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RESUM

Aquest article té per objecte donar a coneéixer la
metodologia utilitzada en el nostre centre per realit-
zar la presa de mostra i analisi del lactat sanguini. Es
tracta de descriure tots els passos que cal efectuar
per a l'obtencié d'una mostra de sang capil-lar arte-
rialitzada (20 mcl.), aixi com també la seva analisi
posterior a través de la técnica fotoenzimatica
(Boehringer Mannheim), especificant el procediment,
el material, el control de qualitat, els reactius, I'anali-
si de la mostra i les precaucions a seguir per obtenir
un resultat correcte.

RESUMEN

El objeto del presente articulo es el de dar a cono-
cer la metodologia empleada en nuestro centro para
realizar la toma de muestra y analisis del lactato san-
guineo. Se trata de describir todos los pasos a efec-
tuar para la obtencién de una muestra de sangre
capilar arterializada (20 mcl), asi como su posterior
analisis mediante técnica fotoenzimatica (Boehringer
Mannheim), especificando el procedimiento, material,
control de calidad, reactivos, analisis de la muestra y
precauciones a seguir para obtener un correcto
resultado.

Introduccio

Actualment a quasi tots els laboratoris de fisiolo-
gia i valoracié funcional esportiva, I'Us de la deter-
minacié del lactat sanguini és una practica habitual.
La utilitzacié del micrometre com a técnica d'ex-
traccio (obul de P'orella o cap del dit) i analisi facilita
el treball amb esportistes, tant al laboratori com en
els tests de camp, cada dia més utilitzats pels en-
trenadors i metges de l'esport com a control i se-
guiment de I'entrenament.

Pel fet de ser un micrometode és una técnica
molt sensible i necessitara gran rigor en la seva uti-
litzacié i maneig.

L'objectiu d'aquest treball és el d'exposar la
metodologia emprada per a la presa de mostra i
I'analisi del lactat sanguini al nostre laboratori.
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Material per a la presa de mostra i
analisi del lactat sanguini

Material per a la presa de mostra

Gassa o cotd, antiséptic desinfectant (alcohol),
llancetes desestimables, capil-lars calibrats a 20 mcl
d'un sol Us, microcubetes Eppendorf d'1.5 ml, acid
percloric 0.33 mol.I" (Boehringer Mannheim ref.
125369).

Si la presa de mostra es realitza al camp sera
necessaria una nevera portatil.

Material per a I'analisi

¢ Fotometre 4020 (Hitachi/Boehringer Mannheim,
Tokyo, Japan), amb filtre de longitud d'ona de 340
nm. Consta d'un llum, un monocromador i un
detector. Converteix |'absorbancia de la mostra en
senyals electronics que es processen per mi-
crocomputador.

Per a la instal-lacié de fotometre tindrem en
compte que: no ha d'estar exposat a la llum solar di-
recta ni a corrents d'aire de nevera, estara en un lloc
sense pols i ben ventilat, amb absencia de vibra-
cions, filuctuacions minimes de corrent eléctric i
lluny d'aparells que produeixin alta freqliencia.’

* Pipetes semiautomatiques de punta desestima-
ble; n'hem de tenir guatre amb volum fix de 20,
25, 200 i 500 mcl.

¢ Microcubetes Eppendorf d'1.5 ml per a I'analisi.

¢ Reactius Test-Combination lactat per a la Medi-
cina Esportiva (Boehringer Mannheim, ref.
1178750), conté tampd, NAD, GPT i LDH.

e Acid percloric 0.33 mol.I" (Boehringer Mannheim,
ref. 125369).

* Aigua bidestil-lada per a la preparacié del reactiu.

Exemples de la preparacié de les dilucions

Dilucions L-lactat estindard Ac. perclédric
mmol.1l-1 1.0 mol.1l~1 ' © 0.33 mol.l-1
4,97 0.025 ml. 5.025 ml.
9.90 0.050 ml. 5.050 ml.
14.77 0.075 ml. 5.075 ml.
19.60 0.100 ml. 5.100 ml.

Taula 1
Tabla 1
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Material per al control de qualitat

Precinorm S (Boehringer Mannheim, ref. 125130).
Mostres patrd de [-lactat entre 2.39 | 24.40 mmol.}".

La preparacié de les mostres patrd es fara mit-
jancant una dilucié de |-lactat estandard d'1.0 mol.I
' (Boehringer Mannheim, ref. 125440 i acid percloric
0.33 mol.I" (Taula 1).

