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LIPASE

Método Cinético Colorimétrico

FINALIDADE
Determinagéo quantitativa da atividade enzimética da lipase pancreatica em
soro e plasma humano. Exclusivo para uso em diagnéstico “in vitro.”

PRINCIPIO DE AGAO

Neste teste, o substrato cromogénico 1-2-o-dilauril-rac-glicero-3-acido glutérico
(6-metilresorufina)-éster é clivado em meio alcalino por agao catalitica da lipase
formando o 1-2-o-dilauril-rac-glicerol e o intermediério instavel acido glutarico-
(6-metilresorufina) éster, que se decompde espontaneamente no meio alcalino
para formar &cido glutarico e metilresorufina (cor vermelha). A intensidade da
cor formada é diretamente proporcional a atividade da lipase na amostra.

Lipase
Substrato Cromogénico ---------- — 1-2-o0-dilauril-rac-glicerol + &cido glutarico-
(6-metilresorufina) éster.
Decomposigdo
Acido Glutarico-(6-metilresorufina) éster ------------------ — acido glutarico +
metilresorufina Esponténea

SIGNIFICADO CLINICO

A lipase pancreatica (LPS) é uma enzima secretada pelo pancreas e langada
para o duodeno com a fungdo de hidrolisar os triglicérides sem seus
constituintes, os acidos graxos. Sua excregéo ¢é feita por filtragéo através dos
glomérulos renais. Sua avaliagédo é essencial no diagnostico das patologias
pancreaticas. Na pancreatite aguda, os niveis de lipase normalmente
acompanham os da amilase. Os niveis de lipase geralmente aumentam um
pouco mais tarde do que os da amilase, comegando dentro de 3-6 horas,
atingindo seu pico em 24-48 horas e, na maioria dos casos, retornam a faixa
normal em 7-10 dias. Os valores de lipase na pancreatite podem alcancar de 5-
10 vezes o limite superior de referéncia. Seu aumento ndo necessariamente se
correlaciona com a gravidade da doenca. Em outras doencas seus niveis séo
inferiores a 3 vezes os valores de referéncia. Como a excregao da lipase € feita
através dos rins, na insuficiéncia renal, de uma maneira geral, seus niveis séo
elevados.

Outras patologias que elevam os niveis de lipase: infarto intestinal, colangite
aguda, obstrugdo do intestino delgado, pancreatite cronica recidivante e
colecistite aguda.

REAGENTES

1. Tampao: 02 frascos com 18 mL de solugéo tamponada em pH 8,0 contendo
colipase 1,0 mg/L e azida sodica 0,095%. Conservar entre 2 e 8°C.

2. Substrato: 02 frascos com 4,5 mL de solugéo tamp&o 10 mmol/L pH 4,0; 1-
2-o-dilauril-rac-glicero-3-acido glutérico (6-metilresorufina) éster 270 pmoliL;
surfactante e azida sodica 0,095%. Conservar entre 2 e 8°C.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotdmetro

Vidraria

Centrifuga

Pipetas manuais ou autométicas

Banho-maria

Agua destilada ou deionizada

Crondmetro

Soro Calibrador

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DOS REAGENTES
As datas de fabricacéo e validade aparecem no rétulo da embalagem.

Nao usar reagentes cuja data de validade tenha expirado.

Todos os reagentes devem ser mantidos sob refrigeragao, na faixa de 2 a 8°C.
Né&o congelar. Manter ao abrigo da luz.

Os reagentes devem permanecer fora do refrigerador apenas o tempo
necessario para as dosagens. Antes de serem abertos, os reagentes podem ser
transportados em temperaturas de 15 a 25°C até um limite de 48 horas.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagnostico “in vitro”.

2.Evitar contaminag&o com ions metalicos ou agentes oxidantes.

3.0 espectrofotdmetro ou mesmo equipamentos automatizados devem ficar
livres de contaminagdo microbiana, serem calibrados corretamente e
receberem manutengéo de acordo com as instrugdes do fabricante.

4 Nao misturar ou trocar diferentes lotes de reagentes.

5.Evitar contaminagéo microbiana dos reagentes e ndo utilizar reagentes que
tenham sinais de contaminagéo ou precipitagéo.

6.Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis separadas para cada amostra,
controle (se utilizado) e reagente. N&o trocar as tampas dos frascos dos
reagentes, a fim de evitar contaminagdo cruzada, o que poderia causar
resultados erréneos.

7.Em caso de ingestéo acidental, procurar auxilio médico imediato.

8.0 desempenho do ensaio pode ser afetado se esse reagente for modificado
ou nao for armazenado nas condigBes recomendadas.

9.Ver cuidados no armazenamento e transporte dos reagentes.

10.Nao comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar
cosmético dentro da area de trabalho onde reagente e amostras estiverem
sendo manuseados.

11.Usar luvas descartaveis quando manusear amostras clinicas ou reagentes.
12.Lavar sempre as m&os apo6s trabalhar com material potencialmente
infeccioso.

13.As amostras devem ser descartadas, apds o uso, em recipientes especificos.
14 Nao dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de agua e esgotos.
15.Todo 0 material biologico deve ser processado como sendo potencialmente
contaminante.

16. Em caso de sinais de deterioragdo, descartar o reagente caso seja
observado a presenga de particulas e de turbidez no Tampé&o e cor vermelha
com particulas no Substrato.

AMOSTRA

Soro e plasma (Heparina).

Amostras de soro e plasma podem ser armazenadas de 2 a 8°C por até 7 dias
antes do ensaio. Para armazenamento de longo periodo, as amostras devem
ser mantidas congeladas abaixo de -20°C.

