LIPASA Liquiform

Instrucciones de Uso

Finalidad . Sistema enzimatico para la determinacion cuantitativa de la
lipasa pancredtica en suero y plasma.

Uso profesional.

[Solamente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio . £l sustrato cromogénico 1-2-o-dilauril-rac-glicero-3-4cido
glutarico(6-metilresorufina)-éster es clivado en medio alcalino por la
accion catalitica de la lipasa y forma el 1-2-o-dilauril-rac-glicerol y el
intermediario inestable &cido glutérico-(6-metilresorufina)éster que se
descompone espontdneamente en el medio alcalino para formar acido
glutérico y metilresorufina (color rojo). La intensidad del color rojo
formado es directamente proporcional a la actividad de la lipasa en la
muestra.

Lipasa
sustrato cromogénico —— 1-2-o-dilauril-rac-glicerol + &cido
glutdrico-(6-metilresorufina) éster.

- . . ) descomposicion
Acido glutarico-(6-metilresorufina) éster

espontanea
4cido glutarico + metilresorufina

Caracteristicas del sistema'? . £l sistema Lipasa Liquiform de
Labtest utiliza un sustrato cromogénico sintético similar a los triglicéridos
con &cidos grasos de cadenas anchas, que es clivado por la accion de la
lipasa pancreatica activada enzimaticamente por la colipasa en presencia
detensioactivos.

El ensayo enzimético utiliza una microemulsion homogénea estable que
proporciona una interface con calidad constante entre las fases lipoide
(sustrato) y acuosa (medio de reaccion que contiene la lipasa). En
consecuencia, se consigue la optimizacién del desempefio del ensayo
con elevada especificidad analitica y excelente reproducibilidad
metodoldgica.

Varias esterasas comunmente presentes en las muestras de sangre,
capaces de producir interferencias en otros métodos para determinacion
de la lipasa, incluyendo el método turbidimétrico, no produciran
interferencia en este método.

El método es cinco veces mas sensible que el método turbidimétrico y no
presenta los inconvenientes de resultados negativos cuando la lipasa se
encuentra con actividad disminuida o préxima al limite inferior del
intervalo de referencia.

Concentraciones de triglicéridos de hasta 2000 mg/dL, bilirrubina hasta

60 mg/dL y hemoglobina hasta 500 mg/dL no interfieren
significativamente en lareaccion.

01 Espariol - Ref.: 107

Ref.: 107

4

El método puede ser utilizado tanto en procedimiento manual como en
procedimientos semi-autométicos y totalmente automatizados que
permitan la aplicacion del sistema bi-reactivo.

Metodologia . Enzimatica colorimétrica.
Reactivos

1. - Reactivo 1- Almacenar entre 2-8°C.
Contiene tampon 50 mmol/L pH 8,0; colipasa >1,0 mg/L; activador;
tensioactivo y azida sddica <0,095%.

2. - Reactivo 2 - Almacenar entre 2-8°C.

Contiene tampon 10 mmol/L pH 4,0; 1-2-o-dilauril-rac-glicero-3-acido
glutarico(6-metilresorufina)éster 270 umol/L; tensioactivo y azida sddica
<0,095%.

Los reactivos almacenados en las condiciones indicadas son estables
hasta la fecha de expiracion impresa en el rotulo. Durante la manipulacion,
los reactivos estan sujetos a contaminaciones de naturaleza quimica y
microbiana que pueden provocar reduccion de la estabilidad.

Los reactivos deben ser protegidos de la luz.

Precauciones y cuidados especiales

Los cuidados habituales de seguridad deben ser aplicados en la
manipulacion de los reactivos, los que no deben ser pipeteados con la
boca.

Los Reactivos 1y 2 contienen azida sddica que es toxica. No ingeriry, en
caso de contacto con los ojos, lavar inmediatamente con gran cantidad
de agua y procurar auxilio médico. La azida sddica puede formar
compuestos altamente explosivos con las canerias de plomo'y cobre. Por
lo tanto, utilizar grandes volimenes de agua para descartar los reactivos.

Materiales necesarios y no provistos

1. Fotometro con cubeta termostatizada a 37°C capaz de medir con
exactitud absorbancias a570 nm (550 2 600).

2. Pipetas para medir muestras y reactivos.
3. Cronémetro.

Usar suero o plasma (heparina). Muestras con EDTA, citrato o fluoruro
producen resultados disminuidos por inhibicion de la actividad de la
lipasa.
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La actividad de la lipasa en la muestra es estable 7 dias entre 2-25°C y 1
ano a 20°C negativos. Congelar el material en un recipiente
herméticamente cerrado (“criotubos”) para evitar la evaporacion. Evitar
congelamientos y descongelamientos repetidos. Las muestras
descongeladas deben ser bien homogeneizadas antes de su utilizacion.
No usar vortex o similar. No usar muestras con sefiales de contaminacion
microbiana.

