QUIMILAC - Lactato

Colorimétrico enzimatico
ANVISA: 10159820246

Finalidade
Reagdo colorimétrica para determinagdo quantitativa de lactato em amostras de plasma e liquido ce-
falorraquidiano (LCR) humanos. Somente para uso diagndstico “in vitro.”

Principio

O lactato é oxidado em piruvato e peréxido de hidrogénio (H202) pela lactato oxidase (LOX). Na pre-
senga de peroxidase (POD), o peréxido de hidrogénio reage com o &cido 2,4,6-tribromo-3-hidroxi-
benzdico (THB) e com a 4-aminoantipirina (4-AAP) para formar um corante vermelho de quinonei-
mina. A intensidade de cor do corante medida em 546 nm é diretamente proporcional a concentragdo
de lactato presente na amostra.

Lactato + OZL Piruvato + H,0,

POD
2H,0 +4-AAP + THB————— Corante Vermelho de Quinoneimina + 4 H,0

Metodologia

Colorimétrico enzimatico

Significado clinico

O é&cido latico, presente no sangue inteiramente como lactato € um produto intermediario do meta-
bolismo de carboidratos e é derivado principalmente de células musculares e eritrécitos. A concen-
tragdo de lactato no sangue é afetada pela sua produgdo nas células musculares e eritrécitos e sua
taxa de metabolismo no figado. Durante o exercicio, o lactato sanguineo pode aumentar até dez vezes
os niveis normais. Em condigdes normais, a razdo entre lactato e piruvato é constante (10: 1). O figado
pode normalmente metabolizar mais lactato do que é produzido, porém no caso de diminuigéo da
perfusdo do figado, a remogao de lactato pelo figado pode ser significativamente reduzida. O lactato
no liquido cefalorraquidiano normalmente se iguala aos niveis sangiiineos, sendo que este nivel au-
menta em casos de meningite bacteriana, epilepsia e hemorragia intracraniana. O nivel de lactato no
LCR auxilia na distingdo de meningite bacteriana e viral.

Reagentes

Reagente 1: Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Solugéo tampao Tris 100 mmol/L, &cido 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 sédio 0,02%

PREPARO DO REAGENTE DE TRABALHO (RT): Misturar os reagentes na proporg&o: 9 partes do rea-
gente 1+ 1 parte do reagente 2 (900 pL R1+100 pL R2). Estavel durante 3 meses a2 - 8°C.

Os reagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto.
Os frascos devem ser mantidos fechados, protegidos da luz e deve-se evitar a contaminag&o durante o

uso.

Precaucoes e cuidados requeridos.

1. Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico in vitro.

2. Nao 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 ambiente de trabalho bem como o tempo de reagéo para
obtengdo de resultados corretos.

4. N&o usar o reagente se o mesmo estiver visualmente turvo, apresentar precipitado, ou se hou-
ver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

5. N&o usar se a absorbancia do branco estiver superior a 0,1 quando medido em 546 nm (cuveta

de 1cm) 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 ab-
sorbancia de 546 nm.

Pipetas para medi¢do de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador, quando necessério.

Crondémetro.
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Amostra. Plasmae liquido cefalorraquidiano (LCR).

Nao usar amostras de soro. Evitar amostras ictéricas ou hemoliticas. Os Unicos anticoagulantes acei-
téveis sdo fluoreto/heparina e iodoacetato/heparina.

Imediatamente apds a coleta, o sangue deve ser resfriado em gelo e plasma deve ser separado em no
maéximo 15 minutos. Nestas condig&es, o Lactato é estével no plasma por 2 horas entre 20 - 25°C e 2 dias
entre4-8°C.

Utilizar as amostras de LCR com adig&o de inibidor da glicélise, por exemplo, fluoreto de sédio. O Lactato
no LCR é estéavel 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 padrdes sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos ma-
nuseé-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do Paciente. o paciente deve estar em jejum e em repouso completo, sendo quem o
movimento do brago ou da m&o deve ser evitado antes ou durante a coleta da amostra.

Além disso, é recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com as recomendagdes mé-
dicas e/ou norma de referéncia utilizada pelo laboratério.

Interferéncias.

