Set na stanovenie fibrin(ogén) degradacnych produktov
FDP Assay Kit - FDP Control Set — FDP Latex Reagent — FDP
Sample Collection Tubes — Glycine Buffered Saline

I. POUZITIE

Pacific Hemostasis Set na stanovenie fibrin(ogén) degrada¢nych produktov, kontrolné sada, latexova reagencia,
glycinovy pufor a odberové skimavky, st uréené na detekciu fibrinogén/fibrin degrada¢nych produktov (FDP)
v sére alebo v moci.

II. SUHRN A PRINCIP

Fibrinogén/fibrin degradacné produkty (FDP) sa nachadzaju v nizkych mnozstvach v sére vSetkych zdravych
jedincov. Je to odraz dynamiky normalneho fibrinolytického mechanizmu pritomného in vivo, ktory kontroluje
rozsah fibrinovych depozit. Normalne mnozstvo FDP v sére dospelych je 4.9 + 2.8 ug/ml (1). Cahké zvySenie sa
moZe objavit’ po strese, telesnej zat'azi a strachu (2).

Zvysené mnozstvo FDP v sére moze byt spdsobené primarnym alebo sekundarnym rozpadavanim fibrinogénu
sprevadzanym intenzivnym zrazanim krvi. ZvySené mnozstvo FDP je spojené s takymi trombotickymi stavmi
ako s diseminované intravaskularne zrazanie (DIC) (3), hlboka vendzna tromboza (4), niektoré poruchy v
tehotenstve (5,6), infarkt myokardu (7) a pl'icna embolia (8).

Moc¢ obsahuje normalne menej nez 0.25 ug FDP/ml (9). ZvySené mnozstvo FDP v moci sa objavuje u pacientov
trpiacich ur¢itymi typmi ochorenia obliciek ako je glomerulonefritida (10) a akutna rejekcia transplantatu.

Sada na stanovenie fibrin(ogén) degradaénych produktov vyuziva metddu priamej latexovej aglutinacie ku
stanoveniu pritomnosti zvySenych FDP v sére alebo moci. Latexové Castice potiahnuté protilatkou proti
Pudskému fibrinogénu sa zmiesaju s defibrinovanym nariedenym sérom alebo mo¢om a aglutinacia sa od¢ita
makroskopicky.

II1. Reagencie
Diagnostika je ur€end na pouzitie in vitro.

Vsetky reagencie sa uschovavaji pri +2 az +8°C.

A. Latexova diagnostika: suspenzia polystryrénovych latexovych castic senzibilizovanych kralicou protilatkou
proti 'udskému fibrinogénu. Obsahuje pufor a antiseptikum.

B. Odberové skumavky: Na krv alebo mo¢. Skiimavky obsahuji Batroxobin, enzym podobny trombinu, ktory
rychlo konvertuje fibrinogén na fibrinové vlakno. Batroxobin nie je inhibovany antitrombinom III a heparinom
(12, 13). Trypsinovy inhibitor zo s6jovych bobov zabranuje plazminovej degradacii fibrinového vlakna.
Skumavka tiez obsahuje antiseptikum.

C. Glycinovy pufor: pufor s antiseptikom.

D. Pozitivna FDP kontrola: >1 ug/ml l'udského fibrinogénu v glycinovom pufre so stabilizatormi a
antiseptikom.
E. Negativna FDP kontrola: <1 ug/ml l'udského fibrinogénu v glycinovom pufre so stabilizatormi a
antiseptikom.

Upozornenie: Latexova diagnostika, glycinovy pufor, pozitivna a negativna kontrola obsahuju azid sodny.
Azid sodny tvori v kyslom prostredi vysoko toxické zluceniny. Azid sodny moze byt toxicky pri poziti, d’alej
pri kontakte s olovom alebo med’ou v odpadovej inStalacii mézu vznikat’ vysoko toxické a vybusné soli. K
odstraneniu je nutné pouzit’ vel’ké mnozstvo Cistej vody.

Upozornenie: Vsetky materidly, ktoré boli pouzité pri vyrobe pozitivnej a negativnej FDP kontrole boli
vySetrené na nepritomnost’ HBsAg, anti-HCV a anti-HIV podl'a doporuc¢enych metéd FDA. Viac menej vsetky
produkty vyrabané z l'udskej krvi musia byt povazované za potencialne infekéné a pri manipulacii s nimi je
nutné zachovavat' predpisané podmienky bezpecnosti prace.



Neocakavané vysledky a odlisné sfarbenie diagnostiky mézu znamenat’ poskodenie vyrobku. FDP odberové
skumavky moézu zlyhat pri odbere >2ml krvi v pripade Gniku vakua z kompatibilného odberového systému.

IV. VZOROVY ODBER

Krv

A. Skumavka sa plni pokym sa vakuum nevycerpd a prud krvi sa nezastavi. FDP odberové skimavky by sa mali
naplnit’ 2 ml krvi. Presny objem odobratej krvi sa méze menit, ale mal by byt 2 ml. Skimavky sa mézu plnit
tiez rucne, zatka sa odoberie a skimavka sa naplni 2 az 3 ml krvi. Po odbere sa kazda skimavka zamiesSa
niekol’kokrat jemnym prevratenim.

B. Skoro po odbere krvi by sa malo v skimavke objavit' fibrinové vlakno. Separacia séra sa mdze urychlit’
centrifugaciou pri nizkych otackach. Alebo sa vzorka zrazenej krvi obkrizi, aby sa ulahdila retrakcia, a
necha sa stat’ pri izbovej teplote 15 az 30 minat. U heparinizovanej krvi nedochadza k oneskorenej retrakeii.

