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o-Amylase EPS ver.2
Informazioni per ordini

e m;izgzaig)ri su cui il cobas ¢ pack puo essere
03183742 122 | a-Amylase EPS ver.2 (300 test) N. d’ident. 07 6609 7 | Roche/Hitachi cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502
10759350 190 | Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) Codice 401

10759350 360 | Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL, per gli USA) Codice 401

12149435 122 | Precinorm U plus (10 x 3 mL) Codice 300

12149435 160 | Precinorm U plus (10 x 3 mL, per gli USA) Codice 300

12149443 122 | Precipath U plus (10 x 3 mL) Codice 301

12149443 160 | Precipath U plus (10 x 3 mL, per gli USA) Codice 301

05117003 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) Codice 391

05947626 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) Codice 391

05947626 160 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, per gli USA)  Codice 391

05117216 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) Codice 392

05947774 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) Codice 392

05947774 160 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, per gli USA)  Codice 392

04489357 190 | Diluent NaCl 9 % (50 mL) N. d’ident. 07 6869 3
Italiano (rilascio di cromoforo al 100 %). | risultati di questo metodo sono in buona

Informazioni relative al sistema

Per gli analizzatori cobas ¢ 311/501:

AMYL2: ACN 570

SAMY2: ACN 566 (STAT, tempo di reazione: 7)

Per I'analizzatore cobas ¢ 502:

AMYL2: ACN 8570

SAMY2: ACN 8566 (STAT, tempo di reazione: 7)

Finalita d’'uso

Test in vitro per la determinazione quantitativa dell'a-amilasi nel siero, nel
plasma e nell'urina umani, impiegando sistemi Roche/Hitachi cobas c.

Sommario!234567.89

Le o-amilasi (1,4-a-D-glucanoidrolasi, EC 3.2.1.1) catalizzano la
decomposizione idrolitica dei carboidrati polimerici quali amilosi,
amilopectina e glicogeno attraverso la dissociazione di legami glucosidici
del tipo 1,4-a. Nei polisaccaridi e negli oligosaccaridi, per parecchi legami
glicosidici I'idrolizzazione avviene simultaneamente. L'unita minima ¢ il
maltotriosio che, seppure con una velocita di reazione bassa, viene
convertito in maltosio ed in glucosio. Si distinguono due tipi di o-amilasi: il
tipo pancreatico (tipo P) ed il tipo salivare (tipo S). Mentre il tipo P proviene
quasi esclusivamente dal pancreas, essendo in tal modo specifico per un
organo, il tipo S presenta diversi luoghi di provenienza. Oltre alla sua
presenza nelle ghiandole salivari, il tipo S & rilevabile nelle lacrime, nel
sudore, nel latte materno, nel liquido amniotico, nei polmoni, nei testicoli e
nell’epitelio delle tube di Falloppio.

La determinazione dell'a-amilasi riveste un’importanza notevole nella
diagnostica delle patologie pancreatiche a causa del quadro sintomatico
clinico poco specifico di tali malattie. E indicata soprattutto nella diagnosi e
nel monitoraggio di pancreatiti acute. L'iperamilasemia, pero, non &
riscontrabile soltanto nel corso di una pancreatite acuta o nella fase
infiammatoria della pancreatite cronica, bensi anche in caso di insufficienza
renale (dovuta a filtrazione glomerulare ridotta), di tumori polmonari ed
ovarici, di polmonite, di malattie delle ghiandole salivari, di chetoacidosi
diabetica, di traumi cerebrali, di interventi chirurgici o di una
macroamilasemia. Per 'accertamento della specificita del pancreas si
raccomanda la determinazione aggiuntiva di un ulteriore enzima specifico
del pancreas, e cioé della lipasi o dell'a-amilasi pancreatica.

