c € ZYMUTEST HIA IgG

Ref RK041A (32 testul)
Kvalitativni test pro detekci heparin-dependentnich
IVD protilatek typu IgG ELISA metodou
POUZITi:

ZYMUTEST HIA MonoStrip IgG souprava pro ELISA test je kvalitativni test uréeny
pro detekci heparin-dependentnich protilatek tfidy IgG v lidské plazmé, séru nebo
v jakékoliv dalSi téIni tekuting, kde je zapotiebi urCovat tyto protilatky.

INFO:

Tento test obsahuje biologicky pfistupny fixovany heparin, ktery je stabilizovan a
saturovan pro celkovou reaktivitu s vazacimi proteiny a protilatkami. Tato metoda je
spolehlivad a poskytuje vysokou reprodukovatelnost, vysokou citlivost a specificitu
diky identifikaci IgG isotoptl heparin zavislych protilatek a napodobovanim vazacich
mechanism protilatek na heparin na povrchu desti¢ek a endotelialnich bunék in
vivo.

PRINCIP:

Redéné testovana plazma nebo sérum se pipetuje do jamky desticky, na jejichz
sténach je navazan nefrakcionovany heparin, a do které je v pfedchozim kroku
pfidan bunécny lyzat. Pokud jsou pfitomny heparin-dependentni protilatky tfidy IgG
vytvoi komplexy s biologicky dostupnym nefrakcionovanym heparinem, vazanym
na desticce. Nasleduje promyvaci krok. Navazané protilatky jsou potom detekovany
pomoci specifického immunokonjugatu, ktery je tvofen kozi polyklonalni protilatkou
proti lidskému IgG (Fcy specifické) a peroxidazou (HRP). Tento immunokonjugat
reaguje specificky s IgG. Nasleduje dal$i promyti. Potom se pfida peroxidazovy
substrat — Tetramethylbenzidin (TMB), ktery v pfitomnosti peroxidu vodiku (H202)
vytvofi modré zbarveni. Po zastaveni kyselinou sirovou se barva zméni na Zlutou.
Intenzita zbarveni je pfimo uméra mnoZstvi heparin-dependentnich protilatek tfid
IgG pfitomnych v testovaném vzorku.

REAGENCIE:

1. COAT: Micro ELISA desticka, obsahuje 4 prouzky po 8 jamkach, potazenych
nefrakcionovanym heparinem biologicky dostupnym, saturovanym a potom
stabilizovanym. Desticka je balend v hlinikovém pouzdru hermeticky uzavieném
spolecné s desikantem.

2. SD: 2 lahvicky s obsahem 12 ml HIA diluentu vzorku pfipraveného k pouZziti.
Obsahuje Azid sodny.

3. C+: 4 lahvicky HIA pozitivni kontroly, lyofilizované. Po rozpusténi s 0,5 ml
HIA diluentu vzorku se ziska pozitivni kontrola pfipravena k pouziti (jiz fedéna
1:100).

Predpokladand reaktivita (ODassonm) je uvedena na letdku dodaném se
soupravou.

4. C-: 4 lahvicky negativni kontroly, lyofilizované (fedénd normalni lidska
plazma). Po rozpusténi s 0,5 ml HIA diluentu vzorku se ziskd negativni
kontrola pfipravena k pouZiti (jiz fedéna 1:100). Obsahuje BSA.

5. CLy: 4 lahvicky bunécného lyzatu, lyofilizovaného (fedéna normaini lidska
plazma). Po rozpusténi s0,5 ml destilované vody se ziskd reagencie
pfipravena k pouziti. Obsahuje BSA.

6. IC: 4 lahvicky specifického immunokonjugatu (Anti-IgG (Fcy)-HRP
immunokonjugat, lyofilizované kozi protilatky specifické pro lidsky IgG (Fcy)
sparované s HRP lidské IgG. Po rozpusténi s 2 ml diluentu konjugatu (CD) se
ziska immunokonjugat pfipraveny k pouZiti. Obsahuje BSA.

