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POUZITi:

ELISA manudlni metoda pro in vitro kvantitativni méreni Heparin
zavislych protilatkach (IgG) v lidské citratové plazmé a séru. Tato
metoda je urcena jako dopliikova pro diagndézu heparin zavislych
protildtek u pacientd s podezienim heparin indukovanou
trombocytopenii (HIT) nebo trombdzu (HIT/T).

Pouze pro in vitro diagnostiku v laboratori vyskolenym
personalem.

SHRNUTI:

Technické*®:

Reagencie je vytvorenda, aby dynamicky napodobovala
mechanismus in vivo heparin zavislych protilatek.

Tto protilatky reaguji s heparin proteinovym komplexem (hlavné
Destickovym faktorem 4 — PF4) pritomném na povrchu bunék,
zejména destiCek a endotelidlnich bunék. Test ma biologicky
pfistupny heparin na microELISA desticce, s limitnim mnoZstvim
protamin sulfatu jako kotvou; desticka je poté saturovan a
stabilizovana.

Vzorek (plazma nebo sérum) je pipetovana do mikrodesticek spolu
s bunéénym lyzatem (jako zdroj PF4 a dalSich destickovych
proteind). KdyZz jsou pfitomny protilatky, vytvareji komplex
s heparinem a PF4 (nebo jinymi heparin vazajicimi proteiny)
v patogennich mistech, kde jsou desti¢ky aktivovany a vypoustéji
svlj obsah, podobné jako pfiin vivo aktivaci.

Imnoassay detekuje heparin zavislé protilatky a dovoluje klasifikaci
mérenych vzork( jako negativni, slabé pozitivni nebo pozitivni.
Klinické*-3:

Heparin zdvislé protildtky jsou pfitomny u pacientl s Heparin
indukovanou Thrombocytopenii (HIT), nezadouci imunitni reakce,
kterd se mulZe objevit az u 5% pacientd uZivajici heparinové
produkty, nejvice pak Nefrakciovany heparin. Je to zdvaind
komplikace u antikoagula¢ni terapie. Je charakterizovana
trombocytopenii, vétSinou mirnou. U jedné tretiny aZ poloviny
pacientl s HIT se vyvinou thromboembolické komplikace (HIT/T),
v zavislosti na klinickém profilu pacienta — nizsi pravdépodobnost
u pacientd na Nizkomolekuldrnim heparinu (LMWH) néz na
Nefrakciovaném heparinu (UFH), nejméné pravdépodobné pak u
pacient( s Fondaparinuxem.

HIT je zplGsobena ziskanou autoimunitou na heparin-protein
makromolekuldrni komplex (vétSinou PF4). Protilatky proti dal$im
chemokinim (Neutrofil aktivacni peptid — NAP2, interleukin-8 —
IL8), nebo Protaminovym sulfatem) byly zjistény u nékterych
pacientl. Klinické komplikace HIT jsou zplsobeny vytvorenim
heparin-zavislych protilatek 1gG isotypu, hlavné pfi vyssich
koncentracich 1éCiva Méreni globalnich HIA protildtek IGAM
(RKO40D — ZYMUTEST™ HIA IGAM) muZe byt uZite¢né pro
kvantifikaci rizika HIT komplikaci. 1gM a IgA protilatky jsou
vétSinou asymptomatické.

Klinickd diagndéza HIT je ndro¢nda, hlavné u pacientl s vysokym
pottem trobocytopenie. Heterogenita téchto protildtek mdze
CasteCné vysvétlit diskrepance mezi klinickym podezienim HIT a
laboratornimi testy. Dalsi mozné priciny trombocytopenie by mély
byt pfi diagndze vylouceny. Heparin zavislé protilatky, véetné 1gG
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isotypy, jsou Casto asymptomatické, a HIT diagnéza musi byt
ovérena funkénimi testy.

PRINCIP:

Redéna testovand plazma nebo sérum se pipetuje do jamky
desticky, na jejichZ sténach je navazan nefrakcionovany heparin, a
do které je v predchozim kroku pfidan bunécény lyzat. Pokud jsou
pfitomny heparin-dependentni protilatky tfidy I1gG vytvori
komplexy s biologicky dostupnym nefrakcionovanym heparinem,
vazanym na desti¢ce. Nasleduje promyvaci krok. Navazané
protildtky jsou potom detekovany pomoci specifického
immunokonjugatu, ktery je tvoren kozi polyklonaini protilatkou
proti lidskému IgG (Fcy specifické) a peroxidazou (HRP). Tento
immunokonjugat reaguje specificky s IgG. Nasleduje dalsi promyti.
Potom se pfida peroxidazovy substrat — Tetramethylbenzidin
(TMB), ktery v pfitomnosti peroxidu vodiku (H,0,) vytvori modré
zbarveni. Po zastaveni kyselinou sirovou se barva zméni na Zlutou.
Intenzita zbarveni je pfimo Umérnd mnozZstvi heparin-
dependentnich protilatek tfid 1gG pritomnych v testovaném
vzorku.

