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LIPASE
[reF] K025

INSTRUCOES DE USO

FINALIDADE
Método para a determinagédo da atividade da Lipase. Teste
colorimétrico, somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO DE AGAO

Metodologia: Colorimétrica

A Lipase atua hidrolisando os ésteres de Glicerol de Acidos
Graxos de cadeias longas (Triacilglicerois) em Diglicerideos,
Monoglicerideos e Acidos Graxos livres. Durante a reagéo o
substrato, em meio tamponado e estabilizado, adquire uma
forma emulsificada (micelas) formando interfaces (lipides-
agua) necessarias a agdo da Lipase que em presenga do
Acido Ditionitrobenzéico (DTNB) forma um cromégeno de cor
amarela sendo proporcional a atividade da Lipase no soro.

REAGENTES

Numero 1 - Tampao - Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tris
(Hidroximetilamino Metano) 100 mmol/L (pH 8,5).

Numero 2 - Inibidor Enzimatico - Conservar entre 2 e 8°C.
Contém: Fenilmetil Sulfonil Fluoreto 8 mmol/L e solubilizante.
Numero 3 - Reagente de Cor - Conservar entre 2 e 8°C.
Contém: DTNB (Acido Ditionitrobenzéico) 3 mmol/L, Acetato
de Sédio 100 mmol/L, estabilizador.

Numero 4 - Substrato - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Tributirato Ditiopropanol 20 mmol/L e surfactante.

Numero 5 - Acetona - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Acetona p.a.

APRESENTAGAO
Reagentes Volume
Ne° 1 40 mL
Ne° 2 1mL
N° 3 4 mL
N° 4 2mL
N°5 80 mL

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Espectrofotdbmetro ou colorimetro, banho-maria 37°C,
relégio ou cronémetro, centrifuga, pipetas, tubos de
ensaio, Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin. Encontram-se
no mercado especializado de artigos para Laboratérios de
Analises Clinicas.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

A temperatura de armazenamento devera ser de 2 a 8°C.
O transporte em temperaturas entre 15 e 30°C ndo devera
exceder 72 (setenta e duas) horas. Manter ao abrigo da luz e
evitar umidade. Nao congelar.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagnéstico in vitro profissional.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengéo de
resultados exatos.

3- A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e
isenta de agentes contaminantes.

4- O nivel de agua no banho-maria deve ser superior ao nivel
dos reagentes nos tubos de ensaio.

5- As cubetas do colorimetro ou espectrofotdmetro devem
estar rigorosamente secas.

6- E importante para o bom desempenho do teste, um
rigoroso controle de tempo e temperatura.

7- Os Reagentes N° 2, 3 e 4 s&o toéxicos e irritantes para a
pele e mucosas. Manusear com cuidado.

8- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais
e federais de protegdo ambiental para que o descarte dos
reagentes e do material biolégico seja feito de acordo com a
legislagéo vigente.

9- Para obtencdo de informagdes relacionadas a
biosseguranga ou em caso de acidentes com o produto,
consultar as FISPQ (Ficha de Informagbes de Seguranca
de Produtos Quimicos) disponibilizadas no = site
www.bioclin.com.br ou através de solicitagdo pelo SAC
(Servigo de Assessoria ao Cliente) da Quibasa.

10- N&o utilizar o produto em caso de danos na embalagem.
11- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos
utilizados estejam devidamente calibrados e submetidos as
manutencdes periodicas.

AMOSTRAS

Soro obtido livre de hemdlise, plasma colhido com heparina.
Outros anticoagulantes (EDTA, citrato, oxalato) inibem
a atividade da Lipase. A amostra é estavel no plasma por
24 horas entre 15 e 30°C e 21 dias entre 2 e 8°C.

DESCRIGAO DO PROCESSO
TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro

controle os kits Biocontrol N e P Bioclin.