Como ningun test conocido puede asegurar que las muestras de sangre
no transmiten infecciones, todas deben ser consideradas como
potencialmente infecciosas. Por lo tanto, al manipularlas se deben seguir
las normas establecidas para bioseguridad.

Para descartar los reactivos y el material biol6gico sugerimos aplicar las
normas locales, estatales o federales de proteccion ambiental.

Interferencias

Concentraciones de bilirrubina total de hasta 60 mg/dL, hemoglobina
hasta 500 mg/dL y ftriglicéridos hasta 2000 mg/dL no interfieren
significativamente en la reaccion.

Muestras con bilirrubina, hemoglobina y triglicéridos con
concentraciones mayores alas arriba referidas deben ser diluidas en NaCl
150 mmol/L (0,85%) antes de realizar los ensayos. Multiplicar el
resultado obtenido por el factor de dilucion.

Para una revision de las fuentes fisiopatologicas y medicamentosas de

interferencia en los resultados y en la metodologia, se sugiere consultar:
www.fxol.org/aaccweb/

Procedimiento

Lametodologia debe ser necesariamente realizada en formato bi-reactivo
y la orden de adicion: reactivo 1, muestra e reactivo 2 no debe ser
alterada.

Los reactivos deben permanecer abiertos y fuera de la temperatura de

almacenamiento solamente el tiempo necesario para obtener el volumen
aser utilizado en el test.

1. Ajustar la temperatura del fotémetro a 37°C y la longitud de onda a
570 nm (550-600);

2. Ajustarel cero con agua desionizada;

3. En un tubo rotulado Muestra o Calibrador, pipetear 0,70 mL del
Reactivo 1;

4. Adicionar 0,010 mL de muestra o calibrador;

5. Adicionar 0,40 mL del Reactivo 2, homogeneizar, transferir
inmediatamente a la cubeta termostatizada y disparar
simultdneamente el crondmetro;

6. Medirlas absorbancias alos 90y 180 segundos;
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7. Usar la diferencia de absorbancia (AA) entre los dos tiempos
(A4go~Agy) para calcularlos resultados.

Calculos . verLinealidad.

Muestra (A, g, - Agg)
Lipasa (U/L) = xCC
Calibrador (A;g,-Agg)

CC: concentracion del calibrador

Ejemplo
Muestra: Ay, = 0,0334 A,go = 10,0864
Calibrador: Ay, = 0,0492 Ag=0,1273

Concentracion del Calibrador: 93,4 U/L

0,0864-0,0334
Lipasa (U/L) = x93,4=63,4

0,1273-0,0492

Debido a la gran reproducibilidad que puede ser obtenida con la
metodologia, el método del factor puede ser empleado.

cC
FACTOR =

Calibrador (A g, - Agg)

Lipasa (U/L) = Muestra (A, - Agy) X Factor
Ejemplo

93,4
Factor= —————— =1196
0,1273-0,0492

Lipasa (U/L) = (0,0864-0,0334) x 1196 = 63,4

Calibracion . Laabsortividad molar de la metilresorufina, producto de
lareaccion, es utilizada como sistema de referencia para la calibracion del
ensayo.

Calibraciones manuales
Obtener el factor de calibracion al usar un nuevo lote de reactivos o
cuando el control interno de la calidad lo indique.

Sistemas automaticos

Blanco de reactivos: agua o solucion de cloruro de sodio 150 mmol/L
(0,85%);

Calibrador: Linea Calibra de Labtest.

Intervalos de calibracion;

Calibracién en 2 puntos al cambiar de lote;
Calibracion en 2 puntos cuando el control de calidad lo indique.
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Linealidad

Lareacciones lineal entre 3,0 y 300 U/L. Para concentraciones mayores a
300 U/L diluir la muestra con NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar una
nueva determinacion y multiplicar el resultado obtenido por el factor de
dilucion.

Control interno de la calidad . £l laboratorio debe mantener un
programa de control interno de calidad que defina con claridad las
normas aplicables, objetivos, procedimientos, criterios para
especificaciones de calidad y limites de tolerancia, acciones correctivas y
registro de actividades. Deben ser utilizados materiales de control para
monitorear laimprecision de la medicion y los desvios de la calibracion.

Se sugiere que las especificaciones para el coeficiente de variacion y el

error total sean basadas en los componentes de la variacion biologica
35

(VB)™™.

Se sugiere utilizar los productos de la linea Qualitrol - Labtest para el
controlinterno de la calidad en ensayos de quimica clinica.

