a-Amilasa CC  FS~

Reactivo de diagndstico para la determinacién cuantitativa

en equipos fotométricos

Informacion de Pedido

Ne° de pedido Tamafio del envase

10501 99 10 021 R1 5Xx 20mL + R2 1x 25 mL
10501 99 10 026 R1 5x 80mL + R2 1x 100 mL
10501 99 10 023 R1 1x 800mL + R2 1x 200 mL
10501 99 10 704 R1 8 X 50mL + R2 8x 12,5 mL
10501 99 10 930 R1 4 x 20mL + R2 2x 10 mL

1050199 10 921 4 x 120 test

Resumen [1,2]

Las a-amilasas son enzimas hidroliticas que transforman el almidén en
maltosa. En el cuerpo humano las o—amilasas se originan en diferentes
érganos: la amilasa pancreética es producida por el pancreas y liberada en el
tracto intestinal, la amilasa salival se sintetiza en las glandulas salivales y
secretadas en la saliva. La amilasa presente en la sangre se elimina a través
del rifién y es excretada en la orina. Por consiguiente, la elevaciéon en la
actividad sérica esta reflejada en un incremento de la actividad de la amilasa
urinaria.

La medicién de la a-Amilasa en suero y orina es utilizada principalmente para
el diagndstico de desérdenes pancreaticos asi como también para detectar el
desarrollo de complicaciones. En la pancreatitis aguda la actividad de
amilasa pancreatica sanguinea se incrementa a las pocas horas después del
ataque de dolor abdominal, alcanza el maximo aprox. después de 12 horas y
regresa a valores dentro del rango de referencia a mas tardar después de
5 dias. La especificidad de a-amilasa para los desérdenes pancreéaticos no
es muy alta debido a que niveles elevados también son medidos en varias
enfermedades no—pancredticas, por ejemplo, parotiditis e insuficiencia renal.
Por consiguiente, para la confirmacion de una pancreatitis aguda debe
realizarse adicionalmente la medicion de la lipasa.

Método

Los tests enzimaticos fotométricos utilizan el substrato 4,6-Etilideno-(G7)-p-
nitrofenil-(G1)-a-D-maltoheptaosido (EPS-G7) el que es dividido por la a-
amilasa en varios fragmentos. Estos, posteriormente, son hidrolizados en un
segundo paso por la a-glucosidasa produciendo glucosa y p-nitrofenol. El
incremento en la absorbancia representa el total (pancreatica y salival) de la
actividad de la amilasa en la muestra [3,4].

Principio

5EPS-G7 + 5H0 < OAmiasa 2 Etilideno-G5 + 2 G2PNP

+ 2 Etilideno-G4 + 2 G3PNP
+ Etilideno-G3  + G4PNP

2G2PNP + 2G3PNP + G4PNP + 14 H,0 <8-Glucosidasa, spnp+ 14 G

(PNP = p-Nitrofenol, G =Glucosa)

Reactivos

Componentes y Concentraciones

R1: Solucién amortiguadora pH 7,15 0,1 mol/L
NaCl 62,5 mmol/L
MgCI2 12,5 mmol/L
a-Glucosidasa >2 kU/L

R2: Solucién amortiguadora pH 7,15 0,1 mol/L
EPS-G7 8,5 mmol/L

Instrucciones de Almacenamiento y Estabilidad del Reactivo

Los reactivos son estables hasta el final del mes indicado como fecha de
expiracion, si es almacenado entre 2 — 8 °C, protegido de la luz y si se evita
la contaminacion. iNo congelar los reactivos!

Advertencias y Precauciones

1. Lasalivay la piel contienen a-amilasa, por consiguiente nunca pipetear
los reactivos con la boca y evite el contacto de la piel con los reactivos.

2. Los reactivos contienen azida de sodio (0.95 g/L) como conservante.
iNo ingerir! Evitar el contacto con la piel y las membranas mucosas.

3. El reactivo 1 contiene material biologico. Tratar el producto como
potencialmente infeccioso segun las precauciones universales y la
buena practica de laboratorio.

4. Excepcionalmente pueden obtenerse valores erréneos en muestras de
pacientes con gammapatias [8].

5. Consultar las fichas de seguridad de los reactivos y observar todas las
medidas de precaucioén necesarias para la manipulacion de reactivos
de laboratorio. Para un correcto diagnéstico, se recomienda evaluar los
resultados segun la historia médica del paciente, los exdmenes clinicos
asi como los resultados obtenidos con otros parametros.

6. iUnicamente para el empleo profesional!
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In Vitro de a-amilasa en suero, plasma u orina

Manipulacién de Desechos
Por favor remitase a los requerimientos legales locales.

Preparacion del Reactivo

Inicio con Sustrato
Los reactivos son listos para usar.