Marcar 2 tubos de ensaio: C (Controle), A (Amostra) e
proceder como a seguir:

Controle Amostra
Reagente N° 1 1,0 mL 1,0 mL
Amostra 50 uL 50 uL
Reagente N° 2 - 50 uL
Reagente N° 3 100 uL 100 uL

Colocar os tubos em banho-maria a 37°C por 2 minutos para
equilibrar a temperatura. Em seguida adicionar:

Reagente N° 4 - 0,1 mL |

Homogeneizar e incubar a 37°C por exatamente 30 minutos.
Em seguida adicionar:

g

Reagente N° 5 2,0 mL 2,0 mL |

Homogeneizar bem e deixar em repouso por 3 minutos.

Transferir os conteldos dos tubos Controle e Amostra
para 2 tubos de centrifugagdo. Centrifugar a 3.500 rpm por
5 minutos. Transferir os sobrenadantes limpidos para cubetas
secas do colorimetro ou do espectrofotdmetro e determinar
as absorbancias dos tubos Controle e Amostra em 410 nm
(400 - 415 nm), acertando o zero com agua destilada ou
deionizada. A cor formada é estavel por 30 minutos.

CALCULOS

Lipase (U/L) = Abs. Amostra - Abs. Controle x 1.000
7

Exemplo:

Absorbancia da Amostra = 0,131

Absorbancia do Controle = 0,102

Lipase (U/L)= 0.131-0.102 x 1.000 = 4,14 U/L
7

LIMITAGOES DO PROCESSO
O método ¢é indicado somente para determinagdo manual da
Lipase sérica.

INTERFERENTES
Algumas drogas como: colinérgicos, codeina, indo-metacina,
meperidina e morfina podem provocar um aumento na Lipase
sérica. Ja os ions Calcio podem interferir diminuindo os
valores de Lipase.

CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

O Laboratério Clinico deve possuir um programa interno de
controle da qualidade, onde procedimentos, normas, limites
e tolerancia para variagbes sejam claramente estabelecidos.
E importante ressaltar que todos os sistemas de medigao
apresentam uma variabilidade analitica caracteristica, que
deve ser monitorada pelos préprios laboratérios. Para tanto,
é recomendavel a utilizagdo de controles, que permitem
avaliar a preciséo e a exatiddo das dosagens.

RASTREABILIDADE

A calibragdo do kit deve ser feita utilizando o calibrador
BIOCAL, que é rastreavel ao material de referéncia BCR-694
(Community Bureau of Reference).

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em U/L, para o presente método,
foram obtidos através da determinagdo de Lipase em
populacdes sadias do sexo masculino e feminino.

Soro: 2a 15 U/L

Estes valores devem ser usados como orientagdo, sendo
que cada laboratério devera criar sua faixa de valores de
referéncia, de acordo com a populagéo atendida.



Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados
pelo profissional médico responsavel, ndo sendo o Unico
critério para a determinagéo do diagnéstico e/ou tratamento
do paciente.

DESEMPENHO DO PRODUTO
CONTROLE DE QUALIDADE

Exatidao

RECUPERACAO

A andlise de recuperagao foi feita com 05 determinagdes de
amostras. As exatiddes foram calculadas e se encontraram
em boa concordancia com os valores de referéncia, obtendo
uma recuperacao entre 95 e 107%.

COMPARACAO DE METODOS E ESPECIFICIDADE
METODOLOGICA

O kit de Lipase foi comparado com outro método para
dosagem de Lipase comercialmente disponivel. Foram
realizadas 07 anadlises e os resultados foram avaliados.
A equagao da reta foi Y = 1,030X - 0,222 e o coeficiente de
correlagéo 0,999. Com estes resultados pode-se concluir que
o kit apresenta boa especificidade metodoldgica.

