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QUIMILAC - LACTATO

Colorimétrico enzimatico
REG. MS: 10159820246

FINALIDADE. Reaco colorimétrica para determinacao quantitativa de lactato em amostras de plas-
ma e liquido cefalorraguidiano (LCR) humanos. Somente para uso diagndstico “in vitro.”

PRINCIPIO0. 0 lactato ¢ oxidado em piruvato e percxido de hidrogénio (H202) pela lactato oxidase
(LOX). Na presenca de peroxidase (POD), o peroxido de hidrogénio reage com o &cido 2,4,6-tribromo-
-3-hidroxibenzoico (THB) e com a 4-aminoantipirina (4-AAP) para formar um corante vermelho de
guinoneimina. A intensidade de cor do corante medida em 546 nm é diretamente proporcional a con-
centracdo de lactato presente na amostra.

Lactato+0, — X Pinato+ H,0,

2H,0+4-MP+THB—P% - Corante Vermelho de Quinongimina + 4 H,0

METODOLOGIA. Colorimétrico enzimatico

SIGNIFICADO CLINICO. 0 Acido latico, presente no sangue inteiramente como lactato € um produto
intermediario do metabolismo de carboidratos e é derivado principalmente de células musculares e
eritrdcitos. A concentracdo de lactato no sangue ¢ afetada pela sua producdo nas células musculares e
eritrdcitos e sua taxa de metaholismo no figado. Durante o exercicio, o lactato sanguineo pode aumen-
tar até dez vezes os niveis normais. Em condicBes normais, a razao entre lactato e piruvato € constante
(10:1). 0 figado pode normalmente metabolizar mais lactato do que & produzido, porém no caso de dimi-
nuico da perfusao do figado, a remocdo de lactato pelo figado pode ser significativamente reduzida. 0
lactato no liguido cefalorraguidiano normalmente se iguala aos niveis sangiiineos, sendo que este nivel
aumenta em casos de meningite hacteriana, epilepsia e hemorragia intracraniana. 0 nivel de lactato
no LCR auxilia na distingao de meningite bacteriana e viral.

REAGENTES.

Reagente 1: Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Solucao tampao Tris 100 mmol/L, 4cido 2,4,6-tribromo-
-3-hidroxibenzdico 2,0 mmol/L, 4-aminoantipirina 0,8 mmol/L.

Reagente 2: Conservar entre 2 e 8°C. Contém; Lactato oxidase > 20 U/L, peroxidase > 15 U/L, azida
de sddio 0,02%

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO (RT): Misturar os reagentes na proporcao; 9 partes do rea-
gente 1+ 1 parte do reagente 2 (900 pL R1+100 pL R2). Estavel durante 3 meses a 2 - 8°C.

0s reagentes nao abertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto.
0s frascos devem ser mantidos fechados, protegidos da luz e deve-se evitar a contaminacao durante o uso.

PRECAUGOES E CUIDADOS REQUERIDOS.

1. Estereagente deve ser usado somente para diagndstico in vitro,

2. Néo pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos,
lavar com grande quantidade de dgua e procurar auxilio médico.

3. Deve-se monitorar a temperatura do amhiente de trabalho hem como o tempo de reacdo para
obtencéo de resultados corretos.

4. Naousar o reagente se 0 mesmo estiver visualmente turvo, apresentar precipitado, ou se houver
dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

5. Nao usar se a absorbancia do branco estiver superior a 0,1 quando medido em 546 nm (cuveta
de Tcm) ou se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir absor-
béancia de 546 nm.

2. Pipetas para medicao de amostras e reagente.

3. Aguadestilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador, quando necessario.
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5. Crondmetro.

AMOSTRA. Plasma e liquido cefalorraguidiano (LCR).

NZo usar amostras de soro. Evitar amostras ictéricas ou hemoliticas. Os Gnicos anticoagulantes acei-
taveis sdo fluoreto/heparina e iodoacetato/heparina.

Imediatamente apds a coleta, 0 sangue deve ser resfriado em gelo e plasma deve ser separado em no maximo
15 minutos. Nestas condicties, 0 Lactato & estével no plasma por 2 horas entre 20 - 25°C e 2 dias entre 4 - 8°C.
Utilizar as amostras de LCR com adicdo de inibidor da glicdlise, por exemplo, fluoreto de sédio. 0 Lactato
no LCR é estavel por 3 horas entre 20 - 25°C, por 24 horas entre 4 - 8°C e por 2 meses congelado a -20°C.
Todas as amostras e padrfes sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos ma-
nusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

PREPARO DO PACIENTE. 0 paciente deve estar em jejum e em repouso completo, sendo quem o
movimento do braco ou da méo deve ser evitado antes ou durante a coleta da amostra.

