BIOPHEN™ Factor XilI

Refl 227005
R13x4mIR23x5ml

Chromogenni metoda pro stanoveni Faktoru XIIl.

C€

POUZITI:
BIOPHEN™ Faktor XllI je chromogenni metoda uréena pro In Vitro
kvantitativni stanoveni Faktoru XlII v lidské citratové plazmé.

SOUHRN:

Technicky:

Faktor XlII (FXII) protransglutaminaza cirkuluje v plazmé jako A:B;
tetramer v plazmatické koncentraci 14 az 28 mg/I>, podjednotka A je
funkéni formou. Po aktivaci trombinem s vapnikem na FXllla zprostredkuje
tento faktor posledni krok v koagulaéni kaskadé a zpevriuje koagulum.
Klinicky:

Deficit FXIIl mdze byt vrozeny nebo ziskany — jako dlsledek nadmérné
konzumpce nebo pfitomnosti autoprotilatek. Nizké hladiny FXIIl jsou
spojeny s krvacivymi  komplikacemi napf. pfi traumatech nebo
chirurgickych vykonech. FXIIl je také souéasti rdznych procest jako je
hojeni ran a udrzeni téhotenstvi®?2,

Test na aktivitu FXII vlidské plazmé& mohou pomoci pfi stanoveni
diagndzy vrozeného nebo ziskaného deficitu.

PRINCIP:

Faktor XIII (FXIII) v testovaném vzorku je pfeveden na aktivni FXIII (FXIlla)
thrombinem za pfitomnosti kalcia®. Solubilni fibrin, vznikajici téz touto
interakci reakci urychluje, zatimco anti-polymeriza¢ni peptid brani tvorbé
koagula. FXllla transglutaminasova aktivita mezi syntetickym peptidovym
substratem a ethylesterem glycinu (GEE) vede k tvorbé amoniaku (NH4
+). Amoniak se pak testuje reakci glutamatdehydrogenazy (GLDH), ktera
konvertuie  NADPH na NADP +, v pfitomnosti amoniaku a alfa-
ketoglutaratu. Konverze NADPH na NADP + mUze byt detekovana pii 340
nm a smérnice klesajici kfivky absorbance pfi 340 nm je pfimo umérna
koncentraci FXIIl v testovaném vzorku.

Thrombin, Ca**
EXIII » FXllla
Fibrin

FXllla
Glycin Ethyl Ester + peptid ——» (Peptid-GEE) + NH4*

NH4* + NADPH + a ketoglutarat —NADP* + Glutamat + H,O

REAGENCIE:
.: Thrombinova reagencie: lyofilizovany, obsahuje BSA
3 lahvi¢ky po 4 ml

: Detekéni reagencie: lyofilizovany, obsahuje BSA a GEE
3 lahvi¢ky po 5 ml.

UPOZORNENI A VAROVANI:

o Nékteré reagencie v této soupravé obsahuji material zvifeciho
puvodu. S reagenciemi zachazejte jako s potencionalné infekénimi
se vSemi nalezitymi bezpe€nostnimi opatfenimi.

e Odpadni material zlikvidujte dle lokalnich smérnic o zachazeni
s odpadem.

e Pro testovani uzivejte pouze reagencie stejné Sarze.

e Studie stability prokazaly, Zze reagencie mize byt pfepravovana za
pokojova teploty bez degradace.

e Pouze pro pouziti In Vitro v laboratofi vySkolenym personalem.

PRIPRAVA REAGENCIE:

Reagencie jsou lyofilizovany ve vakuu v jejich vlastnich Ilahvickach.
Vyvarujte se ztraty lyofilizatu pfi otevirani lahvicky s lyofilizovanou
reagencii. Zatku odstrariujte opatrné.

Rekonstituujte obsah lahvicky pfesné 4 ml destilované vody.
Promichejte, dokud se obsah pIné nerozpusti. Zbrante tvorbé pény. lhned
vlozte do analyzatoru dle aplikacniho protokolu.

Pro manualni metodu nechte stabilizovat 30 minut pfi pokojové teploté
(18-25°C), homogenizujte pfed pouzitim.
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Rekonstituujte obsah lahvigky pfesné& 5 ml destilované vody. Radné
promichejte do Uplného rozpusténi, vyvarujte se tvorbé pény. lhned vlozte
do analyzatoru dle aplika¢niho protokolu.

