AMILASE - CNPG
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BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema para determinagdo de a-Amilase no soro, plasma,
urina e outros liquidos bioldgicos.

Somente para uso diagnéstico in vitro.
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A a-Amilase hidrolisa o substrato a- (2-Cloro-4-Nitrofenil)- B-
1,4-Galactopyranosylmaltoside (CNPG), liberando 2-Cloro-4-
Nitrofenol (CNP) com a formagdo de compostos secundarios,
sem expressdo na presente metodologia. A velocidade de
liberacdo de 2-Cloro-4-Nitrofenol é diretamente proporcional
a atividade enzimatica. A razdo de formagdo do 2-Cloro-4-
Nitrofenol (CNP) pode ser detectada fotometricamente a
405nm, obtendo -se assim a medida direta da atividade da o-
Amilase na amostra.

METODOLOGIA
Cinético de 02 pontos (CNPG).

REAGENTES

Substrato:

Tampdo MES, pH 6, 100mmol/L
a-(2-Cloro-4-Nitrofenil)-p-1,4-Galactopyranosylmaltoside
(CNPG)2,25mmol/L

Cloreto de Sdédio 350mmol/L

Acetato de Calcio 6mmol/L

Sulfocianeto de Potassio 900 mmol/L

Azida sédica 15mmol/L

APRESENTACAO

'/ AMILASE CNPG Ref.30 (NovAa APRESENTAGAO)

" Substrato 1 x 30mL
AMILASE CNPG Ref.60
Substrato 2 x 30mL

NUMERO DE TESTES
AMILASE CNPG Ref.30
Manual 30 testes
Automacgao (*) 100 testes

AMILASE CNPG Ref.60
Manual 60 testes
Automacgao (*) 200 testes

(*) A quantidade de testes na automacgao é variavel
de acordo com o equipamento.

Protocolos de automacdo encontram-se disponiveis
no site Doles ou através do Servico de Atendimento
ao Consumidor.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO
FORNECIDOS

e EspectrofotoOmetro com leituras em 405nm, cubeta
termostatizavel (37°C), com 10mm de passagem de luz e
banda espectral de 8nm ou menos.

Pipetas graduadas

Pipeta semiautomatica de 20uL.

Ponteiras descartaveis

CronOémetro

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Substrato: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel até
a data de vencimento indicada no rotulo do frasco, se
obedecidas as condigcbes de armazenamento. NAO PIPETAR
COM A BOCA.

CUIDADOS E PRECAUCOES COM O USO DOS REAGENTES
O reagentes é somente para uso diagnéstico in vitro. Seu
manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se contato com pele
e mucosas. Em caso de contaminagdo acidental, lavar a parte
afetada em agua corrente. O descarte do material utilizado
devera ser feito obedecendo-se os critérios de biosseguranca
estabelecidos pelo laboratdrio, de acordo com as normas locais,
estaduais ou federais.
Observar ainda a simbologia m
constante nos rotulos do produto:

Irritante

AMOSTRA

Soro, plasma (heparina) , urina e liquidos ascitico e pleural. A
enzima permanece estavel no soro por 8 horas a temperatura
de 20-30°C, e por 30 dias, a temperatura de 2-8°C. Todos
anticoagulantes, com excegao da heparina inibem a atividade
da amilase, por sequestrarem o calcio necessario a otimizagdo
da atividade amilasica.

A amilase na urina permanece estavel por 15 dias a
temperatura ambiente (20-30°C). O volume coletado pode
oscilar entre 1 e 24 horas, porém o tempo de coleta
recomendado é de 2 horas. O volume urinario deve ser medido,
pois a interpretacdo é baseada na quantidade de unidade de
amilase excretada por hora.

Todas as amostras biolégicas devem ser consideradas
como potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO

Realizacdao do teste:

1.Transferir 1ImL do substrato para um tubo de ensaio e deixa-
lo por alguns minutos a temperatura de 37°C.

2.Adicionar 20uUL da amostra ao substrato e homogeneizar
com ligeira agitagao.

3.Transferir a solugdo para cubeta termostatizada a 37°C (por
aspiragdo em equipamentos dotados de cubeta de fluxo),
comprimento de onda de 405nm.

4 .Esperar 30 segundos.

5.Fazer a leitura inicial (A inicial) em absorvancia , disparando
simultaneamente o cronémetro. Anotar o achado.

6.Repetir a leitura (A final) 60 segundos apds a primeira leitura.

7.Anotar o achado.

CALcuLO
e Soro/plasma

Amilase U/L = (A final - A inicial) x 3953
Amilase U/L = AA/min teste x 3953

Exemplo:
Leitura inicial (A inicial) =0,127
Leitura apés 60 segundos (A final) =0,149

Amilase U/L = (0,149 - 0,127) x 3953=87

e URINA
Amilase (U/L) x vol. urina (mL)

Amilase Urinaria (U/h) =
1000 x tempo de coleta (h)

Exemplo:

Volume urinario de 24 horas = 1.200mL

Amilase Urinaria = 100 U/L

100x 1200
Amilase Urindria (U/h) = — =499
1000 x 24
Determinacao do fator (F)
AA 1 1,02
Amilase (atividade U./L) =——x X x 1000 = AA x 3953
min 129 0,02

AA =diferenca de leitura entre A final e A inicial;

12,9 =coeficiente de extingdo mmolar de 2-Cloro-4-Nitrofenol em 405nm,
cubeta 10mm passagem de luz, 37°C em tampao pH 6,0;

1,02mL = volume total da reagdo;

0,02mL = volume de soro;

1000 fator / transformacdo de mililitro em litro.
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LINEARIDADE

A reacdo é linear até uma concentragdo, de 2.000 U/L. Sendo
a concentracao de a-Amilase na amostra > 2.000 U/L
diluir a amostra com solugdo fisioldgica e repetir o teste.
Multiplicar o valor encontrado pelo fator de diluigdo.