REAGENCIE:

1. COAT HIA: Micro ELISA desticka 12x8, obsahuje 12 prouzki
po 8 jamkach, potazenych cca 10 1U/ml nefrakcionovaného
heparinu, saturovaného a stabilizovaného. Desticka je balena
v hlinikovém pouzdru hermeticky uzavieném spolecné s
desikantem.

Obsahuje Protamine sulfat a produkty zvifeciho plvodu.

2. SD HIA: HIA diluent vzorku, 2 lahvi¢ky s 50 ml; pfipraveno k
pouziti. Obsahuje produkty zviteciho plvodu, konzervanty a
stabilizatory.

3. C+ IgG: HIA IgG pozitivni kontrola, 3 lahvicky po 1 ml,
lyofilizovano. Obsahuje chimerni PF4 IgG, pfiblizné 4ug/ml,
BSA a stabilizatory.

4, C-: Negativni kontrola, 3 lahvicky po 1 ml, lyofilizovéno.
Obsahuje fedénou lidskou plazmu a stabilizatory.

5. Cly HIA: Bunécny lyzat, 3 lahvicky po 2 ml, lyofilizovadno.
Obsahuje lyzat lidskych desticek, BSA a stabilizatory.

6. IC ANTI-(h)-1gG HRP: Anti-(h)-IgG(Fcy)-HRP immunokonjugat,
pti pfiblizné 0,3 pg/ml; 3 lahvicky po 7,5 ml kozi polyklonalni
protilatky specifické na Fcy lidského 1gG, spojené s kienovou
peroxidazou (HRP), lyofilizovdno. Obsahuje BSA, sodnou sdl 4-
Aminobenzoické kyseliny a stabilizatory.

7. CD ELISA: Diluent konjugatu, 1 lahvicka po 25 ml, pfipraveno
k pouziti. Obsahuje BSA, smés 5-chloro-2-methyl-4-
isothiazolin-3-jedna a 2-methyl-2H-isothiazol-jedna (3:1),
konzervanty a stabilizatory.

Varovani! H317: MUZe zpUsobit alergickou koZni reakci.

8. WS: Proplachovaci roztok, 1 Ilahvicka po 50 ml, 20x
koncentrovana. Obsahuje  smés  5-chloro-2-methyl-4-
isothiazolin-3-jedna a 2-methyl-2H-isothiazol-jedna (3:1),
konzervanty a stabilizatory.

9. TMB: 3,3/, 5,5 — Tetramethylbenzidin, 1 lahvi¢ka po 25 ml,
pripraveno k pouziti. Obsahuje konzervanty a stabilizatory.

10. Stop: 0,45M Kyselina syrova, 1 lahvicka po 6 ml, pfipravena
k pouziti.
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Pozitivni kontroly mohou mit rozdilné hodnoty mezi Sarzemi
reagencii. Pro méreni viz presné hodnoty uvedené v letdku
v baleni reagencie.

BEZPECNOSTNi UPOZORNENI:

e Reagencie jsou vyrobeny z materidlu lidského a zvifeciho
plGvodu. Lidskd plazma pouzitd kvyrobé byla testovana a
shledana negativni na protilatky HIV 1, HIV 2 a HCV a povrchovy
antigen hepatitidy B. Zadna testovaci metoda nedokaie plné
zarucit bezinfek¢nost materidlu. Proto povaZujte reagencie jako
materiadl potencialné infekéni a zachazejte snim dle vsech
potfebnych bezpecnostnich opatreni.

e Odpadni material likvidujte dle mistnich platnych regulaci.

e Pouzivejte pouze reagencie jedné sarze.

e Zavainé zavady hlaste vyrobci nebo jeho zastupci ve Vasem
regionu.

e Shrnuti Bezpecnosti a Vykonu (SSP) je k dispozici na strankach
Evropské databaze zdravotnickych zafizeni (Eudamed).

o Pokud substrat TMB zeZloutne, je pfitomna kontaminace. Obsah
znehodnotte a na¢néte novou lahvicku.

