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POUZITI:

BIOPHEN™ Plasminogen LRT je souprava pro chromogenni manuéini nebo
automatickou metodu in vitro kvantitativniho stanoveni aktivity Plasminogenu
v lidské citratové plazmé. Reagencie jsou tekuté, pfipravené k pouziti (LRT).

OBSAH A INFORMACE:

Technicky®81:

Jako hlavni soucast fibrinolytického sytému, Plasminogen zymogen je pfedélan na
plasmin specifickymi aktivatory a jeho funkéni aktivita je méfena chromogenni
metodou. Proteolytickd aktivita plasminu je cilena hlavné na fibrin ($tépeni
koagula); Plg je ve fyziologickych podminkéch aktivovan na plasmin na povrchu
fibrinové srazeniny. Aktivita je regulovana aktivatory (endogenni uPA, tPA a
exogenni streptokindza) a inhibitory (PAI1, a2 antiplasmin).

K”nicky1-4,6-7,10-13:

Méreni aktivity plasminogenu v lidské plazmé je soucasti diagnozy vrozeného nebo
ziskaného deficitu Plg.

Ziskané deficity jsou pozorovany napfiklad u poruch jater, DIC, sepse,
thrombolytické terapie plasminovymi aktivatory a u hyperfibrinolytickém kontextu.
Vrozené deficity jsou Typu | — kvantitativni, nebo Typ Il - kvalitativni. Oba mohou
byt spojeny zvySenym trombotickym rizikem, stale diskutovano.

Lignedzni konjunktivitida a léze mohou predstavovt komplikace spojené s deficitem
plasminogenu. Abnormalni Plg aktivita je indikatorem fibrinolytickych potizi.
Koncentrace plasminogenu jsou snizeny u novorozencd.

PRINCIP TESTU:

BIOPHEN™ Plasminogen LRT pouziva pecifickou aktivaci plasminogenu
prebytkem streptokindzy a derivat fibrinogenu bez Plg. Komplex plasminogenu
s streptokinazou se chova velmi podobné jako plasmin a hydrolyzuje chromogenni
substrat (SPm-41), ktery uvolfiuje paranitroanalin (pNA). MnoZstvi pNA ve vzroku,
méfené pfi 405 nm, je pfimo Umérmé koncentraci Plg ve vzorku.

Plg + Streptokindza  — [Plg-Streptokinaza]
[Plg-Streptokinaza]
SPm41 — Peptid + pNA

REAGENCIE:

Streptokinaza: Aktivaéni reagencie obsahujici streptokindzu (kolem
15000 IU/ml) a derivaty fibrinogenu bez plasminogenu, stabilizovano, tekutd
reagencie. Obsahuje BSA.

Chromogenni substrat specificky pro Plasmin a Plg-Streptokinaza
komplex (SPm41), kolem 2,5 mg/ml, stabilizovano, tekutd reagencie. Obsahuje
kombinaci  5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3jedna a 2-methyl-2H-isothiazol-3-
jedna (3:1).

3 lahvicky po 3 ml.

VAROVAN:

o Neékteré reagencie v soupravé obsahuji material lidského a zvifeciho plivodu.
Lidska plazma pouZita pro vyrobu byla testovana registrovanymi metodami a
shledana negativni na HIV 1, HIV 2, HCV a povrchovy antigen Hepatitidy B.
Presto Zadna metoda nemize zaru€it Uplnou bezinfekénost. Proto zachazejte
s materidlem jako s potenciondlné infekénim se vSemi naleZitymi
bezpe€nostnimi opatfenimi.

e Odpad likvidujte dle platnych lokalnich predpist.

o Pouzivejte pouze reagencie stejné Sarze.

e Studie stability prokazaly, Zze reagencie mohou byt pfevazeny pfi pokojové
teploté bez degradace.

e Pouze pro in vitro pouZiti v laboratofi vySkolenym personalem.

PRIPRAVA REAGENCIE:

Reagencie jsou pfipraveny k pouZiti; homogenizujte obsah opatrnym
pfevracenim, zabrarite tvorb&é pény. Po promichani vioZte do analyzatoru dle
aplikacniho protokolu.

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

SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie skladujte pfi 2-8°C v originalnim baleni. Pak jsou stabilni do
data expirace uvedeného na obalu.
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Stabilita oteviené reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci nebo
odpafovani a pokud jsou reagencie skladovany uzaviené, je:

=  1mésicpii2-8°C

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

= Stabilita v analyzatoru: viz specificky aplikacni protokol pro dany

analyzator.

