C€ BIOPHEN™ Antithrombin

REF]221102R1]RZ 2 x 2,5 ml; R3] 2x 5 ml
REF] 221105 R1[R2 4 x 5 ml; R3[4 x 10 ml

POUZTi:

BIOPHEN™  Antithrombin soupravy jsou chromogenni testy pro in vitro
kvantitativni stanoveni aktivity heparin kofaktoru Antitrombinu (AT) v lidské
citratové plazmé Anti-Xa metodou, automatickou nebo manualini.

SHRNUTI:

Technické:

Antitrombin je hlavnim fyziologickym koagulaénim inhibitorem. Inhibuje
obzvlasté serinové proteazy, predevsim Trombin, Faktor Xa a Faktor IXa,
reguluje koagulacni kaskadu a chrani pred trombdzou. Kdyz vytvofi
komplex s heparinem, stane se Antithrombin potentnim a rychle reagujicim
inhibitorem serinovych proteaz?.

Klinické:

Vrozenénebo ziskanédeficity AT koreluji se zvySenym rizikem trombozy.
Spontanni trombo-embolicka onemocnéni jsou pozorovana pfi vrozeném
deficitu. Tyto vrozené deficity jsou klasifikovany do 4 skupin?34:

. Typ I: Snizena koncentrace AT a snizena aktivita AT; to jsou
nejc¢astéjsi pfipady

. Typ Il RS (Reactive Site) Normalni koncentrace AT a snizena
biologicka aktivita; je pfitomen protein s abnormalitou ve vazném
misté pro serinové proteazy.

. Typ Il HBS (Heparin Binding Site): Normalni koncentrace AT,
normalni aktivita AT za nepfitomnosti heparinu, ale snizena za
jeho pfitomnosti.

. Typ 1l (Pleiotropic): Snizena koncentrace AT a sniZzena aktivita
AT; nefunkéni protein se snizenou hladinou.

PRINCIP:

BIOPHEN™ Antithrombin stanoveni je kinetickd metoda zaloZzend na
inhibici Faktoru Xa, ktery se za konstantni koncentrace a v pfebytku vaze s
Antitrombinem za pfitomnosti heparinu. Zbyvajici Faktor Xa je potom
méfen prostfednictvim jeho amidolytické aktivity na Faktor Xa specificky
chromogenni substrat, ktery uvolfiuje pNA. Mnozstvi uvolnéného pNA je
potom nepfimo umérné koncentraci antitrombinu v testované plazmé®.
Vzhledem k tomu, Ze toto stanoveni neni ovlivnéno heparinem, mohou byt
timto kitem méfeni i pacienti, ktefi jsou na heparinové terapii.

Heparin + AT =>[AT Hep.]
[AT Hep.] + [Pfebytek FXa] = [FXa-AT-Hep.] + [Zbytek FXa]
[Zbytek FXa] + SXa-11 = Peptide + pNA

REAGENCIE:

Bovinni Faktor Xa: Lyofilizovano, obsahuje BSA.

Factor Xa specificky chromogenni substrat (SXa-11): Lyofilizovano.
Tris-Heparin pufr: pH 7,85, pfipraven k pouziti. Obsahuje malé
mnozstvi Azidu sodného (0,9 g/l).

BIOPHEN™ Antithrombin 2,5

REF 221102 2 lahvicky po 2,5 ml (obsahuje kolem 5ug FXa)
2 lahvicky po 2,5 ml (obsahuje kolem 3,75 mg
SXa-11)
2 lahviéky po 5 ml

BIOPHEN™ Antithrombin 5

REF 221105 4 lahvicky po 5 ml (obsahuje kolem 10ug FXa)
4 lahvi¢ky po 5 ml (obsahuje kolem 7,5 mg SXa-

11
4 lahvi¢ky po 10 ml
y

UPOZORNENI A VAROVANi:

o Neékteré reagencie v soupravé obsahuji material zvifeciho puavodu.
Zadna metoda testovani nem(ize kompletng vylougit pfitomnost
infekénich agens. Proto musi byt tyto reagencie povaZovany za
potencionainé infekéni se vSemi odpovidajicimi bezpecnostnimi
opatfenimi.

e Vkontaktu s olovénymi nebo médénymi trubkami mize Azid sodny
vytvaret vybusné Azidy kova.

e Odpad likvidujte podle mistnich pfisluSnych regulaci.

e Pouzivejte pouze reagencie stejné Sarze.

e Studie stability prokazuji, Ze reagencie mohou byt pfepravovany za
pokojové teploty bez poSkozeni.

e Produkt je zamyslen pro pouziti In Vitro v profesionalni laboratofi.

Chromogenni stanoveni Antitrombinu v plazmé Anti-Xa metodou.
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PRIPRAVA REAGENCIi:
Abyste zabranili ztraté produktu, opatrné odstrarite vicko lahvicky.

Rozpustte obsah kazdé lahvicky s presné:
221102 2,5ml
2,5 ml destilované vody

R1|5 mI [R3

221105
5 ml destilované vody

Dobfe promichejte, dokud se produkt UpIiné nerozpusti. Zamezte tvorbé
pény. Vlozte do analyzatoru a postupujte dle doporuceni v aplikacnim listu.

