BIOPHEN™ Protein C LRT
|3 221211
R1/R2: 3x 3 mL

pfipravena k pouZit.

POUZIT]

BIOPHEN™ Protein C LRT souprava je chromogenni test pro In Vitro kvantitativni
stanoveni aktivity Proteinu C v lidské citratové plazmé za pouZziti manuaini nebo
automatizované metody. Reagencie jsou v tekuté formé pfipravené k pouziti (LRT =
Liquid Reagent Technology).

SHRNUTI:

Technické:

Protein C je na K vitaminu dependentni lidsky protein, ktery inhibuje koagulaci.
Jeho normalni koncentrace v lidské plazmé je kolem 4 pg/ml. Aktivuje se
complexem trombomodulin-trombin. Aktivovany Protein C spolu s vapnikem,
fosfolipidy a jeho kofaktoru Proteinu S §tépi Faktor Va a Vllla. Stépenim je
potlacena jejich prokoagula¢ni kofaktorova aktivita'2.

Klinicke:

Vysetfeni koagulace Proteinu C v lidské plazmé mulze pomoci pfi diagnostice
vrozenych nebo ziskanych deficitt Proteinu C345678,

Ziskané deficity jsou pozorovany u poruch jater, béhem VKA terapie nebo pfi
Diseminované intravaskularni koagulaci (DIC).

Vrozené deficity mohoubyt kvantitativni (Typ 1) nebo kvalitativni (Typ Il) jsou
spojeny s opakovanou venézni trombdzou.

Vrozené nebo ziskané deficity Proteinu C jsou rizikovym faktorem pro Zilni
trombozu?.

PRINCIP TESTU

Soupravou BIOPHEN Protein C LRT je Protein C v plazmé stanoven pomoci
specifické aktivace enzymem Protac®, coz je enzym extrahovany z jedu hada
(Agkistrodon C Contortrix)*°. Aktivovany Protein C (APC) potom specificky $tépi
substrat SaPC-21 za uvolnéni para-nitroanilinu (pNA). MnozZstvi uvolnéného pNA,
méfeného pfi 405 nm, je pfimo umérné koncentraci Proteinu C ve vzorku.

Protac®
Protein C > PCa

PCa
SaPC-21 Peptide + pNA

REAGENCIE:

Protac®. Vysoce ¢istény enzym, extrahovany zjedu hada Agkistrodon C
Contortrix, tekuty a stabilizovany. Enzym je schopen specificky aktivovat Protein C.
Kazda lahvicka obsahuje okolo 0,32 U/ml enzymu Protac®. Obsahuje BSA a malé
mnozstvi Azidu Sodného (0,9 g/l).

SaPC-21. Chromogenni substrat, specificky pro aktivovany Protein C,
stabilizovany, tekuty. Kazda lahvicka obsahuje 1,6 mg/ml SaPR-21. Obsahue smés
5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-jedna a 2-methyl-2H-isothiazol-3-jedna (3:1) a
chlorid cesny.

3 lahvicky po 3 ml.

Koncentrace Protac® se mohou lisit mezi $arzemi, ale jsou pfesné stanoveny pro
kazdou Sarzi.

UPOZORNENi:

Nékteré reagencie v soupravé jsou zviteciho plvodu. Manipulujte s nimi jako
s potencionalné infekénim materidlem se vSemi nalezitymi bezpecénostnimi
opatrenimi.

PFi pouzivani musi byt zachovana vSechna opatfeni, aby se zabranilo riziku
poziti, nebo jiného zplsobu vniknuti (Protac®) do t&la. V pfipadé kontaktu s
pokozkou omyjte velkym objemem vody, v pfipadé kontaktu s otevienym
poranénim vyhledejte ihned lékafskou pomoc a oznamte biologicky plvod
produktu.

