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Antithrombin Xa (Chromogenic) en
Instructions for use

INTENDED PURPOSE
The Antithrombin Xa (Chromogenic) kit is intended for carrying out chromogenic based haemostasis assays.

AT-lll is a major inhibitor of blood coagulation, acting to inhibit plasma serine proteases including factors IXa, Xa, Xla, and
thrombin. The rate of the inhibition is significantly increased in the presencgé}f heparin. AT-lll deficiency may be congenital
or acquired and is associated with an increased risk for thrombosis' . Deficiencies may occur in’ liver disease,
disseminated inygvascular coagulation (DIC), septicaemia, pulmonary embolism, nephrotic syndrome, stroke, and
thrombophlebitis“~.

Most functional assays for AT-lll rely on the ability of plasma to inactivate thrombin in the presence of heparin, such as the
assay described by Odegard et al”. More recently, it has been shown that a method based on the abili&v of plasma to
inhibit fagtor Xa in the presence of heparin may be more accurate, since it eliminates interference due to heparin
cofactor II> which does not inhibit factor Xa”.

In the present Iwo-sta%e method, factor Xa is added to a plasma dilution containing AT-lll in the presence of excess
heparin and calcium. After an initial incubation period (stage 1), residual factor Xa is determined with a factor Xa-specific
chromogenic substrate (stage 2). The residual factor Xa activity is inversely proportional to the AT-lll concentration. The
Helena Biosciences Europe Antithrombin Xa (Chromogenic) kit is intended for the quantitative determination of
antithrombin Il (AT-Ill) activity in human citrated plasma by chromogenic assay.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

The reagents contained in this kit are for in vitro diagnostic use only — DO NOT INGEST. Wear appropriate personal
protective equipment when handling all kit components. Refer to the product safety declaration for the link to appropriate
hazard and precautionary statements where applicable. Dispose of components in accordance with local regulations.

COMPOSITION

Component Content Description Preparation
Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Contains freeze-dried bovine factor Xa. Reconstitute each vial with:
5 x 2 mL (REF 5507) 10 mL (REF 5502) or

2 mL (REF 5507)
of distilled / deionised water.
Allow to stand for 10 minutes
and mix well before use.

Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Contains freeze-dried CH30CO-D-CHA- Reconstitute each vial with:
Substrate 5 x 2 mL (REF 5507) Gly-Arg-pNA-AcOH. 10 mLéHEF 5502)
2 mL (REF 5507)
of distilled / deionised water.
Allow to stand for 10 minutes
and mix well before use.
Sample 4 x 10 mL (REF 5502)  Contains 5x buffer concentrate with Dilute 1 + 4 with distilled /
Diluent 5 x 3 mL (REF 5507) sodium azide at 0.1% as preservative. deionised water and mix well.

When fully diluted, buffer contains
0.05 M Tris-HClI, 0.175 M NaCl, 7.5 mM
NazEDTA and sodium heparin at pH 8.4.

Each kit contains Instructions For Use.

ITEMS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Coagulation instrument or spectrophotometer operable at 405 nm.
Depending on Assay Method Used:

1. REF 5185 Calibration Plasma

2. Glacial acetic acid

3. *37°C water bath or dry bath

4. Laboratory timer

STORAGE, SHELF-LIFE AND STABILITY

Unopened vials are stable until the given expiry date when stored under conditions indicated on the vial or kit label.
Factor Xa Reconstituted reagent is stable for 2 months at *2—8°C, 1 month at *17°C or 2 days at *37°C.
Factor Xa Substrate  Reconstituted reagent is stable for 2 months at *2—*8°C, 1 month at *17°C or 7 days at *37°C.
Sample Diluent Store diluted buffer in a tightly stoppered bottle at *2—*8°C and use within one month.

SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION

Plastic or siliconised ?Iass should be used throughout. Blood (9 parts) should be collected into 3.2% or 3.8% sodium
citrate anticoagulant (1 part). Separate plasma after centrifugation at 1500 x g for 15 minutes. Plasma should be kept at
*2-"8°C or *18 —"24°C. Testing should be completed within 4 hours of sample collection, or plasma can be stored frozen
at -20°C f;,‘ur 2 weeks or -70°C for 6 months. Thaw quickly at *37°C prior to testing. Do not keep at *37°C for more than
5 minutes’.

