Infinity™
Reactivo liquido estable de amilasa

RESUMEN DEL PRODUCTO
Estabilidad Hasta su caducidad a 2-8 °C
Intervalo de linealidad 10 - 2000 U/I (0,167 - 33,4 pkat/l)
Tipo de muestra : Suero u orina
Método . Cinético
Preparacion de los reactivos Suministrado listo para su uso.
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USO PREVISTO

Este reactivo esta indicado solamente para uso diagnéstico in vitro en la
determinacion cuantitativa de a-amilasa (1,4-a-D-glucano glucanohidrolasa EC
3.2.1.1) en suero u orina humanos tanto en sistemas manuales como automatizados.

IMPORTANCIA CLINICA"23

La a-amilasa procede principalmente de las glandulas salivares y del pancreas
exocrino. La a-amilasa cataliza la hidrélisis de los enlaces a-1 — 4 glucosidicos
del almidon y otros polisacaridos asociados para producir maltosa y otros
oligosacaridos. La enzima es una molécula relativamente pequefia que se depura
rapidamente en los rifiones y se excreta en la orina.

La a-amilasa se mide con mayor frecuencia en el diagndstico de pancreatitis aguda
cuando los niveles séricos pueden estar muy elevados. En la pancreatitis aguda,
la a-amilasa empieza a aumentar aproximadamente 4 horas después del inicio
del dolor, alcanza un pico a las 24 horas y permanece elevada entre 3 y 7 dias.
La hiperamilasemia se asocia también a otros trastornos abdominales agudos,
patologia de las vias biliares, cetoacidosis diabética, disfuncion glomerular
grave, trastornos de las glandulas salivares, embarazo ectépico con ruptura y
macroamilasemia.

METODOLOGIA

Hay disponibles varios procedimientos para el andlisis de la actividad de la a-amilasa
sérica. Los métodos amiloclasticos miden la desaparicion de sustrato e incluyen
el método de yodo-almidon. Los métodos sacarogénicos miden la produccion de
azucares como la maltosa y la glucosa. Ambos métodos carecen de linealidad,
sensibilidad y precision en comparacion con los métodos cromogénicos que
producen un producto coloreado que se puede medir espectrofotométricamente.?
El reactivo liquido estable de amilasa Infinity utiliza etilideno-pNP-G7 (E-pNP-G7)
como sustrato. El uso de etilideno evita que las exoenzimas descompongan el
sustrato, por lo que en ausencia de a-amilasa no se han observado cambios de
color. El sustrato se denomina también habitualmente EPS. Una vez que la a-amilasa
escinde el sustrato, puede actuarse sobre los fragmentos mas pequefios generados
mediante a-glucosidasa, lo que produce la liberacion final del croméforo.

La serie de reacciones involucradas en el sistema de ensayo es la siguiente:
1. 5 E-pNP-G7 + 5H,0
a amilasa
E-G3 + pNP-G4 + 2E-G4 + 2pNP-G3 + 2pNP-G2
2. pNP-G4 + 2pNP-G3 + 2pNP-G2 + 14H,0
a glucosidasa
5pNP + 14G

Donde: G = Glucosa
pNP = p-nitrofenol

La velocidad de formacion de pNP es proporcional a la actividad de la a-amilasa
presente en la muestra y se mide por la velocidad de aumento de la absorbancia
a 405 nm (405-420 nm).

COMPOSICION DEL REACTIVO

Ingredientes activos Concentracién

E-pNP-G7 1,1 mmol/l
a-Glucosidasa (microbiana) > 3500 U/I
NaCl 51 mmol/l
Tampon 50 mmol/l

pH7,0+£0,1a20°C

ADVERTENCIA: No ingiera este producto. Evite el contacto con la piel y con los
ojos. En caso de derrame, lave cuidadosamente las areas afectadas con agua.
El reactivo contiene azida sddica, que puede reaccionar con caferias de cobre y
plomo. Lavar con abundante agua al desecharlo. Para obtener mas informacion,
consulte la hoja de datos de seguridad de los materiales del reactivo liquido estable
de amilasa Infinity.

PRECAUCION: Este producto contiene material de origen animal. Manipule y
elimine este producto como si fuera potencialmente infeccioso.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
El reactivo se suministra listo para el uso.

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Antes de su uso:

Cuando se almacena de 2 a 8 °C, el reactivo es estable hasta la fecha de caducidad indicada
en la etiqueta del frasco y de la caja del kit.