Precisao

REPETIBILIDADE

A repetibilidade foi calculada a partir de 20 determinagées
sucessivas, utilizando 3 amostras com concentragdes
diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra1 | Amostra2 | Amostra 3
C;gg?ant{a;;:i)o 4,22 13,34 17,91
pac?:'iiv(iﬁ/L) 0,10 0,11 0,08
c\?ai::;ggt;;e 2,25 0,82 0,46

REPRODUTIBILIDADE

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes
sucessivas durante 3 dias consecutivos, utilizando
3 amostras com concentragdes diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Amostra1 | Amostra2 | Amostra 3
Cotiin oy |4 | s | 17e0
pa(li)rgiv(iEIL) 0,03 0,04 0,01
c\?aerfule::g:t:’;e 0,72 0,33 0,06
Sensibilidade

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinacdes
de uma amostra isenta de Lipase. A média encontrada foi
1,08 U/L com desvio padrao de 0,01 U/L. A sensibilidade, que
indica o limite de detecgdo do método, corresponde a média
mais 3 vezes o desvio padréo e ¢ igual a 1,11 U/L.

Linearidade

A reacao é linear até 75 U/L. Para valores maiores, realizar
nova determinagdo, reduzindo o tempo de incubacéo.
Multiplicar o resultado por 30 e dividir pelo tempo de
incubacgao utilizado, em minutos.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

A Lipase é uma enzima produzida quase que exclusivamente
pelo pancreas.

Na presenca de pancreatite, a lipase € liberada em altas
concentragdes no sangue, persistindo por muito mais tempo
que a amilase, possibilitando a confirmagédo do diagnéstico
tardio da doenga. Os valores de lipase na pancreatite podem
alcancar de 5 a 10 vezes o limite superior de referéncia,
enquanto que nas outras doengas os niveis de lipase sdo
sempre inferiores a 3 vezes os valores de referéncia.

A lipase aumenta na pancreatite aguda, pancreatite cronica
(cancer da cabega do pancreas), obstrugdo dos dutos
pancreaticos por célculos ou neoplasias. Como a excregédo
da lipase é feita através dos rins, na insuficiéncia renal de
uma maneira geral, os niveis de lipase sdo altos. No infarto
intestinal, na colangite aguda e na obstrugcdo do intestino
delgado valores aumentados da lipase também podem ser
observados.

A lipase pode estar diminuida fisiologicamente durante a
gravidez, no curso da tuberculose e de outras doencas
infecciosas.

NUMERO DE TESTES
20 Testes / 50 uL de Amostra / 3 mL de Reagente

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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4 -ROE. J.H., BYLER, R.E.: Anal. Biochem. 6:451, 1963.

5 - TIETZ, N.W., FIERECK, E.2: Clin. Chim. Acta. 13:352,
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GARANTIA DE QUALIDADE

Antes de serem liberados para o consumo, todos os reagentes
Bioclin sdo testados pelo Departamento de Controle
de Qualidade. A qualidade dos reagentes é assegurada
até a data de validade mencionada na embalagem de
apresentacao, desde que armazenados e transportados nas
condi¢des adequadas.
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LIPASA
[reF] K025

INSTRUCCIONES DE USO

FINALIDAD
Método para la determinacion de la actividad de la Lipasa.
Test colorimétrico, solamente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACCION

Metodologia: Colorimétrica

La Lipasa actua hidrolizando los ésteres de Glicerol de Acidos
Grasos de cadenas largas (Triacilgliceroles) en Digliceridos,
Monogliceridos y Acidos Grasos libres. Durante la reaccion
el sustrato, en médio taponado y estabilizado, adquiere una
forma emulsificada (micelas) formando interfaces (lipides-
agua) necesarias la accion de la Lipasa que en presencia
del Acido Ditionitrobenzoico (DTNB) forma un cromégeno de
color amarillo siendo proporcional a la actividad de la Lipasa
en el suero.

REACTIVOS

Numero 1 - Tampoén - Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene:
Tris (Hidroximetilamino Metano) 100 mmol/L (pH 8,5).
Numero 2 - Inhibidor Enzimatico - Almacenar entre 2
y 8°C. Contiene: Fenilmetil Sulfonil Fluoruro 8 mmol/L y
solubilizante.