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

je pfipravena k pouZziti.

SKLADOVANI A STABILITA:

Neoteviené reagencie skladujte pfi 2-8°C v originalnim baleni. Pokud jsou
takto skladovany, reagencie mohou byt pouzity do data expirace
uvedeného na obale.

Stabilita zaviené rozpusténé reagencie, v pfipadé ze je
zabranéno kontaminaci a odparovani je:

- 3 mésice pfi 2-8°C.

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

. Nemrazte.

. Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.

Zluté zbarveni je znamkou kontaminace substratu. Reagencii znehodnotte
a nac¢néte novou lahvicku.

Stabilita otevfené reagencie, pokud je zamezeno odparovani a
kontaminaci a je skladovana uzaviena pfi 2-8°C, je stabilni do data
expirace uvedeného na obalu.

REAGENCIE A METARIAL POTREBNY, ALE NEPRITOMNY:

Reagencie:

o Destilovana voda.

o Kyselina octova (20%) nebo kyselina citronova (2%) (End point metoda).
» Fyziologicky roztok (0,9% NacCl).

e AT-Tris pufr-Anti Xa pro variantni metodu.

o Specifické plazmatické kalibratory a kontroly:

Nazev Produktu Referenéni Cislo
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 221101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301
Odkazte se na specificky aplikacni protokol pro pouzity analyzator.
Material:
o Spektrofotometr nebo automaticky analyzator pro chromogenni testy.
e Stopky.

» Kalibrované pipety, zkumavky ze silikonového skla nebo plastu nebo
mikrotitracni desticky.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU:

Krev (9 dild) by méla byt odebrana pfimou venepunkci do citratu sodného
(1 dil; 0,109 M, 3,2%). Znehodnotte prvni zkumavku.

Vzorek musi byt pfipraven a skladovan dle pfislusnych reguli (pro USA
doporuéeni CLSI H21-A5). Pro skladovani plazmy viz reference®’.

PROCEDURA:

Souprava muize byt pouzita pro kinetickou automatickou nebo manuaini
(End Point) metodu.

Test provadéjte pfi 37°C a barvu méite pfi 405 nm.

Pribéh testu:

1. Rekostituujte kalibratory a kontroly dle pfilozeného navodu. Pro
stanoveni kalibracni kfivky pfedte kalibratory v fyziologickém roztoku viz
nize, abyste stanovily kalibraéni rozmezi (,C* definuje koncentraci AT):

Kalibrator 221101 C C:2 C:4 0
Kalibraéni objem 500 pl 250 pl 125 pl 0 pl
Fyziologicky roztok objem 0 pl 250 pl 375 ul 500 pl
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2. Naredte vzorky ve fyziologickém roztoku, viz nize:

Vzorek Referenéni éislo Redéni
Kontrola 223201 1:20
Kontrola 223301 1:20
Kalibrator 222101 1:20

Vzorek - 1:20

Stanovte kalibraéni kfivku a otestuijte ji kontrolou kvality.

Pokud nafedéné vzorku skladujete pfi pokojové teplotg, testujte je rychle.
Presné koncentrace kalibratorti a kontrol pro danou $arzZi jsou uvedeny na
letaku pfilozeném k jejich obalu.

3. Pipetujte na mikrotitracni desticku nebo do zkumavky, inkubované na
37°C:

Mikrotitracni

o Zkumavka
desticka
Iv?edény vzorek, kontrola nebo
Kalibrator 40 ul 80wl
@ Faktor Xa inkubovany na 37°C 100 pl 200 ul

Michejte a inkubujte pfi 37°C, 1 minutu, pak pfidejte:

SXa-11 Substrat (inkubovany

37°C) 100 pl 200 pl
Michejte a inkubujte pfesné: 1 minutu 1 minutu
Zastavte reakce pfidanim
Kyseliny citronové (2%)* 100 pl 200 pl
Promichejte a métte proti odpovidajicimu blank vzorku pfi vinové délce

405nm.

*Nebo kyselinu octovou (20%). Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.

Blank vzorku je ziskan pridanim reagencii v opacném poradi, tedy kyselina
citronova, R2, R1 a fedény vzorek.

Méfte pfi vinové délce 405 nm. Odectéte naméfeny blank od zméfené
absorbance testu.

Pokud je vzorek iktericky, lipemicky, hemolyzovany nebo zbarveny jinak
nez standardni plazmy, vytvorte plazmaticky blank.

Pokud je zapotfebi pouzit jiny reakéni objem, nez je uvedeny vySe, musi
byt pomér objem( pfisné sledovan, abyste zajistili optimalni vykon testu.
Uzivatel je zodpovédny za validaci jakychkoliv Gprav a jejich dopadl na
vysledky.

Aplikacni protokoly pro automatické metody na rtzné analyzatory
jsou dostupné na vyzadani.

