V vida

BIOTECNOLOGIA

LIPASE COLORIMETRICA
INSTRUCOES DE USO

METODO:
Colorimétrico.

FINALIDADE:
Kit para a determinacdo quantitativa da lipase em soro. Somente para uso
diagnéstico in vitro.

FUNDAMENTO:

A lipase sérica atua hidrolisando um tio éster. Essa hidrélise tem como
produtos um tiodlcool e o acido butirico. O tiodlcool reage com o DTNB em
meio tamponado, formando um cromégeno amarelo. A intensidade da
coloracdo amarela formada é proporcional a atividade da lipase no soro em
412 nm.

SIGNIFICADO CLINICO:

A lipase é uma enzima pancredtica. Ela apresenta elevacdo nos distirbios
pancredticos, em especial na pancreatite aguda. Sua elevacdo também ocorre
frequentemente na pancreatite cronica. Em geral a elevacdo da lipase ocorre
nas primeiras doze horas do inicio da pancreatite e nem sempre coincide com
a elevacdo da amilase pancreética.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:

R1 - TAMPAO: Tris 0,1 mol/L; Azida Sédica 7,7 mmol/L. Conservar entre 2 e 8
°C.

R2 - INIBIDOR: PMSF (fenil-metil-sulfonil fluoreto) 20 mmol/L em etanol.
Conservar entre 2 e 8 °C.

R3 - REAGENTE DE COR: Acetato de sédio 15 mmpl/L; DTNB (4cido ditio bis-
2-nitrobenzdico) 3 mmol/L; Azida sédica 7,7 mmol/L. Conservar entre 2 e 8 °C.

R4 — SUBSTRATO: Tributirato de 2,3 Dimercapto Propanol 20 mmol/L; lauril
sulfato de sédio 20 mmol/L em etanol. Conservar entre 15 e 30 °C.

R5 — INATIVADOR: Lauril sulfato de sédio 27,6 mmol/L. Conservar entre 15 e
30°C.

Todos os reagentes encontram-se prontos pra uso.

ESTABILIDADE:

Os reagentes individuais sdo estaveis até sua data de validade, mesmo apéds
abertos se mantidos sob temperatura de 2 a 8 °C. Os reagentes R4 e R5 apds
serem retirados da embalagem devem ser armazenados a temperatura de 15
a30°C.

TRANSPORTE:
O kit ndo ¢ afetado pelo transporte desde que seja entregue ao destinatério

no periodo maximo de 07 dias e em uma temperatura de até 37 °C.

TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA:

O fabricante garante a qualidade do produto, se este for armazenado
conforme descrito no item “IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS
REAGENTES" e em sua embalagem original.

PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipulagdo do
reagente. O R1 e 0 R3 possuem azida sédica. Ndo ingerir ou aspirar.
Evitar contato com a pele e mucosg;

. Recomendamos a aplicagdo das Boas Praticas de Laboratérios Clinicos
para a execucdo do teste;

. De acordo com as instrucdes de biosseguranca, todas as amostras
devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes;

. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos, sugerimos
utilizar as regulamentacdes normativas locais, estaduais ou federais
para a preservacao ambiental;

. N&o misturar reagentes de lotes diferentes

. Ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, evitando
contaminacdo cruzada;

. E utilizado o coeficiente de extincdo molar do produto corado. Dessa
forma, as leituras fotométricas devem ser realizadas com o
espectrofotémetro calibrado e na faixa de 410 a 415nm;

. Os reagentes R2, R3 e R4 sdo toxicos. Tenha cuidado ao manusea-los.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
. Espectrofotémetro UV/VIS;

. Tubos e pipetas;

. Banho-maria;

. Cronémetro.

AMOSTRAS BIOLOGICAS
¢ SORO
Nao usar soro hemolisado, a hemdlise inibe a lipase.

INTERFERENCIAS

A lipase é estédvel por até 7 dias se a amostra de soro for conservada em
temperatura entre 15 e 25 °C. Se armazenada entre 2 e 8 °C, ela pode
apresentar estabilidade de até 4 semanas.

Concentracdoes acima de 0,16 g/mL de hemoglobina causam inibicdo
moderada da lipase no soro. Valores acima de 0,5 g/mL causam inibicdes de
até 50%. No utilizar soro hemolisado.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observagdes

. O nivel de d4gua no banho-maria deve ser superior ao dos reagentes nos
tubos;

. A observacdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da
estabilidade dos reagentes, da pipetagem, da temperatura e do tempo
de reacdo é de extrema importéancia para se obter resultados precisos
e exatos;

e Adgua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada utilizando-
se métodos adequados para as finalidades de wuso. Colunas
deionizadoras saturadas liberam diversos fons, aminas e agentes
oxidantes que deterioram os reativos.

. Caso o R5 (Inativador) apresente um precipitado, deixar o mesmo em
banho-maria a 37 °C por 10 minutos até sua solubilizacao.

2. Termostatizar o reagente

Ajustar a temperatura do banho-maria ou termostatizador para 37 °C. A
temperatura deve permanecer constante durante a realizacdo do teste.

