/m POINTE

Pointe
Lactate Dehydrogenase

HORIBA Instruments Incorporated

5449 Research Drive, Canton, MI 48188
Phone: 734-487-8300; (800) 445-9853

Set de reactivi HORIBA
Medical
Utilizarea prevazuta Interactiuni
Pentru determinarea cantitativa cinetica in vitro a activitatii lactat dehidrogenazei 1. Anumite medicamente si substante afecteaza activitatea LD. Consultati Young et
in ser cu ajutorul analizoarelor Yumizen C230 si Yumizen C240. al2

Rx Only.

Semnificatia clinica

Nivelurile crescute de LD sunt asociate cu infarctul miocardic. Nivelurile ajung la
maximum la aproximativ 48 de ore de la debutul durerii si persistd aproximativ
zece zile. Gradul de crestere este util in evaluarea amplorii daunelor si in
elaborarea unui prognostic. Cresterile LD sunt observate si in bolile hepatice,
anemia pernicioasd, in unele cazuri de boald renald si in unele cazuri de
traumatisme musculare scheletice.’

Istoricul metodei

Wroblewski si Ladue? au publicat prima metoda cinetica UV pentru determinarea
activitatii LDH in ser in 1955. Metoda lor s-a bazat pe testul clasic al lui Kubowitz
si Ott® (1943), care utilizeaza reactia piruvat - lactat. in 1956, Wacker et al* au
descris 0 procedurad care urmeaza o reactie lactat - piruvat. Reactia lactat -
piruvat a devenit reactia preferata®, chiar daca este cea mai lentd dintre cele
doud, din cauza unui interval liniar mai mareS si a absentei cerintei de pre-
incubare’. Aceastd metoda urmeaza reactia directa si a fost optimizaté pentru o
mai mare sensibilitate si liniaritate, asa cum este subliniat de Gay et al.8

Principiul
L-Lactat + NAD+ --emreeeemee > Piruvat + NADH + H+

Lactat dehidrogenaza catalizeaza oxidarea lactatului in piruvat cu reducerea
simultana a NAD la NADH. Viteza de reducere a NAD poate fi masurata ca o
crestere a absorbantei la 340 nm. Aceasta viteza este direct proportionala cu
activitatea LD din ser.

Compozitia reactivului

Dupéa combinarea R1 si R2, reactivul contine: NAD 5,8 mM, L-Lactat 55 mM,
solutie tampon pH 8,95. Stabilizatori nereactivi si azida de sodiu (0,1%) drept
conservant.

Prepararea reactivului
Reactivii sunt furnizati sub forma de lichide gata de utilizare.

Depozitarea si stabilitatea reactivilor
Daca sunt depozitati conform instructiunilor, reactivii sunt stabili pand la data de
expirare. A se proteja de lumind. Evitati contaminarea microbian.

Precautii

1. Acest reactiv este doar pentru diagnostic in vitro.

2. Reactivii contin azida de sodiu (0,1%) drept conservant. A nu se ingera.
Evitati contactul cu pielea si ochii. Azida de sodiu poate reactiona cu cuprul
sau plumbul din conducte, formand azide metalice foarte explozive. La
eliminarea reactivului, spalati cu multa apa.

3. Toate specimenele si solutiile de control trebuie manevrate in conformitate
cu bunele practici de laborator, folosind precautiile adecvate descrise in
Manualul CDC/NIH, ,Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories” (Siguranta biologica in laboratoarele microbiologice si
biomedicale), Ed. a 2-a, 1988, Nr. publicatie HHS (CDC) 88-8395.

Recoltarea si depozitarea specimenelor

1. Se recomanda serul nehemolizat. Globulele rosii contin concentratii mari
delLDS5

2. Serul trebuie separat de coagul cat mai curand posibil.

3. Probele trebuie analizate la scurt timp dupa recoltare. LD din ser este
raportat ca fiind stabila timp de trei zile la temperatura camerei.?

