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Utilizarea prevazuta
Pentru determinarea cantitativa cinetica a activitatii c.-amilazei in serul uman cu
ajutorul analizoarelor Yumizen C230 si Yumizen C240. Rx Only.

Semnificatia clinica
Determinarea activitatii amilazei in ser se efectueazad cel mai frecvent pentru
diagnosticarea si tratamentul bolilor pancreatice.

Istoricul metodei

Amilaza a fost masuratd cantitativ prima data printr-o metoda iodometrica
introdusa de Wohlegemuth in 1908.! In 1938, Somogyi a introdus o proceduré
care a standardizat cantitatile de amidon si iod.2 Activitatea sa a devenit baza
pentru metodele amiloclastice si zaharogene, utilizate pe scara larga, introduse in
1956.3 si respectiv 1960,4. Dezavantajele acestor metode au inclus timpi lungi de
incubare, interferenta endogend a glucozei si culori de reactie instabile care duc
la reproductibilitate si fiabilitate slabe.

Tn 1967, Rinderknecht et al au introdus o metoda pe baza de amidon combinat cu
un colorant® relativ simplu de efectuat. Cu toate acestea, procedura utiliza un
substrat insolubil, era lipsitad de linearitate si necesita in continuare centrifugare
sau filtrare.

Au fost introduse proceduri turbidimetrice® care sunt relativ rapide, dar necesita
instrumente speciale si prezinté dificultdti in producerea unor solutii de amidon
stabile si reproductibile.

Au fost sugerate mai multe proceduri enzimatice”8 , inclusiv una care utiliza
substratul definit maltotetraozd.® Aceste metode au reprezentat imbunatatiri
semnificative in masurarea amilazei, dar aveau inca timpi de pre-incubare relativ
lungi, posibile interferente endogene ale glucozei si o serie de alte interferente
potentiale cu formarea NADH.10

Wallenfels et al't au introdus p-nitrofenil-glicozidele ca substraturi definite pentru
determinarea ca-amilazei ntr-o procedura care a eliminat interferenta glucozei
endogene si a piruvatului. O varietate de enzime de cuplare au fost utilizate
pentru a hidroliza oligozaharidele cu lant scurt rezultate din activitatea amilazei
din specimen. Din p&cate, aceste enzime de cuplare contineau o activitate a
amilazei reziduale care a afectat negativ stabilitatea acestor reactivi.

Prezenta metoda se bazeaza pe utilizarea unui substrat de cromagen, 2-cloro-p-
nitrofenol legat cu maltotrioza. Reactia amilazei cu acest substrat duce la
formarea de 2-cloro-p-nitrofenol, care poate fi masurat spectrofotometric la 405
nm. Aceasta reactie decurge foarte rapid, nu sunt necesare enzime de cuplare si
reactia nu este usor inhibata de factori endogeni.

Principiul
o-amilaza
1Y) V[T J— > 9 CNP + CNPG2 +9G3 + G

a-Amilaza hidrolizeaza 2-cloro-p-nitrofenil-o-D-maltotriozida (CNPG3), eliberand
2-cloro-nitrofenol i forménd  2-cloro-p-nitrofenil-o.-D-maltozidd  (CNPG2),
maltotrioza (G3) si glucoza ( G). Cresterea vitezei absorbantei este masurata la
405 nm si este proportionald cu activitatea ai-amilazei din proba.

Reactivi

Solutia tampon MES, pH 6,0+0,1, 2-cloro-p-nitrofenil-o.-D-maltotriozida 1,8 mM,
clorura de sodiu 350 mM, acetat de calciu 6 mM, tiocianat de potasiu 900 mM,
azida de sodiu 0,1% (Consultati sectiunea ,Precautii’).

Prepararea reactivului
Reactivul este furnizat sub forma de lichid gata de utilizare. Nu este necesara
nicio preparare.

