Committee for Clinical Chemistry Stan-
dards) - Document "Evaluation of the Linearity of Quantita-
tive Analytical Methods", EP6-P (1986).

- NCCLS (National Committee for Clinical Chemistry Stan-
dards) - Document "Evaluation of Precision Performance
of Clinical Laboratory Devices", EP5-A (1999).

Authorized representative in the European Community
"In vitro" diagnostic medical device
Contains sufficient for <n> tests
Use by

Temperature limitation (store at)
Do not freeze

Biological risks

Volume after reconstitution
Contents

Batch code

Manufactured by:

Harmful

Corrosive / Caustic

Irritant

Consult instructions for use
Calibrator

ONTROL Control

Positive Control

ONTROL Negative Control

ﬂ!E!EH®$®LEEV@%o—m@

Catalog number
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C

Nr kat. 1241403

Colinesterasa

AA

Do oznaczania cholinoesterazy w surowicy krwi i osoczu

WSTEP

Wykazano obecnos¢ dwdch cholinesteraz. Acetylocholine-
steraza lub "prawdziwa cholinesteraza" (Hydrolaza acety-
locholiny, E.C. 3.1.1.7), ktéra znajduje sie w erytrocytach i
zakonczeniach nerwowych cholinergicznych. Druga z nich
to esteraza byturylocholiny lub pseudoacetylocholioesteraza
(E.C. 3.1.1.8), odnajdywana w osoczu, watrobie, miesnidéwce
gtadkiej i komérkach ttuszczowych. Cholinesteraza (ChE) lub
pseudocholinesteraza w surowicy krwi lub osoczu zwigzana
jest z nastepujacymi stanami klinicznymi:

1) Jako wskaznik funkcji watroby szczegélnie w chorobach
przewlekitych. Zaobserwowano dobrg korelacje pomiedzy
wzrostem GOT (AST) i obnizeniem sie ChE w infekcyjnych
zapaleniach watroby.

2) Obnizenie ChE wskazuje na zatrucie organicznymi fosfo-
ranami - pestycydami, ktére hamujg aktywno$¢ ChE.

3) U niektorych oséb z nadwrazliwoscig na sukcynylocho-
ling, $rodek rozluzniajgcy migsnie stosowany w anestezji,
powoduje diugotrwaty bezdech po znieczuleniu ogdélnym
z niekorzystnymi powikfaniami. Fakt ten zwigzany jest z
obecnoscig genetycznie uwarunkowanych odmiennosci
ChE (atypowa) niezdolnej do rozktadu sukcynylocholiny. W
ogolnej populacji lek ten jest hydrolizowany in vivo przez
ChE w ciggu 1-4 min. Stad wydtuzony bezdech jest réwniez
czynnikiem zwigzanym z niskim poziomem catkowitej ChE.
Istniejg metody réznicowania hamowania aktywnosci co
pozwala na wykrycie nosicieli atypowej ChE.

ZASADA DZIALANIA

ChE
butyrylotiocholina + H,O —————= tiocholina + butyrate

tiocholina + DTNB ———= 2-nitro-5-merkaptobenzoesan

DOSTARCZANE ODCZYNNIKI

A. Odczynnik A: fiolki zawierajgce kwas 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoesowy (DTNB) w buforze fosforanowym dla
koncowego pH 7,7.

B. Odczynnik B: fiolki zawierajgce jodek S-butyrylotiocholiny.
C. Odczynnik C: wodny roztwér rozpuszczalnika do Od-
czynnika A z niezbednymi substancjami konserwujgcymi.
D. Odczynnik D: wodny roztwér rozpuszczalnika do Od-
czynnika B z niezbednymi substancjami konserwujgcymi.

Koncowe stezenia

NIEDOSTARCZANE ODCZYNNIKI
Roztwér soli fizjologicznej.

INSTRUKCJA UZYCIA

Odczynnik A: rozpusci¢ w okreslonych objetosciach Od-
czynnika C. Homogenizowac¢ przez odwrécenie do catkowi-
tego rozpuszczenia i odatowac.

Odczynnik B: rozpusci¢ w okreslonych objetosciach Od-
czynnika D. Homogenizowa¢ przez odwrécenie do catkowi-
tego rozpuszczenia i odatowac.

Odczynniki C i D: gotowe do zastosowania.

OSTRZEZENIA

Odczynniki wytgcznie do uzycia "in vitro".

Stosowac odczynniki zgodnie z procedurami dla laboratoriow
klinicznych.

Odczynniki i materiat badany powinni by¢ odrzucone zgodnie
z lokalnymi przepisami.

