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  LIPASE DIRETA
FUNDAMENTO
A lipase em meio alcalino catalisa a hidrólise do substrato de 1-2-dilauril-rac-glicero-3-ácido glutárico (6-metiresorufina)-ester formando o 1-2-dilauril-rac-glicerol e o ácido glutárico (6-metilresorufina), que é um intermediário instável. O composto instável se decompõe espontaneamente liberando ácido glutárico e metilresorufina de cor vermelha.
A intensidade de cor vermelhada, medida fotometricamente, é diretamente proporcional á atividade catalítica da lipase na amostra analisada.
APLICAÇÃO CLÍNICA

As patologias que mais comumente apresentam valores elevados de lipase são: pancreatite aguda primária, pancreatite crônica recidivante, colecistite aguda, insuficiência renal, obstrução intestinal e infarto intestinal.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro ou Plasma (heparina).
Estabilidade e armazenamento da amostra

A enzima é estável no soro por 7 dias na temperatura ambiente e por um ano a 20°C negativos.
Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras com sinais de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

LIPASE DIRETA

CAT. 409

MS 80022230168
GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 2-8 ºC.
1- Tampão: Contém tampão pH 8,0 50 mmol/L, colipase 1mg/L e azida sódica 14,6 mmol/L.

2-Substrato: Contém tampão pH 4,0 10 mmol/L, 1-2-dilauril-rac-glicero-3-ácido glutárico (6-metilresorufina) – ester 0,27 mmol/L e azida sódica 14,6 mmol/L.
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.
2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.
3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.
4- Os reagentes contêm azida sódica como conservante. Evitar contato com os olhos, pele e mucosa. Não aspirar ou ingerir.
5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.
EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro com cubeta termostatizada (leitura entre 550 a 600 nm);
· Tubos e Pipetas;
· Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Interferências 

A bilirrubina até 60 mg/dL, lipemia (triglicérides até 2000 mg/dL) e hemólise (hemoglobina até 500 mg/dL) não produzem interferências significativas. Amostras com valores de bilirrubina, triglicérides e hemoglobina acima dos especificados devem ser diluídas com solução de NaCL 150 mmol/L (0,85%) antes de realizar os ensaios. No final, multiplicar os resultados pelo fator de diluição empregado.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

NOTAS

1- A metodologia deve ser realizada sempre no modo birreagente e a ordem de adição é a seguinte: Tampão (1), Amostra, Substrato (2). Não alterar esta ordem.

2- Os reagentes devem permanecer abertos e fora da temperatura recomendada somente o tempo necessário para obtenção do volume a ser utilizado no ensaio.

A-Condições de Reação

        Leitura: Comprimento de onda 570 nm

        Temperatura: 37°C

        Medida: Acertar o Zero de absorbância com água deionizada

         Tipo de Reação: Cinética de tempo fixo (dois pontos).

B-Técnica de Análise com Calibrador Cat.410 da Gold Analisa
Notas

1- Utilizar o Calibrador Cat. 410 da Gold Analisa.
Ver Instruções de Uso e valor tabelado para lipase.
2- O desempenho do Calibrador pode ser afetado por vários fatores como: erros de reconstituição, de homogeneização, armazenamento incorreto, contaminação da água ou vidraria.

Dosagem do Calibrador e do Teste
1- Ajustar a temperatura do fotômetro para 37°C e o comprimento de onda em 570 nm (550 a 600 nm).

2- Acertar o Zero de absorbância do equipamento com água deionizada.
3- Em um tubo rotulado Calibrador ou Teste pipetar: 700 µL de Tampão (1).
4- Adicionar 10 µL de Calibrador ou de amostra e homogeneizar.
5- Adicionar 400 µL de Substrato (2) e homogeneizar.
6- Transferir imediatamente para a cubeta termostatizada a 37°C e acionar o cronômetro.
7- Fazer uma leitura fotométrica do Calibrador (AC) e do Teste (AT) aos 90 segundos (A90) e uma segunda leitura aos 180 segundos (A180).
8- Calcular diferença de absorbância entre 90 e 180 segundos (A180 – A90) para o Calibrador e para o Teste.
CÁLCULOS

Ver linearidade.
∆A do Teste ou do Calibrador = A180 segundos - A90 segundos

Como a metodologia obedece á lei de Lambert- Beer, pode-se efetuar os cálculos através do Fator de Calibração (FC).

