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BIOPHEN™ AT (Anti-lla)
Ref 221102
(R1,R2:2x2.5ml, R3:2x25ml)

Chromogenni metoda pro kvantitativni méfeni activity
antitrombinu (AT) v lidské plazmé.

POUZITI:

BIOPHEN™ AT (Anti-lla) kit je chromogenni test pro in vitro kvantitativni stanoveni aktivity
antitrombinu (AT) v lidské citratové plazmé nebo jiném prostiedi s pfebytkem heparinu. Ke
stanovené se pouziva Anti-lla metoda, manualni nebo automatizovana.

SHRNUTI:

Vrozeny nedostatek AT vyvolava spontanni tromboembolicka onemocnéni. Vrozené nedostatky At
jsou rozdéleny do 4 typu:
. Typ |: Snizena koncentrace AT a snizena aktivita AT; to jsou nejcastéjsi 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 sniZzena za jeho pfitomnosti.
. Typ Il (Pleiotropic): Snizena koncentrace AT a snizena aktivita AT; nefunkéni protein
se snizenou hladinou.
Tato metoda pomaha pii diagnostice typu nedostatku AT — vrozeného nebo ziskaného. At se
testuje v plazmé (anti-lla aktivita) nebo v purifikovaném prostredi pokud je potfeba.

PRINCIP:

Antithrombin (AT) je hlavni fyziologicky inhibitor koagulace serine estrati, zvlasté pak trombinu,
Faktoru [Xa a Faktoru Xa. AT reguluje koagulacni cesty a zabraruje tromboze. V komplexu
s heparinem vytvafi AT silny a rychly inhibitor koagulace serine estrati. Tento anti-lla test méFi
heparin zavislou aktivitu AT>>**,

BIOPHEN™ AT (Anti-lla) metoda je zalozena na méFeni inhibice konstantni hladiny a prebytku
trombinu (lla) testovanou AT v pfitomnosti pfebytkového heparinu a hydrolyzou trombin
specifického chromogenniho substratu s trombinem v pfebytku. Ze substratu se vylouci pNA a
hladina pNA (méfena pfi 405nm) je pak umérna zbytkového poctu trombinu. Je zde pfevraceny
vztah k koncentraci AT pfitomném v testovaném vzorku:

Heparin + AT »[AT Hep.]

[AT Hep.] + [lla (pfebytek)] »[lla-AT-Hep.] + [zbytek Flla]

[Flla (zbytek)] + lla-Subs. » Peptid + pNA

REAGENCIE:

R1: Hovézi Trombin, lyofilizovany se stabilizatory, obsahuje BSA.

2 lahvi¢ky po 2,5 ml.

R2: Chromogenni substrat specificky na Trombin (Slla-01), lyofilizovany.

2 lahvicky po 2,5 ml.

R3: Specificky fedény pufr s heparinem, pH 8,40, tekuty.

2 lahvi¢ky po 25 ml. L
Reagencie 3 obsahuje malé mnoZstvi azidu sodného (0.9 g/l), viz ast UPOZORNENI a
VAROVANI.

UPOZORNENI a VAROVANI:

. S biologickymi produkty musi byt zachazeno jako s potencialné infekénimi.

. Reagencie obsahuje azid sodny, ktery muze reagovat s olovnatymi nebo médénymi ¢astmi
odpadu za vzniku vysoce explozivnich azidl kovu.

. Nazloutlé zbarveni znamena kontaminaci reagencie. Lahvi¢ku s takto zbarvenou reagencii

nepouzivejte.
. Odpad likvidujte ve shodé s lokalnimi predpisy.

. Pouzivejte pouze reagencie ze stejné $arze, nezaméniujte jednotlivé reagenty mezi raznymi
Sarzemi. Reagencie jsou vzdy optimalizovany v ramci jedné Sarze.
. S reagencii zachazejte tak, aby bylo zabranéno odpafovani béhem pouzivani. Minimalizuje

moznost odpafeni reagencie sniZzenim plochy kontaktu reagencie se vzduchem.
Vyparovani snizuje stabilitu reagencie v pfistroji.