Além disso, é recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com as recomendacdes médi-
cas e/ou norma de referéncia utilizada pelo laboratdrio.

INTERFERENCIAS.

. Hemoglobina > 2,5 g/L ou Bilirrubina > 4,0 mg/dL provocam aumento significativo da con-
centracao aparente de lactato na amostra;

«  Lipemia ndo interfere;

. Concentragdes fisioldgicas de 4cido ascérhico nao interferem. Niveis de 4cido ascérhico su-
periores a 5 mg/dL diminuem significativamente a concentracdo aparente de lactato.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 3700

Comprimento de Onda 546nm

Tipo de Reacdo ponto final

Diregdo Crescente

Relagdo Amostra x Reativo | 1:100
Vol. Amostra 10pL
Vol. RT 1,0mL
Tempo de Incubacao

5 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar Quimicalib Ebram cdd.7023/12023 que possui a concentrago rastredvel ao mé-
todo de referéncia gravimétrico.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado: vide manual para utiliza-
¢ao do equipamento ou entrar em contato com o SAC.

Aplicacdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento manual
até oitem 2 (incubacao), em seguida, utilizar o equipamento para leitura utilizando o protocolo analiti-
co especifico haseado no item Pardmetros do Sistema.

PROGEDIMENTO MANUAL.
1. Permitaque o reagente, padrdo e amostra atinjam a temperatura amhiente (15 - 30°C) antes do
teste.Separar 3 tuhos de ensaio e realizar o procedimento conforme tabela abaixo:

1.Branco 2. Padréo 3. Amostra/S.C.
Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL
Calibrador - 10pL
Amostra/controle - 10pL

2. Homogeneizar os tubos e incubar em hanho-maria soh temperatura de 37°C por 5 minutos ou a



temperatura ambiente (15 a 25°C) por 10 minutos.

3. Zeraroequipamento com o branco do reagente a 546 nm e proceder as leituras das absorban-
cias do calibrador, controle (C) e amostras.

Nota: a cor final & estavel por 30 minutos, protegida da luz

CALCULOS. A concentragio de lactato na amostra é calculada a partir da seguinte férmula geral:

Conc. de Lactato Aamostra .
= —— x  Conc.calib.

(mg/dL) A calib,

EXEMPLO:

Aamostra=0,1783

Acalih.=0,1636

Conc. calib.=10

Conc. de Lactato _ 0,1783 x 10 - 109
(mg/dL) 0,636

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado, o teste & linear até 90 mg/dL.

As amostras com concentracdes de lactato superiores a 90 mg/dL devem ser diluidas com solugdo
salina até atingirem resultado entre 0,3 mg/dL e 90 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados
pelo fator de diluicao.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratério deve manter um programa interno de qualidade que
defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter
também um sistema definido para se monitorar a variacdo analitica do sistema de medicao. Aconse-
Ihamos a utilizagéo do controle que acompanha o kit, para kits com controle, ou de controles comer-
ciais com valores pré-estabelecidos pelos fabricantes.

VALORES ESPERADOS.
Venoso 45-19,8 mg/dL
Plasma
Arterial 45-144mg/dL
Adulto 10-22 mg/dL
LCR
Neonatos 10 - 60 mg/dL

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratdrio esta-
beleca seu praprio intervalo de referéncia.

ESTUDOS COMPARATIVOS. Estudos de precisdo foram executados com dois niveis controle (normal

e patoldgico) sendo que cada amostra foi dosada 20 vezes e os seguintes dados estatisticos foram
encontrados:

Nimero de amostras 20

Coeficiente de correlagdo | 0,992
Inclinacdo 0,9820
Intercepta 0,2093

PRECISAO. Estudos de precisao foram executados com duas amostras sendo que cada amostra foi
tosada 40 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=20 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) | 15,3mg/dL | 57,2 mg/dL
D.P.(mg/dL) 0,153 0,400
CV. (%) 10 07

EXATIDAO. Estudos de precisio foram executados com dois niveis de controle (normal e patoldgico)
sendo que cada amostra foi dosada em quintuplicata em 5 dias diferentes e os seguintes dados esta-
tisticos foram encontrados:

N=25 Nivel1 Nivel 2
Média(mg/dL) | 16,0mg/dL | 58,1 mg/dL
D.P.(mg/dL) 0,160 0,349
CV. (%) 1,0 06
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SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 0,3 mg/dL

ESPECIFICIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodolégica adequada.

OBSERVAGOES.

0 diagndstico clinico ndo deve ser feito apenas com os resultados de um dnico teste, ou seja, 0s dados
clinico do paciente hem como os resultados de outros exames devem ser considerados para conclusao
do diagnostico.

APRESENTAGAO.
Linha Bioguimica Geral: RI: 1x 45 mL+R2: 1x 5 mL
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