AMILASE CNPG Liquiform

Instrugoes de Uso

Finalidade . Sistema para determinagéo da a-Amilase em amostras
de sangue, urina e outros liquidos bioldgicos.

Uso profissional.

[Somente para uso diagndstico in vitro]

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

o-amilase
10 CNPG3 — » 9CNP + 1 CNPG2 + 9G3 + 1G

Caracteristicas do sistema . 0s métodos mais recentes para
determinacdo da a-Amilase se baseiam na produgdo de p-nitrofenol a
partir da hidrolise de substratos oligossacarideos bem definidos, com
grupos blogueadores ligados ao residuo de carboidrato terminal. A agao
hidrolitica da o-Amilase nesses oligossacarideos produz varias cadeias
de tamanhos diferentes, sendo necessaria acoplar reagoes enzimaticas
auxiliares para liberar o p-nitrofenol. Em muitos casos, a presenca de
tragos de amilase como contaminante das enzimas auxiliares diminui
consideravelmente a estabilidade desses substratos.

0 ensaio proposto utiliza um substrato cromogénico, 2-cloro-p-
nitrofenol, ligado a maltotriose. A o-Amilase atua diretamente nesse
substrato, liberando uma quantidade maior que 90% do croméforo CNP,
cuja velocidade de formagéo pode ser medida em modo cinético. Utiliza-
se um substrato em meio liquido, que n&o requer o emprego de enzimas
auxiliares para a formacdo do produto corado, obtendo-se entdo uma
prolongada estabilidade do substrato.

0 sistema Labtest ¢ facilmente aplicavel em analisadores automaticos e
semiautomaticos capazes de medir uma reagdo cinética em 405 nm.
A elevada linearidade do ensaio diminui consideravelmente o nimero de
amostras que necessitam ser diluidas.

Metodologia .
(CNPG3).

Substrato  2-cloro-p-nitrofenil-o.-D-maltotriosideo

Reagente

1. - Substrato - Armazenar entre 2-8°C

Contém tampao <100 mM, pH 6,2; 2-cloro-p-nitrofenil-o.-D-
maltotriosideo 560 uM; cloreto de sodio 350mM; acetato de célcio
6,0 mM; tiocianato de potassio 900 mM e azida sddica 14,6 mM.
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0 reagente ndo aberto, quando armazenado nas condicoes indicadas, é
estdvel até a data de expiragdo impressa no rétulo. Durante o manuseio 0s
reagentes estao sujeitos a contaminagoes de natureza quimica e
microbiana que podem resultar na reducéo da estabilidade.

Precaucoes e cuidados especiais

Acoes como pipetar o substrato com a boca, soprar no substrato, usar
material contaminado com saliva, suor e conversar junto ao frasco
destampado podem contaminar o reagente com quantidades
microscopicas de saliva ou suor, capazes de deteriorar irreversivelmente
o substrato.

Como ocorre em toda reagdo enzimética, a rigorosa observacdo do
tempo e da temperatura de incubagéo é de grande importancia para a
qualidade dos resultados obtidos.

Estudos de estabilidade mostraram que a absorbancia do substrato,
medida contra a 4gua, apresenta um acréscimo de 0,0015 por més.
Elevagoes repentinas da absorbdncia do substrato indicam
contaminacao e sua utilizacao deve ser suspensa.

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulacao do reagente. O reagente contém azida sddica que é toxica.
N&o ingerir e, no caso de contato com os olhos deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de agua e procurar auxilio
médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com
tubulagdes de chumbo ou cobre. Portanto, utilizar grande volume de dgua
paradescartar o reagente.

0 reagente contém também tiocianato de potassio, que é venenoso. Nao
ingerir. Em contato com substancias écidas, libera gases altamente
toxicos.

Materiais necessarios e nao fornecidos.