Pokud substrat zezloutne, je kontaminovany. Takovy substrat znehodnotte a
nacnéte novou lahvicku.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY:

Reagencie:

o Destilovana voda.

o 20% kyselina octova nebo 2% kyselina citronova (end point metoda).

e Redidlo: Fyziologicky roztok (0,9% NaCl) nebo Imidazolovy pufr
(ARO21K/L/B/IMIN). Poutzijte stejny pufr pro fedéni.

o Specificka kalibraéni plazma se znamou hladinou, jako jsou:

Jméno produktu Referenchni Cislo
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223 201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223 301
Viz specificky aplikacni protokol pro pouzity analyzator.
Material:

o Spektrofotometr nebo automaticky analyzator pro chromogenni méfeni.
o Stopky; Kalibrované pipety; Zkumavky z plastu nebo silikonového skla.

PRIPRAVA A ODBER VZORKU:

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

Vizorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich fadae.

Pro skladovani plazmy viz reference?.

POSTUP:

Souprava je pro kinetickou metodu automatickou nebo manudini (endpoint). Test

probiha pfi 37°C a zbarveni se méfi pfi 405 nm.

Pro automatickou metodu je kdispozici aplikacni protokol pro pouzity

analyzator.

Postup:

1. Rozpustte kalibratory a kontroly dle jejich specifickych instrukci. Pro stanoveni
kalibraéni kfivky nafedte kalibratory v fyziologickém roztoku viz nize (,C* je
definovan jako koncentrace Plasminogenu).

1:30 fedéni odpovida vyznacené koncentraci (C) Plazminogenu a 1:20 fedéni
1,5krét této koncentrace (3C/2).

Pfipravte 2 ml 150% koncentrace Plasminogenu (C1, v podminkach méfeni)
pouzitim 20xC/100 diluéniho faktoru.
Kalibraéni rozmezi muze byt pfipraveno nasledovné:

Plg C1 C2 C3 C4 0

% Plg 150 100 75 375 0

g "1‘";'(;?,2‘“““ PR 500 | 3330 | 250 | 125041 | ol

Objem fyziologického

roztoku Ol 167 pl | 250 | 375l | 500l

2. Nafredte vzorky a kontroly v fyziologickém roztoku, viz tabulka nize:

Vzorek Katalogové éislo Redéni
Kontroly 223201 /233301 1:30
Vzorky - 1:30

Stanovte kalibracni kfivku a provedte kontrolu kvality. Pokud jsou vzorky
skladovany pfi pokojové teploté, provedte méfeni co nejdfive. Pfesné koncentrace
kalibratort a kontrol jsou uvedeny na letacich piilozenych k baleni.
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3. Do jamek mikrodesticky nebo zkumavky inkubované na 37°C vlozte:

Mikrodesticka Zkumavka
Vzorky, kalibratory nebo
kontroly, fed&né. S0l 200l
R1 Streptokinaza 50 il 200 il

(inkubovana na 37°C)

Michejte a inkubuijte pfi 37°C 3 minuty presné

R2 Chromogenni

substrat (inkubovany 50 pl 200 pl
na 37°C)
Reakci zastavite pridanim:
Kyseliny citronové (2%)* | 50 | 200 pl
Promichejte a méfte optickou hustotu pfi 405 nm proti odpovidajicimu blank
vzorku.

PREDPOKLADANE HODNOTY:

Koncentrace Plasminogenu u dospélych jedinct je pfiblizné mezi 80 a 140% dle
internich dat a literatury (s variacemi s vékem, etnicitou, koufenim, graviditou,
antikoncepci, atd.13410.11),

Kazda laboratof si musi stanovit viastni pfijatelné rozmezi.

VLASTNOSTI:

o Nizky detekéni limit zavisi na pouZitém analytickém systému (<2% na Sysmex
CS-5100).

e Rozmezi méfeni zavisi na pouZitém analyzatoru (pfiblizné od 2 do 150%
Plasminogenu na Sysmex CS-sérii).

e Studie vykonu byly provedeny intemé na Sysmex CS-5100. Rp méfeni byly
pouzity laboratorni kontroly po dobu 5 dnd, 2 série denné, 2 opakovani v sérii
pro kazdou kontrolni hladinu. Nasledujici vysledky byly ziskany:

“Nebo kyselinu Octovou (20%). ZIuté zbarveni je stabilni 2 hodiny.

