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Método
Cinético (Gal-G2 - a CNP).

Finalidade
Sistema para a determinagdo quantitativa da a-Amilase no soro, plasma,
urina e liquidos biolégicos. Somente para uso diagnéstico in vitro.

Principio

A a-Amilase hidrolisa o substrato de a-2-cloro-4-nitrofenil-1,4- f
galactopiranosilmaltoside (Ga-G2-a-CNP), liberando 2-cloro-4-nitrofenol
(CNP) e 1,4-galactopiranosilmaltoside (Gal-G2). A velocidade de formagao
do 2-cloro-4-nitrofenol (CNP) de cor amarela é medida fotometricamente
em 405 nm, possibilitando uma determinagéo direta da atividade da a-
amilase na amostra analisada.

Significado Clinico

A amilase é predominantemente secretada pelo pancreas e glandulas
salivares. O figado e 6rgdos da reprodugdo também s&o fontes potenciais
da amilase sérica. O aumento da amilase sérica ndo é representagao
especifica da pancreatite, sendo que niveis elevados sdo encontrados em
infarto mesentérico, uremia, carcinoma de cabeca do pancreas, Ulcera
géstrica perfurada, acidose diabética e insuficiéncia renal.

Drogas como diuréticos tiazidicos, morfina, meperidina e codeina
provocam elevacdes da amilase sérica. Niveis plasmaticos diminuidos séo
observados na hepatite, cirrose hepatica, toxemia de gravidez, eclampsia e
carcinoma pancreatico. A determinacédo da amilase na urina, assim como a
dosagem no soro, pode ser Gtil para o diagnostico das doencgas
pancredticas. Nas pancreatites a taxa de amilase na urina estard sempre
elevada.

Reagente

Reagente n° 1 - Substrato - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tamp&o
Fosfato (pH 6,0) 50 mmol/L, Azida Sédica 14,5 mmol/L, Cloreto de sddio
300 mmol/L, 2-Cloro-4-Nitrofenil-Maltotriosideo (G3CNP) 5 mmol/L.

Estabilidade, Condi¢g6es de Armazenamento e Transporte

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto, quando conservados na temperatura recomendada (2 a 8°C), bem
vedados e se evitado de contaminagdo durante o uso. Antes de serem
abertos, os reagentes podem ser transportados em temperatura que ndo
exceda 30°C, até um limite de 120 horas. N&o congelar.

Cuidados Especiais e Precaugdes

» As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

» Quantidades microscopias de saliva e suor sédo capazes de deteriorar 0
substrato. Soprar com a boca, conversar junto ao frasco destampado pode
contaminar facilmente o substrato.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratdrio Clinico.
» O Substrato (1) contém azida sédica que € toxica e irritante para pele e
mucosa.

* As informagdes de Descarte, Seguranga e Primeiros Socorros estdo
descritas na Ficha Individual de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br ou pelo telefone
0800 006 8111.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados.

* Nao trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminagédo cruzada.

» N&o utilizar o reagente quando se apresentar turvo.

» Evitar deixar os reagentes fora das condigbes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.

» O tempo de reagéo, pipetagens e temperatura de trabalho sdo muito
importantes para obtencéo de resultados corretos.

» Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada
amostra, controle, padrao/calibrador e reagente.

Materiais Necessarios e Ndo Fornecidos

* Analisador bioquimico automatico, semiautomatico;
* Pipetas de vidro e/ou automaticas;

« Ponteiras;

*» Tubos de ensaio;

» Cronémetro.

Amostra

Soro, plasma (Heparina/EDTA), urina, liquidos biolégicos (ascitico, pleural
e sinovial). O analito é estavel por 3 dias armazenada entre 2 e 8°C e 6
meses a 10°C negativos, quando livres de contaminagéo.
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Amostras de urina devem ser colhidas em intervalo de 2 a 24 horas.
Quando se determina a amilase na amostra de urina, deve-se determinar
também a creatinina na mesma amostra. O resultado dever& ser declarado
como Relacdo Amilase/Creatinina (U/g) com objetivo de compensar as
variagbes da atividade da amilase em amostras obtidas em cada coleta.
N&o adicionar preservativo na amostra de urina e conservar entre 2 e 8°C.
Para descarte dos reagentes e materiais biol6gicos deve-se seguir as
normas locais, estaduais ou federais de protecdo ambiental.

