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PRZEZNACZENIE

Test ACTICHROME® AT Ill jest przeznaczony do ilosciowego oznaczania aktywnosci
antytrombiny Ill w osoczu ludzkim za pomocg testu chromogennego. Test jest
przeznaczony do diagnostyki in vitro.

WYJASNIENIE TESTU

Antytrombina Il to inhibitor osoczowych proteaz serynowych. Wazng funkcjg
antytrombiny |l jest hamowanie aktywnosci trombiny. Normalnie poziom hamowania
trombiny przez antytrombine Il jest niewielki (progresywne dziatanie antytrombiny).
Jednak poziom hamowania moze zosta¢ zwiekszony kilka tysiecy razy w obecnosci
heparyny (aktywno$¢ kofaktorowa heparyny).

Toefsen i Blank zgtosili istnienie w ludzkim osoczu innego szybkiego, zaleznego od
heparyny inhibitora trombiny, kofaktora heparyny II. Biatko to moze zaburzac
oznaczanie antytrombiny Ill, zwtaszcza przy duzych (2 jedn. USP/ml) stezeniach
heparyny. W celu nadania swoistosci antytrombinie lll, obecny system testu stosuje
nizsze (1,0 jedn. USP/ml) koncowe stezenie heparyny, przy ktérym wzmacniana przez
heparyne dezaktywacja trombiny przez kofaktor heparyny Il jest pomijalna. Ponadto
ludzki kofaktor heparyny Il reaguje fatwiej z trombing ludzka, niz z trombing wotowg
(Friberger et al.). W zwigzku z tym dalszg swoistos¢ dla antytrombiny Il w obecnym
systemie testu zapewnia sie przez wykorzystanie trombiny wotowe;.

ZASADA METODY

W obecne] metodzie dwuetapowej (Odegard, et al), trombine dodaje sie do
rozcienczonego 0socza zawierajgcego antytrombine lll w obecnosci nadmiaru heparyny.
Po poczatkowej inkubacji (etap 1) pozostatoSci trombiny oznacza sie za pomocy
swoistego dla trombiny substratu chromogennego (etap 2). Aktywno$C pozostate]
trombiny jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia antytrombiny Ill w osoczu.

ODCZYNNIKI

Test REF 838 zawiera ilos¢ odczynnikow wystarczajacg do wykonania 60 testow w
metodyce reczna.

R1 Trombina Wotowa: 6 fiolek (liofilizowane).
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R2 SPECTROZYME® TH: 6 fiolek (liofilizowane).

R3 Bufor Testu: 6 fiolek, 5 ml, koncentrat 10X.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Ten produkt zawiera materiat pochodzenia zwierzecego. Poniewaz zadna ze znanych
metod badawczych nie moze zapewniC catkowitej pewnosci, ze produkty uzyskane z
prébek zwierzecych nie bedg przenosi¢ patogendw krwiopochodnych, z odczynnikiem
tym nalezy postepowaC zgodnie z zaleceniami dla wszelkich probek potencjalnie

zakaznych.

Trombina Wotowa

Ostrzezenie

Oy

H315, H319; P264, P280, P302 + P352, P305 +
P351 + P338, P337 + P313

SPECTROZYME TH

Ostrzezenie

O

Sél dioctowa H-D-
ZAW. cycloheksyloalanylo-alanylo-
arginino-para-nitroanilidu

H315, H319, H335, P261, P264, P280, P302 + P352,
P305 + P351 + P338, P337 + P313

Bufor Testu - — | Przestrzegac zasad dobrej praktyki laboratoryjne;.
Zwroty H315 Dziata draznigco na skore.
Okreslajace H319 Dziata draznigco na oczy.
Zagrozenie: H335 Moze powodowac podraznienie drog oddechowych.
Zwroty P261 Unika¢ wdychania pytu.
Wskazujace P264 Doktadnie umy¢ po uzyciu.
Srodki P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
Ostroznosci: oczu/ochrone twarzy.