Sono stati descritti numerosi metodi per la determinazione delle o-amilasi,
i quali misurano la diminuzione del substrato per via viscosimetrica,
turbidimetrica, nefelometrica o amiloclastica, oppure rilevano la formazione
di prodotti di degradazione per via saccarimetrica o cinetica attraverso
reazioni successive catalizzate da enzimi. Il presente metodo cinetico

& basato sulla dissociazione, generalmente riconosciuta, di 4,6-etilidene-
(Gy)-1,4-nitrofenil-(G4)-a,D-maltoeptaoside (Ethylidene Protected
Substrate = EPS) mediante 'a-amilasi con la successiva idrolisi di tutti

i prodotti di degradazione, con l'ausilio dell'a-glucosidasi, a p-nitrofenolo

correlazione con quelli ottenuti con 'HPLC. Il presente metodo & conforme
alla raccomandazione dell'lFCC, ma & stato ottimizzato in termini di
performance e stabilita.

Principio del test!01

Test enzimatico colorimetrico secondo IFCC.

L'effetto catalitico delle a-amilasi provoca la dissociazione degli
oligosaccaridi definiti, quale 4,6-etilidene-(G)-p-nitrofenil-
(Gy)-a-D-maltoeptaoside (etilidene-G;PNP). L'a-glucosidasi idrolizza
completamente i frammenti ottenuti di G.PNP, G3PNP e G4PNP

a p-nitrofenolo e glucosio.

Schema semplificato della reazione:

o-amilasi

5 etilidene-G;PNPa + 5 H,O —_—

2 etilidene-Gs + 2 GoPNP + 2 etilidene-G4 + 2 G3PNP + etilidene-Gs

+ G4PNP
o-glucosidasi
2GoPNP +2 GsPNP + GBPNP ———=> 5PNP + 14 GP
+14 Hgo
a) PNP 2 p-nitrofenolo
b) G 2 glucosio

L’intensita di colore del p-nitrofenolo formatosi & direttamente proporzionale
allattivita della-amilasi. Viene determinata misurando I'aumento
dellassorbanza.

Reattivi - soluzioni pronte all'uso

R1 HEPES: 52.4 mmol/L; cloruro di sodio: 87 mmol/L; cloruro di calcio:
0.08 mmol/L; cloruro di magnesio: 12.6 mmol/L; a-glucosidasi
(microbica): 266.8 pkat/L; pH 7.0 (37 °C); conservanti; stabilizzatori

R2  HEPES: 52.4 mmol/L; etilidene-G;PNP: 22 mmol/L; pH 7.0 (37 °C);

conservanti; stabilizzatori
R1 si trova nella posizione B e R2 nella posizione C.

Precauzioni e avvertenze

Per uso diagnostico in vitro.

Osservare le precauzioni normalmente adottate durante la manipolazione
dei reagenti di laboratorio.

Lo smaltimento di tutti i rifiuti deve avvenire secondo le direttive locali.
Scheda dati di sicurezza disponibile su richiesta per gli utilizzatori
professionali.

Per gli USA: attenzione: secondo la legge federale, la vendita di questo
prodotto deve avvenire solo dietro richiesta di un medico.
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Questa confezione contiene componenti classificati, secondo il
Regolamento (CE) N. 1272/2008, come segue:

2-metil-2H-isotiazol-3-one idrocloruro
EUH 208

L'etichettatura relativa alla sicurezza del prodotto & conforme al
regolamento GHS UE.

Utilizzo dei reattivi
Pronti all'uso.

Conservazione e stabilita
AMYL2
Stabilita a 2-8 °C:

Pud provocare una reazione allergica.

Vedere la data di
scadenza indicata
sull'etichetta del
contenitore
portareagenti
cobas ¢ pack.

In uso e refrigerato a bordo dell'analizzatore: 12 settimane

Diluent NaCl 9 %

Stabilita a 2-8 °C: Vedere la data di

scadenza indicata
sull'etichetta del
contenitore
portareagenti
cobas ¢ pack.

In uso e refrigerato a bordo dell'analizzatore: 12 settimane

Prelievo e preparazione dei campioni®2

Per il prelievo e la preparazione dei campioni impiegare solo provette o
contenitori di raccolta adatti.

Solo i tipi di campione elencati di seguito sono stati testati e risultano
accettabili.

Siero.

