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Utilizagao prevista Interferéncias
Para a determinagéo cinética quantitativa in vitro da atividade de desidrogenase 1. Determinados medicamentos e substancias afetam a atividade da LD. Consulte
lactica no soro utilizando os analisadores Yumizen C230 e Yumizen C240. Young, et al.12
Rx Only. 2. \Verificou-se que a bilirrubina até ao nivel de 20 mg/dL apresenta uma

interferéncia negligenciavel (< 5%) neste ensaio.
Demonstrou-se que a hemdlise interfere significativamente no ensaio, mesmo
em niveis baixos como 100 mg/dL.

Relevancia clinica 3.
Niveis aumentados de LD estdo associados a enfarte do miocardio. Os niveis
atingem o seu maximo aproximadamente 48 horas ap6s o inicio de dor e
persistem durante cerca de dez dias. O grau de elevagéo é Util para avaliar a
extensdo dos danos e para desenvolver um prognéstico. S&o também
observadas elevagdes de LD em doenca hepatica, anemia perniciosa, em alguns
casos de doenga renal e em alguns casos de trauma musculoesquelético.

Materiais fornecidos
Reagente (R1) de tamp&o de desidrogenase lctica
Reagente (R2) coenzimatico de desidrogenase lactica

o ] Materiais necessarios, mas nao fornecidos
Histéria dos métodos 1. Analisador Yumizen C230/Yumizen C240
Wroblewski e Ladue? publicaram o primeiro método cinético UV para a 2. Manual de utilizagdo do Yumizen C230/Yumizen C240
determinag&o da atividade de LDH no soro em 1955. O seu método era baseado 3. Controlo de Quimica Pointe, nimero de catélogo C7592-100
no ensaio classico de Kubowitz e Ott? (1943) utilizando a reagéo de piruvato em
lactato. Em 1956, Wacker et al* descreveram um procedimento que seguiu uma
reagdo de lactato em piruvato. A reagdo de lactato em piruvato passou a ser a

Parametros de teste

reacdo preferidas, embora fosse a mais lenta das duas, por ter um intervalo Teste: LDH Quimica:  Desidrogenase Lactica
linear mais amplo® e pelo facto de ndo necessitar de qualquer requisito de pré- o L . .
incubacao”. O presente método segue a reagao prévia e foi otimizado para uma || N de quimica: 223 Nome de imprensa: LDH
maior sensibilidade e linearidade, tal como referido por Gay et al.8 Tipo de reagéo: Cinética Diregéo de reagéo: Positiva
Princil pio Onda pri.: 340 nm Onda sec: 405 nm

LD Decimal.: 0 Tipo de amostra:  Soro
L-lactato + NAD+ ------------- » Piruvato + NADH + H+ . .

Tempo de branco: Tempodereagdo:3 11

A desidrogenase lctica catalisa a oxidag&o do lactato em piruvato com redugéo Unidade: UL Tempo de incubagao: 3

simultanea de NAD para NADH. A taxa de redugdo de NAD pode ser medida
como um aumento da absorvancia a 340 nm. Esta taxa é diretamente
proporcional a atividade de LD no soro.

Vol.deamostra  Aspirado Diluente  Vol. de reagente Diluente
Composicao do reagente Padrio; 11 uL uL w180 uL uL
Depois de combinar R1 e R2, o reagente contém: NAD 5,8 mM, L-lactato 55 Diminuido: " " " 45 oL "
mM, tampao pH 8,95. Estabilizadores ndo reativos e azida de sodio (0,1%) '
como conservante. Aumentado; uL uL uL

Preparagao dos reagentes
Os reagentes sao fornecidos sob a forma de liquidos prontos a utilizar.

Limite de linearidade: 0.3
Redugo de substrato: 23000
Abs. de branco misturado: - 40000 40000

Intervalo de linearidade (padréo); 0-1000

Armazenamento e estabilidade dos reagentes Intervalo de linearidade (diminuido):
Os reagentes mantém-se estaveis até a data de validade, quando armazenados

conforme as instrugdes. Proteger da luz. Evitar a contaminagdo microbiana.

Intervalo de linearidade (aumentado):

Abs. de branco R1: -40000 40000 Estabilidade no equipamento: 30  Dia(s)
Precaucdes Respostadebranco ~ -40000 40000 Limite de alarme do reagente: 5
1. Este reagente destina-se apenas a diagnéstico in vitro. . )
2. Os reagentes contém azida de sodio (0,1%) como conservante. Ngo || Quimicadupla:
ingerir. Evitar o contacto com a pele e com os olhos. A azida de sodio
pode reagir com canalizagdo de chumbo e cobre, originando azidas de - ]
Verificagdo prozona:

metal explosivas. Escoe com &gua abundante ao eliminar o reagente.
3. Todas as amostras e controlos devem ser manuseados de acordo com as Q1: Q2 Q3:

boas préticas laboratoriais, utilizando as precaugdes adequadas conforme

descrito no Manual da CDCINIH, ‘Biosafety in Microbiological and || & PC: ABS:
Biomedical Laboratories”, 2. ed., 1988, N.° de publicagdo do HHS (CDC)
88-8395. Utilizar resultado qualitativo:
Colheita e armazenamento de amostras Intervalo: Referéncia:
1. Recomenda-se a utilizagdo de soro ndo hemolisado. Os glébulos
vermelhos contém concentragbes elevadas de LD.° Desvio de declive:
2. O soro deve ser removido do coagulo rapidamente. " . .
X . . Declive Desvio Unidade
3. As amostras devem ser analisadas logo apés a colheita. A LD no soro 1 0 UIL

mantém-se estavel durante dois a trés dias a temperatura ambiente.®

4. Nao congele nem exponha o soro a temperaturas elevadas (37°C), pois tal
pode inativar as isoenzimas de LD termolabeis. 0

5. A colheita de amostras deve ser realizada de acordo com o documento
NCCLS M29-T2."" Nenhum método pode oferecer garantias absolutas de
que as amostras de sangue humano néo transmitirdo infecbes. Por
conseguinte, todas as amostras devem ser consideradas potencialmente
infeciosas.