7. CD: 1 lahvicka 10 ml diluentu konjugatu, pfipraveného k pouziti. Obsahuje
BSA.

8. WS: 2 lahvicka 12 ml promyvaciho roztoku, 20x koncentrovaného.

9. TMB: 1 lahvicka 10 ml peroxiddzového substratu: 3,3'5,5' -
Tetramethylbenzidine, s obsahem peroxidu vodiku. Pfipraven k pouZiti.

10. SA: 1 lahvicka 3 ml 0,45 M kyseliny sirové (zastavovaci roztok). Pfipraven
k pouziti.

8D reagencie obsahuji malé koncentrace Azidu sodného (0,9 g/l) a SA reagencie
obsahuji kyselinu sirovou. Viz BEZPECNOST| UPOZORNENI.
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BEZPECNOSTNI UPOZORNENI:

e Jedna se o produkt biologického plivodu, proto snim musi byt zachazeno
s opatrnosti jako s potencialné infekEnim.

o Pii kontaktu s médénym nebo olovénym odpadnim potrubim miZze azid sodny
tvofit explozivni azidy kov(.

o Vpfipadé kontaminace se TMB substrat zméni barvou na Zlutou. V tomto
pfipadé musi byt znehodnocen a musi se pouzit nova lahvicka.

o Odpadni material zlikvidujte dle lokalnich smérnic o zachazeni s odpadem.

o UZivejte komponenty pouze z kitu stejné Sarze. Nezamériujte komponenty z kit(i
o riznych $arzich v jednou testu.

o S reagencie zachazejte opatrné, aby nedoslo ke kontaminaci béhem pouzivani.
Pokud je mozné, snizte odpar reagencie zmen3enim plochy kontaktu reagencie
se vzduchem. Odparovani snizuje stabilitu reagencie v analyzatoru.

o Pro zajisténi dostatecné stability uzavirejte lahvicky jejich vlastnimi zatkami, nebo
je uchovavejte v uzavienych plastovych mikrozkumavkach, uréenych pro
uchovavani plazmy.

o Studie stability trvajici 3 tydny pfi 30°C prokazaly, Ze reagencie mize byt
prepravovana za pokojové teploty po kratky as bez jejiho poskozeni.

e Bovinni sérovy albumin (BSA) byl pfipraven zbovinni plazmy, ktera byla
testovana na nepfitomnost infekénich agens a byla odebrana od zvirat bez BSE.

o | vnizkych koncentracich (0,45M) je kyselina sirova Ziravina. Proto zachazejte
s kyselinou sirovou opatmé, jako s podobnymi chemikaliemi. Vyvarujte se
kontaktu s o¢ima a kdzi.

o Pouze pro pouziti In Vitro.

PRIPRAVA REAGENCIi, SKLADOVANI A STABILITA:

Nejméné 30 minut pfed pouzitim soupravu zahfejte na pokojovou teplotu.
Nepouzité reagencie skladujte pfi 2 — 8 °C. Lahvicky jsou uzavieny ve vakuu. Pfi
otevirani opatrné odejméte zatku, abyste pfedesli ztraté prasku.

V originalnim baleni, pokud jsou skladovany v 2-8°C podle doporuceni a protokolt

muze byt souprava pouzita béhem 2 mésicli postupné, jak bude zapotfebi.

1. COAT (ELISA mikrotitracni desticka): otevfete hlinikové pouzdro a vyjméte
pozadovany pocet 8-mi jamkovych prouzkli pro analyzu. Pokud jsou mimo
pouzdro, musi byt testovaci prouzky pouzity do 30 minut. NepouZité prouzky
mohou byt skladovany v 2-8°C 8 tydnui v jejich originalnim hlinikovém pouzdru,
za pfitomnosti desikantu, hermeticky uzaviené, chranéné pfed vihkosti a
uloZené v pfilozeném skladovacim pouzdru.