Inicio con muestra

Mezclar 4 partes de R1 + 1 parte de R2

(p. €j. 20 mL R1 + 5 mL R2) = mono reactivo

Estabilidad: 6meses de 2a8°C
4 semanas de 15 a 25 °C

iEl mono reactivo debe ser protegido de la luz!

Materiales requeridos pero no suministrados
Solucién de NaCl 9 g/L
Equipo general de laboratorio

Tipo de muestra
Suero, plasma heparinizado o con EDTA, orina
Estabilidad en suero o plasma [5]:

7 dias de 20a25°C
7 dias de 4a8°C
1 afio a -20°C
Estabilidad en orina [5]:

2 dias de 20a25°C
10 dias de 4a8°C
3 semanas a -20°C

iCongelar sélo una vez!
iDesechar las muestras contaminadas!

Procedimiento del Ensayo
Hay disponibles a peticion aplicaciones para sistemas automaticos.

Longitud de onda Hg 405 nm

Paso 6ptico lcm

Temperatura 37°C

Medicién Contra blanco de reactivo

Inicio con sustrato

Suero/Plasma Orina
Blanco Muestra Blanco  [Muestra

Muestra/Calibrador - 20 pL - 10 L
Aqua destilada 20 pL - 10 uL -
Reactivo 1 1000 pL 1000 pL | 1000 pL | 1000 pL
Mezclar, incubar durante aprox. 1 min., luego afiadir:
Reactivo 2 | 250 L 250l | 250uL 250 pL

Mezclar, leer la absorbancia después de 2 min. (37 °C) y empezar a
cronometrar. Leer nuevamente la absorbancia después de 1, 2, y 3 min.

Inicio con muestra

Suero/Plasma Orina
Blanco Muestra Blanco Muestra
Muestra/Calibrador - 20 pL - 10 L
Agua destilada 20 pL - 10 uL -
Monoreactivo 1000 pL 1000 pL 1000 pL | 1000 pL

Mezclar, leer la absorbancia después de 2 min. (37 °C) y empezar a

cronometrar. Leer nuevamente la absorbancia después de 1, 2, y 3 min.

Célculo

Con factor

De las lecturas de absorbancia calcular AA/min. y multiplicar por el
correspondiente factor de la tabla de méas abajo:

AA/min. x factor = Actividad de la Amilasa [U/L]

Inicio con sustrato Inicio con muestra
Suero/Plasma 5670 4554
Orina 11250 9018

Con calibrador

AA / min Muestra

- Amyl U/L]= ———————
a mylase [U/L] AA / min Calibrador

x Conc. Calibrador [U/L]

* Complete color = Coloracién completa
** Fluid Stable = liquido estable



Factor de conversion
a-Amilasa [U/L] x 0,0167 = a-Amilasa [pkat/L]

Calibradores y Controles

Para la calibracién de sistemas fotométricos automatizados se recomienda
utilizar el calibrador DiaSys TruCal U. Este método ha sido estandarizado
frente a la férmula original de la IFCC [International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine] de 1998. Para el control interno de
calidad deben utilizarse los controles DiaSys TruLab N y P como TruLab
Orina. Cada laboratorio deberia establecer medidas correctoras en caso de
obtener valores fuera del intervalo preestablecido.

Caracteristicas

Rango de medida

Comparacion de métodos

DiaSys

Diagnostic Systems

Una comparacion entre DiaSys a-Amilasa CC FS (y) con el método
recomendado de rutina (x) utilizando 51 muestras dio los siguientes

resultados:
y =0,964 x - 2,455 U/L; r = 0,998

Una comparacion entre DiaSys a-Amilasa CC FS (y) y un test
comercialmente disponible (x) utilizando 51 muestras dio los siguientes

resultados:
y=1,031x- 3,613 U/L; r = 0,994

Valores de referencia [6]

N° de pedido Presentacion Mujeres Hombres
TruCal U 59100 99 10 063 20 x 3mL Suero/Plasma <100 U/L <100 U/L
59100 99 10 064 6 x 3mL (< 1,67 pkat/L) (< 1,67 pkat/L)
TruLab N 59000 99 10 062 20 x 5mL Orina < 447 U/L < 491 U/L
59000 99 10 061 6 x 5mL (< 7,45 pkat/L) (< 8,18 pkat/L)
TruLab P 59050 99 10 062 20 x 5mL ) . o
59050 99 10 061 6 x 5mL Cada laboratorio debe comprobar si los valores de referencia indicados son
TruLab Orina Nivel 1 59170 99 10 062 20 x 5mL adecuados para sus pacientes y si es necesario, determinar sus propios
59170 99 10 061 6 X 5mL valores de referencia.
TruLab Orina Nivel 2 59180 99 10 062 20 x 5mL T "
59180 99 10 061 6 x 5mL Bibliografia
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