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BIOTECNOLOGIA

LACTATO ENZIMATICO
INSTRUCOES DE USO

METODO:
Colorimétrico enzimatico.

FINALIDADE:
Reagentes para a determinacdo quantitativa do lactato no plasma e liquido
cefalorraguidiano. Somente para uso diagnéstico /n vitro.

FUNDAMENTO:

O lactato presente na amostra € oxidado pela lactato oxidase do reagente na
presenca de oxigénio, produzindo piruvato e peréxido de hidrogénio. O
peréxido de hidrogénio na presenca de 4-aminoantipirina e TOOS sofre a
acdo da peroxidase que produz um composto violdceo, a quinoneimina, com
absorcdo méaxima em 546nm.

—Ladato Qxddassy,

H202 + 4-aminoantipirina + TOOS ~ Eeroxidassy

L-lactato + O2 Piruvato + H202

Cromoégeno + 2H,0

SIGNIFICADO CLINICO:

O lactato sofre elevacdo devido a glicélise anaerdbia. Ela também causa
elevacdo nos niveis de piruvato em exercicios de longa duracdo. A elevacdo
do lactato e do piruvato estd diretamente relacionada a andxia, causada por
insuficiéncia cardiaca congestiva, acidose latica, choques, faléncia renal e
leucemias. Além dessas causas, a cetoacidose diabética e a intoxicacdo por
etanol estdo relacionadas ao aumento dos niveis de lactato e piruvato. Na
meningite bacteriana, diferentemente da meningite viral, ocorre a elevacdo
dos niveis de lactato no liquido cefalorraquidiano (LCR). Esse quadro de
elevacdo do lactato no LCR também estd presente nas condi¢cdes que levam a
baixa oxigenacdo cerebral como hidroencefalia e isquemia cerebral.

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

R1-Tampdo: Tampao Pipes 200 mmol/L pH 6,8; Lactato Oxidase > 600 U/L;
TOOS (N-etil- N-(2 hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina 4 mmol/L; Triton X100
0,1%.

R2- Enzimético: Tampao Pipes 200 mmol/L pH 6,8; Peroxidase > 2.500 U/L,
4-aminoantipirina 0,5 mmol/L; Triton X100 0,1%.

R3-Padrdo: Azida sédica 0,05% e Lactato 40,0 mg/dL.

ESTABILIDADE:

Os reagentes sdo estéveis até a data de validade impressa no rétulo, quando
armazenados entre 2 e 8 °C se bem vedados e se for evitada a contaminacdo
durante o uso.

TRANSPORTE:
O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue ao destinatario

no periodo maximo 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 entre
2 e 8°C e em sua embalagem original.

PREPARO DOS REAGENTES:
O reagente de uso deve ser preparado adicionando-se 9 partes de R1-
Tampdao a uma parte do R2 - Enzimdético. O reagente de uso é estavel por
até 30 dias. Se o branco do reagente apresentar leitura superior a 0,200, o
mesmo deve ser descartado.

Atencdo: O Lactato estd presente na saliva humana. A manipulacdo dos
reagentes sem o uso de mascaras pode acarretar na contaminagdo do
reagente.

PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na manipula¢do dos
reagentes. O R3 contém azida sédica. N&o ingerir ou aspirar. Evitar
contato com a pele, mucosas e olhos. Se em contato, enxaguar
abundamente com dgua e consultar um médico;

. Recomendamos a aplicacdo das Boas Praticas de Laboratérios Clinicos
para a execucdo do teste;

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

e  Alimpeza dos materiais utilizados é de grande importancia. A vidraria
utilizada deve ser criteriosamente limpa e seca;

. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos,
sugerimos utilizar as regulamentacdes normativas locais, estaduais ou
federais para a preservacdo ambiental;

. N&o misturar reagentes de lotes diferentes;

. Ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, evitando
contaminacao cruzada.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
. Espectrofotémetro UV-visivel;

Tubos e pipetas;

Cronbmetro;

Banho-maria.

AMOSTRAS BIOLOGICAS

. PLASMA FLUORETADO e LiQUIDO CEFALORAQUIDIANO.

Deve ser observado o repouso de no minimo 30 minutos antes da coleta da
amostra. Deve-se evitar o garroteamento durante a coleta e a separacdo do
plasma deve ser efetuada em no maximo 30 minutos apds coleta, por
centrifugacdo. O lactato no plasma fluoretado é estavel por até 14 dias se
conservado entre 2 e 8 °C. O liquido cefalorraquidiano deve ser apenas
centrifugado.

INTERFERENCIAS

A bilirrubina conjugada superior a 28 mg/dL, a bilirrubina ndo-conjugada
superior a 60 mg/dL hemoglobina superior a 1000 mg/dL e triglicérides
superior a 1000 mg/dL interferem na dosagem. Os agentes dopaminérgicos
como Levodopa e Metildopa reduzem significativamente os resultados.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observacgbes:

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

. Na limpeza da vidraria pode-se empregar um detergente neutro.
Deve-se tomar extremo cuidado com residuos de detergente na
vidraria;

. A A4gua utilizada nos laboratérios clinicos deve ser purificada
utilizando-se métodos adequados para as finalidades de uso. Colunas
deionizadoras saturadas liberam diversos ions, aminas e agentes oxidantes
que deterioram os reativos.

