LIPASE-LQ.DGGR

Lipase-LQ. DGGR

Kinetic colorimetric. Liquid

Quantitative determination of Lipase
IVD

Store at 2-8°C

PRINCIPLE OF THE METHOD

The pancreatic lipase in presence of colipase, desoxycholate and calcium ions,
hydrolyses the substrate 1-2-O-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric acid-(6" -
methylresorufin)-ester. The sequence of reactions involved in the enzymatic
direct lipase determination is the following:
1-2-O-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric-(6' -methylresorufin)-ester

&) 1-2-O-dilauryl-rac-glycerol + Glutaric-6'-methylresorufin-ester (no
stable) L Glutaric acid + Methylresorufin

The rate of methylresorufin formation, measured photometrically, is proportional
to the catalytic concentration of lipase present in the sample.

CLINICAL SIGNIFICANCE

Lipase (LPS) is a pancreatic enzyme necessary for the absorption and digestion
of nutrients that catalyzes the hydrolysis of glycerol esters of fatty acids.
Determination of LPS is used for diagnosis of diseases of pancreas such as acute
and chronic pancreatitis and obstruction of the pancreatic duct*”®. Clinical
diagnosis should not be made on a single test result; it should integrate clinical
and other laboratory data.

REAGENTS
TRIS pH 8.3 40 mmol/L
R1 Colipase >1mg/L
Buffer Desoxycholate 1,8 mmol/L
Taurodesoxycholate > 20 mmol/L
R2 Tartrate pH 4,0 15 mmol/L
Substrate Lipase Substrate > 0,7 mmol/L
(micro-emulsion) Calcium chloride (CaClz) > 0,05 mmol/L

PREPARATION
The reagents are ready to use.

STORAGE AND STABILITY

All the components of the kit are stable until the expiration date on the label when
stored tightly closed at 2-8°C, protected from light and contaminations prevented
during their use. Do not use reagents over the expiration date.

Signs of reagent deterioration:

- Presence of particles and turbidimetry (note 1)

- Blank absorbance (A) at 570 nm > 1,00.

- R2 is a turbid orange-colored micro-emulsion, discard if turning to red.

ADDITIONAL EQUIPMENT

- Spectrophotometer or colorimeter measuring at 570 nm.
- Thermostatic bath at 37° C (+ 0,1°C)

- Matched cuvettes 1,0 cm light path.

- General laboratory equipment (note 2)

SAMPLES

Fresh serum samples are recommended.

Spinreact does not recommend the use of EDTA and citrate plasma samples.
These sample types could only be used if different reference ranges are
established by each laboratory using different sample types other than fresh
serum.

Avoid repeated freezing and thawing. Stability: 7 days at 2-8°C and 1 month at -
20°C

PROCEDURE
1. Assay conditions:
Wavelength:.
Cuvette: ...... .1 cm light path
Constant temperature 37°C
2. Adjust the instrument to zero with distilled water.
3. Pipette into a cuvette (Note 2):
Blank Standard / Sample
R 1 (mL) 1,0 1,0
R 2 (uL) 200 200
Distilled water (uL) 10 --
Standard / Sample (uL) -- 10

4. Mix, incubate at 37°C for 1 minute.

5. Read initial absorbance (A) of the sample, start the stopwatch and read
absorbances at 1 minute intervals thereafter for 2 minutes.

6. Calculate the difference between absorbances and the average
absorbance differences per minute (AA/min).

CALCULATIONS
(AA/min )Sample — (AA/min )Blank = (AA/min )of sample
(AA/min )Calibrator — (AA/min )Blank = (AA/min )of Calibrator

AA/ min Sample

mx Calibrator activity = Lipase activity of tha sample (U/L)

Units: One international unit (IU) is the amount of enzyme that transforms 1 ymol of
substrate per minute, in standard conditions. The concentration is expressed in units
per litre of sample (U/L).

Conversion factor: LPS [U/L] x 0,01667= LPS [ukal/L]

QUALITY CONTROL

Control sera are recommended to monitor the performance of assay procedures:
SPINTROL H Normal and Pathologic (Ref. 1002120 and 1002210).

If control values are found outside the defined range, check the instrument, reagents and
technique for problems.

