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i de la activi de la p ina S
® Contenido del kit:

— 2 viales de Reactivo 1 (Protein S Deficient Plasma)

— 2 viales de Reactivo 2 (PCa)

— 2 viales de Reactivo 3 (F. Va)
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1/ UTILIZACION DEL KIT

El kit STA® - Staclot® Protein S previsto para uso con analizadores de la linea STA®
que pueden utilizar estos reactivos, para la medicién cuantitativa del nivel de
proteina S funcional basada en el principio de inhibicién del Factor Va (7).

2/ INFORMACION SOBRE LA PROTEINA S

® Bioquimica de la proteina S

La proteina S es una proteina plasmatica vitamino K-dependiente que no presenta
funcién esterdsica (1). Su peso molecular en el ser humano es de 70 000 (10) y se
presenta como una Unica cadena polipeptidica. Contiene alrededor del 7 % de
hidratos de carbono y se encuentra en el plasma en una concentracién cercana a
25 mg/l (2). La proteina S se sintetiza en el higado, bajo la forma de un precursor
inactivo. Esta proteina se carboxila mediante la acciéon de una carboxilasa
vitamino K - dependiente, tras lo cual los residuos y-carboxiglutamicos pueden fijar
el calcio (1).

Fisiolégicamente, la proteina S juega un papel anticoagulante esencial. Es el
cofactor de la proteina C activada, con la cual forma un complejo estoquiométrico
(1). En presencia de calcio, este complejo se fija fuertemente a las superficies
fosfolipidicas. Regula entonces las vias pro-coaguladoras degradando por
protedlisis los factores V y VIl activados por la trombina (3). La proteina S amplifica
de forma considerable el papel anticoagulante de la proteina C, probablemente
aumentando la afinidad de esta dltima por las membranas fosfolipidicas (8).

La regién sensible a la trombina de la proteina S puede estar sometida a una
protedlisis parcial por la trombina. La proteina S conserva entonces su afinidad por
los fosfolipidos pero pierde su papel anticoagulante como cofactor de la proteina C
activada (8).

La bioquimica de la proteina S es complicada por el hecho de que estd en

equilibrio dinamico con la proteina que fija el C4, del complemento, la Cy,-binding

protein (C,,-BP), presente en el plasma en dos formas (8): una de bajo peso

molecular (un 20 % del total) sin afinidad por la proteina S y una de alto peso

molecular (un 80 % del total) que si puede fijar la proteina S. La proteina S forma

un complejo equimolecular con esta tltima forma. En estado fisiolégico se alcanza

un equilibrio. La proteina S se encuentra bajo dos formas:

— la forma libre que representa un 40 % del total de proteina S. Es esta forma libre
la que ocupa la funcién de cofactor de la proteina C activada,

— la forma unida a la C4,-BP de alto peso molecular. Representa un 60 % del total.
Esta forma no presenta actividad como cofactor de la proteina C activada (8).

® Vari
Las deficiencias congennas de pro1ema S se clasifican en tres categorias (10):
— las deficiencias de tipo | se caracterizan por una disminucién del nivel antigénico
de la proteina S (total y libre)
— las deficiencias de tipo Il se definen por una reduccion de la actividad de la
proteina S asociada a niveles antigénicos normales de proteina S total y libre
— en las deficiencias de tipo Il se observan niveles antigénico y funcional de la
proteina S libre reducidos, mientras que el nivel de proteina S total es normal.
Las deficiencias adquiridas de proteina S libre pueden estar asociadas a los
siguientes estados clinicos: sindromes inflamatorios debidos al aumento de la
Cy4,-BP, trastornos hepaticos (6), sindrome nefrético (6), tratamientos con
medicamentos anti-vitamina K (4), anticonceptivos orales (11) y L-asparaginasa
(6).
La deficiencia congénita o adquirida de proteina S aumenta el riesgo
tromboembdlico al disminuir el potencial anticoagulante de la sangre. Puede
conducir a episodios trombéticos repetitivos (2).

