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Determinacion colorimétrica del plasminégeno
e Contenido del kit:
— 6 viales de Reactivo 1 (Streptokinase)
— 6 viales de Reactivo 2 (Substrate)
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1/ UTILIZACION DEL KIT

El kit STA® - Stachrom® Plasminogen esta destinado para determinar
cuantitativamente el nivel de actividad del plasminégeno en el plasma
mediante el método del sustrato cromogénico sintético (4) en STA-R® y
STA Compact®.

2/ INFORMACION SOBRE PLASMINOGENO

* Bioquimica del plasminégeno

El plasminégeno es una glicoproteina de peso molecular aproximado de

90 000 daltons (7). Se sintetiza en el higado y se compone de una sola

cadena polipeptidica (7). En el plasma, el plasminégeno existe ya sea en

forma libre o enlazada a HRGP (histidine rich glycoprotein),
ap-antiplasmina o fibrinégeno (7). EI aminoécido con terminal N del
plasminégeno nativo es el acido glutamico (Glu-plasmindgeno) (9). El

Lys-plasminégeno del cual aminoacido de terminal N es la lisina, se

genera mediante la accion de la plasmina (9).

Bajo la influencia de los tejidos o activadores de plasma, el

plasminégeno se convierte en plasmina por la ruptura de un enlace

arginina-valina, lo que lleva a su transformacion en una molécula dos
cadenas, unidas por puentes de disulfuro (7). El sitio activo de la
plasmina se encuentra en el terminal C de la molécula del plasminégeno

y contiene un residuo de serina (7). El papel principal de la plasmina es

degradar la fibrina y en segundo lugar el fibrinégeno (7).

Interés clinico

Existen dos tipos de deficiencias congénitas del plasmindgeno:

— Cuantitativas o de tipo I: estas deficiencias se identifican mediante la
disminucion simultdnea tanto de los niveles funcionales como de los
antigénicos del plasmindgeno. Estas deficiencias son las mas
frecuentes;

— Cualitativas o de tipo II: estas deficiencias se caracterizan por un nivel
funcional significativamente inferior al nivel antigénico (8).

Para algunos autores, la deficiencia de plasminégeno es un factor de

riesgo de trombosis. Para otros, esta deficiencia no es por si misma

trombogénica, sino que constituye un factor que aumenta el riesgo

clinico de otro trastorno hemostatico (8).

El nivel del plasmindgeno plasmatico aumenta durante los estados

infecciosos, inflamatorios, y disminuye durante los trastornos hepéaticos

y tratamientos tromboliticos (9).

3/ PRINCIPIO DEL TEST

El procedimiento consta de dos pasos:

— Se afade un exceso de estreptoquinasa (Reactivo 1) a la muestra cuyo
plasminégeno se desea determinar. La estreptoquinasa y el
plasminégeno forman un complejo, el cual tiene una actividad similar a
la de la plasmina (1);

— La cantidad de complejo estreptoquinasa-plasminégeno formado se
evalia mediante su accién sobre el sustrato sintético CBS 30.41
(Reactivo 2). La cuantificacién se logra por la cantidad de p-nitroanilina
liberada, medida a 405 nm.

En estas condiciones, la reaccion es insensible a los inhibidores de plasma
(2, 3).

4/ COMPOSICION DEL KIT

Cada estuche de STA® - Stachrom® Plasminogen contiene una hoja con
coédigo de barras. Este codigo de barras contiene las siguientes
informaciones: nimero de lote, referencia del kit, referencia del reactivo,
fecha de caducidad.

e Reactivo 1: aproximadamente 15 000 Ul de estreptoquinasa por vial,
liofilizado. Esta estreptoquinasa se estabiliza con albimina humana.

e Reactivo 2: sustrato cromégeno CBS 30.41, H-D-But-CHA-Lys-pNA,
2 AcOH en torno a 16,5 umoles por frasco (5), liofilizado.

Algunos reactivos de este kit contienen productos de origen humano y/o animal. Cuando se
ha utilizado plasma humano en la preparacion de estos reactivos, se excluye previamente la
presencia del antigeno HBs, de los anticuerpos anti-HCV, anti-HIV 1 y anti-HIV 2 con los
correspondientes andlisis. Sin embargo, ningtin test puede garantizar de manera absoluta la
ausencia de agentes infecciosos. Por eso, estos reactivos de origen biolégico han de ser

i con las i i ya que se trata de productos potencialmente

infecciosos.

5/ PRECAUCIONES

El estuche intacto se debe conservar a 2-8 °C. Sélo para uso diagnéstico
in vitro. Estos reactivos sélo deben ser utilizados por personal autorizado
del laboratorio. Utilizar Unicamente reactivos de un mismo kit o de un
mismo lote.

El estuche STA® - Stachrom® Plasminogen esta disefiado especialmente
para los aparatos de la linea STA® que pueden utilizar estos reactivos.
Antes de cualquier utilizacion, leer con atencion el “Manual del Operador”
del instrumento utilizado.

Tener cuidado en el manejo de estos reactivos y las muestras. Los
residuos se eliminaran con arreglo a la reglamentacion local vigente.

6/ OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

La obtencién de la muestra debe ajustarse a las recomendaciones para las

pruebas de hemostasia.

e Obtencion de sangre en solucién de citrato trisédico 0,109 M: 1 vol. de

citrato por 9 vol. de sangre.

e Centrifugacion: 15 minutos a 2000-2500 g.

e Conservacion del plasma: 24 horas a 20 + 5 °C
1 mes a —20 °C. Atemperar la muestra a
37 °C el tiempo necesario y suficiente para
que la descongelacion sea completa.

