| HORIBA Instruments Incorporated
//l 5449 Research Drive, Canton, Ml 48188
//N Conjunto de Reagentes Phone: 734-487-8300; (800) 445-9853

de Amilase (CNPG3) HORIBA
Pointe e

Utilizagao prevista
Para a determinag&o cinética quantitativa da atividade de c-amilase no soro humano utilizando o analisador Yumizen C560. Rx Only.

Relevancia clinica
A determinag&o da atividade da amilase no soro é normalmente realizada para o diagndstico e tratamento de doengas do pancreas.

Historia dos métodos

A amilase foi medida quantitativamente pela primeira vez através de um método iodométrico introduzido por Wohlegemuth em 1908.1 Somogyi introduziu um procedimento
em 1938 que padronizava os volumes de amido e iodo.2 O seu trabalho tornou-se a base dos métodos Amiloclastico e Sacarogénico, amplamente utilizados e introduzidos
em 19563 e 1960,% respetivamente. As desvantagens destes métodos incluiam tempos de incubagdo demorados, interferéncia da glicose endogena e cores de reagéo
instaveis, que resultavam numa reprodutibilidade e fiabilidade reduzidas.

Rinderknecht et al introduziram um método de amido acoplado a corante em 19675 que era relativamente simples de realizar. No entanto, o procedimento utilizava um
substrato insollvel, apresentava falta de linearidade e ainda exigia centrifugag&o ou filtrag&o.

Foram introduzidos procedimentos turbidimétricos® que sdo relativamente rapidos, mas exigem instrumentos especiais e tém dificuldade em produzir solugdes de amidos
estaveis e reprodutiveis.

Foram sugeridos diversos procedimentos enzimaticos8, incluindo um que utilizava o substrato definido maltotetraose.® Estes métodos representavam uma melhoria
significativa na medigdo da amilase, mas ainda estavam sujeitos a tempos de pré-incubagao relativamente demorados, possivel interferéncia de glicose endégena e uma
série de outras possiveis interferéncias na formagao de NADH.10

Wallenfels et al'" introduziram p-nitrofenil glicdsidos como substratos definidos para a determinagdo de a-amilase num procedimento que eliminou a interferéncia de glicose e
piruvato endogenos. Foram utilizadas vérias enzimas de acoplamento para hidrolisar os oligossacarideos de cadeia curta resultantes da atividade da amilase na amostra.
Infelizmente, estas enzimas de acoplamento continham uma atividade residual de amilase que afetava negativamente a estabilidade destes reagentes.

O presente método baseia-se na utilizagdo de um substrato cromogénico, 2-cloro-p-nitrofeno, ligado a maltotriose. A reagdo da amilase com este substrato resulta na
formagdo de 2-cloro-p-nitrofeno, que pode ser medido com espectrofotometro a 405 nm. Esta reagdo ocorre muito rapidamente, ndo sdo necessarias enzimas de
acoplamento e a reagao ndo é facilmente inibida por fatores endégenos.

Principio
o-amilase
10 CNPG3 — » 9CNP + CNPG2 +9G3 + G

A c-amilase hidrolisa o 2-cloro-p-nitrofenil--D-maltotriésido (CNPG3) para libertar 2-cloro-nitrofenol e forma 2-cloro-p-nitrofenil-o-D-maltésido (CNPG2),
maltotriose (G3) e glicose (G). A taxa de aumento da absorvancia é medida a 405 nm e é proporcional a atividade da o-amilase na amostra.

Reagentes
Tampao de MES, pH 6,0+0,1, 2-cloro-p-nitrofenil-a.-D-maltotridsido 1,8 mM, cloreto de sédio 350 mM, acetato de célcio 6 mM, tiocianato de potassio 900 mM, azida
de sodio a 0,1% (consulte “Precaugdes”).

Preparagao dos reagentes
O reagente ¢ fornecido sob a forma de um liquido pronto a utilizar. N&o é necesséria preparagao.

Armazenamento e estabilidade dos reagentes
Armazene o reagente a 2-8°C. O reagente mantém-se estavel até a data de validade, quando armazenado conforme as instrugdes. Uma vez colocado no carrossel
de reagentes refrigerados (2-10°C), o reagente mantém-se estavel durante 30 dias.

Deterioragao dos reagentes

Néo utilizar se:

1. Aabsorvancia do reagente de trabalho for superior a 0,600 quando medida a 405 nm em relagéo a agua numa cuvete com 1 cm de comprimento.
2. O-reagente ndo cumprir os parametros de desempenho indicados.