3/ PRINCIPIO DEL TEST

El principio de la prueba se basa en la actividad de cofactor de la proteina S, que
potencia la accién anticoagulante de la proteina C activada. Esta potenciacién se
refleja mediante la prolongacion del tiempo de coagulacién de un sistema
enriquecido con el factor Va, el cual es un sustrato fisiolégico para la proteina C
activada.

4/ COMPOSICION DEL KIT

Cada estuche de STA® - Staclot® Protein S contiene una hoja con cédigo de barras.
Este codigo de barras contiene las siguientes informaciones: nimero de lote
referencia del kit, referencia de los reactivos, fecha de caducidad.

® Reactivo 1: plasma humano liofilizado, libre de proteina S.
® Reactivo 2: proteina C activada humana, liofilizada.
® Reactivo 3: preparacion con contenido de factor Va bovino, liofilizada.

Los 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, ningun test puede garanllzar de manera absoluta la
ausencna de agentes |n\‘ecc|osos Por eso, estos reactivos de origen biolégico han de ser

con las ya que se trata de productos potencialmente
infecciosos.

5/ PRECAUCIONES

El estuche intacto se debe conservar a 2-8 °C. Sdlo para uso diagnéstico in vitro.
Estos reactivos sélo deben ser utilizados por personal autorizado del laboratorio.
Utilizar Gnicamente reactivos de un mismo kit o de un mismo lote. Los residuos se
eliminaran con arreglo a la reglamentacion local vigente.

El estuche STA® - Staclot® Protein S esta disefiado especialmente para los aparatos
de la linea STA® que pueden utilizar estos reactivos. Antes de cualquier utilizacion,
leer con atencién el “Manual del Operador” del instrumento utilizado. Tener cuidado
en el manejo de estos reactivos y las muestras.

6/ OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

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

de hemostasia.

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

9 vol. de sangre.

® Centrifugacion: 15 minutos a 2500 g.

® Conservacion del plasma: 4 horas a 20 + 5 °C
1 mes a —20 °C. Atemperar la muestra a 37 °C el tiempo
necesario y suficiente para que la descongelacién sea
completa.

7/ PREPARACION Y CONSERVACION DE LOS REACTIVOS

® Preparacion
Reconstituir el contenudo de cada vial de Reactivo 1, 2 0 3 con exactamente 1 ml
de agua destilada. Dejar que la solucién se estabilice durante 60 minutos a
temperatura ambiente (18-25 °C). Después homogeneizarlo antes de su us6.

® Conservacién
Conservados a 2-8 °C en su embalaje original, los reactivos son estables hasta la
fecha de caducidad indicada en el estuche.
Estabilidad tras la reconstitucion: 4 horas en STA-R® y STA Compact®.
No se debe congelar.

8/ REACTIVOS Y MATERIALES AUXILIARES

® STA®- Owren-Koller (REF 00360).

© STA®- CaCl, 0.025 M (REF 00367).

® STA®- Unicalibrator (REF 00675).

e STA® - System Control [N] + [P] (REF 00678): controles normal y anormal.
® STA-R® 0 STA Compact®.

® Equipamiento habitual en los laboratorios de analisis clinicos.

9/ PROCEDIMIENTO

9.1. Calibracién
La calibracién se lleva a cabo con la ayuda de los estuches STA® - Unicalibrator.
Preparar STA® - Unicalibrator y tranferir al aparato las informaciones contenidas
en el coédigo de barras de la hoja. Los estandares son preparados
automaticamente por el analizador, diluyendo con tampén Owren-Koller de
acuerdo a los pardmetros ingresados en el instrumento para la dosificacion.
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 realizara
automaticamente las diluciones en tampén Owren-Koller.
Seleccionar el(los) test(s) a efectuar en los plasma de pacientes.

9.3. Controles
Los controles son necesarios para verificar la exactitud y la reproducibilidad de
los resultados. Utilizar el kit STA® - System Control . Preparar estos
reactivos de control y transferir la informacién contenida en el cédigo de barras
impreso en su respectivos inserts, al instrumento. Estos controles se utilizan han
de estar sin diluir; el instrumento realizara automaticamente la dilucion en
diluyente (tampén Owren-Koller).