Each laboratory should establish its own Quality Control scheme and corrective actions
if controls do not meet the acceptable tolerances.

REFERENCE VALUES

the normal range for pancreatic lipase when measured by the DGGR method is 13-60
U/L®

These values are for orientation purpose; each laboratory should establish its own
reference range.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

1. Trueness: Trueness has been performed using Certified Reference Material. Results
obtained with Spinreact reagents show an acceptable proportional systematic
deviation at low levels compared to the reference standard.

Theoretical conc. Measured conc. .
Bias (%)

(/L) (/L)

10,04 10,03 -0,03
20,07 20,77 3,49
40,15 42,83 6,68
80,3 83,79 4,34
160,6 163,47 1,77

N

. Precision: repeatability and reproducibility were evaluated based on the CLSI
protocol EP05-A3:

Repeatability (n= 84) Reproducibility (n=90)
Mean (U/L) CV (%) Mean (U/L) CV (%)
46.8 3.3 49.25 5.0
93.46 2.4 103.2 4.3

w

. Analytical sensitivity: the observed analytical sensitivity at 570nm was 0,378
mAbs/U/L.

4. Limit of detection (LoD): The Limit of Detection (LoD) for LIPASE-LQ. DGGR is
1.591 U/L, determined based on the CLSI EP17-A2 protocol.

. Measuring range: From quantification limit (LoQ) of 4.32 U/L to linearity limit of 348
U/L. LoQ determined based on the CLSI EP17-A2 guidelines. And Linearity
determined base on CLSI EP06-A 2" Ed.

. Method comparison: Results obtained using SPINREACT reagents (y) compared
with other commercial reagents (x) did show slight proportional bias (less than 9%).
The results obtained using 50 samples were the following:

Correlation coefficient r= 0,994.
Ordinary least-squares fit: y= 1,313 + 1,076x
The results of the correlation may vary between analyzers and on the samples used.

(4]

(22}

INTERFERENCES

Bilirubin up to 75 mg/dL, hemoglobin up to 110 mg/dL and ascorbic acid up to 120 mg/dL
do not interfere at the tested Lipase concentrations (40 U/L). 600 mg/dL Intralipid (1300
mg/dL triglycerides) do not interfere.

A list of drugs and other interfering substances with lipase determination has been
reported® 3.

NOTES

1. In some storage conditions (i.e. storage at a temperature lower that the one
indicate) a precipitate may appear in the vial, it is not recommended to resuspend
the precipitate as it could alter the functionality.

2. In order to avoid contamination, it is recommended to use disposable material.
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PACKAGING

Ref: 1001276
Ref: 1001277

R1:4 x10 mL, R2: 1 x 8 mL
R1:2x10mL, R2: 1 x4 mL
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Lipasa-LQ. DGGR

Cinético colorimétrico. Liguido

Determinacién cuantitativa de Lipasa Unidades: Una unidad internacional (Ul) es la cantidad de enzima que transforma 1
DIV umol de sustrato por minuto, en condiciones estandar. La concentracién se expresa en
unidades por litro de muestra (U/L).

Factor de conversion: LPS [U/L] x 0,01667= LPS [ukal/L]

CONTROL DE CALIDAD

Se recomiendan sueros de control para monitorizar el rendimiento de los procedimientos
de ensayo:

SPINTROL H Normal y Patolégico (Ref. 1002120 y 1002210).

Si los valores de control se encuentran fuera del rango definido, comprobar si hay
problemas con el instrumento, los reactivos y la técnica.

Almacenar a 2-8 °C

PRINCIPIO DEL METODO

La lipasa pancreatica, en presencia de colipasa, acido desoxicdlico y iones calcio,
hidroliza el sustrato éster del acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico-(6" -
metilresorufina). La secuencia de reacciones que intervienen en la determinacién
enzimatica directa de lipasa es la siguiente:

Ester 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutérico-(6' -metilresorufina)

Lipase o _ 3 » ) ) Cada laboratorio debe establecer su propio esquema de Control de Calidad y acciones
1,2-o-dilauril-rac-glicerol + éster glutarico-6’-metilresorufina (no correctivas si los controles no cumplen con las tolerancias aceptables.
N » ' ' VALORES DE REFERENCIA
estable) acido glutarico + metilresorufina El rango normal para la lipasa pancreética cuando se mide por el método DGGR es de
La velocidad de formacién de metilresorufina, medida fotométricamente, es 13-60 U/LS.
proporcional a la concentracion catalitica de lipasa presente en la muestra. Estos valores son orientativos; cada laboratorio debera establecer su propio rango de
IMPORTANCIA CLINICA referencia.