2. SD (HIA diluent vzorku): je pfipraven k pouZiti. Po otevieni mize byt
pouzivan po 8 tydna, pokud je skladovan pfi 2-8°C a pokud je zabranéno
bakteridlni kontaminaci a odpafovani b&hem pouziti. Obsahuje Azid sodny.

3. C+ (HIA pozitivni kontrola IgG): rozpustte kazdou lahvicku 0,5 ml HIA
diluentu vzorek a promichejte. Ziskana kontrola je pfipravena k pouziti a
odpovida plazmé obsahujici IgG heparin-dependentni protilatky, jiz fedéné
1:100.

Stabilita reagentu po otevieni, pokud je v originalni lahviéce a je zabranéno
jakémukoliv odpafovani a kontaminaci béhem pouziti je:

=  2tydnypfi2-8°C

= 2 mésice pfi<=-20°C

4. C- (Negativni kontrola): rozpustte kazdou lahvicku s 0,5 ml HIA diluentu
vzorku a promichejte. Tak se ziska negativni kontrola jiz pfipravena k pouZiti.
Odpovida normalni lidské plazmé, jiz nafedéné 1:100.

Stabilita reagentu po otevieni, pokud je v originalni lahviéce a je zabranéno
jakémukoliv odpafovani a kontaminaci béhem pouZiti je:

= 2tydnypii2-8°C

. 2 mésice pfi <=-20°

5. CLy (bunécny lyzat): Rozpustte kazdou lahvicku s 0,5 ml destilované vody a
promichejte. Ziska se tak reagent pfipraveny k pouziti.

Stabilita reagentu po otevieni, pokud je v originalni lahviéce a je zabranéno
jakémukoliv odparfovani a kontaminaci béhem pouziti je:

=  2tydnypfi2-8°C

= 2 mésice pfi<=-20°C
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6. IC (Anti-lgG(Fcy)-HRP imunokonjugat): Kazda lahvicka musi byt rozpusténa
se 2 ml diluentu konjugatu. Nechte Castecky kompletné rozpustit. Pred
pouZitim opatrné lahvicku promichejte, aby se obsah homogenizoval.

Stabilita reagentu po otevieni, pokud je v originalni lahvicce a je zabranéno
jakémukoliv odparovani a kontaminaci béhem pouZiti je:

= 24 hodin pfi 18 -25°C

= 4tydnypii2-8°C

= 2mésice pfi<=-20°C

7. CD (Diluent konjugatu): Pfipraven k pouziti. Obsahuje 0,05% Kathon CG. Po
otevieni mlze byt uzivan po 8 tydnd, pokud je skladovan pri 2-8°C a je
zabranéno bakterilni kontaminaci béhem pouziti.

8. WS (Promyvaci roztok): Inkubujte lahvicku ve vodni lazni v 37°C dokud se
zcela nerozpusti pevné ¢astecky (pokud jsou pfitomné). Promichejte lahvicku a
naredte pozadovany objem v poméru 1:20 v destilované vodé (obsah lahvicky
12 ml dovoluje ziskat 240 ml promyvaciho roztoku).

Stabilita reagentu po otevieni, pokud je v originalni lahvicce a je zabranéno
jakémukoliv odpafovani a kontaminaci béhem pouziti je:

Nefedény roztok: 8 tydny pfi2-8°C

Redény roztok: 7dnipii2-8°C

9. TMB substrat: Pfipraven k pouZiti. Po otevieni mlze byt pouzivan po 8 tydnd,
pokud je skladovan pfi 2-8°C a pokud bylo zabranéno bakterialni kontaminaci
béhem pouzivani.

10. SA (Zastavovaci roztok): Zastavovaci roztok obsahuje 0,45M kyseliny sirové.
Pripraven k pouziti.

Stabilita reagentu po otevieni, pokud je v originalni lahvicce a je zabranéno
jakémukoliv odpafovani a kontaminaci béhem pouziti je:

e 8tydny pii2-8°C

SKLADOVACI PODMINKY:

Nepouzité reagencie skladujte pfi 2 — 8 °C v originalnim baleni. V doporuéenych
skladovacich podminkach je souprava pouzitelny do data spotfeby, uvedeného na
obalu.

