QUIMIAMIL - Amilase

Substrato Direto
ANVISA: 10159820166

Finalidade
Reagdo cinética para determinagdo quantitativa de amilase em amostras de soro, plasma e urina ani-
mal. Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

Principio

A a-amilase cataliza a hidrélise de 2 -cloro-4-nitrofenil-maltotriésido (CNP-G3) a 2 -cloro-4-nitrofe-
nol (CNP). A concentragéo catalitica determina-se a partir da velocidade de formagéo do 2-cloro-4-
nitrofenol, medido a 405nm.

a-amilase
CNP --G3

CNP + maltotriosa
Metodologia
Substrato Direto

Significado clinico

A alfa-amilase é derivada principalmente das glandulas salivares e do pancreas exdcrino. A enzima é
uma molécula relativamente pequena que é rapidamente filtrada pelos rins e excretada na urina. A
alfa-amilase é mais frequentemente medida no diagnédstico de pancreatite aguda quando niveis no
soro podem estar grosseiramente elevados. Na pancreatite aguda a alfa-amilase comega a aumentar
aproximadamente 4 horas apds o inicio da dor, atingindo picos em 24 horas e permanecendo eleva-
dos de 3 - 7 dias.

Hiperamilasemia estd também associada com outras desordens como insuficiéncia renal, abdomi-
nais agudas, tumor nos pulmdes e ovarios, doengas do trato biliar, cetoacidose diabética, disfungdo
glomerular severa, desordens da glandula salivar, ruptura de gravidez ectépica e macroamilasemia.
O diagndstico clinico ndo deve ser realizado com o resultado de somente um teste, mas deve inte-
grar-se nos dados clinicos e de laboratério.

Reagentes

Reagente Unico, pronto para uso e sensivel a luz. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: CNP-G3 2,3
mmol/L; NaCl 350 mmol/L; Acetato de célcio 6 mmol/L; Tiocianato de potassio 600 mmol/L; Buffer
pH 6,0 100 mmol/L; Estabilizantes e componentes n&o reativos.

O reagente ndo aberto é estavel até a data de vencimento impressa no rétulo do produto, e on board
(no compartimento refrigerado do analisador) possui estabilidade de aproximadamente 30 dias, du-
rante o manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminagédo de natureza quimica e microbiana que
podem provocar redugdo da estabilidade.

Precaugdes e cuidados requeridos

Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico “in vitro”. O reagente é sensivel a luz, portan-
to deve ser armazenado em ambiente escuro.

Pipetar com a boca, soprar no reagente, usar material contaminado com saliva e conversar junto ao
frasco destampado, sdo agdes que podem contaminar o reagente com quantidade microscépicas de
saliva, capazes de deteriorar irremediavelmente o reagente.

Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de
agua e procurar auxilio médico.

Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reag&o para obten-
cdo de resultados corretos. Indicagéo de deterioragdo do reagente: presencga de particulas, turvagao,
absorbancia do branco superior a 0.500 quando medido a 405 nm (cuveta de 1cm).

Material necessario nao fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbancia de 405nm.

2. Pipetas para medig¢do de amostras e reagente.
3. Consumiveis do analisador quando usado.

4. Calibrador e Soros Controle

5. Crondémetro.

Amostra

Soro ou plasma heparinizado: A amilase na amostra é estavel por 7 dias em temperatura ambiente e
Tmésentre2 - 8°C.

Urina: Amostras de urina sdo estaveis por 7 dias quando armazenadas a 2 - 8°C, sendo necessario
ajustar o pH a 7 (com NaOH), dado que o pH &cido inativa a enzima irreversivelmente. Todas as amos-
tras sdo consideradas potencialmente infectantes, portanto sugerimos manusea-las seguindo as
normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do Paciente

Céaes e Gatos

Jejum recomendado é de 8 a 12 horas (bioquimica) e em filhotes de 4 a 6h podendo beber dgua.
Deixar em repouso por 30 minutos.
Bovinos

Jejum geralmente nao obrigatdrio.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.
Equinos

Jejum geralmente nao obrigatdrio.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.
Aves

Jejum recomendado de 2 a 4 horas.

Evitar estresse do animal.

Mamiferos pequenos

Jejum geralmente ndo recomendado.
Evitar estresse do animal.

Interferéncias

Amostras hemolisadas ndo devem ser utilizadas, uma vez que os eritrécitos contém contaminantes
e enzimas que podem interferir nos resultados do teste.

Concentragdes de lipidios até 1200 mg/dL, hemoglobina até 500 mg/dL e bilirrubina até 50 mg/dL
ndo causam interferéncia significativa. Amostras contendo anticoagulantes como citrato, EDTA ou
oxalato devem ser evitadas, pois podem levar a resultados falsamente diminuidos.

Algumas drogas e substéncias afetam a concentragéo da Amilase, sugerimos consultar Young etal.

Parametros do Sistema

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 405 nm
Tipo de Reagdo Cinética
Diregéo Crescente

Relagdo Amostra/Reativo | 1:50

Vol. Amostra 20 uL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubagéo 1minuto (retardo)

Intervalo de leitura Tminuto

Namero de intervalos 3

Calibracao

Utilizar Quimicalib Ebram c6d.7023/12023 que possui a concentragéo rastredvel ao ERM-AD456/
IFCC, ou realizar a calibragdo através de fatoragdo, obtida através da absor¢do média milimolar do
CNP a 405 nm (15.490) sob condigdes especificas.

