BIOPHEN™ a2-Antiplasmin
Ref| 220502

R1R23x3 ml

A

POUZIT:

BIOPHEN™ a2-Antiplasmin (LRT) souprava je urena pro in vitro chromogenni
kvantitativni stanoveni aktivity a2-Antiplasminu (a2-AP) v lidské citratové plazmé
automatickou nebo manudlni metodou. Reagencie jsou v tekuté formé,
ptipravené k pouZiti (LRT — liquid reagent technology).

SHRNUTI:

Technické:

Alfa 2-Antiplasmin (a2-Antiplasmin nebo inhibitor plazminu) je inhibitor serinové
protedzy (serpin), ktery inaktivuje plazmin, dlleZity enzym zajistujici fibrinolyzy,
ktery degraduje i jiné proteiny.

Klinické:

Testovani a2-AP aktivity mizZe byt uZitecnou informaci v pfipadé deficitu a2-
Antiplasminu nebo béhem fibrinolytické terapie.

PRINCIP:

a2-Antiplasmin pfitomny v plazmé inaktivuje plazmin. Zbyly plazmin Stépi
specificky substrat SPm-41 za uvolnéni paranitroanilinu (pNA), jehoZ zbarveni se
méfi pfi 405 nm. Mezi intenzitou zbarveni a hladinou aktivity a2-Antiplasminu je
nepfima uméra.

02-AP + Plazminnadbytek > [a2-AP-plasmin] + rezidudlni plazmin
Rezidualni plazmin
SPm-41 > Peptid + pNA
REAGENCIE:

Lidsky Plazmin, tekutina, pfipraveno k pouZiti. Obsahuje malé mnozZstvi azidu
sodného (0,9g/1).

Chromogenni substrat, specificky pro plazmin (SPm-41), tekutina, pfipraveno
k pouZiti. Obsahuje Proclin.

3 lahviéky po 3 ml

UPOZORNENI A VAROVANI:

e Nékteré reagencie vsoupravé obsahuji material lidského plvodu. Plazma
pouzita k vyrobé takového materidlu byla testovana registrovanymi metodami
a shleddna negativni na pfitomnost protilatek HIV 1, HIV 2 a HCV a antigenu
Hepatitidy B. Presto 7zadnd metoda testovani nemUlze kompletné vyloudit
pritomnost infek¢nich agens. Proto musi byt tyto reagencie povazovény za
potenciondlné infekéni se vSsemi odpovidajicimi bezpec¢nostnimi opatfenimi.

e Azid sodny muzZe v kontaktu solovénymi a médénymi trubkami vytvéret
vybusné azidy kovu.

e Odpad likvidujte podle mistnich pfislusnych regulaci.

Pouzivejte pouze reagencie stejné sarze.

Studie stability prokazaly, Ze reagencie mohou byt prepravovany za pokojové

teploty bez poskozeni.

e Pouze pro laboratorni pouZziti In Vitro.

PRIPRAVA REAGENCII:
Reagencie pfipravena k pouziti; homogenizujte obsah, zamezte tvorbé
pény, a ihned vloZte do analyzatoru podle pfislusného aplika¢niho protokolu.

Pro manudlIni metodu méreni nechte reagencii stabilizovat 30 minut pri pokojové
teplote (18-25°C), homogenizujte pred pouZitim.

SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie musi byt skladovany v teploté 2-8°C, v jejich originalnich
obalech v krabickach. Pak jsou stabilni az do data expirace vytisténého na obalu.

Stabilita reagencie po otevieni, pokud je zabranéno odpafovani a
kontaminaci a pokud je reagencie skladovana uzavieng, je:

. 5 tydn( pfi 2-8°C

- 7 dni za pokojové teploty (18 — 25°C)

" Nemrazte.

- Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.
Pokud substrat zeZloutne, je kontaminovany. Znehodnotte lahvicku a naénéte
novou.

Chromogenni metoda pro a2-Antiplasmin méfeni v plazmé. Tel. :
Tekuté reagencie jsou pfipraveny k pouZiti.
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REAGENCIE POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

Reagencie:

e Destilovand voda.

e Kyselina octova (20%) nebo 2% kyselina citronova (pro end point metody).

e Fyziologicky roztok (0,9% NaCl) nebo Imidazolovy pufr (AR021B/K/L/M/N).
PouZzijte stejné fedidlo pro vSechna fedéni.

e Specifické kalibratory a kontroly se znamou koncentraci a2-AP jako jsou:

Nazev produktu Referencni Cislo

BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control 223301

Plasma

Odkazte se na specificky aplikacni protokol pro pouzity analyzator.

