QUIMILAC - Lactato

Colorimétrico enzimatico
ANVISA: 10159820246

Finalidade

Reag&o colorimétrica para determinagdo quantitativa de lactato em amostras de plasma e liquido ce-
falorraquidiano (LCR) animal. Somente para uso diagnéstico “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-
benzéico (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 + OZTP Piruvato + H,0,

2H,0 +4-AAP + THBTV Corante Vermelho de Quinoneimina + 4 H,O

Metodologia

Colorimétrico enzimético

Significado clinico

O &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 diminui¢do da
perfusdo do figado, a remogao de lactato pelo figado pode ser significativamente reduzida. O lactato
no liquido cefalorraquidiano normalmente se iguala aos niveis sanguineos, 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.

Reagente
Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tamp3o Tris 100 mmol/L, Acido 2,4,6-tribromo-3-hidroxibenzoico
2,0 mmol/L, 4-Aminoantipirina 0,8 mmol/L, Lactato oxidase >20U/L, Peroxidase >15U/L e Azida de
sédio 0,02%.

O reagente é estavel até a data de vencimento impressa no rétulo do produto, e on board (no compar-
timento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de 30 dias.

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 4gua e procurar auxilio médico.

3. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagéo para
obtencgdo 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. N3Zo 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-
sorbéancia de 546 nm.

2 Pipetas para medi¢do de amostras e reagente.
3 Agua destilada/deionizada.

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

Amostra

Plasma e 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
méximo 15 minutos. Nestas condigdes, o Lactato é estavel 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 estével 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

Céaes e Gatos

Jejum recomendado é de 8 a 12 horas (bioquimica) e em filhotes de 4 a 6h podendo beber dgua.
Deixar em repouso por 30 minutos.
Bovinos

Jejum geralmente n3o obrigatério.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.
Equinos

Jejum geralmente n3o obrigatdrio.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.
Aves

Jejum recomendado de 2 a 4 horas.

Evitar estresse do animal.

Mamiferos pequenos
Jejum geralmente ndo recomendado.
Evitar estresse do animal.

Interferéncias

. Hemoglobina > 2,5 g/L ou Bilirrubina > 4,0 mg/dL provocam aumento significativo da con-
centragdo aparente de lactato na amostra;
Triglicérides <1000 mg/dL n3o interfere;
Concentragdes fisioldgicas de acido ascérbico ndo interferem. Niveis de acido ascérbico su-
periores a 5 mg/dL diminuem significativamente a concentragdo 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 uL

Vol. Reagente 1,0 mL
Tempo de Incubagao 5 minutos

Calibragao
Utilizar Quimicalib Ebram c6d.7023/12023 que possui a concentragao rastreavel 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 (incubagZo), 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 1,0mL 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 concentragédo de lactato na amostra é calculada a partir da seguinte formula geral:
Conc. de Lactato A amostra
L = — X Conc. calib.
(mg/dL) A calib.
Exemplo:
Aamostra =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 é 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 diluig&o.

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 medigéo. 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
Caninos: 0,5 - 2,5 mmol/L
Felinos: 0,5 - 25 mmol/L

Bovinos: 0,5 - 2,0 mmol/L
Equinos: 0,5 - 15 mmol/L

Estudos Comparativos
Estudos de precisdo foram executados com dois niveis controle (normal e patoldgico) sendo que
cada amostra foi dosada 100 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

NlUmero de amostras 100
Coeficiente de correlagédo 0,9966
Inclinagdo 09995
Intercepta 0,0137
Repetibilidade

Estudos de repetibilidade foram executados com duas amostras sendo que cada amostra foi dosada
40 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

Apresentagao
Linha Bioquimica Geral: 1x 50 mL
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Simbolos universais utilizados em embalagens
de diagnéstico in vitro

Consultar instrugdes
deuso

|E|:| Reagente

Fabricado por

N=80 Nivel 1 Nivel 2

Média (mg/dL) | 1321mg/dL | 52.41mg/dL

D.P.(mg/dL) 037 124

CV. (%) 279 238
Reprodutibilidade

Estudos de reprodutibilidade foram executados com dois niveis de controle (normal e patoldgico)
sendo que cada amostra foi dosada em duplicata, duas vezes ao dia, em 20 dias diferentes e os se-
guintes dados estatisticos foram encontrados:

O contelido é Data de validade

W suficiente para ! (Gltimo dia do Nimero do lote
<n>testes més)
Limite de temperatura sir:d#ggt%ga Numero do
(conservar a) in v?tro catélogo

Uso veterinario

N=80 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) | 1404 mg/dL | 54,71mg/dL
D.P. (mg/dL) 039 130
CV. (%) 2,78 2,38

Sensibilidade Metodolégica

03mg/dL

Especificidade

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

Observacoes

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-
s&o do diagndstico.
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