a-AMILAZ

Alfa Amilaz konstantrasyonunun tayini igin diagnostik reaktif.

Validity

Sivi. Tek reaktif. +2/+8°C’de saklayiniz. In Vitro Diagnostik kullanim igindir. Dondurmayiniz.

MH-022 120 mL
MH-023 40 mL

Kullanma talimati icerisinde yapilan degisiklikler gri ile isaretlenmisgtir.

KULLANIM AMACI

Bu test insan serumu, plazmasi ve idrarindaki alfa amilaz
konsantrasyonunun kantitatif tayini icin kullanilir.

GENEL BILGI

a-Amilazlar (EC 3.2.1.1; 1,4-a-D glukan glukanohidrolaz;
AMY), polisakkaritlerdeki  1,4-a-glukozidik  baglarin
hidrolizini katalize eden enzimlerdir. Farkli oranlarda hem
diz zincirli (dogrusal) poliglukanlar (amiloz) hem de
dallanmis poliglukanlar (amilopektin ve glikojen) hidrolize
edilir. Amiloz hidrolizinde enzim, zincirleri alternatif a-1,4-
hemiasetal (—C—-O-C-) baglantilarindan bdlerek maltoz
ve bir miktar arttk glukoz olusturur, dalli zincirli
poliglukanlarin hidrolizinde ise maltoz, glukoz ve limit
dekstrinlerin  bir kalintisi  olusur. Enzim dallanma
noktalarindaki a-1,6 baglarina karsi etki etmez. Amilazlar,
kalsiyumun fonksiyonel bdtinliak icin gerekli oldugu
kalsiyum metalloenzimleridir. Bununla birlikte, tam aktivite
yalnizca klordr, bromdr, nitrat, kolat veya monohidrojen
fosfat gibi ¢esitli anyonlarin varliginda géruntulenir; klorar
ve bromir en etkili aktivatérierdir. insan serumundaki
amilazlar pH 6,9 ila 7,0 arasinda optimum aktivite
gc")sterirler.1

insan plazmasindaki amilazlar, molekuler agirliklar 54 ila
62 kDa arasinda degisen nispeten kiguk molekullerdir.
Bu nedenle enzim bdbreklerin  glomerdllerinden
gecebilecek kadar kuguktlr ve normalde idrarda bulunan
tek plazma enzimidir. Amilazlar birgok organ ve dokuda
bulunur. Tukdrik bezinde bulunan S-tipi amilaz, gida
agizda ve yemek borusundayken nisastalarin hidrolizini
baslatir ve en fazla bulunan amilazdir. Eskiden pityalin
olarakta adlandirilan bu enzimin aktivitesi midedeki asit
pH ile maruziyeti sonucunda son bulur. Pankreastaki
enzim (P tipi), asiner hlcreler tarafindan sentezlenir ve
daha sonra pankreatik kanal sistemi aracilidiyla bagirsak
yoluna salgilanir. Her iki amilaz izoenzim tdrandn (S ve P
tipi) aktivitesi ileum, jejunum, duodenum, kolon,
akcigerler, fallop tupleri, tiroid bezi, mide ve yumurtaliklar
gibi vicudun dider yerlerinde de daha az miktarlarda
mevcuttur.

Serum ve idrarda bulunan enzim agirlikli olarak pankreas
(P-amilaz) ve tukdruk bezi (S-amilaz) koékenlidir. Bu
izoenzimler, kromozom 1 Uzerindeki iki yakin baglantil
lokusun dranleridir.  Saglikli  yetigkinlerde P-amilaz,
serumdaki toplam amilaz aktivitesinin yaklasik %40 ila
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50'sini temsil eder. Amilaz izoenzimleri deamidasyon,
glikosilasyon ve deglikosilasyon gibi posttranslasyonel
modifikasyonlara ugrayarak bir dizi izoformlarini
olusturur.1