Interferéncias e LimitacGes

A saliva contém grande quantidade de amilase, portanto deve-se evitar
pipetar com a boca, conversar junto ao frasco destampado evitando assim
a contaminacgéo dos reagentes.

Concentragdes de bilirrubina até 43,2 mg/dL, triglicérides até 1216 mg/dL e
acido ascorbico até 20 mg/dL ndo produzem interferéncias significativas.
Valores de hemoglobina maior que 140 mg/dL produzem interferéncias
significativas nas amostras.

Preparacédo dos Reagentes
Reagente pronto para uso.

Procedimento Técnico

Equipamentos Automaticos

Para uso em analisadores automaticos, verificar o protocolo de automagao
no site www.bioanalitica.com.br ou através do SAC.

Nota: Recomendamos o uso do Calibrador — Ref. BA052 para calibracéo.
Para avaliar a precis@o das dosagens, recomendamos o uso do Controle N
— Ref. BA115 e Controle P — Ref. BA118.

Identificar 2 tubos de ensaio: T (Teste), C (Calibrador) e proceder como a
seguir:

Teste Calibrador
Amostra 20 pL -
Calibrador - 20 pL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL

Apo0s a adi¢do do reagente, homogeneizar imediatamente e transferir para
cubeta termostatizada. Esperar 30 segundos. Realizar a leitura inicial (A1),
disparando o crondémetro simultaneamente em 405 nm. Realizar a segunda
leitura (A2) apds 2 minutos. Tratando se de uma reacdo de atividade
enzimatica, é imprescindivel que a leitura seja realizada no momento
correto para garantir a qualidade dos resultados obtidos.

Dosagem da Amilase na Urina

A coleta e preparo da amostra. Instruir o paciente para coletar corretamente
a urina no periodo de tempo (por exemplo, 2 horas).

Homogeneizar, medir e anotar o volume urinario em mL, e também o tempo
de coleta da amostra.

Medir o pH da urina e ajusta-lo entre 7,0 a 7,4 utilizando carbonato de sddio
quando o pH for menos que 7,0 e fosfato de potassio monobasico quando
for maior que 7,4.

Homogeneizar, medir e anotar o volume urinéario em mL e o tempo de coleta
da amostra. Proceder a dosagem como descrito para o soro.

Célculos e Exemplo
AA/minuto Teste ou Calibrador (A2-A1) / 2

Fator = Atividade do Calibrador (Concentracdo)
AA/minuto Calibrador

Amilase = AA/minuto Teste x Fator

Calibrador

A1=0,161 A2=0,301

AA/minuto Calibrador = 0,301 - 0,161= 0,070
2

Teste

A1= 0,097 A2=0,145

AA/minuto Teste = 0,145 - 0,097 = 0,024

2
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Atividade do Calibrador (Concentracéo): 458 U/L
Fator = 458 = 6543
0,70

Amilase= 0,024 x 6543 = 157 U/L

Amilase Urinaria/ Hora
Amilase Urinaria (U/h) = _Amilase(U/L) x volume urinario (mL)

1000 x tempo de coleta (h)

Amilase urinéria (U/L) = 143
Volume urinario (mL) = 190
Tempo de coleta (h) = 2

Amilase Urinaria (U/h) = 143 x 190 = 13,6
1000 x 2
Relagdo Amilase / Creatinina
Relagéo Amilase / Creatinina (U/g) = Amilase (U/L) x 100
Creatinina (mg/dL)

Relagéo Depuracdo da Amilase / Depuracgéo da Creatinina

Na maioria dos casos de pancreatite aguda, ocorrem elevagbes
concomitantes da amilase sérica e urinaria, mas em certos casos, a
elevagdo da amilase urinaria ndo é acompanhada por uma elevagao
paralela da amilase sérica. Portanto, a relagdo entre a depuragdo ou
clareamento da amilase e a depuragdo ou clareamento da creatinina,
expressa em porcentagem, proporciona maior valor diagndstico nos casos
de pancreatite aguda e pancreatite recorrente.

