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Przeznaczenie
Do iloSciowego oznaczania kinetyki in vitro aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej w surowicy przy uzyciu analizatorow Yumizen C230 i Yumizen
C240.

Rx Only.

Znaczenie kliniczne

Podwyzszone poziomy LD sg zwigzane z zawatem mie$nia sercowego. Poziomy
osiggaja maksimum okoto 48 godzin po wystapieniu bolu i utrzymuja sie przez
okoto dziesie¢ dni. Stopien wzniesienia ma znaczenie przy ocenie rozmiaru
uszkodzen i opracowywaniu prognozy. Podwyzszony poziom LD obserwuje sig
rowniez w chorobach watroby, niedokrwistosci ztoSliwej, w niektorych
przypadkach choréb nerek oraz w niektorych przypadkach urazéw miesni
szkieletowych.!

Metoda

Wréblewski i Ladue? opublikowali pierwsza kinetyczng metode UV do oznaczania
aktywno$ci LDH w surowicy w 1955 roku. Ich metoda opierata sie na klasycznym
teScie Kubowitza i Ott® (1943) wykorzystujacym reakcje pirogronianu do
mleczanu. W 1956 roku Wacker i wsp.# opisali procedure, ktora nastepowata po
reakcji mleczanu w pirogronian. Reakcja mleczanu do pirogronianu stata sie
preferowang reakcja®, chociaz wolniejsza z dwoch, ze wzgledu na szerszy zakres
liniowy® i brak wymogu wstepnej inkubacji’. Niniejsza metoda podaza za reakcja,
do przodu i zostata zoptymalizowana pod katem wigkszej czutosci i liniowosci, jak
opisali Gay i in.8

Zasada metody
LD
L- mleczan + NAD+ ——  Pirogronian + NADH + H+

Dehydrogenaza mleczanowa katalizuje utlenianie mleczanu do pirogronianu z
jednoczesna redukcjag NAD do NADH. Szybko$¢ redukcji NAD mozna zmierzy¢
jako wzrost absorbancji przy 340 nm. Szybkos¢ ta jest wprost proporcjonaina do
aktywnosci LD w surowicy.

Sktad odczynnikow

Po potaczeniu R1 i R2 odczynnik zawiera: NAD 5,8 mM, L-mleczan 55 mM, Bufor
pH 8,95. Niereaktywne stabilizatory i azydek sodu (0,1%) jako S$rodek
konserwujacy.

Przygotowanie odczynnika
Odczynniki dostarczane sa w postaci gotowych do uzycia ptynow.

Przechowywanie oraz stabilno$¢ odczynnika

Odczynniki sg stabilne do podanego terminu waznosci, jesli s przechowywane
zgodnie z zaleceniami. Chroni¢ przed $wiattem. Unikaj zanieczyszczenia
mikrobiologicznego.

Srodki ostroznosci

1. Ten odczynnik jest przeznaczony wytgcznie do diagnostyki in vitro.

2. Odczynniki zawierajg jako $rodek konserwujacy azydek sodu (0,1%). Nie
spozywac. Unika¢ kontaktu ze skorg i oczami. Azydek sodu moze wchodzi¢
w reakcje z otowianymi i miedzianymi armaturami instalacyjnymi, powodujac
wybuchowe azydki metali. Podczas usuwania odczynnika sptuka¢ duzg
iloscig wody.

3. Ze wszystkimi prébkami i kontrolami nalezy obchodzi¢ sie¢ zgodnie z dobrymi
praktykami laboratoryjnymi, stosujgc odpowiednie $rodki ostroznosci
opisane w podreczniku CDC/NIH ,Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories”, wyd. 2, 1988, publikacja HHS nr (CDC) 88-8395.