Metologia de la presa de mostra

Descripcié

Essent un micrométode es tracta de I'obtencié
d'una petita mostra de sang capil-lar arterialitzada
del 1obul de l'orella o del cap del dit.**

Metodologia

Eliminar qualsevol rastre de suor de la zona de
I'extraccié (la suor és rica en lactat). La millor ma-
nera és fregar bé la zona amb un cotd o gassa
mullada amb aigua i després eixugar-la perfecta-
ment. Per aguesta operacié es recomana no utilit-
zar alcohol, ja que el lactat és soluble en aigua,
perd no en alcohol.

Farem un massatge a la zona de la puncié. Es
pot utilitzar alguna pomada del tipus Finalgon per
vasodilatar la zona guan les condicions ambientals
aixi ho requereixin (fred...), perd en la majoria dels
casos no acostuma a ser necessari. Desinfectarem
amb un antiseptic, com l'alcohol, i efectuarem la
puncid al l1obul de I'orella o al cap del dit (recoma-
nem el I10bul de I'orella perqué és una zona menys
sensible al dolor).

Procurarem que la gota de sang surti esponta-
niament o pressionarem lleugerament.

Recollirem la sang el més rapidament possible
mitjancant un capil-lar calibrat a 20 mcl sense
absorbir aire pergué la mesura sigui exacta.

I de calldad

Boehrlnger Mannhelm ref. 125130)
ron de |-lactato entre 2 39 y 24.40

preparamon de las muestras patron se efec-

-tuara mediante dllucxon de [-lactato estandar de
1.0 mol.I* (Boehringer Mannheim ref. 125440) y
acido perciorico 0.33 mol.l* (Tabla 1).

toma de muestra

o se trata de la obtencion
de sangre capllar ar‘tena—

uier resto de sudor de la zona de la
es rico-enlactato). La mejor for-
mag :la zona con un algodén o gasa mo-
jado agua y después secar perfectamente. Para

esta operacion se recomienda no utilizar alcohol, por
- ser el lactato soluble en agua, pero no en alcohol.
: Reahzaremos un masaje en la.zona de la pun-
e puede utilizar alguna pomada tipo Final-
a vasodilatar la zona cuando las condicio-
si lo requieran (fro...), pero en la
casos no suele ser necesario.
} Un antiséptico t;po alcohol y
ion en el I6bulo. de la oreja o
' omendamos el 16bulo de
'nsuble al dolor).

mas. rapldamente ‘
librado a 20 mcl ,
dlda sea exacta.

Preparaci6 de la mostra

Solucidé de desproteinitzacid (refredada)

(Ac. percloric)
Sang

20 mcl.

20 ncl.

Barrejar bé i centrifugar 2 min. a12.000 rpm
Separar el sobrenedant

Taula 2
Tabla 2
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Traurem ['extrem del capil-lar amb una gassa i
ajustarem el volum. En efectuar aquesta operacié
el capil-lar estara en posicié horitzontal.

Una vegada obtinguda la mostra la introduirem
immediatament en un flascé amb 200 mcl d'acid
percloric 0.33 mol.l" (fred) per a la seva desprotei-
nitzacio (Taula 2).

La mostra ha d'estar ben barrejada assegurant-
nos que no quedin restes de sang en el capil-lar,
esbandint-lo amb I'acid percloric.

A continuacié centrifugarem la mostra, com
abans millor, durant dos minuts a 12.000 rpm com
a minim {no s'ha establert el termini en el qual es
deteriora la mostra sense contrifugar) i separarem
el sobrenedant.

Estabilitat de la mostra

Si volem conservar la mostra, I'estabilitat del
sobrenedant separat sera de 8 dies a +4°C i 4 set-
manes a 20°C.

Metodologia de I'analisi

Descripcio del métode

Métode Fotoenzimatic, basat en la determinacié
fotométrica de l'increment del NADH en la reaccid
enzimatica lactatopiruvat mitjangant LDH, GPT i
NAD.*$

Fonament del tes

I-lactat + NDA+LDH piruvat + NADH + H+
Piruvat + l-glutamatoGPT I-alanina + a-cetoglutarat

Comprovacions rutinaries

Abans d'analitzar les mostres ens hem d'asse-
gurar del bon funcionament del fotdmetre. Per fer-
ho, rentarem la cubeta amb solucié de neteja, cali-
brarem el volum d'aspiracié amb 5.000 mcl de
aigua bidestil-lada i revisarem la posicié dels llums
i dels corrents fotoeléctrics.1

Un cop efectuades aquestes operacions passa-
rem a 'analisi.

Com preparar el reactiu

La preparacio del reactiu s'efectua tal com indi-
guen les instruccions del Test-Combination lactat
per a la Medicina Esportiva (Boehringer Mannheim
ref. 1178750).