∆P = (A180 - A90) Padrão

∆T = (A180 - A90) Teste

CC = Concentração do Calibrador = ×U/L (ver valor indicado no rótulo do Calibrador)

CT = Concentração o Teste em U/L

FC = CC ÷ ∆C

CT = FC × ∆T

Exemplo

Se A90 Calibrador = 0,0506

Se A180 Calibrador = 0,1282

∆C = 0,1282 – 0,0506 = 0,0776
Se A90 Teste = 0,0338

Se A180 Teste = 0,0882

∆T = 0,0882 – 0,0338 = 0,0544

Se CC = 95 U/L (Valor indicado na tabela do Calibrador).

FC = 95 ÷ 0,0776 = 1224
CT = 1224 × 0,0544 = 66 U/L

Atenção

• O analista sempre deve fazer uma verificação da necessidade de ajuste do volume para o fotômetro empregado no seu laboratório.

• Os volumes de amostra e de reagente podem ser modificados proporcionalmente, sem alterar o desempenho do teste e os cálculos.

• Em caso de redução dos volumes é necessário observar o volume mínimo de leitura fotométrica.

• Volumes da Amostra menores do que 10 µL são críticos em aplicações manuais e devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisão da medição.

RESULTADOS

Unidades Convencionais (U/L) × 0,0167 = Unidade SI (ukat/L).
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade : PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.
VALORES DE REFERÊNCIA 
	Idade
	U/L

	Até 1 ano
	0 a 29

	De 1 a 12 anos
	10 a 37

	De 13 a 18 anos
	11 a 46

	Acima de 18 anos
	13 a 60


Estes valores devem ser usados como uma orientação. É recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência.
SIGNIFICADO CLÍNICO

A lipase é uma enzima secretada pelo pâncreas para o duodeno para hidrolisar os triglicérides em seus constituintes, os ácidos graxos. A sua excreção é feita por filtração através dos glomérulos renais.
Assim como a amilase, a lipase aparece na corrente sanguínea após uma lesão das células acinares pancreáticas.
A determinação da lipase sérica é considerada um teste muito sensível e específico para a pancreatite aguda. O consenso na literatura, de um modo geral, é de que a dosagem da lipase é provavelmente um teste cerca de 10% menos sensível do que a amilase sérica, porém é cerca de 20 a 30% mais específico.
Na pancreatite aguda, os níveis de lipase normalmente acompanham os da amilase. Os níveis de lipase geralmente aumentam um pouco mais tarde do que os da amilase, começando dentro de 3-6 horas, atingindo o pico em 24-48 horas e, na maioria dos casos, retornam para a faixa de referência em 7-10 dias.
Os valores de lipase na pancreatite podem alcançar de 5-10 vezes o limite superior de referência, enquanto que nas outras doenças os níveis de lipase são sempre inferiores a 3 vezes os valores de referência.
Como a excreção da lipase é feita através dos rins, na insuficiência renal de uma maneira geral os níveis de lipase são altos. Infarto intestinal, colangite aguda e obstrução do intestino delgado são outras doenças que podem apresentar níveis altos de lipase sérica.
Valores elevados
As patologias que mais comumente apresentam valores elevados de lipase são: pancreatite aguda primária, pancreatite crônica recidivante, colecistite aguda, insuficiência renal, obstrução intestinal e infarto intestinal.

LINEARIDADE 
Linearidade

A reação é linear até 300 U/L. Para valores maiores, diluir a amostra com solução de NaCL 150 mmol/L (0,85%) e realizar uma nova determinação. Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluição empregado.
SENSIBILIDADE ANALÍTICA
Sensibilidade Analítica

O limite de Detecção é igual a 1,0 U/L, equivalente a média mais três desvios padrão (DP) obtidos a partir de 10 replicatas em uma amostra protéica não contendo lipase.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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