. Pro dobrou stabilitu uzavirejte lahvicky s reagencii vzdy jejimi originalnimi zatkami.

. Studie stability provedené po dobu 3 tydnU pfi teploté 30°C prokazaly, Ze reagencii je
mozné bez poskozeni prepravovat po kratkou dobu pfi pokojové teploté.

. Reagencie byla pfipravena z hovézi plazmy, ktera byla testovana registrovanou metodou a

shledana negativni na pfitomnost infekénich latek, hlavné pak Einitele bovinni spongiformni
encefalitidy (BSE).

. Pokud je vySetfovana plazma iktericka, lipemicka, hemolyticka nebo je zbarvena jinak nez
je obvykle, promérte blank.

. PFi pouziti kinetické metody, pouzijte AOD 405 nm misto OD 405nm.

. Koncentrace Trombinu jsou upraveny pro kazdou $arzi pro optimalni reaktivitu.

. Pouze pro stanoveni In Vitro.

H315: Drazdi kuzi.

H319: Zpusobuje vazné podrazdéni odi.

H335: Muze zplsobit podrazdéni dychacich cest.
PRIPRAVA A STABILITA REAGENCII:

Reagencie jsou lyofilizované pod vakuem v jejich originalnich lahvickach. Vyvarujte se ztraty
lyofilizatu pfi otevfeni lahvicky s lyofilizovanou reagencii. Zatku odstrariujte opatrné.

R1: Reagent 1: Hovézi Trombin
Naredte kazdou lahvi¢ku s pfesné 2,5 ml destilované vody, promichejte, dokud se obsah zcela
nerozpusti. Nechte stabilizovat po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) za obcasného
promichani.
Tésné pred pouzitim jemné promichejte.
Stabilita nafedéné reagencie, pfi zabranéni kontaminaci nebo odpafovani a uchovaného v
puvodnich lahvi¢kach:

= 15 dni pfi 2-8°C.

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

= 6 mésicu pfi -20°C a méné*
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R2: Reagent 2: Chromogenni substrat specificky pro Trombin
Rozpustte kazdou lahvi¢ku s pfesné 2.5 ml destilované vody, opatrné michejte, dokud se obsah
zcela nerozpusti. Nechte reagencii inkubovat po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) za
obc¢asného promichani.
Tésneé pred pouzitim jemné promichejte.
Stabilita nafedéné reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani a uchovaného v
pavodnich lahvickach

= 15 dni pfi 2-8°C.

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

= 6 mésicu pii -20°C a méné*.
*Rozmrazujte pouze jednou co nejrychleji pfi 37°C. Pfizpisobte dobu inkubace objemu
rozmrazované reagencie. Stabilita reagencie by méla byt otestovana v laboratornich podminkach.

R3: Reagent 3: Specificky fedény pufr s heparinem
Pfipraven k pouziti. Nechte reagencii stabilizovat po 30 minut za pokojové teploty pfed jejim
pouzitim.
Stabilita nafedéné reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani a uchovaného v
puvodnich lahvi¢kach

= Alespon 7 dni pfi 2-8°C.

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

= Nemrazte.

SKLADOVANi:

Neoteviené reagencie by mély byt skladovany pfi 2-8°C v jejich originalnich balenich. Za téchto
podminek jsou stabilni do data uvedeného na obalu.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:

Reagencie:

. Destilovana voda.

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

. Specifické kalibratory nebo referenéni material pro Antitrombin (mezinarodni, narodni nebo
normalni citratovou referenci k lidské poolové plazmé) a kontroly se znamou hladinou,
napr.:

Produkt Katalogové ¢islo
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301
Material:
. Spektrofotometr nebo automaticky pfistroj pro chromogenni metody.

. Stopky, kalibrované pipety.

PRIPRAVA PLAZMY a ODBER VZORKU:
Vzorek by mél byt pfipraven a skladovan ve shodé s mistnimi doporu¢enimi (v USA CLSI H21-

A5°)

. Vzorek:

Lidska plazma s obsahem antikoagulantu (Citrat sodny).
. Odbér:

Krev (9 objem() musi byt odebrana do citratu sodného (1 objem) pfimou venepunkci. Prvni
odbérova zkumavka by méla byt znehodnocena.
° Centrifugace:
Béhem 2 hodin musi byt krev odstfedéna validovanou metodou pro ziskani plazmy chudé na
desticky, napf. 15 minut pii 2500 g za pokojové teploty (18-25°C). Plazma muze byt pfenesena do
plastovych zkumavek.
. Skladovani Qlasz‘ 5

= 4 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C).