Una vez que se abre el reactivo:

Cuando se almacena tapado de 2 a 8 °C, el reactivo es estable hasta que caduca.
Indicaciones de deterioro del reactivo:

«  Turbidez;

. Absorbancia del reactivo > 1,0 AU a 405 nm (1 cm); y/o

. No se pueden recuperar los valores de control dentro del intervalo asignado.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Suero: Use suero no hemolizado.*

Orina: Son muestras vélidas las obtenidas aleatoriamente o de forma programada.*
Almacenamiento: La a-amilasa es excepcionalmente estable, pudiéndose conservar
las muestras de suero durante 7 dias como minimo a temperatura ambiente y durante
1 mes como minimo a 4 °C o a -20 °C.2 Las muestras de orina son estables durante 7 dias
cuando se conservan a 4 °C. Si se espera que se produzca un retraso en el transporte de
la muestra de orina al laboratorio, se recomienda utilizar un conservante quimico como
mertiolato (0,24 mmol/l).®

EQUIPO ADICIONAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO

. Un analizador quimico clinico capaz de mantener una temperatura constante (37 °C)
y medir la absorbancia a 405 nm (405 - 420 nm).

. Consumibles especificos del analizador, p. ej., vasos de muestra.

. Material de control normal y anémalo analizado.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
Se recomiendan los siguientes parametros del sistema. Hay disponibles aplicaciones de
instrumentos individuales a peticién al grupo de asistencia técnica.

PARAMETROS DEL SISTEMA
Temperatura 37°C
Longitud de onda primaria 405 nm (405-420 nm)

Longitud de onda secundaria 480-600 nm
Tipo de ensayo Proporcion/Cinético
Direccion Aumento
Proporcion muestra : Reactivo 1:40

p.ej..  Volumen de muestra 7 ul

Volumen de reactivo 280 pl

Tiempo de retardo/demora 60 segundos
Tiempo para lectura 2 minutos
Limites del blanco de reactivo Bajo 0,0 AU
(405 nm, paso de luz de 1 cm) Alto 1,0 AU
Linealidad 10 - 2000 U/I

(véase la seccion de linealidad)
Sensibilidad analitica
(405 nm, paso de luz de 1 cm)

(0,167 - 33,4 pkat/l)
0,195 AmA/min por U/I
(11,7 AmA/min por pkat/l)

CALCULOS
Los resultados se calculan, por lo general automaticamente por el instrumento, de la
siguiente manera:

Actividad en U/l = AAbs/min x factor
TV x 1000 x 1,27

Factor SVXEXP

Donde:

TV = Total de volumen de reaccién en ml

1,27 = Factor de conversion del método (véase la nota 2).

SV = Volumen de muestra en ml

E = coeficiente de extincién milimolar del pNP a 405 nm
= 10,13 (véase la nota 1).

P = Longitud de recorrido de cubeta.
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Ejemplo: AAbs/min = 0,02

Factor = 5140

Amilasa = 0,02x5140 = 103 U/
NOTAS

1. Coeficiente de extincion milimolar del pNP en el sistema de este reactivo a
410 nm = 9,80, 415 nm = 9,17 y a 420 nm = 8,30.

2. Con este factor, los valores obtenidos con el reactivo liquido estable de amilasa
Infinity @ 405 nm/37 °C son comparables a los obtenidos con el método del
PNPG?7 blogueado disponible anteriormente.

3. Los volumenes del reactivo y la muestra se pueden alterar de forma
proporcional para adaptarse a los diferentes requisitos del espectrometro.

4. Si el cambio en la absorbancia es superior a 0,39/min, repita el analisis con
menos muestra o diluya con solucion salina. Recuerde ajustar el factor para
el volumen de muestra mas pequefio o multiplicar el resultado final por el
factor de dilucion.

5. Los resultados validos dependen de la correcta calibracion del instrumento,
la temporizacion y el control de la temperatura.

6. Conversion de unidad: U/l x 16,67 x 10 = pkat/I.

CALIBRACION

No es necesaria la calibracion. La proporcién de reaccion se convierte a U/l de
actividad con un factor de célculo. Consulte la seccién de célculo de este prospecto
del envase.

CONTROL DE CALIDAD

Para asegurar un adecuado control de calidad, se deben llevar a cabo controles

normales y anémalos con valores analizados como muestras desconocidas:

. Al menos una vez al dia o segun lo establecido por el laboratorio.

. Cuando se utilice un nuevo frasco de reactivo.

. Después de realizarse mantenimiento preventivo o sustituirse un componente
critico.

Los resultados de los controles que queden fuera de los limites superior o inferior

de los intervalos establecidos indican que el ensayo puede estar fuera de los limites

del intervalo de control. Se recomiendan las siguientes acciones correctivas en

estas situaciones:

*  Repita los mismos controles.