¢ iz Bezpecnostni data pro reagencii.

e CD ELISA, WS: Pfi pottisnéni kiize oplachnéte velkym mnozstvim
vody. V pfipadé podrazdéni nebo ekzému vyhledejte lékarskou
pomoc.

e Pouzivejte naleZité ochranné prostiedky pfi  manipulaci
s reagenciemi.

PRIPRAVA REAGENCIi:

Nejméné 30 minut pfed pouZitim soupravu zahfejte na pokojovou
teplotu. PFfi otevirani opatrné odejméte zatku, abyste predesli
ztraté prasku.

COAT HIA Otevrete hlinikové pouzdro a vyndejte potiebny pocet
prouzkt. Prouzky pouZijte do 30 minut.

Rozpustte obsah kazdé lahvicky s pfesné:

C+1gG 1 ml SD HIA
Ziskand pozitivni kontrola je pfipravena k pouZiti a
odpovidd plazmé obsahujici 1gG isotyp HIA
protilatky, nafedény 1:100. Protfepejte do uplného
rozpusténi.

C- 1 miISD HIA

Ziskand negativni kontrola je pfipravena k pouziti a
odpovidd normadlini lidské plazmé, naredéné 1:100.
Protiepejte do Uplného rozpusténi.

CLy HIA 2 ml destilované vody
Protfepejte do Uplného rozpusténi.

Stabilita reagencie po rozpusténi, bez kontaminace a odparovani,
pokud je reagencie skladovana uzavreng, je:

C+1gG, C-, CLy HIA
e  2tydny pfi 2-8°C
e 60 dni zmrazené pfi-20°C nebo méné*

IC ANTI-(h)-1gG HRP

e 4 tydny pri 2-8°C

e 24 hodin pfi 18-25°C

e 60 dni zmrazené pfi-20°C nebo méné*
*Rozmrazujte pouze jednou, co nejrychleji pfi 37°C a ihned
pouZijte.
Stabilita reagencie po rozpusténi, bez kontaminace a odparovani,
pokud je reagencie skladovana uzavrena, je:

SD HIA, CD ELISA, TMB, Stop

e  8tydnu pfi 2-8°C
ws

e  8tydnl pfi 2-8°C

e 7 dni pfi 2-8°C pro nafedénou reagencii 1:20.
REAGENCIE A VYBAVENi POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

e 8-kanalova nebo opakovaci pipeta, kterda umozZnuje pipetovat
obsahy 50-300 pl.

e 1-kanalové pipety s objemy 0 az 20 pl, 20 az 200 ul, 200 aZ
1000 pl.

o Ctecka mikro ELISA desti¢ek s vinovou délkou 450 nm.

ODBER VZORKU:

Odbér, pfipravu a skladovani vzorku plazmy chudé na desticky

(PPP) nebo séra provadéjte dle laboratornich nebo jinych validnich

metod?10,

Krev (9 dilG) musi byt odebrana do citratu sodného (1 dil; 0,109M,

3,2%) ptimou venepunkci; sérum do tubicky bez antikagulans.

CLSI GP44-A4° a H21-A51°,

e Sérum/plazma by nemély byt pfi pokojové teploté déle jak 8
hodin.

e Pokud nebudete méreni provddét do 4 hodin po odbéru,
vzorek zmrazte pfi-20°C nebo méné.

e Vzorky pak rozmrazujte pf¥i 37°C pouze jednou.

PROVEDENI:

Testovana plazma, vzorek kontroly:

Kontroly jsou jiz fedéné (1:100) a ptipravené k pouZiti.
Vzorky redte s SD HIA podle tabulky nize:

IC ANTI- | 7,5 ml CD ELISA, alespon 15 min pfed pouZitim
(h)-1gG Nechte pilulku UpIné rozpustit. Protfepejte, abyste
HRP homogenizovali obsah.

Vzorek Redici pomér
Plazma 1:100
Sérum 1:100

SD HIA, TMB, Stop, CD ELISA
Reagencie jsou pripraveny k poufZiti.

WS

Protrepejte lahvicku a naredte obsah 1:20 v destilované vodé
(50 ml vystaci na 1 litr promyvaciho roztoku). Inkubujte ve vodni
Iazni na 37°C, dokud se Uplné nerozpusti pevné ¢astecky.

V origindlnim baleni, pokud jsou skladovany v 2-8°C podle
doporuceni a protokold mlzZe byt souprava pouzita béhem 2
mésicl postupné, jak bude zapotrebi.

SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie mohou byt skladovany pfi 2-8°C
v origindInim baleni do doby expirace uvedené na obalu.