Kandaki amilaz aktivitesi fizyolojik olarak disuktir ve akut
pankreatit ve tukdrik bezi iltihabinda blyuk 6l¢lde artar.
Akut pankreatitte serum amilaz aktivitesi semptom
baslangicindan sonraki 5 ila 8 saat iginde bir artis
gosterir; ve genellikle Gg¢lncl veya dérdincl gunde
baslangic dizeyine déner. Ust referans limiti (URL) nin 4
ila 6 katina kadar artiglar gérular ve 12 ila 36 saat
arasinda maksimum aktiviteye ulasir. Serum enzim
aktivitesindeki artisin buyukligu pankreas tutulumunun
ciddiyeti ile iligkili degildir, ancak artis ne kadar buyukse
akut pankreatit olasiliyi da o kadar yuUksektir. Bununla
birlikte akut pankreatit tanisi icin amilazin 6zgullugu
dusUktar cunkl bazi akut karin i¢i hastaliklarda ve cesitli
pankreas disi durumlarda da yuksek degerler bulunur.
Amilazin dolasimdan temizlenmesi kismen renal atilim
yoluyla idrarla gergeklesir ve artan serum aktivitesi, idrar
amilaz aktivitesinde de artisa sebep olur. Serum amilaz
ile karsilastinldiginda idrar amilazi daha ylksek
konsantrasyonlara ulasir ve daha uzun slre ylksek
seviyelerde devam eder.’

Total amilaz él¢cimlerinin 6zgulligunin dusUk olmasi akut
karin agrisinin teshisi igin total amilaz aktivitesi yerine
baska testlerin (6rn. lipaz ve pankreatik spesifik amilaz)
gelistiriimesine yol acmistir. Calismalar, total amilaz
O6lcimandn pankreatit tanisi igin diger belirteglerle
karsilastirildiginda daha yetersiz oldugunu gc")stermistir.z'5
Akut pankreatit tanisinda total amilaz aktivitesine gére P-
amilaz aktivitesinin 6lclimesi daha ylksek tanisal
hassasiyet ve 6zguillige sahiptir.6

Akut pankreatitten slpheleniliyorsa serum amilazi, lipaz
veya P-amilaz ile birlikte izlenmelidir. Dogdru taninin
konulmasina yardimci olmak acisindan seri Slcimler
genellikle tekli tespitlerden daha faydalldlr.7 Safra yolu
hastaligi gibi cesitli intraabdominal ekstrapankreatik
durumlar serum P-amilaz aktivitesinde énemli bir artisa
yol acabilir. Badirsak bUtunldginin bozulmasina neden
olan bagirsak tikanikligi, perfore duodenal (Ulser,
mezenterik enfarktis ve akut apandisit gibi durumlarda
da pankreatik hiperamilazemi gérulebilir. Ayrica bébrek
yetmezliginde serum P-amilaz  aktivitesi b&brek
yetmezliginin boyutuyla orantili olarak artar (genellikle
URL'nin bes katindan fazla olmaz).
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Apandisit ve peritonit gibi pankreatik olmayan ¢ok sayida
karin  hastaliyi  hiperamilazemiye neden olabilir.
Enfeksiyon, isinlama, tikanma, ameliyat ve timérin
neden oldugu tukurik bezi lezyonlari, toplam amilaz
seviyesinin yani sira S tipi amilazi da artirabilir. Ayrica
birgok ilacin serum amilaz élgimlerinde artisa neden
oldugu rapor edilmistir.1‘s Hiperamilazemi neoplastik
hastaliklarda da ortaya c¢ikar. Akciger timérleri ve
yumurtaligin  ser6z ve mikst (ser6z ve muisindz)
karsinomlari, URL'nin 50 katina varan artislarla hiper
amilaziye (S-tipi izoenzim mobilitesi ile) neden olabilir.
Ripture ektopik gebelik vakalarinda amilaz izoenzimi iyi
karakterize edilmemistir. Ge¢ basvuran ciddi vakalarda,
S-amilazin fallop tUplerinde mevcut olmasina ragmen
peritonite bagdll pankreas tutulumu nedeniyle artan
izoenzim P-amilaz olabilir."

