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HEMOCLOT™Protein S

REF CK041K 3x1ml

Koagulacni metoda pro méreni aktivity
Proteinu S.

POUZITI:

HEMOCLOT™ Protein S souprava je koagulaéni metoda pro in vitro
kvantitativni méreni aktivity Proteinu S (PS) v lidské citratové plazmé
automatickou nebo manudlini metodou.

SHRNUTI:

Technickeé:

Protein S je vitamin K zavisly protein tvoreny v jatrech. PS v plazmé ma dvé
formy: komplex C4b-BP, nebo volny PS, ktery funguje jako antikoagulans
kofaktorovou aktivitou aktivovaného Proteinu C (APC). V pfitomnosti vapniku
a fosfolipidd APC-PS komplex inhibuje Faktory Va a Villa.!

Klinické:

Aktivita PC/PS inhibiéni cesty je snizena pokud je deficit volného PS nebo jeho
deformace. Vrozeny nebo ziskany deficit PS je spojeny se zvySenym rizikem
venozni trombdzy.>?

PS aktivita je zdvislda ne véku a pohlavi**, a mlZe byt snizend v nékolika
ptipadech: Vitamin K deficti nebo VKA terapie (predispontni ke krvacivym
problémim vic neZ trombotickym), terapie L-asparagindzou, poruchy jater,
nefroticky syndrom, téhotenstvi, oralni kontraceptiva nebo estrogen terapie,
prvi faze zanétu, virova infekce, disseminovana intravaskularni trombdza
(DIC), Zilni trombdza (DVT), pulmonérni embolie (PE) a vzacné kvili ziskanym
nebo prechodnym protildtkdm proti PS (napfiklad u déti s planymi
nestovicemi).>?

Ziskany deficit Proteinu S je klasifikovan do tfi typl: typ | a Il jsou 95%
ptipadu PS deficitu.>®

Mutace faktoru V (FV Leiden mutace R506Q) je rezistentni na inaktivaci jeho
koagula¢ni aktivity APC-PS komplexem.!

PRINCIP:

HEMOCLOT™ Protein S je souprava pro koagulaéni metodu za pouZiti ¢asu
aktivovaného parcialniho tromboplastinu (APTT), ktery je aktivovan Faktorem
IXa v pfitomnosti fosfolipid(, vapniku a nadbytku APC.

Redéna méFend plazma je smichana s PS deficitni plazmou (R1). Aktivaéni
reagencie (R2) je pfidana v konstatni a optimalizované koncentrantraci.
Koagulace je spusténa pfidanim vapniku (Ca%"). Koncentrace PS je limitujici
faktor, a proto je vysledny ¢as koagulace pfimo imérny koncentraci Proteinu
C.

REAGENCIE:

Protein S deficitni plazma, pfipraveno imunodepleci, lyofilizovano
v pfitomnosti heparin neutralizujici latky.

Aktivacni reagencie, lyofilizovano. Obsahuje lidsky Faktor 1Xa, lidsky APC a
fosfolipidy, v optimalni koncentraci. Obsahuje BSA.

CK041K > 3 lahvicky po 1 ml.

VAROVANI A UPOZORNENI:

o Neékteré reagencie v soupravé obsahuji material lidského plvodu. Plazma
pouzitd kvyrobé takového materidlu byla testovana registrovanymi
metodami a shleddna negativni na pfitomnost protilatek HIV 1, HIV 2 a HCV
a antigenu Hepatitidy B. Pfesto Zadna metoda testovani nemuze kompletné
vyloucit pFitomnost infekénich agens. Proto musi byt tyto reagencie
povazovany za potencionalné infekéni se vSemi odpovidajicimi
bezpecénostnimi opatfenimi.
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e Odpadni material zlikvidujte dle lokalnich smérnic o zachdazeni s
odpadem.

e PouiZivejte pouze reagencie ze stejné Sarze.

o Studie stability prokazaly, Ze reagencie muZe byt prepravovana za pokojové
teploty bez jejiho poskozeni.

e Pouze pro laboratorni pouZiti In Vitro.

PRIPRAVA REAGENCIi:
Abyste zabranili ztrdté produktu, lahvicky otevirejte opatrné.

Rozpustte obsah kazdé lahvicky s pfesné:

E CK041K >1 ml destilované vody

Radné& promichejte, dokud se obsah nerozpusti, zabrafite tvorb& pény pfi
michani a vloZte do analyzatoru dle specifického aplikacniho protokolu.

Pro manudlIni metodu nechte stabilizovat 15 minut pfi pokojové teploté (18 —
25°C) a homogenizujte pred pouZitim.

SKLADOVANI A STABILITA:
Reagencie musi byt skladovana pfi 2-8°C ve svém origindlnim obalu. Je pak
stabilni do data expirace uvedeného na krabicce.
Stabilita oteviené reagencie po rozpusténi, pokud je zabranéno
kontaminaci nebo odparovani a je skladovana uzavieng, je:

. 24 hodin pfi 2 -8°C

- 8 hodin pfi pokojové teploté (18 — 25°C)

. Nemrazte.

