Colinesterase - SNIBE

METODO
Cinético-Colorimétrico.

FINALIDADE

Reagentes para a determinagdo da atividade enzimdtica da colinesterase
(pseudocolinesterase ou colinesterase II) em amostras de soro ou plasma por
espectrofotometria colorimétrica. Somente para uso diagndstico in vitro profissional.

FUNDAMENTO

A colinesterase (CHE) catalisa a hidrdlise 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,O + Ferrocianeto

SIGNIFICADO CLiNICO

A colinesterase é uma enzima com a fungdo de catalisar a hidrdlise da acetilcolina e
outras colinas, regulando a transmissdao do impulso nervoso na sinapse do nervo e
na jungdo neuromuscular. Dois tipos de colinesterase sdo determinados:
acetilcolinesterase (colinesterase verdadeira) e pseudocolinesterase. Enquanto a
acetilcolinesterase (acetil colina hidrolase) é encontrada nas hemacias e
terminagbes de nervos colinérgicos, a pseudocolinesterase (butirilcolinesterase)
encontra-se no plasma, figado, musculo liso e adipdcitos. A colinesterase sérica é
também denominada de pseudocolinesterase e a sua dosagem é de grande valor
para o diagnoéstico de pacientes com a forma atipica da enzima e em intoxicagdes
por inseticidas organofosforados. Valores diminuidos: S&o encontrados nas
seguintes situagdes: no envenenamento por inseticidas organofosforados, doenga
hepatocelular, desnutrigdo, infecgdes agudas, embolismo pulmonar, distrofia
muscular e infarto do miocardio.

IDENTIFICACZ\O E ARMAZENAMENTO
Conservar entre 2 e 8°C.

— Tamp&o: Tampdo pirofosfato 90 mmol/L e ferricianeto de potdssio =2
mmol/L.

— Substrato: Butiriltiocolina = 15 mmol/L.

PREPARO DO REAGENTE DE USO
Os reagentes estdo prontos para uso.

ESTABILIDADE

Os reagentes 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 contaminagao durante o uso.

TRANSPORTE

O transporte do kit deve ser feito pela rota mais direta evitando-se as chegadas nos
finais de semana e feriados no local de destino. O kit ndo é afetado pelo transporte
desde que seja entregue ao destinatario no periodo maximo de 7 dias e em uma
temperatura de até 37°C.

TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA
O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado como descrito
acima e em sua embalagem original

PRECAUCOES

e Somente para uso diagnostico in vitro profissional.

e Recomendamos o uso das Boas Praticas em Laboratério Clinico para a execugdo do
teste.

e Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengdo de resultados exatos.

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

e Aplicar os cuidados habituais de seguranga na manipulagdo dos reagentes e
amostra bioldgica.

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

e De acordo com as instrugdes de biossegurancga, 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.

e Os riscos residuais do kit, de acordo com critérios pré-determinados, sdo aceitaveis
em comparagdo aos beneficios proporcionados pelo uso. A andlise de risco foi
realizada de acordo com a ISO 14971, relacionada a data final e levando em
consideragdo a atual informagédo de registro.

AMOSTRA BIOLOGICA

Tipo de amostra: SORO, PLASMA (heparina ou EDTA).

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

Estabilidade das amostras: A colinesterase no soro ou plasma é estavel por 15 dias
entre 2-8 °C.

* Recomendamos que a coleta, preparagdo, armazenamento e descarte das amostras
bioldgicas sejam realizadas seguindo as recomendagbes das Boas Praticas de
Laboratdrios Clinicos. Enfatizamos que os erros provenientes da amostra podem ser
muito maiores do que os erros ocorridos durante o procedimento analitico.

« O transporte da amostra bioldgica, quando necessario, deve ser feito pela rota mais
direta e evitando sua chegada nos finais de semana e feriados no local de destino. A
amostra bioldgica deve ser acondicionada em recipiente hermeticamente fechado, em
seguida embalada de forma a manté-la em temperatura recomendada (2 a 8°C) desde
o remetente até a entrega ao destinatario. Esta amostra deve ser identificada com o
simbolo de amostra bioldgica.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS

Equipamento de bioquimica automatico, pipeta, ponteira e lixo para descarte. Os
materiais ndo fornecidos podem ser adquiridos no mercado especializado de artigos
para Laboratdrios de Analises Clinicas.

METODO DE ANALISE

A. Leitura em espectrofotémetro:
Comprimento de onda 405 nm

Temperatura: 37°C

Tipo de reagdo: Cinética continua decrescente

B. Procedimento de teste:

Técnica de Analise

1. Pipetar em uma cubeta ou tubo:

1000 pL de Tampﬁo + 20 pL de amostra.