Numero 3 - Reactivo de Color - Aimacenar entre 2 y 8°C.
Contiene: DTNB (Acido Ditionitrobenzéico) 3 mmol/L, Acetato
de Sddio 100 mmol/L, estabilizador.

Numero 4 - Sustrato - Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene:
Tributirato Ditiopropanol 20 mmol/L y surfactante.

Numero 5 - Acetona - Almacenar entre 2 y 8°C. Contiene:
Acetona p.a.

PRESENTACION

Reactivos Volumen
Ne° 1 40 mL
Ne° 2 1mL
N° 3 4 mL
N° 4 2mL
N° 5 80 mL

EQUIPOS E INSUMOS OPERACIONALES
Espectrofotémetro o colorimetro, bafio maria 37°C, reloj o
cronémetro, centrifuga, pipetas, tubos de ensayo, Biocontrol
N y Biocontrol P. Se encuentran en el mercado especializado
de articulos para Laboratérios de Analisis Clinicos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE

La temperatura de almacenamiento debera ser de 2 a 8°C. El
transporte a temperaturas entre 15y 30°C no debera exceder
72 (setenta y dos) horas. Mantener al abrigo de la luz y evitar
humedad. No congelar.

CUIDADOS ESPECIALES

1- Solamente para el uso diagnéstico in vitro profesional.
2- Seguir con rigor la metodologia propuesta para obtencion
de resultados exactos.

3- El agua utilizada en la limpieza del material debe ser
reciente e exenta de agentes contaminantes.

4- El nivel de agua en bafio maria debe ser superior a los
niveles de los reactivos en los tubos de ensayo.

5- Las cubetas del colorimetro o espectrofotometro deben
estar rigurosamente secas.

6- Es importante para el buen desempefio del test, un
riguroso control del tiempo y temperatura.

7- Los Reactivos N° 2, 3 y 4 son téxicos e irritantes para la
piel y mucosas. Manosear con cuidado.

8- Se recomienda la aplicacion de la ley local, estatal y federal
de proteccion ambiental para la eliminacion de reactivos
y material biolégico se hace de acuerdo con la legislacion
vigente.

9- Para obtener informacién relacionada con la seguridad
bioldgica o en caso de accidentes con el producto, consultar la
FISPQ (Ficha de Informaciones de la Seguridad de Productos
Quimicos) disponibles en el site www.bioclin.com.br
o solicitando a través del SAC (Servicio de Asesoria al
Cliente) de Quibasa.

10- No utilice el producto en caso de dafios en su embalaje.

11-Es esencial que los instrumentos y equipos utilizados estén
adecuadamente calibrados y sometidos a mantenimientos
periodicos.

MUESTRAS

Suero obtenido libre de hemdlisis, plasma cogido con
heparina. Otros anticoagulantes (EDTA, citrato, oxalato)
inhiben la actividad de la Lipasa. La muestra es estable en el
plasma por 24 horas entre 15y 30°C y 21 dias entre 2y 8°C.

DESCRIPCION DEL PROCESO
TECNICA
La Bioclin recomienda, para uso del kit, utilizar como suero

control los kits Biocontrol N y P Bioclin.

Marcar 2 tubos de ensayo: C (Control), M (Muestra) y
proceder como sigue:

Control Muestra

Reactivo N° 1 1,0 mL 1,0 mL
Muestra 50 uL 50 ul
Reactivo N° 2 - 50 uL
Reactivo N° 3 100 uL 100 uL

Colocar los tubos en band-maria a 37°C por 2 minutos para
equilibrar la temperatura. En seguida adicionar:

Reactivo N° 4 - 0,1 mL

€

Homogenizar e incubar a 37°C por exatamente 30 minutos.
En seguida adicionar:

Reactivo N° 5 2,0 mL 2,0 mL

Homogeneizar bien y dejar en reposo por 3 minutos.

Transferir los contenidos de los tubos Control y Muestra
para 2 tubos de centrifugacion. Centrifugar a 3.500 rpm por
5 minutos. Transferir los sobrenadantes limpidos para
cubetas secas del colorimetro o del espectrofotometro y
determinar las absorbancias de los tubos Control y Muestra
en 410 nm (400 - 415 nm), acertando el cero con agua
destilada o deionizada. El color formado es estable por
30 minutos.

