(> Amylase

Finalidade
Método cinético a 405 nm para a determinagdo de amilase em soro, plasma
ou urina. Substrato CNPG3.

Significado clinico

A amilase, produzida principalmente no pancreas exdcrino e nas glandulas
salivares; divide as uniGes a 1-4 glicosidicas dos polissacarideos (amido e
glicégeno).

Encontra-se aumentada no soro de pacientes com pancreatite aguda,
alcangando os valores mais elevados entre 24 e 30 horas apds o ataque,
declinando logo para voltar aos niveis normais nas 24 e 48 horas seguintes.
A excregdo urinaria da enzima também esta aumentada neste caso, per-
sistindo a hiperamilasuria por 3 a 5 dias, tdo logo a atividade sérica tenha
alcangado niveis normais.

Também é possivel encontrar valores aumentados em qualquer caso de “ab-
doémen agudo” ou intervengdo cirurgica em regides proximas ao pancreas.
As parotidites bacterianas e caxumba também estdo relacionadas com
elevagBes nos niveis de amilase sérica.

Fundamentos do método

A a-amilase hidrolisa o substrato definido 2-cloro-p-nitrofenil-c.-D-mal-
totridsido (CNP-G3) para liberar 2-cloro-p-nitrofenol (CNP), formando-se
2-cloro-nitrofenil-o.-D-maltésido (CNP-G2), maltotriose (G3) e glicose. O
CNP absorve a 405 nm e a velocidade de formagdo da cor é diretamente
proporcional a atividade enzimatica.

Reagentes fornecidos

A. Reagente A: solugdo contendo CNP-G3 2,25 mmol/L, cloreto de calcio 5
mmol/L, cloreto de sédio 70 mmol/L, tiocianato de potassio 900 mmol/L e
tampado MES pH 6, 100 mmol/L.

Instrugbes de uso
Reagente A: pronto para uso.

Precaugbes

O Reagente A é para uso diagnostico "in vitro".

R20/21/22: nocivo por inalagdo, em contato com a pele e por ingest&o.
Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho no
laboratério de analises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas conforme a
regulagdo local vigente.

Estabilidade e instrugdes de armazenamento
Reagente Fornecido: estavel sob refrigeragdo (2-10°C) até a data de venci-
mento indicada na embalagem.

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes

O Reagente A pode desenvolver uma coloragdo amarelada que ndo afeta
seu funcionamento.

Quando o espectrofotébmetro for zerado com agua destilada, leituras de
absorbancia do Reagente A superiores a 0,500 D.O. (a 405 nm) sdo indicio
de deterioragdo do mesmo.

Amostra

Soro, plasma heparinizado ou urina

a) Coleta: caso seja utilizado soro, obter da maneira usual, separando o soro
do codgulo o mais rapidamente possivel. No caso de se utilizar plasma, este
deve ser heparinizado. Se for empregada urina, a determinagdo pode ser
feita em amostra de urina ocasional.

b) Aditivos: caso de se utilizar plasma, deve-se utilizar heparina para a sua
obtengdo. Se for utilizada urina, ver c).

c) Estabilidade e instrugbes de armazenamento: no soro, a amilase é estavel
durante uma semana a temperatura ambiente ou varios meses sob refrigeracdo.
Na urina, se a amostra ndo for processada no dia, é conveniente ajustar
o pH aproximadamente a 7 (com hidroxido de sdédio), dado que o pH
acido inativa a enzima irreversivelmente. A pH 7, pode ser conservada sob
refrigeragdo pelo menos 10 dias, sem perda de atividade, se ndo houver
contaminagdo bacteriana.

Interferéncias

N3o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 22 mg/dL (220 mg/L),
hemoglobina até 180 g/L, triglicerideos até 1400 mg/dL (14 g/L), nem heparina
até 50 U/mL. No caso de urina, ndo deve ser adicionado acido cloridrico como
conservante.

Referéncia bibliogréfica de Young para efeitos de drogas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)
- Espectrofotémetro.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas de faces paralelas.

- Banho-maria a temperatura de reagdo selecionada.

- Cronémetro.

Condigoes de reagao

- Comprimento de onda: 405 nm

- Temperatura de reagdo: 25, 30 ou 37°C
- Tempo de reagdo: 2 minutos

Procedimento

A) 25-30°C
Em uma cubeta mantida a temperatura selecionada, colocar:

Reagente A | 2mL

Pré-incubar por 3-4 minutos. Adicionar, a seguir:

Amostra | 100 uL

Misturar imediatamente e ler a absorbancia nos tempos 1 e 2 minutos.
Determinar a diferenga entre a segunda e a primeira leitura. Utilizar este
valor para os calculos.