Deixar as amostras atingirem a temperatura ambiente antes do teste. Amostras
congeladas devem ser completamente descongeladas e homogeneizadas
antes do ensaio. Amostras ndo devem ser congeladas e descongeladas
repetidamente.

PROCEDIMENTO
Atencéo:

E imprescindivel a aquisicéo do Soro Calibrador Interkit para calibragéo do kit
de Lipase.

Estéo disponiveis para venda também, nossos Soros Controles.

E importante atentar ao valor de concentragdo destes reagentes a cada
mudanga de lote.

Reagentes prontos para uso.

Condigoes para os testes
37°C+0,5°C
580 nm (550 a 600)

Temperatura de trabalho
Comprimento de onda

Tomar 4 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

1-Pré-aquecer os Reagentes durante 2 minutos a 37°C.
2-Acertar o zero do aparelho com agua destilada.
3-Pipetar em um tubo de ensaio:

Teste Calibrador
Tampéo 0,80 mL 0,80 mL
Calibrador - 0,010 mL

Amostras | 0,010 mL -
Substrato | 0,20 mL 0,20 mL

Nota: A metodologia deve ser sequida em formato bi-reagente, adicionando-se
0 tampé&o, amostras e o substrato. Nao alterar a ordem proposta.

Homogeneizar e transferir para uma cubeta termostatizada a 37°C. Acionar o
crondmetro. Efetuar as leituras de absorbancia em 580 nm aos 90 e 180
segundos. A diferenga (A180 — A90) entre as leituras sera usada nos calculos
abaixo.

cALcuLos
Teste (A180 — A90)
Lipase (U/L) = x Concentragao do Calibrador
Calibrador (A180 — A90)
Exemplo:
Teste: A90=0,036 A180= 0,089
Calibrador: A90 = 0,052 A180=0,133

Concentragao do Calibrador: 109,0 U/L

0,089 - 0,036
Lipase (UIL) = x109,0=71,3

0,133 -0,052



VALORES DE REFERENCIA

<40 UL

Estes valores de referécia devem ser considerados apens como orientagao.
Cada laboratorio deve estabelecer seus proprios valores de referéncia,
baseados em sua populag&o.

LINEARIDADE

A reagdo € linear entre 3,0 a 300 U/L. Em casos de valores maiores que 300
UIL, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova determinagéo
e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigao.

DADOS ESTATISTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE
Sensibilidade: 99%.

Exatiddo: A comparagdo com método similar validado demonstrou um
coeficiente de correlag&o, r, igual a 0,995 a partir da analise de amostras
aleatérias oriundas de pacientes de ambulatdrio. A equagdo de regresséo
obtida foi: y = 1,0219x + 2,2772 que demosntra uma exatiddo de 99%.

Precisdo:
Repetibilidade: A realizagéo de 20 determinagdes de uma mesma amostra com
valor dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Repetibilidade Amostra1 | Amostra 2
Média 424 97,6
Desvio Padrao 1,43 2,85
Coeficiente de Variagao (%) 34 2,9

Reprodutibilidade: A realizagéo de 20 determinagdes de uma mesma amostra,
realizada por um operador diferente, utilizando o mesmo equipamento de
medigdo, com valores dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes
resultados:

Reprodutibilidade Amostra1 | Amostra 2
Média 445 97,2
Desvio Padrao 1,92 2,92
Coeficiente de Variagéo (%) 43 3,0

Sensibilidade analitica: O kit possui sensibilidade de 3 U/L.

AUTOMAGAO
Aplicagdes para analisadores automaticos estéo disponiveis, se solicitadas.

CONTROLE DA QUALIDADE

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros controle comerciais.
Preferivelmente deve participar de programas de controle externo de qualidade,
a exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.

INTERFERENTES

Néo utilizar amostras com EDTA, Citrato, Fluoreto ou Oxalato de Sédio, pois as
mesmas produzem resultados diminuidos por inibigdo da atividade da lipase.
N&o usar amostras com particula de fibrina ou contaminada, apresentando
crescimento microbiano.

Concentragdes de bilirrubina total até 40 mg/dL, hemoglobina até 400 mg/dL e
triglicérides até 300 mg/dL ndo interferem significantemente na reag&o.

Amostras com bilirrubina, hemoglobina e triglicérides em concentragdes
maiores que as referidas devem ser diluidas em NaCl 150 mmol/L (0,85%) antes
de realizar os ensaios.

Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigdo.

Amostras fortemente hemolisadas, lipidicas ou turvas ndo devem ser usadas.
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APRESENTAGAO
Volume
1.Tampdo | 2x18mL
2.Substrato | 2x4,5mL

CONDIGCOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

0 desempenho deste sistema diagndstico, medido pelas propriedades descritas
nesta Instrugdo de Uso, esta garantido até a sua data de vencimento, desde
que obedecidas as seguintes condigoes:

1.A adeséo estrita, pelo usuario, ao quadro de procedimento técnico.

2.As condicbes de armazenamento estarem de acordo com o recomendado
nesta Instrugéo de Uso.

3.0s materiais necessarios e nao fornecidos com o produto, estarem em boas
condigdes de uso.

ASSESSORIA CIENTIFICA
Para esclarecimentos de duvidas e Assessoria Cientifica ligue:
(31) 3157-3688 ou (11) 99217-8407

e-mail: sac@katal.com.br

‘ Katal Biotecnologica Ind. Com. Ltda.
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DIAGNOSTICOS“IN VITRO”
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