La lipasa (LPS) es una enzima pancreatica necesaria para la absorcion y CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
digestion de nutrientes que cataliza la hidrolisis de ésteres de glicerol de acidos 1. Exactitud: La exactitud se ha realizado utilizando Material de referencia certificado.

grasos. La determinacion de LPS se usa para el diagnostico de enfermedades Los resultados obtenidos con reactivos Spinreact muestran una desviacion
pancreaticas como la pancreatitis aguda y cronica, y la obstruccion del conducto sistematica proporcional aceptable a niveles bajos en comparacién con el estandar
pancreéatico®"8. El diagnéstico clinico no debe basarse en el resultado de una de referencia.
sola prueba, sino que debe integrar datos clinicos y de laboratorio.
REACTIVOS Theoretical conc. Measured conc. Bias (%)
TRIS pH 8.3 40 mmol/L (u/L) (u/L)
R1 Colipasa >1mg/L 10,04 10,03 -0,03
Buffer Desoxycolato 1,8 mmol/L 20,07 20,77 3,49
Taurodesoxycolato > 20 mmol/L 40,15 42,83 6,68

R2 Tartrato pH 4.0 15 mmol/L 80,3 83,79 4,34

Sustrato Sustrato de Lipasa > 0,7 mmol/L 160,6 163,47 1,77

(microemulsion) Cloruro de calcio (CaClz) 2 0,05 mmoliL 2. Precision: la repetibilidad y la reproducibilidad se evaluaron basandose en el
PREPARACION protocolo EP05-A3 del CLSI:
Los reactivos estan listos para su uso. Repeatability (n= 84) Reproducibility (n=90)
ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD Mean(U/L) | CV(%) | Mean(U/L)| CV(%)
Todos los componentes del kit son estables hasta la fecha de caducidad indicada 46.8 33 49.25 5.0
en la etiqueta cuando se almacenan bien cerrados a 2-8 °C, protegidos de la luz 93.46 2.4 103.2 4.3
y evitando contaminaciones durante su uso. No utilizar los reactivos después de 3. Sensibilidad analitica: la sensibilidad analitica observada a 570 nm fue de
la fecha de caducidad. 0,378 mAbs/UJL.
Signos de deterioro de los reactivos: 4. Limite de deteccion (LoD): El Limite de deteccién (LoD) para LIPASA-LQ. DGGR
- Presencia de particulas y turbidimetria (nota 1) es de 1,591 U/L, determinado basandose en el protocolo CLSI EP17-A2.
- Absorbancia en blanco (A) a 570 nm > 1,00. 5. Rango de medicion: Desde el limite de cuantificacion (LoQ) de 4,32 U/L hasta el
- R2 es una microemulsion turbia de color naranja, desechar si se vuelve de color limite de linealidad de 348 U/L. El LoQ se determina basandose en las pautas CLSI

EP17-A2. Y la Linealidad se determina basandose en CLSI EP06-A 2.2 Ed.

rojo.

! 6. Comparacion de métodos: Los resultados obtenidos utilizando reactivos
MATERIAL A,D|C|ONAL ; . SPINREACT (y) en comparacién con otros reactivos comerciales (x) mostraron un
- Espectrofotémetro o colorimetro que mida a 570 nm. ligero sesgo proporcional (inferior al 9 %).

- Bafio termostatico a 37 °C (£ 0,1 °C). Los resultados obtenidos utilizando 50 muestras fueron los siguientes:

- Cubetas emparejadas de 1,0 cm de paso de luz. Coeficiente de correlacién r=0,994.

- Material general de laboratorio (nota 2) Ajuste por minimos cuadrados ordinarios: y= 1,313 + 1,076x

MUESTRAS Los resultados de la correlacién pueden variar entre analizadores y en funcién de las
Se recomiendan el uso de muestras de suero fresco. muestras utilizadas.