Popullasyonun %1'inde makroamilazlar serumda bulunur
ve hiperamilazemiye neden olabilir, bunlar amilaz
(genellikle S tipi) ve 1gG veya IgA kompleksleridir; bu
makroamilazlar, bluyuk boyutlari nedeniyle (>200 kDa
molekuler agirhk) bébrek glomerdllerinden
filtrelenemezler ve bu nedenle plazmada tutulurlar;
burada onlarin varligi, amilaz aktivitesini URL'nin yaklasik
iki ila sekiz kati kadar artirabilir. Bu duruma herhangi bir
klinik semptom eslik etmemektedir, ancak karin agrisinin
arastiriimasi sirasinda bazi vakalar tespit edilmistir.1‘s

TEST PRENSIBI
Enzimatik kolorimetrik metot

IFCC referans metotu ile uyumludur.9 4 ,6-etiliden-
(G7)p-nitrofenil-(G1)-a,D-maltoheptaosid (etiliden-G7PNP)
oligosakkarit, a-amilaz tarafindan katalizlenen reaksiyon
ile hidrolize edilerek G2PNP, GsPNP ve G4PNP
fragmanlarina pargalanir; daha sonra bu fragmanlar
a-glukosidaz tarafindan katalizlenen ikinci bir reaksiyon
sonucunda hidrolize ugrayarak kromofor  6zellikli
p-nitrofenol ve glikoz olusturular. Olusan p-nitrofenolin
renk yogunlugu, a-amilaz aktivitesiyle dodru orantilidir ve
405 nm dalga boyunda absorbansta meydana gelen
artisla tespit edilir.

5 etiliden-G’PNP? + 5 H,0 "% 3 etiliden-Gs + 2
G2PNP + 2 etiliden-G4 + 2 GsPNP + etiliden-Gz + G4PNP

a—glukosidaz

2 GoPNP + 2 G3PNP + G4PNP + 14 H,O ——— 5
PNP + 14 G

a) PNP: p-nitrofenol
b) G: glikoz

REAKTIF BILESENLERI

Kalsiyum Asetat : 7.2 mmol/L
NaOH - <39 mmol/L
Potasyum Tiyosiyanat - <1100 mmol/L

2-Kloro 4 Nitrofenil-

a-maltotriosit - < 2.5 mmol/L
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REAKTIF HAZIRLAMA

Reaktifler kullanim igin hazirdir.

REAKTIF STABILITESI VE SAKLAMA SARTLARI

Reaktifler +2/+8°C'de kapall tutuldugu sUrece etikette
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

Acllan siseler 25 glin +2/+8°C’de optimum sartlarda
stabildir. Cihaz Usti stabilite otoanalizér sogdutma
spesifikasyonlarl ve carry-over degerleri ile guglld bir
sekilde iligkilidir.

Reaktif stabilitesi ve saklama sartlari verileri, Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) EP25-A protokollu
kullanilarak docjrulanmlgtlr.20

NUMUNE GEREKLILIKLERI

Serum, plazma ve idrar kullanilabilir. Serum standart
prosedirle toplanir. Plazma igin lityum heparinli humune
tlpleri tercih edilmelidir.EDTA'lI numune toplama tlplerle
elde edilmis plazma numuneleri kullanilmamalidir.

Hemolizli numuneler kullanilmamalidir. 24 saatlik idrar ya
da rastgele idrar numuneleri igin asitli koruyucu olmayan
plastik ya da cam kaplar kullaniimalidir. Birden c¢ok
numune dondurma ve ¢ézme isleminden kacginiimalidir.
Testten 6nce numune homojenize edilmelidir.

Serum ve plazmadaki Amilaz stabilitesi®:

7 gin +15/+25°C’de
1ay +2/+8°C’de
1yl -20°C’de

idrardaki Amilaz stabilitesi®®:
2 gin +15/+25°C'de
10 guin +2/+8°C’de

Not 1: Amilazin kalsiyum iyonlarina mutlak ihtiyaci
oldugundan sitrat, oksalat ve EDTA gibi selatlayici
antikoagulanlar plazma 6rnegi olarak tercih edilmez.”