TRWALOSC | WARUNKI PRZECHOWYWANIA
Dostarczane odczynniki: trwate w lodéwce (2-10°C) do
konca daty waznosci umieszczonej na etykiecie.
Rozpuszczony Odczynnik A: trwaty przez 6 tygodni w
lodéwce (2-10°C). Chroni¢ przed bezposrednig ekspozycjg
na $wiatto.

Rozpuszczony Odczynnik B: trwaty przez 6 tygodni w
lodéwce (2-10°C). Przechowywacé $cisle zamkniety.
Odczynnik C i D: Po otwarciu nie powinien pozostawac¢
bez zamkniecia i poza lodéwka przez dtuzszy czas. Unikac
zanieczyszczenia.

MATERIAL BADANY

Surowica krwi lub osocze

a) Pobranie: pobraé¢ w klasyczny sposéb.

b) Substancje dodatkowe: osocze pobra¢ na heparyne
lub antykoagulanty oparte na EDTA (Wiener lab.’s Antico-
agulante W).

c) Znane interakcje: nie obserwowano wptywu hemoglobiny
do poziomu 1000 mg/dl, tréjglicerydéw do 25 g/l, bilirubiny
do 200 mg/l i heparyny do 50 U/ml.

Sprawdz zrédto: Young, D.S. w sprawie wptywu lekéw w
tej metodzie

d) Trwalos¢ i instrukcja przechowywania: materiat po-
winien by¢ $wiezy. Przechowywany do tygodnia w lodéwce
(2-10°C) bez dodatku substancji konserwujgcych.

WYMAGANE MATERIALY | SPRZET (niedostarczane)
- Spektrofotometr.
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- Mikropipety i pipety do pomiaru okreslonych objetosci.
- Kwadratowe kuwety spektrofotometryczne.

- Probéwki do hemolizy lub Kahn‘a.

- Laznia wodna o wybranej temperaturze reakcji.

- Stoper.

WARUNKI DLA PRZEPROWADZENIA TESTU

- Diugosé fali: 405 nm

- Temperatura reakgcji: 25, 30 lub 37°C. Utrzymac Scisle
okreslong wybrang temperature reakgji. Patrz odpowiednie
WARTOSCI REFERENCYJNE dla wybranej temperatury.

- Czas reakcji: 3 minuty

- Objetos¢ materiatu badanego: 10 ul

- Objetos¢ reakgcji koncowej: 1,51 ml

Objetosci Materiatu badanego i Odczynnika mogg by¢ zmie-

niane proporcjonalnie bez zmiany wspétczynnika do obliczen.

PROCEDURA

Inkubowa¢ wstepnie niezbedng objetos$¢ rozpuszczonego
Odczynnika B w wybranej temperaturze przez kilka minut.
W kuwecie o wybranej temperaturze umiescic:

Rozpuszczony Odczynnik A 1,2 ml

Inkubowaé wstepnie przez 2 minuty. Nastepnie dodac¢:

Materiat badany 10 ul

Homogenizowac i natychmiast dodac¢:

Rozpuszczony Odczynnik B 0,3 ml

Zamieszaé, inkubowac przez 15 sekund i odczytac
absorbancje rownoczesnie wigczajgc stoper. Dokonaé
powtérnego odczytu doktadnie w 30 i 60 sekundzie (AA/30
sek.) odejmujgc kazdy z odczytéw od poprzedniego
usredniajgc wartosci. Srednig zastosowaé do obliczen.

OBLICZENIA
Cholinesteraza (U/l) = AA/30 sek. x 22210

WARTOSCI REFERENCYJNE

2c | sect | src

Dzieci, mezczyzni i kobiety powyzej 40 rz.

3500-8500 U/I | 4300-10500 U/ | 5500-13400 U/I

Kobiety pomiedzy 16-39 rz., nieciezarne i nie przyjmujgce
doustnych srodkéw antykoncepcyjnych:

2800-7400 U/I 3450-9100 U/l | 4400-11700 U/I

Kobiety pomiedzy 18-41 rz., w cigzy lub przyjmujgce doustne
srodki antykoncepcyjne:

2400-6000 U/ 3000-7400 U/ | 3800-9500 U/

* Wartosci obliczono z uzyciem nastepujgcych wspétczynni-
kow konwersji temperatury:

25-30°C: 1,23
25-37°C: 1,58

Dla kazdego laboratorium zaleca sie ustalenie wtasnych
wartosci referencyjnych.

