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Turbidimetricky immuassay pro stanoveni Antitrombinu (AT). Fax : +33 (0)1 34 48 72 36

Tekuté reagencie pfipravené k pouZziti.

POUZIT:

LIAPHEN™ AT souprava je turbidimetricky immunoassay pro in vitro
kvantitativni stanoveni antigenu Antitrombinu (AT:Ag) v lidské citratové
plazmé pfi pouZiti manualni nebo automatizované metody. Reagencie jsou
tekuté, pfipravené k pouziti.

SHRNUTI:
Technické:
AT je jeden z hlavnich fyziologickych koagulacnich inhibitor. Blokuje
aktivitu serinovych estraz, specificky Thrombinu, Faktoru Xa (FXa) a IXa. AT
reguluje rychlost koagula¢niho procesu a zabrariuje trombdze. V komplexu
s heparinem se AT stava silnym a rychle pusobicim inhibitorem koagulace®.

Klinické:

Spontanni tromboembolické potize jsou pozorovdny u pacientl
s vrozenym deficitem AT, ktery se fadi do 4 skupin?3.

Koncentrace AT je sniZzena u novorozencll, u rdznych stav(l jako je
téhotenstvi, poskozeni jater, DIC, atd*.

Funkéni testy na AT spojené simmunoassay metodami umozni
charakterizovat typ deficience.

PRINCIP TESTU:

LIAPHEN AT je immunoturbidimetricky test uZivajici latexové Castice pro in
vitro stanoveni Antitrombinu (AT). Testovany vzorek je smichan s reak¢énim
pufrem (R2) a s latexovym reagentem (R1). Protilatky proti AT, navazané
na latexovych ¢asticich reaguji s AT ve vzorku a dojde k aglutinaci Castic.
Velikost aglutinace je pfimo umérnd mnoistvi AT ve vzorku. Detekuje se
absorbci svétla (A620 nm nebo specifické vinové délky automatu).

REAGENCIE:
Latex, tekutd reagencie. Obsahuje BSA.
E Reakéni pufr, Hepes NaCl pufr, tekutd reagencie.

120002
120008

2 lahvicky po 2 ml
E 2 lahvicky po 10 ml
2 lahvicky po 1,5 ml
E 2 lahvicky po 5 ml

VAROVANI:

o Neékteré reagencie vsoupravé obsahuji materidl zvifeciho puvodu.
Manipulujte s reagenciemi dle vSech pfislusnych bezpecnostnich
regulaci, jako by se jednalo o material potenciondlné infekéni.

e Odpad likvidujte dle pfislusnych mistnich platnych regulaci.

e Studie stability prokazuji, Ze reagencie mohou byt transportovany pfi
pokojové teploté bez degradace.

e Reagencie jsou pouze pro in vitro diagnostické pouziti v laboratofi.

PRIPRAVA REAGENCIE:

Reagencie jsou pfipraveny k pouZiti. Homogenizujte pred pouZitim
opatrné, abyste zabranili tvorbé pény a ihned vloZte do analyzatoru, dle
specifického aplikacniho protokolu.

Pro manudini metodu nechte reagencie stabilizovat 30 minut pfi pokojové
teploté (18-25°C), homogenizujte pred pouZitim.

SKLADOVACI PODMINKY A STABILITA:
Reagencie musi byt skladovany pfi 2-8°C v jejich originalnich obalech. Pak
jsou stabilni do data expirace uvedeného na obalu.

Stabilita oteviené reagencie, pokud je zamezeno kontaminaci nebo
odparovani a pokud je reagencie skladovana uzaviena, je:

. 6 mésictl pfi 2 —8°C

. 7 dni pfi pokojové teploté (18 — 25°C)

" Nemrazte.

- Stabilita v analyzatoru: Viz specificky aplikacni protokol.
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REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY:
Reagencie:

e Destilovana voda.

e Fyziologicky roztok (0,9% NaCl).

e Specifické kalibratory a kontroly se znamou hladinou AT:Ag:

Nazev produktu Referencni ¢islo
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301

Viz specificky aplikacni protokol pro pouZzity analyzator.

Material:

e Spektrofotometr nebo automaticky analyzdtor pro immuno-
turbidimetrické méreni.

e Stopky, kalibrované pipety, plastové zkumavky nebo kyvety do
spektrofotometru.