Podem-se diminuir proporcionalmente os volumes utilizando 1 mL de Rea-
gente A e 50 uL de Amostra.

B) 37°C

Como a atividade a esta temperatura é maior, empregar 50 uL de Amostra.
Seguir o procedimento segundo A).

Podem-se diminuir os volumes utilizando 1 mL de Reagente A e 20 uL de
Amostra.

Calculo dos resultados
Amilase (U/I) = AA/min x fator*

Temperatura Reagente A Amostra Fator
2mL 100 uL 1628
25-30°C
1mL 50 uL 1628
2mL 50 uL 3178
37°C
1mL 20 uL 3953

*os fatores sdo calculados segundo a seguinte formula geral:

vT

Fator =
VAxbxe,,x10°

onde:

VT: volume total

VA: volume da amostra

b: passo 6ptico

€., coeficiente de absortividade milimolar do CNP

10°: fator de conversdo (absortividade milimolar a micromolar)

Exemplo:
(Os dados apresentados a seguir sao ilustrativos)
Amostra Diferenga Promédio
Absorbancia A, 0,243
Absorbancia A, 0,455 0,032 0,032
Utilizando Fator tedrico (37°C):
Amilase (U/L) =0,032 x 3953 = 126 U/L
Se é utilizado Laborcal como calibrador:
Concentrag¢do de amilase no calibrador: 253 U/L (37°C)
Calibrador Diferenca Promédio
Absorbancia A, 0,358
Absorbancia A, 0,423 0,065 0,065
Determinagdo do fator de calibragdo:
[Amilase] . . 253 U/L
Fator = = =3892
AA/min 0,065

calibrador

Amilase (U/L) = AA/min x Fator = 0,032 x 3892 = 125 U/L

Amostra
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Método de controle de qualidade

Se a amostra a ensaiar for soro, processar 2 niveis de um ma-terial de
controle de qualidade (Laborcontrol 1 e Laborcontrol 2 da Laborlab) com
atividades conhecidas de amilase, com cada determinagdo.

Valores de referéncia

Temperatura 25°C 30°C* 37°C
Soro até 84 U/L 100 U/L 125 U/L
Urina ocasional até** 455 U/L 540 U/L 680 U/L

* Calculados

** Estes valores de referéncia obtiveram-se a partir de uma populagdo sadia
(n = 40), de ambos sexos, com idades compreendidas entre 17 e 40 anos,
com uma ingesta normal, sem sintomas de doenga aparente.

Recomenda-se que cada laboratério estabelega sues proprios valores de
referéncia.

Conversdo de unidades ao sistema S|
Amilase (U/L) x 0,017 = Amilase (ukat/L)

Limitagdes do procedimento

Vide "Interferéncias".

N&o pipetar com a boca.

A contaminagdo do Reagente A com saliva, constitui uma causa de resultado
erréneo, desde que a mesma contém elevada atividade amilasica. Em tal
caso, deve-se descartar o Reagente.

Evitar o contato com elementos de borracha (tampdes, batoques) porque
deterioram o Reagente A.

Desempenho

a) Reprodutibilidade: processando simultaneamente duplicatas de uma
mesma amostra em um mesmo dia, obtiveram-se os seguintes valores:

Nivel D.P. C\V.
51 U/L +0,978 U/L 1,9%
467 U/L +2,139 U/L 0,46 %

b) Sensibilidade: depende do fotdmetro empregado. Em espectrofotome-
tro a 405 nm com cubetas de faces paralelas de 1 cm de espessura, para
um AA/min de 0,001 a menor alteragio detectavel sera de 4 U/L (a 37°C).
c) Linearidade: a rec3o é linear até uma atividade de amilase de 2000 U/L.
Para valores superiores deve-se utilizar amostra diluida com solugdo salina,
repetir a determinagdo e multiplicar o resultado pelo fator de diluigdo.

Parametros para analisadores automaticos
Para a programagao consultar o manual de uso do analisador a ser utilizado.

Apresentac¢do
-2 x30 mL (Céd. 1770020)
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Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja
dentro do prazo de validade e seja comprovado pelo Departamen-
to Técnico da Laborlab Produtos para Laboratdrios Ltda. que néo
houve falhas técnicas na execugdo e manuseio deste kit, assim
como em sua conservagdo.
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Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia
98/79 CE para dispositivos médicos de diagndstico "in
vitro"

Representante autorizado na Comunidade Européia
Uso médico-diagndstico "in vitro"

Conteudo suficiente para <n> testes

Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)

Né&o congelar

Risco bioldgico

Volume ap6s da reconstituicdo

Conteudo

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar as instrugdes de uso

Calibrador

Controle

Controle Positivo

Controle Negativo

Numero de catédlogo
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