Blank vzorku je ziskdn michanim reagencii v opaéném pofadi ku méfeni, tedy
kyselina, R2, R1, fedény vzorek.

Méfte optickou hustotu pfi 405 nm. Odectéte od naméfené hodnoty blank vzorku.

Vytvorte blank vzorku pokud je vzorek iktericky lipemicky, hemolyzovany, nebo
pokud je jeho barva mimo standard plazmy.

Pokud je potfeba jiného reakéniho objemu, nez je uvedeno vySe, poméry reagencii
musi byt strikiné uchovany. Uzivatel je zodpovédny za validaci jakychkoliv zmén na
proces a jejich dopadu na vysledek testu.

KALIBRACE:

BIOPHEN™  Plasminogen LRT mize byt kalibrovano pro test aktivity
Plasminogenu. Kalibrator zahmujici kalibratni rozmezi metody je k dispozici od
vyrobnce Hyphen BioMed (viz REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU
NEPRITOMNY).

o Kalibracni rozmezi je pfiblizné od 0 do 150% (na CS-sérii).

Kalibratni kivka uvedena nize je pouze priklad. Pro samotné testovani je tfeba
stanovit novou kalibraéni kivku.

BIOPHENTM Plasminogen
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KONTROLA KVALITY:

Pouziti komerénich kontrolnich material umozni validaci kalibratni kfivky stejné
jako homogenity v sérii a mezi sériemi pfi pouZiti stejné Sarze reagencie.

Zaclerte kontrolu kvality do kazdé série testl, dle doporuceni pro spravnou
laboratorni praxi. Kalibrace by méla byt provedena pro kazdou sérii testd, nejméné
pfi zméné Sarze reagencie, po vyznamné opravé nebo Udrzbé analyzatoru, nebo
kdyz jsou vysledky kontrol kvality mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof si musi definovat vlastni pfijateiné rozmezi a verifikovat pribéh
méfeni na analytickém systému.

VYSLEDEK:

e Pro End-Point metodu vykreslete kalibraéni kfivku lin-lin s OD 405 nm na ose Y
a koncentraci Plasminogenu v % na ose X.

o Pro kinetickou metodu pouZijte AOD405 misto OD405.

e Koncentrace Plasminogenu (%) v méfeném vzorku je pfimo odectena
z kalibra¢ni kfivky, pokud je pouzito standardni fedéni.

o Vysledky by mély byt hodnoceny dle biologického a klinického stavu pacienta.

LIMITY:

e Pro zajiSténi optimainiho vykonu testu a dodrZzeni specifikaci dodrzujte
technické instrukce validované spole¢nosti HYPHEN BioMed.

o Jakakoliv reagencie neobvyklého vzhledu nebo vykazujici znamky kontaminace
musi byt znehodnocena.

e Jakykoliv podezrely vzorek nebo vzorek vykazujici znamky kontaminace musi
byt znehodnocen.

o Neocekavany abnormalni vysledek by mél byt potvrzen jinou metodou, a/nebo
opakovan s novym odbérem a posouzen dle klinického stavu pacienta.

Intra assay
Vzorky N Primér v % CV% SD
Hladina 1 10 91,3 0,8 0,8
Hladina 2 10 29,1 1,3 04
Inter assay
Vzorky N Pramér v % CV% SD
Hladina 1 20 915 11 1,0
Hladina 2 20 29,1 1,8 05

e Korelace sreferenéni metodou (Berichrom Plasminogen vs BIOPHEN™
Plasminogen LRT na Sysmex CS-5100):
N =63 y=1,11x-14,20 r=0,995

o Interference:
Nebyly zaznamenany zadné interference nasledujicich latek do uvedeného
mnozstvi. M&feno na Sysmex CS-5100:

Hemoglobin Bilirubin (C/F) Intralipidy (U';ﬁl’,’fﬂ"wy“)
500 mg/d 28 mg/di 300 mg/di 2 Ulimi

Nebyly zjiStény Zadné interference koncentrace plazmatického fibrinogenu. Viz
specificky aplikacni protokol pro pouZity analyzator.
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SYMBOLY:
Pouzité symboly jsou uvedeny v seznamu ISO 15223-1, viz dokument definice

symbold.
H317: Mlze zpUsobit alergickou kozné reakci.
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