archem

DIAGNOSTICS

Q

LAKTAT DEHIDROGENAZ (LDH)

IFCC Metot

LDH konsantrasyonunun tayini i¢in diagnostik reaktif.

Sivi. Cift reaktif. +2/+8°C’de saklayiniz. In Vitro Diagnostik kullanim igindir. Dondurmayiniz.

N2260 220 mL MD260 250 mL
N2261 110 mL M4260 500 mL
T2260 660 mL M4261 250 mL
T2261 350 mL M2260 500 mL
HN260 300 mL M2261 250 mL
HN261 225 mL §2260 125 mL
K2260 600 mL S52261 288 mL
K2261 300 mL TB2260 250 mL
M3260 250 mL TB2261 150 mL
M3261 200 mL BB125 200 mL
M3262 75 mL DM2260 277,5mL

D2260
D2261
A2260N
A2261N
A2262N
A2266N
8A2260
8A2261
BY2260
BY2261
LM188
BZ2135

660 mL HT2260 675 mL
350 mL HT2261 450 mL
500 mL L2260 675 mL
250 mL L2261 300 mL
125 mL L2262 250 mL
125 mL LB260 250 mL
675 mL PL2260 150 mL
450 mL RD2260 300 mL
675 mL RD2261 150 mL
450 mL S2262 125 mL
250 mL MS-105 150 mL
375 mL

Kullanma talimati icerisinde yapilan degisiklikler gri ile isaretlenmistir.

KULLANIM AMACI

Bu test serum ve plazmadaki LDH’nin kantitatif tayini igin
uygulanmaktadir.

GENEL BILGI

Laktat dehidrojenaz (EC 1.1.1.27; L-laktat: NAD* oksido-
redlktaz; LDH), bir hidrojen alicisi olarak NAD* araciligi ile
L-laktatin piruvata oksidasyonunu katalize eden bir
hidrojen transfer enzimidir. Reaksiyon tersinirdir ve
reaksiyon dengesi, piruvatin laktata (P—L) indirgenmesini
(ters reaksiyon) gugli bir sekilde desteklemektedir. Laktat
substratindan pirlivat olusum reaksiyonu (L—P) igin
optimum pH: 8,8-9,8'dir(Sekil 1).!
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Sekil 1. Laktat dehidrojenaz enziminin katalizledigi tersinir 6zellikli
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonu !

Enzimin molekuler agirhdr 134.000 D'dir ve her biri ayri
genetik kontrol altinda olan M (veya A) ve H (veya B) olmak
Uzere iki tipte dort peptit zincirinden olusur. Sonug olarak
5 izoenzim vardir: H4 (anoda dogru elektroforetik
hareketliligi nedeniyle LDH1 olarak adlandiriimigtir), H3M1
(LDH2), H2M2 (LDH3), H1M3 (LDH4) ve M4 (LDH5). Dort
X (veya C) alt biriminden olusan farkh bir altinci LDH
izoenzimi olan LD-X (LDc olarak da adlandirilir), ergenlik
sonras! insan testislerinde mevcuttur. Agir hastalarin
serumlarinda LDH6 adi verilen yedinci bir LDH tespit
edilmistir. LDH izoenzimlerinin ayrilmasinda kullanilan en
yaygin yontem elektroforezdir.2

LDH aktivitesi viicudun tim hticrelerinde mevcuttur ve her
zaman yalnizca hicrenin sitoplazmasinda bulunur.
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Cesitli dokulardaki enzim konsantrasyonlari, serumda
fizyolojik olarak bulunanlardan yaklasik 1500 ila 5000 kat
daha fazladir.

Bu nedenle, enzimin kiiglik bir hasarli doku kitlesinden
bile sizmasi, LDH'nin gézlenen serum aktivitesini énemli
Olciide artinr. Farkh dokular farkli izoenzim bilesimi
gOsterir. Kalp, bobrekler (korteks) ve eritrositlerde LDH1 ve
LDH2 baskinken karaciger ve iskelet kasinda LDH4 ve
LDHS5 izoenzimleri baskindir.3

Tum dokulardaki genis dagilimi nedeniyle serum LDH
aktivitesindeki artiglar, miyokard enfarktliisii, hepatit,
hemoliz ve bdbrek, akciger ve kas bozukluklari dahil olmak
Uzere cesitli klinik durumlarda ortaya c¢ikar. Literatlrin
sistematik incelenmesi sonucunda, serum LDH analitinin
yalnizca hematoloji ve onkolojiyle ilgili oldugu
gortimektedir.4