Pro podrobnéjsi informace konzultujte Bezpec€nostni List produktu.

o P201: Pfed pouzitim prostudujte specificky aplikacni protokol.

o P280: Pouzivejte ochranné rukavice, obleceni, ochranu o¢i a obliceje.

o P302+352: PRI KONTAKTU S POKOZKOU: Omyjte velkym mnozstvim
vody a mydla.

o P308+313: Pii vystaveni nebo obavach: Vyhledejte Iékafskou pomoc.

o P333+313: Pfi podrazdéni nebo exému: Vyhledejte Iékaiskou
pomoc.

o P405: Skladujte v zamé&enych prostorach.

o P501: Likvidujte obal/obsah dle mistnich pfislusnych regulaci.

* Pouzivejte pouze reagencie stejné Sarze.
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« Studie stability prokazaly, Ze reagencie mohou byt pfevazeny pfi pokojové teploté
bez degradace.
e Pouze pro in vitro diagnostické pouziti.

PRIPRAVA REAGENCIE:
Reagencie jsou pfipraveny k pouziti. Homogenizujte obsah lahvicky,
zabrarite tvorbé pény, a ihned vloZte do analyzatoru dle specifického aplikaéniho
protokolu.
Pro manuéini metodu nechte reagencie stabilizovat 30 minut pfi pokojové teploté
(18-25°C), homogenizujte pred pouZitim.
Stabilita reagentu po otevieni, pokud je v originalni lahvi¢ce a je zabranéno
jakémukoliv odpafovani a kontaminaci béhem pouZiti:

. 5 tydnii v 2-8C°C

. 7 dni za pokojové teploty (18-25°C)

. nemrazit

R2: Reagent 2: SaPC-21
Hnéda lahvicka, pfipraven k pouZiti. Nechte stabilizovat po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté (18-25°C) za ob&asného promichani. Pfed kazdym pouzitim
promichejte.
Stabilita reagentu po otevreni, pokud je v originalni lahvi¢ce a je zabranéno
jakémukoliv odparovani a kontaminaci béhem pouziti:

. 5 tydnt v 2-8C°C

. 7 dni za pokojové teploty (18-25°C)

. nemrazit

SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie musi byt skladovany v teploté 2-8°C, v jejich originalnich
obalech v krabi¢kach. Pak jsou stabilni az do data expirace vytis§téného na obalu.
Stabilita reagencie po otevieni, pokud je zabranéno odpafovani a
kontaminaci a pokud je skladovana uzavrena:

. 5 tydn pfi 2 - 8°C

. 7 dni pfi pokojové teploté (18 — 25°C)

. Nemrazte.

. Stabilita v analyzatoru: Viz specificky aplika¢ni protokol pro dany

analyzator.

Zluté zbarveni substratu indikuje kontaminaci. Kontaminovanou reagencii
znehodnotte a na¢néte novou lahvicku.

REAGENCIE POTREBNE, ALE V SOUPRAVE NEPRITOMNE:

Reagencie:

¢ Destilovana voda.

o Kyselina octova (20%) nebo 2% kyselina citronova (pro end point metodu).
o Fyziologicky roztok (0,9% NaCl).

o Plazmatické kalibratory se zndmou koncentraci jako jsou:

Produkt Katalogové ¢islo
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201

Viz specificky aplikaéni protokol pro pouzity analyzator.

Material:
o Spektrofotometr nebo automaticky pfistroj pro chromogenni testy.
o Stopky, kalibrované pipety, plastové zkumavky nebo mikrotitracni desticka.

ODBER VZORKU A PRIPRAVA PLAZMY

Krev (9 dild) musi byt odebrana do 0,109 M tri-sodného citratového antikoagulancia
(1 dil; 0,109M, 3,2%), pfimou venepunkci. Prvni odebrana zkumavka by méla byt
znehodnocena.

Vzorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich fadu.

Pro skladovani plazmy se odkazte na reference!®t12,

PROVEDENI TESTU:

Souprava je specialné uréena pro kinetickou metodu automatickou nebo manuaini
(endpoint). Méfeni je provadéno pfi 37°C a zména zbarveni se odecte pfi 405 nm.