COAT HIA Nepouzité prouzky skladujte pri 2-8°C maximalné 8
tydna v hlinikovém pouzdre (hermeticky uzavieném s desikanty),
skladované v pfilozeném plastovém sacku pro skladovani
mikrodesticek, v suchu.

Postup:

Vyjméte pozadovany pocet prouzkd z hlinikového pouzdra a vlozte
je do prilozeného rdmecku. Do jamek ELISA desticky pak pipetujte
reagencie dle nasledujiciho postupu:

Reagent Objem Testovaci krok
Cly HIA soul Pipetovani Cly do Jernek mikrotitracni
desticky
C+IgG nebo - Pidan sredénc:
nebo 1:100 &
T C- nebo
fedény vzorek | 200 pl Yy s
fedéné vzorky nebo
Nebo SD HIA
(blank) SD HIA vzorku
do jamek ELISA desticky (a)
Inkubuijte 60 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (b, d)
WS 300 pl provedte 5 promyvacich cykll (c)
IC ANTI-(h)-1gG 200 ul Ihned po promyti pipetujte do jamek
HRP K imunokonjugat (c)

Inkubujte 60 minut p¥i pokojové teploté (18-25°C) (b, d)
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WS 300 pl Provedte 5 promyti (c)
lhned po promyti pipetujte substrat
do jamek
TMB 200 ul | Pozn.: pipetovani substratu, radek za

radkem musi byt v pfesnych ¢asovych
intervalech (c, e)

Inkubujte pfesné 5 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (b, d)

Pipetujte ve stejnych ¢asovych
intervalech jako substrat, pridanim
0,45 M kyseliny sirové zastavite
rozvoj barvy (e)

Stop 50 pl

Pockejte 10 minut, aby se zbarveni stabilizovalo a mérte
absorbanci pfi 450 nm (A450) (f). Odecététe hodnotu blanku.

a)

b)

c)

Pipetujte kontroly a vzorky co nejrychleji (béhem 10 sekund), abyste
ziskali homogenni imunologickou kinetiky vazani protilatek. PFilis
dlouhd prodleva mezi prvni a posledni jamkou muZe ovlivnit vysledky
méreni.

Nenechdvejte desticku v pfimém slunecnim svitu béhem inkubace a
vyvoji barvy.

Nenechdvejte jamky prazdné mezi pfiddvanim reagencii a
promyvanim. Dalsi reagencie musi byt pfiddna do 3 minut, aby
desticka nevyschla a nebyly by poskozeny zafixované komponenty, a
tak snizena reaktivita. Dle potfeby nechte v jamkéach Promyvaci roztok
a vyprazdnéte desticku tésné pred pridanim reagencii.

Jamky promyvejte opatrné, abyste neposkodily zafixované elementy.

d) Inkubace provadéjte pti 20°C +1°, abyste nemuseli upravovat mezni
hodnoty vysledka.

e) Pridani substratu a Stop musi byt provedeno v presnych Casovych
intervalech.

f)  Pro bichromatické méfeni je referencni vinova délka mezi 620 a 690
nm.

KONTROLA KVALITY:

Kontrola kvality umoznuje validaci metody a homogenity méreni
pro jednu SarZi reagencie.

Provedte kontrolu kvality pro kazdou sérii testd dle laboratornich
doporuceni.

Kazda laboratof si musi stanovit pfijatelné rozmezi a verifikovat
vysledky pro svij analyticky systém. Pro automatizované metodu
musi byt provedena studie pro validaci vykonu dle stardard(.

VALIDACE:

Kontroly v soupravé umoziuji validaci vykonu méfeni.
Predpokladané absorbance (A450) pro pozitivni a negativni
kontroly se mohou liSit mezi SarZemi, ale v spravnych
podminkach méreni (18 — 25°C) jsou:

P = Asso pro C+1:121,0

N = Asso pro negativni kontrolu: < 0,25

Ziskané hodnoty P a N, pfi 20 +1°C jsou vyznaceny na letaku
pfilozeném v baleni.

Hodnoty ziskané pfi A450 se mohou lisit v zavislosti na teploté
béhem méreni.

VYSLEDEK:

Pokud je méreni provadéno pii 20 +1°C, vysledky A450 jsou
pfimo odecteny nasledovné, bez matematickych Uprav:

Pozitivni A450 > 0,50
Slabé pozitivni 0,30 < A450<0,50
Negativni A450<0,30

Pokud je teplota pfi méreni mimo vyse uvedené rozmezi,
ziskané absorbance se mohou liSit. Pouzijte nasledujici
matematickou Upravu:

Pozitivni kontrolu pouZijte na Upravu cut-off hodnoty. V letdku
ptilozeném v baleni ma Assonm pfi 20 +1°C pro pozitivni
kontrolu a procentualni hodnotu cut-off. Tuto hodnotu lez
pouzit pro Upravu namérené A4550 hodnoty pozitivni kontroly
na Upravu cut-off.