Hemolitik anemiler serumdaki LDH konsantrasyonlarini
o6nemli o6lcide artinr. Megaloblastik anemilerde LDH
aktivitesinde st referans simiri (URL)'nin 50 katina kadar
belirgin artislar gdézlemlenmistir. Bu anemiler, kemik
iliginde eritrosit 6ncl hicresinin parcalanmasina (etkisiz
eritropoez) neden olarak buyiik miktarlarda LDH1 ve LDH2
izoenzimlerinin salinmasina neden olur. Bu ylkselmeler
uygun tedavi sonrasinda hizla normale déner. izleme
amaciyla LDH duizeyleri, Hodgkin hastaligi ve Hodgkin disi
lenfomada hayatta kalma oraninin (hayatta kalma
olasiligi) ve suresinin tahmin edilmesiyle ilgilidir.?

Malign hastaligi olan hastalar siklikla serumda artmis LDH
aktivitesi gOsterir. Karaciger metastazi olan hastalarin
%70 kadarinda ve diger karaciger disi metastazi olan
hastalarin %20 ila %60'Inda toplam LDH aktivitesi
artmigtir. Teratom, testis seminomu ve yumurtalik
disgerminomasi gibi germ hiicreli timorlerde (vakalarin
%60') belirgin sekilde artmis LDH gozlenir.5 LDH, testis
germ hiicreli timorleri, melanomu ve kiiglik hicreli akciger
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kanseri olan hastalarda sonucun yararli bir 6n gérdirtcusu
gibi  gorinmektedir2 Karaciger hastaliginda LDH
aktivitesinde artislar (baskin LDH-4 ve LDH-5 izoenzimleri)
g6zlenir, ancak bunlarin karaciger profilinde klinik
kullanimi  sinirl - gériinmektedir ve aminotransferaz
aktivitesi arastirmasina anlamli  bir katki sagladigi
gorilmemektedir.! Plevral sivisinda olgllen LDH (serum
LDH ile kombinasyon halinde), eksudatif eflizyonlari,
transldatif eflizyonlardan ayirmaya yardimci olur.8

Dolagimdaki enzim miktarinda URL'nin sekiz katina kadar
kalici bir artisa yol agan bir otoantikor-enzim kompleksinin
olusmasi sonucu ortaya c¢ikan makro-LDH, 1/10.000
kisiden azinda mevcuttur. Ek takipten, arastirmalarindan
veya gereksiz tedaviden kaginmak igin stipheli bireylerde
bir makro-LDH'nin belgelenmesi (6rnegdin, elektroforezde
anormal sekilde yer degistiren bir bandin varlidi)
saglanmahdir.!

TEST PRENSIBI
IFCC metot

Laktat dehidrojenaz  (LDH), L-laktatin  piruvata
dénlisimunu katalizleyen bir oksidorediktaz enzimidir. Bu
reaksiyon sirasinda hidrojen alicisi olarak gérev yapan
NAD®*, NADH ve H*'a indirgenir. Olusan NADH miktari, 340
nm dalga boyunda absorbans artisi izlenerek belirlenir.
Absorbans degisim hizi numunedeki LDH enzim aktivitesi
ile dogru orantihdir.

Bilgi Notu:

e LDH1 igin optimize edilmis bir L—P referans yontemi,
Uluslararasi Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi
Federasyonu (IFCC) tarafindan gelistirilmistir.” Bu
yontem yakin zamanda 37°C'de LDH igin bir IFCC
birincil referans prosedirinun gelistiriimesinin
temelini olugturmustur.® Agaroz jel veya sellloz
asetat membranlar kullanilarak yapilan elektroforetik
ayirma yontemi, LDH izoenzimlerini gostermek igin
en yaygin olarak kullanilan prosedtrdir.®

REAKTIF BILESENLERI

Fosfat tampon : <60 mmol/L
Sodyum piruvat  : <70 mmol/L
NADH : £20 mmol/L

REAKTIF HAZIRLAMA
Reaktifler kullanim igin hazirdir.

REAKTIF STABILITESI VE SAKLAMA SARTLARI
Reaktifler +2/+8°C'de kapal tutuldugu slrece etikette
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

Acilan siseler 30 gin +2/+8°C’de optimum sartlarda
stabildir. Cihaz Usti stabilite otoanalizér sogutma
spesifikasyonlari ve carry-over degerleri ile glgclu bir
sekilde iligkilidir.