= 1 mésic pfi -20°C.

= 18 mésic pfi -70°C"
Zmrazena plazma by méla byt rozmrazena rychle pii 37°C, poté opatrné promichana a okamzité
testovana. Pripadny precipitat pfed testovanim rozmichejte.

POSTUP STANOVENI:

Souprava muze byt pouzita pro kinetické automatizované metody nebo pro manualni (end point)
metody. Testujte pfi 37°C a zbarveni odecitejte pfi 405 nm.

Automatizované metody:

Aplikace pro rtizné analyzatory jsou k dispozici na vyzadani. Viz specificka aplikace a doporuceni
pro kazdy analyzator.

Manualni metoda:

1. Rekonstituujte kalibrator a kontroly dle jejich specifickych instrukci.

Pokud pouzivate pro kalibraci komeréni kalibraéni plazmu (napf.: BIOPHEN™ Plasma Calibrator)
nebo narodni nebo mezonarodni referenéni material pro AT, rozpusténi 1:40 odpovida oznéené
koncentraci AT (C%). 100% koncentrace (v podminkach stanoveni) je ziskana nasledujicim
fedicim pomérem: 40 x C :100.

Tato souprava se muze také kalibrovat s normalni citratovou poolovanou lidskou plazmou
(alespori 30 zdravach lidi mezi 18 a 55 lety bez jakychkoliv zdravotnich potizi a medikaci) s danou

hodnotou 100% AT. Test zahrnuje standardni Fedéni 1:40 v R3 pufru, ktery predstavuje podle
definice 100% AT.
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Pripravte 2 ml 1:40 fedéné normalni poolové plazmy nebo fedéni (40 x C : 100) kalibratoru se
znamou hladinou AT v R3 pufru. Toto souhlasi s 100% AT (C1). Kalibracni kfivka pak mlze byt
sestavena pfipravou nasledovnych fedéni:

Kalibrator C1 Cc2 C3 C4 C5
AT (%) 100 50 25 12,5 0
Objem kalibratoru 1000u!l C1 500 pl C1 500 pl C2 500 pl C3 0yl
Objem pufru 0 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

Abyste zajistili plny vykon testu, kalibra¢ni kfivka musi byt pfipravena tésné pred testem.

Kalibra¢ni kfivka muze byt také stanovena pomoci referenéniho materialu AT (mezinarodni nebo
narodni standardni pfiprava). Pfedfedte material v pfislusném pufru tak, abyste ziskali 1 1U/ml,
pak je nafedte 1:40 v R3. Tak ziskate 100% koncentraci AT (C1) a mlzete sestavit kalipracni
kfivku podle postupu nize.

2. Redte vzorek a kontroly v R3 pufru, viz nize:

Vzorek Katalogové cislo Redéni
Kontroly 223201 / 223301 1:40
Vzorek - 1:40

Pro At purifikované prostfedi musi byt testovany vzorek predfedény v pfislusném pufru tak, aby
pfedpokladana koncentrace AT byla v rozmezi 0,2 — 1,0 IU/ml. Pro stanoveni pak fedte v poméru
1:40 s R3. Koncentrace AT je predpokladana v rozmezi 20-100% (méfena koncentrace musi byt
nasobena pfed-diluénim faktorem).

Stanovte kalibracni kfivku a testujte ji kontrolami kvality. Pokud material skladujete pfi pokojové
teploté, testujte ho do dvou hodin po fedéni. Pfesné koncentrace kalibratord a kontrol jsou
uvedeny na pfilozenych letacich Sarze.