VZOREK:

Krev (9 dild) musi byt odebrana do 0,109 M tri-sodného citrdtového
antikoagulancia (1 dil; 0,109M, 3,2%), pfimou venepunkci. Prvni odebrana
zkumavka by méla byt znehodnocena.

Vzorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich radu.

Pro skladovani plazmy se odkaZte na reference>®.

POSTUP MERENI:

Souprava LIAPHEN AT je urcena pro automatické nebo manudlni metody.
Méreni provadéjte pfi 37°C a turbiditu méfte pfi 620 nm (mohou byt
pouZzity i jiné vinové délky, nejlépe mezi 450 a 700 nm).

Pro automatickou metodu je aplikacni protokol k dispozici na vyZzadani.
Viz specificky aplika¢ni protokol pro pouzity analyzator.
Manualni fedéni latexu neni zapotiebi pro automatické metody.

Postup:

1. Rozpustte kontroly, kalibratory nebo vzorky dle jejich specifickych
instrukci nebo laboratornich postupt.

Pro kalibrator se zndmou hladinou AT:Ag (C%) a pracovnim fedénim 1:15
by méla byt hladina 150% (v kontextu méreni) ziskana fedénim kalibratoru
nésledujicim faktorem: 10x(C)/100 tedy D = C (v %) : 10.

Kalibracni kfivka je stanovena z poolové normalové citratové plazmy
(alespori 30 zdravych lidi, muZi a Zeny, vékem mezi 18 a 55 s Zadnou
zndmou lé¢bou nebo nemoci), ktera ma dle definice AT:Ag 100%. Méreni
obsahuje 1:15 tedéni plazmy, které predstavuje, dle definice, 100%
hladinu AT:Ag. 1:10 Fedéni fyziologického roztoku predstavuje 150%
AT:Ag.

Pfipravte 2 ml 1:10 normalni citratové poolové plazmy, nebo 1:D (D =
C:10) fedéni kalibratoru (C1) odpovidajici 150% AT:Ag. Stanovte kalibra¢ni
krivku sérii fedéni ve fyziologickém roztoku, viz tabulka nize:

Standard C1 c2 Cc3 (o} Cc5 C6
%AT:Ag 150 100 75 50 25 0
Objem 2000 600 pl 500 pl 500 pl 500 pl oul

standardu ul c1 c1 c2 ca W

Fyziologicky 1000
roztok oul 300 pl 500 pl 500 pl 500 pl ul

Pro manudlni metodu misi byt kalibracni kfivka stanovena pro kazdou
sérii testl.
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2. Naredte vzorky a kontroly ve fyziologickém roztoku, viz tabulka niZe:
Vzorky Referencni cislo Redéni

BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201 1:15

BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301 1:15

Vozrky - 1:15

Pro stanoveni purifikovaného AT vzorky a kontroly musi byt fedény ve
fyziologickém roztoku obsahujicim 1% BSA (konecnd koncentrace je pak
kolem 0,5 az 10 pg/ml).

Stanovte kalibraé¢ni kfivku a provedte kontrolu kvality. Pokud jsou fedéné
vzorky skladovany pfi pokojové teploté (18-25°C), musi byt méfeny co
nejdrive. Pfesné koncentrace kalibratori a kontrol jsou uvedeny na
letdcich priloZzenych k jejich baleni.

3. Pridejte do zkumavky inkubované pfi 37°C:

Tésné pred pouZitim pripravte potiebné objemy [R1{fedéné v R2| (viz

nize)
Objem
Vzorky, kalibratory nebo kontroly fedéné ve
- .y 100 pl
fyziologickém roztoku
Latex fedény 1:5 v, predinkubovany na 37°C a 400 ul
homogenizovany predpouZitim H

Michejte pfi 37°C presné 15 minut, pak ihned:

Michejte a odectéte absorbanci pfi 620 nm od fyziologického roztoku.
Zachovavejte stejnou reakéni dobu pro viechny vzorky.

Vytvorte plasmaticky blank, pokud je vzorek iktericky, lipemicky,
hemolyzovany, nebo pokud je barva odlisnd od standardnich plazem.

Pokud jsou pro metodu potfeba jiné reakéni objemy, neZ jsou uvedeny
vySe, musi byt pomér reagencii a vzorku pfisné dodrZen. Kazdy uZivatel je
odpovédny za validaci provedenych zmén postupu a za jejich vliv na
vysledek.