Pro automatickou metodu jsou aplikaéni protokoly dostupné na vyzadani. Viz
specificky aplikaéni protokol pro pouzity analyzator.

Provedeni méfeni:

1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly dle jejich pfibalovych instrukci. Pro
zhotoveni kalibrace nafedte kalibrator fyziologickym roztokem, jak je uvedeno nize
(,C* je definovana jako koncentrace Proteinu C). Redéni 1:2 odpovida vyznagené
koncentraci (C) PC a fedéni 3:4 odpovida 1,5krat této koncentrace (3C:2).
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Kalibraéni kfivka muze byt stanovena nasledovné:

%Proteinu C 3C:2 C Cc:2 C:4 0
%Protein C 150 100 50 25 0
Objem kalibratoru 150 pl 250 pl 250 pl 125 pl ol
Objem fyziologického
roztoku 50 pl 250 pl 750 pl 875 pl 1000 pl
2. Naredte vzorky fyziologickym roztokem, jak je popsano nize: _
Vzorek Katalogové ¢islo Redéni
Kontrola 223201/223301 1:2
Vzorek n.a. 1:2

Vytvorte kalibracni kfivku a testuje kontroly kvality. Pokud skladujete vzorky pfi
pokojové teploté (18-25°C), provedte mérfeni co nejdfive po nafedéni. Pfesné
hodnoty kalibratord a kontrol jsou pro kazdou $arzi uvedeny v letaku pfilozeném
k soupravé.

3. Do jamek desti€ky nebo zkumavek, inkubovanych na 37°C, pfidejte nasleduijici:

LIMITY METODY:

Pro optimalni pribéh testu by mély byt dodrZzovany instrukce Hyphen-BioMed.
Laboratof je odpovédna za validaci kazdé zmény v téchto instrukcich.

Reagencie neobvyklého vzhledu nebo jevici znamky kontaminace nesmi byt
pouzita.

Podezielé vzorky nebo vzorky vykazujici znamky kontaminace musi byt
znehodnoceny.

Vzorky vykazujici znamky aktivace musi byt znehodnoceny.

Aprotinin inhibuje Aktivovany Protein C — vzorky s Aprotininem tak maji fale$né
nizsi aktivitu Proteinu C°.

Pritomnost protilatek proti lidskému Proteinu C muze inhibovat amidolytickou
aktivitu Proteinu C v prabéhu testu.

OCEKAVANE HODNOTY:

Koncentrace Proteinu C u dospélych jedinct je mezi 70 a 140%, dle interni studie.
Kazda laboratof si musi stanovit vlastni normalové rozmezi.

CHARAKTERISTIKA:

o Nizké detekéni rozhrani je zavislé na pouzitém analytickém systému (<1,8% na
Sysmex CS-5100).

o Detekéni rozhrani metody je zavislé na pouzitém analyzatoru (kolem 7 az 200%
PC na Sysmex CS-sérii).

e Studie vykonu byly provedeny interné na Sysmex CS-5100.

e Stuide vykonu byla provedena za pouziti laboratornich kontrol po dobu 20 dni, 2
série denné, 3 opakovani v kazdé sérii. Nasledujici hodnoty byly ziskany:

Mikrotitracni
desticka Zkumavka
Redé&né vzorky, kontroly, kalibratory. 25 pl 50 pl
R1: Protac® Pfedehfaty na 37°C 100 pl 200 pl
Promichat a inkubovat v 37°C 5 minut, potom prfidat
R2: SaPC-21, predehfaty na 37°C [ 100 pl [ 200 pl
Promichat a inkubovat v 37°C pfesné 5 minut
Zastavit reakci nasledujicim zplsobem
Kyselina citronova (2%)* [ 100 pl [ 200 pl

Promichat a méfit absorbanci pfi 405 nm proti odpovidajicimu blank

*Nebo 20% kyselinu Octovou. Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.

Blank se ziska michanim reagencii v opacném pofadi — Kyselina, R2, R1, fedény
vzorek.