Depozitarea reactivului

1. Depozitati reactivul la 2-8°C.

2. Dacd este depozitat conform instructiunilor, reactivul este stabil pana la
data de expirare.

Deteriorarea reactivului

Nu utilizati daca:

1. Absorbanta reactivului de lucru este mai mare de 0,600 atunci c&nd este
masurata la 405 nm fata de apa intr-o cuva cu o cale cu lungimea de 1 cm.

2. Reactivul nu indeplineste parametrii de performanté specificati.

3. Reactivul este tulbure sau prezinta alte indicii de contaminare bacteriana.

Explore the future

Precautii

1.
2.
3.

Acest set de reactivi este doar pentru diagnostic in vitro.

Acest reactiv contine tiocianat de potasiu. OTRAVA. A nu se ingera.

Acest reactiv contine azida de sodiu (0,1%) drept conservant. A nu se ingera.
Poate reactiona cu cuprul sau plumbul, formand azide metalice foarte explozive.
La eliminare, spélati cu multa apa pentru a preveni acumularea azidei.

Toate specimenele si solutile de control trebuie manipulate ca potential
infectioase, folosind proceduri de laborator sigure. (NCCLS M29-T2)12

Recoltarea si manevrarea specimenelor

1.

Serul nehemolizat este specimenul preferat.
conform documentului NCCLS H4-A3.13

Specimenele trebuie recoltate

2. Anticoagulantele, cum ar fi citratul si EDTA, leagd calciul necesar pentru
activitatea amilazei. Nu trebuie utilizata plasma cu aceste anticoagulante.

3. Amilaza din ser este raportata stabila timp de o saptaména la temperatura
camerei (18-25 °C) si timp de doué luni daca este depozitata la frigider 2-8 °C.1

Interactiuni

1. O serie de medicamente si substante afecteazd determinarea amilazei.’s.16
Young et al au publicat o listd cuprinzétoare a acestor substante.!”

2. Macroamilaza din specimen poate provoca o hiperamilazemie masurata, care
poate duce la un diagnostic fals de pancreatitd acutd. Cu toate acestea, de
obicei nu exista simptome clinice asociate cu macroamilazemia. 8

3. S-a constatat ca bilirubina (30 mg/dL) si hemoglobina (500 mg/dL) au un efect
neglijabil asupra acestei proceduri.

4, S-araportat ca probele lipemice pana la 1000 mg/dL nu au niciun efect asupra

determinarilor amilazei serice.®

Materiale furnizate
Reactiv amilaza (CNPG3).

Materiale necesare, dar nefurnizate

1.

Analizorul Yumizen C230 / Yumizen C240

2. Manualul de utilizare al analizorului Yumizen C230 / Yumizen C240
3. Solutie de control chimic, numar catalog C7592-100
Parametrii testului
Test: AMY Chimie: Amilaza
Nr. chimie: 204 Denumire:  Amilaza
Tip reactie: Cinetica Directie reactie: Pozitiva
Unda primara: 405 nm Unda Unda
Zecimal.: 0 Tip proba: Ser
Timp martor: Timpreacie: 3 11
Unitate: UL Timp de incubare: 0
Vol.probd  Aspirat Diluant Vol. reactiv Diluant
Standard; 5 uL uL uL  R1:200 uL uL
Redus; uL uL uL
|L Crescut uL uL uL
nterval Ineariate (Standard), 0-2000 Limita lineantate: 0.3
Interval linearitate (Redus): Depletia substratului: 25000
Interval linearitate (Crescut): Absorbanta martor amestecat: -40000 40000
Absorbanta martor R1: -40000 40000 Stabilitate in instrument: 30 Zi (zile)
Reactie martor -40000 40000 Limita de alamé reactiv: 5
Chimie twin:
Verificare prozona:
Qt: Q2: Q3:
Q4: PC: ABS:
Utilizare rezultat cantitativ:
Interval: Marcaj:
Decalaj panta:
Decalaj panta Unitate
1 0 UL

Automotive | Process & Environmental | Medical | Semiconductor | Scientific

HORIBA




Pointe Amylase
(CNPG3)
Set de reactivi

Tratare prealabila:

Vol. proba prefratata: uL Vol. reactiv pretratat: uL

Interval de referinta:

coeficient de corelare de 0,999 si o ecuatie de regresie liniard y=0,963 x + 1,7
(n=33).