Reaktif stabilitesi ve saklama sartlarn verileri, Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) EP25-A protokolu
kullanilarak dogrulanmigtir.
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NUMUNE GEREKLILIKLERI

Serum ya da li-heparin plazma numuneleri kullanilabilir.
Birden ¢ok numune dondurma ve c¢b6zme isleminden
kaginiimahdir.

Serum ve plazmadaki LDH stabilitesi?*2527;
7 giin +20/+25°C’de
4 glin +2/+8°C’de
6 hafta -20°C’de

Bilgi Notu:
e Serum, LDH aktivitesini 6lgmek igin tercih edilen
Ornektir. Plazma numuneleri yuksek

konsantrasyonlarda LDH iceren trombositlerle
kontamine olabilir.

e Farkh izoenzimlerin soguga karsi duyarliliklari
farkhhk gosterir, 6zellikle LDH4 ve LDH5 sogukta
labil karakterdedir. Numuneler -20°C'de saklanirsa
LDH4 ve LDHS5'in aktivitesi kaybolur. Bu nedenle
gerekli oldugunda serum O&rnekleri en az 3 gine
kadar hicbir aktivite kaybinin meydana gelmeyecedi
oda sicakliginda saklanabilir."-2

e EDTA'nIn, LDH aktivatori oldugu 6ne suriilen Zn*?'yi
baglayarak enzimi inhibe etme ihtimali vardir.

e Serum veya plazma numuneleri toplandiktan sonra
pthti  ve hicresel bilesenlerden gecikmeden
ayrilmalhdir.

e Analiz Oncesinde c¢okelti gbzlenen numuneler
santriflij edilmelidir.

KALIBRASYON VE KALITE KONTROL

Kalibrasyon: Bu test icin Arcal Auto Kalibrator
kullaniimalidir.

Arcal Auto Kalibrator

Ref.No: A39052

Ref.No: A39054

Ref.No: A39055 (Olympus AU serisi igindir.)

Kalibrasyon  stabilitesi 30 gindir. Reaktif lot
numarasindaki degisiklikler kalibrasyon gerektirir. Eger
kalite kontrol sonuglar kabul edilebilir limit araliklarinda
degilse kalibrasyon yapmak gerekir.

Kontrol: Degerleri bu yontemle belirlenmis ticari olarak
ulagilabilen kontrol malzemesi kullanilabilir. Tavsiye
edilen:

Arcon N Seviye 1 Kontrol- Liyofilize

Ref.No: A3910

Ref.No: A3912 (Olympus AU serisi igindir.)
Ref.No: A3913 (BS Serisi igindir.)

Ref.No: A3914 (Erba icindir.)

Arcon P Seviye 2 Kontrol- Liyofilize

Ref.No: A3920

Ref.No: A3922 (Olympus AU serisi igindir.)
Ref.No: A3923 (BS Serisi icindir.)

Ref.No: A3924 (Erba i¢indir.)

En az iki seviye kontrol ile her 24 saatte bir calistiriimalidir.
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Her laboratuvarin kendi kalite kontrol prosedurlerini
belilemesi gerekmektedir. Daha siki kontrol takibi
gerekiyorsa, laboratuvariniz igin geligtiriimis kalite kontrol
proseddrlerine bakiniz.

REFERANS ARALIKLARI / MEDIKAL KARAR
DUZEYLERI

Yetiskinler23: 230 - 460 U/L

Serumdaki LDH aktivitesi degerleri, enzim reaksiyonunun
yonlne ve kullanilan yénteme bagli olarak dnemli dl¢tide
degisiklik gosterir.2

37°C'de IFCC referans proseduriine gore izlenebilir bir
testle belilenen beyaz yetigkin deneklerdeki referans
araliginin 125 ila 220 U/L oldugu bulunmustur.'? LDH
referans sinirlan ¢ocuklarda daha yUksektir (180 ila 360
u/iL).B

Her laboratuvar kendi hasta populasyonu igin beklenen
degerlerin transfer edilebilirligini arastirmali ve eger gerekli
ise kendi referans araligini belirlemelidir.

Referans araligi, CLSI EP28-A3c protokoli kullanilarak
dogrulanmigtir.14

Birim Donligiim:
U/L x 0,0167 = pkat/L

PERFORMANS OZELLIKLERI
Olgiim Araligi (Measuring Interval)

CLSI EP34-ED1:2018'e gére “Olgtiim Arah@r” ilgili analitin
alt miktar tayini sinirn (lower limit of quantitation; LLoQ) ile
Ust miktar tayini siniri (upper limit of quantitation; ULoQ)
arasinda yer alan, seyreltme, konsantre etme veya
herhangi bir 6n igslem olmaksizin tibbi olarak ve laboratuvar
gereksinimi  bakimindan istenilen dogrulukta analit
konsantrasyonunun 6lglldigu araligr ifade eder. 13

LDH igin tespit edilen analitik élcim arahd 10 — 1500
u/L’dir.