Intervalo de referencia®’ . Estos valores deben ser usados slo
como orientacion. Se recomienda que cada laboratorio establezca, en la
poblacion atendida, su propio intervalo de valores de referencia.

Edad Intervalo de referencia (U/L)
<1 ano 0-29
1a12anos 10-37
13 a 18 anos 11-46
>18 anos 13-60

Conversion: Unidades convencionales (U/L) x 0,0167 = Unidades SI
(ukat/L)

Caracteristicas de desempeiio®
Estudios de recuperacion . En dos muestras con
concentraciones de Lipasa iguales a 48,7 U/L y 90,3 U/L se adicionaron

cantidades diferentes del analito, obteniéndose los siguientes resultados:

Actividad (U/L)

Percentaje de

Inicial  Adicional Esperada Encontrada | recuperacion

(%)
48,7 48,7 97,4 90,3 92,7
90,3 90,3 180,6 164,2 91,2

El error sistematico proporcional medio estimado es igual a-2,4 U/L para
elnivel de 30 U/Ly-7,2 U/L para el nivel de 90 U/L.

Estudios de comparacion de métodos . La exactitud del
método fue verificada por comparacion con el método turbidimétrico,
obteniéndose los siguientes resultados:
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Método Lipase
Comparativo (MC) Liquiform
Namero de muestras 88 88
Intervalo (U/L) -388a 756 102374

Lipase Liquiform =
0,914*(MC)-0,581 U/L
Coeficiente de correlacion 0,985

Ecuacion de regresion

Utilizando la ecuacion de regresion el error sistematico (bias) estimado es
igual a -10,5% para el nivel de 30 U/L y -9,2% para el nivel de 90 U/L. La
media de los errores es menor que el error sistematico analitico de la
especificacion deseable basada en los componentes de la VB que es
<+10,1%.

Estudios de precision .
realizados utilizando dos muestras.

Los estudios de precision fueron

Repetitividad - Imprecision intra-ensayo

N Media DE CV (%)
Muestra 1 21 30,0 0,204 0,68
Muestra 2 21 90,0 0,585 0,65

Reproducibilidad - Imprecision Total

N Media DE CV (%)
Muestra 1 21 30,0 0,390 1,30
Muestra 2 21 90,0 1,125 1,25

Laimprecision encontrada cumple con la especificacion deseable para la
imprecision total basada en los componentes de la VB que es <11,6%.

El error total (error aleatorio + error sistematico) estimado es igual a
12,6% para el nivel de 30 U/L y a 11,3% para el nivel de 90 U/L. Los
resultados indican que el método cumple con la especificacion deseable
parael errortotal (<29,1%) basada en los componentes de la VB.

Sensibilidad metodoldgica . Una muestra que no contenia
Lipasa fue utilizada para calcular el limite de deteccion del ensayo,
encontrandose un valor igual a 1,0 U/L, equivalente a la media de 10
réplicas mas tres desviaciones estandar.

Efectos de la dilucion de la matriz . una muestra con una
concentracion igual 298 U/L fue utilizada para evaluar la respuesta del
sistema a las diluciones de la matriz con solucion de NaCl 150 mmol/L
(0,85%). Usando un factor de dilucion igual a 2 se encontrd una
recuperacion media de 110,2% que corresponde a un error sistematico
promedioiguala10,2%.

Significancia clinica . La lipasa pancredtica es una enzima
digestiva producida principalmente por las células acinares del pancreas
exacrino. Tiene el papel fisioldgico de hidrolisar triglicéridos con dcidos
grasos de cadenas anchas en el intestino delgado (lip6lisis).
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Su evaluacion es esencial en el diagnostico de las patologias
pancredticas. Ella se eleva en las primeras 8 horas después delinicio de la
agresion pancredtica, alcanzando valores més altos a las 24 horas y
manteniéndose elevada en torno de 7 a 14 dias. Sus niveles generalmente
no permanecen elevados por més de 2 semanas. Cuando eso sucede,
sugiere complicaciones como abscesos y pseudoquistes. Normalmente
sus niveles se elevan casi paralelamente a los de la amilasa, un poco mas
tarde, manteniéndose elevados por un periodo mas prolongado. Su
aumento no necesariamente se correlaciona con la gravedad de la
enfermedad.

El uso combinado de la evaluacion sérica de la lipasa y de la amilasa
permite un mejor diagnostico. Cerca del 20% de los casos de pancreatitis
aguda cursan con niveles de amilasa normales y con la lipasa
aisladamente elevada. En las parotiditis agudas, en las que la amilasa
puede presentarse elevada, los niveles séricos de lipasa no se alteran,
auxiliando en el diagndstico diferencial.

