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PRZEZNACZENIE

ACTICLOT® Protein S to test czynnosciowy krzepniecia przeznaczony do ilosciowego
oznaczania aktywnosci Biatka S w ludzkim osoczu. Test jest przeznaczony do
diagnostyki in vitro.

WYJASNIENIE TESTU

DiScipio i wspotpracownicy jako pierwsi zidentyfikowali ludzkie Biatko S (od Seattle)
w 1977 r'. Ludzkie Biatko S to glikoproteina jednotaricuchowa sktadajaca sie z 635
aminokwasow (69.000 kD), krazaca w osoczu w stezeniu okoto 320 nM. Aktywny gen
Biatka S ma 15 eksondw i obejmuje ponad 80 tysiecy par zasad w chromosomie 32.
Biatko S jest zalezne od witaminy K i syntezowane jest gtdwnie w watrobie, ale takze
w nabtonku i mozliwe, Zze w megakariocytach. Mozliwe, ze wszystkie trzy zrddta Biatka S
odgrywajq istotng role w regulacji hemostazy.

Biatko S nie wydaje sie by¢ proenzymatycznym prekursorem proteinazy serynowej i nie
znano zadnej jego funkcji do az do 1980 r., kiedy to Walker ogtosit, ze wotowe Biatko S
dziata jako kofaktor dla aktywowanego BiatkaC w dezaktywacji aktywowanego
czynnika V3. Znaczenie biologiczne regulacji krzepniecia na $ciezce obejmujgce]
Biatko C, Biatko S i trombomoduline zostato potwierdzone w badaniach klinicznych.
W niektorych rodzinach udokumentowano zwigzek miedzy zakrzepicg i czesciowymi
niedoborami Biatka S456. Biatko S wykryto takze na powierzchni komérek nabtonka
i ptytek krwi”. Okoto 60% Biatka S w ludzkim osoczu jest sciSle zwigzane z biatkiem
wigzacym C4b, a tym samym poziom BiatkaS w osoczu moze nie do konca
odzwierciedla¢ jego biodostepnosc®. Ten kompleks nie wykazuje aktywnosci kofaktora
przeciwzakrzepowego. Sugerowano, ze Biatko S moze odgrywac role w systemie
dopetniacza przez mediacje wigzania biatka wigzacego C4B (C4bBP) z powierzchniami
komorek, ktore zostaty uszkodzone lub aktywowane, odstaniajgc ujemnie natadowane
fosfolipidy®. Moze to stanowi¢ kolejny wazny mechanizm regulacyjny Biatka S.
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ZASADA METODY

Test ACTICLQOT Protein S jest testem osocza wykorzystujacym krzepnigcie. W tescie
tym rozcienczenia osocza pacjenta miesza sie z osoczem zubozonym o Biatko S. Do
mieszaniny dodaje sie odczynnik aktywujacy zawierajgcy czynnik Xa, aktywowane
Biatko C i fosfolipidy. Po 5-minutowej inkubacji dodaje sie chlorek wapnia do
zainicjowania powstawania skrzepu. W tych warunkach przedtuzenie czasu krzepniecia
jest wprost proporcjonalne do stezenia Biatka S w osoczu pacjenta.

ODCZYNNIKI

Zestaw zawiera odczynniki wystarczajace do wykonania 80 testow za pomocg
automatycznego analizatora koagulacji i 40 testow w przypadku zastosowania recznej
metody punktu koncowego.

R1 ACTICLOT Activator Reagent: 4 fiolki, 1,0 ml (liofilizowane)
R2 Protein S Deficient Plasma: 6 fiolek, 1,0 ml (liofilizowane)

R3 Sample Dilution Buffer: 2 fiolki, 2,5 ml, koncentrat 10x

OSTRZEZENIE

Ten produkt zawiera materiat pochodzenia ludzkiego, ktory zostat uznany za
niereaktywny dla antygenu powierzchniowego zapalenia watroby typu B (HBsAg),
wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) i ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci typu 1
oraz typu 2 (HIV-1, HIV-2) przy uzyciu zatwierdzonych metod. Poniewaz Zadna ze
znanych metod badawczych nie daje catkowitej pewnosci, ze produkty uzyskane z
probek ludzkich nie bedq przenosi¢ HBsAg, HCV, HIV-1, HIV-2 lub innych patogendw
krwiopochodnych, z produktem tym nalezy postepowac¢ zgodnie z zaleceniami dla
wszelkich potencjalnie zakaznych probek ludzkich.

