Fibrinogen Assay Set (100 alebo 300 stanoveni)

alebo jedna z nasledujucich sucasti:
Fibrinogen Reference Plasma
Bovine Thrombin (200 alebo 500 NIH na fPasticku)
Imidazole Buffered Saline

L. POUZITIE
Fibrinogen Assay Set, Fibrinogen Reference Plasma, Imidazole Buffered Saline (IBS) a Bovine Thrombin 200 a
500 (Pacific Hemostasis®) st ur¢ené na pouzitie pri kvantitativnom stanoveni fibrinogénu vo vzorkach plazmy.

II. SUHRN A PRINCiP
Koagula¢né stanovenie fibrinogénu pomocou trombinu je zalozené na metodde, ktord bola povodne popisana
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Claussom. V pritomnosti vysokej koncentracie trombinu je ¢as potrebny k vytvoreniu koagula v riedenej plazme
nepriamo umerny koncentracii fibrinogénu.

III. DIAGNOSTIKA
Pre diagnostické pouzitie in vitro.

Vsetky neotvorené reagencie skladujte pri +2 az +8°C.

ZloZenie:
Bovine Thrombin 200 alebo 500 (priblizne 100 NIH jednotiek/ml): Lyofilizovany pufrovany hovidzi
trombin. Rozpustte v destilovanej vode podla udajov na etikete fl'asticky. Jemne zamieéajte pokial’ nedojde k

uplnému rozpusteniu. Rozpustena dlagnostlka je stabilna 7 dni pri teplote +2 a7 +8 "C alebo sa moze do 4 hodin
od rozpustenia zamrazit’ a pouzit’ do 30 dni. Rychle rozmrazte pri +37 °c. Opakovane nezamrazujte

Fibrinogen Reference Plasma: Cudska plazma odobrata pomocou citratového antikoagulacného roztoku. Pred
lyofilizaciou je pridané <1% stabilizatorov a pufrov. Rozpustte v 1 ml destilovanej vody. Jemne zamieSajte,

pokial’ neddjde k uplnému rozpusteniu. Rozpustena plazma je stabilna 8 hodin pri +2 az +8°C.

Imidazole Buffered Saline (IBS): Imidazolovy pufor vo fyziologickom roztoku, pH 7,4 + 0,2; s 0,1 % azidu
sodného.

Upozornenie: Kazda jednotka zdrojového materialu, ktory je pouzity pri priprave Fibrinogen Reference Plasma,
bola testovana schvalenou metddou FDA a bola posudena ako nereaktivna na HBsAg a negativna na protilatky
proti HIV a HCV. Avsak zZiadna znama vySetrovacia metdoda nemdze poskytnut’ Gplnt istotu, Ze produkty
odvodené z l'udskej krvi nebudil prenasat’ hepatitidu, AIDS alebo iné infekéné choroby. S tymito produktmi,
podobne ako s kazdym materialom l'udského povodu, by malo byt zaobchadzané ako s potencialne infekénym
biologickym materialom.

Varovanie: IBS obsahuje 0,1 % azid sodny. Azid sodny tvori v kyslom prostredi vysoko toxické zluc¢eniny. Pred
vyhodenim naried’te pod tec¢iicou vodou, oplachnite velkym mnozstvom vody. Tieto opatrenia st odporti¢ané
preto, aby sa zabranilo usadzovaniu v kovovych trubkach, kde méze dochadzat’ k nebezpecenstvu vybuchu.
Absencia vakua vo flastickach Fibrinogen Reference Plasma alebo Thrombin, chybné hodnoty alebo zmeny
farby vyrobku mozu indikovat’ poskodenie vyrobku. Z1é vykonanie vSak moze byt spdsobené aj inymi faktormi
v testovacom systéme.

IV. ODBER VZORIEK

Na koagula¢né vySetrenie je doporucené pouzivat 3,2% (0,109 M) citrat sodny. Vyhnete sa hemolyze a
kontaminacii tkanivovou tekutinou. Vzorky, ktoré maju menej nez 90% pozadovaného odberového objemu, by
mali byt vyradené. Krv centrifugujte 15 minat pri 1500 g. Pokial' vzorky uchovavate pri +22°C az +240C,
vySetrujte ich do 2 hodin od odberu. Viac podrobnosti o odbere a skladovani vzoriek je uvedené v dokumente

NCCLS H21-A3.