3. Vlozte nasledujici do jamek miktrotitracni desticky nebo plastové zkumavky pfi 37°C:

Mikrodesticka Zkumavka

Kalibratory, kontroly nebo testovany vzorek - 100 pL 400 uL
naredéné (1:40)

: Trombin inkubovany na 37°C 50 pL 200 pL

Michejte a inkubujte pfesné 1 min pfi 37°C, potom pfidejte:
: Trombin Substrat inkubovany na 37°C l 50 pL | 200 pL
Michejte a inkubujte pfesné 1 min pfi 37°C, pfesné
Zastavte reakci pfidanim:

Kyseliny citronové (29)* T 400 L

Zamichejte a méfte pfi 405nm proti slepému vzorku.

* nebo kyseliny octové (20%) Ziskana zluta barva je stabilni po dobu 2 hodin.

Slepy vzorek se ziskd smichanim reagencii v opacném poradi nez pii testovani: Kyselina
citronova (2%), R2, R1 fedény vzorek.

Méfeni absorbance pfi 405 nm. Odectéte potom absorbanci slepého vzorku od absorbance
testovaného vzorku.

Kineticka metoda:
Test mlze byt proveden kinetickou metodou méfenim zmény absorbance béhem kratsiho ¢asu po
pfidani substratu (AOD405). V tomto pfipadé se nemusi od¢itat blank nebo zastavovat reakce.

Pokud jsou reakéni objemy jiné, nez je uvedeno, musi byt strikiné zachovan pomér objemu.
Uzivatel je zodpovédny za validaci jakychkoliv zmén a jejich vliv na vysledek.

KALIBRACE:

Kalibraéni plazma pokryvajici dynamické rozmezi testu je dostupnd od HYPHEN BioMed (viz
REAGENCIE A METRIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY) a miZe byt pouzit pro
stanoveni kalibraéni kfivky.

« Kalibracni rozmezi je od kolem 0 do 100% AT (tedy od 0 do 1 1U/ml).

Kalibra&ni kfivky uvedena nize, byla ziskana na pfistroji STA-R® a je pouze prikladem. Kalibrace
by méla byt provedena pro kazdou sérii testd.
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STA-R
2.5
-
2 Tl
.
=3
= -
(=] T
6! -
4
0,5
0
0 20 a0 60 80 100 120
AT (%)
KONTROLA KVALITY:

Pouziti kontrolnich plazem umoziiuje jak validaci shodnosti metody, tak i kontrolu homogenity v
sérii a mezi sériemi pfi pouziti stejné Sarze reagencie.

Zaclerite kontrolu kvality do kazdé série testu, dle doporuceni pro laboratorni praci, aby byly
vysledky testu validni. Nova kalibrace by méla byt provedena prednostné pfed kazdou sérii testd,
nejméné v8ak pro kazdou novou $arzi reagencie, po vyznamné opravé nebo Udrzbé pouzivaného
pfistroje, nebo kdyz jsou hodnoty kontrolnich plazem mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof si musi definovat viastni pfijatelné rozmezi a ovéfit v komplexu celého
analytického systému.

VYSLEDKY:

. Pfi manualni metodé “End Point” pouZivejte linearni graficky papir, vyneste na osu Y
naméfenou absorbanci (A405) a na osu X koresponduijici koncentraci antitrombinu (%).
. Koncentrace Antitrombinu v testovaném vzorku je pfimo odeétena z kalibracni kfivky,

pokud je pouzito doporucené fedéni. Méfené koncentrace musi byt nasobeny dal$imi
fedicimi faktoru, pokud byly pouzity.
. Vysledek je vyjadfen v %.

. Vysledky by mély byt interpretovany spole¢né s klinickym stavem pacienta.
LIMITY:
. Pro zajisténi optimalniho pribéhu testu by mély byt peclivé dodrzovany instrukce

validované vyrobcem reagencie Hyphen-BioMed. Laboratof je odpovédna za zmény, které
provede v téchto instrukcich.

. Kazda reagencie neobvyklého vzhledu nebo vykazujici znamky kontaminace musi byt
z testovani vyrazena.

. Kazdy vzorek jevici znamky aktivace musi byt vyfazen z testovani.

. Kazda plazma obsahujici koagulum nebo jevici znamky kontaminace musi byt vyfazena
z testovani.