Spinreact no recomienda el uso de muestras de plasma con EDTA Yy citrato. Estos INTERFERENCIAS

tipos de muestras solo podrian utilizarse si cada laboratorio establece diferentes
rangos de referencia utilizando otros tipos de muestras que no sean suero fresco.
Evitar la congelacién y descongelacion repetidas. Estabilidad: 7 dias a 2-8°C y

La bilirrubina hasta 75 mg/dL, la hemoglobina hasta 110 mg/dL y el acido ascoérbico
hasta 120 mg/dL no interfieren en las concentraciones de lipasa ensayadas (40 U/L).

1 mes a -20 °C 600 mg/dL de intralipidos (1.300 mg/dL de triglicéridos) no interfieren.
PROCEDIMIENTO Se ha reportado una lista de medicamentos y otras sustancias que interfieren con la
1. Condiciones de ensayo: determinacion de lipasa? 2.

Longitud de onda:... NOTAS

Cubeta: .................. 1 cm de paso de luz 1. En algunas condiciones de almacenamiento (p. ej. almacenamiento a una
Temperatura constante : temperatura inferior a la indicada) puede aparecer un precipitado en el vial, no se
2. Ajustar el instrumento a cero con agua destilada. recomienda resuspender el precipitado, ya que podria alterar la funcionalidad.
3. Pipetear en una cubeta (Nota 2): 2. Para evitar la contaminacion, se recomienda utilizar material desechable.
En blanco Estandar / Muestra BIBLIOGRAFIA
E; (mLL) 210% 210% 1.  McNeely M. Lipase. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby Co. St Louis.
(uL) - Toronto. Princeton 1984; 1130-1134, 892.
Agua destilada (pL) 10 - 2. Neumann U et al. Comptes Rend. 4 colloque de Pont-a-Musson, Masson 627-634
Estandar / Muestra (uL) -- 10 (1979)

4. Mezclar, incubar a 37 °C durante 1 minuto. 3. Junge W et al. J.Clin.Chem.Clin.Biochem., 21 445-451 (1983).

5. Leer la absorbancia inicial (A) de la muestra, poner en marcha el 4. Neumann U et al. Methods of Enzymatics Analysis, 3rd ed. Vol.4, 26-34 (1984)
cronometro y leer las absorbancias a intervalos de 1 minuto a partir de 5. Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995.
entonces durante 2 minutos. . i ) . 6.  Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.

6. Calcular la diferencia entre absorbancias y las diferencias medias de 7. Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999.
absorbancia por minuto (AA/min). 8. A. H. B. Wu, Tietz clinical guide to Laboratory Tests, Fourth Edi. Saunders

CALCULOS Elsevier, 2006.

(AA/min )Sample — (4A/min )Blank = (AA/min )of sample PRESENTACION
Ref.: 1001276 - -
(AA/min )Calibrator — (AA/min )Blank = (AA/min )of Calibrator , R1:4x10mL, R2:1 x 8 mL
Ref.: 1001277 R1:2x 10 mL, R2: 1 x 4 mL
AAjminSample - vibrator activity = Li tivity of th le (U/L

AA/minStandardx alibrator activity = Lipase activity of tha sample (U/L)
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Lipase-LQ. DGGR

Colorimétrie cinétique. Liquide

Détermination quantitative de la lipase Unités : Une unité internationale (Ul) est la quantité d’enzyme qui transforme 1 pmol
DIV de substrat par minute, dans des conditions standard. La concentration est exprimée
R en unités par litre d’échantillon (U/1).
A conserver entre 2 et 8 °C Facteur de conversion : LPS [U/l] x 0,01667= LPS [ukal/l]
PRINCIPE DE LA METHODE CONTROLE QUAL|TE
La lipase pancreatique, en présence de colipase, de désoxycholate et d'ions de | o5 sgrums de controle sont recommandés pour surveiller les performances des
calcium, hydrolyse le substrat 1-2-O-dilauryl-rac-glycéro-3-acide glutarique-(6'- procédures d’essai :
méthylrésorufine)-ester. L'ordre des réactions impliquées dans la détermination SPINTROL H Normal et Pathologique (réf. 1002120 et 1002210).
enzymatique direct de la lipase est le suivant : Si les valeurs de contréle se trouvent en dehors de la plage définie, vérifiez 'instrument,

i 3 . . ; X les réactifs et la technique pour y détecter d’éventuels problemes.
1-2-O-dilauryl-rac-glycero-3-glutarique-(6'-méthylrésorufine)-ester Chaque laboratoire doit établir son propre plan de contrdle qualité et des mesures