Determinar a atividade da amilase e a concentracdo da creatinina nas
amostras de soro e urina, e aplicar os resultados na seguinte férmula:

Relagédo (%) = Amilase na urina (U/L) x Creatinina no soro (mg/dL) x 100
Amilase no soro (U/L) x Creatinina na urina (mg/dL)

Caracteristicas do Desempenho

Comparacédo de Métodos

O método foi comparado com outro produto com metodologia semelhante
através de 40 amostras de soro humano. Através de modelos estatisticos,
os resultados foram analisados e resultaram na equagdo de regressao
linear onde Método Bioanalitica (y) = 3,492 + 0,952 * Método comparativo
(x) e coeficiente de correlacéo igual a 0,994.

Sensibilidade

Uma amostra proteica ndo contendo Amilase, foi utilizada para calcular o
limite de detecgdo do ensaio. A média encontrada foi 1,5350 U/L
equivalente a 20 determinag8es, com desvio padrédo de 0,2126 U/L.

A sensibilidade, que indica o limite de detec¢do do método, corresponde a
média mais 3 vezes o desvio padrao, que € igual a 2,1728 U/L.

Linearidade

A reacao é linear até 2000 U/L. Para amostras com valores acima de 2000
U/L, diluir a amostra com Cloreto de Sédio 150 mmol/L (0,85%), repetir a
dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de dilui¢éo.

Repetitividade

A repetitividade foi calculada a partir de 20 determinacdes sucessivas,
utiizando 3 amostras com concentra¢des diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Amostra 1l | Amostra2 | Amostra 3
Concentracdo média (U/L) 29,55 90,45 193,98
Desvio padrao (U/L) 0,30 0,73 1,48
Coeficiente de Variacdo (%) 1,02 0,80 0,76

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes sucessivas
durante 20 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com concentragfes
diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostral | Amostra2 | Amostra 3
Concentracdo média (U/L) 35,06 98,76 213,68
Desvio padrédo (U/L) 1,32 1,84 2,16
Coeficiente de Variagcdo (%) 3,76 1,86 1,01

Valores de Referéncia

Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagdo.
Sugere-se que cada laboratério estabelega seus préprios valores para
populacao atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responsavel.
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Soro ou plasma: 25 a 125 U/L

Urina: até 30 U/L

Relagdo Amilase Urinaria / Creatinina Urinaria: até 400 U/g
Depuracao da Amilase / Depuracéo da Creatinina: 1,0 a 4,0 %

Controle Interno da Qualidade

O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da
qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
toleréncia para variagbes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medicao apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, é recomendavel a
utilizacé@o de controles, que permitem avaliar a precisdo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solu¢Bes estabilizadas da linha de controles e
calibradores Bioanalitica.

Observacdes

* A limpeza e secagem adequadas do material usado s&o fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

» A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com agua destilada
ou deionizada.

« A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medicdes, a agua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/ cm ou condutividade
< 1 microsiemens /cm e concentracdo de silicatos < 0,1 mg/L. Para o
enxague inicial da vidraria, a &gua pode ser do Tipo lll, com resistividade >
0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens.

No enxague final, utilizar &gua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua
capacidade saturada libera agua alcalina, véarios ions e também
substancias com grande poder de oxidagdo ou reducéo que deterioram os
reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando de maneira
imprevisivel os resultados. Assim, & fundamental estabelecer um programa
de controle da qualidade da agua.
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Termos e Condi¢des de Garantia

A Bioanalitica Diagnéstica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificagdes, até a data de expiragdo indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condi¢cdes
adequadas.

Apresentacdes

Ref. Volume Reagente 1
BA028-30 30 mL 1x30 mL
BA028-60 60 mL 2 x30 mL
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