1. Fotometro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatidao a
absorbanciaem 405 nm.

2. Pipetas paramedir amostra e reagente.
3. Crondmetro.
4. Calibrador - Linha Calibra H - Ref. 80, Labtest.

Usar soro, plasma (heparina), urina e liquidos (ascitico, duodenal ou
pleural). Amostras contendo citrato, EDTA ou oxalato produzem
resultados falsamente diminuidos.
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A atividade enzimética ¢ estavel 7 dias entre 15 - 25 °C e 1 més entre 2 -
8°C. Nao usar amostras com sinais de contaminacao microbiana.

As amostras de urina devem ser recolhidas em intervalo de 2 a 24 horas.
Quando se determina a amilase na amostra de urina, deve-se também
determinar a creatinina na mesma amostra. O resultado devera ser
reportado como Relagdo Amilase/Creatinina (U/g) com o objetivo de
compensar as variagoes da atividade de amilase em amostras obtidas em
cada micccao. As amostras de urina devem ser armazenadas entre
2-8°C. Nao adicionar preservativo.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padréo (POP) para coleta,
preparacdo e armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros
devidos a amostra podem ser muitos maiores que erros ocorridos
durante o procedimento analitico.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, a0 manusea-las, devem-se seguir
as normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material bioldgico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias

Valores de bilirrubina até 10 mg/dL, hemoglobina até 200 mg/dL e
triglicérides até 1800 mg/dL ndo interferem significativamente na reagao.

Medicamentos colinérgicos, narcoticos (morfina) e alcool produzem
resultados falsamente elevados da amilase sérica.

A presenca de macroamilase na amostra de soro, que € resultante da
complexacéo da amilase com proteinas de elevado peso molecular, pode
produzir resultados falsamente elevados na auséncia da pancreatite.
Nestes casos ndo se observa aumento de atividade da amilase na urina.

Parametros para analisadores automaticos

Parametros Aplicagao
Tipo de Reagdo Cinética
Direcao da Reagao Crescente
A primario 405 nm
A segundario 700 nm
Temperatura 37°C
2 pontos
Calibragao Ponto 0: Branco (Agua deionizada/Salina)
Ponto 1: Calibrador 1
Modelo da Calibragdo* Linear
Volume de Amostra** 4 ul
Volume de R1** 200 uL
Leitura 1 (Absorbancia 1) 0 69undos apds adigao de
R1 + amostra
Leitura 2 (Absorbancia 2)| 270 Segundos apds adigao de
R1 + amostra
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R1: 200 pL
Amostra: 4 uL

w7

0 405 nm 2,5 4.5 mim
A1 A2

*A definicdo de modelo de calibraco deve ser adequada a cada modelo
de equipamento. Em caso de duvida entre em contato com o Servigo de
Apoio ao Cliente Labtest.

**0s volumes de amostra e reagentes podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste. Em caso
de reducdo dos volumes € fundamental que se observe o volume minimo
necessario paraa medicao fotomeétrica.

Procedimento manual

Condicdes dtimas de reagao:

Comprimento de onda: 405 nm;

Cubeta termostatizadaa 37 +£0,2°C com 1,0 cm de espessura de solugao;
Banda de passagem <2 nm;

Luzespuria<0,1.

Quando sao atendidas as condigdes 6timas de reacdo citadas acima,
pode-se optar pela utilizagao do fator 6829.

Tomar 2 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Teste Calibrador
Amostra 0,02 mL
Calibrador* 0,02 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0mL

*Aconselha-se utilizagao de calibrador CalibraH - Labtest.

1. Apés a adicéo do reagente, homogeneizar e transferir imediatamente
para a cubeta de reacdo termostatizada a 37 +0,2°C. Esperar 30
segundos.

2. Fazer a leitura da absorbancia inicial (A1) em 405 nm disparando
simultaneamente o crondmetro. Repetir a leitura apds 2 minutos (A2).

Como ocorre em toda medicdo da atividade enzimatica, a rigorosa
observagdo do tempo e da temperatura de incubagdo é de grande
importancia para a qualidade dos resultados obtidos.