Lipase N correctives si les controles ne satisfont pas a des tolérances acceptables
1-2-O-dilauryl-rac-glycérol + glutarique-6'-méthylrésorufine-ester P P
OH™ VALEURS DE REFERENCE

(non stable) > Acide glutarique + méthylrésorufine La plage normale pour la lipase pancréatique mesurée par la méthode DGGR est de 13
Le taux de formation de méthylrésorufine, mesuré photométriquement, est 460U/
proportionnel a la concentration catalytique de lipase présente dans I'échantillon. Ces valeurs sont données a titre indicatif ; chaque laboratoire doit établir sa propre plage
SIGNIFICATION CLINIQUE de référence.

La lipase (LPS) est une enzyme pancréatique nécessaire a I'absorption et a la CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE
digestion des nutriments, qui catalyse I'hydrolyse des esters de glycérol des 1. Exactitude : I'exactitude a été déterminée a I'aide d’'un matériau de référence certifié.

acides gras. La détermination de la LPS est utilisée pour diagnostiquer des Les résultats obtenus avec les réactifs Spinreact montrent un écart systématique
maladies du pancréas telles que la_pancréatite aigué et chronique ainsi que proportionnel acceptable & de faibles niveaux par rapport & I'étalon de référence.
I'obstruction du canal pancréatique®”®. Le diagnostic clinique ne doit pas étre
réalisé d’aprés un seul résultat de test ; il doit intégrer des données cliniques et Theoretical conc. Measured conc. 1o
d'autres données de laboratoire. (/L) ) Bias (%)
REACTIFS 10,04 10,03 -0,03
TRIS pH 8,3 40 mmol/l 20,07 20,77 3,49
R1 Colipase >1mgll 4015 4283 6.68
Tampon Désoxycholate 1,8 mmol/l - : -
Taurodésoxycholate > 20 mmol/l 80,3 83,79 434
R2 Tartrate pH 4,0 15 mmol/l 1606 16347 L77
pr 2. Précision : la répétabilité et la reproductibilité ont été évaluées selon le protocole
Substrat Substrat de lipase > 0,7 mmol/l EPO5-A3 du CLSI :
(microémulsion) Chlorure de calcium (CaClz) > 0,05 mmol/l :
- Repeatability (n= 84) Reproducibility (n=90)

PREPARATION ) Mean (U/L) CV (%) | Mean(U/L) | cv (%)
Les réactifs sont préts a 'emploi. 26.8 33 4925 5.0
CONSERVATION ET STABILITE 93.46 2.4 103.2 4.3
Tous les composants du kit sont stables jusqu'a la date de péremption indiquée 3 gengibilité analytique : la sensibilité analytique observée a 570 nm a été de
sur I'étiquette, s'ils sont conservés hermétiquement fermés entre 2 et 8 °C, a I'abri 0,378 mAbs/U/L
de la lumiére et de sources de contamination durant leur utilisation. Ne pas utiliser 4. L}mite de détection (LoD) : la limite de détection (LoD) de la LIPASE-LQ. DGGR est
les réactifs au-dela de la date de péremption. de 1591 U/I, déterminée selon le protocole EP17-A2 du CLSI
Signes de détérioration des réactifs : 5. Plage de mesure : de la limite de quantification (LoQ) de 4,32 U/l a la limite de
- Présence de particules et turbidité (remarque 1) linéarité de 348 U/I. LoQ déterminée selon les directives EP17-A2 du CLSI. Et linéarité
- Absorbance du blanc (A) & 570 nm > 1,00. déterminé_e selon I’EPO§—A du CLSI 2e é,d. y o
- R2 est une microémulsion trouble de couleur orange, jeter si elle devient rouge. 6. Comparaison de méthodes : les résultats obtenus en utilisant les réactifs

SPINREACT (y) par rapport a d’autres réactifs commerciaux (x) ont montré un léger
biais proportionnel (moins de 9 %).