KONWERSJA JEDNOSTEK SI
Cholinesteraza (kU/I) = Cholinesteraza (U/l) x 0,001

METODA KONTROLI JAKOSCI

W trakcie wykonywania badania, za kazdym razem nalezy
przeprowadzi¢ analize jakos$ci na dwéch poziomach (Stan-
datrol S-E 2 niveles) ze znang aktywnoscig cholinoesterazy.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Patrz Znane interakcje w rozdziale MATERIAL.

Odczynniki sg szczegdlnie wrazliwe na zanieczyszczenia.
Stosowa¢ doktadnie umyte czyste i suche mikropipety do
pomiaréw.

CHARAKTERYSTYKA TESTU

a) Precyzja: postepujgc zgodnie z protokotem EP5ANCCLS
(National Committee on Clinical Laboratory Standards),
otrzymano nastepujace wartosci:

Precyzja w trakcie badania

Poziom S.D. C.V.

8863 U/I + 100,75 U/I 1,14 %

4811 U/ + 46,69 U/l 0,97 %
Precyzja catkowita

Poziom S.D. C.V.

8863 U/I + 177,68 U/I 2,00 %

4811 U/ +94,79U/1 1,97 %

b) Granica wykrywalnosci: zalezy od zastosowanego
fotometru i dtugosci fali. W spektrofotometrze z kuwetg o
dtugosci optycznej 1cm dl AA/30 sek = 0.001, najmniejsza
wykrywalna zmiana aktywnosci wynosi 22 U/I.

c) Zakres dynamiczny: jezeli AA/30 sek. > 0.400, nalezy
powtérzy¢ badanie z rozcienczonym materiatem 1/2 solg
fizjologiczng. Uwzgledni¢ w obliczeniach.

d) Linijnosé: reakcja jest linijna do 17000 U/I. Dla wyzszych
wartosci nalezy rozcienczy¢ materiat badany solg fizjologicz-
ng i powtérzy¢ badanie, uzyskane wyniki pomnozy¢ przez
wspotczynnik rozcienczenia.

PARAMETRY DLA ANALIZATOROW AUTOMATYCZ-
NYCH

Celem programowania innych analizatorow nalezy zapo-
zna¢ sie z podrecznikiem uzytkownika zastosowanego
urzgdzenia.

WIENER LAB. DOSTARCZA
78 ml (Nr kat. 1241403): 3 x — 20 ml Odczynnik A
3 x = 6 ml Odczynnik B
1 x 60 ml Odczynnik C
1 x 20 ml Odczynnik D
ZRODLA
- Szasz, G. - Clin. Chim. Acta 19:191 (1968).
- Knedel, M. y Béttger, R. - Klin. Wochr. 45/325 (1967).
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- Dietz, A.S. et al. - Clin. Chem. 19/11:1309 (1973).

Oznaczenia

- den Blaauwen, D.H. et al. - J. Clin. Chem. Biochem. Nastepujgce symbole sg zastosowane na opakowaniach

21/6:381 (1983).

82:70 (1959).

zestawdw odczynnikéw diagnostycznych.

- Ellman, G. - Archives of Biochemistry and Biophysics c € Ten produkt spelnia wymagania Dyrektywy Europej-

- Newman, M.A., Que Hee S.S. - Clin. Chem. 30/2:308

(1984).

- Tietz Textbook of Clinical Chemistry - Burtis, C.; Ashwood,

E. (3 Edition) WB Saunders, 1999.

skiej 98/79 EC dla wyrobéw medycznych uzywanych
do diagnozy "in vitro"

Autoryzowany przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej
Wyréb do diagnostyki "in vitro"

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",

AACC Press, 3" ed., 1990.

- NCCLS (National Committee for Clinical Chemistry Stan-
dards) - Document "Evaluation of the Linearity of Quanti-
tative Analytical Methods", EP6-P (1986).

- NCCLS (National Committee for Clinical Chemistry Stan-
dards) - Document "Evaluation of Precision Performance
of Clinical Laboratory Devices", EP5-A (1999).

Zawarto$¢ wystarczajgca dla <n> badan
Uzy¢ przed

Ograniczenie dopuszczalnych temperatur
Nie zamrazaé

Ryzyko biologiczne

Objetosc¢ po rozpuszczeniu

Zawarto$¢

numer serii
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Wytwérca

Substancja szkodliwa

Substancja zrace

Substancja draznigca

Przed uzyciem zapoznac sie z instrukcjg
caiibr. | | Kalibrator

Préba kontrolna

onrrol+]  Proba kontrolna dodatnia

ONTROL] Préba kontrolna ujemna
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