. Si los resultados de los controles repetidos estan fuera de los limites, prepare
suero de control nuevo y repita la prueba.

. Si los resultados en material de control reciente siguen quedando fuera de los
limites, repita la prueba con un reactivo recién preparado.

. Si los resultados siguen estando fuera de los limites del intervalo de control,
pongase en contacto con los servicios técnicos o su distribuidor local.

LIMITACIONES

1. Sellevaron a cabo estudios para determinar el nivel de interferencia debida a la
bilirrubina (libre y conjugada), la hemoglobina y la lipemia utilizando productos
de comprobacion de interferencias disponibles comercialmente. Se obtuvieron
los siguientes resultados:
Hemoglobina: No hubo interferencias debido a la hemoglobina hasta un nivel
de 522 mg/dl.
Bilirrubina libre: No hubo interferencias debido a la bilirrubina libre hasta un
nivel de 265 pmol/l (15,5 mg/dl).
Bilirrubina conjugada: No hubo interferencias debido a la bilirrubina
conjugada hasta un nivel de 286 umol/l (16,7 mg/dl).
Lipemia: No hubo interferencias debido a la lipemia, medido como una
absorbancia a 630 nm, hasta 1,045 AU.

2. Young DS® ha publicado una amplia lista de medicamentos y sustancias que
pueden interferir con este ensayo.

3. Para evitar la posible contaminacion con a-amilasa, cerciérese de que el
reactivo no entra en contacto con saliva ni la piel.

VALORES ESPERADOS
Suero:* A37°C 35 - 140 U/ (0,585 - 2,34 pukat/l)
A30°C 27 -108 U/ (0,451 - 1,80 pkat/l)

Orina: 1-17 U/hora (0,017 - 0,284 pkat/hora)’
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* Los valores mencionados se han obtenido de un estudio de 59 muestras normales
y sirven solo de referencia. Los valores de 30 °C se calcularon solo como referencia
empleando un factor de conversion de temperatura de 0,77. Sin embargo, nosotros no
recomendamos el uso habitual de factores de conversion de temperatura. Se recomienda
que cada laboratorio verifique este intervalo o derive un intervalo de referencia para la
poblacién a la que atiende.®

DATOS DE RENDIMIENTO
Se obtuvieron los siguientes datos usando el reactivo estable liquido de amilasa Infinity
en un analizador quimico clinico automatizado bien mantenido.

IMPRECISION:
La imprecision se evalué durante un periodo de 20 dias usando dos niveles de controles
comerciales y siguiendo el procedimiento NCCLS EP5-T.°

NIVEL | NIVEL I
Numero de puntos de datos 80 80
Media (U/l / pkat/l) 42/0,701 341/5,69
Intraserie: DE (U/l / pkat/l) 2,210,037 3,2/0,053
CV (%) 53 0,9
Total: DE (U/I / pkat/l) 3,4/0,057 8,970,149
CV (%) 8,1 2,6

COMPARACION DE METODOS:
Se llevaron a cabo estudios comparativos usando otro reactivo de a-amilasa similar
disponible comercialmente. Las muestras de suero y orina se analizaron en paralelo y
los resultados se compararon mediante regresion de minimos cuadrados. Se obtuvieron
los siguientes datos estadisticos.

Suero:

Numero de pares de muestra 60

Intervalo de resultados de muestra 24 - 465 U/1 (0,401 - 7,77 pkat/l)

Media de los resultados de los métodos
de referencia

Media de los resultados del reactivo de
amilasa Infinity

67 U/l (1,12 pkat/l)

69 U/l (1,15 pkat/l)

Pendiente 0,9425

Intercepcion 1,8 U/l (0,030 pkat/l)
Coeficiente de correlacion 0.9970

Orina:

Numero de pares de muestra 41

Intervalo de resultados de muestra 5-595 U/l (0,084 - 9,94 pkat/l)
Pendiente 1,187

Intercepcion -7,6 U/1 (0,127 pkat/l)
Coeficiente de correlacion 0.9953

LINEALIDAD:

Cuando se realiza segun las recomendaciones, el ensayo es lineal entre 10 y 2000 U/l
(0,167 - 33,4 pkat/l). La linealidad en instrumentos automatizados dependera de la
proporcién de volumen de la muestra para el volumen de reactivo utilizado y la temporizacion
de las medidas. Se debe consultar la aplicacion de instrumento especifica.

SENSIBILIDAD ANALITICA:
Cuando se realiza segun las recomendaciones, la sensibilidad de este ensayo es de
0,195 AmA/min por U/ (11,7 AmA/min por pkat/l).
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