. Hemoglobina > 2,5 g/L ou Bilirrubina > 4,0 mg/dL provocam aumento significativo da con-
centragdo aparente de lactato na amostra;
Lipemia ndo interfere;
Concentragdes fisiolégicas de 4cido ascérbico ndo interferem. Niveis de &cido ascérbico su-
periores a 5 mg/dL diminuem significativamente a concentragéo aparente de lactato.

Parametros do Sistema:

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 546nm
Tipo de Reagdo ponto final
Diregédo Crescente
Relagdo Amostra x Reativo 1100

Vol. Amostra 10 pL
Vol.RT 10mL
Tempo de Incubagao 5 minutos

Calibragao
Utilizar Quimicalib Ebram c6d.7023/12023 que possui a concentragao rastredvel ao método de referén-
cia gravimétrico.

Procedimento Automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagdo do equipamento ou entrar em con-
tato com o SAC.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual até o item 2 (incubagéo), em seguida, utilizar o equipamento para leitura utilizando o protocolo
analitico especifico baseado no item Pardmetros do Sistema.

Procedimento manual
1. Permita que o reagente, padrdo e amostra atinjam a temperatura ambiente (15 - 30°C) antes
do teste.Separar 3 tubos de ensaio e realizar o procedimento conforme tabela abaixo:

1. Branco 2. Padrdo 3. Amostra/S.C.
Reagente 1,0mL 10mL 1,0mL
Calibrador - 10 pL -
Amostra/controle - - 10 uL
2. Homogeneizar os tubos e incubar em banho-maria sob temperatura de 37°C por 5 minutos ou
a temperatura ambiente (15 a 25°C) por 10 minutos.
3 Zerar o equipamento 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 é estével por 30 minutos, protegida da luz

Calculos
A concentragdo de lactato na amostra € calculada a partir da seguinte formula geral:
Conc. de Lactato A amostra
L X Conc. calib.
(mg/dL) A calib.
Exemplo:
A amostra =0,1783
A calib. = 0,1636
Conc. calib. =10
Conc. de Lactato 01783
= — X 10 - 109
(mg/dL) 01636
Linearidade

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

As amostras com concentragdes 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 diluigéo.

Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerancia e agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medig&o. Aconselhamos a utilizagdo do controle
que acompanha o kit, para kits com controle, ou de controles comerciais com valores pré-estabele-
cidos pelos fabricantes.

Valores Esperados
Venoso 45-198 mg/dL
Plasma
Arterial 45 -144 mg/dL
Adulto 10 - 22 mg/dL
LCR
Neonatos 10 - 60 mg/dL

Estes valores s3o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabelega seu préprio intervalo de referéncia.



Estudos Comparativos
Estudos de precisdo foram executados com dois niveis controle (normal e patolégico) sendo que
cada amostra foi dosada 20 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

Numero de amostras 20

Coeficiente de correlagdo 0,992

Inclinagéo 09820

Intercepta 0,2093
Precisao
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Estudos de precisdo foram executados com duas amostras sendo que cada amostra foi dosada 40
vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:
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Simbolos universais utilizados em embalagens
de diagnéstico in vitro

N=20 Nivel1 Nivel 2

Média (mg/dL) 153mg/dL | 57.2mg/dL

D.P. (mg/dL) 0,153 0,400

CV. (%) 10 07
Exatidao

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis de controle (normal e patolégico) sendo que
cada amostra foi dosada em quintuplicata em 5 dias diferentes e os seguintes dados estatisticos fo-

ram encontrados:

Consultar instrugées "
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N=25 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) 16,0 mg/dL | 581mg/dL
D.P.(mg/dL) 0160 0,349
CV. (%) 10 06
Sensibilidade Metodolégica
0,3mg/dL
Especificidade

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

Observagoes

O diagnéstico clinico ndo deve ser feito apenas com os resultados de um Uinico teste, ou seja, os dados
clinico do paciente bem como os resultados de outros exames devem ser considerados para conclu-
sdo do diagndstico.