Tayin Limitleri (Detection Capability)

Saptama siniri (Limit of Detection: LoD): 7,2 U/L

Miktar tayini sinin (Limit of Quantitation; LoQ): 10,0
u/L

Not: Bu deger belirlenirken ylzde degisim katsayisi
(%CV) degerinden < %20 degeri temel alinir.

LoD ve LoQ degerleri, CLSI EP17-A2:2012 protokolu
kullanilarak dogrulanmistir.18

Dogrusallik (Linearity)

Bu yoéntem 1500 U/L'ye kadar olgim dogrusalligini
gOsterir. Bu degerin Uzerindeki konsantrasyonlarda
otoanalizériin otomatik dilisyonundan faydalanabilirsiniz.
llave bilgi igin cihazin kullanim kilavuzuna bakabilirsiniz.
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Manuel dilisyon prosedurl igin, numuneyi 1:5 oraninda
%0.90°lik isotonik kullanarak seyreltiniz. Bu islemden
sonra tekrar galigilan numune sonucunu dillisyon faktor
ile carpiniz. Dilisyon sonrasi numune sonucu lineer alt
sinirdan disik  oldugunu gOsterecek  sekilde
isaretlenmigse sonucu rapor etmeyiniz. Uygun bir dilisyon
kullanarak tekrar galistiriniz.

Dogrusallik galismalari CLSI EPO06-A:2003 rehberi
kullanilarak dogrulanmistir.?

Kesinlik (Precision)

Calisma diizeni 20x2x2 “The Single Site” protokoliine gére
olusturulmustur. Calisma sonucunda Tekrarlanabilirlik
(Repeatibility) ve Laboratuvar igi Kesinlik (Within-
Laboratory precision/Within-Device Precision) degerleri
elde edilmistir.

Kullanilan protokole gére 20 giin boyunca (ardisik gln
olma zorunlulugu yoktur) ginde 2 ayr calisma (run)
yapiimigtir. Bu protokol disik ve ylksek numuneler igin
ayri ayri uygulanmig ve her bir numune icin 80 sonug elde
edilmigtir. Sonuglar istatistiksel olarak 2 faktorli Nested-
ANOVA modeli kullanilarak elde edilmigtir.18

LDH'ye ait tekrarlanabilirlik ve laboratuvar igi kesinlik SD
(standart sapma) ve %CV degerleri sirasiyla tablo 1 ve
2’de verilmigtir:

Tablo 1. iki Ay Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen LDH Tekrarlanabilirlik Sonuglan

Ortalama konsantrasyon SD CV% n
132,8 U/L 1,29 0,97 80
402,6 U/L 2,56 0,63 80

Not: Bu calisma dizeni dnceki yayinlanmig CLSI EPO5-
A2 rehberinde “within-run precision” olarak
adlandiriimaktadir.'®

Tablo 2. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen LDH Laboratuvar igi Kesinlik Sonuglan

Ortalama konsantrasyon SD CV% n
132,8 U/L 2,25 1,69 80
402,6 U/L 5,88 1,46 80

Not: Bu calisma diizeni onceki yayinlanmig CLSI EPO5-
A2 rehberinde “total presizyon” olarak
adlandiriimaktadir.1®

Metot Karsilagtirma

Metot karsilastirmasi verilerinin istatiksel degerlendiriimesi
sonucunda:

Passing-Bablok denklemi:20
y= 6,28 + 0,95 x
r= 0,993 olarak hesaplanmistir.

interferans

LDH interferans tarama testinde kullanilan endojen
interferant ve analit konsantrasyonlari “CLSI EP37-
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ED1:2018” ve “CLSI EP07-ED3:2018” kilavuzlarina uygun
olacak sekilde belirlendi.2!22

LDH interferans tarama testi sonucunda elde edilen
g6zlemlenen fark degerinin interferans bakimindan
anlamli olup olmadigini tespit edebilmek icin kullanilacak
olan toplam kabul edilebilir hata orani +%10 olarak alindi.23

LDH interferans testi sonucunda, belirlenmis olan endojen
interferant ve analit konsantrasyonlarinda, interferantlar ve
analit arasinda belirgin bir etkilesim gozlenmedi.