Les résultats obtenus en utilisant 50 échantillons ont été les suivants :

Coefficient de corrélation r= 0,994.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE

- Spectrophotometre ou colorimétre mesurant a 570 nm.
- Bain thermostatique a 37 °C (+ 0,1 °C)

B CUV‘?‘FQS c,or(espondantes d_e 1,0 m de trajet lumineux. Méthode des moindres carrés classique : y= 1,313 + 1,076x

- Matériel général de laboratoire (remarque 2) Les résultats de la corrélation peuvent varier entre les analyseurs et selon les
ECHANTILLONS échantillons utilisés.

Des échantillons de sérum frais sont recommandés. .

Spinreact ne recommande pas ['utilisation d’échantillons d’EDTA et de plasma INTERFERENCES
avec du citrate. Ces types d’échantillons ne peuvent étre utilisés que si différentes  La bilirubine jusqu'a 75 mg/di, 'hémoglobine jusqu'a 110 mg/dl et I'acide ascorbique
plages de référence sont établies par chaque laboratoire en utilisant d’autres jusqua 120 mg/dl n’interférent pas aux concentrations de lipase testées (40 U/I).
types d’échantillons que le sérum frais. 600 mg/dl d'intralipides (1300 mg/dl de triglycérides) n'interférent pas.

Eviter de congeler et deconge!er‘les échantillons & plusieurs reprises. Stabilité : Une liste de médicaments et d’autres substances interférant avec la détermination de la
7 jours entre 2 et 8 °C et 1 mois & -20 °C ) e s deizo2 3
lipase a été déclarée® 3.

PROCEDURE
1. Conditions d’essai : REMARQUES
Longueur d’onde :... 1. Dans certaines conditions de conservation (c’est-a-dire une conservation a une
Cuvette @ ......cee.... .. Trajet lumineux de 1 cm température inférieure a celle indiquée), un précipité peut apparaitre dans le
TEMPETAture CONSLANTE .........c.cceeiiierereieeeeeeeeie et 37°C flacon. Remettre le précipité en suspension n'est pas recommandé, car sa
2. Tarer l'instrument avec de I'eau distillée. fonctionnalité pourrait se voir modifiée.
3. Pipeter dans une cuvette (remarque 2) : 2. Afin d’éviter toute contamination, I'utilisation de matériel jetable est recommandée.
R Blanc = Etalon / E(ihémtlllon BIBLIOGRAPHIE - , .
R2 (ul) 260 260 1. McNeely M_. Lipase. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby Co. St Louis.
T Toronto. Princeton 1984; 1130-1134, 892.
Eau dlstll]ee (”D 10 - 2. Neumann U et al. Comptes Rend. 4 colloque de Pont-a-Musson, Masson 627-634
Etalon / Echantillon (ul) -- 10 (1979)
4. Mélanger, incuber a 37 °C pendant 1 minute. 3. Junge W et al. J.Clin.Chem.Clin.Biochem., 21 445-451 (1983).
5.  Lire I'absorbance initiale (A) de I'échantillon, démarrer le chronométre, puis 4. Neumann U et al. Methods of Enzymatics Analysis, 3rd ed. Vol.4, 26-34 (1984)
lire les absorbances a 1 minute d'intervalle pendant 2 minutes. 5. Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995.
6. Calculer la différence entre les absorbances et les différences moyennes 6. Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.
d'absorbance par minute (Aa/min). 7.  Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999.
CALCULS 8. A. H. B. Wu, Tietz clinical guide to Laboratory Tests, Fourth Edi. Saunders

(AA/min )Sample — (AA/min )Blank = (AA/min )of sample Elsevier, 2006.
(AA/min )Calibrator — (AA/min )Blank = (AA/min )of Calibrator CONDITIONNEMENT

Réf. . 1001276 n R1:4x10ml, R2:1x8ml
AA/ min Sample Réf. : 1001277 . .
/ i x Calibrator activity = Lipase activity of tha sample (U/L) R1:2x10m|,R2:1x4ml

AA/ min Standard
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Lipase-LQ. DGGR