V. POSTUP

Dodany material:

Fibrinogen Assay Set — 100 vySetreni (Pacific Hemostasis):
Bovine Thrombin 200: 5 fl'asticiek po 2 ml

Fibrinogen Reference Plasma: 3 flasticky po 1 ml

Imidazole Buffered Saline: 1 fl'asticka 135 ml

Fibrinogen Assay Set — 300 vySetreni (Pacific Hemostasis):
Bovine Thrombin 500: 6 fTasti¢iek po 5 ml

Fibrinogen Reference Plasma: 2 flasticky po 1 ml

Imidazole Buffered Saline: 2 fl'asticky po 135 ml

Poznamka: Bovine Thrombin 200, Bovine Thrombin 500, Fibrinogen Reference Plasma a Imidazole Buffered
Saline m6zu byt dodané tiez samostatne.

DalSie pozadované prostriedky:

Plastové skamavky

Presné pipety: 0.1 ml a 0.2 ml

Sérologické pipety

Normalne a abnormalne kontroly ako napr. Coagulation Control Plasma Level 1; Low Fibrinogen Control a
High Fibrinogen Control Plasma (Pacific Hemostasis).

Fibrinogen Assay Set a jeho samostatné sucasti st vhodné na pouzitie s manualnymi, mechanickymi alebo
fotooptickymi metédami koagulaénej detekcie. Pri pouziti na automatickych a semi-automatickych pristrojoch
dodrzujte pokyny vyrobcu pristroja. Pre manualne a mechanické vysetrovacie metody:

A. Pripravte si najmenej 5 r6znych riedeni fibrinogén referencnej plazmy v IBS. Plazmu naried’te najmenej 1:3,
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aby sa obmedzil vplyv interferujucich faktorov.

B. Vzorky kontrolnych a pacientskych plaziem naried’te v IBS 1:10.

C. 0,2 ml z kazdého riedenia predhrejte na 37°C: 4 a7 6 minut.

D. K predhriatému riedeniu pridajte 0,1 ml diagnostiky Bovine Thrombin a zmerajte koagulacny ¢as. Trombin
nepredhrievajte.

E. Frekvencia pripravy kalibracnej krivky Ciastoéne zavisi na sposobe detekcie. Vzdy vSak pripravte novi
kalibraé¢nu krivku v pripade zmeny §a3rie diagnostiky, pristroja, alebo pokial’ uz vysledky kontrol nevyhovuju

zavedenym kontrolnym rozmedziam.

VI. VYSLEDKY
A. Plazma nariedena 1:10 predstavuje 100% deklarovanej hodnoty. Riediaci faktor udava vztah medzi riedenim
1:10 a ostatnymi riedeniami.

Priklad:

Standard = 304 mg/dl fibrinogénu (Kazdé laboratorium si musi pripravit’ kalibraéné krivky s pouzitim vlastnych
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reagencii a pristrojov).

Riedenie Riediaci faktor Fibrinogén Priemer. koag. ¢as
(mg/dl) (sekundy)
1:3,5 10/3,5=2,9 304 x 2,9 = 882 5,8
1:5 10/5=2 304 x 2 =608 7,3
1:10 10/10=1 304 x 1 =304 13,4
1:15 10/15 = 0.67 304 x 0,67 =204 20,8
1:35 10/35=10.29 304 x 0,29 = 88 49,2

B. Z duplicitného stanovenia vypocitajte priemer s presnost'ou na 0,1 sekundy. Pouzite vSetkych 5 kalibraénych
bodov k zostrojeniu krivky (log-log), ktora vzt'ahuje koncentraciu fibrinogénu versus koagulacny ¢as. Nakreslite



priamku s ¢o najtesnej$im prelozenim. Preverte ju a pokial’ je nutné, vynechajte body, ktoré st prili§ odl'ahlé.
Vysledna priamka vSak musi byt preloZzena najmenej 3 po sebe idiicimi bodmi. Zostrojenim priamky z najviac
linearnych bodov sa dosiahne najlepsej zhody kontrolnych a pacientskych vzoriek.

C. Najdite na priamke koagulac¢ny ¢as kontrolnych a pacientskych vzoriek a odCitajte zodpovedajice hodnoty
fibrinogénu. Pokial’ koagulacné Casy vzoriek riedenych 1:10 lezia mimo kalibra¢nej krivky, pripravte podla
potreby riedenia 1:5 alebo 1:20. Pokial’ bola vzorka nariedena 1:5, je nutné vysledok od¢itany z krivky vydelit’ 2;
v pripade riedenia 1:20 vynasobit’ 2, aby ste dostali kone¢ny vysledok.

VII. OBMEDZENIA

A. Krv musi byt’ ihned’ pridana k citratovému antikoagula¢nému roztoku a jemne zamie$ana. EDTA a heparin st
nevhodné antikoagulacné roztoky.

B. Hemolyza mo6ze sposobit’ aktivaciu koagulaénych faktorov a ovplyvnit tak koncovy bod detekcie. Ikterické a
lipemické vzorky tiez m6zu byt’ nevhodné na detekciu koncového bodu.