4. Nu congelati si nu expuneti serul la temperaturi ridicate (37°C), deoarece
acest lucru poate inactiva izoenzimele LD termolabile.

5. Recoltarea specimenelor trebuie efectuata in conformitate cu NCCLS M29-
T2.11 Nicio metoda nu poate oferi asigurarea completa ca probele de sange
uman nu vor fransmite infecti. Prin urmare, toate probele trebuie
considerate potential infectioase.

2. S-aconstatat c&, pana la nivelul de 20 mg/dL, bilirubina prezintd o interferent&
neglijabila (< 5%) in acest test.

3. S-a constatat ca hemoliza interfereaza semnificativ cu testul chiar la niveluri de
100 mg/dL.

Materiale furnizate

Reactiv solutie tampon de lactat dehidrogenaza (R1)
Reactiv coenzimatic de lactat dehidrogenaza (R2)

Materiale necesare, dar nefurnizate

1. Analizorul Yumizen C230 / Yumizen C240

2. Manualul de utilizare al analizorului Yumizen C230 / Yumizen C240
3. Solutie de control Pointe Chemistry, numar catalog C7592-100

Parametrii testului

Test: LDH Chimie: Lactate Dehydrogenase

Nr. chimie: 223 Denumire:  LDH

Tipreactie:  Cinefica Directie reactie: Pozitiva

Unda primara: 340 nm Unda secundara: 405 nm

Zecimal: 0 Tipproba:  Ser

Timp martor: Timpreactie:3 11

Unitate: UL Timp de incubare: 3

Standard; 11 uL uL uL 180 uL uL
Redus; uL uL uL 45 uL uL
Crescut; uL uL uL

e ——

Interval linearitate (Standard); 0-1000 Limita linearitate: 0.3

Interval linearitate (Redus): Depletia substratului: 23000

Interval linearitate (Crescut): Absorbanta martor amestecat: -40000 40000
Absorbanta martor R1: -40000 40000 Stabilitate in instrument: 30 Zi(zile)
Reactie martor -40000 40000 Limita de alamé reactiv: 5

Chimie twin:

Verificare prozona:
Q1: Q2 Q3:
Q4: PC: ABS:

Utilizare rezultat cantitativ:

Interval: Marcaj:
. Decalaj panta:
Decalaj panta Unitate
1 0 UL
Tratare prealabila:
Vol. proba pretratata: uL Vol. reactiv pretratat: uL

Interval de referinta:

Tipproba: Sex: Intervaldevarsta:  Interval dereferintd:  Interval critic: ~ Unitate:
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Parametri configurare calibrare

LDH So[ut,ie de
calibrare
Apa 0,0 w

Chem:

Setare calibrare
Model matematic: Factor K
Factor: 3907,000 Repetari: 2

Limite de acceptanta

Conc. Poz Nr. lot

TimpCal: 24 hr.

Dif. panta: SD:

Sensibilitate: Repetabilitate: * Definit de utilizator
Coef. Deter:

Calib. automata o Timp Cal

Limitari

1. Serul hemolizat va cauza niveluri serice de LD fals crescute.

2. Probele cu valori care depasesc limita de linearitate (1000 U/L) trebuie
diluate cu un volum egal de solutie salind si testate din nou. Tnmulti
rezultatul cu doi pentru a compensa dilutia.

Calibrarea
Procedura este standardizatd cu ajutorul absorbtiei milimolare NADH,
considerate 6,22 la 340 nm in conditiile de testare specificate.

Controlul calitatii

Validitatea reactiei trebuie monitorizata prin utilizarea probelor de control cu valori
normale si anormale cunoscute ale LD. Aceste soluti de control trebuie
procesate cel putin o data in fiecare tura de lucru in care se efectueaza teste de
LD. Recomandam insistent ca fiecare laborator s& fisi stabileascd propria
frecventd de determinare a solutiei de control. Cerintele privind controlul calitatii
trebuie stabilite in conformitate cu reglementarile locale, statale si/sau federale
sau cu cerintele de acreditare.

