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AMILASE CNPG Liquiform
INDICAÇÃO MÉDICA DO EXAME

A determinação da amilase em amostras de sangue, urina e outros líquidos biológicos são testes úteis no diagnóstico da pancreatite aguda e suas complicações.

PRINCÍPIO

A (-Amilase hidrolisa o substrato 2-cloro-p-nitrofenil-(-D-maltotriosídeo (CNPG3), liberando 2-cloro-4-nitrofenol (CNP) e formando 2-cloro-4-nitrofenil-(-D-maltosídeo (CNPG2), maltotriose (G3) e glicose (G). A velocidade de formação de 2-cloro-4-nitrofenol pode ser medida fotometricamente e proporciona uma medida direta da atividade da (-Amilase na amostra.

AMOSTRA

Preparo do paciente

Não é necessário preparo especial.

Tipos de amostra

Usar soro, plasma (colhido em heparina), urina (colhida em intervalo de 2 a 24 horas) e líquidos (ascítico, duodenal ou pleural). Amostras contendo citrato, EDTA ou oxalato não devem ser usadas porque estes anticoagulantes reduzem a atividade da amilase, produzindo resultados falsamente diminuídos.

Quando se determina a amilase na amostra de uma micção, deve-se também determinar a creatinina na mesma amostra. O resultado deverá ser reportado como Relação Amilase/Creatinina (U/g), com o objetivo de compensar as variações da atividade da amilase em amostras obtidas em cada micção. 

Armazenamento e estabilidade da amostra

A atividade enzimática é estável por 7 dias entre 15 – 25 ºC e por vários meses entre 2 – 8 ºC. 

As amostras de urina devem ser armazenadas entre 2 – 8 ºC. Não adicionar preservativos. Outros líquidos biológicos também devem ser colhidos sem preservativo.

Volume mínimo

(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise)

Volume ideal

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise)

Critérios para rejeição da amostra

Presença de hemólise ou sinais de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de colheita, separação e distribuição de material. 

PRODUTO UTILIZADO

Amilase CNPG Liquiform, Catálogo 142

ANVISA - 10009010053
Labtest Diagnóstica

Av. Paulo Ferreira da Costa, 600

Lagoa Santa, MG, 33400-000

Substrato: Armazenar entre 2 – 8 ºC. 
Contém tampão ≤ 100 mM; pH 6,2; 2-cloro-p-nitrofenil-(-D-maltotriosídeo 560 µM; cloreto de sódio 350 mM; acetado de cálcio 6,0 mM; tiocianato de potássio 900 mM e azida sódica 14,6 mM. 
 Precauções e cuidados especiais

1. Os cuidados habituais de segurança devem ser aplicados na manipulação do reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

2. Os reagentes não abertos, quando armazenados nas condições indicadas são estáveis até a data de expiração impressa no rótulo. Durante o manuseio, os reagentes estão sujeitos à contaminação de natureza química e microbiana que podem provocar redução da estabilidade. O laboratório deve estabelecer a estabilidade em suas condições operacionais.
3. Pipetar o substrato com a boca, soprar no substrato, usar material contaminado com saliva e suor e conversar junto ao frasco destampado são ações que podem contaminar o reagente com quantidades microscópicas de saliva ou suor, capazes de deteriorar irreversivelmente o substrato.

4. Como ocorre em todo reação enzimática, a rigorosa observação do tempo e da temperatura de incubação é de grande importância para a qualidade dos resultados obtidos. 

5. Estudos de estabilidade mostraram que a absorbância do substrato medida contra a àgua, apresenta um acréscimo de 0,0015 por mês. Elevações repentinas da absorbância do substrato indicam contaminação e sua utilização deve ser suspensa.

EQUIPAMENTOS  

Procedimento manual

1. Fotômetro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatidão a absorbância em 405 nm.
2. Pipetas para medir amostras e reagentes. 

3. Cronômetro.

4. Calibrador – Linha Calibra H – Ref. 80, Labtest.

Procedimento automatizado 

Indicar o nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento analítico; fazer referência ao manual ou POP de procedimentos do mesmo. 

Procedimento alternativo

Indicar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Enumerar as diferenças esperadas quando procedimentos manuais substituem procedimentos automatizados.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais para controle interno e externo da qualidade (fabricante, número de catálogo), instruções de preparo e frequência da utilização dos mesmos.

Limites de tolerância

Descrever o procedimento para definição dos limites de tolerância, o sistema adotado para utilização do mapa de Levey-Jennings e das regras de controle e as providências a serem tomadas diante de valores que ultrapassem tais limites. Fazer referência ao manual ou POP de procedimentos para utilização dos materiais de controle.

Verificação de novo lote de controles e/ou reagentes

Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e de reagentes.

Gerenciamento dos dados 

Definir como os dados relativos ao controle da qualidade são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

PROCEDIMENTO

Para a dosagem na urina, ajustar para pH entre 7,0 e 7,4 usando carbonato de sódio sólido quando o pH for menor que 7,0 e fosfato monopotássico sólido quando for maior que 7,4.

Procedimento manual

1. Tomar 2 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

	
	Teste
	Controle

	Substrato (nº 1)

	0,5 mL
	0,5 mL


2. Colocar em banho-maria a 37 ºC durante 2 minutos. O nível da água no banho deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio.

