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QUIMIAMIL - AMILASE
Substrato Direto

REG. MS: 10159820166

FINALIDADE. Reacdo cinética para determinacao quantitativa de amilase em amostras de soro, plas-
ma e urina humanos. Somente para uso diagnéstico “in vitro”,

PRINCIPI0. A a-amilase cataliza a hidrdlise de 2 -cloro-4-nitrofenil-maltotriésido (CNP-G3) a 2 -clo-
ro-4-nitrofenol (CNP). A concentracdo catalitica determina-se a partir da velocidade de formacao do
2-cloro-4- nitrofenol, medido a 405nm.

CNP--G3 m» 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 & mais freqiientemente medida no diagnostico de pancreatite
aguda guando niveis no soro podem estar grosseiramente elevados. Na pancreatite aguda a alfa-ami-
lase comeca a aumentar aproximadamente 4 horas apds o inicio da dor, atingindo picos em 24 horas e
permanecendo elevados de 3 - 7 dias.

Hiperamilasemia esta também associada com outras desordens como insuficiéncia renal, abdominais
agudas, tumor nos pulmoes e ovarios, doencas do trato biliar, cetoacidose diabética, disfuncdo glo-
merular severa, desordens da glandula salivar, ruptura de gravidez ectopica e macroamilasemia.

0 diagndstico clinico nao deve ser realizado com o resultado de somente um teste, mas deve integrar-
-se nos dados clinicos e de lahoratério.

REAGENTES. Reagente inico, pronto para uso e sensivel a luz. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: MES
50mmol/L, cloreto de calcio 5 mmo/L, cloreto de sodio 300 mmol/L, tiocianato de sddio 450 mmol/L,
CNP-G3 2,25 mmol/L, pH6,1.

0 reagente ndo aberto ¢ estavel até a data de vencimento impressa no rdtulo do produto, e on hoard
(no compartimento refrigerado do analisador) possui estabilidade de aproximadamente 30 dias, du-
rante 0 manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminacdo de natureza quimica e microbiana que
podem provocar reducao da estabilidade.

PRECAUGOES E CUIDADOS REQUERIDOS. Este reagente deve ser usado somente para diagnds-
tico “invitro”. 0 reagente € sensivel a luz, portanto deve ser armazenado em ambiente escuro.

Pipetar com a hoca, soprar no reagente, usar material contaminado com saliva e conversar junto ao
frasco destampado, s3o acdes que podem contaminar o reagente com guantidade microscopicas 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 hem como o tempo de reacdo para obten-
¢do de resultados corretos. Indicacao de deterioracdo do reagente: presenca de particulas, turvacao,
ahsorhéancia do branco superior a 0.500 quando medido a 405 nm (cuveta de Icm).

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir absor-
béancia de 405nm.

Pipetas para medicdo de amostras e reagente.

Consumiveis do analisador quando usado.

Calibrador e Soros Controle

Crondmetro.

AMOSTRA. Soro ou plasma heparinizado: A amilase na amostra ¢ estavel por 7 dias em temperatura
ambiente e 1 més entre 2 - 8°C.

Urina; Amostras de urina so estaveis por 7 dias quando armazenadas a 2 - 8°C, sendo necessario ajus-
taropH a7 (com NaOH), dado que o pH &cido inativa a enzima irreversivelmente. Todas as amostras
sdo consideradas potencialmente infectantes, portanto sugerimos manuseé-las seguindo as nor-
mas estabelecidas de Biosseguranca.
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PREPARO DO PACIENTE. Soro: £ recomendado um jejum de 4 horas.
Urina; Deve-se seguir o procedimento operacional padrédo do laboratdrio para colheita, preparacao e
armazenamento da amostra. Todavia, podera ser modificado segundo orientagao médica.

INTERFERENCIAS. Amostras hemalisadas ndo devem ser usadas uma vez que os eritrcitos con-
tém contaminantes e enzimas, 0s quais irdo interferir no teste.

Bilirrubina até 20 mg/dL e Triglicérides até 10 g/L ndo interferem significativamente no resultado.
Hemoglohina a partir de 2,5 g/L interfere. Amostras com citrato, EDTA ou oxalato ndo devem ser
usadas porque produzem resultados falsamente diminuidos.

