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Przeznaczenie
Do ilo$ciowego oznaczania mleczanu w ludzkim osoczu. Wytacznie do diagnostyki in vitro.
Tylko Rx

Znaczenie kliniczne

Oznaczanie mleczanow jest wykorzystywane w diagnostyce kwasicy mleczanowej. Wstrzas
jest najbardziej znang przyczyng kwasicy mleczanowej, chociaz mozliwe jest, ze
podwyzszony poziom mleczanu poprzedza wstrzas. Zawat mie$nia sercowego, ciezka
zastoinowa niewydolnos¢ serca, obrzek ptuc i utrata krwi sg czestymi przyczynami wstrzasu,
ktory prowadzi do kwasicy mleczanowej. Kwasica mleczanowa moze rowniez wynika¢ z
niewydolnodci nerek i biataczki. Niedobér tiaminy i cukrzycowa kwasica ketonowa zwykle
skutkujg zwigkszonym poziomem mleczanu.

Metodyka

Pierwotnie oznaczanie kwasu mlekowego wykonywano metodami miareczkowymi lub
kolorymetrycznymi.

Pierwsza metoda enzymatyczna dla kwasu mlekowego opierata sig na przeniesieniu
wodoru z mleczanu na zelazocyjanek potasu przez dehydrogenaze mleczanowg (LD).
Procedura ta byta bardzo ucigZliwa i nie zyskata szerokiej akceptacji. Bardziej aktuaine
metody enzymatyczne obejmowaty pomiar NADH utworzonego w wyniku utleniania
mleczanu przez LD."? Ta metoda stata sie szerzej stosowana, ale nadal cierpi na
niestabilnos¢ w wielu systemach analizatoréw. Obecna metoda enzymatyczna opiera
sie na dziataniu oksydazy mleczanowej. Ta metoda jest szybka, doktadna i znacznie
bardziej stabilna niz poprzednie metody enzymatyczne.

Zasada dziatania

Oksydaza mleczanowa katalizuje utlenianie kwasu mlekowego do pirogronianu i
nadtlenku wodoru. Peroksydaza nastepnie katalizuje reakcje nadtlenku wodoru z
donorem wodoru, w obecno$ci 4-aminoantypirenu, do wytworzeniia barwnika.
Intensywno$¢ barwy, mierzona przy 550 nm, jest proporcjonalna do stezenia mleczanu
w probce.

Oksydaza mleczanowa

Mieczan + Oz [ Pirogronian + Nadtlenek wodoru

Peroksydaza
Nadtlenek wodoru + TOOS + 4-AAP 1Barwnik (550 nm)
(TOOS - N-gtylo-N-(2-hydroksy-3-sutfopropylo}-m-toluidyna sodu; 4-AAP- 4-aminoantypiryna)

Odczynniki

Odczynnik mleczanowy (R1): bufor TRIS 100 mM, 4-aminoantypiren 1,7 mM,
peroksydaza (chrzanowa) > 10 000 U/L, $rodek powierzchniowo czynny, stabilizator,
azydek sodu (0,09%) jako $rodek konserwujacy.

Odczynnik mleczanowy (R2): bufor TRIS 100 mM, oksydaza mleczanowa (mikrobowa)
> 1000 U/L, TOOS 1,5 mM, $rodek powierzchniowo czynny, stabilizator, azydek sodu
(0,09%) jako $rodek konserwujacy.

Srodki ostroznosci

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

2. Odczynniki zawieraja azydek sodu jako $rodek konserwujgcy. Po usunigciu sptuka¢
duzq iloScig wody.

3. Wszystkie probki uzyte w tym tedcie nalezy uzna¢ za potencjalnie zakazne.
Podczas obchodzenia si¢ z materiatami i ich usuwania w trakcie i po badaniu
nalezy stosowa¢ uniwersalne $rodki ostrozno$ci, jakie majg zastosowanie w
danej placowce.

4. Nie uzywa¢ odczynnikéw po uptywie daty waznosci wydrukowanej na etykiecie
zestawu.
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Przygotowanie odczynnika
Odczynniki mleczanowe R1 i R2 sa gotowe do uzycia w urzadzeniach odpowiednich do analizy
dwuodczynnikowej.

Przechowywanie odczynnikow
Wszystkie odczynniki zachowuja stabilnos¢ do daty wazno$ci podanej na etykiecie,
jesli sa przechowywane w temperaturze 2-8°C.

