QUIMILIP - LIPASE

Colorimétrico
ANVISA: 10159820235

Finalidade

Reacéo colorimétrica para determinagdo quantitativa de lipase em amostras de soro e plasma huma-
nos. Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

Principio do Teste

Um substrato sintético (DGMRE) é decomposto pela agdo da lipase para produzir o produto final co-
lorido denominado metilresorufina. A intensidade de cor medida em 580 nm é diretamente propor-
cional & concentragdo de lipase presente na amostra. A lipase é catalisada de acordo com a seguinte
reaggo:

Lipase/Colipase . . . L. L. . .
DGMRE ———— > 1-2-o-dilauril-rac-glicerol + &cido glutérico(6-metilresorufina)ester

L. - . . Li /Coli ;. L. . )
4cido qutarlco(G-metllresoruﬁna)esterwb Acido glutérico + metilresorufina

Metodologia

Colorimétrico

Significado Clinico
A atividade da lipase foi definida como um marcador importante para o diagnéstico de doengas pan-
credticas e monitoramento do tratamento.

Reagentes

Reagente 1: Pronto para uso. Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Solugdo tampao pH 8,0: 40 mmol/L;
taurodeoxicolato: 34 mmol/L; deoxicolato: 2,6 mmol/L; cloreto de célcio: 12 mmol/L; colipase: Tmg/L.
Reagente 2: Pronto para uso. Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Solugdo tampao pH 4,0 tartarato: 15
mmol/L; taurodeoxicolato: 34 mmol/L; 1-2-o-dilauril-rac-glicero-3-4cido glutarico(6-metilresorufi-
na)ester (DGMRE): 0,13 mmol/L; coemulsionante.

Osreagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto. Apés
abertos, o reagentes sao estéveis por 60 dias armazenados de 2 a 8°C.

Os frascos devem ser mantidos fechados, protegidos da luz e deve-se evitar a contaminagdo durante
0 uso.

Precaucgoes e cuidados requeridos

1. Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico in vitro.

2. N3o pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos,
lavar com grande quantidade de agua e procurar auxilio médico.

3. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagdo para
obtengdo de resultados corretos.

4. Nao usar o reagente se o mesmo estiver visualmente turvo, apresentar precipitado, ou se hou-

ver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

Material necessario nao fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbancia de 580 nm.

2. Pipetas para medi¢do de amostras e reagente.
3. Aguadestilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador, quando necessario.
5. Cronbémetro.

Amostra

Soro livre de hemdlise e plasma (heparina).
A lipase é estavel na amostra por 24 horas entre 15 - 25°C, 5 dias entre 2 - 8°C e 1ano a -20°C.

Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos
manusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do paciente
E recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com as recomendagdes médicas e/ou
norma de referéncia utilizada pelo laboratério.

Interferéncias
Acido ascérbico < 50 mg/dL ndo interfere;
Bilirrubina < 50 mg/dL n3o interfere;
Hemoglobina <400 mg/dL n3o interfere;
Triglicérides <1000 mg/dL n3o interfere;

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 580nm
Tipo de Reacdo Cinético
Diregéo Crescente

Relagdo Amostra x Reativo | 1:62,5

Vol. Amostra 10 uL
Vol. Reagente 1 500 uL
Vol. Reagente 2 125k

Tempo de Incubagédo 5 minutos

Calibragao
Utilizar Quimicalib Ebram c6d.7023/12023. A concentragéo de lipase no Quimicalib é rastredvel a um
calibrador mestre correlacionavel a um método de referéncia.

Procedimento Automatizado
Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagdo do equipamento ou entrar em con-
tato com o SAC.

Procedimento Manual
Permita que o reagente, padrdo e amostra atinjam a temperatura ambiente (15 - 30°C) antes do teste.
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar o procedimento conforme tabela abaixo e adicionar o R1:

Branco Padrdo Amostra/S.C.

Reagente 1 500 uL 500 uL 500 uL

Calibragéo - 10 uL -

Amostra - - 10 uL

2. Homogeneizar os tubos, incubar em banho-maria sob temperatura de 37°C de 1a 5 minutos
e, entdo, adicionar o R2:

Tubos ‘ 1.Branco ‘ 2. Padrdo ‘ 3. Amostra/C
Reagente 2 ‘ 125 L ‘ 125 L ‘ 125 L
3. Homogeneizar os tubos, acionar o crondmetro e incubar em banho-maria sob temperatura
de 37°C;
4. Apods 2 minutos, anotar a absorbancia inicial (A1) e efetuar novas leituras apds 1 e depois apds

2 minutos, respectivamente;

Calculos
A concentragao de lipase na amostra é calculada a partir da seguinte férmula geral:

AA/min. A/min.
= - A/min branco

amostra/calib. amostra/calib.

