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AMILASE 
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia: Caraway Modificado – Cinética de tempo fixo.
A amostra é incubada com um substrato de amido. Pela adição do Iodo,o amido ainda não hidrolisado adquire coloração azul que diminui proporcionalmente à atividade enzimática,sendo comparado com um controle.
APLICAÇÃO CLÍNICA

A Amilase, predominantemente de origem pancreática e salivar, está normalmente presente no sangue e na urina em pequenas quantidades. Eleva-se rapidamente no plasma após o início dos sintomas de pancreatite aguda, onde paralelamente observa-se um aumento da Amilase urinária.

Valores aumentados são observados também no infarto mesentérico, úlcera gástrica perfurada, carcinoma de cabeça do pâncreas, caxumba, insuficiência renal, acidose diabética.

Níveis plasmáticos diminuídos são observados na hepatite, cirrose hepática, toxemia de gravidez, eclampse, carcinoma pancreático.

 AMOSTRA

Soro obtido livre de hemólise, plasma colhido com heparina. Outros anticoagulantes (EDTA, citrato, oxalato) inibem a atividade da Amilase.

Urina - coletar em intervalo de 2 a 24 horas.

A Amilase é estável no plasma, soro ou urina por até 7 dias entre 20 e 25 ºC e 2 meses entre 2 e  8ºC.
 Estabilidade e armazenamento da amostra
A Amilase é estável no plasma, soro ou urina por até 7 dias entre 20 e 25°C e 2 meses entre 2 e  8ºC.
Volume ideal utilizado para análise
(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presença de contaminação bacteriana.

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

REAGENTE UTILIZADO

AMILASE   COLORIMÉTRICA       
CATÁLOGO: K003

ANVISA: 10269360085
QUIBASA QUÍMICA BÁSICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999

e-mail: bioclin@bioclin.com.br
site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Indústria Brasileira

Componentes do kit

Número 1 - Substrato - conservar entre 2 e 8 ºC. Contém: Amido 0,4 g/L, Tampão 100  mmol/L pH 7,0, estabilizador e conservador. 
O Reagante em baixas  temperaturas pode cristalizar .Neste caso ,colocar o Reagente (em sua embalagem original e bem vedado) em  banho-maria 37 °C agitando até completa dissolução dos cristais.
Número 2 – Reagente de cor – Solução de estoque de iodo

conservar entre 2 e 8 °C. Contém: Iodo 50 mmol/L e estabilizador
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até a da data de validade impressa no rótulo quando conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminação do produto durante o uso para não afetar a sua estabilidade.

CUIDADOS E PRECAUÇÕES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnóstico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtenção de resultados exatos;

3 - A água utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam água alcalina, íons diversos e agentes oxidantes e      redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

5 - Hemólise visível pode ser causa de ligeiras variações nos resultados;

6 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente;

7 - O Reagente No 1 é facilmente contaminado por saliva. Portanto, recomendamos a utilização de máscaras, peras e pipetas automáticas durante o manuseio deste produto.
EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação

· Equipamento: Espectrofotômetro ou colorímetro
· Leitura: Comprimento de onda 660 nm 

· Banho – Maria 37 °C
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Cronômetro
PROCEDIMENTO

Preparo do Reagente de Trabalho
Transferir o Reagente Nº 2 para o frasco vazio que acompanha o kit. Em seguida, adicionar 45 mL de Água destilada ou deionizada e homogeneizar. Manter bem vedado. Estável por 06 meses entre 2 e 8°C.
TÉCNICA

Marcar 2 tubos de ensaio :C (controle),A (amostra) e proceder como a seguir :

                                                Controle                        Amostra     
Reagente Nº 1                              0,5mL                           0,5mL
Colocar em banho-maria á 37ºC por 2 minutos.

Amostra                                       -------                              10 uL

Homogeneizar e incubar á 37°C por exatamente 7 minutos e trinta segundos (cronometrados).

Reagente de trabalho                    0,5mL                           4,0 mL

Água dest. ou deionizada               4,0 mL                          4,0 mL   
Homogeneizar bem e determinar as absorbâncias do Controle e da Amostra em 660 nm (620 a 700), zerando o aparelho com Água destilada ou deionizada. A cor é estável por 30 minutos.
Para dosagem na urina, medir o volume urinário coletado em um intervalo de 2 a 24 horas. A justar o pH entre 7,0 e 7,4 com Carbonato de Sódio (sólido) para urina ácida e com fosfato biácido de potássio (KH2PO4) para urina alcalina. Proceder do mesmo modo descrito para o soro.  
CÁLCULOS

Ac = Absorbância do Controle

Aa = Absorbância da Amostra

Unidades de Amilase/dL =   Ac – Aa  x 800



          Ac
Uma unidade de enzima é a quantidade que hidrolisa totalmente 10 mg de amido em 30 minutos á 37° C.
Cálculo para dosagem na urina :

Unid. de     =  Ac – Aa  x      Volume urinário (mL) 
     x  8     
Amilase/h 
 Ac          Tempo de coleta (em horas) 


 


EXEMPLO:
Absorbância do Controle soro= 0,368

Absorbância da Amostra soro= 0,320
Absorbância do Controle Urina= 0,380

Absorbância da Amostra Urina= 0,300

Tempo de coleta : 12 horas

Volume: 900mL

0,368 – 0,320  x  800  =   104 U de  Amilase/dL
       0,368
0,380 – 0,300  x  900 x 8 =    126 U  de Amilase/dL

       0,380               12

Quando o Valor Ac – Aa for maior do que 0,5, diluir a urina 
                             Aa
Com solução de cloreto de sódio 0,85 % , repetir o ensaio e multiplicar o resultado pelo fator de diluição.

Os resultados serão expressos em U/dL.

RESULTADOS

Unidade de Medida: U/dL
Fator de Conversão de Unidades (U/dL para SI): U/L X 0,01667= UKaT/L 
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 
Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Deve ser prática rotineira do Laboratório Clínico o uso de soro controle para checar a precisão e exatidão das dosagens. Deve ser de 5% o erro máximo permitido em relação aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.
Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade.
Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA 

Os valores de referência em U/dL para o presente método foram obtidos através da determinação da amilase Colorimétrica em populações sadias do sexo masculino e feminino em várias faixas etárias.

Soro: 60 a 160 Unidades/dL
Urina: 50 a 140 Unidades/dL
Estes valores devem ser usados como orientação, sendo que cada laboratório deverá criar sua faixa de valores de referência, de acordo com a população atendida.
LINEARIDADE 

A reação  é linear até 400 unidades/dL. Para Valores maiores, diluir a amostra com Cloreto de sódio 0,85% e proceder a nova determinação. Multiplicar o resultado pelo fator de diluição. 

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Como em toda reação enzimática, é de grande importância o controle do tempo e da temperatura de incubação. Uma diferença de 1 minuto no tempo de incubação acarreta um erro de 13% nos resultados.
Interferências

A saliva contém Amilase. Portanto, não se deve pipetar com a boca e evitar o contato do reagente com a pele. A lipemia (Triglicérides até 1000 mg/dL) e a Bilirrubina (até 20 mg/dL) NÃO interferem com a metodologia.

Hemoglobina a 2,5 g/L interfere nos resultados. Algumas drogas podem interferir nos resultados laboratoriais elevando os níveis séricos da Amilase (morfina, meperidina, codeína, diuréticos tiazídicos) ou diminuindo, como nos casos de envenenamento por barbitúricos.
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