BIOPHEN™ AT anti-(h)Xa LRT
REF| 221123 R1/R2 3 x 3 ml
REF| 221127 R1|R2 4 x 7,5 mi

Chromogenni stanoveni antitrombinu v plazmé s
tekutymi reagencie pfipravenymi k pouZziti.

POUZITI:

BIOPHEN™ AT anti-(h)-Xa LRT kit je chromogenni test pro in vitro kvantitativni stanoveni
aktivity heparin kofaktoru antitrombinu (AT) v lidské citratové plazmé za pouziti metody anti Xa,
manualni nebo automatizované.

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

SHRNUTI:

Technické:

Antitrombin je hlavnim fyziologickym koagulacnim inhibitorem. Inhibuje obzviasté serinové
estrazy, predevsim trombin, Faktor Xa a Faktor IXa, reguluje koagulaéni kaskadu a chrani pfed
trombdzou. Kdyz vytvofi komplex s heparinem, stane se antithrombin potentnim a rychle
reagujicim inhibitorem serinovych protedz'.

Klinické:

Spontani tromboembolické nemoce jsou pozorovany v piitomnosti vrozenych deficitl AT, které
se déli na 4 skupiny234.

Koncentrace AT je mendi u novorozencl, u rliznych stavli jako téhotenstvi, poskozeni jater,
DIC, atd*.

Méfeni anti-Xa aktivity AT v lidské plazmé je potfeba pro diagnézu vrozenych nebo ziskanych
deficitt antitrombinu?.

PRINCIP STANOVENi:

BIOPHEN™ AT anti-(h)-Xa LRT stanoveni je kinetickd metoda zalozena 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 (SXa-11-
65), ktery uvoliuje pNA. MnoZstvi uvolnéného pNA je potom nepfimo Uumérné koncentraci
antitrombinu v testované plazmé.

Vzhledem k tomu, Ze toto stanoveni neni citlivé na heparin, mohou byt timto kitem méfeni |
pacienti, ktefi jsou na heparinové terapii.

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

REAGENCIE:
Lidsky Faktor Xa v tekuté formé, pH okolo 7.85. Obsahuje heparin, BSA a malé mnoZstvi
azidu sodného (0,9 g/l).

FXa substrat, chromogenni substrat, specificky na Faktor Xa (11-65), v tekuté formé se
stabilizatory. Obsahuje Proclin.

[REF| 221123 » [R1][R2| 3 lahvicky po 3 ml.
21127» 4 lahvigky po 7,5 ml.

VAROVANI A UPOZORNENi:

o Nekteré reagencie v soupravé obsahuji materidl lidského a zvifeciho plvodu. Lidska
plazma pouzita k pfipravé produktu byla restovana registrovanou metodou a shledana
negativni na pfitomnost protilatek HIV 1, HIV 2, HCV a povrchového antigenu Hepatitidy B.
| pfesto nelze stoprocentné zarucit nepfitomnost infekénich agens a proto musi byt
s produktem zachdzeno jako s potencionané infekénim se vSemi vyplyvajicimi
bezpe¢nostnimi opatfenimi.

V kontaktu s olovénymi nebo médénymi trubkami vytvari Azid Sodny vybusné Azidy kova.
Odpad likvidujte dle platnych mistnich regulaci.

PouZivejte pouze reagencie stejné Sarze.

Studie stability ukazuiji, Ze produkt miZe byt pfevazen pfi pokojové teploté bez degradace.
Pouze pro in vitro diagnostiku v profesionaini laboratofi.

PRIPRAVA REAGENCIE:

R1 R2 Reagencie jsou pfipraveny k pouziti. Homogenizujte bez tvorby pény a viozte do
analyzatoru dle aplikacniho protokolu.

Pro manudini metodu nechte reagencie stabilizovat 30 pfi pokojové teploté (18 — 25°C),
homogenizujte pied pouZitim (déavejte pozor na viskozitu produktu).

SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie skladujte pfi 2 — 8°C v originlnim baleni. Takto skladované mohou byt
pouzity az do data expirace uvedeného na obalu.

Stabilita reagencie po otevieni, pokud je pfedejito odpafovani a kontaminaci, je:
L] 5 tydnt pfi2 - 8°C
L] 7 dni pfi pokojové teploté (18 — 25°C)
L] Nemrazte.
3 = Stabilita v analyzatoru - viz aplikacni protokol.
Zluté zbarveni znamend kontaminaci substratu. Kontaminovany substrat znehodnotte a
nacnéte novou lahvicku.
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REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:
Reagencie:
o Destilovana voda.
® 20% kyselina octova nebo 2% kyselina citronova (End point metoda).
o Diluent: Fyziologicky roztok (0.9% NaCl) nebo Imidazolovy pufr (AR021B/K/L/MIN). Pro
vSechna fedéni pouzijte stejny diluent.
o Specifické kontroly a kalibratory se zndmou hladinou:

Jméno produktu Referencéni ¢islo
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 221101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223 301

Odkazte se na aplikacni protokol pro Va3 analyzator.