PROCEDURE

Preparation of Standard (REF 5185), Control and Patient Dilutions:

%AT-1l Plasma Dilution Buffer
100% 10 pL Standard 990 uL

50% 500 pL of 100% Std 500 pL

25% 500 L of 50% Std 500 L

12.5% 500 pL of 25% Std 500 pL

Patient or Control 10 pL Plasma 990 uL

A. Semi-Micro Endpoint Method

Add 200 pL standard / control or patient plasma dilution to a test tube.
Incubate at *37°C for 2-4 minutes.
Add 200 pL Factor Xa Reagent and mix.
Incubate at *37°C for EXACTLY 1 minute.
Add 200 pL Factor Xa Substrate and mix.
Incubate at *37°C for EXACTLY 3 minutes.
Add 200 pL acetic acid (50%) and mix.
8. *Add 200 pL water (optional).
The yellow colour of the final reaction product is stable for at least 4 hours. Read absorbance at 405 nm in a 1 cm
semi-micro cuvette against a blank prepared in the following order:
1. 200 pL acetic acid.
2. 200 pL standard dilution.
3. 200 pL Factor Xa reagent.
4. 200 pL Factor Xa Substrate.
5. *200 pL water (optional).
* Some spectrophotometers require a minimum of 1 mL volume in the cuvette. o -
If the patient plasma is very iceteric, a second blank containing patient plasma dilution instead of standard dilution should
be prepared and the absorbance subtracted from the absorbance obtained for the patient’s AT-lll determination. As many

as ten determinations can be performed simultaneously with the same stop watch by staggering pipetting steps at five
second intervals.

B. Kinetic Method
Akinetic analf/ser may be used to measure the initial rate of hydrolysis of the chromogenic substrate. The procedure to be
used is as follows:
To a reaction cuvette:
1. Add 200 pL diluted standard or patient plasma.
2. Incubate at *37°C for 1 minutes.
3. Add 200 pL Factor Xa reagent and mix.
4
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Incubate at *37°C for 1 minute.
. Add 200 pL Factor Xa Substrate.
6. Measure rate of change of absorbance at 405 nm for 1 minute.

INTERPRETATION OF RESULTS
a) Assay Calibration

A commercially prepared plasma standard in which AT-lll has been determined eg. Helena Biosciences Europe Calibration
Plasma (REF 5185§)shou ld be used as a reference.

b) Calibration Curve

Plot the absorbance obtained with each of the AT-lll calibration standards on the y-axis against % AT-lll on the x-axis using
linear graph paper. The line of best fit should be determined by linear regression analysis. The AT-lll in plasma samples
can be determined by interpolation from the calibration curve. The AT-lll concentration in the patient specimen should be
adjusted for the AT-lIl'concentration in the standard:

% AT-lIl (adjusted) = % AT-lIl (patient) x % AT-lll (standard) / 100

LIMITATIONS

Avoid icteric, lipaemic, and haemolysed samples. To ensure reproducible results, use accurate pipetting devices and
observe recommended procedures with emphasis on incubation times and temperature.

QUALITY CONTROL

Each laboratory should establish a quality control program. Normal and abnormal control plasmas should be tested prior
to each batch of patient samples, to ensure satisfactory instrument and operator performance. If controls do not perform
as expected, patient results should be considered invalid.

Helena Biosciences Europe supply the following controls available for use with this product:

REF 5301 Speciality Assayed Control N
REF 5302 Speciality Assayed Control A
REFERENCE VALUES

Reference values can vary between laboratories depending on the techniques and systems in use. For this reason each
laboratory should establish its own normal range. The normal range of AT-‘Ilé is 75-125% in plasma. Plasma activity levels
of 30-60% can be observed in patients with hereditary AT-ll deficiency’“. Several clinical conditions associated with
acquired AT-lll deficiency include: liver disease, DIC, nephrotic sxndrome, pulmonary embolism, stroke, and
thrombophlebitis. In addition, oral contraceptive use may lead to reduced AT-lll levels®.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Helena Biosciences Europe or their representatives have determined the following performance characteristics as a
guideline. Each laboratory should establish its own performance data.