3. Leitura do teste

Comprimento de onda: 412 nm;

Cubeta: 1 cm;

Temperatura: 37 °C;

Medicdo: Zerar a absorbancia contra branco (4gua deionizada). E necessario
apenas um branco por bateria de testes.

4. Procedimento
Atengdo: O controle da temperatura e dos tempos de incubagdo deve ser
rigoroso;

Identificar dois tubos de ensaio como Controle (C) e Amostra (A).

Reagente Controle (C) Amostra (A)
R1-Tampao 500pL 500pL
Soro 25uL 25uL
R2-Inibidor 10uL 10uL
R3-Reagente de Cor 50uL 50uL

Homogeneizar intensamente e incubar a 37 °C por 2 minutos
R4-Substrato \ - \ 50pL
Homogeneizar intensamente e incubar a 37 °C por 30 minutos (obedecer
a0s 30 minutos de incubacdo)

R5-Inativador 1000uL 1000uL
R4-Substrato 50uL -

Homogeneizar intensamente e executar a leitura imediatamente em 412
nm (410 a 415), zerando o equipamento com dgua deionizada.

5. Célculos:

Aa = Absorbancia da amostra;

Ac = Absorbancia do controle;

Os fatores de 7 e 1000 séo utilizados na conversao da medida fotométrica em
Ul

Lipase (Ul) = (Aa-Ac)/7 x 1000

5.1 Exemplo

Aa=0,205

Ac=0,142

Lipase (Ul) = (0,205-0,142)/7 x 1000
Lipase (Ul) =9,0 Ul

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

1. Linearidade da reagdo:

A linearidade do método é de até 75 Ul. Para amostras com concentracoes
mais elevadas, repetir a dosagem reduzindo o periodo de incubacdo de 30
para 15 minutos, célcular o resultado e multiplicar por 2.

2. Valores de referéncia
Amostra Valor (Ul)
Soro 2-18 Ul

Estes valores devem ser utilizados como uma orientacdo. E recomendado que
cada laboratério estabeleca seus préprios valores de referéncia.

3. Sensibilidade
0,6 Ul

4, Comparagao entre métodos

O kit para a dosagem de lipase foi comparado com outros Kkits
comercialmente disponiveis. Amostras diversas foram utilizadas na
comparacdo dos testes, dentre essas, soros controle e amostras de pacientes.
Os resultados obtidos mostraram boa concordancia.

5. Repetibilidade e reprodutibilidade
Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo da
repetibilidade e reprodutibilidade do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou



preparados seguindo as recomendacdes do fabricante. Trinta determinacdes
dos soros controle foram realizadas com o kit de Lipase da VIDA Biotecnologia
para a determinagdo da repetibilidade e 10 determinagdes por soro controle
para a reprodutibilidade. As médias das determinacdes foram calculadas e
comparadas com os valores alvo.

5.1 Repetibilidade

Soro Média dos valores

Controle N obtidos DP v
SC1 30 71,4 2,3 3,2
SC2 30 32,5 1,4 4,3
SC3 30 10,2 0,7 6,9

5.2 Reprodutibilidade

Soro Média dos valores

Controle N obtidos DP v
SC1 10 72,4 2,5 3,5
SC2 10 31,5 1,6 51
SC3 10 12,0 0,9 7,5

6. Controle de qualidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou preparados seguindo as
recomendacoes do fabricante. Dez determinacdes dos soros controle foram
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INFORMACOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto dentro das
especificagdes até a data de expiracdo indicada nos rétulos, desde que
cuidados de utilizagdo e armazenamento indicados nos rétulos e nessa
instrucdo sejam seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICAGAO E DATA DE VALIDADE, VIDE ROTULO DO
PRODUTO.
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SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

realizadas com o kit de Lipase da VIDA Biotecnologia. As médias das W Contetdo suficiente para <n> testes
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

Soro Média dos valores . 5 8 Data limite de utilizacdo do produto (dd/mm/aaaa)

Valor alvo ; % de Recuperacao
Controle obtidos

SC1 14 15 107 | cAL] Material Calibrador

SC2 26 25 96

5C3 42 43 102 JT Limite de temperatura (conservar a)

Todo soro controle com valores determinados para lipase por esse método
podem ser utilizados.

RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS

As medidas de reducdo dos riscos foram implementadas e o produto ndo
apresenta riscos maiores que os beneficios obtidos com o seu uso; e se usado
por profissionais qualificados e treinados, cientes das precaucbes descritas
nos produtos, desempenhard suas func¢des com qualidade, seguranca e
eficacia.

APRESENTACAO DO KIT
NUMERO DE
cODIGO REAGENTE VOLUME DETERMINACOES
R1-TAMPAO 1 x40mL
R2-INIBIDOR 1x1,5mL
100/480-040 R3‘REACgERNTE DE 1 x 4,0mL 40
R4-SUBSTRATO 1 x4,5mL
R5-INATIVADOR 1 x 80mL
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