Material:
o Spektrofotometr, fotometr nebo automaticky pfistroj na chromogenni stanoveni.
o Stopky; Kalibrované pipety, zkumavky z plastu nebo silikonového skla.

PRIPRAVA A ODBER VZORKU:

Krev (9 dild) musi byt opaté odebrana do 0,109 M (3,2%) citratového antikoagulancia (1 dil),
pfimou venepunkci. Prvni odebrana zkumavka by méla byt znehodnocena.

Vzorky by mély byt pfiipraveny a skladovany dle relevantnich rada.

Pro skladovani plazmy se odkazte na references®.

PROVEDENi TESTU:
Souprava mize byt pouzita pro kinetickou, automatickou nebo manuaini (enpoint) metodu.
Méfte pii 37°C a barvu odeitejte pfi 405nm.

Pro automatizovanou metodu jsou aplikacni protokoly dostupné na vyzadani. Viz
aplikacni protokol pro pouzity analyzator.

Provedeni:
1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly dle jejich specifickych instrukci. Kalibratory by mély byt
rozpoustény v diluentu uvedeném nize pro stanoveni kalibraéni kfivky (,C* definuje koncentraci
AT):
Pokud je kalibratni kfivka stanovena komeréné dostupnou kalibracni plazmou (napf.:
BIOPHEN™ Plasma Calibrator), fedéni 1/50 odpovida indikované koncentraci (C) AT a fedéni
1/33,3 odpovida 1,5krat této koncentraci. Pro kalibratory s danou hladinou C, hladina o0 150% (v
podminkach méfeni) je ziskana fedénim kalibratoru v nasledujicim poméru:

33,3x(C)/100.
Kalibratni kfivka miZe byt také stanovena pouzitim poolované citratové normalni plazmy
(alespont 30 zdravych muz( a Zen ve véku 18 aZz 55 bez léki nebo nemoci), které ma dle
definice hladinu AT 100%. Test obsahuje fedéni plazmy 1/50, které dle definice predstavuje
100% aktivity. Dynamicka kalibragni kfivka ma rozmezi od kolem 10 do 150% AT. Redéni
1/33,3 poolové plazmy pfedstavuje 150% AT aktivity.
Nasledujici kalibraéni rozmezi mize byt pfipraveno, viz nize:

AT (%) 0 C:8 C:4 C:2 c 3C:2

AT (%) 0 12,5 25 50 100 150

Objem Ziska se
calibratoru Oul 60l 125 4l 2504l 500wl fedicim

Objem faktorem:

dilventy | S00H! | 420pl | 375ul | 250 oul 33,3;&130 v

Pripravte kalibraéni kfivku tésné pred méfenim pro optimaini vykon testu.

2. Redte vzorky a kontroly v diluentu, viz nize:

Vzorky Reference Redéni
Kontroly 223201/223301 1:50
Vzorky - 1:50

Stanovte kalibraéni kfivku a provedte kontrolu kvality. Pokud vzorky skladujete pfi pokojové
teploté (18-25°C) méite so nejdfive. Pfesné koncentrace kontrol a kalibratord pro kazdou $arZi
jsou vyznageny na letacich pfiloZenych k jejich baleni.

3. Pipetujte nasledujici do plastovych zkumavek inkubovanych pii 37°C:

Objem
Vzorek, kontrola nebo kalibrator 200 pl
Lidsky Faktor Xa inkubovany na 37°C 200 pl
Michejte pfi 37°C po 1 minutu, pak pfidejte:
Faktor Xa substrat inkubovany pfi 37°C 200
Michejte pii 37°C po pfesné 1 minutu
Reakci zastavite pridanim:
Kyseliny citronové (2%)* | 400 pl

Promichejte a méfte na vinové délce 405nm proti korespondujicimu blank vzorku.
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*Nebo kyselina octova (20%). Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.

Blank vzorku se ziska michanim reagencii v opacném sméru, tedy: Kyselina citronova (2%),
R2, R1, fedény vzorek.

Méfte vinovou délku pfi 405 nm. Odectéte hodnotu blank vzorku od méfeného testu.

Vytvorte plazmaticky blank, pokud je vzorek iktericky, lipemicky, hemolyzovany nebo je jeho
barva mimo standard pro plazmu.

Pokud jsou zapotfebi jiné objemy, nez je uvedeno vy3e, zajistéte, aby pomér objemd zlstal
stejny. Laboratof je zodpovédna za validaci jakychkoliv zmén a jejich dopadu na vysledky testu.