Precizie: S-au realizat studii de precizie pe analizoarele din seria Yumizen 200,
in urma unei modificéri a liniilor directoare incluse in documentul NCCLS EP5-
T2.21

Tipprobd: Sex: Intervalde varsta:  Interval de referinta: Interval critic: ~ Unitate: in cadrul ciclului de procesare (n=20) De la 0 zi la alta (n=20)
Media S.D. CV.% Media S.D. CV.%
P tri fi lib 50,4 2,3 45 64,6 2,0 47
arametri conrigurare calibrare 537,0 17,0 32 4256 12,1 28
Chem: AMY _ 4,  Sensibilitate: Sensibilitatea fata de reactivul amilaza a fost investigata prin
. Solutie de < - D . o .
Setare calibrare calibrare Conc. | Poz Nr. lot masurarea modificarii absorbantei pe minut la 405 nm pentru o proba de solutie
Model matematic: Factor K Apa 00 w salina si un ser cu concentratie cunoscutd. S-au efectuat zece repetari pentru
~_ Factor:3178,000  Replici: 2 fiecare proba. Rezultatele acestei investigatii au aratat ca, pe analizorul utilizat,
Limite de acceptanta reactivul amilaza lichida a prezentat o abatere redusd sau nicio abatere a
E'ffnp C?'; 24SDhr. reactivului pe o proba blanc.  In conditiile de reactie descrise, activitatea 1 U/L
if. panta: : I )
. - . milaz la 0 AAbs/Min. .
Sensibilitate: Repetabilitate: * Definit de utilizator amilazi duce |a 0 AAbs de 0,0003
Coef. Deter: Referinte
Calib. automata 1. Wohlegemuth, J., Bio Chem. 29:1 (1908).
. 2. Somogyi, M., J. Biol Chem. 125:399 (1938).
0 Timp Cal 3. Street, HV., Close, JR, Clin Chim Acta 1:256 (1956).
T 4. Henry, R.J., Chiamori, N., Clin. Chem. 6:434 (1960).
Limitari 5. Rinderknecht, H.P., et al, Experentia 23:805 (1967).
1. Probele cu valori care depasesc limita de linearitate (2000 U/L) trebuie §/ %!":e”"m’v L-tv eltf\'sc“”f-ghembfftﬁl‘sﬁ,(1973)-dW (shop on Enzymalogy, Chicago L (Vay 1972)
. . s . A . . letz, N.VV., et al, AbS. of Froc. ni eminar an Orksnop on £nzymology, icago, ay .
diluate cu un volum egal de solutie salina si testate din nou, inmultind 8 Schiwara, H\W,, Artzl Lab 17:340 (1971).
rezultatul cu doi. 9. Pierre, K.J., etal, Clin. Chem. 22:1219 (1976).
2. Macroamilaza din specimen poate provoca o hiperamilazemie masurata, 1(1) \*;Valilfm?nlv R}é\-v{ielthCN-gV-HCd"n-them- 261]7;315; 5(;523138;8)
H : e 2 . allentels, K., et al, Carbonydrate Researcl R .
care poate duce Ia L,m dlagnostlc vfals ,de pancreatl.ta‘ acuta. ,Cu toate 12.  Documentul NCCLS ,Protection of Laboratory Workers from Infectious Disease Transmitted by Blood,
acestea, de obicei nu exista simptome clinice asociate cu Body Fluids, and Tissue”, Editia a 2-a (1991).
macroamilazemia.’® 13. NCCLS document “Procedures for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by Skin Puncture”, 3
. Ed. (1991).
Calibrarea 14.  Tietz, N.W. Textbook of Clinical Chemistry, Philadelphia, W.B. Saunders Company, pp. 725-734 (1986).
Procedura este standardizatd cu ajutorul absorbtiei milimolare a 2-cloro-p- 1o Elking, M.P., Kabot, H.J, Amer. J. Hosp. Pharm. 25:485 (1968)
. - L i . 16.  Bogoch, A., et al, Gastroenterology 26:697 (1954).
nitrofenol, care este 12,9 la 405 nm in conditiile de testare specificate. 17. Young, D.S., etal, Clin Chem 21:1D (1975).
C I I E I 18.  Tietz, N.W., Fundamentals of Clinical Chemistry, Philadelphia, W.B. Saunders Company, p. 627 (1982).
alcule ( xemp u) 19.  Young, D.S. and Friedman, D.S., Effects of Disease on Clinical Laboratory Tests, 2 Ed., AACC Press
AAbs./min x TV x 1000 = U/L a-amilaza in proba (1989). B ) ] )
MMA x SV x LP 20.  Tietz, N.W., Clinical Guide to Laboratory Tests, Philadelphia, W.B. Saunders Company, p. 54 (1983).
21. Documentul NCCLS ,Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices’, Ed. a 2-a