. Stabilita v analyzatoru: viz specificky aplikacni protokol.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V SOUPRAVE NEPRITOMNY:
Reagencie:

e Destilovana voda.

e Imidazol pufr (AR021B/K/L/M/N).

e CaCl2 pf¥i 0,025M (ARO01B/K/L)

e Specifické kalibratory a kontroly:

Nazev produktu Referencni ¢islo
BIOPHEN™ Plasma Clibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301

PouZijte stejny pufr pro viechna méreni.
Viz specificky aplikacni protokol pro Vas analyzator.

Materidl:

e Vodni lazen, semi-automaticky nebo automaticky analyzator pro
koagulacni méreni.

e Stopky; Kalibrované pipety; Zkumavky z plastu nebo silikonového skla.

PRIPRAVA A ODBER VZORKU:

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

Vzorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich radu.

Pro skladovani plazmy se odkaZte na reference®.

PROVEDENI TESTU:

Souprava muize byt pouzita pro manudlni nebo automatickou metodu.
Provadéjte test pfi 37°C a mérte Cas koagulace, ktery je zapocaty pfidanim
vapniku.

Pro automatickou metodu jsou aplika¢ni protokoly dostupné na vyzadani.
Viz aplikacni protokol pro pouzity analyzator.
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Manualni metoda:

1. Pfipravte kalibratory a kontroly dle jejich specifickych instrukci. Kalibrator
by mél byt fedén v imidazolovém pufru pr stanoveni kalibraéni kfivky, viz nize
(,C definuje PS koncentraci, 100% pro normalni poolovou plazmu).

Pokud je kalibrace provedena s komerénim plazmatickym kalibratorem (napf.:
BIOPHEN™ Plasma Calibrator), fedéni 1:10 odpovida indikovanému ,C*“
koncentrace aktivity PS.

Pro kalibrator o hladiné C, hladina 100% (v podminkéach testu) je ziskana
fedénim standardu faktorem: 10x(C)/100.

Pfipravte 3 ml normélni poolové plazmy o fedéni 1:10, nebo fedéni
(10xC/100) kalibraéni plazmy s danou hladinou PS (C1). Tato plazma odpovidd
100% PS. Pripravte kalibracni kfivku nasledovnym fedénim v Imidazolovém
pufru, viz tabulka niZe:

KONTROLA KVALITY:

Kontrola kvality umoznuje validaci souladu metody a homogenitu mezi
sériemi pro danou SarZi reagencie.

Pro validaci méreni zatadte kvalitu kontroly do kazidé série testli podle
spravné laboratorni praxe. Novda kalibracni kfivka by méla byt stanovena
nejlépe pro kazdou novou sérii test, pfi nové SarZi reagencii, po opravé
analyzatoru, nebo pokud jsou namérené kontroly kvality mimo pfijatelné
rozmezi.

Kazda laboratof si musi stanovit svoje vlastni pfijatelné rozmezi a verifikovat
predpokladany vykon na svém analyzatoru.

VYSLEDEK:

e Pro manudlni end-point metodu vypiste kalibracni kfivku bi-logaritmicky
s koagulacnim ¢asem (v sekundach) podél osy Y a koncentraci Proteinu S (v
%) podél osy X.

Kalll?rato: o2 £ = = =l e Koncentrace PS (%) v méfeném vzorku je pfimo odectena z kalibra¢ni
Prot?m’S (%) 0 25 50 75 100 krivky, pokud byla pouZita standardni fedéni.
Kalibrator Oml 0,250 ml 0,500 ml 0,750 ml 1 ml e Pokud byla pouZita odlisnd fedéni, ziskany vysledek se musi ndsobit
Imidazol pufr 1ml 0,750 ml 0,500 ml 0,250 ml 0 ml pouzitym fedicim faktorem.
2. Naredte vzorky a kontroly v Imidazolovém pufru, dle tabulky nize: ° Vy?s!edky by mély byt interpretovany dle klinického a biologického stavu
Vzorky Referenchni ¢islo Redéni pacienta.
Kontroly 223201/223301 1:10 LIMITY:
Vzorky - 1:10 e Abyste zajistili optimalni vykon testu, presné ndsledujte technické

Pro predpoklddany vysledek >100% mohou byt hodnoty ziskdny mérenim
plazmy pfi fedéni 1:20 a pak nasobeny 2; pro vzorek <10% pouZijte 1:5 fedéni
a vysledek délte 2.

Stanovte kalibrac¢ni kfivku a provedte kontrolu kvality. Nafedéné vzorky by
mély byt méreny rychle, pokud jsou skladovany pfi pokojové teploté (18-
25°C). Pokud mozno, pro optimalni vykon, viechna méreni (kalibrace, vzorky a
kontroly) by mély byt provedeny spolecné. Pfesné koncentrace kalibratorG a
kontrol jsou uvedeny na letdcich pfiloZzenych k jejich baleni.

