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Uso previsto
Para la determinacion cinética cuantitativa de la actividad de c-amilasa en suero humano
utilizando los analizadores Yumizen C230y Yumizen C240. Rx Only.

Importancia clinica
La determinacion de la actividad de amilasa en suero se realiza con mas frecuencia para el
diagnéstico y ratamiento de enfermedades del pancreas.

Historia del método
La amilasa se midi6 cuantitativamente por primera vez mediante un método yodométrico introducido
por Wohlegemuth en 1908.! Somogyi infrodujo un procedimiento en 1938 que estandarizé las
cantidades de almiddn y yodo.2 Su trabajo se convirtié en la base para los métodos amiloclasticos y
sacarogénicos ampliamente ufiizados e introducidos en 1956° y 19604 respectivamente. Las
desventajas de estos métodos incluian largos fiempos de incubacion, interferencia de glucosa
enddgena y colores de reaccion inestables., lo que daba como resultado una pobre reproducibilidad
y confiabilidad.
En 1967, Rinderknecht et al introdujeron un método de almidon acoplado a ftinteS, que era
relativamente simple de realizar. Sin embargo, el procedimiento usaba un sustrato insoluble, carecia
de linealidad y alin requeria centrifugacion o filtracion.
Se han introducido procedimientos turbidimétricos® que son relativamente rapidos, pero requieren
instrumentacion especial y tienen dificultad para producir soluciones de almidon estables y
reproducibles.
Se han sugerido varios procedimientos enziméticos#, incluido uno que utiizo el sustrato definido
maltotetraosa.® Estos métodos representaron una mejora significativa en la medicion de la amilasa,
pero alin estaban sujetos a tiempos de preincubacion relaivamente largos, la posible interferencia de
la glucosa endégena y una serie de ofras posibles interferencias con la formacion de NADH. 10
Wallenfels et al'" introdujeron los p-nitrofenilglucdsidos como sustratos definidos para la
determinacion de o~amilasa en un procedimiento que elimind la interferencia de la glucosa y el
piruvato enddgenos. Se han utilizado una variedad de enzimas de acoplamiento para hidrolizar los
oligosacaridos de cadena corta resultantes de la actvidad de amilasa en la muestra.
Desafortunadamente, estas enzimas de acoplamiento contenian actividad de amilasa residual que
afectaba negativamente a la estabilidad de estos reactivos.
El presente método se basa en el uso de un sustrato cromogénico, 2-cloro-p-nitrofenol unido a la
malfotriosa. La reaccion de la amilasa con este sustrato da como resultado la formacion de 2-cloro-
p-nifrofenal, que se puede medir espectrofotométricamente a 405 nm. Esta reaccion procede muy
rapidamente, no se requieren enzimas de acoplamiento y los factores endégenos no inhiben
facimente la reaccion.
Principio

o-amilasa

10 CNPG3 ——— > 9CNP +CNPG2+9G3+G

La cramilasa hidroliza el 2-cloro-p-nitrofenil- c-D-maltotriésido (CNPG3) para liberar 2-cloro-nitrofencl
y formar 2-cloro-p-nitrofenil-oi-D-maltdsido (CNPG2), maltotriosa (G3) y glucosa (G). La tasa de
aumento de la absorbancia se mide a 405 nmy es proporcional a la actividad de o-amilasa en
la muestra.

Reactivos

Disolucion amortiguadora MES, pH 6,0+0,1, 2-cloro-p-nitrofenil-oi-D-maltotriosido 1,8 mM, cloruro de
sodio 350 mM, acefato de calcio 6 mM, tiocianato de potasio 900 mM, azida sodica al 0,1%
(Consulte "Precauciones”).

Preparacion de los reactivos
El reactivo se proporciona como un liquido listo para usar. No se requiere preparacion.

Almacenamiento de reactivos
1. Guarde el reactivo a una temperatura de 2-8°C.
2. Elreactivo s estable hasta la fecha de caducidad si se almacena segin las insfrucciones.

Deterioro de los reactivos

Nolo use si:

1. Laabsorbancia del reactivo de trabajo es superior a 0,600 cuando se mide a 405 nm frente al
agua en una cubeta con una longitud de paso de 1 cm.