Calcul (Exemplu)
O unitate internationala (U/L) este definitd drept cantitatea de enzima care
catalizeaza transformarea unui micromol de substrat pe minut.

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

Unde:
(A2-A1) = Modificarea absorbantei
1,050 = Volumul total de reactie in mL
1000 = Conversia U/mL in U/L
1 = Calea luminii in cm
6.22 = Absorbtia milimolard a NADH
0,050 = Volumul probei in mL

Exemplu: Daca mésurarea initiala (A1) = 0,450
Masurarea finala (A2) = 0,480
(A2-A1) = 0,03
Atunci 0,03 x 3376 = 101 U/L

Noté: Pentru unitati SI (nkat/L), inmultiti rezultatul cu 16,76.

Valori asteptates
Barbati  50-166 U/L (30°C)  80-285 U/L (37°C)
60-132 U/L (30°C)  103-227 UIL (37°C)

Din cauza unei game largi de conditii (de alimentatie, geografice, de vérsta etc.)
despre care se stie cd afecteazd intervalele de referintd, recomanddm ca fiecare
laborator s& Tsi stabileasca propriul interval de referinta.

Femei

Performanta

1. Test: 0-1000 U/L. Probele cu valori care depasesc 1000 UL trebuie
diluate cu un volum egal de solutie salind si testate din nou, inmultind
rezultatele cu doi.

2. Corelare: S-a realizat un studiu comparativ intre analizoarele din seria Yumizen
200 si un analizor similar cu aceasta metoda, avand ca rezultat un coeficient de
corelare de 0,999 si o ecuatie de regresie y=1,013x + 4,1.

3. Precizie: S-au realizat studii de precizie in urma unei modificari a liniilor
directoare incluse in documentul NCCLS EP5-T2.12

in cadrul ciclului de procesare Delaozilaalta

Media S.D. CV.% Media  S.D. C.V.%
131,6 4,4 3.4 114,4 2,3 2,0
331,5 6,4 1,9 331,3 7,0 21

4. Sensibilitate: Sensibilitatea fatd de reactivul LD lichid a fost investigatd prin
masurarea modificarii absorbantei la 340 nm pentru o proba de apa deionizata si
probe de ser cu activitate LD cunoscutd. S-au efectuat zece repetari pentru
fiecare probd.Rezultatele acestei investigatii au arétat cd, pe analizorul utilizat,
reactivul lichid LD a prezentat o abatere redusa sau nicio abatere a reactivului pe
o proba blanc. Tn conditiile de reactie descrise, o modificare a absorbantei de
0,0001 a fost echivalenta cu aproximativ 1 U/L de activitate LD.
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Legenda simboluri

% A se utiliza pana la (AAAA-LL-ZZ) Cod lot si serie
Numér catalog wl Producétor
Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro f}/ Limita de temperatura

D:ﬂ Consultati instructiunile de utilizare

Rx Only: Numai pentru utilizare pe baza de prescriptie medicald

c € ‘ Marcai CE Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana

Produs de

12-L7572-100 “ HORIBA Instruments Incorporated - Pointe Brand EIQ

5449 Research Drive Canton, M| 48188

Produs de HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand

5449 Research Drive, Canton, MI 48188 @

email: mail@obelis.net

Reprezentant autorizat in Europa:

Obelis s.a.

Boulevard Général Wahis 53

1030 Bruxelles, BELGIA

Tel: (32)2.732.59.54 Fax:(32)2.732.60.03

Certificat pentru efectuarea reactivilor

Reactivii Pointe sunt certificati ca fiind fabricati in conformitate cu parametrii specificati.
Orice produs reactiv Pointe care nu indeplineste specificatiile prin data de expirare
indicata va fi remediat imediat fara niciun cost suplimentar.
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