Apresentacao
Linha Bioquimica Geral: R1:1x 45 mL + R2: 1x 5 mL
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QUIMILAC - Lactate

Enzymatic colorimetric
ANVISA: 10159820246

Purpose
Colorimetric reaction for the quantitative determination of lactate in human plasma and cerebrospi-
nal fluid (CSF) samples. For diagnostic use only "in vitro."

Principle

Lactate is oxidized to pyruvate and hydrogen peroxide (H202) by lactate oxidase (LOX). In the pre-
sence of peroxidase (POD), hydrogen peroxide reacts with 2,4,6-tribromo-3-hydroxybenzoic acid
(THB) and 4-aminoantipyrine (4-AAP) to form a quinoneimine red dye. The color intensity of the dye
measured at 546 nm is directly proportional to the concentration of lactate present in the sample.

Lactate + OZTP Pyruvate +H,0,

2H,0 +4-AAP + THBTV Quinoneimine Red dye + 4H,0

Methodology

Enzymatic colorimetric

Clinical significance

Lactic acid, present in the blood entirely as lactate, is an intermediate product of carbohydrate meta-
bolism and is derived mainly from muscle cells and erythrocytes. The concentration of lactate in the
blood is affected by its production in muscle cells and erythrocytes and its rate of metabolism in the
liver. During exercise, blood lactate can increase up to ten times normal levels. Under normal con-
ditions, the ratio between lactate and pyruvate is constant (10:1). The liver can normally metabolize
more lactate than is produced, but in the event of decreased liver perfusion, lactate removal by the
liver can be significantly reduced. Lactate in cerebrospinal fluid normally matches blood levels, but
this level increases in cases of bacterial meningitis, epilepsy and intracranial hemorrhage. The CSF
lactate level helps distinguish bacterial and viral meningitis.

Reagents

Reagent 1: Store between 2 and 8°C. Contains: Tris buffer solution 100 mmol/L, 2,4,6-tribromo-
-3-hydroxybenzoic acid 2.0 mmol/L, 4-aminoantipyrine 0.8 mmol/L.

Reagent 2: Store between 2 and 8°C. Contains: Lactate oxidase > 20 U/L, peroxidase > 15 U/L, sodium
azide 0.02%

PREPARATION OF THE WORKING REAGENT (RT): Mix the reagents in the ratio: 9 parts reagent 1+1
part reagent 2 (900 pL R1+ 100 pL R2). Stable for 3 months at 2 - 8°C.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label.
Vials should be kept closed, protected from light and contamination should be avoided during use.

Precautions and care required.

1. This reagent should only be used for in vitro diagnostics.

2. Do not pipette by mouth. Avoid contact with skin and clothing. In case of contact with eyes,
rinse with plenty of water and seek medical attention.

3. Monitor the temperature of the working environment and the reaction time in order to obtain
correct results.

4. Do not use the reagent if it is visually cloudy, has precipitates or if it is difficult to achieve the
values established for the fresh control.

5. Do not use if the absorbance of the blank is higher than 0.1 when measured at 546 nm (lcm

cuvette) or if there is difficulty in achieving the values established for the fresh control.

Required Material not supplied.

1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance at 546 nm.

Pipettes for measuring samples and reagent.

Distilled/deionized water.

Analyzer consumables, when necessary.

Stopwatch.
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Sample. Plasma and cerebrospinal fluid (CSF).

Do not use serum samples. Avoid icteric or hemolytic samples. The only acceptable anticoagulants
are fluoride/heparin and iodoacetate/heparin.

Immediately after collection, the blood should be cooled onice and the plasma should be separated within
amaximum of 15 minutes. Under these conditions, lactate is stable in plasma for 2 hours at 20 - 25°C and
2daysat4-8°C.

Use CSF samples with the addition of a glycolysis inhibitor, e.g. sodium fluoride. Lactate in CSF is stable
for 3hours at 20 - 25°C, for 24 hours at 4 - 8°C and for 2 months frozen at -20°C.

All samples and standards are considered potentially infectious, so we suggest handling them follo-
wing established Biosafety standards.

Patient preparation. The patient should be fasting and at complete rest, and movement of the
arm or hand should be avoided before or during sample collection.

Inaddition, itis recommended that samples are collected in accordance with the medical recommen-
dations and/or reference standard used by the laboratory.

Interferences.