C. Najvhodnejsie je testovat’ oddelené sérum ihned’ po separacii fibrinového vlakna, ale sérum sa moze testovat’
do 3 dni uchovéavané pri teplote +2 az +8°C. Sérum sa nemrazi.

Mo¢

A. Méze sa pouzit’ iba Cerstvy, nezakaleny moc bez kontaminacie menstrua¢nou krvou.

B. Pozadované mnozstvo mocu sa prenesie do odberovej skiimavky, ktord sa uzavrie zatkou a zamiesa sa
niekol’kokrat obratenim.

C. Vzorky mocu sa testuju ihned’. Nemrazit!

V. POSTUP
Material:
Pacific Hemostasis Set na stanovenie fibrinogén degrada¢nych produktov:
Latexova reagencia: kvapkacia flasticka & 5 ml.
Pozitivna FDP kontrola: kvapkacia fl'asticka 4 2 ml.
Negativna FDP kontrola: kvapkacia fl'asticka 4 2 ml.
Glycinovy pufor: kvapkacia flasticka & 100 ml.
Odberové skimavky: 30 kusov
100 ks drevenych mieSacich ty¢iniek
jedno sklicko so 6 jamkami
30 ks plastickych pipiet.
Poznamka: Latexova reagencia (1 x 5 ml) Glycinovy pufor (2 x 100 ml), a FDP odberové skamavky (30 alebo
100) sa m6Zu objednat’ zvlast. K dispozicii je tiez kontrolny set s 3 x 2 ml FDP pozitivnej kontroly a 3 x 2 ml
FDP negativnej kontroly.

DalSie poZzadované materialy
Sklenené alebo plastové skumavky, stopky a pipety pre pridané riedenia.

A. Pred testovanim sa vzorky zahreji na izbovu teplotu.

B. Cisté testovacie skimavky sa oznacia 1:10 a 1:40 pre kazda vzorku séra. Mo¢ sa testuje neriedeny a riedeny
1:10.

C. Pomocou delené¢ho kvapkatka sa prikvapne 0.45 ml glycinového pufru do skimavky 1:10 a 2.0 ml do
skamavky 1:40.

D. Plastikovou pipetou sa kvapne 1 kvapka (50 ul) do oboch oznacenych skiimaviek.

E. Plastikova pipeta sa premyje vodou a pomocou nej sa prenesie jedna kvapka z kazdého riedenia do
jednotlivych jamiek na sklicku.

F. Do d’alsich jamiek sklicka sa kvapne kvapka pozitivnej a negativnej kontroly.

G. Latexova suspenzia sa dokladne premieSa obratenym uzaverom fl'asti¢ky, alebo vortexom 2-3 sekundy.

H. Pomocou kvapkatka sa kvapne ku kazdej kvapke na sklicku 1 kvapka latexovej suspenzie.

I. Drevenou mieSacou ty¢inkou sa rozmieSa obsah kazdej jamky po celej ploche testovacej jamky.

J. Testovacie sklicko sa 3 minuty jemne naklana krizivym pohybom.

K. Pod zdrojom priameho svetla sa skiima kazda jamka na pritomnost” aglutinacie. Negativne jamky by mali byt
hladké bez vlakien. VSetky vzorky s hrani¢nou aglutindciou sa musia porovnat’ s jamkou s negativnou
kontrolou.



VI. VYSLEDKY
Latexova diagnostika je citliva na stanovenie 1 ug/ml FDP.

Mo¢ Sérum
Neriedena 1:10 Sprava 1:10 1:40 Sprava
Negativna Negativna <1 ug/ml Negativna Negativna <10 ug/ml
Pozitivna Negativna >1 ug/ml Pozitivna Negativna 10-40 ug/ml
Pozitivna Pozitivna >10 ug/ml Pozitivna Pozitivna 40 ug/ml

Pri kvantitativnom stanoveni sa pokracuje v sérii riedeni tak, az sa dosiahne negativneho vysledku. Pri hodnote
FDP >320 ug/ml by sa mala zahajit' trombolytickd liecba. Pri hodnotach >400 ug/ml sa v jamke s riedenim
1:10 moze objavit’ negativna alebo slabo pozitivna aglutinacia (prozona).

VII. OBMEDZENIA

A. Falo$ne pozitivna aglutindcia sa moze objavit u silne lipemickych alebo bakteridlne kontaminovanych

vzoriek.

B. Falosne pozitivnu FDP reakciu moze spdsobit’ i revmatoidny faktor (RF). Ako RF tak FDP spdsobuje
aglutinaciu, a preto sa nemoze vykonat priame hodnotenie FDP. Revmatoidny faktor sa méze odstranit’
redukénym ¢inidlom ako napr. dithiothreitolom alebo 2-mercaptoethanolom (14).

C. Zamrazené vzorky mozu vykazovat arteficialne znizent hladinu FDP. Vzorky sa nemrazia.

VIII. VLASTNOSTI
A. Presnost’: 12 vzoriek séra s rozdielnymi hodnotami FDP bolo podrobenych 10tim opakovanym stanoveniam
s identickymi titrami.
B. Porovnavacia metoda: Korela¢né stidie vykonané nezavislymi laboratdriami, ktoré porovnavali Pacific
Hemostasis set s inymi komercne vyrabanymi latexovymi testami davaju korelacny koeficient v rozpiti od
0.84 do 0.99.
C. Vplyv heparinu: Pacific Hemostasis Set na stanovenie FDP nie je ovplyvneny heparinom do 2.0 U/ml. Iné
testy pouzivajuce defibrinaciu trombinom moézu stanovovat’ falosne zvySené hodnoty FDP, v pritomnosti
menej nez 0.1 U/ml heparinu.
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