COD 11534
1 x40 mL

COD 11582
1x25mL

CONSERVAR A 2-8°C

Reactivos para medir la concentracion de a-amilasa
Sélo para uso in vitro en el laboratorio clinico
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FUNDAMENTO DEL METODO

La a-amilasa cataliza la hidrdlisis del 4-nitrofenil-maltoheptadsido-etilideno a oligosacaridos,
que son sustratos para la a-glucosidasa, capaz de liberar 4-nitrofenol. La concentracion
catalitica se determina a partir de la velocidad de formacion del 4-nitrofenol, medido a 405
nm'2,

CONTENIDO
COD 11582 COD 11534
A. Reactivo 1x20mL 1x32mL
B. Reactivo 1x5mL 1x8mL
COMPOSICION

A. Reactivo. HEPES 50 mmol/L, cloruro de calcio 0,075 mmol/L, cloruro de sodio 90 mmoliL,
cloruro de magnesio 13 mmol/L, a-glucosidasa > 4 U/mL, pH 7,1.
B. Reactivo. HEPES 50 mmol/L, 4-nitrofenil-maltoheptadsido-etilideno 18 mmol/L, pH 7,1.

CONSERVACION

Conservar a 2-8°C.

Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, siempre que se
conserven bien cerrados y se evite la contaminacion durante su uso.

Indicaciones de deterioro:

— Reactivos: Presencia de particulas, turbidez, absorbancia del blanco superior a 0,300 a 405
nm (cubeta de 1 cm).

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Reactivo de trabajo: Vaciar el contenido del frasco B en el frasco A. Agitar suavemente. Si se
desea preparar otros volimenes, mezclar en la proporcion: 4 mL de Reactivo A + 1 mL de
Reactivo B. Estable 20 dias a 2-8°C.

EQUIPO ADICIONAL

— Analizador, espectrofotometro o fotémetro con cubeta termostatizable a 30 ¢ 37°C para
lecturas a 405 nm

— Cubetas de 1,0 cm de paso de luz

MUESTRAS

Suero, plasma u orina recogidos mediante procedimientos estandar.

La o-amilasa en suero o plasma es estable durante 1 mes a 2-8°C. Debe utilizarse la heparina
o EDTA como anticoagulante.

La o-amilasa en orina es estable durante 1 mes a 2-8°C siempre que el pH se ajuste
aproximadamente a 7 para la conservacion.

PROCEDIMIENTO
1. Precalentar el Reactivo de Trabajo y el instrumento a la temperatura de reaccion.
2. Pipetear en una cubeta (Notas 1, 2):

Suero/Plasma Orina
37°C 30°C 37°C 30°C
Reactivo de Trabajo 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Muestra 30uL 60 L 15 uL 30 uL

3. Mezclar e insertar la cubeta en el fotémetro. Poner el cronémetro en marcha.

4. Al cabo de 1 minuto, anotar la absorbancia inicial y efectuar nuevas lecturas cada minuto
durante 3 minutos.

5. Calcular el incremento de absorbancia por minuto promedio (AA/min).

CALCULOS
La concentracion de c-amilasa en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula general:

Vtx 108
AA/min x =U/L
exlxVs
El coeficiente de absorcion molar (&) del 4-nitrofenol a 405 nm es 10.600 y el paso de luz (|) es
1 cm. Para muestras de suero y plasma, el volumen total de reaccién (Vt) es 1,030 a 37°C y
1,060 a 30°C mientras que el volumen de muestra (Vs) es 0,030 a 37°C y 0,060 a 30°C. Para
muestras de orina, el volumen total de reaccion (Vt) es 1,015 a 37°C y 1,030 a 30°C, y el
volumen de muestra (Vs) es 0,015 a 37°C y 0,030 a 30°C. 1 U/L equivale a 0,0166 pkat/L. Se
deducen los siguientes factores para calcular la concentracion catalitica:

37°C 30°C
s | %3239 = UL x 1667 = UL
uero, plasma X 53,8 = pkat/L X277 = pkatiL
AA/min
ori x 6384 = UL x 3239 = UL
rina % 105,9 = pkatiL X538 = pkatiL
VALORES DE REFERENCIA
Temperatura reccion Suero, plasma Orina
uiL pkat/L UL pkat/L
30°C, hasta’ 25-65 0,41-1,08
37°C, hasta? 28-100 0,47-1,67 16-491 0,26-8,15
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Estos valores se dan Unicamente a titulo orientativo; es recomendable que cada laboratorio
establezca sus propios intervalos de referencia.

CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda el uso de los Sueros Control Bioquimica niveles | (cod. 18005, 18009 y 18042) y
Il (cod. 18007, 18010 y 18043), para verificar la funcionalidad del procedimiento de medida.
Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como
procedimientos de correccién en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias
aceptables.

CARACTERISTICAS METROLOGICAS

— Limite de deteccion: 3,0 U/L = 0,05 pkat/L.
— Limite de linealidad: 1300 U/L = 21,6 pkat/L, en suero y 2600 U/L = 43,2 pkat/L en orina.
Cuando se obtengan valores superiores, diluir la muestra 1/5 con agua destilada y repetir la

medicion.
— Repetibilidad (intraserie):
Suero. Concentracion media cv n
70 UL 1,3% 20
666 U/L 0,6% 20
Orina. Concentracion media cv n
460 UL 0,7% 20
950 U/L 0,6% 20

— Reproducibilidad (interserie):

Suero. Concentracion media cv n
70 UL 1,9% 25
666 U/L 1,7% 25
Orina. Concentracion media cv n
460 UIL 0,8% 25
950 UL 1,2% 25

— Sensibilidad: 0,309 AmA.-L/U-min = 18,6 AmA -L/ukat-min.

— Veracidad: Los resultados obtenidos con estos reactivos no muestran diferencias
sistematicas significativas al ser comparados con reactivos de referencia. Los detalles del
estudio comparativo estéan disponibles bajo solicitud.

— Interferencias: La lipemia (triglicéridos 10 g/L) y la bilirrubina (20 mg/dL) no interfieren. La
hemoglobina (10 g/L) interfiere. Otros medicamentos y sustancias pueden interferirt.

Estos datos han sido obtenidos utilizando un analizador. Los resultados pueden variar al

cambiar de instrumento o realizar el procedimiento manualmente.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

La a-amilasa cataliza la hidrélisis de los enlaces a-1,4 de los carbohidratos constituidos por
unidades de a-D-glucosa, originando la formacién de dextranos, maltosa y glucosa. La a-
amilasa se produce principalmente en el pancreas exocrino (tipo-P) y en las glandulas salivales
(tipo-S) aunque también se encuentra en otros tejidos.

La medicién de la actividad amilasa en suero y orina tiene utilidad principalmente para el
diagnodstico de enfermedades pancreéticas como la pancreatitis cronica o aguda. La
hiperamilasemia también puede ser debida a insuficiencia renal, dolor abdominal agudo, tumor
en pulmones y ovarios, lesiones en las glandulas salivales, macroamilasemia, cetoacidosis
diabética, enfermedad del tracto biliar, trauma cerebral, alcoholismo crénico y medicamentos
(opiaceos)3S.

El diagnéstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un Unico ensayo,
sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

NOTAS

1. La saliva y la piel contienen a-amilasa. No pipetear el reactivo con la boca y evitar el
contacto del reactivo con la piel.

2. Este reactivo puede utilizarse en la mayoria de analizadores automaticos. Solicite
informacion a su distribuidor.
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