Pro manualni metodu nechte reagencii stabilizovat 30 minut pfi pokojové
teploté (18-25°C), homogenizujte pfed pouZzitim.

a poté promichavejte, dokud se obsah plné nerozpusti. Pfi michani se
vyvarujte napénéni reagencie. Nechte stabilizovat za pokojové teploty (18-
25°C) po dobu 30 minut za ob&asného promichani.
Pfed kazdym pouzitim opét promichejte.
Stabilita reagentu po otevieni, pokud je v origindlni lahvicce a je
zabranéno jakémukoliv odpafovani a kontaminaci b&€hem pouziti:

- 1 tyden v 2-8C°C

- 48 hodin za pokojové teploty (18-25°C)

- 2 mésice zamrazeny na -20°C nebo méné

Zamrazené reagencie rozpoustéjte co nejrychleji pfi 37°C, dobu
rozpousténi pfizplsobte objemu reagencie. Stabilita takto rozmrazené
reagencie by méla byt zkontrolovana v konkrétnich laboratornich
podminkach. Rozmrazenou reagencii znovu nemrazte.

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
vytisténého na obalu.

Stabilita reagencie po otevieni, pokud je skladovana uzaviena
v originalni lahvi€ce a je zabranéno jakémukoliv odpafovani a kontaminaci,
je:

- 1 tyden pfi 2-8°C

- 48 hodin za pokojové teploty (18-25°C)

- 6 mésicti zamrazeny na -20°C nebo méné*

- Stabilita v analyzatoru: Viz aplikacni protokol pro dany

analyzator.

*Rozmrazujte pouze jednou, co nejrychleji pfi 37°C a ihned pouzijte.

REAGENCIE POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

Reagencie:

e Destilovana voda.

e Fyziologicky roztok (0,9% NaCl).

e Plazmatické kalibratory se znamou koncentraci FXIII s navaznosti na
mezinarodni standard pro FXIII v plazmé, jako jsou:

Nazev produktu Katalogové ¢Eislo
BIOPHEN™ Plasna Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 233 201
Biophen™Abnormal Control Plasma 223 301

Material:

e Spektrofotometr nebo automaticky pfistroj pro chromogenni testy
s vinovou délkou 340 nm.

o Stopky, Kalibrované pipety, plastové zkumavky.

ODBER VZORKU A PRIPRAVA:

Krev (9 dild) musi byt odebrana do 0,109 M 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 viz reference®.

PROVEDENI:
Souprava je uréena pro kinetickou metodu. Test je méfen pfi 37°C a rozvoj
zmeén barvy je méfen pfi 340 nm.

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

Metodika:

1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly dle jejich instrukci a poté nafedte
dle nize uvedené tabulky. Pro pfipravu kalibracni fady fedte kalibrator
fyziologickym roztokem, aby bylo mozné kalibrovat v rozmezi 0 az 150%
FXIIl. Redéni kalibrator(i a kontrol v poméru 1:2 ve fyziologickém roztoku
je vstupnim Ffedénim a odpovida 100% normaini poolované plazmy, nebo
C% FXIII komer€niho kalibratoru.

Kalibrator %FXIll © C:2 C:4 C:8 0
Objem kalibratoru 500ul 250 pl 125 60 pl 0 pl
Objem FR 0yl 250 pl 375 yl 420 pl 500 pl

Bod 3C/2 (nebo 150% pfi pouziti poolované plazmy) se ziska pfidanim
30 pl kalibratoru a 10 pl FR v tabulce nize.

2. Sestavte kalibraéni kfivku a ovéfte spravnost kontrolnimi plazmami.
PFfesné hodnoty kalibratoru a kontrol jsou uvedeny na letacich pfilozenych
k soupravam.

3. Tabulka nize ukazuje schéma pro aplikaci na koagulometr CS-série.
Pipetovani dle nasledujici tabulky do zkumavek pfedehfatych na 37°C
(zajistuje analyzator):

Objem
Testovana plazma, kalibrator nebo
20 pl
kontroly
Fyziologicky roztok (FR) 20 ul
: Thrombinovy reagent 80 ul

Predehraty na 37°C

Promichat a inkubovat v 37°C 110 sec, potom pridat

: Detekéni reagent, predehraty
na 37°C 100!