3. Oreagente estiver turvo ou apresentar outros sinais de contaminagéo bacteriana.

Precaugoes e perlgos
Este kit de reagentes destina-se apenas a diagnéstico in vitro.

2. Este reagente contém azida de sddio (0,1%) como conservante. Nao ingerir. Pode reagir com canalizagdo de chumbo e
cobre, formando azidas de metal altamente explosivas. Aquando da eliminag&o, escoe com agua abundante para evitar a
acumulagéo de azida.

3. Todas as amostras e controlos devem ser manuseados como potencialmente infeciosos, utilizando procedimentos laboratoriais
seguros. (NCCLS M29-T2)"2

Perigos:

Classificacdes de perigo: Perigoso para 0 ambiente aquatico, perigo a longo prazo, Categoria 4

Adverténcias de perigo: H413: Pode provocar efeitos nocivos duradouros nos organismos aquaticos.

Recomendagdes de prudéncia: Prevengao: P273: Evitar a eliminagdo no meio-ambiente. P280: Usar luvas de protegao/vestuario de prote¢do/protecdo

ocular. Resposta: P391: Recolher o produto derramado. Perigoso para o ambiente aquatico. Armazenamento: P404: Armazenar em recipiente

fechado. Eliminagéo: P501: Eliminar o contetido numa incineradora de residuos aprovada. Consulte a Ficha de Dados de Seguranga deste

produto (SDS-A7564), disponivel através do numero de telefone 1-734-487-8300.

Palavra-sinal: Aviso

Colhelta e manuseamento de amostras
0 soro ndo hemolisado é a amostra preferivel. As amostras devem ser colhidas de acordo com o documento NCCLS H4-A3.13

2. Os anticoagulantes, como citrato e EDTA, ligam o calcio que é necessario para a atividade da amilase. N&o deve ser utilizado plasma com estes
anticoagulantes.

3. A amilase no soro mantém-se estavel durante uma semana a temperatura ambiente (18-25°C) e durante dois meses quando armazenada refrigerada a 2-
8°C.14
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Interferencias

1. Diversos medicamentos e substancias afetam a determinagéo de amilase. 516 Young et al publicaram uma lista exaustiva destas substancias.!”

2. A macroamilase na amostra pode causar a medi¢&o de hiperamilasemia, o que pode resultar num falso diagndstico de pancreatite aguda. No entanto, geralmente néo
se verificam sintomas clinicos associados & macroamilasemia.®

3. Verificou-se que a bilirrubina (30 mg/dL) e a hemoglobina (500 mg/dL) tém um efeito negligencidvel neste procedimento.

4. Foi apurado que as amostras lipémicas até 1000 mg/dL n&o tém qualquer efeito nas determinagdes de amilase sérica.'®

Materiais fornecidos
Reagente de amilase (CNPG3).

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

1. Analisador Yumizen C560 e Manual de utilizagdo

2. Controlo de quimica, nimero de catalogo C7592-100

Limitacoes

1. As amostras que excedem o limite de linearidade (2000 U/L) devem ser diluidas com um volume igual de solugéo salina, novamente submetidas a ensaio e o resultado
deve ser multiplicado por dois.

2. A macroamilase na amostra pode causar a medi¢&o de hiperamilasemia, o que pode resultar num falso diagnéstico de pancreatite aguda. No entanto, geralmente ndo
se verificam sintomas clinicos associados & macroamilasemia. 8

Calibragio

O procedimento é padronizado através da capacidade de absor¢do milimolar do 2-cloro-p-nitrofenol, que é de 12,9 a 405 nm nas condi¢des de teste descritas.

Controlo da qualidade

A validade da reag&o deve ser monitorizada utilizando soros de controlo com valores de amilase normais e anormais conhecidos. Estes controlos devem ser efetuados, pelo

menos, em cada turno de trabalho em que sejam realizados ensaios de amilase. Recomenda-se que cada laboratorio estabelega a sua propria frequéncia de determinagao

de controlo.

Os requisitos de controlo de qualidade devem ser executados em conformidade com os requisitos de acreditagéo e regulamentagao local, estatal e/ou federal.

Valores esperados

Soro: 25-125 U/L para um método cinético semelhante.20 Uma vez que os valores esperados séo afetados pela idade, sexo, dieta e localizagdo geografica, cada
laboratério é vivamente incentivado a estabelecer o seu préprio intervalo de referéncia para este procedimento.

