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THROMBOPHEN HS (2,5)
Ref CK550K

Thromboplastin s kalciem pro stanoveni
prothrombinového Casu (PT)
Pouze pro diagnostické ucely “In Vitro”

POUZITI:

Thrombophen HS (2,5) reagent je thromboplastinovy reagent (obsahuje rekombinantni
kralici tkanovy faktor a kalcium v optimalizované koncentraci) k méreni
prothrombinovaného ¢asu (PT) v lidské citratové plazmé koagulaéni metodou . Lze
pouzit manualni a automatizované provedeni, pouze in vitro.

1. VZOREK
Citratova plazma.

2. PRINCIP STANOVENI:

Méfeni prothrombinového ¢asu (PT), neboli Quickova ¢asu, stanovuje celkovou aktivitu
koagulaénich faktorl zevni koagulacni cesty (koagulace spousténa tromboplastinem
uvolnénym ze tkani). Tento test se uziva ke zkoumani vrozenych nebo ziskanych
krvacivych rizik (ty, které jsou spojeny se zevni aktivaéni cestou: Faktor II, V, VII, X),
jaternich poruch, deficitu vitaminu K, fibrinolyzy, DIC. PT test je nejéastéji uzivan
k laboratornimu monitorovani terapie antagonisty K vitaminu. (VKA). Kazdé izolované
prodlouzeni PT, které neni spojeno s lé¢bou antagonisty vitaminu K (VKA) musi byt
dale zkoumano testy na hladiny jednotlivych faktord zevni koagulaéni aktivacni cesty.
(FIL, V, VI X).

PT nezachyti deficit faktord vnitfni koagulaéni cesty (FVIII, 1X, XI, XIl), poruchu funkce
trombocytl, aktivitu FXIIl a pfirozenych inhibitord (antithrombin, Protein C, Protein S).
Pro zkoumani vnitfni koagulacni cesty (FVIII, IX, XI, Xll) je doporucen aktivovavny
parciélni thrmboplastinovy ¢as (aPTT) a pro identifikaci dysfunkce trombocyti se
doporucuije test krvécivosti.

Prothrombinovy (Quickliv) ¢as mlze byt vyjadien jako koncentrace nebo jako
,International Normalized Ratio* — INR (1).

REAGENCIE:

R1: Reagent 1: Thrombophen

PT reagent, obsahujici rekombinantni kralici tkarovy faktor, syntetické fosfolipidy,
kalciové ionty a heparin neutralizujici substanci, ve lyofilizovano v pfitomnosti
stabilizatord.

6 lahvicek (kazda musi byt rozpusténa s 2,5 ml destilované vody).

Hodnota ISI pro kazdou $arzi je uvedena v letaku pfilozeném k soupravé.

Upozornéni:

Zadny test nemdze UpIng vylougit piitomnost infek&nich ciniteld. Takze, jako s kazdym
jinym produktem biologického plvodu, musi se s reagenciemi zachazet s predepsanou
opatrnosti a jako s potencialné infekénim materialem.

3. REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:
Reagencie:

e Destilovana voda, nejlépe sterilni

. Plazmy pro kontrolu kvality

e Imidazolovy pufr (AR021A), pokud je pozadovana kalibrace

Material:
e  Poloautomaticky nebo  automaticky
elektromagneticka vodni lazen
. Stopky
. Kalibrované pipety

koagula¢ni  pfistroj,  nebo

4.  SKLADOVANI:
Reagencie musi byt skladovany pfi teploté 2-8°C, ve svém originalnim baleni. Potom
jsou stabilni do data expirace, které je uvedeno na krabicce.

Pozn.: Studie stability po 3 tydny pfi teploté 30°C ukazaly, Ze reagencie mize byt po kratkou dobu transportovana
za pokojové teploty bez poskozeni.