Plasma: plasma con litio eparina.

| tipi di campione elencati sono stati testati impiegando una selezione di
provette per il prelievo di campioni disponibili in commercio al momento
dell'analisi; non sono, quindi, state testate tutte le provette disponibili di tutte
le case produttrici. Alcuni sistemi per il prelievo di campioni di vari produttori
possono contenere diversi materiali e in alcuni casi possono interferire sui
risultati del test. Quando si trattano i campioni in provette primarie (sistemi
per il prelievo di campioni), seguire le istruzioni del produttore delle
provette.

| campioni contenenti precipitati devono essere centrifugati prima
dell’esecuzione del test.

Per informazioni dettagliate relative alle possibili interferenze dai campioni,
consultare la sezione “Limiti del metodo — interferenze”.

Le indicazioni relative alla stabilita dei campioni sono state stabilite in base
ai dati ottenuti in studi eseguiti dal produttore o in base alla letteratura di
riferimento e solo per le temperature / gli intervalli di tempo riportati nella
metodica. E responsabilita del laboratorio individuale utilizzare tutti

i riferimenti disponibili e/o i propri studi effettuati per determinare i criteri
specifici relativi alla stabilita validi per il proprio laboratorio.

Urina: raccogliere I'urina senza usare additivi. L'a-amilasi & instabile
nell'urina acida. Eseguire |'analisi immediatamente o adattare il pH
all'intervallo alcalino (pH appena superiore a 7) prima della
conservazione.'

Stabilita nel siero o plasma:*® 7 giorni a 15-25 °C

1mesea2-8°C
Stabilita nell'urina:'* 2 giorni a 15-25 °C
10 giorni a 2-8 °C

Materiali a disposizione
Per i reattivi, vedere la sezione “Reattivi — soluzioni pronte all'uso”.

cobas’

Materiali necessari (ma non forniti)
= Vedere la sezione “Informazioni per ordini”.
* Normale attrezzatura da laboratorio

Esecuzione

Per una performance ottimale del test, attenersi alle indicazioni riportate nel
presente documento per I'analizzatore in questione. Per le istruzioni
specifiche dell'analizzatore relative all'esecuzione del test, consultare il
manuale d'uso dello strumento.

Roche non risponde delle performance delle applicazioni che non sono
state validate dalla stessa Roche — tali performance devono quindi essere
definite dall'utilizzatore.

Applicazione per il siero, il plasma e I'urina
Definizione del test per I'analizzatore cobas ¢ 311
Tipo di misura Cinetica

Tempo di reazione / punti 10/22-32

di misura (STAT: 7/22-32)
Lunghezze d'onda 700/415 nm
(sec./princ.)
Andamento della Crescente
reazione
Unita di misura U/L (ukat/L)
Volumi dei reagenti Diluente
(H0)
R1 100 pL -
R2 20 L -
Volumi dei campioni Campione Diluizione del campione
Campione  Diluente
(NaCl)
Normale 4L - -
Ridotto (Diluito) 8L 15 uL 135 pL
Concentrato 4L - -

Definizione del test per I'analizzatore cobas ¢ 501
Tipo di misura Cinetica

Tempo di reazione / punti 10/ 30-47

di misura (STAT: 7/ 30-47)
Lunghezze d'onda 700/415 nm
(sec./princ.)
Andamento della Crescente
reazione
Unita di misura U/L (ukat/L)
Volumi dei reagenti Diluente
(H0)
R1 100 pL -
R2 20 L -
Volumi dei campioni Campione Diluizione del campione
Campione  Diluente
(NaCl)
Normale 4L - -
Ridotto (Diluito) 8L 15 uL 135 pL
Concentrato 4L - -

Definizione del test per I'analizzatore cobas ¢ 502

Tipo di misura Cinetica
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Tempo di reazione / punti 10/ 30-47

di misura (STAT: 7/30-47)
Lunghezze d'onda 700/415 nm
(sec./princ.)
Andamento della Crescente
reazione
Unita di misura U/L (ukat/L)
Volumi dei reagenti Diluente
(H0)
R1 100 pL -
R2 20 L -
Volumi dei campioni Campione Diluizione del campione
Campione  Diluente
(NaCl)
Normale 4L - -
Ridotto (Diluito) 8L 15 uL 135 pL
Concentrato 8L - -
Calibrazione
Calibratori S1: H,0
S2: Cfas.
Tipo di calibrazione Lineare

Frequenza di calibrazione Calibrazione a 2 punti

* a cambio di lotto del reattivo

* se richiesto dai procedimenti del
controllo di qualita

L'intervallo di calibrazione puo essere esteso in base a valori accettabili
della verifica di calibrazione da parte del laboratorio.

