VIDA

biotecnologia
DESIDROGENASE LATICA - LDH

INSTRUCOES DE USO

METODO :
Teste Cinético-UV

FINALIDADE:
Kit para a determinacdo da atividade da Desidrogenase Latica
no soro ou plasma. Somente para uso diagnéstico in vitro.

FUNDAMENTO:

A atividade da LDH é determinada a partir da velocidade de
desaparecimento do NADH. A Desidrogenase Latica catalisa a
conversdo do piruvato em lactato na presenca de NADH. Essa
reacdo forma NAD' e lactato. O consumo do NADH pode se medido
em 340nm.

LDH

—

Piruvato + NADH + H™ L-lactato + NAD™
SIGNIFICADO CLINICO:

A desidrogenase latica realiza a conversdo do Piruvato em
Lactato e apresenta ampla distribuicdo no organismo. Suas
maiores concentracdes estdo no figado, coracdo, rins, pulméo,
baco, plaqueta, cérebro, leucécitos e musculo esquelético.
Niveis séricos elevados de LDH estdo presentes em pacientes
com infarto do miocadrdio, infarto pulmonar, leucemia aguda e
anemia hemolitica. Pacientes com doenca renal crdénica também
apresentam valores elevados de LDH. Pacientes com quadros de
infarto do miocdrdio apresentam elevacdo da LDH que permanece
elevada por ate 2 semanas. O LDH também é util no diagnédstico
de lesbdes expansivas do figado.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:
Conservar entre 2° a 8 °C.

R1 - TAMPAO: TRIS (pH 7,5)
Azida Sédica 0,09% p/v.

100mmol/L; Piruvato 0,6 mmol/L;

R2 - SUBSTRATO: NADH 0,18 mmol/L; Azida Sdédia 0,09 p/v%.

PREPARO DOS REAGENTES
Misturar 4 partes do Rl a uma parte do R2.
suavemente.

Homogeneizar

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no
rétulo, quando armazenados a temperatura de 2 a 8 °C, bem
vedados e se for evitada a contaminagcdo durante o uso. Nao
congelar, evitar exposicdo prolongada a 1luz. Manter os
reagentes em temperatura ambiente somente o tempo necesséario
para execugcdo dos testes.

O reagente de uso ¢é estavel por até 4 semanas apds seu
preparo se armazenado sob temperatura de 2 a 8 °C. Manter o
reagente de uso ao abrigo da luz.

TRANSPORTE :

O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue
ao destinatdrio no periodo méximo 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 sob as condig¢des de temperatura descritas acima e
em sua embalagem original.

PRECAUCGES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na
manipulagdo do reagente. O reagente ©possuil azida
sbédica. Nao ingerir ou aspirar. Evitar contato com a
pele e mucosas;

. Recomendamos a aplicacéo das Boas Praticas de
Laboratdérios Clinicos para a execugdo dos testes;

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

. Para o descarte seguro dos
bioldgicos, sugerimos utilizar as
normativas locais, estaduais ou
preservagdo ambiental;

. N&o misturar reagentes de lotes diferentes ou trocar as
tampas, evitando assim, contaminacdo cruzada.

reagentes e materiais
regulamentacdes
federais para a

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

. Tubos e pipetas;

. Banho-maria ou termostitatizador na temperatura
constante de 37 °C;

. Cronémetro;

AMOSTRAS BIOLOGICAS

. SORO, PLASMA (heparina)

A desidrogenase latica é estdvel por 01 dia se conservada
entre 2 e 8 °C.

INTERFERENCIAS
0] uso de anticoagulantes pode ocasionar resultados
alterados. Poderd ocorrer interferéncias em plasma com

citrato, fluoreto, oxalato e heparina. Bilirrubina 2= 20
mg/dL, e Triglicérides 2 1000mg/dL, também interferem nos
resultados.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observagdes

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

. A agua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser
purificada wutilizando-se métodos adequados para as
finalidades de wuso. Colunas deionizadoras saturadas

liberam diversos ions, aminas e agentes oxidantes que
deterioram os reativos.

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: 340nm;
Cubeta: lcm;

Temperatura: 37 °C;

Medigdo: Zerar a absorbancia contra branco (dgua
deionizada). E necessario apenas um branco por bateria de
testes.

4. Procedimento

Preparo do reagente: O reagente para o teste deve ser
preparado na proporcdo de 4 partes de R1I-TAMPAO e 1 parte de
R2-SUBSTRATO, homogeneizar suavemente. O reagente de trabalho
é estavel por até 04 semanas em temperatura de 2 a 8 °C.