REAGENCIE A VYBAVENi POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

Reagencie:

Destilovana voda.

Material:

8-kanalova pipeta nebo rozpliiovaci pipeta 50 — 300 pl.

1-kanalové pipety o riznych objemech od 0 - 20 pl, 20 — 200 pl, 200 — 1000 pl.
Promyvacka mikrotitracnich destiCek a tfepacka.

ELISA Reader s vinovou délkou 450 nm.

ODBER VZORKU:

Béhem pfipravy a skladovani vzorkll dodrZujte lokalni predpisy (pro USA viz CLSI
doc GP44-A4).
Vzorek:
Lidska plazma odebrana z citratového antikoagulantu nebo EDTA lidska plazma.
Skladovaci podminky jsou stejné jako s citratovanou plazmou. Heparin zavislé
protilatky mohou byt testovany v séru. To je pak normainé pfipravené k testovani.
Sérum ze srazeniny stoCte pfed pouzitim nebo mrazenim. Pro sérum jsou
skladovaci podminky stejné jako pro plazmu.
Odbér
Krev (9 objemu) musi byt odebréana do citratu sodného (1 objem, 0,109M) pfimou
venepunkci. Prvni odebrana zkumavka by méla byt znehodnocena.
Centrifugace
Do 2 hodin po odbéru pouZifte metodu ve vasi laboratofi validovanou pro ziskani
plazmy chudé na desticky, napf. 15 minut pfi 2 500 g a v pokojové teploté 18-25°C.
Plazma musi byt sto¢ena do plastové zkumavky.
Skladovani plazmy:

e 24 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C).

e 6 mésice pfi-20°C
Vzorek plazmy rozmrazujte rychle pfi 37°C, promichejte a testujte béhem 72 hodin.
Zamichejte po rozmrazeni a pfed testovanim.

PROVEDEN:

Testovana plazma, vzorek kontroly:
Kontroly jsou jiz fedéné (1:100) a pfipravené k pouziti.
Vzorky fedte s SD (HIA diluent vzorku) podle tabulky nize:

Postup:

Vlyjméte pro pocet testt pozadovany pocet prouzku z hlinikového pouzdra a viozte
je do pfilozeného ramecku. Do rliznych jamek ELISA desticky pak pipetujte
reagencie dle nasledujiciho postupu:

Reagent Objem Testovaci krok
Pipetovani Cly do jamek mikrotitratni
Cly S0ul desticky

Pridani zfedéné:
pozitivni kontroly nebo
negativni kontroly nebo

redéné vzorky nebo

Pozitivni kontrola IgG ,
nebo negativni kontrola
nebo 1:100 fedény vzorek 200 pl
nebo HIA diluent vzorku HIA diluenty vzorku

(blank) do jamek ELISA desticky ()

Inkubuijte 60 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (b)

Promyvaci roztok
(20x fedény destilovanou 300 pl
vodou)

provedte 5 promyvacich cykld za
pouziti promyvacky (c)

Immunokonjugat
(anti-lgG(Fcy)-HRP
immunokonjugat, nafedény 2
ml diluentu konjugatu

Ihned po promyti se napipetuje do
200 pl jamek ELISA desticky specificky
immunokonjugét (c)

Inkubujte 60 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (b)
Promyvaci roztok
(20x fedény destilovanou 300 pl

Provedte 5 promyti za pouZiti

vodou) promyvacky (c)
lhned po promyti pipetujte substrat do
jamek
TMB/H20. Substrat 200 pyl | Pozn.: pipetovani substratu, fadek za

fadkem musi byt v pfesnych ¢asovych
intervalech (c,d)

Inkubujte presné 5 minut pii pokojové teploté (18-25°C) (b)

Pipetujte ve stejnych ¢asovych
intervalech jako substrat, pfidanim
0,45 M kyseliny sirové zastavite rozvoj
barvy (c,d)

0,45 M Kyselina sirova 50 ul

Pockejte 10 minut, aby se zbarveni stabilizovalo a méfte absorbanci pfi 450 nm
(A450) (e). Odectéte hodnotu blanku.