Tracciabilita: questo metodo & stato standardizzato contro il reagente
utilizzabile sul sistema Roche, impiegando pipette calibrate insieme ad un
fotometro manuale, fornendo valori assoluti e I'assorbitivita specifica del
substrato, €.

Controllo di qualita

Per il controllo di qualita, impiegare i materiali di controllo indicati nella
sezione “Informazioni per ordini”.

In aggiunta, & possibile utilizzare altro materiale di controllo appropriato.
Gli intervalli ed i limiti del controllo dovranno essere conformi alle esigenze
individuali di ogni laboratorio. | valori ottenuti devono rientrare nei limiti
definiti. Ogni laboratorio deve definire delle misure correttive da attuare nel
caso che alcuni valori siano al di fuori dei limiti definiti.

Per il controllo di qualita, attenersi alle normative vigenti e alle linee guida
locali.

Calcolo

| sistemi Roche/Hitachi cobas ¢ effettuano il calcolo automatico dell'attivita
dell'analita di ciascun campione.

Fattore di conversione: U/L x 0.0167 = pkat/L

Limiti del metodo - interferenze

Una lieve variazione della colorazione gialla della soluzione 2 non
compromette in alcun modo la funzionalita del test.

Non pipettare con la bocca, ed evitare il contatto del reagente con la pelle.
La saliva ed il sudore contengono a-amilasil

Criterio di valutazione: recupero entro +10 % del valore iniziale ad
un‘attivita dell'amilasi di 100 U/L (1.67 pkat/L).

Siero/plasma

Ittero:'® nessuna interferenza significativa fino ad un indice | di 60 per la
bilirubina coniugata e non coniugata (concentrazione di bilirubina coniugata
€ non coniugata: ca. 1026 pmol/L oppure 60 mg/dL).

Emolisi:'5 nessuna interferenza significativa fino ad un indice H di 500
(concentrazione di emoglobina: ca. 311 pmol/L oppure 500 mg/dL).

cobas’

Lipemia (Intralipid):'® nessuna interferenza significativa fino ad un indice L
di 1500. Non esiste una buona correlazione tra l'indice L (corrisponde alla
torbidita) e la concentrazione di trigliceridi.

In casi rari, i campioni con la combinazione di un'elevata torbidita (indice L)
con un‘alta attivita di amilasi possono provocare il messaggio >React o
>Abs.

| campioni fortemente torbidi o lipemici possono provocare messaggi
d'errore relativi all'assorbanza.

Anticoagulanti: si sono osservate interferenze da citrato, fluoruro ed
EDTA.!

Glucosio: nessuna interferenza significativa a concentrazioni di glucosio
fino a 111 mmol/L (2000 mg/dL). Le concentrazioni di glucosio di

250 mmol/L (4500 mg/dL) hanno fatto registrare valori di recupero
aumentati ca. del 10 %.

Acido ascorbico: nessuna interferenza significativa a concentrazioni di
acido ascorbico fino a 5.68 mmol/L (100 mg/dL).

Farmaci: non si & osservata alcuna interferenza a concentrazioni
terapeutiche impiegando le piti comuni famiglie di farmaci.'s.7

Eccezione: i farmaci a base di icodestrina possono provocare risultati di
amilasi diminuiti.'®

In casi molto rari, la gammapatia, particolarmente di tipo IgM
(macroglobulinemia di Waldenstrom), pud causare risultati inaffidabili.®

Urina

Farmaci: non si & osservata alcuna interferenza a concentrazioni
terapeutiche impiegando le piti comuni famiglie di farmaci.!”