Colorimétrico cinético. Liquido

Determinacdo quantitativa da Lipase
IVD

Armazenar a 2-8°C

PRINCIPIO DO METODO
A lipase pancredtica na presenca de colipase, desoxicolato e ioes de calcio
hidrolisa o substrato éster de (6-metilresofurina) do &cido 1,2-o-diauril-rac-
glicero-3-glutarico. A sequéncia de reagdes envolvidas na determinagdo da
lipase direta enzimética é a seguinte:
éster de (6-metilresofurina) do acido 1,2-o-diauril-rac-glicero-3-glutarico

Lipase

1,2-o-diauril-rac-glicero + éster de (6-metilresofurina) glutarico

(ndo estavel) — > Acido glutarico + Metilresofurina
A taxa de formacao de metilresorufina, medida fotometricamente, é proporcional
a concentracgdo catalitica da lipase presente na amostra.

SIGNIFICADO CLINICO

A lipase (LPS) é uma enzima pancredtica necessaria para a absorcéo e digestao
de nutrientes que catalisa a hidrélise dos ésteres de glicerol dos acidos gordos.
A determinacédo da LPS é utilizada para diagnéstico de doengas do pancreas
como pancreatite aguda e cronica e obstrugdo do duto pancreético*’®. O
diagnéstico clinico nédo deve ser feito com base num Unico resultado de teste;
deve integrar dados clinicos e outros dados laboratoriais.

REAGENTES
TRIS pH 8,3 40 mmol/L
R1 Colipase >1mg/L
Buffer Desoxicolato 1,8 mmol/L
Taurodesoxicolato > 20 mmol/L
R2 Tartrato pH 4,0 15 mmol/L
Substrato Substrato de lipase > 0,7 mmol/L
(micro-emuls&o) Cloreto de s6dio (CaClz) > 0,05 mmol/L
PREPARACAO

Os reagentes estdo prontos a usar.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Todos os componentes do kit séo estaveis até a data de validade indicada no
rétulo, desde que armazenados e hermeticamente fechados a 2-8°C, protegidos
da luz e evitando contaminag6es durante a sua utilizagao. Nao utilizar reagentes
apds a data de validade.

Sinais de deterioragdo dos reagentes:

- Presenca de particulas e turbidometria (nota 1)

- Absorg¢éo de brancos (A) a 570 nm > 1,00.

- R2 é uma micro-emulsdo de cor laranja turva, eliminar se estiver a ficar
encarnada.

EQUIPAMENTO ADICIONAL

- Espectrofotémetro ou colorimetro a medir a 570 nm.
- Banho termostatico a 37° (+ 0,1°C)

- Cuvetes combinadas 1,0 cm de caminho ético.

- Equipamento geral de laboratério (nota 2)

AMOSTRAS

Recomendam-se amostras de soro fresco.

A Spinreact ndo recomenta a utilizacdo de EDTA e amostras de plasma citrato.

Estes tipos de amostras s6é podem ser utilizados se forem estabelecidos

intervalos de referéncia diferentes por cada laboratério a utilizar tipos de

amostras diferentes para além de soro fresco.

Evitar o congelamento e descongelamento repetidos. Estabilidade: 7 dias a 2-

8°C e 1 més a -20°C

PROCEDIMENTO

1. Condi¢Ges de ensaio:
ComprimeNnto de ONOA: .........cvevirieieieieeee e 570 nm
Cuvete: 1 cm caminho 6tico
Temperatura constante 37°C

2. Ajustar o instrumento a zero com agua destilada.

3. Pipetar para uma cuvete (Nota 2):

Branco Padrdo / Amostra
R 1(mL) 1,0 1,0
R 2 (uL) 200 200
Agua destilada (uL) 10 --
Padrao / Amostra (uL) - 10

4. Misturar, incubar a 37°C durante 1 minuto.

5. Ler a absorvéncia inicial (A) da amostra, iniciar o cronémetro e ler as
absorvéncias em intervalos de 1 minuto depois durante 2 minutos.