Para avaliar a linearidade da reagao, registrar a absorbancia com

intervalos de 1 minuto e verificar se as diferencas de absorbancia em
cada minuto sdo equivalentes.
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Calculos . Como na maioria das vezes nao ¢ possivel trabalhar sob
condicoes Gtimas de reagdo, as boas praticas de laboratorio
recomendam realizar a calibragao do ensaio utilizando o calibrador
indicado pelo fabricante do reagente. A Labtest indica o calibrador Calibra
H - Ref. 80 para calibragao do sistema Amilase CNPG.

AA/minuto Teste ou Calibrador = (A,-A,)/2

Atividade do Calibrador

Fator =
AA/min Calibrador

Amilase (U/L) = AA/min Teste x Fator

Exemplo
Calibrador
A, =0,158 A,= 0,290
0,158 - 0,290
AA/min Teste = ——— = 0,066
2
Teste
A, =0,092 A= 0,132
0,132 - 0,092
AA/min Calibrador = ——— = 0,020
2

Atividade do Calibrador (U/L) = 454

454
Fator = — = 6878
0,066

Atividade da Amilase (U/L) = 0,040 x 6872 = 136 U/L
Amilase urinaria/Hora

Amilase (U/L)xvolume urinério (mL)
Amilase Urinaria (U/h) =

1000 x tempo de coleta (h)
Relagao Amilase/Creatinina

Amilase (U/L)x100

Relagao Amilase Creatinina (U/g) =
Creatinina (mg/dL)

Calibragao . Usar calibrador Calibra H - Ref. 80, Labtest.
Intervalo de calibragoes

Quando o controle interno da qualidade indicar.

Quando utilizar novo lote de reagentes.

Quando utilizar novos frascos de reagentes de um mesmo lote, caso uma
nova calibragéo tenha sido realizada durante a utilizacdo do frasco
anterior.
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Areacdo é linear até 1700 U/L. Para valores maiores, diluiraamostracom
NaCl 150 mmol/L (0,85%). Realizar nova edigéo e multiplicar o resultado
obtido pelo fator de diluigéo.

Controle interno da qualidade . 0 laboratrio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de tolerdncia, agdes corretivas e
registro das atividades.

Materiais de controle devem ser utilizados para monitorizar a imprecisao
da medicdo e desvios da calibragdo. Sugere-se que as especificacoes
para o coeficiente de variagdo e erro total sejam baseadas nos
componentes da variago biologica (VB)"**.

Relacao depuracao da amilase/depuragéo da

creatinina . Na maioria dos casos de pancreatite aguda ocorrem
elevagoes concomitantes da amilase sérica e urindria, mas em certos
casos a elevacdo da amilase urindria ndo é acompanhada por uma
elevacao paralela da amilase sérica. Portanto, a avaliagao da relagao
depuracdo da amilase/depuracdo da creatinina, expressa em
porcentagem, proporciona maior valor de diagnostico nos casos de
pancreatite aguda e pancreatite recorrente.

Determinar a atividade da amilase e a concentracao da creatinina no soro
€ emumaamostra de urina e aplicar os resultados na seguinte formula:

Amilase na urina (U/L) x Creatinina no soro (mg/dL)
Relacao (%) = x 100
Amilase no soro X Creatinina na Urina (mg/dL)

Intervalo de referéncia . Estes valores devem ser usados apenas
como orientacdo. Recomenda-se que cada laboratorio estabeleca seu
proprio intervalo de referéncia na populacao atendida.

