Cholinesterase

Para la determinacion 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 crénicas. Se observa una buena correla-
cion entre el aumento de GOT (AST) y la disminucién de
Che, en hepatitis infecciosas.

2) Su disminucidn 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 ob-
serva 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 suc-
cinilcolina. En sujetos normales, esta droga es hidrolizada
"in vivo" por la Che, en 1 a 4 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 + ferricianuro de potasio (lll) ——
ditio-bis-colina + ferrocianuro de potasio (ll)

REACTIVOS PROVISTOS

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

B. Reactivo B: solucion de buffer de Goods 10 mM, butiriltio-
colina 92 mM, pH 4,0.

REACTIVOS NO PROVISTOS
- Calibrador A plus de Wiener lab.
- Solucidn 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 habitua-
les 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) has-
ta la fecha de vencimiento indicada en la caja. Una vez abier-
tos, no deben permanecer destapados ni fuera del refrige-
rador 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
Incubacién durante 300 segundos a 37°C

Reactivo B 30 ul

Incubacién durante 120 segundos a 37°C. Lectura de
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absorbancia inicial a 405 nm (A,). A los 90 segundos
exactamente medidos con cronémetro, se registra una
segunda lectura (A,). Para obtener el resultado de coli-
nesterasa en U/l, se multiplica la diferencia de absor-
bancia (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 calibra-
dor, 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 afhos: 5320 - 12920 U/I
Mujeres entre 16 y 39 afos, no embarazadas y que no to-
man anticonceptivos orales: 4260 - 11250 U/I

Mujeres entre 18 y 41 anos, embarazadas o tomando
anticonceptivos orales: 3650 - 9120 U/I

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/I) = 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 medi-
cion unicamente micropipetas perfectamente limpias y se-
cas.

Se recomienda utilizar Standatrol S-E 2 niveles de Wiener
lab, como material de control de calidad, ya que con contro-
les de otras marcas comerciales pueden obtenerse valo-
res diferentes 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 variacion como
estimadores de la precision intraensayo (CV) y total (CV)):

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

b) Limite de deteccion: 70 U/I.
c) Limite de cuantificacion: 262 U/I.
d) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 14000 U/I. Para

valores superiores, diluir la muestra con solucion fisioldgi-
ca (NaCl 9 g/l), repetir la determinacion y multiplicar el re-
sultado por el factor de dilucion.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion, consulte el ma-
nual 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

(Cdd. 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
(Cdd. 1009350)

BIBLIOGRAFIA

- 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. Edition.

- User Verification of Performance for Precision and
Trueness; 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-AVol. 23 N2 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.

861232260 / 00 Pdg. 2 de 6



Simbolos

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagndstico de Wiener lab.

Este producto cumple con los requerimientos pre- .
. - Elabor: or:

‘ € vistos por la Directiva Europea 98/79 CE de produc- aboradop

tos sanitarios para el diagndstico "in vitro"

Xn

Representante autorizado en la Comunidad Euro-
(€ [REP] 7 x| Nocivo

Uso diagndstico "in vitro" =

-:-'b Corrosivo/ Caustico

Contenido suficiente para <n> ensayos

Irritante

Fecha de caducidad

Xi
:@ Consultar instrucciones de uso

Limite de temperatura (conservar a)

. Calibrador

No congelar

Control
Riesgo biolégico

Control Positivo

| & % = ™ 4B

Volumen después de la reconstitucion

Cont Contenido Control Negativo

LoT Numero de lote Numero de catalogo
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