Acido ascorbico: nessuna interferenza significativa a concentrazioni di
acido ascorbico fino a 2.27 mmol/L (40 mg/dL). Le concentrazioni di acido
ascorbico di 22.7 mmol/L (400 mg/dL) hanno fatto registrare valori di
recupero ridotti ca. del 15 %.

Criterio di valutazione: recupero entro +10 % del valore iniziale ad
un'‘attivita dell'amilasi di 460 U/L (7.68 pkat/L).

Emolisi:'> nessuna interferenza significativa fino ad una concentrazione di
emoglobina di 311 ymol/L oppure 500 mg/dL.

Fosfato: nessuna interferenza significativa a concentrazioni di fosfato fino a
70 mmol/L (217 mg/dL).

Urea: nessuna interferenza significativa a concentrazioni di urea fino a
1500 mmol/L (9009 mg/dL).

Al fini diagnostici, i risultati devono sempre essere valutati congiuntamente
con la storia clinica del paziente, con gli esami clinici e con altre evidenze
cliniche.

AZIONI RICHIESTE

Programmazione extra lavaggi: ¢ assolutamente necessario effettuare
specifiche fasi di lavaggio se certe combinazioni di test vengono eseguite
insieme sui sistemi Roche/Hitachi cobas c. La versione pili recente
dell'elenco dei possibili carry-over si trova allegata alle metodiche NaOHD -
SMS - SmpCin1+2 - SCCS. Per ulteriori istruzioni, consultare il manuale
d'uso. Analizzatore cobas ¢ 502: tutte le programmazioni di extra lavaggi
richieste per evitare possibili carry-over sono disponibili tramite cobas link;
in determinati casi € comunque necessario effettuare inserimenti manuali.

E necessario implementare la procedura di extralavaggio (qualora ri-
chiesta) prima di riportare i risultati di questo test.

Limiti ed intervalli

Intervallo di misura

Siero/plasma/urina

3-1500 U/L (0.05-25.0 pkat/L)

Determinare i campioni con attivita piu alte mediante la funzione rerun. La
diluizione dei campioni mediante la funzione rerun avviene nel rapporto 1:5.
| risultati ottenuti con i campioni diluiti mediante la funzione rerun vengono
automaticamente moltiplicati per il fattore 5.

Limiti inferiori di misura

Limite di sensibilita inferiore del test

3 U/L (0.05 pkat/L)

Il limite di sensibilita inferiore rappresenta la minima concentrazione
misurabile dell'analita che puo essere distinta dallo zero. Viene calcolato
come il valore che si trova 3 deviazioni standard al di sopra dello standard
piu basso (standard 1 + 3 DS, ripetibilita, n = 21).
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Valori di riferimento®

Siero/plasma Uomini/ 0.47-1.67 pkat/L  28-100 U/L
donne

Urina spontanea Uomini 0.27-8.20 pkat/L  16-491 U/L
Donne 0.35-7.46 pkat/L 21-447 U/L

Quoziente Uomini 0.97-4.73 pkat/g 58-283 U/g

o-amilasi/creatinina Donne 1.25-6.51 pkat/g  75-390 U/g

Quoziente a-amilasi/creatinina

Per tener conto delle differenze dellattivita di a-amilasi nell’urina, si
consiglia la determinazione del quoziente a-amilasi/creatinina. A tale scopo,
determinare I'attivita del’a-amilasi e la concentrazione di creatinina
nell'urina spontanea.

Quoziente [U/g opp. pkat/mmol] = o-amilasi [U/L opp. pkat/L]

creatinina [g/L opp. mmol/L]

Rapporto della clearance amilasi/creatinina (RCAC)'®

L'RCAC viene determinato in base allattivita dell’amilasi e alla
concentrazione di creatinina. Il prelievo dei campioni di siero e la raccolta
dell'urina devono avvenire simultaneamente.

RCAC [%] =

amilasi urinaria [U/L] x creatinina sier. [mg/L] x 100

amilasi sier. [U/L] x creatinina urinaria [mg/L]

RCAC = ca. 2-5 %.