2. Elreactivo no cumple con los pardmetros establecidos de rendimiento.

3. Elreactivo esté turbio o muestra ofra evidencia de contaminacion bacteriana.

Explore the future

Precauciones

1.

Este kit de reactivos esta disefiado exclusivamente para el diagnastico in vitro.

2. Estereactivo contiene tiocianato de potasio. VENENO. Noingerir.

3. Este reactivo contiene azida sddica (0,1%) como conservante. No ingerir. Puede reaccionar con
tuberias de plomo y cobre para formar azidas metalicas altamente explosivas. Al desecharlo, vierta
grandes cantidades de agua para evitar la acumulacion de azida.

4. Todas las muestras y controles deben manipularse como potencialmente infecciosos, utiizando

procedimientos de laboratorio sequros. (NCCLS M29-T2)2

Extraccion y manipulacion de muestras

1.

La muestra de eleccion es el suero no hemolizado. Las muestras deben extraerse de conformidad
con el documento NCCLS H4-A3.13

2. Los anticoagulantes, como €l citrato y el EDTA, se unen al calcio que se necesita para la actividad de
laamilasa. No se debe utiizar plasma con estos anticoagulantes.

3. Laamilasa en suero es estable durante una semana a temperatura ambiente (18-25°C) y durante
dos meses cuando se almacena refrigerada a una temperatura de 2-8°C.*

Interferencias

1. Una serie de fammacos y sustancias afectan a la determinacion de la amilasa.’s6 Young et al han
publicado una lista completa de dichas sustancias."”

2. Lamacroamilasa en la muestra puede causar una hiperamilasemia medida, que podria conducir a
un falso diagnéstico de pancreatitis aguda. Sin embargo, no suele asociarse ninglin sintoma clinico
alamacroamilasemia.’®

3. Seha determinado que la bilirubina (30 mg/dL) y la hemoglobina (500 mg/dL) tienen un efecto no
significativo en este procedimiento.

4. Se ha informado de que las muestras lipémicas de hasta 1000 mg/dL no tienen efecto en las

determinaciones de amilasa sérica.®

Materiales suministrados
Reactivo de amilasa (CNPG3).

Materiales necesarios, pero no suministrados

1.

Analizador Yumizen C230 / Yumizen C240

2. Manual de instrucciones de Yumizen C230/ Yumizen C240
3. Control quimico, nimero de catalogo C7592-100
Parametros de prueba
Test: AMY Quimica: ~ Amilasa
N°. de quimica 204 Imprimir nombre: Amilasa
Tipo de reaccion: Cinéica Direccion de reaccion: Positivo
OndaPri. 405nm Onda Onda
Decimal.: 0 Muestra Tipo: Suero
Tiempo de blanco: Tiempo dereaccion:3 11
Unidad: UL Tiempo de incubacién: 0
Vol. de muestra Aspirado Diluyente  Vol. de reactivo Diluyente
Estandar, 5 uL uL uL R1:200 uL uL
Reducido; uL uL uL
Aumentado; uL uL uL
Rango de Tnealidad (Estandar}, 0-2000 Limite de inealicad: 0.3
Rango de linealidad (Reducido): Agotamiento del sustrato: 25000
Rango de linealidad (aumentado): Abs. de blanco mezclado: ~ -40000 40000
Abs. de blanco de R1: -40000 40000 Estabiidad en el equipo: 30 Dia(s)
Respuesta de blanco -40000 40000 Limite de alarma del reactivo: 5
Quimica idéntica:
Comprobacin de prozona:
Qt: Q2 Q3:
Q4: PC: ABS:
Usar resultado cualitativo:
Rango: Aviso:
Compensacion de pendiente:
Unidad de Compensacion de Pendiente
1 0 UL
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— 3. Precision: Los estudios de precision se realizaron, utiizando los analizadores de la serie Yumizen
Prefratamiento: _ , , 200 siguiendo una modificacién de las pautas del documento del NCCLS EP5-T2.2
Vol. de la muestra de pretratamiento: uL Vol. del reactivo de pretratamiento: ul
: Intraserial (n=20) Dia a Dia (n=20)
Rango de ref; Media DS. %CV Media DS. %CV
Tipode muestra: ~ Género:  Rango de edad: Rangoderef:  Rangocriico:  Unidad: 504 23 45 64,6 20 a7
5370 17,0 32 4256 21 28

Parametros de configuracion de calibracion

Quim: AMY
Config. calibracion
Modelo mat: FactorK
Factor: 3178,000 Réplicas: 2
Limites de aceptacion
TiempoCal: 24 hr.
Dif. Pendiente: SD:
Sensibiidad: Repetibilidad:
Coef. Deter:
Auto Calib.