Not 2: Klasik bir bilgi olarak idrar &érneklerinin oda
sicakliginda 12 saat veya 5°C'de 5 gln igerisinde analiz
edilmesi ve numunenin dondurulmamasi tavsiye edilir.”"
Birim Doniigiim:

U/L x 0,017 = pkat/L

KALIBRASYON VE KALITE KONTROL

Kalibrasyon: Bu test icin Arcal Auto Kalibratér kullanimi
gerekmektedir. Tavsiye edilen:

Arcal Auto Kalibratér
Ref.No: VT-003

Kalibrasyon  stabilitesi 7  ginddr. Reaktif lot
numarasindaki dedisiklikler kalibrasyon gerektirir. Eger
kalite kontrol sonuclari kabul edilebilir limit araliklarinda
degilse kalibrasyon yapmak gerekir.

a-AMILAZ Sayfa2/6



Kontrol: Degerleri bu yéntemle belirlenmis ticari olarak
ulasilabilen kontrol malzemesi kullanilabilir.

Arcon N (Seviye | Kontrol) Liyofilize
Ref.No: VT-001

Arcon P (Seviye Il Kontrol) Liyofilize
Ref.No: VT-002

En az iki seviye kontrol ile her 24 saatte bir
calistiriimalidir. Her laboratuvarin kendi kalite kontrol
prosedarlerini  belirlemesi gerekmektedir. Daha siki
kontrol takibi gerekiyorsa, laboratuvariniz igin gelistiriimis
kalite kontrol prosedurlerine bakiniz.

REFERANS ARALIKLARI / MEDIKAL KARAR
DUZEYLERi%®

Serum/Plazma
Erkekler/Kadinlar 128 — 100 U/L
idrar
Erkek 216 - 491 UL
Kadin 121- 447 U/L

Not 1: Ydéntemimizin uyumlu oldugu IFCC’nin 6nerdidi
yontemin referans araligi 37°C'de 31 ila 107 U/L
arallglndadlr.7

Not 2: Yenidoganlarin kan amilaz aktivitesi yetiskinlerin
yaklasik %18'idir. Ortalama serum amilaz aktivitesi
yenidogan déneminden yetigkin seviyelerine ulastidi 3 ila
4 vyaslarina kadar artar. Amilazin serum aktivitesinde
erkekler ve kadinlar arasinda anlamli bir fark yoktur.12

Her laboratuvar kendi hasta populasyonu igin beklenen
degerlerin transfer edilebilirligini arastirmali ve eger
gerekli ise kendi referans aralidini belirlemelidir.

Referans araligi, CLSI EP28-A3c protokolu kullanilarak
dogrulanmlstlr.13

PERFORMANS OZELLIKLERI
Olgiim Arahigi (Measuring Interval)

CLSI EP34-ED1:2018’e gére “Olcuim Araligr” ilgili analitin
alt miktar tayini siniri (lower limit of quantitation; LLoQ) ile
Ust miktar tayini sinir (upper limit of quantitation; ULoQ)
arasinda yer alan, seyreltme, konsantre etme veya
herhangi bir 6n islem olmaksizin tibbi olarak ve
laboratuvar gereksinimi bakimindan istenilen dogrulukta
analit konsantrasyonunun él¢uldigu aralidi ifade eder.

Amilaz igin tespit edilen analitik élgim araligi 3-3300
U/L'dir.
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Validity
Tayin Limitleri (Detection Capability)

Saptama siniri (Limit of Detection: LoD): 1,5 U/L
Miktar tayini siniri (Limit of Quantitation; LoQ): 3 U/L

Not: Bu deger belirlenirken ylzde degisim katsayisi
(%CV) degerinden < %20 degeri temel alinir.

LoD ve LoQ degerleri, CLSI EP17-A2:2012 protokoll
kullanilarak dogrulanmlstlr.15

Dogrusallik (Linearity)

Bu metodun lineerite araligi 3-3300 U/L olarak
belirlenmistir.