2. Leitura do teste:

. Comprimento de onda: 546 nm (500-550nm);

Cubeta: 1 cm;

Temperatura: Banho-maria a 37 °C;

Medicdo: Contra o branco. Somente um branco por série é necessario.

3. ESQUEMA DE PIPETAGEM
. Pipetar dentro das cubetas ou tubos.

Branco Amostra Padrao
Amostra - 10 pL -
R3 —Padrdo - - 10 pL
Reagente de Uso 1000 pL 1000 pL 1000 pL

Homogeneizar, incubar por 5 minutos a 37 °C. Medir a absorbdncia da
amostra (Aa) e do padrao (Ap) contra o branco a 546 nm. A cor é estavel por
até 30 minutos ao abrigo da luz.

4. Célculos

Ap = Absorbancia do padrao;
Aa = Absorbancia da amostra;
Cp = Concentragdo do padrao (mg/dL)

Lactato (mg/dL) = (Aa/Ap) x Cp

Utilizando fator de calibracdo (FO):
FC=Cp/Ap
Lactato = Aa x FC mg/dL

4.1 Exemplo com padrao:
Ap =0,746;

Aa=0,274;

Cp =40 mg/dL

Lactato (mg/dL) = (Aa/Ap) x Cp
Lactato = (0,274/0,7461) x 40,0 = 14,69 mg/dL

4.2 Exemplo com fator de calibragdo:
Ap =0,746;

Aa=0,274;

Cp = 40,0 mg/dL

FC=40,0/0,746 = 53,6;
Lactato (mg/dL) = 0,274 x 53,6 = 14,69 mg/dL;
CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO:

1.Linearidade da reacdo:
A reacdo é linear até a concentracdo de lactato de 120 mg/dL. Para valores
superiores:

1. Diluir aamostra com solucgdo de cloreto de sédio a 0,9%,;

2. Efetuar nova determinacéo;

3. Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluicdo empregado
Recomenda-se inicialmente a diluicdo 1+1.




2. Valores de referéncia

Amostra Especificacdo mg/dL mmol/L
Plasma Veno;o 4,5-19,8 0,5-2,2
Arterial 4,5-14,4 0,5-1,6

Neonato 10-60 1,1-6,7

3 a10dias 10-40 1,1-4,7

LCR > 10 dias 10-25 1,1-2,8
Adulto 10-22 1,1-2,4

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L, multiplicar por 0,111.

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

3. Sensibilidade
2,59 mg/dL

4. Comparac¢do de métodos

O kit para a dosagem de Lactato 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 concordancia.

5. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para a avaliacdo
da repetibilidade e reprodutibilidade do produto. Os soros foram
reconstituidos e/ou preparados seguindo as recomendacdes do fabricante.
Trinta determinacdes dos soros controle foram realizadas com o kit de
Lactato da VIDA Biotecnologia para a determinacdo da repetibilidade e 10
determinacdes por soro controle para a reprodutibilidade. As médias das
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

5.1 Repetibilidade

Soro Controle N MEDIA DP V%
SC1 30 14,7 0,11 0,75%
SC2 30 41,2 0,08 0,19%
SC3 30 11,8 0,09 0,76%

5.2 Reprodutibilidade

Soro Controle N MEDIA DP V%
sc1 10 14,3 0,16 %
sc2 10 43,4 0,21 %
sC3 10 12,7 0,14 %

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 Lactato da VIDA Biotecnologia. As médias das
determinacdes foram calculadas e comparadas com os valores alvo.

Cosnotr-?)le Valoralvo Médliggzx:lores % de Recuperacio
SC1 14,0 14,9 106,4%
SC2 41,0 43,5 106,1%
SC3 30,5 29,8 97,7%

Todo soro controle contendo valores para Lactato pode ser utilizado.

RISCOS RESIDUAIS IDENTIFICADOS
As medidas de reducdo dos riscos foram implementadas e o produto nao

apresenta riscos maiores que os beneficios obtidos com o seu uso; e se
usado por profissionais qualificados e treinados, cientes das precaucoes
descritas nos produtos, desempenhard suas funcdes com qualidade,
seguranca e eficécia.

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

Contedldo suficiente para <n> testes

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

APRESENTACAO DOKIT
£ NUMERO DE
cODIGO REAGENTE VOLUME DETERMINACOES
R1-Tampao 1 X 90,0 mL
100/460-100 R2 — Enzimatico 1x10,0 mL 100
R3 - Padrao 1x3,0mL

A

Material Calibrador
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INFORMACOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto dentro das
especificacdes até a data de expiracdo indicada nos rétulos, desde que
cuidados de utilizacdo e armazenamento indicados nos rétulos e nessa
instrucdo sejam seguidos corretamente.

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

PRODUZIDO E DISTRIBUIDO POR: VIDA Biotecnologia LTDA

CNPJ: 11.308.834/0001-85

Avenida José Candido da Silveira 2100 — Horto Florestal — CEP 31035-536;
Belo Horizonte. Minas Gerais — www.vidabiotecnologia.com.br
Departamento de Servicos Associados | (31)34663351;
dsa@vidabiotecnologia.com.br
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