CALcuLOS

Lipasa (U/L) = Abs. Muestra - Abs. Control x 1.000
7

Ejemplo:

Absorbancia de la Muestra = 0,131

Absorbancia del Control = 0,102

Lipasa (U/L) = 0.131 - 0,102 x 1.000 = 4,14 U/L
7

LIMITACIONES DEL PROCESO
El método es indicado solamente para determinaciéon manual
de la Lipasa sérica.

INTERFERENTES

Algunas drogas como: colinérgicos, codeina, indo-metacina,
meperidina y morfina pueden provocar un aumento en
la Lipasa sérica. Ya los iones Calcio pueden interferir
disminuyendo los valores de Lipasa.

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

El Laboratorio Clinico debe poseer un programa interno de
control de calidad, donde procedimientos, normas, limites y
tolerancia para variaciones sean claramente establecidos.
Es importante resaltar que todos los sistemas de medicién
presentan una variabilidad analitica caracteristica, que debe
ser vigilada por los propios laboratorios. Por lo tanto, es
recomendable la utilizacion de controles, que permiten la
evaluacion, la precision y la exactitud de las dosificaciones.

TRAZABILIDAD

El calibracion del kit se debe hacer usando el calibrador
BIOCAL, que es trazable al material de referencia BCR-694
(Community Bureau of Reference).

VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia en U/L, para el presente método,
fueron obtenidos a través de la determinacion de Lipasa en
poblaciones sanas del sexo masculino y femenino.

Suero: 2 a 15 U/L



Estos valores deven ser usados como orientacion, siendo
que cada laboratorio debera crear su rango de valores de
referencia, de acuerdo con la poblacién atendida.

Los resultados proporcionados por este kit deben ser
interpretados por el profesional médico responsable, no
siendo el Unico criterio para determinar el diagnéstico y/o
tratamiento del paciente.

DESEMPENO DEL PRODUCTO
CONTROL DE CALIDAD

Exactitud

RECUPERACION

El anélisis de recuperacién fue hecho con 05 determinaciones
de muestras. Las exactitudes fueron calculadas y se
encontraron en buena concordancia con los valores de
referencia, obteniendo una recuperacion entre 95y 107%.

COMPARACION DE METODOS Y ESPECIFICIDAD
METODOLOGICA

El kit de Lipasa fue comparado con otro método para
dosificacion de Lipasa comercialmente disponible. Fueron
realizadas 07 andlisis y los resultados fueron evaluados.
La ecuacion obtenida fue Y = 1,030X - 0,222 y el coeficiente
de correlacion 0,999. Con estos resultados se puede concluir
que el kit presenta buena especificidad metodoldgica.

Precision
REPETIBILIDAD
La repetibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones

sucesivas, utilizando 3 muestras con concentraciones
diferentes, obteniéndose los siguientes resultados:
Muestra 1 Muestra2 | Muestra 3
Concentracion
Promedio (U/L) 422 13,34 17,91
Desvio
Patrén (U/L) 0,10 on 0.08

Coeficiente de

Variacion (%) 225 082 0,46
REPRODUCTIBILIDAD
La reproductibilidad fue calculada a partir de

20 determinaciones sucesivas durante 3 dias consecutivos,
utilizando 3 muestras con concentraciones diferentes,
obteniéndose los siguientes resultados:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
gr‘:)'::::f;a&‘/’:‘) 4,25 13,29 17,90
Paggf“’(iﬁ D 0,03 0,04 0,01

Sensibilidad

La sensibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones
de una muestra exenta de Lipasa. El promedio encontrado
fue 1,08 U/L con desvio patrén de 0,01 U/L. La sensibilidad,
que indica el limite de deteccion del método, corresponde
el promedio mas a 3 veces el desvio patron y es igual a
1,11 U/L.