Ten produkt zawiera materiat pochodzenia zwierzecego. Poniewaz zadna ze znanych
metod badawczych nie moze zapewni¢ catkowitej pewnosci, ze produkty uzyskane
z probek zwierzecych nie beda przenosi¢ patogendw krwiopochodnych, z odczynnikiem
tym nalezy postgpowaC zgodnie z zaleceniami dla wszelkich probek potencjalnie
zakaznych.
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PRZYGOTOWANIE | PRZECHOWYWANIE ODCZYNNIKA

Odczynniki liofilizowane i ptynne stezone sg stabilne do daty waznosci podanej na
etykiecie fiolek, gdy sg przechowywane w temperaturze 2°-8°C.

A. ACTICLOT Activator Reagent (Odczynnik Aktywujacy; R1)

Odtworzy¢ w 1 ml wody dejonizowanej typu | lub wody destylowanej. Pozostawi¢
w temperaturze pokojowej (18°-25°C) na 20 minut, aby doprowadzi¢ do petnego
rozpuszczenia. Nastepnie przechowywac w temperaturze 2°-8°C i zuzy¢ w ciggu
4 godzin. Odtworzony odczynnik aktywatora jest stabilny przez:

- 30 dni
A ~20°C

B. Protein S Deficient Plasma (Osocze z Niedoborem Biatka S; R2)

Odtworzy¢ w 1 ml wody dejonizowanej typu | lub wody destylowanej. Lagodnie
wymieszac i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej (18°-25°C) na 20 minut, aby
doprowadzi¢ do petnego rozpuszczenia. Nastepnie przechowywac w temperaturze
2°-8°C i zuzy¢ w ciggu 4 godzin. Odtworzone Osocze z Niedoborem Biatka S jest
stabilne:

- 30 dni
A ~20°C

C. Sample Dilution Buffer (Bufor do Rozcienczania Prébek; R3)

Zawarto$¢ jednej fiolki rozcienczy¢ 25 ml wody dejonizowanej typu | lub wody
destylowanej i wymieszaC. Bufor Rozcienczajagcy w stezeniu roboczym jest
stabilny:

o 30 dni
A 2°_8°C
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POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK

Patrz ,Collection, Transport and Processing of Blood Specimens for Testing Plasma-
based Coagulation Assays and Molecular Hemostasis Assays; Approved Guidelines-
Fifth Edition”, dokument CLSI H21-A5, Vol. 28, No. 5, 2008'0. Osocze nalezy pobra¢
nastepujaco:

1. Pobrac 9 objetosci krwi w 1 objetosci 0,1 M cytrynianu trisodu.

2. Odwirowac prébke krwi przy 2.500 x g przez 15 minut.

3. Osocze nalezy przechowywa¢ w temperaturze od 2° do 8°C i oznaczy¢ w ciggu
2 godzin. Alternatywnie osocze mozna przechowywac przez:

s 1 miesigc
A -20°C

4. Zamrozone osocze moze by¢ rozmrozone raz w temperaturze 37°C, 30 minut przed
uzyciem.

PROCEDURA
Dostarczone Materialy — Patrz Odczynniki
Materialy SWwymagane, Ale Niedostarczane

Woda dejonizowana lub destylowana typu 1

Specjalny Kalibrator Koagulacji, REF C.BMD.SCC030-01ML-A

Specjalna Kontrola Koagulacji Prawidtowa, REF C.BMD.SCCN180-01ML-A
Specjalna Kontrola Koagulacji Nieprawidtowa, REF C.BMD.SCCA180-01ML-A
0,025 M roztwér chlorku wapnia

Automatyczny koagulometr lub mechaniczny zegar do rejestracji czasu krzepniecia
Cylinder miarowy 25 ml z podziatkg

Pipeta automatyczna o zmiennej objetosci (100-1.000 pl)

Inkubator lub faznia wodna o temperaturze 37°C
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Kalibracja Testu

Do przygotowania wzorcow kalibracji Biatka S nalezy uzy¢ Specjalnego Kalibratora
Koagulacji, REF C.BMD.SCC030-01ML-A. Przygotowa¢ wzorce kalibracji Biatka S,
kontroli osocza oraz probki osocza pacjenta w nastepujacy sposéb. Wzorce i probki
nalezy wykorzysta¢ natychmiast po przygotowaniu.