C. Vzorky mdzu prist’ do styku iba s nezmacavymi povrchmi.

D. Obvykly pomer krvi a antikoagula¢ného roztoku je 9:1 a vysledkom je koncentracia citratu 10,9 az 12,9
mmol/l. Tato koncentracia musi byt upravena pre pacientov s hematokritom vy$sim nez 55%. Prehliadnite si
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dokument NCCLS H21-A3.
E. Mrazenie a rozmrazovanie plazmy, ktora obsahuje zvysky buniek, poskodzuje bune¢né membrany, ¢o moze
ovplyvnit’ vysledky.
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F. Akutne zapalové reakcie mézu sposobit’ zvysenie cirkulujuceho faktoru I (fibrinogénu).
G. Vysoké hladiny fibrinogén degrada¢nych produktov (FDP) mdzu predlzovat’ koagulaény ¢as, najma vtedy, ak
3
klesne koncentracia fibrinogénu pod 150 mg/dl.
H. U pacientov s kvalitativnymi abnormalitami fibrinogénu moze trombinovy ¢as indikovat’ zniZzentl hladinu
fibrinogénu. Pokial’ su tie ist¢ vzorky testované inymi metédami, moézu byt vysledky kvantitativneho
34
stanovenia fibrinogénu normalne.
I. Heparin v terapeutickych koncentraciach nerusi. AvSak vel'mi vysoké hladiny heparinu moézu spdsobovat
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znizené vysledky fibrinogénu. Pokial’ existuje podozrenie z heparinovej interferencie, méze byt v tychto
vySetreniach trombin nahradeny enzymom Batroxobinom.

J. Vysoké hladiny paraproteinu, protilatky proti trombinu a lieky, ktoré aktivuju fibrinolyticky systém, mozu

interferovat’ pri stanoveni fibrinogénu.

K. Fibrinogen Assay Set a jednotlivé jeho komponenty s optimalizované na teplotu 37°C. Uistite sa, ze vSetky
zahrievacie sucasti funguju spravne.

VIII. OCAKAVANE HODNOTY
Laboratoria by si mali stanovit normalny referenény interval pre meranie fibrinogénu. Vseobecne plati, ze
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normalny referenény interval je 150 az 350 mg/dl (1,5 az 3,5 g/l).
IX. VLASTNOSTI

Spravnost” V mnohych laboratoériach bola testovand plazma s nizkym, normalnym a vysokym obsahom
fibrinogénu pomocou diagnostik Pacific Hemostasis. Vysledky boli porovnavané s vysledkami ziskanymi
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pri pouziti diagnostik inych vyrobcov.

Vzorka Pacific n= vSetky n=
Hemostasis diagnostiky

Nizky: 144 mg/dl 10 163 mg/dl 195

Normalny: 294 mg/dl 10 297 mg/dl 195

Vysoky: 488 mg/dl 16 474 mg/dl 390

B. Presnost’: Plazma s nizkym, normalnym a vysokym obsahom fibrinogénu bola testovana niekol’ko dni s
pouzitim diagnostik Pacific Hemostasis na foto-optickom pristroji. Kazdy denn bolo vymedzenych 10
kalibracnych kriviek, s celkovym mnozstvom 30 kalibra¢nych kriviek. Varia¢ny koeficient CV dosahoval
hodnét 5,9 % (nizky); 3,4 % (normalny) a 2,9 % (vysoky obsah fibrinogénu).
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OBMEDZENIA ZARUKY FISHER DIAGNOSTICS®

Fisher Diagnostics (FD) zarucuje, Ze produkty firmy FD budu fungovat’ tak, ako je popisané na stitkoch a
dokumentoch prilozenych k produktu. V pripade $pecifickych aplikdcii musi sam zakaznik rozhodnut' o
vhodnosti produktov FD. FD sa zavizuje, ze na zaklade svojej volby bud’ vymeni nevyhovujuci alebo
poskodeny produkt, alebo vrati nakupnii cenu. FD NEUZNAVA ZIADNE INE ZARUKY, VYSLOVENE
ALEBO MLCKY PREDPOKLADANE, VRATANE ZARUK OBCHODOVATELNOSTI A SPOSOBILOSTI
PRE SPECIALNE UCELY. FD ani jej pobotky nebudii v Ziadnom pripade zodpovedat za nihodné alebo
nepriame straty alebo poskodenia.
Pacific Hemostasis® je registrovana ochrannd znamka spolocnosti Fisher Scientific Company L.L.C.
Fisher Diagnostics® je registrovana ochranna znamka spolo¢nosti Fisher Scientific Company L.L.C.
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