COBAS
INTEGRA 400/700/800

Lipase colorimetric
Lipase, método colorimétrico

Informacoes para encomenda

COBAS INTEGRA® 200 testes Ref. 03029590 @ Indica em que analisador(es) pode ser utilizada a
Lipase colorimetric System-ID 07 5900 7 cassete

Calibrator f.a.s. 12 x 3 ml Ref. 10759350 INTEGRA INTEGRA/ NTEGRA
System-ID 07 3718 6 400/ INTEGRA

Precinorm® U 20 x 5 ml Ref. 10171743 400 plus 700 800
System-ID 07 7997 0

Precipath® U 20 x 5ml Ref. 10171778
System-ID 07 7998 9 o i ®

Precinorm® U plus 10 x 3 ml Ref. 12149435
System-ID 07 7999 7

Precipath® U plus 10 x 3 ml Ref. 12149443

System-ID 07 8000 6

Funcao

A cassete COBAS INTEGRA Lipase colorimetric (LIPC) contém
um sistema de reagentes para diagndstico in vitro, para utilizagao
nos sistemas COBAS INTEGRA, com vista & determinagio
quantitativa da actividade catalitica da lipase (EC 3.1.1.3;
triacilglicerol acil-hidrolase) em soro e plasma (teste LIPC, 0-100).

Caracteristicas>*"*%%7

As lipases sao glicoproteinas com um peso molecular de

47000 daltons. Sao definidas como hidrolases triglicéridas que
catalizam a clivagem de triglicéridos em diglicéridos, com a
subsequente formagao de monoglicéridos e dcidos gordos.

Para além da a-amilase, as lipases pancredticas tém sido, desde
hd muitos anos e de forma indiscutivel, os mais importantes
pardmetros quimicos clinicos utilizados para o diagnostico
diferencial das doengas do pancreas. A determinagdo da
actividade da lipase ganhou grande reconhecimento a nivel
international devido a sua elevada especificidade e rapida
resposta. Apds uma pancreatite aguda, a actividade da lipase
aumenta no espago de 4-8 horas, atingindo um pico apds

24 horas, e diminuindo apds 8 a 14 dias. No entanto, nio existe
qualquer correlagdo entre a actividade da lipase determinada

no soro e a extensao das lesdes provocadas no pancreas. Foram
descritos diversos métodos para determinagio da lipase, que
determinam turbidimétrica ou nefelometricamente a diminuicio
do substrato, ou que determinam os produtos de degradagio.
Este método baseia-se na clivagem de um substrato cromogénico
especifico da lipase, o éster 1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-4cido
glutarico-(6-metil-resorufina) emulsionado com acidos biliares. A
actividade enzimdtica do pancreas é determinada especificamente
através da combinacio de colipase e acido biliar utilizada neste
ensaio. Na auséncia de colipase ndo é detectada virtualmente
nenhuma actividade de lipase. A colipase activa unicamente a
lipase pancreatica, e ndo as outras enzimas lipoliticas existentes
no soro. A elevada quantidade de colatos assegura que as esterases
presentes no soro nio reagem com o susbtrato cromogénico
devido a carga de superficie altamente negativa.

Principio do teste®®%**

Ensaio colorimétrico enzimdtico com éster
1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acido glutarico-(6-metil-resorufina)
como substrato.

O substrato cromogénico especifico da lipase éster
1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-acido glutarico-(6-metilresorufina)
é clivado pela acgao catalitica da solugao de lipase alcalina, para
formar 1,2-O-dilauril-rac-glicerol e um intermédio instavel, o
éster de dcido glutarico (6-metilresorufina). Este decompde-se
espontaneamente em solugéo alcalina, formando acido glutarico
e metilresorufina. A adi¢ao de detergente e colipase aumenta a
especificidade do ensaio para lipase pancredtica. Na auséncia
de colipase nio é detectada virtualmente nenhuma actividade
de lipase. A colipase activa unicamente a lipase pancredtica, e
ndo as outras enzimas lipoliticas existentes no soro. A elevada
quantidade de colatos assegura que as esterases presentes

no soro nio reagem com o susbtrato cromogénico devido

a carga de superficie altamente negativa.