KALIBRACE:
BIOPHEN™ AT anit-(h)-Xa LRT mUze byt kalibrovan pro test AT aktivity. Kalibrator zabirajici
toto kalibracni rozmezi je k dispozici od spoleénosti HYPHEN BioMed (viz REAGENCIE
AMETERIAL POTREBNY, ALE VKITU NEPRITOMNY) a mlze byt pouzit pro stanoveni
kalibraéni kfivky.
Pfi linedrni stupnici:

L] Kalibratni rozmezi je kolem 5 do 150% (na CS-5100).

NiZe uvedené kalibracni kfivka je pouze pfiklad. Pro vypocet vysledkd pouZijte viastni kalibracni
kfivku.
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KONTROLA KVALITY:

Pouzitim kontroly kvality validujete shodu metody a homogenitu mezi sériemi pro danou Sarzi
reagencii.

Zahriite kontrolu kvality do béZného provozu. Nova kalibratni kfivka musi byt stanovena pro
kazdou novou seérii testli, pro kazdou novou $arzi, po vyznamné (drzbé analyzatoru, nebo
pokud naméfené hodnoty kontroly kvality jsou mimo pfijatelné rozmezi pro danou metodu.
Kazda laboratof so musi stanovit vlastni pfijatelné rozmezi a verifikovat predpokladany vykon
na svém analytickém systému.

VYSLEDKY:

e Pro manuélni endpoint metodu stanovte kalibracni kfivku v bilineamim grafu, s OD 405 nm
na ose Y a koncentrace AT (v procentech) na ose X.

o Koncentrace AT (%) v méfeném vzorku je pfimo odectena z kalibraéni kfivky, pokud je
pouzito standardni Fedéni.

e Pokud je pouzito jiné fedéni, ziskané hodnoty musi byt nasobeny pouZzitym diluénim
faktorem.

o Vysledky musi byt hodnoceny v souladu s klinickym a biologickym stavem pacienta.

LIMITY:

o Abyste zajistili optimalni vykon testu a dostali potfebnym specifikacim, technické instrukce
validované spole¢nosti HYPHEN BioMed musi byt pozorné dodrZeny.

e Jakakoliv reagencie neobvyklého vzhledu nebo jevici znamky kontaminace musi byt
znehodnocena.

o Jakykoliv vzorek jevici zndmky aktivace nebo jiné, podezfelé znaky, musi byt znehodnocen.

o Test je Anit-Xa metoda, a proto neni ofekdvana interference Heparin Kofaktorem II,
a2-macroglobulin nebo a1-Antitrypsin247.

o Pfimé inhibitory faktoru Xa (DOAC) mohou indikovat fale$né zvySenou aktivitu AT.

OCEKAVANE HODNOTY:

Referenéni rozmezi, ziskano na zdravych dospélych jedincich (n=120) a testovano na Sysmex
CS-5100 (central 90%, 95té procento), bylo naméfenou mezi 85 a 129%.

KaZzda laboratoF si musi stanovit vlastni normalni rozmezi.
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CHARAKTERISTIKA:
o Nejnizi detekéni limit zavisi na pouzitém analyzatoru (<5% na Sysmex CS-5100).

o Mé&fici rozmezi zavisi na pouzitém analyzétoru (kolem 5 do 200% AT na Sysmex CS-5100).

o BIOPHEN At Anti-(h)-Xa LRT test neni citlivy na heparin do béznych koncentraci.

o Specificita: AT chuda plazma byla méfena <15%.

o Studie vykonu byly provedeny intemé na Sysmex CS-5100. Vykon byl hodnocen pomoci
laboratornich kontrol béhem 20-denni doby, 2 série za den a 3 opakovani v sériich pro
kontrolni hladinu. Nasledujici data byla ziskana:

Kontroly Intra assay Inter assay

n Pramér | CV% SD n Pramér | CV% SD

fomol 1 ap | a7 | 18 | 06 | 120 | 3 | 31 | 1

Kool |39 | sa7 | 12 | 11 | 120 | ez | 23 | 20

e Dle principu méfeni neni pfedpokladand interference anti-lla antikoagulantt, jako jsou
Dabigatran nebo Bivalirudin.

o Korelace referenéni metody (INNOVANCE Antithrombin Siemens na CS-5100):
n=120 y=1,04x-0,49 r=0,945

o |Interference:
Z4dné interference na Sysmex Cs-5100 do nasledujicich hodnot:

Intralipidy Hemoglobin B'(I;:"Il::gm (U;I:ﬁ.aIJITVH)
(mgdl) (mgdl) (mg/di) (Ulim)
1000 1000 60 2
Odkazte se na specificky aplikaéni protokol pro pouzity analyzator.
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SYMBOLY:
Pouzit symboly a znaky jsou uvedeny v seznamu ISO 15223-1 standard, viz dokument definice
symbold.

IVD



mailto:info@diagnostica.cz