9.4. Dosificacién
Para la realizacion de la dosificacién, seguir los protocolos descritos en los
“Standardized Operating Procedures” del instrumento.
La determinacion de la proteina S en el plasma por valorar se procesa
automaticamente por el analizador tan pronto se cargan las muestras. Es
obligatorio que el ensayo de la muestra de pacientes se comience
inmediatamente después de realizar la calibracion. Si cualquiera de los
resultados del paciente queda fuera del rango de trabajo de la dosificacion, el
instrumento revalora automaticamente la muestra en segln una dilucién
apropiada, siempre que esta opcion haya sido introducida en la configuracion de
la prueba (ver el “Manual del Operador”).

10/ RESULTADOS

El nivel de proteina S (%) 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 sefala que los resultados obtenidos para los controles se sittan fuera
del intervalo de valores indicado en las hojas de estos controles, es preciso
asegurarse del buen funcionamiento de todo el sistema: condiciones de ensayo,
reactivos, calibracion, plasmas en los que se efectta el test, etc. Si es necesario,
repetir las muestras.

11/ LIMITACIONES

© Recoleccion de muestras

Utilice siempre la relacién correcta entre el volumen de sangre y el anticoagulante.
Interferencia de heparina (UFH y LMWH)

Los niveles de heparina hasta 1 Ul/ml no afectan los resultados de la prueba. Los
niveles mas altos de heparina pueden hacer que se sobrestime el nivel de
proteina S.

Interferencia del Factor VIl

Los niveles de factor VIII de hasta 250 % no afectan los resultados de la prueba
(9).

Interferencia de C,,-BP

En las condiciones de ensayo descritas, no existe disociacion in vitro del complejo
de Proteina Sy Cy,- BP (9).

Interferencia de LA y/o APA

Se ha observado que los anticoagulantes IUpicos (AL) y/o anticuerpos anti-
fosfolipidos (APA), si se encuentran en el plasma que se analiza, pueden interferir
en la prueba. En caso de un nivel inexplicable de proteina S y segun el estado
clinico, puede ser Util llevar a cabo pruebas de LA y/o APA y determinar el nivel de
proteina S libre antigénica.

Interferencia del inhibidor de trombina

Los inhibidores de la trombina (ej.:, hirudina, argatroban) presentes en la muestra
a analizar pueden llevar a una sobreestimacion del nivel de proteina S para esta
muestra.

.

12/ VALORES NORMALES

Los porcentajes de proteina S total y libre son menores en las mujeres que en los
hombres (9). Ademds, en las mujeres se han observado variaciones en funcién del
estado hormonal (11). Por lo tanto, se recomienda que cada laboratorio establezca
sus propios valores normales en funcion de su poblacion y determine los valores a
partir de los cuales es necesario realizar mas investigaciones (estudio de
antecedentes individuales y familiares, porcentaje de Cy,-BP...).

Como ejemplo, se analizaron 156 plasmas humanos presuntamente normales (94
hombres y 62 mujeres cuyas 7 fueron usuarias de anticonceptivos orales). Los
resultados fueron los siguientes:

— hombres: X = 110 % con una desviacion estandar de 16,5 %

— mujeres: X = 89 % con una desviacién estandar de 17 %.

Durante el embarazo se observa una disminucion del porcentaje de proteina S libre
(5). Al nacer, el porcentaje de proteina S funcional se aproxima al del adulto, mientras
que los porcentajes de proteina S libre y total son menores (5).

13/ CARACTERISTICAS DEL METODO

© Intervalo de medicién - Limite de deteccion
En STA-R® y STA Compact®, la linealidad de la dosificacion se observa hasta una
actividad entre 10 y 150 % de la proteina S; el valor del limite de deteccién es
10 %.

® Reproducibilidad
Se han realizado estudios de reproducibilidad, intra e inter-series a partir de
muestras normales y anormales. Los resultados obtenidos en STA® estan

— la dilucién 1/40 representa una cuarta parte del valor de ensayo indicado en
la caja UC.

14.4. Plasmas a analizar y controles

En tubos de plastico, diluir los plasmas a probar y los controles al 1/10 en
tampon Owren-Koller.

