medizin.-techn. Investitionsprojekte GmbH

IVD Ce

Lactate

LOX-PAP Fluid

Calibrator

Multicalibrator 973S 2x5ml
Quality Control

Human Control Serum

Multicontrol Level [ 570-466 LI 6x5ml
Multicontrol Level II 570-456 LII 6x5ml

Die Kontrollintervalle und Grenzwerte miissen an die individuellen Labor-
und landerspezifischen Anforderungen angepasst werden. Die erhaltenen
Werte sollten innerhalb festgelegter Grenzen liegen. Jedes Labor sollte
Korrekturmafinahmen festlegen, wenn Werte auflerhalb der Grenzwerte
liegen.

Anwendungszweck

Diagnostisches Reagenz zur quantitativen In-vitro-Bestimmung von Lactat
in humanem Serum oder Plasma an photometrischen Systemen.

Qualititskontrolle

Zur Qualitatskontrolle geeignetes Kontrollmaterial verwenden.

Die Kontrollintervalle und Kontrollgrenzen sind den individuellen
Anforderungen

jedes Labors und den landerspezifischen Richtlinien anzupassen.

Die Ergebnisse miissen innerhalb der beschriebenen Bereiche liegen.
Jedes Labor sollte Korrekturmafinahmen fiir den Fall beschreiben, dass
Werte auf3erhalb des Bereichs liegen.

Zusammenfassung

In den letzten Jahren gewannen die enzymatischen Methoden zur
Lactat- Bestimmungen gegeniiber den kolorimetrischen und
titrimetrischen Methoden zunehmend an Bedeutung. Enzymatische
Methoden sind generell einfacher in ihrer Handhabung und liefern eine
héhere Spezifitit, Genauigkeit und Reproduzierbarkeit.

Der erste Enzymtest, der zur Lactatbestimmung beschrieben wurde, basierte
auf dem Transfer eines H+ -lons von Lactat auf Kaliumferricyanat (rotes
Blutlaugensalz) durch die Lactatdehydrogenase (LDH). Das Verfahren
war jedoch aufwendig und fand keine grofie Akzeptanz.

Die folgenden Methoden beruhten auf der UV-Messung der NADH-Bildung.
1974 beschrieben Gutmann und Wahlefeld1 eine Lactat-

Bestimmung, bei der das durch die LDH- katalysierte Lactatoxidation
gebildete NADH gemessen wird; das gebildete Pyruvat wird durch
Hydrazin weggefangen. Auch eine von Noll2 beschriebene Methode
basiert auf der katalytischen Wirkung der LDH, enthalt aber ALT in

der Reaktionslésung, um das bei der Lactatumsetzung anfallende
Pyruvat schneller entfernen zu kénnen.

Die hier vorgestellte Methode ist eine Enzymreaktion, bei der Lactat

zu Pyruvat umgesetzt wird. Das in dieser Reaktion gebildete
Wasserstoffperoxid wird dann in eine zweite Enzymreaktion zur
Farbentwicklung eingesetzt. Diese Methode bietet eine ldngere
Reagenzstabilitét als die fritheren enzymatischen UV-Methoden.

Anwendung

Fiir die quantitative Bestimmung von Lactat in Serum, Cerebrospinal-
Flissigkeit oder Vollblut, manuell, oder an Analysenautomaten
Test principle

L-Lactat wird durch das spezifische Enzym Lactatoxidase (LOX) zu
Pyruvat oxidiert. Das in der ersten Reaktion gebildete Wasserstoffperoxid
wird mit Peroxidase (POD) zu einem Farbstoff umgesetzt.

Vorsichtsmafdnahmen und Warnhinweise

In vitro Diagnosticum. Die im Umgang mit Laborreagenzien tiblichen
Vorsichtsmafdnahmen beachten.

Einschrankungen des Verfahrens - Interferenzen

Kriterium: Wiederfindung + 10% vom Ausgangswert

Plasma

Ikterus: Keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index I von 10
(ca. 10 mg/dl unkonjugiertes und konjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: Keine wesentliche Beeinflussung durch Hamoglobin bis zu
einem Index H von 220 (ca. 220 mg/dl Hamoglobin).

Lipdmie (Intralipid): Keine wesentliche Beeinflussung durch Lipamie
bis zu einem Index L von 50 (ca. 100 mg/dl Triglyzerid).

Es gibt eine geringe Korrelation zwischen Triibung und Triglycerid-
Konzentration.

Messbereich
2,0 - 140 mg/dl (0,2 - 15,5 mmol/1)

Probenverdiinnung

Proben mit Lactat- Konzentrationen > 140 mg/dl mit der Rerun- Funktion
bestimmen. Bei Geraten ohne Rerun- Funktion Proben manuell mit
Natriumchlorid- Losung (0,9%) verdiinnen (d.h.1+1). Ergebnis mit dem
entsprechenden Verdiinnungsfaktor multiplizieren (d.h. 2).