Ester 1,2-O-dilauril-rac-glicero-3-4cido glutarico-
(6-metilresorufina) ————=
Ester 1,2-O-dilauril-rac-glicerol +
acido glutarico-(6-metilresorufina)
éster de 4cido glutdrico-(6-metilresorufina) ————>
acido glutérico + metilresorufina

A intensidade da cor do corante formado é directamente
proporcional 4 actividade da lipase. E determinada medindo
o aumento da absorvancia a 583 nm.

Reagentes - solucdes de trabalho
R1 Tampado, colipase e colato no frasco A (liquido).
R2 = SR Substrato cromogénico e colato no frasco C (liquido).
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Componentes activos

Componentes Concentragdes

R1 SR Teste
BICIN 50 27 mmol/l
Colipase (pancreas suino) =1 20,53 mg/l
Cloreto de célcio 10 5,3 mmol/l
Deoxicolato de sodio 1,6 0,85 mmol/l
Tampdo tartrato 10 3,2 mmol/l
Ester
1,2-O-dilauril-rac-glicero-
3-4cido glutarico-(6-metil
resorufina) 0,27 0,09 mmol/l
Taurodeoxicolato 8,8 2,8 mmol/l
pH 80 40 79

O reagente contém detergente e estabilizantes ndo reactivos.
Consulte o rétulo da cassete para saber quais sio os
volumes de enchimento dos reagentes.

Precaucoes e adverténcias
Preste atengdo a todas as precaugdes e adverténcias incluidas
na Introdugdo do Capitulo 1.

Preparacao dos reagentes
Pronto a ser utilizado.
Conservacao e estabilidade

Validade a 2 - 8°C Ver o prazo de validade na

INTEGRA 400 cassete.
No analisador a 10 - 15°C 4 semanas
INTEGRA 700/800
No analisador a 8°C 4 semanas

Colheita e preparacao das amostras

Apenas as amostras indicadas em seguida foram testadas
e consideradas aceitéaveis.

Soro: o soro é colhido em tubos de amostra padrao. A
amostra de elei¢do é soro recém-colhido.

Plasma: Plasma com heparina de litio.

Nio utilize complexos anticoagulantes de célcio como
citrato, fluoreto e EDTA.

Ao utilizar amostras em tubos primdrios, consulte as
instrugdes do fabricante dos tubos.

Estabilidade:' 1 semana a 20-25°C
1 semana a 4-8°C

1 ano a -20°C

As amostras que contém precipitado tém de ser centrifugadas
antes da realizac¢do do ensaio.

Materiais fornecidos
Consulte a secgdo “Reagentes - solugdes de trabalho”.

Materiais necessarios (mas nao fornecidos)

COBAS INTEGRA Cleaner Cassette, Ref. 20764337, System-ID
07 6433 7. Recomendam-se ciclos de lavagem suplementares
sempre que determinadas combinagdes de testes sejam
executadas em conjunto nos sistemas COBAS INTEGRA.

Para mais informagdes sobre combinagdes de testes que
requerem ciclos de lavagem suplementares, consulte o
Capitulo 1, Introdugao, Parte III.

Realizacao do ensaio
Para assegurar a correcta execugio do ensaio, é importante cumprir
as instrugdes fornecidas neste documento para o analisador

utilizado. Consulte o manual do operador apropriado para obter
instrugdes mais especificas sobre o ensaio feito neste analisador.

Aplicacao para soro e plasma

INTEGRA 400 - Definicao do teste

Modo de medida Absorvancia
Modo de célculo da abs. Cinético
Modo de reac¢do R1-S-SR
Sentido da reacgdo Crescente
Comprimento de onda A/B  583/659 nm
Primeiro/ultimo célc. 43/51

Intervalo do teste 0-300 U/1 (0-5,0 pkat/1)
0-3000 U/1 (0-50 pkat/1)
Factor pds-dilui¢io 10 (recomendado)

Unidade U/l

com pds-diluicio

Parametros de pipetagem

Diluente (H,0)

R1 80 pl
Amostra 2ul 20 pl
SR 48 ul

Volume total 150 pl

INTEGRA 700/800 - Definicao do teste

Modo de medida Absorvancia
Modo de calculo da abs. Cinético
Modo de reacgao R1-S-SR
Sentido da reacgdo Crescente
Comprimento de onda A/B 583/659 nm
Primeiro/ultimo calc. 62/75

Intervalo do teste 0-300 U/1 (0-5,0 pkat/1)
0-3000 U/1 (0-50 pkat/1)
Factor pds-dilui¢cio 10 (recomendado)

Unidade U/l

com pds-diluicio

Parametros de pipetagem

Diluente (H,O)

R1 80 ul

Amostra 2 ul 20 ul

SR 48 ul

Volume total 150 pl

Calibracao

Calibrador Calibrator f.a.s.
Utilize 4gua desionizada como
calibrador zero.