Desempenho

1. Intervalo do ensaio: 1-2000 U/L

2. Comparagéo: Foi realizado um estudo entre o Yumizen C560 e um analisador e método semelhantes, com os seguintes resultados:

Método Amilase
N 85
Amilase média (U/L) 127,2
Intervalo (U/L) 9-1856
Desvio padrdo 257,0
Andlise de regresséo y =0,964x-6,5
Coeficiente de correlagdo 0,9981

3. Precis@o: Foram realizados estudos de precisdo utilizando o analisador Yumizen C560 na sequéncia de uma modificagéo das diretrizes constantes do
documento NCCLS EP5-T2.2

No mesmo dia Total
Amostra Low MID HIGH Amostra Low MID HIGH
N 20 20 20 N 40 40 40
Média 2379 679,9 1918,5 Média 2429 558,6 1988,0
Desvio padréo 0,9 6,8 6,1 Desvio padrdo 6,3 17,2 37,6
Coeficiente de variagdo (%) 0,4% 1,0% 0,3% Coeficiente de variagdo (%) 2,6% 3,1% 1,9%
Sensibilidade: Limite de detegao de 2 DP (95% de Conf) =1 U/L
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PARAMETROS DE QUIMICA
Quim: AMIL N.C: 204 Tipo de amostra: Soro
Quimica: Amilase Nome em letra de  AMIL
imprensa:

Tipo de reagéo: Cinética Direcdo dereagdo:  Positiva
Onda pri: 412 Onda sec:
Unidade: UL Decimal 0
Tempo de branco: 0 0 Tempo dereagdo: 19 33

Vol. amostra Aspirado Diluente Vol. reagente Diluente
Padréo: 30 u uL uL R1: 120 uL - uL
Diminuido: — uL uL uL R2: - uL - uL
Aumentado: — uL uL uL R3: - uL - uL

[J Branco da M Repeticao R4: — u - uL

amostra automatica
Ajuste de declive/desvio
Declive: 1 Desvio: 0

Intervalo de linearidade (padréo) 1 2000 Limite de linearidade: 03
Intervalo de linearidade (diminuido) . Reduc&o de substrato: 25000
Intervalo de linearidade (aumentado) . Abs de branco misturado:
Abs de branco R1: . Tempo para destapar
Resposta de branco: . Limite de alarme do reagente:
Quimica dupla: O Extens&o linear da enzima
[ Verificagdo prozona o Verificagdo de taxa o Adig3o de antigénio
Q1 Q2 Q3: Q4:
PC: ABS:
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PARAMETROS DE CALIBRAGAO

Defini¢ao do calibrador
Calibrador: * N.° do lote: *

Data de validade:

Carrossel Pos
Carrossel de amostras 1
Carrossel de amostras 2
Carrossel de amostras 3
Reagente/Calibragio

Data de
) validade
Agua A * * AMIL 0 UL

Conc Unidade

[=)
c
3

Calibrador Pos N.° do lote

Configuracio da calibracio
Quim: AMIL

Definicdes da calibracdo

Modelo matematico: Fator K
Fator: 3178 Réplicas: 1

Limites de aceitacéo
Tempo cal: 24 Hora

Dif declive: DP:
Sensibilidade: Repetibilidade:

Deter coef:

Calib. auto.

[ Frasco trocado [ Lote trocado O Tempo cal

Recomenda-se que dois niveis de material de controlo sejam submetidos a ensaio diariamente.

* Indica parametros definidos pelo utilizador. Certificada para executar reagentes

Os reagentes Pointe séo certificados para

) . o fabricados de acordo com parametros
[REF] 14-A7564-120 Fabricado por HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand 8C serem p
5449 Research Drive Canton. Ml 48188 EIE . _/Y especificados. Qualquer produto de reagente
' Pointe que ndo cumpra as especificacdes até a

data de validade indicada sera regularizado
imediatamente sem quaisquer custos.

Fabricado por HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand
5449 Research Drive, Canton, MI 48188
Legenda dos simbolos

. @ Utiizarat (AAAA-MM-DD) Lote e codigo Nimero de catalogo
Representante Europeu Autorizado: ’ C € [1i]

. M Fabricante /ﬂ[ Limite de temperatura Consulte as instrugdes de utilizagao
Obelis s.a.

Boulevard Genéral Wahis 53 Dispositivo médico de diagnéstico in vitro  Rx Only: Utilizagao apenas mediante
1030 Brussels, BELGICA receita médica
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