Pobieranie i przechowywanie probek

Zalecang probka jest osocze pobrane na fluorek sodu/szczawian potasu. Probke nalezy
natychmiast umiesci¢ na lodzie, a komérki nalezy oddzieli¢ w ciagu 15 minut.3 Probke nalezy
pobrac z zyty wolnej od zastoju.* Jesli nie zostanie szybko przeanalizowana, prébki mozna
przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 2 dni . Je$li probki muszg by¢
przechowywane diuzej niz 2 dni, mozna je przechowywac przez jeden miesiac zamrozone w
temperaturze —20°C.5

Interferencje

Wszystkie badania interferencii przeprowadzono w oparciu o procedury zalecane w wytycznych NCCLS
nr EP7-P.5 Stwierdzono, ze hemoglobina na poziomach do 500 mg/dl i bilirubina na poziomach do 20
mg/dl wykazujq znikomg interferencie (<5%) na tej metodzie. Probki z poziomami substanc
interferujgcymi wyzszymi niz gérme limity nalezy przed oznaczeniem rozcienczy¢ roztworem soli
fizjologicznej. Wynik uzyskany z recznego rozcienczania pomnozy¢ przez odpowiedni wspdiczynnik
rozcieficzenia. Obszemy przeglad wptywu lekow na poziom mleczanu mozna znalez¢ w artykule Young.”

Materialy dostarczane
Zestaw odczynnikéw mleczanowych (ptynnych).

Materiaty wymagane, niewchodzace w skiad produktu
1. Standard mleczanu lub odpowiedni kalibrator na bazie surowicy.
2. Kontrole z normalnym i podwyZszonym poziomem mleczanu.

3. Zautomatyzowany analizator chemii kliniczngj, ktéry moze obstugiwaé testy
dwuodczynnikowe.
Procedura

Ponizej znajduje sig ogdlny przykiad procedury testu mleczanu dla automatycznego analizatora. Aby
uzyskac pomoc dotyczaca aplikacii na analizatorach automatycznych, prosimy o kontakt z Dziatem
Obstugi Technicznej producenta.

37°C 37°C
Probka + Odczynnik 1 10dczynnik 2 1 Pomiar absorbancji
6ul 300ul 30 sec. 200ul 5min (700/546nm)
Wyniki mleczanu
Ograniczenia

1. Nie nalezy stosowa¢ antykoagulantow zawierajacych cytryniany..

2. Chron odczynniki przed bezposrednim dziataniem promieni stonecznych.

3. Probki o wartosciach wigkszych niz 15 mmol/L nalezy rozcieficzy¢ solg fizjologiczng w
stosunku 1:11 ponownie oznaczy¢. Wynik pomnoz przez dwa.

Kalibracja
Uzyj wzorca mleczanu identyfikowalnego przez NIST lub odpowiedniego wzorca mleczanu
opartego na surowicy. Procedure nalezy skalibrowa¢ zgodnie z instrukcjami producenta
przyrzadu. Jedli wyniki kontroli okaza sie poza zakresem, procedure nalezy ponownie
skalibrowac.
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Kontrola jakosci

Wiarygodno$¢ wynikéw testow nalezy rutynowo monitorowa¢ za pomoca materiatow kontrolnych,
ktre w rozsadny sposdb imitujg wyniki probek pobranych od pacjentéw. Materiaty do kontroli
jakosci sa przeznaczone do uzytku wylacznie jako monitory doktadnosci i precyzji. Odzyskiwanie
wartodci kontrolnych w odpowiednim zakresie powinno by¢ kryterium stosowanym do oceny
przysztych wynikow testu. Kontrole nalezy przeprowadza¢ z kazdg zmiang robocza, podczas
ktérej wykonywane s oznaczenia mleczandw. Zaleca si, aby kazde laboratorium ustalifo wiasng
czestotliwo$¢ oznaczania kontroli. Wymagania kontroli jakosci powinny by¢ okreslone zgodnie z
lokalnymi, stanowymi iflub federalnymi przepisami lub wymaganiami akredytacyjnymi.

Wyniki
Aby przeliczy¢ jednostki SI na jednostki konwencjonalne, nalezy pomnozy¢ jednostki SI
przez wspdtczynnik 9,01.