Modo de calibragdo Regressio linear

Repetigdo da calibragio Duplicado (recomendado)

Intervalo de calibragdo Cada lote

Rastreabilidade: Este método foi padronizado manualmente
contra reagente Roche."

LIPC
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Controlo de qualidade

Intervalo de referéncia Precinorm U ou Precinorm U plus
Intervalo patoldgico Precipath U ou Precipath U plus
Intervalo de controlo 24 horas (recomendado)
Sequéncia de controlo Definida pelo utilizador

Controlo apds calibragdo Recomendado

Calculo

Os sistemas COBAS INTEGRA calculam automaticamente a
actividade do analito de cada amostra. Para mais informagdes,
consulte a sec¢io Andlise de Dados, no Capitulo 7 do Manual
do Utilizador (COBAS INTEGRA 700), ou a Analise de dados
da ajuda Online (COBAS INTEGRA 400/800).

Factor de conversdo: U/l x 0,0167 = pkat/l

Limitacoes - interferéncias
Critério: Recuperagao dentro de + 10% do valor inicial.
Soro, plasma

Hemolise Sem interferéncia significativa.
Ictericia Sem interferéncia significativa.
Lipemia Sem interferéncia significativa.
Anticoagulantes Tém de ser evitados os complexos

anticoagulantes de célcio, como EDTA,
fluoreto e citrato.

Quando o objectivo é o diagndstico, os resultados devem
ser sempre interpretados em conjunto com a anamnese do
paciente, o exame clinico e outros resultados.

Valores teoricos™

Adultos 13-60 U/1 (0,22-1,00 pkat/1)

Para relacionar os resultados com o intervalo de referéncia da
lipase obtido através do método turbidimétrico, multiplique
os resultados (U/l ou pkat/l) por um factor de 3,2 para

obter uma comparag¢do aproximada.

Cada laboratorio deve verificar a transferibilidade dos valores

teoricos para a sua propria populagdo de pacientes e, se necessario,

determinar os seus proprios intervalos de referéncia.

Dados especificos sobre o desempenho™®

Sdo apresentados a seguir dados representativos do desempenho

dos analisadores COBAS INTEGRA. Os resultados podem
diferir de laboratério para laboratério.

Precisao
A reprodutibilidade foi determinada utilizando amostras

humanas e controlos num protocolo interno (intra-ensaio n = 21,

inter-ensaio n = 20). Obtiveram-se os seguintes resultados.

Nivel 1 Nivel 2
Média 42 U/l 153 U/
(0,71 pkat/1) (2,55 pkat/l)
CV intra-ensaio 1,2% 1,4%
CV inter-ensaio 2,7% 3,2%

Sensibilidade analitica (limite de deteccao inferior)
0,5 U/1 (0,01 pkat/1)
O limite de detecgdo representa a concentragdo de analito mais

baixa mensuravel passivel de ser distinguida de zero. E calculado
como o valor situado 3 desvios padrao (DP) acima de uma amostra

zero (amostra zero + 3 DP, precisdo intra-ensaio, n = 30).

INTEGRA 400/700/800

Comparacao dos métodos

Os valores de lipase para amostras de plasma e soro humanos,
obtidos no COBAS INTEGRA 700 com a cassete COBAS
INTEGRA Lipase colorimetric, foram comparados com o
mesmo reagente no Roche/Hitachi 917 e com os valores
determinados com reagentes comercialmente disponiveis
para lipase no COBAS INTEGRA 700.

Os valores variaram entre 15,1 e 615 U/ (0,25 e 10,3 pkat/l).

Roche/Hitachi 917 COBAS INTEGRA 700

Tamanho da

amostra (n) 62 85
Coeficiente corr. (r) 0,999 0,985
Regressio linear y=102x+3,5U/1 y=0,39x-3,1U/1
Passing/Bablok y=098x+25U/1 y=0,39x-11,1U/
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As alteragdes ou os acréscimos significativos estdo assinalados por
uma barra de alteragio na margem.
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