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Medica

Uso previsto
Para la determinacion cinética cuantitativa de la actividad de o-amilasa en suero humano, utilizando el analizador Yumizen C560. 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 yodomeétrico introducido por Wohlegemuth en 1908." Somogyi introdujo un procedimiento en 1938 que estandarizd las cantidades de
almidon y yodo.2 Su trabajo se convirid en la base para los métodos amiloclasticos y sacarogénicos ampliamente ufilizados e introducidos en 19563 y 1960+ respectivamente. Las desventajas de estos métodos
incluian largos tiempos de incubacién, interferencia de glucosa enddgena y colores de reaccion inestables., lo que daba como resultado una pobre reproducibiidad y confiabilidad.
En 1967, Rinderknecht et al introdujeron un método de almidon acoplado a tinteS, que era relativamente simple de realizar. Sin embargo, el procedimiento usaba un sustrato insoluble, carecia de linealidad y atn
requeria centrifugacion o filtracion.
Se han introducido procedimientos turbidimétricos® que son relativamente rapidos, pero requieren instrumentacion especial y tienen dificultad para producir soluciones de almidén estables y reproducibles.
Se han sugerido varios procedimientos enzimaticos™, incluido uno que utilizd el sustrato definido maltotetraosa.® Estos métodos representaron una mejora significativa en la medicion de la amilasa, pero atin estaban
stjetos a tiempos de preincubacion relativamente largos, la posible interferencia de la glucosa enddgena 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 a~amilasa en un procedimiento que elimind la interferencia de la glucosa y el piruvato endégenos.
Se han utilizado una variedad de enzimas de acoplamiento para hidrolizar los oligosacaridos de cadena corta resitantes de la actividad 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 maltotriosa. La reaccion de la amilasa con este sustrato da como resultado la formacion de 2-cloro-p-nitrofenol, que se
puede medir espectrofotométricamente a 405 nm. Esta reaccion procede muy rapidamente, no se requieren enzimas de acoplamiento y los factores enddgenos no inhiben facilmente la reaccion.
Principio

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

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

Reactivos
Disolucién amortiguadora MES, pH 6,0+0,1, 2-cloro-p-nitrofenil-a--D-maltotriosido 1,8 mM, cloruro de sodio 350 mM, acetato de calcio 6 mM, tiocianato de potasio 900 mM, azida sédica al 0,1% (véase la
seccion "Precauciones’).

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

Estabilidad y almacenamiento de los reactivos
Guarde el reactivo a una temperatura de 2-8°C. El reactivo es estable hasta la fecha de caducidad si se almacena segun las instrucciones. Una vez colocado en el carrusel de reactivos refrigerado (2-
10°C), el reactivo es estable durante 30 dias.

Deterioro de los reactivos

No lo use si:

1. Laabsorbancia del reactivo de frabajo 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 parametros establecidos de rendimiento.

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

Precauciones y peligros

1. Estekitde reactivos esta disefiado exclusivamente para el diagndstico in vitro.

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

3. Todas las muestras y controles deben manipularse como potencialmente infecciosos, utilizando procedimientos de laboratorio seguros. (NCCLS M29-T2)12

Peligros:

Clasificacion de peligros: Peligroso para el medio ambiente acudtico, peligro a largo plazo, Categoria 4

Indicaciones de peligro: H413: Puede causar efectos nocivos duraderos para la vida acuatica.

Consejos de prudencia: Prevencién: P273: Evitar su liberacion al medio ambiente. P280: Use guantes protectores/ropa protectoralproteccion ocular. Respuesta: P391: Recoger los derrames.

Peligroso para el medio ambiente acuético. Almacenamiento: P404: Aimacene en un recipiente cerrado. Eliminacion: P501: Elimine el contenido en una planta de efiminacion de desechos

aprobada. Véase la ficha de datos de seguridad de este producto (SDS-A7564) disponible llamando al (+1)-734-487-8300. Palabra de advertencia:

Extraccion y manipulacion de muestras Advertencia
1. Lamuestra de eleccion es el suero no hemolizado. Las muestras deben extraerse de conformidad con el documento NCCLS H4-A3.%

2. Los anticoagulantes, como el citrato y el EDTA, se unen al calcio que se necesita para la actividad de la amilasa. No se debe utilizar plasma con estos anticoagulantes.
3. Laamiasa 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. Unaserie de farmacos y sustancias afectan a la determinacion de la amilasa. 56 Young et al han publicado una lista completa de dichas sustancias.”
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2. Lamacroamiasa en la muestra puede causar una hiperamilasemia medida, que podria conducir a un falso diagnéstico de pancreatiis aguda. Sin embargo, no suele asociarse ninglin sintoma clinico a la
macroamilasemia.’®

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

4. Sehainformado 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 C560 y manual de instrucciones

2. Control quimico, numero de catélogo C7592-100

Limitaciones

1. Lasmuestras 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. Lamacroamiasa 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 a la
macroamilasemia.'é

Calibracion

El procedimiento se estandariza mediante la absortividad milimolar del 2-cloro-p-nitrofenol que es de 12,9 a 405 nm en las condiciones de ensayo descritas.