	Amostra
	0,01 mL
	-----


3. Misturar e incubar em banho-maria a 37 ºC durante EXATAMENTE 7 minutos e 30 segundos (cronometrados).

	Reagente de Cor de Uso
	0,5 mL
	0,5 mL

	Água destilada ou deionizada
	4,0 mL
	4,0 mL


4. Misturar e esperar 5 minutos.

5. Determinar as absorbâncias do teste e controle em 660 nm ou filtro vermelho (620 a 700 nm), acertando o zero com água destilada. A cor é estável por 30 minutos.

Procedimento automatizado

Fazer referência ao manual ou POP de procedimentos do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Precauções e cuidados especiais

1. Para manusear e descartar reagentes e material biológico, aplicar as normas estabelecidas de segurança. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.
2. A limpeza e secagem adequadas do material são fatores fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtenção de resultados corretos. Fazer referência ao manual ou POP de procedimentos para limpeza e verificação da qualidade da limpeza dos materiais.
3. A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para preparar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade (1 megaohm ou condutividade (1 microsiemens e concentração de silicatos (0,1 mg/L (água tipo II). Para o enxágüe da vidraria a água pode ser do tipo III, com resistividade (0,1 megaohms ou 
condutividade (10 microsiemens. No enxágüe final utilizar água tipo II. Quando a coluna deionizadora está com sua capacidade saturada ocorre a produção de água alcalina com liberação de vários íons, silicatos e substâncias com grande poder de oxidação ou redução que deterioram os reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisível. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da água. Fazer referência ao manual ou POP de água reagente.
4. Como ocorre com toda reação enzimática, a rigorosa observação do tempo e da temperatura de incubação é de grande importância para a qualidade dos resultados obtidos. A diferença de 1 minuto no tempo de incubação, introduz um erro de 13,3% nos resultados.

CÁLCULOS

Ver Linearidade.

     Ac - At

 Amilase (Unidades/dL)  = 

        Ac

Ac: Absorbância do controle

At: Absorbância do teste

Unidades/dL x V

 Amilase urinária (Unidades/hora)  = 

     H x 100

V: volume de urina em ml

H: número de horas em que foi coletada a urina

RESULTADOS

Unidade de medida

U/dL

Valores de referência

Soro: 
60 a 160 U/dL

Urina: 
50 a 140 U/hora

Definição de Unidade: uma unidade é igual à quantidade de enzima que hidrolisa totalmente 10 mg de amido em 30 minutos a 37 ºC.

Valores de referência não são aplicáveis aos outros líquidos biológicos, uma vez que a presença de atividade da amilase, em qualquer quantidade, é considerada anormal.

Valores críticos

Valores maiores que 3 vezes o limite superior de referência indicam aumento considerável da atividade da amilase sérica. Incluir o procedimento a ser adotado diante de um resultado crítico. 

LIMITAÇÕES DO PROCEDIMENTO

Linearidade

O resultado da medição é linear até 400 U/dL. Para valores superiores diluir a amostra com NaCI 150 mmol/L e repetir a determinação. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição. Diluir a amostra de tal modo que o valor encontrado se situe entre 80 e 320 U/dL. Indicar o procedimento de diluição utilizado no laboratório.
Interferências

1- Valores de Bilirrubina acima de 5 mg/dL, Hemoglobina acima de 30 mg/dL e Triglicérides  acima de 250 mg/dL produzem resultados falsamente diminuídos.

2- Medicamentos colinérgicos, narcóticos (morfina) e analgésicos análogos, álcool e diuréticos tiazídicos produzem resultados falsamente elevados da amilase sérica. A presença de macroamilase na amostra de soro, que é resultante da complexação da amilase com proteínas de elevado peso molecular, tais como imunoglobulinas, pode produzir resultados falsamente elevados na ausência de pancreatite. 

3- Para revisão das formas fisiopatológicas e medicamentosas de interferência nos resultados e na metodologia, sugere-se consultar  Clin Chem 1975; 21:1D-432D.

SIGNIFICADO CLÍNICO 

A amilase sanguínea provém de duas fontes principais: pâncreas e glândulas salivares. Outras fontes potenciais de amilase sérica são os órgãos de reprodução e o fígado. 

A elevação da amilase sérica não é um achado específico da pancreatite e causas não pancreáticas de hiperamilasemia podem dificultar a interpretação dos resultados em alguns casos. Estes incluem lesões inflamatórias envolvendo as glândulas salivares, tais como a parotidite epidêmica, úlcera péptica perfurada, envolvendo ou não o pâncreas, infarto ou obstrução intestinal, colelitíase, peritonite, apendicite aguda, cetoacidose diabética, carcinoma extrapancreático (especialmente de esôfago, pulmão e ovário), gravidez ectópica rota, insuficiência renal e macro-amilasemia. Nesta última condição, a amilase não se encontra elevada na urina. 

A determinação da amilase sérica e urinária são os testes mais úteis para o diagnóstico da pancreatite e em muitos casos a relação entre as depurações da amilase e da creatinina pode ser útil no diagnóstico da pancreatite aguda e pancreatite recorrente. Neste caso, o valor da relação se encontra entre 7,0 e 15,0%.
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