Variace metody:

Pro identifikaci abnormality typu I, HBS (Heparin Binding Site), mize byt
pouzita variace metody. Lahvi¢ka Bovinniho FXa musi byt rekonstituovana
s 2,5 ml Tris-pufru bez heparinu (AT- Tris pufr-Anti Xa). Kalibraéni kfivka
musi byt stanovena s Plasma kalibratorem a aktivita AT pacienta (HBS) je
pfimo odecétena z kfivky. Specificky protokol je dostupny na vyzadani
(D750-30/AT-prog/Anti Xa).

Pfi HBS varianté ma pacient normaini aktivitu AT s touto metodou.

KALIBRACE:
BIOPHEN Antithrombin test mlGze byt kalibrovan pro méfeni heparin
kofaktorové aktivity AT. Kalibrator pro dané rozmezi je dostupny od
spoleénosti Hyphen BioMed (viz REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY,
ALE NEPRITOMNY) a mtZe byt pouzit pro stanoveni kalibraéni kfivky.

. Kalibraéni rozmezi je kolem 5 az 120%.
Kalibra¢ni kfivka niZe je uvedena pouze jako pfiklad. UZivatel si musi
stanovit viastni kalibracni kfivku.
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KONTROLA KVALITY:

Kontrola kvality umoznuje validaci shody metody a homogenity mezi testy
pro danou Sarzi reagencie.

Zaradte kontrolu kvality do provozu pro kazdou novou sérii testl, abyste
validovali test. Nova kalibraéni kfivka by méla byt stanovena nejméné pro
kazdou novou sérii testl, pro novou $arzi reagencii, nebo pokud jsou
naméfené hodnoty mimo pfijatelné rozmezi.

Kazda laboratof si musi stanovit vlastni pfijatelné rozmezi a verifikovat
predpokladané vysledky pro vlastni analyzator.

VYSLEDKY:

e Pro manudlni end-point metodu stanovte kalibracni kfivku bi-linearné
s OD 405 nm na ose Y a koncentraci AT v % na ose X. Pro kinetickou
metodu pouzijte AOD 405 misto OD 405.

o Koncentrace Antitrombinu (%AT) v testovaném vzorku je pfimo odeétena
z kalibraéni kfivky, pokud jsou pouzity standartni fedici poméry.

e Pokud jsou pouzita jina fedéni, ziskané hodnoty se musi nasobit dle
pouzitého dilu¢niho faktoru.

* Vysledky by mély byt hodnoceny dle pacientova klinického a biologického
stavu.

LIMITY:

Abyste zajistili optimalni vykon testu a dosahli specifikaci, technické
instrukce validované vyrobcem Hyphen BioMed by mély byt peclivé
nasledovany.

Jakakoliv reagencie neobvyklého vzhledu nebo vykazujici znamky
kontaminace musi byt znehodnocena.

Jakykoliv podeziely vzorek vykazujici znamky aktivace musi byt
znehodnocen.

ProtoZe je méfeni Anti-Xa metoda, neni zde Zzadna interference od
Heparin Kofaktoru Il, oc2-macroglobulin or a1-Antitrypsin®.

PREDPODKLADANE HODNOTY:

Dle definice 100% koncentrace AT koresponduje s koncentraci v normaini
lidské citratové poolové plazmé, ziskané od zdravych, nemedikovanych
muzl a Zen od 18 do 55 let. Hladina AT v plazmé zdravého dospélého
Clovéka je mezi 80 a 120%. Koncentrace AT < 70% indikuje pfitomnost
nedostatku, ktera musi byt potvrzena jinym testem nebo testovanim jiného
vzorku od daného pacienta.

Koncentrace AT se snizuji béhem téhotenstvi a pfi uzivani oralni
antikoncepce.

VYKON:

o Meze detekce je < 5%.

o Funkéni rozmezi testu je 5 az 120%.

o Studie vykonu provadéna v laboratofi na 1 Sarzi reagencie na pfistroji
ACL 7000. Inter assay (12 testl na vzorek) a intra assay vykony byly
posouzeny pouZitim raznych koncentraci AT. Data nize byla ziskana:

Kontrola 5 [ntra assay

n Primeér CV% SD
1 10 107,7 0,7 0,8
2 10 69,4 0,7 0,5
3 10 51,0 0,9 0,5

Inter assay

1 12 109,5 2,6 2,8
2 12 69,6 25 1,7
3 12 50,3 3,7 1,9

o Interference:
PFi kinetické metodé nejsou interference pro hemoglobin do 5 mg/ml,
bilirubin do 0,1 mg/ml a pro hyperlipemickou plazmu.
Z&dny znamy medikament neinterferuje s testem.
Odkazte se na specificky aplika¢ni protokol pro Vas analyzator.
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a znaky jsou v seznamu ISO 15223-1 standard, viz
dokument Definice Symbold.

R1 H373: Mlze zpusobit poskozeni organd opakovanym nebo
prodluzenym vystavenim.

Distributor: Diagnostica s.r.0, Za Trati 686, Praha 9, Ceska republika, tel.+420 266 315 909, Fax.+420 266 316 000, e-mail: info@diagnostica.cz, www.diagnostica.cz



mailto:info@diagnostica.cz