Méfte optickou prostupnost na vinové délce 405 nm. Od naméfené hodnoty
odectéte absorbanci blank vzorku.

Blank vzorku vytvorte, pokud je vzorek iktericky, lipemicky, hemolyzovany, nebo
jeho barva neodpovida standardni plazmé.

Pokud jsou potfeba jiné reakeni objemy, nez vySe uvedené, je naprosti nutné
zachovat pomér objemu. UZivatel je zodpovédny za to, Ze provedené zmény
validuje a za pfipadny vliv zmén na vysledek.

KALIBRACE:
Soupravu BIOPHEN™ Protein C LRT je nutné kalibrovat pro testovani aktivity
Proteinu C. Kalibrator pokryvajici dynamické rozmezi testu je dostupny od
HYPHEN-BioMed (viz &4st REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V SOUPRAVE
NEPRITOMNY).

. Rozmezi kalibrace je pfiblizné od 0% do 150%.

Nize zobrazena kalibracni kfivka je pouze pfikladem. Kazda laboratof si musi
stanovit vlastni kalibra¢ni kfivku pro danou sérii testd.

BIOPHEN™ Protein C LRT
C5-5100

0,25 -

OD/min

0 r : . . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Protein C (%)

KONTROLA KVALITY:

Pouziti kontrol slouzi k validaci vysledk(i a homogenity méfeni v sérii nebo mezi
sériemi pro danou $arzi reagencii.

Zaclerite kontrolu kvality do kazdé série testl. Nova kalibrace musi byt provedena
nejméné pro kazdou novou $arzi reagencie, po kazdé vyznamné opravé &i udrzbé
pristroje, nebo kdyZz vysledek kontrol je mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof musi definovat vlastni pfijatelné rozmezi kontrol pro konkrétni
analyticky systém.

VYSLEDKY:

Pro manualni endpoint metodu vyneste kalibraéni kfivku bi-linearné s OD 405 nm
na osu Y a aktivitu Proteinu C vyjadfené v % na osu X. Pro kinetickou metodu
pouzijte AOD405 misto OD405.

Koncentrace Proteinu C (%) v testovaném vzorku je pfimo odvozena z kalibra¢ni
kfivky, pokud je pouzito standardni fedéni.

Vysledky musi byt interpretovany s pfihlédnutim k biologickému a klinickému
stavu pacienta.
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Intra assay
LOIEY N Pramer CV% SD
Kontrola 1 40 35,7 2,2 0,8
Kontrola 2 40 81,2 15 1,2
Inter assay
N Pramér CV% SD
Kontrola 1 120 36,3 2,4 0,9
Kontrola 2 120 84,1 2,0 1,7

e Dle principu metody neni predpokladana interference anti-Xa a anti-lla
antikoagulans, jako jsou Rivaroxaban, Apixaban, Edoxaban, Dabigatram nebo
UFH.

e Korelace s referenéni metodou (Berichrom Protein C souprava — Siemens, vs
BIOPHEN™ Protein C LRT na Sysmex CS-5100):

N=114 y =1,04x — 4,04 r=0,979

¢ Interference:

Nebyly zaznamenany Zadne interference na Sysmex CS-5100 do nasledujicich
hodnot:

Hemoglobin [ Bilirubin (F/C) [ Intralipidy

500 mg/dl | 60 mg/dl | 1000 mg/d!

Viz specificky aplikaéni protokol pro pouzity analyzator.
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SYMBOLY:

Pouzité symboly jsou uvedeny v seznamu 1SO15223-1 standard, viz dokument
Definice symbolu.

H317: Muze zpusobit alergickou kozni reakci.
H361f: Podezfeni na poSkozovani plodnosti.

D750-23/B1/1205/v1

Distributor: Diagnostica s.r.0, Za Trati 686, Praha 9, Ceska republika, tel +420 266 315 909, Fax.+420 266 316 000, e-mail: info@diagnostica.cz, www.diagnostica.cz


mailto:info@diagnostica.cz