Przyktad: mmollL x 9.01 = mg/dL Mleczanu

Oczekiwane wartosci

Sugerowany jest nastepujacy zakres referencyjny dla L-mleczanu.8
Krew zylna 0.5-2.2 mmollL
Krew tetnicza 0.5-1.6 mmollL

Zdecydowanie zaleca sie, aby kazde laboratorium ustalito swoj wlasny zakres oczekiwanych
wartosci.

Wydajnos¢é

1. Zakres testu: 0-15 mmollL

2. Pordwnanie: Ten odczynnik mleczanowy poréwnano z metodg wykonang na
analizatorze chemicznym Dade. Badanie przeprowadzono na 57 prébkach
pacjentow w zakresie od 0,3 do 10,4 mmol/L. Dane poddano analizie regresji
liniowej metoda najmniejszych kwadratow, ktéra data wspdtczynnik korelacji ()
rowny 0,998 z réwnaniem regres;ji
y=097x+0.1.

3. Precyzja: Precyzia w ciggu dnia dla odczynnika mleczanowego zostafa
okreslona po modyfikacji dokumentu NCCLS EP5-T2.9 Badania precyzji w ciagu
dnia daty nastepujace wyniki:

W serii
Prébka N Mean  SD. CV.%
Niski 20 152 0.04 263
Sredni 20 398 007 176
Wysoki 20 8.89 0.09 1.01

Precyzje z dnia na dzien okreslono réwniez po modyfikacji dokumentu NCCLS EP5-
T2.% Badania precyzji z dnia na dzien daty nastepujace wyniki:

Catkowita
Prébka N Mean S.D. CV.%
Niski 20 1.51 0.04 265
Sredni 20 412 0.09 2.18
Wysoki 20 9.19 0.17 1.85

4. Czulo$c: Okreslono, ze analityczna czuto$¢ dla mleczanu wynosi 0,15 jednostek
absorbancji na 1 mmol/l mleczanu.

Bibli
1.

ografia

Gutmann, ., Wahlefeld, A., Methods of Enzymatic Analysis. 2" Ed., Academic Press,
New York, 1974, 1464.

2. Noll, F., Methods of Enzymatic Analysis. 2" Ed., Academic Press, New York, 1974,
1465.
3. Tietz, N.W., Fundamentals of Clinical Chemistry, 4" Ed., W.B. Saunders Company,
Philadelphia, 1996, 367.
4. Tietz, NW,, Clinical Guide to Laboratory Tests, 34 Ed., W.B. Saunders Company,
Philadelphia, 1995, 382-383.
5. Westgard, J.O., Lahmeyer, B.L, Birnbaum, M.L, Clin Chem 1972, 18:1334- 1338.
6.  National Committee for Clinical Laboratory Standards, National Evaluation Protocols for
Interference Testing, Evaluation Protocol Number 7, Vol. 4, No. 8, June 1984.
7. Young, D.S., effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 3 Ed., AACC Press,
Washington D.C., 1990.
8.  Tietz, N.W., Fundamentals of Clinical Chemistry, 4" Ed., W.B. Saunders Company, 1996,
801.
9. NCCLS document “Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry Devices”
2nd Ed., 1992.
Symbole
%3 Termin przydatnosci (RRRR-MM-DD) ( Numer LOT oraz kod
kreskowy
Numer katalogowy Producent
Wt ie dodi tyki
m)‘//i?rc(:)zme 0 dlagnosiyd /}f Zakres temperatur

EE] Zapoznaj sie z instrukcja

€ | Znak CE Autoryzowany przedstawiciel na Europe

Tylko Rx: Wytacznie do

uzytkowania zastosowania profesjonalnego

L7596

Manufactured by:

HORIBA Instruments Incorporated
5449 Research Drive

Canton, MI 48188

“ 2 2004[ K

Manufactured by HORIBA Instruments Incorporated - Pointe Brand

5449 Research Drive, Canton, M| 48188

email: mail@obelis.net

European Authorized Representative:
Obelis s.a.

Boulevard Général Wahis 53

1030 Brussels, BELGIUM

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

Certyfikacja

Odczynniki Pointe sg certyfikowane zgodnie z okreslonymi parametrami. Kazdy odczynnik
Pointe, ktdry nie spetnia specyfikacji w podanym terminie waznoci, zostanie natychmiast i
bezpfatnie wymieniony.
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