Promichat a inkubovat v 37°C, méfeni (kineticka metoda) optické hustoty
OD/min pfi 340 nm mezi 200 a 500 sekundou.

VYSLEDKY:

e Na analyzatoru Sysme CS série je pro kalibraci pouzit vypocet Lin-Lin
s OD/min pfi 340 nm na ose Y a koncentraci FXIllv % na ose X.

e Koncentrace FXIIl (%) vtestovaném vzorku je pfimo odectena
z kalibraéni kfivky, pokud je pouzito standartni fedéni.

o Vysledek by mél byt interpretovan ve shodé s pacientovym klinickym
stavem a biologickymi podminkami.

LIMITY:

e Pro optimalni prabéh testu by mély byt dodrzeny technické instrukce
validované vyrobcem Hyphen-BioMed.

e Reagencie neobvyklého vzhledu nebo jevici znamky kontaminace
nesmi byt pouzita.

e Vzorek neobvyklého vzhledu nebo jevici znamky kontaminace musi byt
vyfazen z testovani.

OCEKAVANE HODNOTY:

Referenéni meze byly stanoveny méfenim zdravych osob (n=120) za
pouziti analyzatoru Sysmex CS-5100, 95 percentil — 60 az 146%.

Pfesto by si kazda laboratof méla urcit normalni rozmezi dle lokalnich
laboratornich podminek.

CHARAKTERISTIKA:

e Meze detekce je zavisla na analytickém systému (<0,5% pro Sysmex
CS-5100).

e Rozmezi méfeni zalezi na analyzatoru (pfiblizné 5 az 300% FXIIl na
Sysmex CS-sérii, kdy test je linearni od 5 do 150%, bez pfidavnych
fedéni).

e Studie vykonu byly provedeny interné na Sysmex CS-5100
laboratornimi kontrolami po dobu 5 dni, 2 série denné, 3 opakovani
Vv sérii pro kazdou kontrolni hladinu. Nasledujici data byla ziskana:

Pokud jsou pouzity jiné reakéni objemy nez vySe uvedené, je nutné
dodrzet striktné pomér objemu reagentt pro spravnost provedeni. UzZivatel
je zodpovédny za validaci kazdé zmeény v provedeni testu, ktera muize
ovlivnit vysledek.

Pro automatickou metodu jsou k dispozici aplikaéni protokoly na
vyzadani. Viz specificky aplika€ni protokol na pouzity analyzator.

KALIBRACE:

BIOPHEN™ Factor XIll mtze byt kalibrovan pro stanoveni aktivity FXIII
v plazmé.

Kalibraéni kfivka uvedena nize byla ziskana na pfistroji Sysmex CS-5100,
a je pouze pfikladem. Kalibra¢ni kfivka musi byt znovu provedena pfi
kazdé sérii testu.
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KONTROLA KVALITY:

Uziti kontrolnich plazem umozriuje ovérfeni kalibraéni kfivky stejné tak jako
homogenity reaktivity testu mezi sériemi pfi pouziti stejné Sarze reagencii.
Zaclerite kontrolu kvality do kazdé serie 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 pfijatelné rozmezi pro vlastni
analyticky systém.

Kontrola Intra assay Inter assay
n Prim | CV% | SD n Prim | CV% | SD
Normalni 40 | 102,3 2,7 2,8 30 | 102,6 15 15
Patologicka | 40 28,8 4,9 14 30 31,2 1,9 0,6

e Korelace sreferenéni metodou (Berichrom FXIII,
BIOPHEN™ Factor XIll na Sysmex CS-2500:
N =102 y=0,90x-584 r=0,989

o Interference:
Zadné interference na Sysmex CS-5100 nebyly vypozorovany do
nasledujicich koncentraci:

Siemens) vs

Hemoglobin BI(I::r/uCt;m Intralipidy Fibrinogen (Ulf_:'eHF;I?IK/IIr\}\)//H)
250 mg/dl 60 mg/di 250 mg/dI 0,8-64g/ 2 1U/ml
Ammonium | Dabigatran | Rivaroxaban | Apixaban Edoxaban
0,5mM 400 ng/ml 400 ng/ml 400 ng/ml 400 ng/ml
Viz aplikaéni protokol pro pouzity analyzator.
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SYMBOLY:
Pouzité symboly jsou dle ISO 15223-1 standardu, viz dokument definice

symbold.
H318: Zplsobuje vazné poskozeni oti.
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