Ogni laboratorio deve controllare 'applicabilita dei valori di riferimento alla
propria popolazione di pazienti e, se necessario, determinare intervalli di
riferimento propri.

Dati specifici sulla performance del test

Qui di seguito sono riportati i dati rappresentativi delle prestazioni sugli
analizzatori. | risultati dei singoli laboratori possono differire da questi.
Precisione

La precisione & stata determinata usando campioni umani e controlli,
esequiti in base ad un protocollo interno: ripetibilita (n = 21), precisione
intermedia (3 aliquote per serie, 1 serie al giorno, 21 giorni). Sono stati
ottenuti i seguenti risultati:

Siero/plasma
Ripetibilita Media DS cv
UL (ukat'l) UL (ukat'L) %
Precinorm U 83.2(1.39) 0.8(0.01) 0.9
Precipath U 182 (3.09)  1(0.02) 0.6
Siero umano 1 34.5(0.576) 0.4(0.007) 1.2
Siero umano 2 97.9(1.63)  0.7(0.01) 0.7
Precisione intermedia Media DS cv
UL (ukat'l) UL (ukat'L) %
Precinorm U 84.0(1.40) 1.1(0.02) 1.3
Precipath U 184 (3.08)  3(0.05) 1.5
Siero umano 3 35.1(0.586) 0.9(0.015) 24
Siero umano 4 98.9(1.65) 1.6(0.03) 1.6
Urina
Ripetibilita Media DS cv
UL (ukat'l) UL (ukat'L) %
Livello di controllo 1 50.6 (0.845) 0.5(0.008) 0.9
Livello di controllo 2 164 (2.74)  1(0.02) 0.6
Urina 1 21.4(0.357) 0.2(0.003) 1.1

cobas’

Urina 2 68.5(1.14) 0.7 (0.01) 0.9
Precisione intermedia Media DS cv
UL (ukat'l) UL (ukatlL) %
Livello di controllo 1 51.8(0.865) 0.9(0.015) 1.7
Livello di controllo 2 168 (2.81)  2(0.03) 1.1
Urina 3 24.5(0.409) 0.5(0.008) 1.9
Urina 4 67.0(1.12) 2.8(0.05) 4.2

Confronto tra metodi

| valori di amilasi ottenuti per campioni di siero, di plasma e di urina umani
su un analizzatore Roche/Hitachi cobas ¢ 501 (y) sono stati confrontati con
quelli determinati con il reagente corrispondente su un analizzatore
Roche/Hitachi 917 (x).

Siero/plasma

Dimensione (n) del campione = 79

Passing/Bablok? Regressione lineare
y =0.999x +2.83 UL y =0.998x + 4.75 U/L
1=0.969 r=0.998

Le attivita dei campioni erano comprese tra 51.7 e 1409 U/L
(tra 0.863 e 23.5 pkat/L).

Urina

Dimensione (n) del campione = 88

Passing/Bablok?® Regressione lineare
y =0.986x + 0.423 U/L y=0.982x + 2.03 UL
7=0.987 r=1.000

Le attivita dei campioni erano comprese tra 33.6 e 1248 U/L
(tra 0.561 e 20.8 pkat/L).
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In questa metodica, per separare la parte intera da quella frazionaria in un
numero decimale si usa sempre il punto. Il separatore delle migliaia non
é utilizzato.

Simboli

Oltre a quelli indicati nello standard ISO 15223-1, Roche Diagnostics
impiega i seguenti simboli (per gli USA: per la definizione dei simboli
impiegati, vedere https://usdiagnostics.roche.com):

Contenuto della confezione
% Volume dopo ricostituzione o mescolamento
GTIN Global Trade Item Number

Le aggiunte, cancellazioni o modifiche sono indicate mediante una linea verticale posizionata al margine.
© 2019, Roche Diagnostics

Ce€

M Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim
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Distribuzione negli USA:

Roche Diagnostics, Indianapolis, IN
Assistenza tecnica alla clientela negli USA: 1-800-428-2336
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