Objetos¢ Specjalnego Objetos¢ Rozcienczenia
Wzorzec Biatka S* Kalibratora Koagulacji Bufor
100% 100 pl 900 pl
50% 500 pL 100% wzorca 500 pl
12,5% 250 pL 50% wzorca 250 pl
0% 0l 1000 pl
o Prébka Prébka Pacjenta/Kontrola Objetos¢ Rozcienczenia
acjenta/Kontrola Bufor
100% 50 450 pl

* Faktyczna warto§¢ wzorca Biatka S bedzie zalezna od swoistej dla serii wartoSci
specjalnego kalibratora koagulacji.

Procedura Testu

Test ACTICLOT Protein S mozna wykonywa¢ recznie lub za pomocg
potautomatycznych lub automatycznych analizatoréw koagulaciji (koagulometrow).

Metoda Z Uzyciem Automatycznego Koagulometru

Firma BioMedica Diagnostics oferuje aplikacje urzadzenia testu ACTICLOT Protein S
dla kilku koagulometrow. Aplikacje urzadzenia mogg obejmowac instrukcje
programowania specyficzne dla danej platformy oraz dane wydajnosci rozne od
zamieszczonych w instrukcji uzycia. W takich przypadkach informacje zamieszczone
w aplikacji urzadzenia majg pierwszenstwo nad informacjami zamieszczonymi
w instrukcji uzycia. W celu uzyskania petnych instrukcji postepowania nalezy zapoznac
sie z instrukcjg obstugi producenta danego urzadzenia.
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Reczna Metoda Punktu Koricowego

Przenie$ odczynnik ACTICLOT Activator i 25 mM roztwor chlorku wapnia do dotkow
reakcyjnych o temperaturze 37°C. Inkubuj przez co najmniej 2 minuty.

1. Do kuwety koagulacyjnej dodaj 0,1 ml Osocza Protein S Deficient oraz 0,1 ml
standardowego rozcienczenia lub probki pobranej od pacjenta.

2. Inkubuj w temperaturze 37°C przez 2 minuty.
3. Dodaj 0,1 ml aktywatora ACTICLOT Activator.
4. Inkubuj w temperaturze 37°C przez 5 minut.

5. Dodaj 0,1 ml 0,025 M roztworu chlorku wapnia.

6. Uruchom zegar do rejestracji czasu krzepniecia i zapisz czas krzepniecia.

N

. Wykonaj podwdjne oznaczenia dla kazdego rozcienczenia osocza.

WYNIKI
Reprezentatywna Krzywa Sstandardowa

Krzywg standardowg tworzy sie przez wykreslenie Sredniego czasu krzepnigcia dla
kazdego wzorca Biatka S wzgledem odpowiadajacej mu aktywnosci w procentach.
Krzywg standardowa nalezy przygotowac kazdorazowo podczas wykonywania testu.
Wykresl linie najlepszego dopasowania pomiedzy punktami, zwykle opisywang
rownaniem liniowym, do analizy danych.
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Ponizsza krzywa standardowa stuzy wytgcznie do celow demonstracyjnych.

ACTICLOT® Protein S
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OBLICZANIE WYNIKOW

Oznaczy¢ % Biatka S w badanej probce poprzez interpolacje z krzywej wzorcowe;.
W przypadku pacjentow z antykoagulantami toczniowymi lub z nieprawidtowo wysokg
aktywnosciq Biatka S, u ktérych oznaczono wielokrotne rozcienczenia, nalezy
skorygowac poziom Biatka S odpowiednio do rozcienczenia. Skorygowane poziomy
Biatka S z co najmniej dwdch rozcienczen musza by¢ zgodne.

KONTROLA JAKOSCI

Osocza kontrolne powinny by¢ wtgczone do badania zawsze wtedy, gdy uzywane sg
swiezo odtworzone odczynniki. Mozna uzy¢ Specjalnej Kontroli Koagulaciji prawidtowej,
REF C.BMD.SCCN180-01ML-A oraz Specjalnej Kontroli Koagulacji nieprawidiowej,
REF C.BMD.SCCA180-01ML-A. Poziomy uzyskane dla osoczy kontrolnych powinny
miescic sie okreslonych zakresach. Jesli wynik poziomu Biatka S dla osoczy kontrolnych
nie miesci sie w okre$lonym zakresie, badanie nalezy powtorzy¢. Jesli powtdrne
oznaczenie osoczy kontrolnych nie da wyniku poziomu Biatka S w dopuszczalnych
granicach, nalezy skontaktowac sie z firmg BioMedica Diagnostics.