LIMITACGES DO SISTEMA

e Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrugdes de uso. Alteragdes no procedimento
técnico podem levar a resultados errbneos.

e A pipeta ndo devera ser soprada, para evitar contaminagdo
pela amilase salivar.

e A atividade da amilase apresenta valores falsamente
elevados em pacientes no uso de colinérgicos, codeina,
etanol, morfina, tetraciclina e, por vezes, anticoncepcionais
orais.

e Ndo utilizar o reagente quando a absorvancia do mesmo
for superior 0,500 em 405nm contra um branco
representado por agua destilada.

e Aumento repentino na absorvancia do reagente indica
deterioragdo do substrato.

e N3o utilizar o substrato se o mesmo estiver com aspecto
turvo.

e N3o utilizar amostras hemolisadas.

e O complexo de amilase com proteinas de elevado peso
molecular (macroamilase) na amostra de soro, pode levar
a resultados falsamente elevados.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.A limpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado
sdo de fundamental importancia para a estabilidade dos
reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2.As pipetagens devem ser precisas.

3.0 uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratério. Recomenda-se utilizar um soro
controle com valor na faixa de normalidade (soro controle
N - Doles) e outro soro controle de valor elevado (soro
controle P - Doles).

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratdrio estabeleca sua prépria
faixa de valores de referéncia na populagdo atendida.
Como orientagdo, sugerimos os seguintes valores:

Soro: 25- 125U/L

Urina: valores inferiores a 30U/hora

SIGNIFICADO CLiINICO

A amilase sérica apresenta-se aumentada nas pancreatites
agudas e crbnicas. Pode ainda estar aumentada nas condicGes
em que o paciente é portador de pseudo-cisto pancreatico,
perfuragdo intestinal com peritonite e patologias que
comprometem as vias biliares.

Aumento da amilase sérica é encontrada ainda nas pacientes
com quadro clinico de prenhés tubarica rota.

A dosagem da amilase sérica é utilizada no diagnéstico da
parotidite epidémica (caxumba) que ocorre principalmente
em criangas.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados 40 dosagens em amostras cujos niveis de
Amilase situavam- se no intervalo de 26 a 1698U/L. As
mesmas feitas em paralelo com o kit de Amilase CNPG Doles
(Y) e um produto comercial com metodologia similar (X)
deram origem a seguinte equacdo de regressdo linear: Y=
1,023X - 1,63 sendo o coeficiente de correlagdao de 0,99.

Repetitividade: foram realizadas 20 dosagens sucessivas,
com 2 amostras, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2
Concentragao (U/L) 85,0 504,0
Desvio padrao 2,2 12,2
Coeficiente de variacao (%) 2,6 2,4

Reprodutibilidade: foram realizadas 20 dosagens durante
20 dias consecutivos, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2
Concentragao (U/L) 68,0 482,0
Desvio padrao (U/L) 2,2 15,2
Coeficiente de variagdao (%) 3,2 3,1

Especificidade: a presente metodologia é especifica para
determinagdo da Amilase sérica. Solugdes proteicas isentas
de amilase quando testadas pela presente metodologia
resultaram em leituras cujas absorvancias situavam-se entre
zero e 0,002.

Sensibilidade: utilizando-se de um espectrofotometro de alta
resolugdo, cubetas 10mm de passagem de luz, 405nm e a
37°C a variagdo de 0,001entre a 12 e 22 leitura na absorvancia
corresponde a 3,9 U/L de a-Amilase.

Substancias interferentes:

e Ndo utilizar amostras hemolisadas.

e Soros contendo niveis de triglicérides até 1.800mg/dL, ndo
interferem na metodologia.

e Ver limitagbes do sistema.
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TERMOS E CONDIC@ES DE GARANTIA DA QUALIDADE

DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor seguem estritamente

as relacionadas na Lei n° 8.078, de 11 de setembro de 1.990 -

Codigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compGem este sistema para diagnostico

sdo garantidos na sua performance, reprodutibilidade e

qualidade até a data de vencimento dos mesmos, se obedecidas

as condigdes abaixo:

1.0 usuario do sistema seguir, rigorosamente, o procedimento
técnico.

2. As condigGes de armazenamento deverdo estar de acordo
com o estabelecido nas instrugdes de uso.

3. Os materiais necessarios e ndo fornecidos deverdo estar
em boas condigdes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas

técnicos comprovados serdao substituidos, sem dnus

para o consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratorios Ltda.
CNPJ: 01.085.513/0001-05

Rodovia BR 153, Km 1273, Lt.07, Chacara Retiro

CEP: 74001-970 Goiania - GO - Brasil

Caixa Postal 1051

e-mail: doles@doles.com.br

M.S.: n? 10231810071
Revisao: 17 (06/2009)
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