Poznamky:

a) Pipetujte kontroly a testované vzorky tak rychle, jak je mozné (do 10 minut), aby byla
obdrZzena homogenni imunologicka kineticka vazba protilatek. Pfili§ diouhé prodleni mezi
napipetovanim prvni a posledni jamky muZze ovlivnit imunologickou kinetiku a vést tak
k chybnému vysledku.

b) Vyvarujte se ponechani destiéky na slunecnim svétle béhem inkubace a zejména béhem
vyvoje zbarveni. Mize byt pouzita tfepacka ELISA desticek. Musi byt respektovana
inkubaéni teplota 18-25°C. Vysledky jsou ovlivnény pfi prili§ vysoké (>25°C) a pfilis
nizké (<18°C) teploté a méfeni pfi 450 nm je pak pfili§ vysoké nebo nizké. To musi byt
zohlednéno pfi posuzovani vysledku. Stejné tak, kdyZ je pouZita tfepacka desti¢ek, méla
by byt pouzita pouze na zaCdtku kazdého kroku (napipetovani vzorku,
immunokonjugatu, zastavovaciho roztoku) po dobu 1 az 2 minut, aby se ziskala dobra
homogenita. Absorbance pfi 450 nm pak vyrazné stoupaji, pokud je michacka pouzita
béhem celého inkubacniho kroku

c) Nikdy nenechavejte destiCku prazdnou mezi pfidanim reagencii nebo po promyti.
Nasledujici reagent musi byt pfidan do 3 minut, aby se zabranilo vyschnuti desticky —
poskodilo by navazané komponenty. Pokud je nezbytné, udrzujte desticku napinénou
promyvacim roztokem a vyprazdnéte az pred pipetovanim dal$i reagencie. Promyvacka
musi byt nastavena tak, aby promyvala desticku jemné. Je nutné se vyhnout pfili§
energickému vyprazdiiovani jamek, aby se nesniZila reaktivita desticky.

d) Pro pfidani TMB substratu — ¢asové intervaly mezi pipetovanim do fadkd musi byt
presné urCeny a stejné intervaly musi pak byt pfi pipetovani zastavovaciho roztoku.

e) Pro bichromaticky odecet mize byt uZita referenéni vinova délka 690 nm nebo 620 nm.

Vzorek Redici pomér

Plazma 1:100

Sérum 1:100
Biologicka tekutina 1:100

Pokud je oekavéna vysokd hladina heparin-dependentnich protilatek, musi byt
vzorek testovan v fedéni 1:200 nebo 1:400 atd. Vysledek (odpovidajici absorbanci)
pak musi byt nasoben 2x nebo 4x atd.

KONTROLA KVALITY:

Kontroly v soupravé umozriuji validovat spravnost provedeni testu.

Ocekavané hodnoty absorbance pfi 450 nm pro pozitivni kontrolu a negativni
kontrolu mohou jevit mimé odlidnosti od SarZe k Sarzi, pokud je test proveden pfi
teploté 18-25°C.

Hodnoty jsou potom:

[P = ODuso pro C+ (pozitivni kontrolu) 1:1: 2 1.0

IN = OD.s0 pro negativni kontrolu: < 0.25

Ziskané hodnoty pro P nebo N pfi 20+1°C jsou uvedeny na letaku, pfilozeném
k soupravé. Ziskané absorbance pfi 450 nm mohou kolisat dle teploty, za které byl
test proveden.