7/ CONSERVACION Y PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Conservados a 2-8 °C en su embalaje original, los reactivos son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en el estuche.

Reactivo 1

Reconstituir cada vial con 3 ml de agua destilada. Dejar que la solucién
se estabilice durante 60 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C).
Luego, agitar suavemente.

Estabilidad tras la reconstitucién: 7 dias a 2-8 °C en su vial original en
STA-R®y STA Compact®.

Reactivo 2

Reconstituir cada vial con 3 ml de agua destilada. Dejar que la solucién
se estabilice durante 60 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C).
Luego, agitar suavemente.

Estabilidad tras la reconstitucién: 7 dias a 2-8 °C en su vial original en
STA-R®y STA Compact®.

No se debe congelar.

8/ REACTIVOS Y MATERIALES AUXILIARES
* STA®- Owren-Koller (REF 00360).
o STA®- Unicalibrator (REF 00675).

o STA® - System Control [N] + [P] (REF 00678): controles normal y
anormal.

e STA-R® 0 STA Compact®.
e Equipamiento habitual en los laboratorios de analisis clinicos.

9/ PROCEDIMIENTO
9.1. Calibracién
La calibracion se lleva a cabo con la ayuda de los estuches STA® -
Unicalibrator. Preparar STA® - Unicalibrator y tranferir al aparato las
informaciones contenidas en los cédigos de barras de la hoja. Los
estandares son preparados automaticamente por el analizador,
diluyendo con STA® - Owren-Koller de acuerdo a los parametros
ingresados en el instrumento para la dosificacién.
La curva de calibracion se puede ver en la pantalla del instrumento
con la ayuda del menu “Calibracién” (ver el “Manual del Operador”).
9.2. Plasmas a analizar
Los plasmas a testar han de estar sin diluir. Introducirlos en el
instrumento (ver el “Manual del Operador” del instrumento utilizado).
El instrumento realizard automaticamente las diluciones en STA® -
Owren-Koller.
Seleccionar el(los) test(s) a
9.3. Controles
Los controles son necesarios para verificar la exactitud y la
reproducibilidad de los resultados. Utilizar los estuches STA® - System
Control [N] + [P]. Preparar estos reactivos de control y transferir la
informacién contenida en los cédigos de barras impresos en su
respectivo inserto al instrumento. Estos controles se utilizan sin diluir;
el instrumento realizara automaticamente la dilucién con STA® -
Owren-Koller.

efectuar en los plasma de pacientes.

9.4. Dosificacién

Para la realizacion de la dosificacién, seguir los protocolos descritos
en los “Standardized Operating Procedures” del instrumento.

La determinacién del plasminégeno en el plasma a ensayar se realiza
automaticamente por el analizador a 405 nm tan pronto se cargan las
muestras. Si cualquiera de los resultados del paciente queda fuera del
rango de trabajo de la dosificacion, el instrumento revalora
automaticamente la muestra en segun una dilucién apropiada,
siempre que esta opcién haya sido introducida en la configuracién de
la prueba (ver el “Manual del Operador”).

10/ RESULTADOS

El nivel de plasminégeno (%) de las muestras analizadas aparece en
tiempo real en la pantalla del aparato (ver el “Manual del Operador”). El
resultado debe interpretarse en funcién del estado clinico y biolégico del
paciente.

Si el aparato sefiala que los resultados obtenidos para los controles se
sittian fuera del intervalo de valores indicado en la hoja incluida en en el
estuche, es preciso asegurarse del buen funcionamiento de todo el
sistema: condiciones de ensayo, reactivos, plasmas en los que se efectia
el test, calibracion, etc. Si es necesario, repetir las muestras

11/ LIMITACIONES

® Se ha demostrado que la hemoglobina hasta 7 g/I, la bilirrubina hasta
900 umoles/l, los triglicéridos hasta 10 g/l y el producto de degradacién
de la fibrina inferior a 130 ug/ml no interfieren con la determinacion.

® La presencia de aprotinina en el plasma a analizar da como resultado
una subestimacién del nivel de plasminégeno.

12/ INTERVALO DE REFERENCIA

El nivel plasmatico de plasmindgeno en adultos suele estar comprendido
entre el 80 y el 120 % (6). Sin embargo, cada laboratorio deberia
establecer sus propios valores normales.

El nivel del plasmindgeno en bebés recién nacidos suele ser bajo (9). El
ensayo de plasminégeno es importante para la interpretacion biolégica del
nivel de productos de degradacién del fibrinégeno (PDF) en los casos de
coagulacién intravascular diseminada (CID) (4).

13/ CARACTERISTICAS DEL METODO

® Intervalo de ion - Limite de i0
En la STA®, la determinacion es lineal hasta una actividad de 160 % de
plasminégeno; el valor del limite de deteccion es 11 %.

* Reproducibilidad
Se han realizado estudios de reproducibilidad, a partir de muestras
normales y anormales. Los resultados obtenidos en STA® estan
indicados en las tablas siguientes:

Reproducibilidad intra-serie | Reproducibilidad inter-serie
Muestra Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
n 21 21 10 10
X (%) 93 41 98 46
SD (%) 1,8 0,7 23 1,6
CV (%) 1,9 18 2,4 34
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