P302 + P352 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA;

Umy¢ duzg iloscig wodly.

P305 + P351 + P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.
P337 + P313 W przypadku utrzymywania sie dziatania
draznigcego na oczy: Zasiegna¢ porady/zgtosic sie pod opieke

lekarza.
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PRZYGOTOWANIE | PRZECHOWYWANIE ODCZYNNIKA

Nienaruszone fiolki odczynnikow sg stabilne do daty waznosci podanej na etykiecie, gdy
sq przechowywane w temperaturze 2°-8°C.

R1 Trombina Wotowa: Odtworzy¢ za pomocg 2 ml filtrowanej wody dejonizowane;.
Odtworzona trombina wotowa jest stabilna przez:

2 1 tydzien 1 miesiac
A 2°-8°C —20°C

R2 SPECTROZYME TH: Odtworzy¢ za pomocg 2 ml wody oczyszczonej lub
filtrowanej wody dejonizowanej. Odtworzony substrat jest stabilny przez:

. 1 tydzien 1 miesiac
A 2-8°C ~20°C

R3 Bufor Testu: Rozcienczy¢ Bufor Testu do 50 ml filtrowang wodg dejonizowana.
Bufor testu w stezeniu roboczym jest stabilny:

2 1 tydzien 1 miesiac
A 2-8°C -20°C

POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK

Do testu mozna uzyC osocza ubogoptytkowego pobranego na cytrynian. Patrz
,Collection, Transport and Processing of Blood Specimens for Testing Plasma-Based
Coagulation Assays and Molecular Hemostasis Assays; Approved Guidelines’,
dokument CLSI H21-A5, Vol. 28, No. 5, Styczen 2008. Osocze nalezy pobrac
nastepujaco:

1. Pobra¢ 9 objetosci krwi w 1 objetosci 3,2% (0,109 M) roztworu antykoagulantu
cytrynianu trisodu.

2. Odwirowac probke krwi przy 1500 x g przez 15 minut.
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3. Osocze powinno by¢ przechowywane w temperaturze 2°-8°C i 0znaczone w ciggu
2 godzin. Alternatywnie, osocze moze by¢ przechowywane w temperaturze —20°C
przez okres do 1 miesigca.

4. Zamrozone osocze nalezy szybko rozmrozi¢ w temperaturze 37°C. Rozmrozone
osocze powinno by¢ przechowywane w temperaturze 2°-8°C i oznaczone w ciggu
24 godzin.

PROCEDURA
Dostarczone Materiaty — Patrz Odczynniki
Materiaty Wymagane, Ale Niedostarczone

Woda dejonizowana lub destylowana typu 1

Specjalny Kalibrator Koagulacji, REF C.BMD.SCC030-01ML-A

Specjalna Kontrola Koagulacji Prawidtowa, REF C.BMD.SCCN180-01ML-A

Specjalna Kontrola Koagulacji Nieprawidtowa, REF C.BMD.SCCA180-01ML-A

Pipety jednorazowe o pojemnosci 0-200 pl, 200-1000 pl

Probdwki plastikowe, zegar laboratoryjny, sucha lub mokra faznia o temperaturze 37°C
90% lodowy kwas octowy

Spektrofotometr obstugujacy pomiar przy dtugosci fali 405 nm, koagulometr

Kalibracja Testu

Do przygotowania wzorcow antytrombiny Il mozna uzy¢ Specjalnego Kalibratora
Koagulacji, REF C.BMD.SCC030-01ML-A, lub puli prawidtowego osocza ludzkiego (od
co najmniej 10 prawidtowych dawcow) zebranego w taki sam sposéb jak osocza do
oznaczania. Poniewaz doustne $rodki antykoncepcyjne oraz inne preparaty zawierajace
estrogen/progesteron mogg wptyna¢ na poziom antytrombiny Ill, z puli nalezy wykluczy¢
osocze od 0s6b przyjmujacych takie preparaty.