VYSLEDEK:

Vysledek vyjadren dle A450 jako pozitivni nebo negativni.
Pokud je pouZito vétsi fedéni vzorku, musi byt zohlednén dodate¢ny diluéni faktor.
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INTERPRETACE VYSLEDKU:

Pokud je test proveden pfi 20+1°C, jsou vysledky pro kazdy izotyp nasledujici:
Pozitivni A450 > 0.50
Slabé pozitivni 0.30 <A450 < 0.50
Negativni A450 <0.30

Pokud je pokojova teplota mimo doporu¢ené rozmezi, hodnoty absorbanci mohou
byt ovlivnény. Pozitivni kontrola potom mlize byt pouZita pro nastaveni cutt-off
hodnoty. Letak, pfiloZzeny k soupravé uvadi hodnotu A450 pro pozitivni kontrolu
pouzité Sarze soupravy ZYMUTEST HIA a hodnotu v % této A450 odpovidajici
kazdému cutt-off. Nastavena hodnota cutt-off pak odpovidd % absorbance
naméfené pozitivni kontrole v dané sérii méfeni.

LIMITY TESTU:

e Pro ziskani optimalniho vykonu testu, ktery dodrzuje specifikace, procesni
instrukce validované spole¢nosti HYPHEN BioMed musi byt strikiné dodrzeny.
Jakékoliv zmény instrukci postupu musi byt validovany laboratofi.

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

o Jakakoliv plazma s koaguladtem nebo projevujici znamky kontaminace musi byt
vyfazena.

o Pokud neni promyvaci krok spravné proveden, negativni kontrola mize mit vy3si
hodnotu absorbance. Pro zamezeni nespecifického zabarveni, zkontrolujte
spravnost provedeni promyvaciho kroku.

e 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 komplext. Pak se zvySuje pozadi
(background) a vysledek mize byt v Sedé zoné nebo slabé pozitivni. Zkontrolujte
moznou pfitomnost protilatek jinym vzorkem odebranym pozdgji.

o Chybné vysledky mohou byt také z diivodu bakterialni kontaminace testovaného
materidlu, neadekvatni inkubaéni doby, Spatném promyti, vystaveni desticky
pfimému svétlu, opomenuti pfidani reagencie, vystaveni vySsi nebo nizsi teploté
nez je uvedeno nebo vynechani nékterého kroku.

o Vysledek tohoto testu by mél byt pouzit spolecné s posouzenim klinického stavu.

o Ackoliv pozitivni reaktivita ziskana timto testem mlze znamenat pfitomnost
s heparinem spojenych protilatek, detekce takové protilatky nepotvrzuje
diagnozu HIT.

o Neéktefi pacienti mohou mit pfirozené protilatky proti PF4 nebo jinym
chemokintim.

PATOLOGIE:

Heparin-dependentni protilatky jsou imunoglobuliny pfitomné v plazmé pacientt

s podezfenim na Heparinem indukovanou trombocytopenii (HIT) typu 1.

HIT typu Il (imunoalergicky typ) se objevuje béhem terapie heparinem (1-2) jako

nejvétsi komplikace této lécby.

Je zplsobena vznikem protilatek proti makromolekulamimu komplexu heparin-

protein (obvykle destickovy faktor 4) (3-4). Navic jsou u nékterych nemocnych

nachazeny také protilatky proti komplexu heparin-PF4, proti dal$im chemokiniim

jako Neutrofil-aktivacni peptid ( NAP2) a Interleukin-8 (IL-8) (5).

Vznik patologie je spojen zejména s heparin-dependentnimi protilatkami izotypu

lgG. Presto je pro zhodnoceni rizika vzniku komplikaci HIT informace o izotypech

l9G,AM uzite€na jako prognosticky faktor rozvoje této komplikace.

Kdyz se HIT vyskytne poprvé, zanétlivym mechanismem, cestou aktivace desticek

nebo ve spojeni s chirurgickym zakrokem, vede kuvolnéni chemokind a tak

podporuje vytvofeni heparinovych komplexd s chemokiny (obvykle PF4). Tyto
multimolekularni komplexy se mohou stat antigennimi a vést ke vzniku heparin-
dependentnich protilatek. Heterogenita téchto protilatek mize caste¢né vysvétlit

nékteré rozdily mezi klinickym podezfenim na HIT a biologickymi testy (6).