Linearidad

La reaccion es linear hasta 75 U/L. Para valores mayores,
realizar nueva determinacion, reduciendo el tiempo de
incubacién. Multiplicar el resultado por 30 y dividir por el
tiempo de incubacion utilizado, en minutos.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

La lipasa es una enzima producida casi que exclusivamente
por el pancreas.

En la presencia de pancreatitis, la lipasa es liberada en
altas concentraciones en la sangre, persistiendo por mucho
mas tiempo que la amilasa, posibilitando la confirmacién del
diagndéstico tardio de la dolencia. Los valores de lipasa en la
pancreatitis pueden alcanzar de 5 a 10 veces el limite supe-
rior de referencia, en cuanto que en las otras dolencias los
niveles de lipasa son siempre inferiores a 3 veces los valores
de referencia.

La lipasa aumenta en la pancreatitis aguda, pancreatitis
crénica (cancer de la cabeza de pancreas), obstruccion de
los ductos pancreaticos por calculos o neoplasias. Como la
excrecion de la lipasa es hecha a través de los rifioes, en
la insuficiencia renal de una manera general, los niveles de
lipasa son altos. En el infarto intestinal, en la colangitis aguda
y en la obstruccion del intestino delgado valores aumentados
de la lipasa también pueden ser observados.

La lipasa puede estar disminuida fisioldgicamente durante el
embarazo, en el curso de la tuberculdsis y de otras dolencias
infecciosas.

NUMERO DE PRUEBAS
20 Pruebas / 50 uL de Muestra / 3 mL de Reactivo

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - CHERRY, I.S., CRANDAL, L.A: Am J. Physiol.: 100:266,
1932.

2 - RICK; W.: Klin, Chem. Klin. Biochem.: 7: 530, 1969.
3-FRIED. R., HOEFMAYER, J.: Z. Klin Chem. Klin Biochem.:
11:89, 1973.

4 -ROE. J.H., BYLER, R.E.: Anal. Biochem. 6:451, 1963.

5 - TIETZ, N.W., FIERECK, E.?: Clin. Chim. Acta. 13:352,
1966.

GARANTIA DE CALIDAD

Antes de ser liberado para el consumo, todos los reactivos
Bioclin son probados por el Departamento de Control de
Calidad. La calidad de los reactivos es asegurada hasta la
fecha de valides mencionada en el embalaje de presentacion,
y que sean almacenados y transportados en las condiciones
adecuadas.
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LIPASE
K025
USAGE INSTRUCTIONS

FUNCTION
Method for determination of lipase activity. Colorimetric test,
only for in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE OF ACTION

Methodology: Colorimetric

The Lipase acts hydrolyzing the Grease Acids Glycerol
esters of long chains (Triacylglycerol) in Diglycerides,
Monoglycerides and free Grease Acids. During the reaction
the substrate, in a covered and stable environment, acquire
the emulsification form (micelles) forming interfaces (water-
lipids) necessary to the action of Lipase who in the presence
of Dithionitrobenzoic (DTNB) form a chromogen of yellow
color proportional to the serum Lipase.

REAGENTS

Number 1 - Buffer - Store between 2 and 8°C. Contains: Tris
(Hydroxyethylamine Methane) 100 mmol/L (pH 8,5).
Number 2 - Enzymatic Inhibitor - Store between 2 and
8°C. Contains: Phenylmethyl Sulfonyl Fluoride 8 mmol/L and
solubilizer.

Number 3 - Color Reagent - Store between 2 and 8°C.
Contains: DTNB (Dithionitrobenzoic Acid) 3 mmol/L, Sodium
Acetate 100 mmol/L, stabilizer.

Number 4 - Substrate - Store between 2 and 8°C. Contains:
Tributyrate Dithiopropanol 20 mmol/L and surfactant.
Number 1 - Acetone - Store between 2 and 8°C. Contains:
Acetone p.a.