A A/min. amostra

Lipase (U/L) = X Conc. calib.
A A/min. calib.
EXEMPLO:
A/min. amostra = 06069
A/min. calib. = 0,8944
A/min. branco = 0,3569
Conc. calib. (U/L) =86
AA/min. amostra = 0,6069 - 0,3569 = 0,2500
AA/min. calib. = 0,8944 - 0,3569 = 0,5375
0,2500
Lipase (U/L) = —— X 86 = 40U/L
0,5375

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste € linear até 300 U/L.

As amostras com concentragdes de lipase superiores a 300 U/L devem ser diluidas com solugao
salina até atingirem resultado entre 3 U/L e 300 U/L e os resultados devem ser multiplicados pelo
fator de diluigdo.

Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerancia e agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagéo analitica do sistema de medig&o. Aconselhamos o uso dos soros con-
trole Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024 / 12024 e 7031/ 12031.

Valores Esperados
<60 U/L

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabelega seu préprio intervalo de referéncia.



Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes
resultados:

NUmero de amostras 67

Coeficiente de Correlagéo 0,999

Inclinagédo 0,96
Intercepta 115
Precisao

Estudos de precisdo foram executados com duas amostras sendo que cada amostra foi dosada 40 ve-
zes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Amostral | Amostra2

Média (mg/dL) 58,9 U/L 103 U/L

D.P. (mg/dL) 060 150

CV. (%) 101 145
Exatidao

Estudos de precisdo foram executados com duas amostras sendo que cada amostra foi dosada em
quintuplicata em 8 periodos diferentes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Amostral | Amostra2
Média (mg/dL) 589 U/L 103 U/L
D.P. (mg/dL) 049 065
CV. (%) 082 063

Sensibilidade Metodolégica
1U/L

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e hospitalizados,
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodoldgica adequada.

Observacoes

O diagnéstico clinico ndo deve ser feito apenas com os resultados de um Unico teste, ou seja, os dados
clinico do paciente bem como os resultados de outros exames devem ser considerados para conclusdo
do diagnéstico.

Apresentacao
R1:4x10 mL +R2:1x10 mL
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QUIMILIP - LIPASE

Colorimetric
ANVISA: 10159820235

Purpose
Colorimetric reaction for the quantitative determination of lipase in human serum and plasma
samples. For in vitro diagnostic use only.

Principle of the test

A synthetic substrate (DGMRE) is broken down by the action of lipase to produce the colored end
product called methylresorufin. The color intensity measured at 580 nmis directly proportional to the
concentration of lipase present in the sample. Lipase is catalyzed according to the following reaction:

DGMRE 1-2-o-dilauryl-rac-glycerol + glutaric acid(6-methylresorufin)ester

[
Lipase/Colipase

glutaric acid(6-methylresorufin)ester Glutaric acid + methylresorufin

Lipase/Colipase
Metodologia

Colorimetric

Clinical Significance
Lipase activity has been defined as an important marker for diagnosing pancreatic diseases and
monitoring treatment.

Reagents

Reagent 1: Ready for use. Store between 2 and 8°C. Contains: pH 8.0 buffer solution: 40 mmol/L;
taurodeoxycholate: 3.4 mmol/L; deoxycholate: 2.6 mmol/L; calcium chloride: 12 mmol/L; colipase: 1
mg/L.

Reagent 2: Ready for use. Store between 2 and 8°C. Contains: buffer solution pH 4.0 tartrate: 1.5
mmol/L; taurodeoxycholate: 3.4 mmol/L; 1-2-o-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric acid(6-methylreso-
rufin)ester (DGMRE): 013 mmol/L; coemulsifier.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label. Once opened,
the reagents are stable for 60 days stored at 2 to 8°C.

The vials should be kept closed, protected from light and contamination should be avoided during
use.