14.5. Dosificacion

Se recomienda que todos los ensayos (estdndares, muestras pacientes y
controles) sean llevados a cabo en una sola y la misma corrida. Cuando esto
no sea posible, el andlisis de las muestras se debe realizar inmediatamente
después de la calibracion desarrollada en las mismas condiciones (la secuencia
de pipeteo, tiempos de incubacién, mezclado luego de la adicién de reactivos,
etc.).

En un tubo de plastico a 37 £ 0,5 °C:
® Plasma (patron, paciente o control) . . 0,1 ml
© Reactivo 1 0,1 ml
® Reactivo 2 .. 0,1 ml
@ REACVO 3 . ... 0,1 ml
® Mezclar e incubar a 37 °C durante exactamente ............. 120's
© Poniendo en marcha un cronémetro, afiadir el STA® - CaCl, 0.025 M
preincubado @37 °C ... 0,1 ml
Mezclar. Anotar el tiempo de coagulacion (segundos).

14.6. Resultados

En papel milimetrado, marcar en abscisas el procentaje de proteina S de los
diferentes puntos de la gama de calibracién y en ordenadas el tiempo de
coagulacién correspondiente. Trazar la curva patrén y obtener el valor de la
proteina S de las muestras analizadas.

Si el nivel de proteina S de un paciente es bajo (< 10%), se recomienda analizar
el plasma en una dilucién 1/5. En este caso el resultado de la prueba leido a
partir de la linea de calibracion sera dividido por 2. Si por el contrario, el nivel
de proteina S de un paciente es mayor a 150 %, se recomienda analizar el
plasma en una dilucién 1/20. En este ultimo caso, el resultado de la prueba
leido a partir de la linea de calibracién sera multiplicara por 2.

Comprobar que los resultados obtenidos para los System Control [N] + [P] se
sitian en el intervalo indicado en la hoja incluida en el kit. Si los resultados
estuvieran fuera del intervalo de valores, 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.

14.7. Limitaciones

Durante el ensayo, respete el tiempo de incubacion de 2 minutos.

14.8. Caracteristicas del método

— La linealidad del ensayo observada para el nivel de proteina S entre 10 y
150 %.

— Los resultados de los estudios de reproducibilidad intra e inter-series
obtenidos en ST art® estén indicados en las tablas siguientes:

indicados en las tablas siguientes: Reproducibilidad intra-serie Reproducibilidad inter-serie
Reproducibilidad intra-serie Reproducibilidad inter-serie Muestra Muestra a Muestra b Muestra ¢ Muestra d
Muestra Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 _n 24 24 10 10
X (%) 106 35 91 34
_n 21 21 10 10 SD (%) 52 19 4.4 14
X (%) 94 33 105 36 CV (%) 4,9 53 48 4,2
SD (%) 41 15 59 23
CV (%) 4,4 45 56 6,4

14/ VARIANTES

Los capitulos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11 y 12 precedentes, son también vélidos para la
dosificacion con el método semiautomatico o al bafio maria.
14.1. Preparacion y conservacion de los reactivos
La preparacion de los Reactivos 1, 2 y 3 es idéntica a la indicada en el capitulo
7 del presente folleto.
Tras la reconstitucion, los reactivos son estables 4 horas a 20 + 5 °C y 4 horas
a 2-8 °C. No se debe congelar.
14.2. Reactivos y material auxiliares
® STA® - Owren-Koller (REF 00360).
® STA® - CaCl, 0.025 M (REF 00367).
® Unicalibrator (REF 00625).
e System Control [N] + [P] (REF 00617): controles normal y anormal.
e Instrumento como el ST art® o bafio maria.
® Equipamiento habitual en los laboratorios de andlisis clinicos (cronémetro...).
14.3. Calibracién
Construya una curva de calibracion para cada ensayo de la prueba. Para la
elaboracién de los estandares, utilice el tampén Owren Koller para preparar en
tubos de ensayo plasticos diluciones de 1/10, 3/40, 1/20 y 1/40 del Unicalibrator
(UC). Por definicion:
— la dilucion 1/10 representa el valor del ensayo indicado en la caja UC,
— la dilucién 3/40 representa las tres cuartas del valor de ensayo indicado en la
caja UC
— la dilucién 1/20 representa la mitad del valor de ensayo indicado en la caja
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