La lipasa es, por lo tanto un marcador més especifico de enfermedad
pancredtica aguda que la amilasa. Sus niveles estdn aumentados en
pacientes con pancreatitis aguda y recurrente, abscesos o pseudoquiste
pancredtico, trauma, carcinoma de pancreas, obstruccion de los
conductos pancredticos y en el uso de farmacos (opiaceos). Esta
también aumentada en la mayor parte de las condiciones inflamatorias de
la cavidad abdominal, dolencias del tracto biliar, abscesos abdominales e
insuficiencia renal aguda y cronica (con menor frecuencia que la
amilasa).

La lipasa es filtrada por los glomérulos, debido a su bajo peso molecular.
En condiciones usuales, es totalmente reabsorbida por los tibulos
proximales, estando ausente de la orina de pacientes normales. En los
disturbios renales que cursan con alteracion de la capacidad de
reabsorcion tubular, la lipasa puede ser detectada en la orina, en una
relacion inversa con el clearance (aclaramiento o depuracion) de la
creatinina.

Observaciones

1.la limpieza y secado adecuados del material utilizado son factores
fundamentales para la estabilidad de los reactivos y obtencion de
resultados correctos.

2. El laboratorio clinico tiene como objetivo fornecer resultados exactos
y precisos. La utilizacion de agua de calidad inadecuada es una causa
potencial de errores analiticos. El agua desionizada o destilada utilizada
en el laboratorio debe tener la calidad adecuada para cada aplicacion. Asi,
para preparar reactivos y usar en las mediciones y para su uso en
enjuague final de la vidreria, debe tener resistividad >1 megaohm.cm o
conductividad <1 microsiemens/cm y concentracion de silicatos
<0,1 mg/L. Cuando la columna desionizadora esta con su capacidad
saturada, se produce agua alcalina con liberacion de varios iones,
silicatos y sustancias con gran poder de oxidacion o reduccion que
deterioran los reactivos en pocos dias o incluso horas, alterando los
resultados de modo imprevisible. Por lo cual es fundamental establecer
un programa de control de la calidad del agua.
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8. Labtest: Datos de Archivo.
Presentacion
Producto Referencia Contenido
' - [RIT]
Lipasa Liquiform 107-3/16 g)i:iOmTL

Estan disponibles aplicaciones para sistemas automaticos que
permiten la utilizacion de metodologias bi-reactivo.

*El nimero de ensayos en aplicaciones autométicas depende de los
parametros de la programacion.

Informaciones al consumidor
[Términos y Condiciones de Garantia]
Labtest Diagnéstica garantiza el desemperio de este producto, dentro de
las especificaciones, hasta la fecha de expiracion indicada en los rotulos,

siempre que los cuidados de utilizacion y almacenamiento indicados en
los rétulos y en estas instrucciones, sean seguidos correctamente.
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Simbolos utilizados com produtos diagndsticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnosticos in vitro
Symbols used with ivd devices

Conteiido suficiente para < n > testes
Contenido suficiente para < n > tests

2

Risco hiolagico
Riesgo bioldgico

Contains sufficient for < n > tests ‘L, Biological risk
Data limite de utilizagao (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa) Marca CE
Estable hasta (aaaa-mm-dd o mm/aaaa) Marcado CE
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy) CE Mark
Material C Toxico
CAL Material Calibrador NGA Toxico
Calibrator Material B\:/E Poison
Material Calibrador Reagente
Material Calibrador Reactivo
Calibrator Material Reagent

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limitation (store at)

Fabricado por
Elaborado por
Manufactured by

Autorizado na Comunidade pei

Representante autorizado en la Comunidad Europea

[RT]
]
o]

Namero do lote
Denominacion de lote

Authorized Representative in the European Community Batch code
Consultar instrugdes de uso Controle
Consultar instrucciones de uso CONTROL Control
Consult instructions for use Control

Numero do catalogo
Numero de catalogo
Catalog Number

CONTROL| — |

Controle negativo
Control negativo
Negative control

Adicdes ou alteragdes significativas
Cambios o suplementos significativos
Significant additions or changes

CONTROL

Controle positivo
Control positivo
Positive control

Produto diagnéstico in vitro Controle
Dispositivo de diagnéstico in vitro CONTROL - Control

In vitro diagnostic device Control
Liofilizado = Corrosivo
Liofilizado & 2 Corrosivo
Lyophilized & * Corrosive
Periodo apés abertura Uso veterinario

Periodo post-abertura
Period after-opening

@

Uso veterinario
Veterinary use
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Instalar até
Instalar hasta
Install before

Ref.: 140214
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