Introduirem 30 ml d'aigua bidestil-lada amb la
solucié tampé i dissoldrem bé el NAD, GPT i LDH
amb aquesta solucio.

L'estabilitat del reactiu sera de 8 hores a +15 -
+25°C i de dos dies a +2 - 8°C.
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Control de qualitat

Per al control de qualitat, com ja s'ha dit ante-
riorment, haurem de tenir Precinorm S i mostres
patrd d'una concentracié coneguda entre 4 i 20
mmol.l-1.

El tractament que se li donara al control Preci-
norm sera el mateix que a la mostra sanguinia.

Pel que fa als patrons preparats amb estandard i
acid percloric (Taula 1) també es tractaran com una
mostra de sang, perd no sera necessaria la centri-
fugacio.

Per assegurar-nos del bon funcionament de la
tecnica llegirem sempre aquests controls abans de
llegir les mostres de sang.

Analisi de la mostra

Tenint en compte que la longitud d'ona del nos-
tre fotdmetre és de 340 nm, el volum de mostra
emprat sera de 25 mcl i el de reactiu de 500 mcl
(Taula 3).

El temps d'incubacié a temperatura ambient és
de 30 minuts; a 37°C es redueix a 5 minuts.

Les mostres es mesuraran davant el blanc i de
cada mostra se'n faran dues determinacions; la
preparacié del blanc i de les mostres s'efectuara
tal com indica la Taula 3. Si el resultat no fos repe-
titiu, es realitzara una tercera determinacid.

Abans de llegir les mostres passarem el control
de qualitat emprant Precinorm S per al rang inferior
i patrons de concentracié coneguda per als rangs
mig i superior. Les concentracions emprades
poden variar a criteri del técnic, perd es recomana
utilitzar les de valors aproximats a 2, 4, 9, 141 19
mmol.I-1 per poder valorar un rang ampli de mesu-
ra (Taula 1).

Precaucions

Essent la técnica d'analisi del lactat molt sensi-
ble i tractant-se d'un micrométode, creiem que és

alidad,.co ‘o‘_se"ha citado
inorm S'y de

Preparacid de la determinacié

BR MOSTRA
Solucié reactiva 500 mcl. 500 mcl.
Sobrenedant - 25 mcl.
Solucidé de desproteinitzacid 25 mcl. -—-

(Ac. percloric)

Barrejar bé i esperar 30 minuts a temperatura ambient per a la incubacié

Taula 3
Tabla 3
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de gran importancia remarcar algunes de les cau-
ses que poden distorsionar el resultat de la deter-
minacio.

Pel que fa referéncia a la presa de mostra

¢ Volum incorrecte per penetracié d'aire al capil-lar
o per no enrasar-lo horitzontalment.

¢ Mala centrifugacié o endarreriment excessiu d'a-
gquesta.

Pel que fa referencia a I'analisi
¢ Mal pipetat.

El micrométode fotoenzimatic té exactitud i pre-
cisi6 suficients per al treball al laboratori de fisiolo-
gia de l'esport, (patrons de referéncia rang 2.30-
19.61, CV mitja = 3.38%, dif. mitjana = 3.65%).6
No obstant, recomanem emprar pipetes semiau-
tomatiques de volum fix i tenir gran rigor en el seu
maneig per tal de reduir al maxim possible els
errors deguts a la manipulacié.

Ja que el metode fotoenzimatic és el més lineal
dels que hem pogut valorar al nostre laboratori,
(fins un valor superior a 22 mmol.l-1, r=0.996,6
recomanem no efectuar cap tipus de dilucio de la
mostra.

Abans d'analitzar les mostres de sang, compro-
varem sempre que el reactiu estigui en condicions i
que eis resultats del blanc i del control de qualitat
siguin correctes.

Respectarem el temps d'incubacio.

Resultats

Els resultats de les determinacions dependran
del tipus de test realitzat aixi com de |'entrena-
ment, motiu pel qual ens és dificil definir uns valors
de normalitat.

Nomeés cal indicar els valors en repos d'1.0 - 1.8
mmol.l-1, considerats normals en sang venosa,
segons el criteri Boehringer Mannheim.

Valorant les dades obtingudes al nostre labora-
tori podriem donar, com a referéncia aproximada,
un rang de mesura de 0.60 mmol.l-1 a21 mmol.l-1,
incloent valors basals i postesforg.

Agraiments

El nostre agraiment a Boehringer Mannheim Espa-
fa i especialment al Sr. Carles Freixas pel seu suport i
['assessorament cientific, aixi com a tots els meus
companys del Centre d'Alt Rendiment pels seus
encertats consells, estimul i recolzament personal.
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