Materidl:
Spektrofotometr nebo automaticky pfistroj pro chromogenni testy.
Stopky, Kalibrované pipety, plastové zkumavky nebo mikrotitracni desticka.

ODBER VZORKU A PRIPRAVA:

Krev (9 dilt) by méla byt opatrné odebrana do antikoagulantu citratu tri-sodného
(1dil; 0,109 M, 3,2%) ptimou venepunkci. Prvni zkumavka by méla byt
znehodnocena.

Ptiprava a skladovani vzorkd se provadi dle lokalnich doporuceni.

Pro informace o skladovani plazmy se odkaZte na reference®.

PROVEDEN:I:
Souprava je urCena pro kinetickou, automatickou nebo manudlni (end point)
metodu. Test je méren pfi 37°C a rozvoj zmén barvy je méren pfi 405 nm.

Adaptace pro rizné systémy jsou dostupné na vyiadani. Odkazujeme na
specifické adaptace pro kazdy pfistroj.

Metoda méreni

1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly dle jejich pfibalovych letaku. Kalibratory
by mély byt fedény v diluentu dle nize uvedené tabulky pro stanoveni kalibracni
krivky (,C“ definuje koncentraci a2-AP neboli 100% pro normalni poolovou
plazmu).

Kalibracni kfivka mlZe byt stanovenapouzitim komercni plazmy se zndmou
hladinou a2-AP (C) nebo pouzitim poolové citratové plazmy (alespori 30 zdravych
jedincl, muZi a Zeny, vékem mezi 18 a 55 lety, bez zndmych nemoci a jejich
terapii), kterd ma definicné hladinu a2-AP 100%. Méreni obsahuje 1:30 fedéni
plazmy, které predstavuje definicné 100% hladiny a2-AP neboli koncentraci ,,C“ u
komerénich kalibrator(. V tomto p¥ipadé 150% koncentrace (C1) se ziska fedénim
kalibratoru dilu¢nim faktorem 30 x (C):150.

Kalibratory C1 C2 C3 C4 C5 C6
a2-AP (%) 150 100 50 25 12,5 0
Objem 660 pl 500 pl 500 pl 500 pl
kalibrétoru | >0 ¥ c1 2 c3 c4 0
Objem
tedidla Opl 330 ul 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

2. Naredte vzorky, kalibratory a kontroly v fedidle dle niZze uvedené tabulky.

Vzorek Referencni Cislo Redéni
Kontroly 223201 /223301 1:30
Vzorky - 1:30

Stanovte kalibra¢ni kfivku a provedte kontrolu kvality. Pokud jsou vzorky
skladovéany za pokojové teploty (18-25°C), testujte je ihned. Pfesné koncentrace
kalibratorl a kontrol dané 3arie jsou uvedeny na letaku prilozeném k jejich
baleni.
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3. Pipetujte dle nasledujici tabulky do zkumavek predehfatych na 37°C:

Zkumavka
Redéna plazma, kontrola nebo kalibrator 200 pl
: Lidsky plazmin predehraty na 37°C 200 pl

Promichat a inkubovat v 37°C 4 minuty, potom pfidejte:

R2}: SPm-41 substrét, predehfaty na 37°C 200 pl
Promichat a inkubovat v 37°C 4
minuty pfesné
Zastavit reakci nasledujicim zpGsobem
Kyselina citrénova (2%)* 400 pl

Promichat a méfit absorbanci pfi 405 nm proti odpovidajicimu blank

*Nebo kyselina octova (20%). Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.
Blank se ziska smichdnim v opacném poradi neZ v testu: Kyselina citrénovd (2%),
R2, R1, fedénd plazma.

MEéFi se absorbance pfi 405 nm. Vzorek blank musi byt odecten od absorbance
namérené u korespondujiciho testu. Vytvorte blank, pokud je vzorek iktericky,
lipemicky, hemolyzovany nebo pokud se jeho barva lisi od standardu.

Pokud jsou pouZity jiné reakéni objemy neZ vySe uvedené, je nutné dodrzet
striktné pomér objema reagentd. UZivatel je zodpovédny za validaci kazdé zmény
v provedeni testu, ktera muze ovlivnit vysledek.

KALIBRACE:

BIOPHEN™ oa2-Antiplasmin (LRT) souprava muZe byt kalibrovdna pro méreni
aktivity a2-AP. Kalibratory pokryvajici kalibracni rozmezi jsou dostupné od
HYPHEN BioMed (viz REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY) a
mohou byt pouZity ke stanoveni kalibra¢ni krivky.

e Kalibra¢ni rozmezi je od 0 do 150% (na Sysmex CS-série).