Soro/Plasma
252125 U/L

Urina
Até 30 U/h

Relacéo Amilase urinaria/Creatinina urinaria
Até 400 U/g

Depuragéao da Amilse/Depuracao da Creatinina
1,024,0%

Converséo de U/L para Unidades SI: uKat/L = U/L x 0,0167
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Caracterizagao de desempenho*

Estudos de comparacéo de métodos . 0 método proposto foi
comparado com outro produto de metodologia semelhante, sendo
obtidos o0s seguintes resultados:

Método Amilase
Comparativo CNPG
Namero de amostras 40 40
Intervalo de concentragao
UL 30-999 33-1027

Método Labtest = 1,0104 x
Método Comparativo - 1,80
Coeficiente de correlagao 0,996

Equacgéo da regressao

Utilizando a equagao da regressao, o erro sistematico (bias) estimado é
igual a 2,55% para uma amostra com atividade de amilase igual a 50 U/L,
0,46% para uma amostra com atividade de amilase igual a 120 U/L e
0,14% parauma amostra com atividade de amilase igual a 200 U/L. Esses
erros sao menores que o erro sistematico analitico da especificagao
desejavel baseada na variagao bioldgica que é <+ 7,4%.

Estudos de precisao . 0s estudos de precisao foram realizados
utilizando amostras com valores de atividade iguais a 52, 120 e 202 U/L.

Repetitividade - imprecisao intraensaio

N Média DP (U/L) CV (%)
Amostra 1 20 52 0,77 1,55
Amostra 2 20 120 1,60 1,09
Amostra 3 20 202 2,71 0,54

Reprodutibilidade - imprecisao total

N Média DP (U/L) CV (%)
Amostra 1 20 52 0,89 2,22
Amostra 2 20 120 1,68 1,83
Amostra 3 20 202 2,47 1,64

A imprecisao total obtida para as amostras atende a especificagao
desejavel para imprecisdo total baseada na variagdo biologica que é
<44%°.

0 erro total (erro aleatdrio + erro sistemaético) estimado em atividades de
50,120 €200 U/L séo iguais a6,22; 3,48 e 2,85%, respectivamente.

Os resultados indicam que o método atende a especificagdo desejavel
para o erro total (<+14,6%) baseada nos componentes desejavel da
Variagéo Biolagica®.

Sensibilidade metodologica . Uma amostra protéica contendo
47 U/L referente a atividade de amilase foi utilizada para calcular o limite
de detecgao do ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 2,4 U/L,
equivalente a 3 vezes o desvio padrao de 20 replicatas da amostra.

Efeitos da diluicdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 1613 e 1629 U/L foram utilizadas para avaliar a resposta do
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sistema nas diluicoes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%).
Utilizando fatores de diluicao que variaram de 2 a 4 foram encontradas
recuperacoes entre 105 e 114%. Os resultados indicam que o método
atende a especificacdo desejavel para o erro total (<+14,6%) baseada
nos componentes desejavel da Variagao BioI()gicaz.

Significado clinico . A amilase sanguinea provém de duas fontes
principais: pancreas e glandulas salivares. Outras fontes potenciais de
amilase sérica sao os 0rgaos dareprodugao e o figado.

A elevacdo da amilase sérica ndo é um achado especifico para
pancreatite, pois niveis elevados sdo encontrados em infarto
mesentérico, gravidez ectdpica rota, uremia, colelitiase, parotidite
epidémica e em individuos portadores de macro-amilasemia. Nessa
(ltima condicao a amilase ndo se encontra elevada na urina.
Medicamentos colinérgicos, narcoticos (morfina) e alcool produzem
resultados falsamente elevados da amilase sérica.

A determinac@o da amilase sérica e urinaria sdo os testes mais uteis para
o0 diagnostico da pancreatite € em muitos casos a relagdo entre as
depuragoes de amilase e da creatinina pode ser util no diagnostico da
pancreatite aguda. Neste caso o valor da relagao se encontra entre 7,0 e
15,0%.

Observagoes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado séo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

2. 0 laboratério clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagdo de 4gua de qualidade inadequada € uma causa
potencial de erros analiticos. A agua utilizada no laboratdrio deve ter a
qualidade adequada a cada aplicacao. Assim, para preparar reagentes,
usar nas medicoes e para uso no enxague final da vidraria, a dgua deve ter
resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade <1 microsiemens/cm e
concentracao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a coluna deionizadora esta
com sua capacidade saturada ocorre liberagao de vérios ions, silicatos e
substancias com grande poder de oxidagao ou redugao que deterioram
0s reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados
de modo imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de
controle da qualidade da agua.
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Apresentacao
Produto Referéncia Conteddo
Amilase CNPG Liquiform 142-2/30 2x30 mL

Amilase CNPG Liquiform

142-4/33 4x33mL

Labmax 560/400
Amilase CNPG Liquiform
Audmax i 142-2/33 2x33mL

Para informagoes sobre outras apresentacdes comerciais consulte o site
www.labtest.com.br ou entre em contato com o SAC.