PRESENTATION
Reagents Volume
Ne° 1 40 mL
Ne° 2 1mL
N° 3 4 mL
N° 4 2mL
N° 5 80 mL

EQUIPMENTS AND OPERATIONAL INPUTS
Spectrophotometer or colorimeter, water-bath at 37°C,
watches and stopwatches, centrifuge, pipettes test tubes,
Biocontrol N and Biocontrol P Bioclin. They can be found at
market specialized on Laboratories of Clinical Analysis.

TRANSPORTATION AND STORAGE CONDITIONS

The storage temperature is between 2 and 8°C. The transport
at temperatures between 15 and 30°C should not exceed 72
(seventy two) hours. Protect from light and avoid moisture.
Do not Freeze.

SPECIAL CARE

1- For professional in vitro diagnostic use only.

2- Strictly follow the methodology proposed to obtain exact
results.

3- Water used in material cleaning must to be recent and free
of contaminants.

4- The water level in water-bath must be superior to the
reagents level in test tubes.

5- The colorimetric cuvettes or the spectrophotometer must
be strictly dry.

6- It is of great importance, for the good test development, a
strict control of time and temperature.

7-The reagent N° 2, 3 and 4 are toxic and irritating to skin and
mucous membrane. Handle the reagents carefully.

8- We recommend applying the local, state and federal rules
for environmental protection, so that disposal of reagents and
biological material can be made in accordance with current
legislation.

9- To obtain information related to biosafety or in case of
accidents with the product, consult the MSDS (Material
Safety Data Sheet) available on the website www.bioclin.
com.br or upon request by the SAC (Customer Advisory
Service) of Quibasa.

10- Do not use the product in case of damaged packaging.
11- It is essential that the instruments and equipments used
are properly calibrated and subjected to periodic maintenance.

SAMPLE

Serum obtained free of hemolysis, plasma collected with
heparin. Other anticoagulants (EDTA, citrate, oxalate) inhibit
the lipase activity. The sample is stable in plasma for 24 hours
between 15 and 30°C and 21 days between 2 and 8°C.

PROCESS DESCRIPTION
TECHNIQUE
Bioclin recommends, as control serum, Biocontrol N and

P Bioclin Kits.

Mark 2 test tubes with letters C (Control), A (Sample) and
proceed as follows:

Control Sample

Reagent N° 1 1,0 mL 1,0 mL
Sample 50 ul 50 uL
Reagent N° 2 - 50 uL
Reagent N° 3 100 uL 100 uL

Place the tubes in water-bath at 37°C for 2 minutes to
equilibrate the temperature. Then add:

| Reagent N° 4 | - |

0,1 mL |

Homogenize and incubate at 37°C for
30 minutes. Then add:

approximately

[ Reagentnes | 2,0 mL | 2,0 mL |

Homogenize well and let it rest for 3 minutes.

€

Transfer the contends of the Control tubes and Sample for
2 centrifuge tubes. Centrifuge at 3.500 rpm for 5 minutes.
Transfer the translucid supernatants to dry cuvettes of
the colorimeter or spectrophotometer and determine the
absorbencies of Control and Sample tubes at 410 nm
(400 - 415 nm), matching the zero with the distilled or
deionized water. The formed color is stable for 30 minutes.

CALCULATIONS

Lipase (U/L) = Sample Abs. - Control Abs. x 1.000
7

Example:

Sample Absorbance: 0,131

Control Absorbance: 0,102

Lipase (U/L) = 0.131 — 0,102 x 1.000 = 4,14 U/L
7

PROCEDURE LIMITATIONS
The method is indicated only for manual determination of
serum Lipase.

INTERFERENCES

Some drugs such as: cholinergic, codeine, indomethacin,
meperidine and morphine can cause an increase in the serum
Lipase. However the calcium ions can interfere reducing the
values of Lipase.

INTERNAL QUALITY CONTROL

The Clinical Laboratory must have an internal quality control,
where all procedures, rules, limits and tolerance to variations
be clearly established. It is important to mention that all
measurement systems present a analytical variety, and it must
be monitor by the laboratory. Therefore, it is recommendable
the use of controls, allowing the precision and accuracy of
the dosages.

