C¢  BIOPHEN AT (LRT)
Ref 221111

Chromogenni stanoveni antitrombinu v plazmé
metodou anti Xa

Pouze pro vyzkumné ucely “In Vitro”

POUZITI:
BIOPHEN AT (LRT) kit je chromogenni metoda pro kvantitativni stanoveni aktivity heparin kofaktoru
antitrombinu (AT) v lidské citratové plazmé '23 za pouziti metody anti Xa*, manuelni nebo

automatizované. Reagencie v kitu BIOPHEN AT (LRT) jsou v tekutém stavu, pfipraveny k pouZiti
(LRT = Liquid Reagent Test).

KLINICKE VYUZIT :
K diagnostice vrozenych nebo ziskanych deficienci antitrombinu.

PRINCIP STANOVENi:

Antitrombin je hlavnim fyziologickym koagulacnim inhibitorem. Inhibuje obzviasté serinové proteazy,
predevsim trombin, Faktor Xa a Faktor IXa, reguluje koagulacni kaskadu a chrani pred trombdzou® 6.
Kdyz vytvofi komplex s heparinem, stane se antithrombin potentnim a rychle reagujicim inhibitorem
serinovych protedz. BIOPHEN AT (LRT) stanoveni je kineticka metoda zaloZzend na inhibici Faktoru
Xa, ktery za konstantni koncentrace a v pfebytku reaguje s antitrombinem za pfitomnosti heparinu.
Zbyvajici Faktor Xa je potom méfen za pomoci specifického chromogenniho substratu, ktery uvolfiuje
pNA. Mnozstvi uvolnéného pNA je potom nepfimo Umémé koncentraci antitrombinu v testované
plazmé. Vzhledem k tomu, Ze toto stanoveni neni citlivé na heparin, mohou byt timto kitem méfeni |
pacienti, ktefi jsou na heparinova terapii.

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

REAGENCIE:

R1: Reagent 1: Hovézi Faktor Xa
Hovézi Faktor Xa, v tekuté formé.
4 lahvicky obsahujici cca 11ml Faktoru Xa, pfi pH 7.85, obsahujici heparin a azid sodny.

R2: Reagent 2: SXa-11
Chromogenni substrat, specificky na Faktor Xa (SXa-11), v tekuté formé.
4 lahvicky obsahujici cca 4 ml SXa-11.

Pozn.:

. Hovézi Faktor Xa byl pfipraven z hovézi plazmy, ktera byla testovana na nepfitomnost infekénich agens a
odebrana zvifatlim, které neméla BSE. Nicméné zadny test nemuze UpIné vylouit pritomnost infekénich agens.
Takze, jako s kazdym jinym produktem hovéziho plvodu, musi se sreagencii zachazet s predepsanou
opatrnosti a jako s potencialné infekEnim materialem.

. Hovézi Faktor Xa (R1) obsahuje azid sodny, ktery miize reagovat s olovénymi nebo médénymi ¢astmi odpadu za
vzniku vysoce explozivnich azidl kovl. Pokud vylévate do vylevky, splachnéte velkym mnozstvim vody

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:

Reagencie:

o Destilovana voda, pokud mozno sterilni.

Kyselina octova (20%) nebo kyselina citronova (2%) (End point method).

Fyziologicky roztok (0.9% NaCl).

Plasma Calibrator (BIOPHEN Plasma Calibrator Ref 222101).

Normalini nebo Abnormélni Kontrolni Plazmy (BIOPHEN Normal Control Plasma Ref 223201, and
BIOPHEN Abnormal Control Plasma Ref 223301).

Material:

o Spektrofotometr, fotometr nebo automaticky pfistroj na chromogenni stanoveni, s nastavitelnou
vinovou délkou 405 nm.

o Stopky.

o Kalibrované pipety.
PODMINKY SKLADOVANi:

BIOPHEN AT (LRT) sada musi byt skladovana pfi 2-8°C, ve svém originalnim baleni. Za téchto
podminek je stabilni az do doby expirace, kter je vytiSténa na kazdé krabicce.

PRIPRAVA A STABILITA REAGENCIi:

R1: Reagent 1: Hovézi Faktor Xa

Pfipraven k pouziti.

Pfed pouZitim nechte reagencii stabilizovat po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Tésné pfed
pouzitim jemné promichejte.
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Stabilita otevfené reagencie Faktoru Xa v plvodni lahvicce, za predpokladu zamezeni jakékoli
bakterielni kontaminace

= 3 mésice pii 2-8°C.

= 7 dni pfi pokojové teploté

= Nemrazit!!

R2 : Reagent 2: Faktor Xa specificky Chromogenni substrat (SXa-11)

Pripraven k pouZiti.

Pfed pouzitim nechte reagencii inkubovat po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C)
Tésné pred pouzitim jemné promichejte.

Stabilita otevfené reagencie chromogenniho substratu v pavodni lahviéce, za pfedpokladu zamezeni
jakékoli bakterielni kontaminace

= 3 mésice pfi 2-8°C.