Bu degderin Uzerindeki konsantrasyonlarda otoanalizérin
otomatik diliisyonundan faydalanabilirsiniz. ilave bilgi icin
cihazin kullanim kilavuzuna bakabilirsiniz.

Manuel dilisyon proseddrd igin numuneyi %0.90'lik
isotonik kullaniniz. Dilisyondan sonra tekrar calisilan
numune sonucunu seyreltme faktérd ile carpiniz.
Dilusyon sonrasi numune sonucu lineer alt sinirdan
distk oldugunu gésterecek sekilde isaretlenmisse
sonucu rapor etmeyiniz. Uygun bir dilusyon kullanarak
tekrar calistiriniz.

Dogrusallik calismalann CLSI EP06-A:2003 rehberi
kuIIanllarakdogjrulanmlstlr.16

Kesinlik (Precision)

Calisma dizeni 20x2x2 “The Single Site” protokoline
gbre olusturulmustur. Calisma sonucunda
Tekrarlanabilirlik (Repeatibility) ve Laboratuvar igi
Kesinlik  (Within-Laboratory precision/Within-Device
Precision) degerleri elde edilmistir.

Kullanilan protokole gére 20 gin boyunca (ardisik gln
olma zorunlulugu yoktur) ginde 2 ayrn c¢alisma (run)
yapilmistir. Bu protokol dusik ve yuksek numuneler igin
ayri ayri uygulanmis ve her bir numune igin 80 sonug
elde edilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak 2 faktérll
Nested-ANOVA modeli kullanilarak elde edilmistir."’

Amilaz’'a ait tekrarlanabilirlilik ve laboratuvar ici kesinlik
SD (standart sapma) ve %CV degerleri sirasiyla tablo 1
ve 2'de verilmistir:

Tablo 1. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen Amilaz Tekrarlanabilirlilik Sonuglari

Ortalama konsantrasyon SD CV% n
62 U/L 0,76 1,22 80
498 U/L 2,52 0,50 80

Not: Bu calisma duzeni énceki yayinlanmis CLSI EP05-
A2 rehberinde “within-run precision” olarak
adlandiriimaktadir.'®
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Tablo 2. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen Amilaz Laboratuvar igi Kesinlik Sonuglari

Ortalama konsantrasyon SD CV% n
62 U/L 1,63 2.63 80
498 U/L 15.33 3,08 80

Not: Bu calisma duzeni énceki yayinlanmis CLSI EP05-

A2 rehberinde “total presizyon” olarak
adlandiriimaktadir.'®
Metot Karsilastirma
Metot karsllastirmasi verilerinin istatiksel

degerlendiriimesi sonucunda:

Passing-Bablok denklemi;'®
y=1,022x — 0,37 U/L
r=0.99 olarak hesaplanmistir.

interferans

Amilaz interferans tarama testinde kullanilan endojen
interferant ve analit konsantrasyonlari “CLSI EP37-
ED1:2018” ve “CLSI EP07-ED3:2018" kilavuzlarina
uygun olacak sekilde belirlendi.?®?!

Amilaz interferans tarama testi sonucunda elde edilen
g6zlemlenen fark degerinin interferans bakimindan
anlamli olup olmadigini tespit edebilmek icin kullanilacak
olan toplam kabul edilebilir hata orani +%25 olarak
alindi.?

Amilaz interferans testi sonucunda, belirlenmis olan
endojen interferant ve analit konsantrasyonlarinda,
interferantlar ve analit arasinda belirgin bir etkilesim
gbzlenmedi.

interferant- Amilaz Hedef . | Gozlemlenmis
Konsantrasyon (U/L) Geri Elde %
Bilirubin
14.9 mg/dL 604 3 o1
Lipemi 54.9 3 102
2773 mg/dL