3. Do plastové zkumavky inkubované pfi 37°C, pridejte:

Objem
Kalibrator nebo redéné vzorky nebo kontroly (fedéné) 50 pl
Protein S deficitni plazna, predinkubovana na 37°C 50l
Michejte a inkubujte 1 minutu pfi 37°C, pak pfidejte:
Aktivacni reagencii, inkubovanou na 37°C | 50 pl

Michejte a inkubujte pfi 37°C po dobu 3 minut
pak pridejte nasledujici a zapnéte stopky:

CaCl2 0,025M (pfi 37°C, michany) | 100 pl

Zaznamenejte Cas koagulace (CT, sekundy).

Pokud jsou zapotrebi jiné reakéni objemy, neZ je uvedeno vySe, poméry
objemU musi byt zachovany. UZivatel je zodpovédny za validaci vSech zmén a
jejich dopadu na vysledky.

KALIBRACE:

HEMOCLOT™ Protein S souprava muzZe byt kalibrovana pro PS méfeni.
Kalibraéni plazmy pokryvajici dynamické rozmezi testu jsou k dispozici od
HYPHEN BioMed (Viz REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE NEPRITOMNY)
a mohou byt pouZity ke stanoveni kalibra¢ni krivky.

Kalibraéni rozmezi je od 0 do 100% (na CN sérii).

Kalibrac¢ni kfivka uvedena nize je pouze priklad. Stanovte vlastni kalibracni
kFivku pro sérii testa.

instrukce validované vyrobcem HYPHEN BioMed.

e Jakadkoliv reagencie neobvyklého vzhledu nebo vykazujici znamky
kontaminace musi byt znehodnocena.

e Jakykoliv podeziely vzorek nebo vzorek vykazujici znamky aktivace musi
byt znehodnocen.

e Test mlze byt proveden u pacient na heparinu (do 1 IU/ml) nebo VKA (PS
aktivita je sniZzend). Sledujte vysledky pacientl se znamou abnormalné
vysokou hladinou FVIII:C, Lupus Antikoagulans (LA), nebo zmutovanym FV
(R506Q, FV Leiden).

Aprotinin ma tendenci inhibovat aktivovany PC, a aktivita PC m(ze byt
snizena u pacientu na Aprotininu®.

Pokud jsou koagulaéni ¢asy abnormalné kratké nebo dlouhé, mély by byt
potvrzeny jinou metodou (napfiklad immunologickou) a / nebo dals$im
vzorkem a zkoumany z hlediska klinického stavu pacienta.

e Pro stejnou SarzZi reagencie a stejnou plazmu se maze koagulac¢ni ¢as (CT)
ménit podle pouZitého analyzatoru (hlavné v zavislosti na typu detekce
koagula — mechanicky nebo opticky) a nastaveni citlivosti detekce.

PREDPOKLADANE HODNOTY:
Hladina PS v normalni plazma v dospélé populaci je mezi 64 az 140% (dle véku
a pohlavi)*>*. Kazda laboratof si musi stanovit vlastni normalové rozmezi.

CHARAKTERISTIKA:

Studie vykonu metody byly provadény dle CLSI smérnic. Nasledujici data
reprezentuji  typické vysledky — nejsou zamysleny jako specifikace pro
HEMOCLOT™ Protein S reagencie.

Matematicka analyza byla provedena na validovaném analytickém systému
dle GLSI smérnic.

Vsechna data jsou uvedena v specifickych aplikacnich protokolech.

Analyticky vykon

Mé¥ici rozmezi

Méici rozmezi je definovano pouZitym analytickym systémem a je uvedeno
v aplikaénim protokolu pro dany analyzator.

PFesnost

Studie presnosti byly provedeny s laboratornimi kontrolami a poolovanou
plazmou.

Zkresleni pro viechny vzorky bylo mensi nez 13%.

Koeficient variability (CV) byl pro vSechny vzorky pfi opakovani mensi nez 7%
a pro reprodukovatelnost mensi nez 8% v ramci laboratore. Pfesnost méreni
je dokumentovana v specifickych aplikacnich protokolech pro dany
analyzator.

Interference

Rozmezi latek, ve kterych interferuji pfi méfeni, jsou uvedeny v aplikaénim
protokolu pro dany analyzator.
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Klinicky vykon

Shoda — ACL TOP® skupina
Analyt N Linearni R Referencni metoda
regrese
Protein S 129 Y =0,92x + 8,56 | 0,940 HemosIL® Protein S
Citlivost/Specificita — ACLT TOP® skupina
. o Prostor pod
Analyt N Citlivost Specificita kfivkou (ROC)
Protein S 129 0,97 0,97 0,998
Analyt N PPV NPV LR+ LR-
Protein S 129 97% 98% 31,99 0,02

PPV = Pfedpokladana hodnota pozitivniho vysledku
NPV = Predpokladana hodnota negativniho vysledku
LR+/- = Pomér pravdépodobnosti +/-
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a znaky jsou uvedeny v seznamu ISO 15223-1 Standard, viz
dokument Definice symbold.
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