= 7 dni pfi pokojové teploté.

= Nemrazit.

Upozornéni:

e  Pro zlepSeni stability musi byt reagencie uchovavany v plvodnich lahvickach a uzavieny
plivodnimi uzavéry

e S reagenciemi musi byt zachazeno opatmné abychom se béhem pouziti vyhnuli jakékoli
kontaminaci.

e Pokud substrat zeZloutne, je to zplisobeno kontaminaci. Nesmi byt jiz dale pouzivan a je tfeba
pouzit novou lahvicku.

e Inkubace nafedénych reagencii pfi pokojové teploté po dobu 30 minut umoziuje stabilitu
reagencii a ziskani homogenni reaktivity po celou dobu pouziti

. Dle pfislusné pouzivané automatizované metody, mohou byt pouzity jiné objemy nez je doporucovano
v manualni metodé. V kazdém pripadé, stanoveny reakéni pomér (respektive koncentrace reakéniho roztoku)
mezi faktorem Xa a substratem musi byt pfisné dodrzovan.

. Pouzivejte pouze reagencie z kitu o stejné Sarzi. Nemixujte reagencie mezi kity s jinymi $arzemi. Reagencie R1 a
R2 jsou optimalizovény pro kazdou jednotlivou $arzi.

PRIPRAVA PLAZMY (ODBER VZORKU):
Krev (9 objemt) musi byt odebréna do 0.109 M citratu sodného (1 objem), s velkou peclivosti do
zkumavek ze silikonového skla nebo do plastovych zkumavek. Odbér musi byt atraumaticky, aby se
zabranilo aktivaci koagulace pfi odbéru. Béhem 4 hodin musi byt krev odstfedéna pfi 3 000 g po dobu
20 min a 18°C nebo méné, a plazma prenesena do plastovych zkumavek, za pouziti plastovych pipet
o Skladovani plazmy:

= Do 8 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).

= Do 24 hodin pfi 2-8°C.

= Do 1 mésice zamrazena na —20°C nebo nizsi (pfed pouZitim nechte roztat po dobu 15 min. ve

vodni |azni pfi 37°C).

Viz. NCCLS dokument H21-A2 pro dali instrukce tykajici se odbéru vzorkd, manipulace a skladovani.

POPIS:

BIOPHEN AT (LRT) kit je uren pro pouZiti kinetické metody, automatizované metody, ale mize byt
pouzit i pro manuelni metody “End Point”. Aplikacni protokoly pro riizné automatické pfistroje jsou k
dispozici na pozadani. Stanoveni se provadi pfi teploté 37°C a vyvoj barvy je méfen 405 nm.
KALIBRACE:

BIOPHEN AT (LRT) kit m{ize byt kalibrovan s BIOPHEN Plasma Calibrator (ref 222101), ktery ma
velmi dobfe definovanou koncentraci antitrombinu ,,C*. Nasledujici tabulka ukazuje pfipravu fedéni:

% AT | Plasma Calibrator (ul) | Fyziologicky roztok (pl)
0 0 500
Cl4 125 375
Ci2 250 250
c 500 0
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POSTUP STANOVENi:
Manuelni metoda:

Mikrodesticka: Naredte testovany vzorek, kontroly a kalibratni roztoky 1:20 s fyziologickym roztokem
(0.15 M chlorid sodny)

Zkumavka: Nafedte testovany vzorek, kontroly a kalibraéni roztoky 1:10 s fyziologickym roztokem
(0.15 M chlorid sodny)

Do jamky v mikrodesticce nebo do plastové zkumavky predehraté 37°C, pfidejte:

Reagencie Mikrodesticka | Zkumavka
Naredéné kalibratory, kontroly nebo testovanou plazmu 20 uL 30 uL
R1 : Faktor Xa pfedehfaty na 37°C 100 pL 300 uL

Michejte a inkubuijte pfi 37°C, po dobu 90 sekund, potom pfidejte:

R2: SXa-11 Substrat predehiaty na 37°C | ssu | 00pL
Michejte a inkubujte pfi 37°C, pfesné po dobu 120 sekund!
Zastavte reakci pfidanim:
Kyseliny citronové (20g/L) | toopL | s00pL

Zamichejte a méfte pii 405nm proti slepému vzorku.

Ziskana Zluta barva je stabilni po dobu 2 hodin.

Slepy vzorek se ziska smichanim reagencii v opacném pofadi nez pfi testovani napf..: Kyselina
citronova (20 glL), SXa-11 substrat, nafedénd plazma., Faktor Xa.
Méfeni absorbance pii 405 nm (A405). Odectéte potom slepy vzorek od testovaného vzorku

Automatizované metody:
Podrobné nastaveni toho ¢&i kterého pfistroje véetné pfipravy reagencii jsou k dispozici na vyzadani.