Estdo disponiveis aplicagdes para sistemas automaticos e
semiautomaticos.

0 numero de testes em aplicacoes para sistemas automaticos depende
dos parametros de programacao.

Algumas apresentagoes podem ser disponibilizadas mediante consulta.
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Informacoes ao consumidor
[Termos e condigdes de garantia]

A Labtest Diagnostica garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiragdo indicada nos rétulos desde que 0s
cuidados de utilizagdo e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrugoes sejam seguidos corretamente.

™| Labtest Diagnostica S.A.
CNPJ: 16.516.296/0001-38
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - CEP: 33240-152
Lagoa Santa, Minas Gerais - Brasil - www.labtest.com.br
Servico de Apoio ao Cliente | 0800 031 3411 (Ligacéo Gratuita)
e-mail: sac@labtest.com.br

Copyright by Labtest Diagnéstica S.A.

Ref.: 171125(03) Reprodugao sob prévia autorizagdo
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Simbolos utilizados com produtos diagnésticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnosticos in vitro
Symbols used with IVD devices

Conteddo suficiente para < n > ensaios
Contenido suficiente para < n > ensayos
Sufficient content for < n > trials

30
St

K

Risco bioldgico
Riesgo bioldgico
Biological risk

Prazo de validade (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa)
Fecha de expiracion (aaaa-mm-dd o mm/aaaa)
Expiration date (yyyy-mm-dd or mm/yyyy)

Ji

14
S
,ke

Corrosivo
Corrosivo
Corrosive

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limit (store at)

O

“

Toxico
Toxico
Poison

na i Europeia
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Authorized Representative in the European Community

Marca CE
Marcado CE
CE Mark

e/ou ibili a respi

Corenooe ico y/o
Carcinogenic/mutagenic and/or respiratory sensitizer

Atengao
Atencion
Attention

Toxico para os organismos aquaticos
Toxico para los organismos acuaticos
Toxic for aquatic organisms

Data de fabricagao
Fecha de fabricacion
Date of manufacture

Gases/liquidos comburentes
Gases/liquidos oxidantes
Oxidizing gases/liquids

Fabricante
Fabricante
Manufacturer

Substancia inflaméavel
Sustancia inflamable
Flammable substance

Liofilizado
Liofilizado
Lyophilized

Periodo apds abertura
Periodo post-abertura
Period after-opening

Nimero do lote
Denominacion de lote
Batch code

Produto de uso tnico
Producto de un solo uso
Single use product

Nimero do catalogo
Numero de catélogo
Catalog Number

B @ NS &O@ f 1

Consultar instrugdes de uso
Consultar instrucciones de uso
Consult instructions for use

METEIE N Rspa

CONTROL

Controle
Control
Control

Material Cali adrao

CAL

Material Calibrador/Esténdar
Calibrator/Standard Material

CONTROL | -]

Controle negativo
Control negativo
Negative control

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Dispositivo médico para diagnostico in vitro
In vitro diagnostic medical device

CONTROL

Controle positivo
Control positivo
Positive control

tend

Reactivo con microparticulas
Reagent with microparticles

Reagente
Reactivo
Reagent

Identificador dnico do dispositivo
Identificador dnico del dispositivo
Unique device identifier

Pré-Tratamento
Pretratamiento
Pre-Treatment

|STRIP| I

Cartucho contendo reagente
Cartucho que contiene reactivo

Cartridge reagent

Instalar até
Instalar hasta
Install before
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