NiZe uvedené kalibra¢ni kfivky jsou jenom pfiklad. UZivatel musi sestavit vlastni
kalibraéni kfivku pro vlastni podminky méreni.

BIOPHEN™ a2-Antiplasmin (LRT)
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KONTROLA KVALITY:

Uziti kontrolnich plazem umozZniuje ovéreni kalibracni kfivky stejné tak jako
homogenity reaktivity testu mezi sériemi pfi pouZiti stejné Sarze reagencii.
Zaclefite kontrolu kvality do kazdé série testd dle doporuceni spravné odborné
laboratorni prace. Nova kalibrace musi byt provedena nejméné pro kazdou
novou Sarzi reagencie, po kazdé vyznamné opravé ¢i Udrzbé pfistroje, nebo kdyz
vysledek kontrol je mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof by si méla definovat a verifikovat pfijatelné rozmezi pro vlastni
analyticky systém.

VYSLEDKY:

e Pro manudlni end-point metodu vykreslete kalibracni kfivku lin-log
s absorbanci pfi OD 405 nm na ose Y a koncentraci a2-AP na ose X.

e Pro kinetickou metodu pouZijte AOD 405 misto OD 405.

e Koncentrace a2-AP (%) v testovaném vzorku je pfimo odvozena z kalibraéni
krivky, pokud je pouZito normalni fedéni.

e Pokud jsou poutZita jina fedéni, vysledky musi byt nasobeny pouzitym fedicim
pomérem.

e Vysledky testu by mély byt interpretovdny v souvislosti s klinickym stavem
pacienta.

LIMITY:

e Abyste zajistili optimdlni vykon méreni, ndsledujte pozorné instrukce
validované vyrobcem HYPHEN BioMed.

e Jakakoliv reagencie neobvyklého
kontaminace musi byt znehodnocena.

e Jakékoliv vzorky neobvyklého vzhledu nebo vykazujici zndmky aktivace musi
byt znehodnoceny.

e Specificita u vzork( s nizkou koncentraci a2-AP, u vzorkl s vyéerpanym a2-AP,
je namérena kolem 8-15%. MUZe byt pouZita varianta protokolu s krat$im
inkumabénim ¢asem s plazminem (30 sekund na Sysmex CS-série), kterd
zvySuje aktivitu a2-AP a tak znehodnocuje reakce dalsich inhibitord.

vzhledu nebo vykazujici zndmky

OCEKAVANE HODNOTY:
Koncentrace a2-AP u dospélych jedincll je pfedpokladdna mezi 75% a 135%°57.
Kazda laboratof si musi stanovit vlastni pfijatelné rozmezi.

CHARAKTERISTIKA:

e Dolni limit detekce analyzdtoru zavisi na pouZitém analytickém systému
(Sysmex CS-5100).

e Standardni rozmezi zavisi na pouZitém analytickém systému (kolem 10 aZ
150% a2-AP na Sysmex CS-série).

e Byly provedeny tudie vykonu, provedeny interné na Sysmex CS- 5100, za
pouZiti laboratornich kontrol po dobu 5 dni, 2 série denné, 2 opakovani u
kazdé série pro kontrolni hladinu. Ndsledujici hodnoty byly ziskany:

Kontroly Intra assay Inter assay
N Primér% | CV% | SD N Primér% | CV% | SD
Normal 10 113,8 1,0 1,2 20 112,8 1,6 1,8
Abnormal | 10 36,7 1,8 0,7 20 37,1 2,4 0,9

e Korelace sreferenéni metodou (Berichrom A2antiplasmin vs BIOPHEN™
a2-Antiplasmin LRT na Sysmex CS-5100):
N =60 y=0,95x + 5,04 r=0,995
Interference:
Nebyly zjistény zadné interference na Sysmex CS-5100 do nasledujicich
koncentraci:

. e . Hepariny
Hemoglobin Bilirubin (C/F) Intralipidy (UFH/LMWH)
500 mg/dI 28 mg/d| 300 mg/dl 11U/ml

Viz specificky aplikacni protokol pro pouZity analyzator.
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SYMBOLY:
PouZité symboly a znaky jsou uvedeny v seznamu ISO 15223-1 standard, viz
dokument Definice symbold.

H317: MUzZe zpUsobit alergickou kozni reakci.
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