Poznamka:

. Pokud jsou poZadovany vétSi nebo mensi reakéni objemy, musi byt jejich poméry pro kazdou reagencii pfisné
dodrzovany. To je z divodu zabezpeceni spravného priibéhu stanoveni

. Udélejte slepy vzorek v pfitomnosti vysoce lipemickych, ikterickych nebo hemolytickych plazem — nebo pokud ma
plazma jinou barvu nez je obvyklé.

KONTROLA KVALITY:

Pouziti kontrolnich plazem umoziuje jak validaci kalibracni kfivky tak i homogenni reaktivity kitu
BIOPHEN AT (LRT) mezi seriemi pfi pouZiti stejné Sarze kitu. Jsou k dispozici rizné kontrolni plazmy:
BIOPHEN Normal Control Plasma: (ref 223201).

BIOPHEN Abnormal Control Plasma: (ref 223301).

OMEZENi PROCEDURY:

Pii stanoveni metodou anti Xa zde neni zadny vliv Heparin Cofactoru Il, «c2-macroglobulinu nebo
oc1-Antitrypsinu 789,

Nebyly pozorovany zadné interference za pouziti manuélni metody pro hemoglobin do 2,5 mg/ml a
bilirubin do 0,1 mg/ml v plazmé. Néktera analytika mohou interferovat pfi odecitani absorbance: v
téchto pfipadech je nutné pfi manuelni metodé “end point” zméfit slepy vzorek (zastaveni reakce
kyselinou)

Abychom dosahli optimainiho pribéhu stanoveni, vSechny proceduralni instrukce musi byt prisné
dodrZovany

VYSLEDKY:

. Mezi absorbanci, méfenou pfi 405 nm (A405) a koncentraci AT v testované plazmé je
nepiima Umérnost. Test je linearni od 0 do 120% (r2 = 0,98).

. Pfi metodé “End Point” pouzivejte lineamni graficky papir, vyneste na Usecku naméfenou
absorbanci (A405) a odectéte korespondujici koncentraci antitrombinu (%).

. Koncentrace antitrombinu v testovaném vzorku je ziskana pfimo z kalibraéni kfivky.
Vysledky jsou vyjadfeny v % normaini plazmy.

. Pii pouziti automatizovanych metod jsou koncentrace antitrombinu pfimo kalkulovany
analyzatorem z kalibracni kfivky.

. Dynamické rozmezi je od 5 do 120 %.

UKAZKA KALIBRACNI KRIVKY:

100 %AT
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KalibraCni kfivka uvedend niZze je pouze jako pfiklad. Pro méfeni je mozno poZit pouze takovou
kalibraéni kfivku, ktera je ziskana sérii daného méfeni

VALIDACE KALIBRACNI KRIVKY:

Kalibracni kfivka je pfijatelna pouze tehdy, kdyz koncentrace AT naméfené kontrolnimi plazmami jsou
v daném rozmezi.

VYKONNOST A CHARAKTERISTIKA:

o Detekce krajniho limitu je kalkulovana méfenim vzorku deficitniho pro antitrombin + 3 smérodatné
odchylky (SD). Tento krajni limit je < 10%.

o Priklad nize ukazuje méfeni Inter-Assay reprodukovatelnosti ziskané méfenim vzorkl s riznou
koncentraci antitrombinu za pouziti manudlni end point metody.

Intra-Assay CV% | N Inter-Assay CV% | N

Sample 1(90%AT) | 0,99 10 | 2,72 10

Sample 2 (56%AT) | 1,38 10 | 0,57 10

BIOPHEN AT(LRT) test jevi dobrou korelaci s BIOPHEN AT provedenym na STA-R

Y=0.98X+1.64 n=46 r=0.966

OCEKAVANE HODNOTY:

Predpoklada se, Ze 100% koncentrace antitrombinu odpovidad normaini hodnoté lidské citratové
plazmy, ziskané smichanim plazem zdravych déarct (muzd a zen ve véku 18 - 55 let, nepobirajicich
Z4dné Iéky).

Normalni rozmezi AT je 80-120%.

Koncentrace antitrombinu < 70% indikuje pfitomnost defecience, ktera musi byt potvrzena dal$im
testem/ nebo testovanim dal$iho vzorku pacienta.

Koncentrace antitrombinu jsou snizeny b&hem téhotenstvi a béhem pouZivani antikoncepce

KLINICKE INFORMACE:

Spontani trombotickd onemocnéni jsou pozorovana pfi vrozeném deficitu. Tyto vrozené deficity jsou
klasifikovany do 4 skupin:
. Typ I: Snizena koncentrace AT a snizena aktivita AT; to jsou nej¢astéj$i 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): Normaini koncentrace AT, normalni aktivita AT za
nepfitomnosti heparinu, ale snizena za jeho pfitomnosti.
. Typ Il (Pleiotropic): Snizena koncentrace AT a snizena aktivita AT; nefunkéni protein se
snizenou hladinou.
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