Procedimento automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagdo do equipamento e instru¢des de uso
do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual somente até o item 1 (preparagdo dos tubos), em seguida utilizar o equipamento para leitura,
seguindo protocolo analitico especifico baseado no item Pardmetros do Sistema.

Nota: Adicionar as amostras no tubo somente no momento que antecede a aspiragao do equipamen-
to.

Procedimento Manual

1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Branco Padrédo Amostra/S.C.
Agua destilada 20uL - -
Calibrador - 20pL -
Amostra / S.C. - - 20uL
Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Nota: Realizar a incubag&o das amostras,calibrador e soro controle (S.C.) individualmente.

2. Adicionar 1,0 mL do reagente em dois tubos e adicionar 20uL do calibrador e 20puL de 4gua
destilada em cada tubo, deixar em banho maria (BM) a 37°C por 1 minuto. O nivel de &gua no
BM deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio.

3. Zerar o espectrofotdmetro a 405nm com o tubo do branco.

4. Inserir no equipamento o tubo com o calibrador e registrar as absorbancias Al, A2, A3, conside-
rando Al a primeira leitura (logo apds o 1 minuto de incubagao) e as seguintes com 1 minuto de
intervalo.

5. Determinar as duas diferengas de absorbancia/min (A Abs/min), subtraindo cada leitura
de sua anterior.

6. Determinar a média das diferengas de absorbancia (A Abs/min). Proceder em seguida do mesmo

modo com os controles e todas as amostras.
Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotémetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e podem
ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que volumes de
amostra menores do que 10 UL aumentam a imprecisdo da medigdo em aplicagdes manuais.

Calculos
(Abs. = Absorbancia)
(Conc. = Concentragédo)

A Abs. /min=(A2- A1) + (A3 A2) /2

Amilase da Amostra (U/L) =
A Abs /min (amostra)

x concentrag&o Calib (U/L)
A Abs /min (Calib)



Célculo para Urina de 24 horas:
Urina = Amilase amostra (U/L) x fator de dilui¢do x volume (L)

Exemplo:
Absorbancia com o Calibrador
A1=0,078 / A2=0,098 / A3=0,118

Média A Abs/min =
(0,098-0,078) + (0;118-0,098)

2

Média A Abs/min (calib) = 0,02

Média A Abs/min (amostra) = 0,024 (calc. [dem acima)
Concentragéo do Calibrador =291U/L

Volume Urinario= 0,950L

Amilase na amostra = (0,024 / 0,020) 291

Amilase na amostra= 349 U/L

Célculo para Urina de 24 horas

Amilase na Urina= 349 x 1x 0,95
Amilase na Urina= 331U/24hs
Obs: pkat/L = U/L x 0,01667

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 2000 U/L. Amostras com
valores superiores devem ser diluidas com &gua destilada a ponto de ficarem abaixo da linearidade
e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluigéo.

Controle de qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerancia e agGes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medig&o. Aconselhamos o uso dos soros controle
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores esperados
Os seguintes valores sdo baseados nas medigdes desempenhadas a 37°C.

Caninos: 185 - 700 U/L
Felinos: <600 U/L
Bovinos: <31U/L
Equinosi75 - 150 U/L

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério es-
tabelega seu préprio intervalo de referéncia.

Estudos comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes re-
sultados:

NiUmero de amostras 10

Intervalo dos resultados 52-90 (U/L)

Coeficiente de correlagédo 09892

Inclinagao 09294
Intercepta 2,87 (U/L)
Repetibilidade

Estudos de preciséo foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que cada amos-
tra fora processada por 21 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=21 Nivel1 Nivel 2
Média (U/L) 678 172,5
CV. (%) 29 04

Reprodutibilidade

Estudos de precisdo foram realizados com dois niveis de amostra (normal e patoldgico), sendo que
cada amostra foi processada em duplicata, uma vez ao dia, durante 10 dias consecutivos. Os dados
estatisticos obtidos estdo apresentados a seguir:

N=20 Nivel1 Nivel 2
Média (U/L) 679 176
CV. (%) 14 10

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.
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Para mais informagdes, entrar em contato
com o SAC 0800 500 2424 ou (O 112574 7110
sac@ebram.com | ebram.com.br

Sensibilidade Metodolégica
091U/L

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e hospitaliza-
dos, pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodolégica adequada.

Observagoes

1. A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado sdo fatores fundamentais para esta-
bilidade dos reagentes e obtengado de resultados corretos.

2. A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para

preparar reagentes e usar nas medigdes, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutivida-
de <1microsiemens e concentragao de silicatos < 01 mg/L (d4gua purificada). Para o enxague
da vidraria a &gua pode ser purificada, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade <
10 microsiemens. No enxague final também utilizar &gua purificada.

Apresentagao
Linha Bioquimica Geral: 6 x 10 mL

Linha Bulk: 1x200mL
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