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

2. Adicionar 250 pL do [SUB| Substrato, homogeneizar e transferir imediatamente
para a cubeta termostatizada a 37°C.

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

4. Ap6s 2 minutos, fazer a leitura da absorbéancia inicial em 405 nm (A0).

5. Fazer novas leituras de absorbéncia em 405 nm apds exatamente 1, 2 e 3 minutos
(A1, A2 e A3).

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

Calculos através do Fator Teérico

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 condigbes da reagdo cinética continua.
Esse fator deve ser recalculado sempre que se fizer qualquer modificagdo nos
paréametros da reagdo. 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
Vtx 1000

¢ x Va xd

Fator =

Vt = volume total do ensaio = 1270 pL
Va = volume da amostra = 20 pL
1000 = conversdo de U/mL para U/L
d = espessura da cubeta, via da luz = 1 cm
€ = Coeficiente de absortividade milimolar do cromdgeno em 405 nm e na via de luz
de 1 cm = 0,853
Fator= 1270x1000 =74400
0.853x20x 1
Fator = 74400

Técnica de Analise com um calibrador

Notas

1. Utilizar um calibrador n&o incluso no Kkit.

Ver InstrugGes de Uso e valor tabelado para Colinesterase.

2. O desempenho do Calibrador pode ser afetado por varios fatores como: erros de
reconstituicdo, de homogeneizagdo, armazenamento incorreto, contaminagdo da
agua ou vidraria.

Dosagem do Calibrador e do Teste

1. Calibrador: Seguir o mesmo procedimento da Técnica de Andlise sem Calibrador
(Item B) substituindo 20 pL da amostra por 20 pL do calibrador .

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

Calculos através do Fator de Calibragdo 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 = Variagdo 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 Calibragdo = AC + AA/minuto médio do Calibrador

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)
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CALIBRACAO

Recomendamos a verificagdo da validade da calibragdo antes de cada corrida.
A recalibragdo deve ser realizada quinzenalmente ou:

- Sempre que os controles se encontrarem fora da faixa;

- Depois da troca de lote de reagente;

- De acordo com o requerido no controle de qualidade interno.

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

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

CONTROLE DE QUALIDADE
Todo soro controle contendo valores determinados para o método cinético-
colorimétrico para a colinesterase pode ser empregado.

AUTOMACAO

Adaptagdo especial para analisadores automaticos de bioquimica esta disponivel e
serd enviada ao consumidor quando solicitada para o Departamento de Servigos
Associados.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO
Exatidao

O método proposto foi comparado com outro produto de metodologia semelhante,
sendo obtido os seguintes resultados:

Método comparativo Método In Vitro
N° de amostras 40 40
Intervalo de concentragdes 1335 - 10356 1344 - 10297
Equagdo da Regressdo Método In Vitro = (0,9978 x Método comparativo)
- 23,8
Coeficiente de Correlagdo 0,999

Utilizando a equagdo da regressdo, o erro sistematico (bias) estimado é igual a
1,01% para uma amostra com atividade de colinesterase igual a 3000 U/L, 0,52%
para uma amostra com atividade de colinesterase igual a 8000 U/L e 0,39% para
uma amostra com atividade de colinesterase igual a 14000 U/L. Esses erros sdo
menores que o erro sistematico analitico da especificagdo desejavel baseada na
variagdo bioldgica que é <% 4,8%.

Precisdo

Repetibilidade

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 e 0,36% respectivamente.

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.

Sensibilidade
Sensibilidade = Média das concentragbes + 2.s
S =-0,1+(2x25,77) > S = 51,44 U/L

Linearidade

A reagéo é linear até 20000 U/L. Para valores acima da faixa linear, diluir a amostra
com solugao de NaCl 150 mmol/L (0,85%). Fazer nova determinagdo e multiplicar o
resultado obtido pelo fator de diluigdo

empregado.

Interferéncias
Concentragdes de bilirrubina até 20 mg/dL, hemoglobina até 200 mg/dL e
triglicérides até 1200 mg/dL n&do produzem interferéncias significativas.

APRESENTACAO DO KIT

Cat. N° Reagenre Volume
1x24mL
809-1 SUB 1x6mL
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DEPARTAMENTO DE SERVICOS ASSOCIADOS
Para esclarecimentos de ddvidas do consumidor quanto ao produto.
Telefone: +55(31) 3067-6400 e-mail: invitroms@invitro.com.br

Fabricado e Regularizado por: In Vitro Diagnéstica Ltda. Rua Cromita, 278,
Distrito Industrial, Itabira/MG. CEP: 35903-053. CNPJ: 42.837.716/0001-98.
Telefone: +55(31) 3067-6400 e-mail: invitroms@invitro.com.br

Resp. Téc.: Patricia C. C. Vilela - CRF 4463

ANVISA: 10303460600 Classe de Risco: II
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SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS DO PRODUTO

Data limite de utilizagédo

Limite de temperatura (conservar a 2 - 8°C)
Numero do Catélogo

Consultar Instrugdo de Uso

Numero do lote

Produto Diagndstico In Vitro

Data de Fabricagdo
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