Referenzbereich

Plasma: 4.5-19.8 mg/dl |0.5-2.2mmol/l | Venos

CSF: 10 - 60 mg/dl 1.1 - 6.7 mmol/l | Neugeborene
10 - 40 mg/dl 1.1 - 4.4 mmol/1 | 3-10 Tage alt
10 - 25 mg/dl 1.1 - 2.8 mmol/l |>10 Tage alt
10 - 22 mg/dl 1.1 - 2.4 mmol/l | Erwachsene

Vollblut: 8.1-15.3mg/dl | 0.9 -1.7 mmol/l | Vends
<11.3 mg/dl < 1.3 mmol/] Arteriell

Jedes Labor sollte die Ubertragbarkeit der Referenzbereiche fiir die
eigene Patientengruppe iliberpriifen und gegebenenfalls selbst
ermitteln.

Fiir diagnostische Zwecke sind die Ergebnisse stets im Zusammenhang
mit der Patientenvorgeschichte, der klinischen Untersuchung und
anderen Untersuchungsergebnissen zu werten.

Sensitivitit (analytische Nachweisgrenze)

Nachweisgrenze: 2 mg/dl (0,2 mmol/1)

Die untere Nachweisgrenze entspricht der niedrigsten messbaren
Lactat- Konzentration, die von Null unterschieden werden kann. Sie ist
berechnet als die Konzentration, die bei 21 Replikaten drei
Standardabweichungen oberhalb des niedrigsten Standards liegt.

Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit fiir Plasmaproben wurde mit Humanproben und
Kontrollen gemaf3 einem internen Protokoll (in der Serie n=21; von
Tag / Tag n=63) bestimmt und ergab folgende Ergebnisse:

L-Lactat + O LOX > P t+ H20
aca : yruva 2 Plasma In der Serie
) o Probe MW SD cv
2 H02, + Phenol + 4-Aminoantipyrin+ _ POD > Chromogen + 4 H;0 mg/dl mg/dl %
B Human plasma 1.80 0.051 2.83
Die Intensitat der gebildeten Farbe ist der L- Lactatkonzentration
proportional. CS-N 3.35 0.059 1.76
CS-P 3.46 0.074 2.14
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Plasma Tag zu Tag
Probe MW SD cv
mg/dl mg/dl %
Human plasma 1.67 0.028 1.68
CS-N 3.18 0.045 1.37
CS-P 3.39 0.024 0.71
Methodenvergleich

Ein Vergleich der Lactatbestimmung mit mti-diagnostics Lactat- Test (y) mit
einer anderen Lactat- Bestimmungsmethode (x) ergab die folgende
Korrelation (mg/dl):

Plasma:

Passing/ Bablok Lineare Regression
y=-0,11+1,015x y=0,01+1,015x
r=1,00 r=1,00

SD (ma 95) = 1,86 Sy,x=1,20

Anzahl der gemessenen Proben: 30
Die Probenkonzentrationen lagen zwischen 7,0 und 133,9 mg/dl.

CSF:

Passing/ Bablok Lineare Regression
y=030+1,012x y=0,32+1,011x
r=1,00 r=1,00

SD (ma 95) = 1,29 Syx=0,92

Anzahl der gemessenen Proben: 49
Die Probenkonzentrationen lagen zwischen 11,8 und 129,1 mg/dl.

Vollblut:

Passing/Bablok Lineare Regression
y=0,04+1,036x y=0,13 +1,040 x
r=0,997 r=0,997

SD (ma 95) =2,9 Sy,x=2,26

Anzahl der gemessenen Proben: 21
Die Probenkonzentrationen lagen zwischen 5,5 und 90,5 mg/dl.

Reagenzienkonzentration

HINWEISE:

1. Die Lactatkonzentration steigt bei korperlicher Aktivitat rasch an.
Die Zeit, die zur Normalisierung der Werte bendtigt wird, ist von
der individuellen Fitness abhéngig. In der Regel ist eine 30 miniitige
Ruhephase ausreichend.

2. Die Blutproben sollten aus einer ungestauten Vene stammen. Aber

minimale Himostase (weniger als 30 Sekunden) beeinflusst die
Lactatkonzentrationen nicht. Falls méglich, keine Abschniirbinden
verwenden.