KALIBRACE:

Kalibrator pokryvajici rozmezi LIAPHEN™ AT méreni je kdispozici od
vyrobce HYPHEN BioMed (viz REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KTIU
NEPRITOMNY) a miize byt pouZit pro stanoveni kalibraéni kFivky.

e Kalibraéni rozmezi je pfiblizné od 0 do 150% (na STA-R®).

Kalibracni kfivka nize je uvedena pouze jako pfiklad. Stanovte vlastni
kalibraéni kfivku pro vypocet vysledka.
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KONTROLA KVALITY:

Poufziti kontrol slouZi k validaci vysledkd a homogenity méfeni v sérii nebo
mezi sériemi pro danou $arzi reagencii.

Zaclerite kontroly kvality do kazdé série méreni, podle pravidel laboratorni
praxe.

Kalibraéni kfivka by méla byt provedena pro kazdou sérii testd a pro novou
Sarzi reagencie, po vyznamné Udrzbé pristroje, nebo kdyZz jsou hodnoty
kontrolniho materialu mimo ptijatelné rozmezi.

Kazda laboratof by méla stanovit vlastni pfijatelné rozmezi dle pouZitého
pfistroje a metody.

VYSLEDKY:

e Pro manualni endpoint metodu stanovte kalibraéni kfivku bi-linearné
s OD 620 nm podél osy Y a koncentraci AT:Ag, vyjadienou v %, podél
osy X (v nejvhodnéjsi interpolaci).

e Koncentrace AT (%) mérfeného vzorku je pfimo odectena z kalibra¢ni
krivky, pokud byla pouZita standardni fedéni.

e Pro fedéni jind neZ je uvedenu vySe by mél byt vysledek nasoben
pouzitym Fedicim faktorem.

e Vysledky by mély byt hodnoceny dle klinického a biologického stavu
pacienta.

LIMITY:

e Pro zajisténi optimalniho pribéhu testu a pro splnéni specifikaci by
mély byt dodrZzeny instrukce validované vyrobcem HYPHEN BioMed.

e Reagencie s neobvyklym vzhledem nebo jevici zndmky kontaminace by
mély byt znehodnoceny.

e Vzorky podezielého vzhledu nebo vzorky vykazujici zndmky aktivace
musi byt znehodnoceny.

e Revmatoidni faktor miZe ovlivnit méfeni a vydavat falesné vyssi
vysledky AT:Ag.

e Vliv Hook efektu na stanoveni je uveden v aplikacnim protokolu pro
dany analyzator (na pfistroji STA-R® nebyl vypozorovédn dopad na
stanoveni pro koncentrace AT:Ag do 200%).

OCEKAVANE HODNOTY:

Referenéni rozmezi bylo méreno u zdravych dospélych jedinc (n=100) na
STA-R® (stfed 90%, 95 percentil) mezi 86 a 124% AT:Ag.

Kazda laborator si musi stanovit vlastni normalni rozmezi.

CHARAKTERISTIKA:

e Rozmezi mérfeni zavisi na pouZitém analytickém systému (od 11 do
150% AT:Ag na STA-R sérii).

e Specificita: AT deficitni plazma méfi <5%.

e Studie vykonu byly provedeny vnitfné na Sysmex CS-5100 na
laboratornich kontrolach po dobu 5 dni, 2 série denné a 3 opakovani
kazdé série pro hladinu kontroly. Byly ziskany néasledujici hodnoty:

Intra assay
Kontroly =
N Pramér CV% sD
Vysoka 10 102 1,8 1,9
Normalni 10 63 1,5 1,0
Nizkd 10 23 3,0 0,7
Inter assay
N Prumér CV% SD
Vysoka 10 102 4,4 4,5
Normalni 10 63 4,0 2,5
Nizka 10 23 7,4 1,7
e Korelace s rezerenc¢ni metodou (Berichom AT vs LIAPHEN™ AT na BSC-
XP):
N=62 y=1,04x-1,47 r=0,987

e Interference:
Zadné interference na analyzatoru STA-R® pro nasledujic molekuly do
téchto hodnot:

(Ur:/pflar\‘l\‘;H) 2 1U/ml Hemoglobin 500 mg/dl
Intralipidy

Bilirubin 60 mg/dl (ekvivalenty 2000 mg/dI
triglyceridui)

Viz na specificky aplikacni protokol pro dany analyzétor.
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SYMBOLY:
PouZité symboly a znaky jsou uvedeny v seznamu ISO 15223-1 standard,
viz dokument definice symbold.
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