7 843L-HS_PL_A©BMD29MAR2021
DAR1295



OGRANICZENIA PROCEDURY

Obecnos¢ w prébce pacjenta heparyny w stezeniu powyzej 1,2 U/ml lub obecno$¢
w probce antykoagulantow tocznia moze wptyngC na wyniki testu przez przedtuzenie
czasu krzepniecia, prowadzac do sztuczne zawyzonej wartosci dla Biatka S. Probki te
nalezy badac¢ w wielu rozcieficzeniach w celu skorygowania tego efektu'.

Na dziatanie testdw czynnosciowych pod katem Biatka S moze wptyng¢ obecno$c¢
u pacjenta mutacji Leiden genu czynnika V, jako ze stan ten hamuje zwigkszong
aktywacje przez Biatko S czynnika Va przez aktywne Biatko C.

Tego testu nie nalezy uzywac jako jedynej metody rozpoznania. Nalezy przestrzegac
standardowej procedury diagnostyczne;.

WARTOSCI OCZEKIWANE

Wartos¢ dla Biatka S jest zwykle wyrazana w postaci wzglednego procenta
w poréwnaniu do wartosci wzorcowej lub puli osocza prawidtowego. Oczekiwany zakres
prawidtowy dla Biatka S wynosi 55-160%'2. Jednak kazde laboratorium powinno
okreslic wtasny zakres prawidtowy's. U mezczyzn poziom Biatka S jest 0 10-15%
wyzszy niz u kobiet, a stezenie wzrasta nieco wraz z wiekiem u obu ptci®. Zmniejszenie
Biatka S wigze sie ze zwiekszeniem czestosci wystepowania zakrzepu z zatorami's,
Zmniejszenie aktywnosci Biatka S nie musi oznacza¢ nizszego stezenia Biatka S
w osoczu. Biatko S (catkowite) wystepuje w osoczu jako biatko wolne oraz biatko
zwigzane z C4bBP, przy czym tylko wolne Biatko S dziata jako kofaktor dla
aktywowanego Biatka C. Gdy spada aktywnos¢ Biatka S, wazne jest okreslenie stezenia
w 0soczu zarowno wolnego Biatka S, jak i Biatka S zwigzanego z C4bBP. Opisano trzy
typy wrodzonego niedoboru Biatka S, zestawione w tabeli 115.

Tabela 1.
TYP CALKOWITE WOLNE AKTYWNOSC
NIEDOBORU BIALKO S BIALKO S BIALKA S
| Vb \Y \%
Il X = \Y
Il N \Y \%

a: < = prawidtowy
b: V = na obnizonym poziomie
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Poziom Biatka S moze byc¢ takze obnizony w razie choroby watroby oraz podczas
leczenia przeciwzakrzepowego. Ponadto aktywnos¢ Biatka S oraz antygenu wolnego
Biatka S moze by¢ zmniejszona w chorobie zapalnej, podczas ktérej moze doj$¢ do
podwyzszenia poziomu C4bBP.

SUBSTANCJE ZAKLOCAJACE

Nastepujace substancie w podanych stezeniach mogq zaktocaC dziatanie testu
ACTICLOT Protein S.

Substancja Stezenie
Hemoglobina > 500 mg/d|
Bilirubina > 21 mg/d|
Trojglicerydy > 900 mg/d|

CHARAKTERYSTYKA SKUTECZNOSCI

Uzytkownik koncowy powinien okreslic charakterystyke skutecznosci produktu dla
konkretnej uzywanej metody lub urzadzen. Badania z uzyciem automatycznego
analizatora z detekcjq fotooptyczng doprowadzity do uzyskania wynikdw
przedstawionych ponizej'.

Doktadnosé
Badanie przeprowadzone z uzyciem innego dostepnego komercyjnie zestawu do

oznaczania Biatka S dato wspotczynnik korelacji wynoszacy 0,868 dla 78 zbadanych
prébek, z rbwnaniem regresji postaci y = 0,913x + 17,2.
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Precyzja

Uzyskano nastepujace wspotczynniki zmiennosci (CV):

CV W Ramach CV Miedzy
Poziom Biatka S Testu Testami
Osocze prawidtowe (87%) 3,0% 5,9%
Osocze nieprawidtowe (42%) 2,3% 5,1%

Czutos¢é

Test ACTICLOT Protein S zaprojektowano do generowania liniowe] krzywej
standardowej dla poziomu Biatka S od 0 do 100% przy wykreslaniu zgodnie z instrukcja.
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