Calibrador Conc. Pos. N° lote

Agua 0,0 w

* Definido por el usuario

0 Tiempo Cal

Limitaciones

1. Las muestras que excedan el limite de linealidad (2000 U/L) deben diluirse con un volumen
igual de solucion salina, volver a analizarse y se debe multiplicar el resultado por dos.

2. La macroamilasa en la muestra puede causar una hiperamilasemia medida, que podria
conducir a un falso diagnéstico de pancreatitis aguda. Sin embargo, no suele asociarse
ningdin sintoma clinico a la macroamilasemia.'®

Calibracion
El procedimiento se estandariza mediante la absortividad miimolar del 2-cloro-p-nitrofenol que es de
12,9:2405 nm en las condiciones de ensayo descritas.

Calculos (Ejemplo)
AAbs./minx TV x 1000 = U/L a-amilasa en muestra
MMA xSV xLP
Donde: AAbs./min = Diferencia de absorbancia por minuto

TV =Volumen total de ensayo (1,025 mL)

1000 = Conversion de UmL a UL

MMA = Absortividad milimolar de 2-cloro-p-nitrofenal (12,9)
SV =Volumen de la muestra (0,025 mL)

LP =Paso de luz (1.cm)

AAbs./min x 1,025 x 1000 = AAbs./min x 3178 = UL a-amilasa
12,9x0,025x 1,0

Ejemplo: Si AAbs./min=0,03, entonces 0,03 x 3178 =95 UL
NOTA: Para convertir a unidades SI (nKat/L), muttiplique el valor UIL por 16,67.

Control de calidad

La validez de la reaccion debe controlarse mediante el uso de sueros de control con valores de
amilasa normales y anormales conocidos. Estos controles deben realizarse, al menos, con cada
tumo de trabajo en el que se realicen ensayos de amilasa. Se recomienda que cada laboratorio
establezca su propia frecuencia de determinacion de control. Los requisitos de control de calidad
deben realizarse de conformidad con la normativa local, estatal y/o nacional o con los requisitos de
acreditacion.

Valores esperados

Suero: 25-125 UL para un método cinético similar.2 Dado que los valores esperados se ven
afectados por la edad, €l sexo, la dieta y la ubicacion geografica, se recomienda encarecidamente
que cada laboratorio establezca su propio rango de referencia para este procedimiento.

Rendimiento

1. Linealidad: 0-2000 UL

2. Comparacion: Se realizé un estudio entre la serie Yumizen 200 y un analizador y método
similar, que dio como resultado un coeficiente de correlacion de 0,999 y la ecuacion de
regresion lineal fue y=0,963 x + 1,7 (n=33).

4. Sensiiidad: La sensibilidad del reactivo de amilasa se investig, leyendo el cambio de absorbancia
por minuto a 405 nm para una muestra de solucion salina y un suero con una concentracion
conocida. Se realizaron diez réplicas de cada muestra. Los resultados de esta investigacion
indicaron que, en el analizador utiizado, el reactivo liquido de amilasa mostré poca o ninguna
desviacion del reactivo en una muestra cero. En las condiciones de reaccion descritas, 1 UL de
actividad de amilasa da una AAbs./min de 0,0003.
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Clave de simbolo
& Usar antes de (AAAA-MM-DD) Lote y codigo de lote
Numero de catélogo ™| Fabricante

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro /}f Limitacion de temperatura
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Consultar instrucciones de uso Rx Only: Venta exclusiva con

receta médica
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Certificado para emplear reactivos

Los reactivos Pointe estan certificados para ser fabricados de acuerdo con los parametros especificados.
Cualquier producto de reacfivo Pointe que no cumpla con las especificaciones hasta la fecha de vencimiento
indicada se reparara de inmediato sin cargo.
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