6. Calcular a diferenca entre absorvéncias e as diferencas de absorvéncia
média por minuto (AA/min).

CALCULOS
(AA/min )Sample — (AA/min )Blank = (AA/min )of sample
(AA/min )Calibrator — (AA/min )Blank = (AA/min )of Calibrator

AA/ min Sample

mx Calibrator activity = Lipase activity of tha sample (U/L)

Unidades: Uma unidade internacional (Ul) é a quantidade de enzima que transforma
1 umol de substrato por minuto sob condi¢gdes padrdo. A concentragdo é expressa em
unidades por litro de amostra (U/L).

Fator de conversao: LPS [U/L] x 0,01667= LPS [ukal/L]

CONTROLO DE QUALIDADE

Os soros de controlo sdo recomendados para monitorizar o desempenho dos
procedimentos de ensaio:

SPINTROL H Normal e Patolégico (Ref. 1002120 e 1002210).

Se forem encontrados valores de controlo fora da gama definida, verificar o instrumento,
os reagentes e a técnica em busca de problemas.

Cada laboratério deve estabelecer o seu préprio esquema de Controlo de Qualidade e
acdes corretivas, se os controlos néo satisfizerem as tolerancias aceitaveis

VALORES DE REFERENCIA

O intervalo normal para a lipase pancreéatica quando medida pelo método DGGR é 13-
60 U/L®

Estes valores sdo para fins de orientagéo; cada laboratério deve estabelecer a sua
prépria gama de referéncia.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

1.Veracidade: A veracidade foi executada utilizando Material de Referéncia
Certificado. Os resultados obtidos com reagentes Spinreact demonstram um desvio
sistematico proporcional aceitavel a niveis baixos em comparagdo com o padréo de
referéncia.

Theoretical conc. Measured conc. Bias (%)
(U/L) (U/L)
10,04 10,03 -0,03
20,07 20,77 3,49
40,15 42,83 6,68
80,3 83,79 4,34
160,6 163,47 1,77

N

. Preciséo: a repetibilidade e a reprodutibilidade foram avaliadas com base no
protocolo EP05-A3 CLSI:

Repeatability (n= 84) Reproducibility (n=90)
Mean (U/L) CV (%) Mean (U/L) CV (%)
46.8 3.3 49.25 5.0
93.46 2.4 103.2 4.3

w

. Sensibilidade analitica: a sensibilidade analitica observada a 570nm foi de 0,378
mAbs/U/L

4. Limite de detegao (LoD): O Limite de Detecdo (LoD, do inglés Limite of Detection)
para LIPASE-LQ. DGGR é de 1.591 U/L, determinado com base no protocolo EP17-
A2 CLSI

.Gama de medicdo: Do limite de quantificagdo (LoQ, do inglés Limite of
Quantification) de 4,32 U/L ao limite de linearidade de 348 U/L. LoQ determinado com
base nas diretrizes EP17-A2 CLSI. E Linearidade determinada com base em EP06-A
CLSI 2" Ed.

. Comparagdo do método: Os resultados obtidos utilizando reagentes SPINREACT
(y) em comparagdo com outros reagentes comerciais (x) exibiram uma ligeira
tendéncia proporcional (menos de 9%).

Os resultados obtidos utilizando 50 amostras foram os seguintes:

Coeficiente de correlagdo r= 0,994.

Correlacao de minimos quadrados ordinarios: y= 1,313 + 1,076x

Os resultados da correlagdo poderdo variar entre analisadores e nas amostras
utilizadas.

INTERFERENCIAS

A bilirrubina até 75 mg/dL, a hemoglobina até 110 mg/dL e o &cido ascérbico até 120

mg/dL ndo interferem nas concentragfes de Lipase testadas (40 U/L). Intralipida 600

mg/dL (1300 mg/dL triglicéridos) néo interferem.

Foi reportada uma lista de medicamentos e outras substancias que interferem na

determinago da lipase? °.

NOTAS

1. Em algumas condicbes de armazenamento (ou seja, temperatura de
armazenamento inferior a indicada) podera aparecer um precipitado no frasco,
ndo se recomenda voltar a suspender o precipitado, pois pode alterar a
funcionalidade.

2. De forma a evitar contaminacdes, recomenda-se a utilizagdo de material
descartavel.
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EMBALAGEM

Ref.: 1001276 R1:4 x 10 mL, R2: 1 x 8 mL
Ref.: 1001277 R1:2x10mL, R2: 1 x4 mL
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