Przygotowac wzorce kalibracji antytrombiny Ill, kontroli oraz probki osocza pacjenta w
nastepujacy sposob. Wzorce, kontrole i probki nalezy oznaczy¢ natychmiast po
przygotowaniu.
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Objetos¢ Specjalnego Objetos¢
Wzorzec* Kalibratora Koagulacji Buforu Testu
100% 25 [l 1000 pl
50% 500 pL 100% wzorca 500 pl
0% 0 pl 1000 pl
Prébka Pacjenta/ Objetos¢ Probki Objetos¢
Kontrola Pacjenta/Kontroli Buforu Testo
25 1000 pl

* Faktyczna wartos¢ wzorcow antytrombiny Ill bedzie zalezna od swoistej dla serii
wartosci specjalnego kalibratora koagulacji.

Procedura Testu

Test ACTICHROME AT Il mozna wykonywaC recznie lub za pomocg
pdtautomatycznych lub automatycznych analizatorow koagulacji (koagulometrow).

Firma BioMedica Diagnostics oferuje aplikacje urzadzenia testu ACTICHROME AT I
dla kilku koagulometrow. Aplikacje urzadzenia mogg obejmowac instrukcje
programowania specyficzne dla danej platformy oraz dane wydajnosci rézne od
zamieszczonych w instrukcji uzycia. W takich przypadkach informacje zamieszczone w
aplikacji urzadzenia majg pierwszenstwo przed informacjami zamieszczonymi w
instrukciji uzycia. W celu uzyskania petnych instrukcji postepowania nalezy zapoznac sie
z instrukcjg obstugi producenta danego urzadzenia.

Procedura Testu — Metoda Reczna

Metoda Punktu Koncowego

1. Dodaj 200 pl wzorca lub badanej probki osocza do plastikowej probowki.
2. Inkubuj przez 2—-4 minuty w temp. 37°C.

3. Dodaj 200 ul Trombiny Woftowej.
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Wymieszaj i inkubuj przez 1 minute w temp. 37°C.
Dodaj 200 pl odczynnika SPECTROZYME TH.
Wymieszaj i inkubuj przez 1 minute w temp. 37°C.
Dodaj 200 ul 50% lodowatego kwasu octowego.

Wymiesza.

© © N o g =&

Dodaj 200 ul wody* (opcjonalnie).

Odczytaj absorbancje przy 405 nm w semi-mikrokuwecie o drodze optycznej 1 cm
wzgledem Slepej przygotowanej w nastepujacej kolejnosci:

200 pl kwasu octowego

200 ul rozcienczonego wzorca

200 pl Trombiny Wotowe;

200 pl SPECTROZYME TH

200 ul wody* (opcjonalnie)

(* Niektore spektrometry wymagajg w kuwecie minimalnej objetosci 1 ml).

Metoda Kinetyczna

Mozliwe jest uzycie analizatora kinetycznego do zmierzenia poczatkowej szybkosci
hydrolizy substratu chromogennego. Procedure nalezy wykona¢ w nastepujacy sposob:

—

. Dodaj 5 ul wzorca lub badanej probki osocza do 200 ul buforu rozcienczajacego.
. Inkubuj przez 2-4 minuty w temp. 37°C.

. Dodaj 200 pl Trombiny Wotowe;j.

. Wymieszaj i inkubuj przez 1 minute w temp. 37°C.

. Dodaj 200 pl odczynnika SPECTROZYME TH.

S o AW

. Zmierz szybko$¢ zmiany absorbancji przy 405 nm.
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WYNIKI
Reprezentatywna Krzywa Standardowa

Krzywg standardowa tworzy sie przez wykreslenie sredniej absorbancji dla kazdego
wzorca antytrombiny Il wzgledem odpowiadajacej mu aktywnosci w procentach.
Krzywg standardowg nalezy przygotowac kazdorazowo podczas wykonywania testu.
Wykres| linie najlepszego dopasowania pomigdzy punktami, zwykle opisywang
rownaniem liniowym, do analizy danych.