Algumas drogas e substancias afetam a concentracao da Amilase, sugerimos consultar Young et al.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 405nm
Tipo de Reagdo Cinética
Direcao Crescente

Relacdo Amostra/Reativo | 1:50

Vol. Amostra 20pL

Vol. Reagente 1,0mL

Tempo de Incubac@o I minuto (retardo)
Intervalo de leitura I minuto

Nmero de intervalos 3

CALIBRAGAO. Utilizar Quimicalib Ebram c6d.7023/12023 que possui a concentraco rastreavel
a0 método de referéncia proposto pelo CLSI, ou realizar a calibracdo através de fatoracao, obtida
através da ahsorcao média milimolar do CNP a 405 nm (15.490) soh condicdes especificas.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado; vide manual para utiliza-
¢do do equipamento e instrugdes de uso do reagente.

Aplicagao no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento manual
somente até o item 1 (preparacéo 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 aspiracéo do equipamento.

PROCEDIMENTO MANUAL.
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme ahaixo:
Branco Padréo Amostra/S.C.
Agua destilada 200L
Calibrador - 20uL
Amostra/S.C. - - 20uL
Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL

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

2. Adicionar1,0 mL do reagente em dois tubos e adicionar 20pL do calibrador e 20pL de 4gua desti-
lada em cada tubo, deixar em hanho maria (BM) a 37°C por 1 minuto. 0 nivel de agua no BM deve
Ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio.

3. Zeraroespectrofotdmetro a 405nm com o tubo do branco.

4. Inserirno equipamento o tubo com o calibrador e registrar as ahsorhancias Al, A2, A3, considerando
Alaprimeira leitura (logo apds o 1 minuto de incubagéo) e as seguintes com I minuto de intervalo.

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



6. Determinaramédia das diferencas de ahsorbancia (A Abs/min). Proceder em seguida do mesmo modo
com os controles e todas as amostras.

0bs.. Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e podem ser

ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que volumes e amostra

menores do que 10 uL aumentam a imprecisao da medicdo em aplicacdes manuais.

cALcuLos.
(Abs. = Absorhancia)
(Conc. = Concentracdo)

AAbs. /min=(A2- A1)+ (A3A2) /2

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

x concentracdo Calib (U/L)
A Abs /min (Calib)

Galculo para Urina de 24 horas:
Urina=Amilase amostra (U/L) x fator de diluicao 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

Meédia A Abs/min (calib) = 0,02

Média AAbs/min (amostra) = 0,024 (calc. Idem acima)
Concentracdo do Calibrador =291 U/L

Volume Urindrio= 0,950L

Amilase na amostra= (0,024 / 0,020) 291
Amilase na amostra= 349 U/L

Calculo para Urina de 24 horas

Amilase na Urina= 349 x1x 0,95
Amilase na Urina= 331U/24hs
0bs: pkat/L=U/Lx0,01667

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 1317 U/L. Amos-
tras com valores superiores devem ser diluidas com agua destilada a ponto de ficarem ahaixo da linea-
ridade e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluigéo.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratdrio deve manter um programa interno de qualidade que de-
fina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter tamhém
um sistema definido para se monitorar a variacao analitica do sistema de medic&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 haseados nas medicdes desempenhadas a 37°C.

Soro ou plasma ‘ 22-80U/L
Urina | <301

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada lahoratério esta-
beleca seu proprio intervalo de referéncia.

ESTUDOS COMPARATIVOS.
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes resultados:

Nimero de amostras 30
4-101(U/L)
Coeficiente de correlacdo | 0,999

Intervalo dos resultados

Inclinacao 0.945
34(U/L)

Intercepta

"h = wniCemi’C .an SR su-BR &G

PRECISAO. Estudos de preciséo foram executados com dois niveis (normal e patoldgico) sendo que
cada amostra fora processada por 20 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=20 Nivel1 | Nivel2
Média (U/L) 64 338
CV. (%) 18 05

EXATIDAO. Estudos de preciséo foram executados com dois niveis (normal e patoldgico) sendo que
cada amostra fora processada por 25 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=25 Nivel1 | Nivel 2
Média (U/L) 64 338
CV. (%) 39 1

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 1,8 U/L

ESPECIFIGIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodolégica adequada.

OBSERVAGOES.

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sao fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e ohtencao de resultados corretos.

2. Adguautilizada no lahoratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacao. Assim, para pre-
parar reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade =1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentracao de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo II). Para o enxagiie da vidraria
aagua pode ser do tipo I1l, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxagiie final utilizar agua tipo II.

APRESENTAGAO.

Linha Bioguimica Geral: 6 x 10 mL
Linha Bulk; 1x 200mL

Linha SAT. 2 x 45mL
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