Pobieranie i przechowywanie probek

1. Zalecana jest surowica niezhemolizowana. Krwinki czerwone zawierajg
duze stezenia LD.5

2. Surowice nalezy niezwlocznie usunag ze skrzepu.

3. Prébki nalezy zbada¢ wkrétce po pobraniu. LD w surowicy jest stabilne
przez dwa do trzech dni w temperaturze pokojowej.®

4. Nie zamraza¢ ani nie wystawia¢ surowicy na dziatanie wysokich temperatur
(37°C), poniewaz moze to spowodowa¢ inaktywacje termolabilnych
izoenzymow LD.10

5. Pobieranie prébek powinno odbywa¢ sie zgodnie z NCCLS M29-T2.11
Zadna metoda nie daje catkowitej pewnosci, ze probki krwi ludzkiej nie
przeniosg zakazenia. Dlatego wszystkie probki nalezy traktowaé jako
potencjalnie zakazne.

Reagent Set HORIBA

Interferencje

1. Niektdre leki i substancje wptywaja na aktywno$¢ LD. Patrz Young i wsp. 2

2. Stwierdzono, ze bilirubina do poziomu 20 mg/dl wykazuje znikoma interferencje
(= 5%) w tym tescie.

3. Wykazano, ze hemoliza znaczaco zaktdca test przy poziomach tak niskich jak
100 mg/dl.

Materiaty zapewnione
Odczynnik Bufor Dehydrogenazy Mleczanowej (R1) Odczynnik
Koenzym Dehydrogenazy Mieczanowej (R2)

Materialy wymagane ale niedostarczane

1. Analizator Yumizen C230 / Yumizen C240

2. Instrukcja obstugi Yumizen C230 / Yumizen C240

3. Kontrola Pointe Chemistry, numer katalogowy C7592-100

Parametry testu
Test: LDH Nazwa chem.: Lactate Dehydrogenase
Numer 223 Wydruk: LDH
Typ reakcji: Kinetyczna Kierunek reakcji: Rosnaca
Dt. Fali I: 340 nm Dt. Fali Il: 405 nm
Miejsca dziesigtne: 0 Typ prébki: Surowica
Slepa proba: Cyklreakcjiii 3 11
Jednostka: UL Cykl inkubacji: 3
Obj.

Obj. prébki  Aspiracja  Rozcienczalnik odczynnika  Rozcienczalnik
Prawidtowa: 1" uL uL uL 180 uL uL
Zmniejszona: uL uL uL 45 uL uL
Zwigkszona: uL uL uL
Zakres liniowosci (Prawidiowy): 0-1000 Limit liniowosci: 0.3
Zakres liniowosci (Zmnigjszony): Zuzycie subtsratu: 25000

o . Mieszana abs.
Zakres liniowosci (Zwiekszony): oroby $lepej: -40000 40000
Abs. R1/préba $lepa:  -40000 40000 Stabilno$¢ na poktadzie: 30 Dni
Proba $lepa -40000 40000 Limit alarmu odczynnika: 5
Chemia blizniacza:
Efekt Prozone:
Q1: Q2: Qs3:
Q4: PC: ABS:
Uzyj wyniku jako$ciowego:
Zakres: Flagi:
Przesunigcie i nachylenie
Przesunigcie Nachylenie Jednostka
1 0 uiL
Przygotowanie:
Objetosc probki: uL Objetosc odczynnika: uL

Zakres referencyjny:

Typ probki: Ple¢: Zakres dla wieku: Zakres ref.: Wartosci krytyczne:  Jednostka:
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Pointe Liquid
Lactate Dehydrogenase
Reagent Set

Parametry kalibracji

Chem:

Ustawienia kalibracii
Model mat: K Factor
Factor: 3907.000 Powtérzenia: 2

Akceptowalne limity

Wazno$¢ kalibracji: 24 godz.
Réznica nachylenia: ~ SD:
Czutosc: Powtarzalnosc:
Wspétczynnik determinacii:

Automatyczna kalibracja

O Po uptywie waznosci kalib.

LDH

Kalibrator — |Stezenie Poz Nr seril

Woda 0.0 W

* Zdefiniowane przez uzytkownika

Ograniczenia

1. Zhemolizowana surowica spowoduje fatszywie podwyzszone poziomy LD w
SUrowicy.

2. Probki przekraczajace granice liniowosci (1000 U/L) nalezy rozcienczy¢
takq sama objetoscig soli fizjologicznej i ponownie zbada¢. Pomno6z wyniki
przez dwa, aby zrekompensowac rozcienczenie.