TRACEABILITY

The calibration kit must be carried on using the BIOCAL
calibrator, which is traceable to the reference material
BCR-694 (Community Bureau of Reference).

REFERENCE VALUES

The reference values in U/L for this method were
obtained through the determination of lipase in healthy
populations of male and female.

Serum: 2 to 15 U/L

These values should be used as guidelines, each laboratory
should establish its range of reference values, according to
the population served.

The results provided by this kit must be interpreted by the
medical professional responsible, not being the only criterion
for the determination of diagnosis and/or treatment of the
patient.



PRODUCT PERFORMANCE
QUALITY CONTROL

Accuracy

RECOVERY

The recovery analysis was made with 05 sample
determinations. The accuracy was calculated and was found
in a good concordance with the reference values, obtaining a
recovery between 95 and 107%.

COMPARISON OF METHODS AND METHODOLOGICAL
SPECIFICITY

The Lipase kit was compared with other methods for
determination of Lipase dosage commercially available.
07 analyzes were performed and the results were evaluated.
The linear equation obtained was Y = 1,030X - 0,222 and
correlation coefficient 0,999. With theses results, we can
conclude that the kit shows good methodological specificity.

Precision

REPEATABILITY

The repeatability was calculated from 20 successive
determinations, using 3 samples with different concentrations,
obtaining the following results:

Sample 1 Sample 2 | Sample 3
Conc::;:;?i%i oy | 4% 13,34 17,91
peviaton(uiy | 010 | o1 | oos

REPRODUCIBILITY

The reproducibility was calculated from 20 successive
determinations for 3 consecutive days, using 3 samples with
different concentrations, obtaining the following results:

Sample 1 | Sample 2 | Sample 3
Concentration Y 13,29 17,90
De\?it:t?:: ?ij.) 0.03 0,04 0,01
(\;/:zfaf:f;in(t%o)f 0,72 0,33 0,06

Sensitivity

The sensitivity was calculated from 20 determinations
of a sample free of lipase. The average found was 1,08 U/L
with standard deviation of 0,01 U/L. The sensitivity, which
indicates the methods detection limit, corresponds the
average plus 3 times the standard deviation and is equal to
1,11 U/L.

Linearity

The reaction is linear up to 75 U/L. For higher values, carry
out a new determination, reducing the incubation time.
Multiply the results by 30 and divide by the used incubation
time, in minutes.

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE

Lipase is an enzyme produced almost exclusively by
pancreas.

In the presence of pancreatitis, the lipase is released at high
concentrations in the blood, persisting for much longer than
the amylase, allowing confirmation of late diagnosis disease.
The values of lipase in pancreatitis can reach 5 to 10 times
the upper limit of reference, while the other diseases lipase
levels are always below 3 times the values of reference.
Lipase increases in acute pancreatitis, chronic pancreatitis
(cancer of pancreas), obstruction of the ducts by calculation
or neoplasms. Since the excretion of lipase is via the kidneys,
kidney failure in general, lipase levels are high. In intestinal
infarction, in acute cholangitis and in small bowel obstruction
increased values of lipase can also be observed.

The lipase may be reduced physiologically during pregnancy,
in the course of tuberculosis and other infectious diseases.

NUMBER OF TESTS
20 Tests / 50 uL of Sample / 3 mL of Reagent
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QUALITY ASSURANCE

Before being released for consumption, all Bioclin
reagents are tested by the Department of Quality Control. The
quality of reagents is assured until expiration date stated on
the presentation packaging, when stored and transported un-
der appropriate conditions.

‘ QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Phone.: +55 (31) 3439.5454 - Fax: +55 (31) 3439.5455
E-mail: bioclin@bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Made in Brazil

OBELIS S.A.

Bd. Général Wahis, 53
1030 Brussels, Belgium

CUSTOMER SERVICE

Customer Advisory Service

Phone.: 0800 0315454

E-mail: sac@bioclin.com.br
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