3. Glykolyse in den Blutproben kann Laktatstufen schnell erhéhen.

Zellen tragen zur Glykolyse bei und ihr schneller Abbau ist fiir genaue
Laktatanalyse wesentlich. Hepariniertes Plasma ist annehmbar, aber
VorsichtsmafRnahmen miissen zur Verzogerungglykolyse getroffen
werden, indem man das Vollblut auf Eis hilt und dann das Plasma von
den Zellen innerhalb 15 Minuten der Ansammlung trennt

Vollblut muss vor der Bestimmung wie folgt enteiweif3t werden:
In ein Polypropylen-Mikrozentrifugenréhrchen pipettieren:
Perchlorsaure 0,33M 200 ul
Vollblut 200 pl
Probe fest verschliefRen, auf dem Vibrationsmischer (Vortex) mischen und
10 Minuten bei 1500 RCF zentrifugieren. Danach in das Zentrifugengefafl
pipettieren:
NacCl (0,9%) 100 pl
Das Zentrifugengefaf3 fest verschlieRen, mehrmals leicht schwenken
und den Uberstand in ein sauberes Probengefaf zur Analyse iiberfiihren.
Der Uberstand sollte klar bis leicht triibe und farblos sein. Eventuell
auftretende Partikel sollten sich innerhalb weniger Minuten auf dem
Boden des Probengefafies absetzen. Das Ergebnis des Vollblutiiberstandes
mit 2,5 multiplizieren, um die Verdiinnung zu berticksichtigen.

Stabilitat Lactat:

Plasma (abgetrennt):2 Stunden bei 20-25 °C oder 2 Tage bei 2-8 °C.
CSF: 3 Stunden bei 20-25 °C, 24 Stunden bei 2-8 °C oder

1 Monat bei -20 °C.

Testverfahren
Gelieferte Materialien
¢ Arbeitslosungen wie vorher angegeben.

R1: Benétigte Materialien (nicht mitgeliefert)
TRIS pH 7.5 50 mmol/1 - Kalibratoren und Kontrollen wie unten angegeben.
TBHBS 6 mmol/1 - Natriumchlorid-Lésung (0,9%)
LOX 0.2 kU/1 - Perchlorsaure (0,3M)
POD 3kU/1
4-aminoantipyrin 0.4 mmol/]
R4
Lactat Standard 30 mg/dl Manuelle Messung ohne Enteiweif3ung:
Wellenldnge: Hg 546 nm (492 - 550 nm)

Reagenz-Handhabung Temperatur: +25°C / +30°C / +37°C
R1: Gebrauchsfertige Losung. Kuvette: 1cm Lichtweg
R4: Gebrauchsfertige Losung. Null Abgleich : gegen Reagenzien Leerwert
Lagerung und Haltbarkeit RL Standard Probe
Ungeoffnete Packungsbestandteile bei 2-8°C bis zum angegebenen Arbeitsreagenz 1000 pl 1000 ul 1000 pl
Verfallsdatum. Standard R4 10 pl
R1: Offen und gekiihlt auf dem Analysegerit: 90 Tage. Probe 10 pl
R2: Offi d gekiihlt auf dem Anal it: 90 Tage.

en und gekiit aut dem Analysegerd age Mischen und nach 5 min. Inkubation
Probenentnahme und Vorbereitung bei +37°C oder nach 10 min. Bei +25°C messen.
Kein Serum verwenden. Plasma von Blut verwenden, das mit der Standard- Kalkulation:
Venenpunktionstechnik in Fluorid- Oxalat- R6hrchen (2,5 mg -
Natriumfluorid und 2,0 mg Kaliumoxalat/ml Blut) gesammelt wurde. AA Probe  xstandard Konz = Lactat Konzentration (mg/dl)
Innerhalb von 15 Minuten nach Probenentnahme zentrifugieren. AA Standard
Cerebrosp?nalﬂijssigkeit (CSF). kann, w.ie entnommen, einges.etzt werden. Die Konzentration des beigefiigten Standard/ Kalibrator R4:
Vollblut mit zugesetztem Natriumfluorid/Kaliumoxalat- Antikoagulanz 30 mg/dl (3,33 mmol/1)
verwenden.
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Kalibrationshiufigkeit
Die Rekalibrierung wird empfohlen:
» Nach Flaschenwechsel (2-Punkt)
* Nach Chargenwechsel (2-Punkt)
« Bei Qualitatskontrollwerten auf3erhalb des angegebenen Bereichs.
Kalibrationsverifikation: Nicht erforderlich.
Entsorgung
Bitte beachten Sie entsprechenden Vorschriften.
Wichtige Gebrauchsinformation
Die Verwendung von Einmalmaterial ist dringend zu empfehlen, da
Verunreinigungen jeder Art die Bestimmung stoéren konnen.
Dieses Reagenz ist ausschlief3lich fiir den Laborgebrauch bestimmt und darf
nur von geschultem Laborpersonal verwendet werden.
Der Anwender verpflichtet sich zur Einhaltung aller Sicherheitsmafinahmen
und handelt nach der DIN 14971
(Risikomanagement).
Der Hersteller tibernimmt keine Haftung fiir Falschanwendung.
Bitte beachten Sie auch das Sicherheitsdatenblatt.
Vor Sonneneinstrahlung schiitzen!
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