5. PRIPRAVA A STABILITA REAGENCIi:

Pozn.: rekonstitucni objem muize kolisat dle toho, jaky automat je pouzit. Prihlédnéte vzdy ke specifické adaptaci.
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R1:Reagent 1: Thrombophen::
Do kazdé lahvicky pridejte 2,5 ml destilované vody, mimé michejte, dokud se obsah
kompletné nerozpusti (Vortex). Nechte stabilizovat 15 minut za pokojové teploty (18-
25°C) za obCasného promichani. Pfed kazdym pouZitim homogenizujte obsah.
Stabilita rozpusténé reagencie, pokud bylo zabranéno kontaminaci nebo vyparovani a
pokud je v originalni lahvicce:

e 4 tydnypii teploté 2-8°C

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

. Nemrazte

Upozornéni:

Pro zlepSeni stability vzdy zavirejte reagencii po kazdém pouziti originalni zatkou.

S reagencii musi byt zachazeno s opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci béhem uzivani

Inkubace rekonstituované lahvicky za pokojové teploty umozni stabilizaci reagencie a ziskani homogenni reaktivity
Zabrarite vyparovani reagencie béhem uzivani (zejména v digestofi)

Pozn.:

Reagencie je uzaviena pod vakuem. Zatku odstrafiujte opatrné, aby nedoSlo ke ztraté lyofilizatu.

Dle pouzité automatizované metody mohou byt reagencie rekonstituovany jinymi objemy, nez je zde uvedeno.
V kazdém pripadé musi byt ale dodrzeny reakéni poméry (koncentrace reagentt v reaktivnim prostredi).

6.  PRIPRAVA PLAZMY (ODBER VZORKU):

Zadny test nemiize zcela vylougit pFitomnost patogentl. Vzorek plazmy musi byt tedy
povazovan za potencialné infekéni a musi s nim byt zachazeno s opatrnosti.

Krev (9 objem() musi byt odebrana do 0.109 M (3,2%) citratu sodného (1 objem) -
pomér 1:10.

Plazma se oddéli centrifugaci pii 2500g po dobu 20 min.

Odbérové zkumavky s CTAD (obsahuji citrat, theophyllin, adenosin, dipyridamol),
uzivané ke snizeni destickové aktivity, mohou byt téZ pouZity. Plazma se oddéli
centrifugaci 15 minut pfi 1500 g.

Pozn.: pouzivejte pouze zkumavky uréené pro koagulacni testy, aby nedo$lo k aktivaci koagulace kontaktem na
povrchu zkumavky. Po odbéru promichejte s antikoagulantem prevracenim zkumavky (3 az 6x). Ujistéte se, Ze jsou
vakuové zkumavky naplnény po rysku. Vzorek musi byt odebran pfimou venepunkci a prvni kapky krve musi byt
odstranény.

Pokud vzorek neni testovan ihned, pfeneste plazmu plastovou pipetou do plastové
zkumavky.

Citratova plazma musi byt testovana do 24 hodin pfi skladovani za pokojové teploty
(18-25°C), nebo mize byt uchovavana pfi teploté -20°C nebo niz8i maximainé 2 tydny,
nebo pfi -70°C az 6 mésicl.

Plazmu rozmrazujte tésné pfed pouzitim ve vodni lazni pfi 37°C. Rozmrazena plazma
musi byt opatrné promichana a ihned po rozmrazeni testovana. Promichani plazmy je
kliovym bodem, protoZe pfi mrazeni mohou nékteré proteiny precipitovat.

Plazmu neskladuijte pfi teploté 2-8°C, aby nedoslo k aktivaci FVII, coz by mohlo ovlivnit
vysledek.

NevySetfujte lipemické a hemolytické vzorky.

[ Viz. Smémice GEHT nebo NCCLS pro dalsi instrukce tykajici se odbéru vzorki, manipulace a skladovani.

7. PROVEDENI:

Mechanickd manualni metoda:

Princip: pro detekci koagulace se uZivaji mechanické indikatory koagulace, napf.
kovova kulicka, ukazatel. Test se provadi pfi teploté 37°C.

Predehrejte dostatecny objem rekonstituovaného Thrombophenu na 37°C (pro 1 test
je potfeba 0.2 ml). Vyvarujte se odpafovani reagencie a nenechavejte reagencii pfi
37°C v neuzaviené lahviéce déle nez 60 minut. Pokud byla reagencie pii teploté 37°C
neuzaviena zatkou déle nez 60 minut, zlikvidujte ji.