Casto mohou byt heparin-dependentni protilatky asymptomatické, zejména pokud

jsou IgM izotypu. Rozvoj kliniky je Cast&ji s vy3Si koncentraci protilatek a s 1gG

izotypem téchto protilatek.

POUZITI:

o Klinické podezieni HIT béhem lécby heparinem (nekréza kuze, propad poctu
desticek <100, 10° G/L nebo vic jak 30% sniZeni mezi nasledovnymi soucty...).
Daldi mozZné pficiny trombocytopenie by mély byt prozkoumany a vylougeny.
V/ pfipadé potvrzené trombocytopenie mlze pozitivni test potvrdit diagnostiku.

e Zavislé IgG isotypni protilatky heparinu jsou spojovany slep$i klinickou
diagnézou HIT. ZYMUTEST HIA IgG (RKO040A) souprava nabizi lepsi specificitu
clinickych komplikaci HIT, ale mensi citlivost. Pfipady spojené s pouze IgM
isotypy nebo IgA nejsou detekovany.

SOUVISEJICI TESTY:

RUzné izotypy protilatek mohou byt méfeny spole¢né pfi pouziti ZYMUTEST HIA
IgGAM, screeningového testu (#RKO040D) pro posouzeni rizika rozvoje HIT u
pacient 1é¢enych heparinem. Pfitomnost protilatky je rizikovym indikatorem pro
rozvoj HIT.

Konkrétné pouziti ZYMUTEST HIA IgG, IgA, IgM (RK040E) umoziuje kompletni
test isotypli heparin zavislych protilatek. Tato souprava je proto vhodna pro vyzkum
nebo rozvoj HIT béhem |éCby heparinem.

KONFIRMACE POZITIVNICH VZORKU (pokud je pozadovana):

Pokud je pozadovano, mohou byt pozitivni vzorky konfirmovany inhibovanim jejich
vazby za pfitomnosti heparinu. Pro tuto konfirmaci pfidejte k 500 pl vzorku (plazma
nebo sérum) fedéného 1:100 10 pl roztoku nefrakcionovaného heparinu o
koncentraci 100 IU/ml a promichejte. Tento heparinizovany roztok (2 IU/ml finalni
koncentrace) pak musi byt znovu testovan. Vazba heparin-dependentnich protilatek
na desticku je inhibovana (absorbance poklesne o vic nez 50%) ve vétsiné pfipadu.
Tato inhibice potvrdi na heparinu zavislou vazbu protilatek.

Velmi vzacné je vzorek pozitivni i bez pfitomnosti bunééného lyzatu a tato inhibice
pak neni pozorovana. Test je stale pozitivni v pfitomnosti i absenci heparinu.
Vysledek nedokazeme vysvétlit pfi soucasném stavu znalosti a musi byt posuzovan
spolecné s dalSimi kritérii pro diagnézu HIT.

VYHODNOCENi:

o Neinterferuje heparin do 1 1U/ml.
o Externi studie: Zymutest HIA IgG versus Serotonin Release Assay (SRA) pro
n=174 vzorku. Porovnani ukazuje, Ze oba testy byly pozitivni nebo oba negativni.

Shody

% Shod 75.29

e Dvoustranna externi studie: Zymutest HIA IgG versus Asserachrom® HPIA pro
n=243 vzorki:

Asserachrom® HPIA
Pozitivni Negativni
Pozitivni 33 17
AT 8 Negativni 42 151
Shoda 76%
Co-pozitivity 44%
Co-negativity 90%
Pocet vzorki 243
Pfiklad reprodukovatelnosti
Intra assay Inter assay
Vzorek N A450 CV% N A450 CV%
IgG pozit kontrola 6 1,31 3,07 7 1,34 71
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