*Serum havuzu seklinde hazirlanmis olan kontrol ve test (icinde
interferant bulunan) numunelerinin kag¢ kez tekrar ¢alisilacaginin
hesaplanmasinda ilgili metot icin 6nceden tespit edilmis
tekrarlanabiliriik (with-in run) SD degerleri ve interferans limiti
olarak belifenmis toplam kabul edilebilir hata orani kullanildl.
Hesaplamalarda tip 1 hata (a hata) orani %5 ve tip 2 hata orani (B
hata) %10 (%90 giig) kabul edildi.*"

Not: Literatirlerde gecgen bir bilgi olarak, amilaz analizleri
genellikle hemoglobin, bilirubin veya trigliseritlerden
etkilenmeye egilimli degildir. Orneklerin oksalat, sitrat
veya EDTA iceren tlplerde toplanmasi, gerekli amilaz
kofaktérlerinin selasyonu nedeniyle deg@erlerin hatall
sekilde dismesine neden olabilir.”

Endojen interferantlar yani  sira cesitli ilag ve
metabolitlerinin, antikoagulanlar (érn. Heparin, EDTA,
sitrat, oksalat) ve koruyucular (6rn. Sodyum flordr,
iyodoasetat, hidroklorik asit) gibi érnek katki maddelerinin,
toplama ve igsleme sirasinda &rneklerle temas edebilen
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Validity
maddelerin (serum ayirici cihazlari, érnek toplama kaplari
ve icerigi, kateterler, kateter yikama c¢ozeltileri, cilt
dezenfektanlari, el temizleyicileri ve losyonlar, cam yikama
deterjanlari, toz eldivenler vb.), belirli testleri etkiledigi
bilinen diyet maddelerinin (kafein, beta-karoten, hashas
tohumu vb.) veya bir 6&rnekte yabanci proteinlere
(heterofilik antikorlar vb.), otoimmin yanita (otoantikorlar
vb.) veya maligniteye bagli (6rnedin paraproteinlerin, fosfat
testi ve indirekt iyon segici elektrot yéntemleri ile girigsim
olusturmasi) olusturan mevcut bazi maddelerin pek ¢ok
farkli nedenden 6tlrd cesitli girisimlere ve vyanlis
degerlendirmelere neden olacak olumsuz etkilerinin ortaya
cikabilecedi unutulmamalidir.®!

Bu performans karakteristikleri otoanalizér kullanilarak
elde edilmistir. Sonuglar farkli ekipmanlar ya da manuel
prosedurler kullanildidinda bazi degisiklikler gésterebilir.

UYARILAR VE ONLEMLER

IVD: In Vitro Diagnostik kullanim igindir.

Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayiniz.
Farkli iki lot numarall reaktif birbirine karistirimamalidir.
Profesyonel kullanim igindir.

iyi Laboratuvar Uygulamalari (GLP) ilkelerine uyunuz.
Sodyum azid igerir.

DIKKAT: Bu urian ile birlikte insan kaynakli érnekler
isleme alinmaktadir. insan kaynakli érneklerin timu
potansiyel bulasici olarak kabul edilir ve OHSAS (is
Sagligi ve Gulvenligi Yoénetim Sistemi) standartlarina
uygun olarak ele alinmasi tavsiye edilmektedir.

Tehlike

EUHO032 -Asitle temasta ¢ok zehirli gaz ¢ikarir.

H317 -Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

Onlem

P280 :Koruyucu eldiven / koruyucu giysi /
g6zluk / maske kullaniniz.

P264 Kullandiktan  sonra  elinizi  uygun
sekilde yikayiniz.

pP272 Kirlenmis is kiyafetinin is yeri disinda
kullanimina izin verilmemelidir.

Miidahale

P302+P352 :Deri ile temasta bol sabun ve su ile
yikayiniz.

P333+P313 :Deriyi tahris eder ya da kizariklik
meydana  gelirse  tibbi  yardima
basvurunuz.

P362+P364 :Kontamine olmus giysiyi ¢ikariniz ve
kullanmadan 6nce uygun sekilde
yikayiniz.

imha

P501 ‘icerikleri ve kaplari yerel
dizenlemelere gére atiniz.
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