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 UIL para un método cinético similar.2 Dado que los valores esperados se ven afectados por la edad, el sexo, la dieta y la ubicacion geografica, se recomienda encarecidamente que cada
laboratorio establezca su propio rango de referencia para este procedimiento.

Rendimiento

1. Rango del ensayo: 1-2000 UL
2. Comparacion: Se realiz un estudio entre el Yumizen C560 y un analizador y método similar, que dio como resultado lo siguiente:

Método Amilasa
N 85
Amilasa Media (ULL) 1272
Rango (UL) 9-1856
Desviacion estandar 2570
Andlisis de regresion y=094x-65
Coeficiente de correlacion 09981
3. Precision: Los estudios de precision se realizaron, utilizando el analizador Yumizen C560 siguiendo una modificacion de las pautas del documento del NCCLS EP5-T2.2!
Intraserial Total
Muestra BAJO MEDIO ALTO Muestra BAJO MEDIO ALTO
N 2 2 2 N 40 40 40
Media 2379 6799 19185 Media 2429 558,6 1988,0
Desviacion estandar 09 68 6,1 Desviacion estandar 6,3 172 376
Coeficiente de variacion (%) 04% 1,0% 03% Coeficiente de variacion (%) 26% 31% 1,9%
4. Sensiiidad: Limite de deteccion 2D (95% Conf) = 1 UL
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HORIBA
PARAMETROS QUIMICOS

Quim: AMYL N.°: 204 Tipo de muestra: Suero
Quimica: Amilasa Imprimir nombre: AMYL
Tipo de reaccion: Cinética Direccion de reaccién:  Positivo
Onda Pri: 412 Onda Sec:
Unidad: UL Decimal 0
Tiempo de blanco: 0 0 Tiempo de reaccion: 19 33

Vol. de la muestra Aspirado Diluyente Vol. del reactivo Diluyente
Estandar: 30 uL uL uL R1: 120 uL — uL
Reducido: uL uL uL R2: — uL - uL
Aumentado: uL uL uL R3: — uL - uL

[0 Muestra en M Reproceso R4: — uL - uL

blanco automético

Ajuste de pendiente/compensacion
Pendiente: 1 Compensacion: 0

Rango de linealidad (Estandar) 1 2000 Limite de linealidad: 03
Rango de linealidad (Reducido) . Agotamiento del sustrato: 25000
Rango de Iinealidad o Abs de blanco mixto:
(aumentado)
Abs de blanco de R1: o Hora de destape
Respuesta de blanco: o Limite de alarma del reactivo:
Quimica idéntica: [ Extension lineal de enzimas
O Comprobacion de prozona o Verificacion de tasa o Adicion de antigeno
Q1 Q2: Q3: Q4:
PC: ABS:
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PARAMETROS DE CALIBRACION

Definicion de calibrador
Calibrador: *

*

Fecha caduc:

Carrusel Pos
Carrusel de muestras 1
Carrusel de muestras 2
Carrusel de muestras 3
Reactivo/Calibracion

Calibrador Pos. N.° Lote

N.° de lote: *

Fecha caduc Quim Conc Unidad

Agua A *

Configuracion de calibracion
Quim: AMYL

Configuracién de la calibracion
Modelo Mat: K Factor
Factor: 3178 Réplicas:

Limites de aceptacion

Tiempo Cal: 24 Hora
Dif. Pendiente: SD:
Sensibilidad: Repetibilidad:

Coef. Deter:

Auto Calib.

[ Frasco cambiado [J Lote cambiado [ Tiempo Cal

* AMYL 0 UL

Se recomienda analizar diariamente dos niveles de material de control. Certificado para emplear reactivos

* Indica el parametro definido por el usuario.

5449 Research Drive Canton, MI 48188

Los reactivos Pointe estan certificados para ser fabricados
de acuerdo con los parametros especificados. Cualquier

14-A7564-120 Fabricado por HORIBA Instruments Incorporated - Pointe Brand ) /ﬁf & producto de reactivo Pointe que no cumpla conlas
¢

especificaciones hasta la fecha de vencimiento indicada se
reparara de inmediato sin cargo.

Fabricado por HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand
5449 Research Drive, Canton, MI 43188

Obelis s.a.

Boulevard Général Wahis 53

1030 Brussels, BELGICA

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

Clave de simbolo

e % Usar antes de (AAAA-MM-DD) Lote y codigo de lote Numero de
Representante Europeo Autorizado: ’ c € catélogo

d Fabricante /}f Limitacion de temperatura [:E] Consultar instrucciones de uso
Dispositivo médico para diagnostico in vitro Rx Only: Venta exclusiva con
receta médica
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