Ponizsza krzywa standardowa stuzy wytacznie do celow demonstracyjnych.

ACTICHROME® AT lli
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OBLICZANIE WYNIKOW

Interpolowac aktywnos¢ antytrombiny Il w probce pacjenta bezposrednio z krzywej
standardowe].

KONTROLA JAKOSCI

Osocza kontrolne powinny by¢ wigczone do badania zawsze wtedy, gdy uzywane sg
Swiezo odtworzone odczynniki. Mozna uzy¢ specjalnej kontroli koagulacji prawidfowe;j,
REF C.BMD.SCCN180-01ML-A oraz specjalnej kontroli koagulacji nieprawidtowej, REF
C.BMD.SCCA180-01ML-A. Poziomy uzyskane dla osoczy kontrolnych powinny miesci¢
sie okreslonych zakresach. Jesli wynik poziomu antytrombiny [l dla osoczy kontrolnych
nie miesci sie w okre$lonym zakresie, badanie nalezy powtorzy¢. Jesli powtdrne
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oznaczenie osoczy kontrolnych nie da wyniku poziomu antytrombiny Ill w okreslonym
zakresie, nalezy skontaktowac sie z firmg BioMedica Diagnostics.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Probki zottaczkowe, lipemiczne i zhemolizowane mogq zaktocac dziatanie testu.
W przypadku osocza silnie zottaczkowego nalezy przygotowac drugg probke slepg
zawierajacag rozcienczenie osocza probki zamiast standardowego rozcienczenia i uzy¢
tej probki do odjecia absorbancji od wyniku uzyskanego dla osocza probki.

WARTOSCI OCZEKIWANE

Zakres prawidtowy AT Il w osoczu wynosi 75-125%. U pacjentow z dziedzicznym
niedoborem AT Ill mozna zaobserwowac¢ poziomy aktywnosci rzedu 30-60%. Kilka
stanow klinicznych powigzanych z nabytym niedoborem AT lll obejmuje chorobe
watroby, DIC, zespdt nerczycowy, zatorem tetnicy ptucnej, udarem i zakrzepowym
zapaleniem zyt. Dodatkowo poziom AT Ill moze zosta¢ obnizony przez doustne Srodki
antykoncepcyjne.

CHARAKTERYSTYKA SKUTECZNOSCI

Doktadnos¢é

W badaniach klinicznych poréwnujacych test ACTICHROME AT Il z kilkkoma innymi
dostepnymi w handlu zestawami chromogenicznymi do oznaczania antytrombiny |l|
zaobserwowano nastepujaca korelacje:

% AT IlI (inne testy) = 0,93% AT Il (ACTICHROME) + 5,9 (n=53, r = 0,80)
Precyzja

Przy uzyciu testow wykonywanych w metodyce semi-mikro w trybie punktu koncowego
zaobserwowano nastepujace oszacowania precyzji (wspotczynnika zmiennoSci).
Precyzja moze ulec znaczacej poprawie w trybie kinetycznym.

Wspotczynnik zmiennosci
% AT Il W ramach testu (n=20)  Miedzy testami (n=10)
100 4,4% 5,8%
50 3,4% 6,4%
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Czutos¢é

Test ACTICHROME AT lll jest czuty do poziomu 10% antytrombiny |l

Swoistos¢

Swoisto$¢ systemu testu okreslono w badaniach z uzyciem osocza, z ktdrego wybidrczo
usunieto antytrombine I, a nastepnie dodano oczyszczonej antyrombiny Il w celu

uzyskania réznych stezen antytrombiny lll.

IDENTYFIKOWALNOSC KALIBRATOROW | MATERIALU KONTROLI

Informacje dotyczace identyfikowalnosci kalibratoréw i materiatu kontroli dostepne sg

na zyczenie.
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Ostrzezenie

Ograniczenia temperatury
Przechowywac¢ w
temperaturze od
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