Kalibracja
Procedura jest standaryzowana za pomocg milimolowej absorpcji NADH,
przyjetej jako 6,22 przy 340 nm w opisanych warunkach testowych.

Kontrola jakosci

Waznos¢ reakcji nalezy monitorowa¢ za pomocg prébek kontrolnych o znanych
prawidiowych i nieprawidtowych wartoSciach LD. Kontrole te nalezy
przeprowadza¢ co najmniej na kazdej zmianie roboczej, podczas ktorej
wykonywane sg testy LD. Zaleca sig, aby kazde laboratorium ustalito wtasng,
czestotliwo$¢ oznaczania kontroli. Kontrole jakosci nalezy przeprowadzac
zgodnie z lokalnymi, stanowymi ilub federalnymi przepisami lub wymaganiami
dotyczacymi akredytacji.

Obliczenia (przyktad)
Jedna jednostka miedzynarodowa (U/L) jest zdefiniowana jako ilos¢ enzymu,
ktora katalizuje przemiane jednego mikromola substratu na minute.

IU/L = (A2 — Ar) x 1.050 x 1000 = (A2 — A1) x 3376
1x6.22 x.050 ml

Gdzie:
(A2-A1) = Zmiana absorbancii
1.050 = Catkowita objeto$¢ reakcji w ml
1000 = Konwersja U/ml na U/L
1 =Droga $wiatta w cm
6.22 = Milimolowa absorpcja NADH
0.050 = Objeto$¢ probki w ml

Przyktad: Jezeli odczyt poczatkowy (A1) = 0.450
Odczyt koficowy (A2) = 0.480
(A2-A1) = 0.03
Wtedy 0.03 x 3376 = 101 U/L

Uwaga: Dla jednostek S| (nkat/L) pomndz wynik przez 16,76.
Wartosci oczekiwane °
Mezczyzna50-166 U/L (30°C)
Kobieta ~ 60-132 U/L (30°C)

80-285 UIL (37°C)
103-227 UIL (37°C)

Ze wzgledu na szeroki zakres warunkow (dieta, potozenie geograficzne, wiek
itp.), o ktérych wiadomo, ze wptywajg na zakresy referencyjne, zaleca sie, aby
kazde laboratorium ustalito swoj wlasny zakres referencyjny.

Charakterystyka

1. Test: 0-1000 U/L. Probki, ktére przekraczajq 1000 U/L, nalezy rozcieficzy¢
takg sama objetoscig soli fizjologicznej, ponownie zbadac i pomnozy¢
wynik przez dwa.

Korelacja: przeprowadzono badanie pomiedzy analizatorami serii Yumizen 200 i
podobnym analizatorem przy uzyciu tej metody, uzyskujac wspotczynnik korelacji
0,999 przy réwnaniu regresji y=1.013x + 4.1.

Precyzja: Badania precyzji przeprowadzono po modyfikacji wytycznych

zawartych w dokumencie NCCLS EP5-T2.12

) W ciagu dnia ) Catkowita

Srednia  S.D. CV.% Srednia  S.D. CV.%
131.6 44 34 114.4 2.3 2.0
3315 6.4 1.9 3313 7.0 2.1

Czutos¢: Czutos¢ ptynnego odczynnika LD zostata zbadana poprzez odczyt zmiany
absorbancji przy 340 nm dla probki wody dejonizowanej i probek surowicy o
znanej aktywnosci LD. Wykonano dziesie¢ powtérzen kazdej probki. Wyniki tego
badania wykazaly, ze w uzywanym analizatorze odczynnik Liquid LD wykazywat
niewielki dryft odczynnika lub nie wykazywat go wcale na probce zerowej. W
opisanych warunkach reakcji zmiana absorbancji o 0,0001 byta w przyblizeniu
réwnowazna 1 U/l aktywnosci LD.
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Whytacznie do diagnostyki in vitro

Hﬂ Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

Data przydatnosci
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Certyfikacja

Odczynniki Pointe sq certyfikowane zgodnie z okre$lonymi parametrami.
Kazdy odczynnik Pointe, ktory nie spetnia specyfikacji w podanym terminie
wazno$ci, zostanie natychmiast i bezptatnie wymieniony.
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