Variabilita mezi Sarzemi, mérena na 3 Sarzich, je: %CV < 10%
(pozitivni kontrola).

Vysledky by mély byt interpretovany dle klinického a
biologického stavu pacienta a ostatnich vysledk( méreni.

LIMITY TESTU:

Optimalni vykon testu a dodrzeni specifikaci je mozné ziskat
dle validovanych technickych instrukci vyrobce Hyphen
BioMed.

Jakékoliv reagencie s neobvyklym vzhledem nebo projevujici
znamky kontaminace musi byt vyrazeny.

Jakakoliv plazma s koagulatem nebo projevujici znamky
kontaminace musi byt vyrazena.

Pokud neni promyvaci krok spravné proveden, negativni
kontrola mlze mit vyss$i hodnotu absorbance. Pro zamezeni
nespecifického zabarveni, zkontrolujte spravnost provedeni
promyvaciho kroku.

Tak jako jiné testy na pfitomnost autoprotilatek, mize mit na
vysledek vliv konkrétni klinicka situace, jako napf. pfitomnost
zanétu, infekéni onemocnéni, autoimunni choroby, pfitomnost
imunnich komplex(. Pak se zvySuje pozadi (background) a
vysledek mulze byt vsedé zéné nebo slabé pozitivni.
Zkontrolujte moZnou pfitomnost protilatek jinym vzorkem
odebranym pozdéji.

Chybné vysledky mohou byt také zddvodu bakteridini
kontaminace testovaného materidlu, neadekvatni inkubacni
doby, Spatném promyti, vystaveni desticky pfimému svétlu,
opomenuti pridani reagencie, vystaveni vyssi nebo nizsi
teploté, nez je uvedeno nebo vynechani nékterého kroku.
Ackoliv pozitivni reaktivita ziskand timto testem mdze
znamenat pritomnost heparin-zavislych protilatek, detekce
takové protilatky nepotvrzuje diagnozu HIT.

Néktefi pacienti mohou mit pfirozené protilatky proti PF4
nebo jinym chemokiniim.

Dle principu metody vzorky s IgG anti-protamin-sulfatu nebo
anti-protamin-sulfat-heparin  mohou byt oznaceny jako
pozitivnié.

PREDPOKLADANE HODNOTY:

Referencni interval absorbance, stanovené vinterni studii, se
vzorky zdravych lidi (n=149) méfené manudini metodou byly
stanoveny mezi 0,02 a 0,19 (Centralni 90%, 95 percentil)'L.

KaZda laboratof si musi stanovit vlastni pfijatelné rozmezi.
Absorbance pro postizenou populaci jsou prepokladané na 0,30.

CHARAKTERISTIKA
Studie vykonu byly provedeny a vysledky posouzeny v softwaru
dle CLSI smérnic.

Nasledujici data

reprezentuji typické vysledky, ale nejsou

specifikaci pro ZYMUTEST™ HIA IgG.

Analyticky vykon
Limit detekce (LOD)
Interni studie zjistila LOD na 0,036 (A540nm).

PFesnost
Opakovatelnost (n = 80)
Vzorek Pramér (A450) CV/ sD
Hia 1gG C+ 1,49 CV=2,7%
C- 0,04 SD = 0,005
HIT IgG pozitivni vzorek 0,93 CV=3,6%
Reprodukovatelnost (n = 75)
Vzorek Pramér (A450) CV/ SD
Hia IgG C+ 1,34 CV =5,8%
C- 0,05 SD=0,01
HIT IgG pozitivni vzorek 0,83 CV=9,5%
Interference
Nebyly zjistény zadné interference do koncentraci:
Revmatoidni faktor UFH LMWH
800 IU/ml 2,51U/ml 2,5 1U/ml
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Klinicky vykon
Klinické studie, provedeny na 153 vzorcich od zdravych jedinct
(82) a pacientli s HIT (71).

Shoda
Isotyp N Referencni metoda Shoda
IgG s PF4 IgG méfenim o
1g8G 153 (IMMUNOR) 96,1%
Citlivost/Specificita
Isotyp N | Citlivost | Specificita Prostor(:gi)knvkou
IgG 153 93% 97% 0,987
Isotyp N PPV NPV LR+ LR-
IgG 153 98% 96% 34,2 0,038
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