Pré-tratamento:

Vol. de amostra pré-tratada:  uL

Vol. de reagente pré-tfratado: uL

Intervalo de ref.:

Tipo de amostra:  Sexo: Intervalo de idades:  Intervalo de ref.:  Intervalo critico:  Unidade:
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Parametros de configuragao da calibragédo

Quim: LDH
Definigdo da calibragdo (;alibrador Conc. | Pos | N.°dolote
Modelo matematico: Fator K Agua 00 W
Fator: 3907,000 Réplicas: 2
Limites de aceitagéo
Tempocal: 24 h
Dif declive: DP:
Sensibilidade: Repetibilidade: * Definida pelo utilizador
Deter coef:
Calib. auto.
o Tempo cal
Limitagoes

1. O soro hemolisado causa niveis séricos de LD erradamente elevados.

2. As amostras que excedem o limite de linearidade (1000 U/L) devem ser
diluidas com um volume igual de solugdo salina e novamente submetidas a
ensaio. Multiplique os resultados por dois para compensar a diluigéo.

Calibragao
O procedimento é padronizado através da capacidade de absorgao milimolar do
NADH considerada como 6,22 a 340 nm nas condi¢des de teste descritas.

Controlo da qualidade

A validade da reagdo deve ser monitorizada utilizando amostras de controlo com
valores de LD normais e anormais conhecidos. Estes controlos devem ser
efetuados, pelo menos, em cada turno de trabalho em que sejam realizados
ensaios de LD. Recomenda-se que cada laboratério estabelega a sua propria
frequéncia de determinagao de controlo. Os requisitos de controlo de qualidade
devem ser executados em conformidade com os requisitos de acreditagdo e
regulamentacéo local, estatal e/ou federal.

Calculo (exemplo)
Uma Unidade internacional (U/L) é definida como a quantidade de enzima que
catalisa a transformagéo de um micromole de substrato por minuto.

IU/L = (A2 — A1) x 1,050 x 1000 = (A2 — A1) x 3376
1x6,22 x 0,050 mL

Em que:
(A2-A1) = Alteracéo da absorvancia
1,050 = Volume de reag&o total em mL
1000 = Conversao de U/mL para U/L
1 =Trajetoria da luz em cm
6.22 = Capacidade de absorgao milimolar de NADH
0,050 = Volume de amostra em mL

Exemplo: Se a leitura inicial (A1) = 0,450
Leitura final (A2) = 0,480
(A2-A1) = 0,03
Entéo, 0,03 x 3376 = 101 U/L

Nota: No caso de unidades do Sl (nkat/L), multiplique o resultado por 16,76.
Valores esperados®

Sexo masculino 50-166 U/L (30°C)  80-285 U/L (37°C)
Sexo feminino 60-132 U/L (30°C)  103-227 U/L (37°C)

Devido a uma ampla variedade de condigdes (alimentares, geograficas, etarias,
etc.) que afetam os intervalos de referéncia, recomenda-se que cada laboratorio
estabelega o seu proprio intervalo de referéncia.

Desempenho

1. Ensaio: 0-1000 U/L. As amostras que excedem 1000 U/L devem ser
diluidas com um volume igual de solug&o salina, novamente submetidas a
ensaio e os resultados devem ser multiplicados por dois.

2. Correlagdo: Foi realizado um estudo entre os analisadores da série
Yumizen 200 e um analisador semelhante utilizando este método, tendo
resultado num coeficiente de correlagdo de 0,999 com uma equagdo de
regressdo de y=1,013x + 4,1.

4.

Precisdo:  Foram realizados estudos de precisdo na sequéncia de uma
modificagdo das diretrizes constantes do documento NCCLS EP5-T2.12

Na mesma determinagéo Entre dias
Média D.P. %C.V. Média D.P. % C.V.
131,6 44 34 114,4 2,3 2,0
331,5 6,4 1,9 331,3 7,0 2,1

Sensibilidade: A sensibilidade do reagente de LD liquido foi investigada através da
leitura das alteragbes na absorvancia a 340 nm para uma amostra de agua
desionizada e amostras de soro com atividades de LD conhecidas. Foram
realizadas dez réplicas de cada amostra. Os resultados desta investigagao
indicaram que, no analisador utilizado, o reagente de LD liquido exibiu pouco ou
nenhum desvio de reagente numa amostra zero. Nas condi¢des de reagao
descritas, uma alteragdo da absorvéancia de 0,0001 foi aproximadamente
equivalente a 1 U/L de atividade de LD.
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Legenda dos simbolos

g Utilizar até (AAAA-MM-DD) Lote e codigo
Numero de catélogo wl Fabricante
Dispositivo médico de diagndstico in vitro Jf Limite de temperatura

D:ﬂ Consulte as instrugdes de utilizago

C € ./ Marcagéo CE

Rx Only: Utilizagdo apenas mediante receita médica
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Certificada para executar reagentes

Os reagentes Pointe s&o certificados para serem fabricados de acordo com
parametros especificados. Qualquer produto de reagente Pointe que ndo cumpra as
especificagdes até a data de validade indicada sera regularizado imediatamente sem
quaisquer custos.
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