Precautions and precautions required

. This reagent should only be used for in vitro diagnostics.
Do not pipette by mouth. Avoid contact with skin and clothing. In case of contact with eyes,
rinse with plenty of water and seek medical attention.
Monitor the temperature of the working environment and the reaction time in order to obtain
correct results.
Do not use the reagent if it is visually cloudy, has precipitates, or if it is difficult to achieve the
values established for the fresh control.

Material required not supplied
1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance at 580 nm.

2. Pipettes for measuring samples and reagents.
3. Distilled/deionized water.

4. Analyzer consumables, when necessary.

5. Stopwatch.

Sample

Hemolysis-free serum and plasma (heparin).
Lipase is stable in the sample for 24 hours at 15 - 25°C, 5 days at 2 - 8°C and 1year at -20°C.

All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them follo-
wing the established Biosafety standards.

Patient preparation
Itis recommended that samples are collected in accordance with the medical recommendations
and/or reference standard used by the laboratory.

Interferences

Ascorbic acid < 50 mg/dL does not interfere;
Bilirubin < 50 mg/dL does not interfere;
Hemoglobin < 400 mg/dL does not interfere;
Triglycerides <1000 mg/dL does not interfere;

System parameters:

Temperature 37°C
Wavelength 580nm
Reaction Type Kinetic
Direction Increasing
Sample x Reagent Ratio 1:62,5
Sample Vol. 10 uL

Vol. Reagent 1 500 uL
Vol. Reagent 2 125k
Incubation time 5 minutes

Calibration
Use Ebram Quimicalib code 7023/12023. The concentration of lipase in Quimicalib is traceable to a
master calibrator and correlated to a reference method.

Automated procedure
Application on the automated system: see the manual for using the equipment or contact SAC.

Manual procedure
Allow the reagent, standard and sample to reach room temperature (15 - 30°C) before testing.
Separate 3 test tubes and carry out the procedure according to the table below and add R1:

Blank Standard Sample/S.C.
Reagent1 500 pL 500 pL 500 pL
Calibrator - 10uL -
Sample - - 10 uL
1. Homogenize the tubes, incubate in a water bath at 37°C for 1to 5 minutes and then add R2:
Tubes 1.Blank 2. Standard 3.Sample/C
Reagent 2 125 L 125 L 125 L
1. Homogenize the tubes, start the stopwatch and incubate in a water bath at 37°C;
2. After 2 minutes, record the initial absorbance (A1) and take new readings after 1and 2 minutes

respectively;

Calculation

The concentration of lipase in the sample is calculated using the following general formula:

AA/min. A/min.
= - A/min white
sample/calib. sample/calib.
A A/min. sample
Lipase (U/L) = X Conc. calib.
A A/min. calib.
Example:
A/min. sample = 0.6069
A/min. calibration = 0.8944
A/min. blank = 0.3569
Calibration conc. (U/L) = 86
AA/min. sample = 0,6069 - 0,3569 = 0,2500
AA/min. calib. = 0,8944 - 0,3569 = 0,5375
0,2500
Lipase (U/L) = —— X 86 = 40U/L
05375

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 300 U/L.

Samples with lipase concentrations above 300 U/L should be diluted with saline solution until they
reach a result between 3 U/L and 300 U/L and the results should be multiplied by the dilution factor.

Quality Control

Each laboratory must maintain an internal quality program that defines objectives, procedures,
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical
variation of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the
Quimicontrol Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Code 7024 / 12024 and
7031/12031.

Expected values

<60U/L

These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own
reference range.

Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following
results:

Number of samples 67

Correlation Coefficient 0,999




Slope 096

Intercept 115

Precision
Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample proces-
sed 40 times and the following statistical data were found:

N=40 Sample1 Sample 2

Mean (mg/dL) 589 U/L 103 U/L

D.P. (mg/dL) 060 150

CV. (%) 101 145
Accuracy

Accuracy studies were carried out with two samples, each of which was dosed in quintuplicate at 8
different times and the following statistics were found:

N=40 Sample1 Sample 2
Mean (mg/dL) 589 U/L 103 U/L
D.P. (mg/dL) 049 065
CV. (%) 082 063

Methodological sensitivity
1U/L

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred
that the method has adequate methodological specificity.

Observations

The clinical diagnosis should not be made solely on the basis of the results of a single test, i.e. the pa-
tient’s clinical data as well as the results of other tests should be taken into account when concluding
the diagnosis.

Presentation
R1: 4 x10 mL +R2: 1x 10 mL
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