Unde:  AAbs./min = Diferenta absorbantei pe minut

TV = Volumul total de testare (1,025 mL)

1000 = Conversia U/mL in U/L

MMA = Absorbtia milimolara a 2-cloro-p-nitrofenol (12,9)
SV = Volumul probei (0,025 mL)

LP = Calea luminii (1 cm)

AAbs./min x 1,025 x 1000 = AAbs./min x 3178 = U/L a-amilaza
12,9x0,025x 1,0

Exemplu: Daca AAbs./min = 0,03, atunci 0,03 x 3178 = 95 U/L
NOTA: Pentru a transforma unitétile S| (nKat/L), inmultiti valoarea UL cu 16,67.

Controlul calitatii

Validitatea reactiei trebuie monitorizata prin utilizarea serurilor de control cu valori
normale si anormale cunoscute ale amilazei. Aceste solutii de control trebuie
procesate cel putin o data in fiecare tura de lucru in care se efectueazd teste de
amilazd. Recomandédm insistent ca fiecare laborator sa isi stabileasca propria
frecventd de determinare a solutiei de control. Cerintele privind controlul calitatii
trebuie stabilite in conformitate cu reglementarile locale, statale si/sau federale
sau cu cerintele de acreditare.

Valori asteptate

Ser: 25-125 U/L pentru o metoda cineticé similara.20 Deoarece valorile asteptate
sunt afectate de vérsta, sex, alimentatie si locatie geograficd, se recomanda
insistent ca fiecare laborator sa-si stabileasca propriul interval de referintd pentru
aceasta procedura.

Performanta

1. Linearitate: 0-2,000 U/L

2. Comparatie: S-a realizat un studiu comparativ intre analizoarele din seria
Yumizen 200 si un analizor si 0 metoda similard, avand ca rezultat un

(1992).

Legenda simboluri

% A se utiliza pand la (AAAA-LL-ZZ)
Numér catalog
Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro /}f Limitd de temperatura

(1]

Rx Only: Numai pentru utilizare pe baza de prescriptie medicald
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Reprezentant autorizat in Europa:

Obelis s.a.

Boulevard Général Wahis 53

1030 Bruxelles, BELGIA

Tel: (32)2.732.59.54 Fax:(32)2.732.60.03  email: mail@obelis.net

Certificat pentru efectuarea reactivilor

Reactivii Pointe sunt certificati ca fiind fabricati in conformitate cu parametrii specificati.
Orice produs reactiv Pointe care nu indeplineste specificatiile prin data de expirare
indicata va fi remediat imediat fara niciun cost suplimentar.
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