Do malé zkumavky, predehiaté na 37°C, nebo do reakéni kyvety koagulaéniho pfistroje
pipetujte:

100 pl testované citratové plazmy
inkubujte 1 — 2 minuty pfi 37°C (vloZte mechanicky indikator koagulace, pokud je nutny)
a potom pfidejte:

200 pl Thrombophenu predehratého na 37°C a zapnéte stopky.
Zaznamenejte ¢as koagulace v sekundach (zastaveni kulicky nebo indikatoru, nebo jina
detekce vzniku koagula).
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Automatizované metody:
Adaptace na rlizné analyzatory jsou k dispozici na vyzadani.

Upozornéni:

Pokud se pouziji niz$i nebo vyssi reakéni objemy, nez je uvedeno vySe, musi byt zachovéany poméry mezi
koncentraci reagentt ve smési, respektive musi byt zachovany poméry v objemech reagent.

Pouziti Cisté skla nebo plastu je dilezité. Povrch reakéni nadobky mize ovlivnit aktivaci vzorku. Pouzijte techniku
stejnou, jaka je doporu€ovana pro jiné koagulaéni testy.

Uvedeny navod k provedeni jednokrokového prothrombinového ¢&asu je vhodny pro manuéini metodu
Automatizované provedeni by mélo byt provedeno ve shodé se specifickymi instrukcemi, které jsou dany vyrobcem
pristroje.

Pozn.: pokud je uzit THROMBOPHEN HS (2,5) na automatickém pfistroji, ,maximaini ¢as“ méfeni by mél byt vyssi
nez 50 sec.

Pro kontrolni méfeni pouzijte vhodné kontrolni plazmy.

Pro kazdou $arzi THROMBOPHEN HS (2,5) a pro kazdou metodu nebo pistroj by méla byt uréena hodnota ISI za
pouziti doporucené referenéni metody a WHO thromboplastinu nebo odvozené metody (INR kalibrace). PT normalni
plazmy a plazmy pacientli lé¢enych VKA je uréeno jednak posuzovanym thromboplastinem a jednak referenénim
thromboplastinem. Namérené ¢asy jsou vyneseny na bilogaritmicky graficky papir a vypoctem ortogonalni regrese je
vytvorena linie. Slope této linie nasobeny hodnotou referenéniho ISI je hodnota ISI posuzovaného thromboplastinu.

8. KONTROLA KVALITY:

Kontrola se provadi pouzitim komeréné dostupnych plazem, které umozni validovat
homogenitu vysledkd v serii méfeni i mezi seriemi pfi pouZiti stejné Sarze reagencie.
CLSI doporucuje zméfeni kontrol pfed zahajenim testovani a nejméné jednou s kazdou
skupinou test(. V laboratofich s vysokym poctem vzork( by mély byt kontroly
provedeny po kazdych 40-ti vzorcich.

Pokud jsou vysledky kontrol mimo referenéni meze, nevydavejte vysledky
vySetfovanych vzorku. Zjistéte, ktera Cast testovaciho systému (pfistroj, reagencie,
kontrola) je pfi¢inou odchylného vysledku. Po ndpravé testujte znovu kontroly. Pokud
jsou v mezich, je mozné testovat vySetfované vzorky a vysledky vydat.

Kazda laborator by méla stanovit svoje primémé hodnoty a akceptabilni rozmezi
kontrolnich plazem za lokalnich podminek pro kazdou novou $arzi kontrol.

Upozornéni:

Hodnota ISI je specificka pro kazdou Sarzi a kazdou metodu nebo pfistrojovou aplikaci.
Lokalni ISI kalibrace by méla byt provadéna za pouZiti certifikovanych INR plazem.
KaZzda laboratof musi definovat a validovat INR dynamické rozmezi pro reagent a
pouzitou metodu a zaclenit kontroly v nizké i vysoké oblasti tohoto rozmezi. PT/INR
kalibraéni rozmezi a pouziti INR certifikovanych plazem je téZ mozné

Pozn.:nova verifikace musi byt provedena vzdy pfi zméné Sarze reagencie, po vyznamné Udrzbé analyzatoru, nebo
kdyz jsou vysledky kontrol kvality mimo rozmezi pro metodu. Zaclefite nejméné jednu kontrolu kvality (na riznych
hladinach) do kazdé serie test, nejméné jednou za 24 hodin.