. Pro lep$i presnost testu (<20%) muze byt vzorek fedén 1:20 a obdrzeny vysledek délen 2.

Pro vzorky méfené >120% se muUze pouzit fedéni 1:80 a obdrzené vysledky nasobeny 2.
Pokud jsou pouziti standardni fedici poméry (1:40) koncentrace musi byt opravena dal§im
faktorem fedéni, tedy x2 pro 1:80 a x0,5 pro 1:20.

. Pro mozné dalsi vlivy se odkazte na specifickou aplikaci pro pouzity analyzator. Nebyl
pozorovan zadny zavazny efekt pfi two-point kinetické metodé (STA-R™) pro koncentraci
bilirubinu do 60mg/dl, hemoglobinu do 500 mg/dl a triglyceridi do 125mg/dl za pouZiti
presycovacich test.

. Inhibitory trombinu (Hirudin, Argatroban, Dabigatran...) pfitomné ve vzorku mohou vést
k pfecenéni koncentrace AT.

. Test muze byt proveden na purifikovaném prostiedi za pouziti nalezitého kalibratoru.

OCEKAVANE HODNOTY:

Bézna hladina Antitrombinu v plazmé dospélé populace je v rozmezi kolem 80 — 120%. | tak si
musi kazda laboratof stanovit vlastni bézné rozmezi.

Koncentrace AT < 70% indikuje nedostatek, ktery musi byt potvrzen dal§im testem vzorku nebo
testem jiného vzorku od stejného pacienta. Koncentrace AT jsou snizeny béhem téhotenstvi, pfi
brani oralni antikoncepce, DIC nebo nemoci jater. Koncentrace je bézné mensi u novorozencu.

CHARAKTERISTIKA:

Detekeni limit je vyhodnocen na kalibraéni kfivce z ,zfemé" koncentrace AT, ktera odpovida
pruméru A405 ziskaného ze vzorku bez AT (pouze pufr) minus 3 standardni odchylky (SD).
Tento detekeni limit je < 0,10 IU/ml, tedy <10% AT.

Na STA-R® je méfitelné rozmezi kolem 20 do 120% AT.

.

e Specifita: Vzorek chudy na AT je méfen pfi <56% AT. Nebyly pozorovany zadné interference
heparinu (UFH, LWMH) v normalnich Iééebnych koncentracich. Test muze byt proveden na
vzorcich od pacientll s Ié¢bou heparinem. Pouziva se bovinni trombin, aby se interference
Heparin Kofaktoru Il mohl vyfadit jako zanedbatelny pfi normalnich hladinach. Okamzité
pusobeni AT kvuli pfitomnému heparinu, kratky ¢as reakce a postupna aktivita AT (tedy a2-
makroglobulin) neméa ucinek na test. Plasmin, pokud je pfitomny, je blokovan aprotininem
pfitomnym v R1.

e Nize uvedena studie byla provedena vyrobcem za pouziti 1 Sarze reagencie pro N=10 na
pristroji STA-R®. Vykon testu byl posouzen laboratornimi kontrolami pro kontrolni hladinu. Byly
zjiStény nasledujici vysledky:

Intra assay Inter assay
Kontroly
n Pramér CV% SD n Pramér CV% SD
Normal
Control 10 92 1,9 1,79 10 91 57 5,14
Abnormal
Control 10 53 1,7 0,88 10 54 34 1,81
VARIACE METODY:

Pro ucely identifikace abnormality typu Il, HBS (Heparin binding site), variace metody muze byt
uzita. Provadi se za pouziti specifického ,Tris pufru bez heparinu“ [AR104A : AT-Tris-buffer
(Anti-lla)] misto R3 pufru. Musi se stanovit specifickd kalibraéni kfivka s kalibra¢ni plazmou a
aktivita AT pacienta (HBS) je pfimo ¢tena z kalibraéni kfivky. Protokol tuto metodu je dostupny na
vyzadani (D.750.30/AT-prog/Anti-lla). V pfitomnosti HBS varianty ma pacient aktivitu AT
normalni.
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SYMBOLY

Pouzité symboly jsou uvedeny v ISO 15223-1 standard, viz dokument definice symbol.
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