Pipetar na Cubeta Amostra
Amostra 20pL
Reagente 1000pL
Procedimento: Pipetar o reagente em um tubo de ensaio,

homogeneizar e imediatamente incubar a 37 °C. Acionar o
crondmetro. Apds 1 minuto ler a absorbédncia inicial (2).
Efetuar novas leituras a cada 60 segundos, por 03 minutos (A,
A, e Aj).

5. Calculos:
Apbs efetuadas as leituras das absorbancias, calcular a média

de variagdo das absorbéncias por minuto (AA/min).

AA/min = [(Ro-A1) + (A1-Ay) + (Ax-A3)] / 3

Para calcular a atividade da LDH, dever& ser usado o fator:
LDH(U/L)= AA/min x 8095

Exemplo: (A,=1,312) (A;=1,264) (A;=1,223) (A3=1,176)

AA/min = (1,312-1,264) + (1,264-1,223) + (1,223-1,176
AA/min = 0,045 ’

LDH (U/L) = 0,045 x 8095

LDH (U/L) = 367 U/L

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

1. Linearidade da reagédo:

A linearidade do método é de até 2000 U/L.

Para amostras com concentrag¢des mais elevadas, diluir as
amostras com 1 + 2 em solugdo salina a 0,9% e repetir a
determinac¢do. Multiplicar o resultado por 3.

2. Valores de referéncia

Valores Normais 37 °C
225 - 450 U/L
Até 500 U/L

Adultos

Criangas até 12 anos

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

Conversdo para SI: LDH(U/L) x 0,017 = LDH(uKat/L)

3. Sensibilidade
10,12 U/L

4. Comparagdo de métodos
O kit para a dosagem da LDH foi comparado com outros kits

comercialmente disponiveis. Amostras diversas foram
utilizadas na comparacdo dos testes dentre essas soros
controle e amostras de pacientes. Os resultados obtidos

mostraram boa concordéncia.

5. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis
para a avaliacdo da repetibilidade e reprodutibilidade kit.
Os soros foram reconstituidos e/ou preparados seguindo as



recomendac¢des do fabricante. Trinta determinacdes dos soros
controle foram realizadas <com o kit de LDH da VIDA
Biotecnologia para a determinacdo da repetibilidade e 10
determinacdes por soro controle para a reprodutibilidade. As
médias das determinag¢des foram calculadas e comparadas com Os
valores alvo.

5.1 Repetibilidade

Soro Média dos

Controle N valores obtidos DP CV (%)
SC1 30 332,12 3,47 1,04
sc2 30 624,32 3,57 0,57
sc3 30 547,28 3,39 0,62

5.2 Reprodutibildiade

Soro Média dos

Controle N valores obtidos DP CV (%)
SC1 10 333,98 3,61 1,08
sc2 10 628,23 3,78 0,60
sc3 10 548,32 3,51 0,64

6. Controle de qualidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis
para a avaliacdo do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou
preparados seguindo as recomendacdes do fabricante. Dez
determinacdes dos soros controle foram realizadas com o kit
de LDH da VIDA Biotecnologia. As médias das determinacdes
foram calculadas e comparadas com os valores alvo.
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SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

Contetdo suficiente para <n> testes

Data limite de utilizacdo do produto
(dd/mm/aaaa)

Material Calibrador

Limite de temperatura (conservar a)

Consultar instrucdes de uso

Coédigo do Produto

Produto para Diagndéstico In Vitro

BlE[El=la EE

Todo soro controle com valores determinados para a LDH, pelo
método Cinético, pode ser utilizado.

APRESENTAGAO DO KIT

) NUMERO DE
CATALOGO REAGENTE VOLUME DETERMINACCES
R1-TAMPAO 1 X 80 mL
100/470-100 R2-SUBSTRATO 1 x 20 mL 100
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INFORMACGES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto

dentro das especificacdes até a data de expiracdo indicada
nos roétulos, desde que cuidados de utilizacdo e armazenamento
indicados nos rétulos e nessa instrucdo sejam seguidos
corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICACAO, DATA DE VALIDADE VIDE ROTULO
DO PRODUTO.

PRODUZIDO E DISTRIBUIDO POR: VIDA Biotecnologia
CNPJ:11.308.834/0001-85

Risco Biolégico

Soro Valor alvo Média d0§ % de . LYOPH Liofilizado
Controle valores obtidos Recuperagéo —
SC1l 329 318 97% FEE3 Corrosivo
sc2 674 681 101% L4 ol
SC3 528 521 99% -
2

K

Téxico

Reagente

Data de Fabricacdo (mm/aaaa)

Nuimero de Lote

EIEEE
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