. Hemoglobin > 2.5 g/L or Bilirubin > 4.0 mg/dL cause a significant increase in the apparent
concentration of lactate in the sample;
Lipemia does not interfere;
Physiological concentrations of ascorbic acid do not interfere. Ascorbic acid levels above 5
mg/dL significantly decrease the apparent lactate concentration.

System parameters:

Temperature 37°C
Wavelength 546nm
Reaction Type endpoint
Direction Increasing
Sample x Reagent Ratio 1100

Vol. Sample 10 pL
Vol.RT 10mL
Incubation time 5 minutes

Calibration
Use Ebram Quimicalib code 7023/12023 which has the concentration traceable to the gravimetric re-
ference method.

Automated Procedure

Application in the automated system: see the manual for using the equipment or contact SAC.
Application in the semi-automated system: proceed as shown below in the manual procedure up to
item 2 (incubation), then use the equipment for reading using the specific analytical protocol based
on the System Parameters item.

Manual procedure
1. Allow the reagent, standard and sample to reach room temperature (15 - 30°C) before testing.
Separate 3 test tubes and carry out the procedure according to the table below:

1. Blank 2. Standard 3. Sample/SC.
Reagent 10mL 10mL 1.0 mL
Calibrator - 10 pL -
Sample/control - - 10 uL
2. Homogenize the tubes and incubate in a water bath at 37°C for 5 minutes or at room tempera-
ture (15 to 25°C) for 10 minutes.
3. Zero the equipment with the reagent blank at 546 nm and take the absorbance readings of the

calibrator, control (C) and samples.
Note: the final color is stable for 30 minutes, protected from light

Calculations
The lactate concentration in the sample is calculated from the following general formula:

Lactate Conc. A sample
L = — X Conc. calib.
(mg/dl) A calib.
Example:
A sample =01783
A calib. = 01636
Conc. calib. =10
Conc. of Lactate 01783
= ———— X 10 - 109
(mg/dL) 01636
Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 90 mg/dL.

Samples with lactate concentrations higher than 90 mg/dL should be diluted with saline solution until
they reach a result between 0.3 mg/dL and 90 mg/dL and the results should be multiplied by the
dilution factor.

Quality Control

Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures,
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical va-
riation of the measurement system should also be maintained. We recommend using the control that
comes with the kit, for kits with a control, or commercial controls with values pre-established by the
manufacturers.

Expected Values

Venous 45-19.8 mg/dL
Plasma
Arterial 45-144mg/dL
Adult 10 - 22 mg/dL
CSF
Neonates 10 - 60 mg/dL

These values are given for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its own
reference range.



Comparative Studies

Precision studies were carried out with two control levels (normal and pathological) with each sample
dosed 20 times and the following statistics were found:

Number of samples 20

Correlation coefficient 0,992

Slope 09820

Intercept 0.2093
Precision

Precision studies were carried out with two samples with each sample dosed 40 times and the follo-

wing statistics were found:

N=20 Level1 Level 2

Mean (mg/dL) 153 mg/dL | 57.2mg/dL

D.P. (mg/dL) 0153 0400

CV. (%) 10 07
Accuracy

Universal symbols used on packaging

in vitro diagnostics

See instructions
for use

|E|:| Reagent

Manufactured
by

Contentsare
sufficient for
<n>tests

Expiry date (last
day of the month)

Batch number

~ q E

Temperature limit
(keep at)

Product for
-|VD diagnostics
in vitro

Catalogue
number

Accuracy studies were performed with two control levels (normal and pathological) with each sample
being dosed in quintuplicate on 5 different days and the following statistical data were found:

N=25 Level1 Level 2
Average (mg/ 16.0mg/dL | 581mg/dL
dL)
D.P. (mg/dL) 0160 0.349
CV. (%) 10 06
Methodological Sensitivity
0.3 mg/dL
Specificity

As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred
that the method has adequate methodological specificity.

Observations

The clinical diagnosis should not be made solely on the basis of the results of a single test, i.e. the
patient's clinical data as well as the results of other examinationses should be considered in order to
conclude the diagnosis.

Presentation
General Biochemistry Line: R1: 1x 45 mL + R2: 1x 5 mL
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