interferant- LDH Hedef N* Gozlemlenmis
Konsantrasyon (/L) Geri Elde %
Trigliserit 1715 3 102
2978 mg/dL
Bilirubin Total
60 mg/dL 228,4 3 102
Hemoglobin
1350 mg/dL 169,8 3 109

*Serum havuzu geklinde hazirlanmis olan kontrol ve test (iginde
interferant bulunan) numunelerinin kag kez tekrarli ¢alisilacaginin
hesaplanmasinda ilgili metot icin dnceden tespit edilmis
tekrarlanabilirlik (with-in run) SD degerleri ve interferans limiti olarak
belirlenmis  toplam  kabul edilebilir hata orani  kullanildi.
Hesaplamalarda tip 1 hata (a hata) orani %5 ve tip 2 hata orani (3
hata) %10 (%90 giig) kabul edildi.?

Bilgi Notu:

e P—.L reaksiyonu, L—P reaksiyonuna gére NAD* ve
laktat konsantrasyonlarina daha fazla bagimlilik
gosterir ve NAD*'nin inhibitor Grtinlerle daha fazla
kontaminasyonu gordlebilir. 78

o Eritrositlerdeki analit dizeyi normal
serumlardakinden ylksek oldugundan, eritrositlerle
kontaminasyon sonuglar yukseltecektir. Etkilesim
diizeyi pargalanmig eritrositlerdeki analit igerigine
bagl olarak degisebilir.

Endojen interferantlar yani sira gesitli  ilag  ve
metabolitlerinin, antikoagulanlar (6rn. Heparin, EDTA, sitrat,
oksalat) ve koruyucular (6rn. Sodyum florir, iyodoasetat,
hidroklorik asit) gibi 6érnek katki maddelerinin, toplama ve
isleme sirasinda Orneklerle temas edebilen maddelerin
(serum ayirici cihazlari, 6rnek toplama kaplari ve igerigi,
kateterler, kateter yilkama ¢ozeltileri, cilt dezenfektanlari, el
temizleyicileri ve losyonlar, cam yikama deterjanlari, toz
eldivenler vb.), belirli testleri etkiledigi bilinen diyet
maddelerinin (kafein, beta-karoten, hashas tohumu vb.)
veya bir dérnekte yabanci proteinlere (heterofilik antikorlar
vb.), otoimmin yanita (otoantikorlar vb.) veya maligniteye
bagl (6rnegin paraproteinlerin, fosfat testi ve indirekt iyon
segici elektrot yontemleri ile girisim olusturmasi) olusturan
mevcut bazi maddelerin pek g¢ok farkli nedenden 6tlri
cesitli girisimlere ve yanlis dederlendirmelere neden olacak
olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikabilecegi unutulmamalidir.??

Bu performans karakteristikleri otoanalizér kullanilarak
elde edilmistir. Sonuglar farkli ekipmanlar ya da manuel
prosedirler kullanildiginda bazi degisiklikler gosterebilir.
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UYARILAR VE ONLEMLER

IVD: In Vitro Diagnostik kullanim igindir.

Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayiniz.
Farkli iki lot numarali reaktif birbirine karistirimamalidir.
Profesyonel kullanim igindir.

lyi Laboratuvar Uygulamalari (GLP) ilkelerine uyunuz.
Sodyum azid igerir.

DIKKAT: Bu Uriin ile birlikte insan kaynakli érnekler isleme
alinmaktadir. insan kaynakli érneklerin timi potansiyel
bulagici olarak kabul edilir ve OHSAS (Is Saghg ve
Guvenligi Yoénetim Sistemi) standartlarina uygun olarak
ele alinmasi tavsiye edilmektedir.

Tehlike

EUH032 : Asitle temasta ¢ok zehirli gaz cikarir.

H317 : Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

Onlem

P280 : Koruyucu eldiven / koruyucu giysi /
g0zlik / maske kullaniniz.

P264 : Kullandiktan sonra elinizi uygun sekilde
yikayiniz.

pP272 : Kirlenmis is kiyafetinin is yeri disinda
kullanimina izin verilmemelidir.

Miidahale

P302+P352 : Deri ile temasta bol sabun ve su ile
yikayiniz.

P333+P313 : Deriyi tahris eder ya da kizariklik
meydana  gelirse  tibbi  yardima
basvurunuz.

P362+P364 : Kontamine olmus giysiyi ¢ikariniz ve
kullanmadan ©6nce uygun sekilde
yikayiniz.

imha

P501 :igerikleri ve kaplari yerel
diizenlemelere gore atiniz.
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