Koagulacni ¢asy mohou kolisat dle kombinace Sarze reagencie/pfistroj/pouzity protokol. Kazda laboratof by méla
stanovit viastni akceptabilni rozmezi dle reagencie, pfistroje a pouzitého protokolu.

9.  VYSLEDEK:

Ziskany prothrombinovy ¢as mize byt pfeveden na % normalni aktivity, vyjadren jako
pomér nebo jako INR.

Pozn.: Vyjadfeni vysledku v INR je doporu¢ovano pro pacienty 1é¢ené VKA a nemélo by byt pouzivano pro
predoperacni vySetfeni nebo u jaternich onemocnénich.

Prothrombinovy ¢as — Pomér:
PT R = (PT ¢as pacienta / PT ¢as normalni kontroly nebo poolované normaini plazmy)

Normalizovany pomér — INR:

INR = (PT &as pacienta / PT €as normalni kontroly nebo poolované normaini plazmy)'s!
ISI = International Sensitivity Index, je uréen porovnanim thromboplastinu s WHO
referenénim thromboplastinem.

Hodnota ISI je uvedena na pfilozeném letaku a je specificka pro kombinaci
reagencie/pfistroj. Pro viastni kombinaci metoda/pfistroj je mozné provést kalibraci ISI.

10. INTERPRETACE VYSLEDKU:

Rreagencie Thrombophen mize byt pouZita pro manualni i automatizované metody.
Vysledek ale mUze byt riizny dle pouZité metody detekce a neni doporuéeno
porovnavat vysledky ziskané riznymi metodami detekce mezi sebou.

Ocekavané vysledky:
Koagulaéni ¢asy mohou kolisat v zavislosti na pracovnich podminkach, jako je teplota,
kvalita vody, p, pouzity systém, odbér vzorku, skladovani vzorki a reagencii,
vySetfovana populace. Kazda laboratof by si méla stanovit viastni normaini rozmezi.

Vyjadreni vysledku:
Vysledek (v sekundach) je pfeveden na % aktivity odectem z kalibrani kfivky, nebo je
vyjadren v INR. Kalibracni kiivka mize byt vytvorena fedénim referenéni normaini
citratové plazmy kalibrované a ur¢ené pro tento test (1.2).

(1) Kalibraéni kivka (Thivolle line) se pfipravi fedénim referenéni normaini plazmy
v Imidazolovém pufru ve shodé s nasledujicim schematem:

Procenta 100% 50% 25% 12,5%
fedéni bez fedéni 1:2 1:4 1:8

objem plazmy | 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5ml
objem pufru 0.0ml 0.5ml 1.5 ml 3.5ml

(2) Pouziti komerénich kalibrator — patfiény pfibalovy letak

Vlykreslete kfivku na lineami graficky papir. Na jednu osu vyneste stuper fedéni (1, 2,
4, 8) a na druhou odpovidajici ¢as v sekundach. Z této kfivky spoctéte koncentraci
prothrombinu testovanych vzork( (viz ¢ast Vysledek).

Odpovidajici tabulky INR v zavislosti na ISI konkrétni Sarze pouzitého reagentu jsou
uvedeny na letaku pfilozenému ke kazdému baleni.

11.  CHARAKTERISTIKA

Opakovatelnost CV<3%

Reprodukovatelnost ~ CV < 3%

Z&dné signifikantni interference s heparinem do 1 IlU/mla s FVII.

12. OCEKAVANE HODNOTY

U norméini populace: 70 — 100% (tyto hodnoty mohou kolisat 0 11 — 15% dle typu
thromboplastinu) ProdlouZeni o 2 — 3 sekundy u novorozencl, 3 - 5 sekund u
nedono$enych. Hladin dospélych dosahnou do 3 — 4 dnl po narozeni.
Koncentrace nad 100% nemaji zadny patologicky vyznam.

U nemocnych lé¢enych VKA je oéekavano terapeutické rozmezi 20 - 30%.
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