Precision

The following estimates of precision were observed using an automated analyser utilising a kinetic measurement mode:

Intra-assay precision Inter-assay precision

AT-lll Level n CV (%) n CV (%)
Normal 20 1.36 10 2.34
Abnormal 19 4.40 10 4.99

Sensitivity

This assay is designed to give a linear standard curve for AT-lll levels between 7.5-150%. Samples over 150% should be
diluted in Dilution Buffer and re-assayed.

Specificity

The specificity of the assay system has been established in studies employing plasma that has been selectively depleted
of AT-lll followed by the addition of purified AT-lll to achieve various AT-lll concentrations.

Accuracy

Comparison of the Helena Biosciences Europe Antithrombin Xa (Chromogenic) kit with another commercially available kit

for AT-1Il determination on 62 samples ranging from 30-130% AT-lIl activity, the following results were obtained:
y = 0.9665x + 0.0629 = 0.8893
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Antithrombin Xa (Chromogenic) fr
Fiche technique

UTILISATION
Le kit Antithrombin Xa (Chromogenic) est destiné a la réalisation des analyses chromogénes de I'hémostase.

L’AT-1l est I'un des principaux inhibiteurs de la coagulation sanguine car il inhibe des sérine-protéases du plasma dont les
facteurs 1Xa, Xa, Xla et la thrombine. Le taux d'inhibition augmente de fagon significative en présenC§ d’héparine. Le
déficit en AT-IIl, qui peut étre congénital ou acquis, implique une augmentation du risque de thrombose' . Un déficit peut
étre détecté en cas de maladie hépati e ion ir Gy ire disséminée (CIVD), de septicémie, d’embolie
pulmonaire, de syndrome néphrotique, d’ictus et de thrombophlébite~.

La plupart des dosages fonctionnels de I'AT-Il, comme celui décrit par Odegard et al, se basent sur la capacité du
plasma a inactiver la thrombine en présence d’héparine. Plus récemment, il a été prouvé qu’une méthode se basant sur
la capacité dg plasma a inhiber le facteur Xasen présence d’héparine est plus précise car l'interférence due au cofacteur Il
de I'néparine”, qui n'inhibe pas le facteur Xa”, est supprimée.

Dans le présente méthode en deux étapes, le facteur Xa est ajouté & une dilution de plasma contenant I'AT-lll en
présence d'ions calcium et d’héparine en excés. Aprés une période d’incubation initiale (étape 1), le facteur Xa résiduel
est déterminé avec un substrat chromogénique spécifique du facteur Xa (étape 2). L'activité résiduelle du facteur Xa est
inversement proportionnelle & la concentration en AT-Ill. Le kit Antithrombin Xa (Chromogenic) Helena Biosciences
Europe est utilisé pour la détermination quantitative de I'activité de I'antithrombine Il (AT-Ill) dans le plasma humain
citraté par dosage chromogénique.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Les réactifs du kit sont a usage diagnostique in vitro uniquement — NE PAS INGERER. Porter un équipement de
protection individuelle approprié lors de la manipulation de tous les composants du kit. Consulter la fiche de données de
sécurité du produit pour obtenir le lien vers les phrases de risque et les conseils de prudence le cas échéant. Eliminer les
composants conformément aux églementations locales.

COMPOSITION

Composant Contient Description Préparation
Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Chaque flacon contient du facteur Xa Reconstituer chaque flacon
5 x 2 mL (REF 5507) lyophilisé d’origine bovine. en ajoutant:
10 mL (REF 5502) ou
2 mL (REF 5507)
d'eau distillée ou désionisée.
Laisser reposer 10 minutes et
bien mélanger avant
utilisation.
Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Chaque flacon contient du CH3OCO- Reconstituer chaque flacon
Substrate 5 x 2 mL (REF 5507) D-CHA-Gly-Arg-pNA-AcOH lyophilisé. en ajoutant:
10 mL (REF 5502)
2 mL (REF 5507)
d'eau distillée ou désionisée.
Laisser reposer 10 minutes et
bien mélanger avant
utilisation.
Réaliser une dilution 1 + 4
avec de I'eau distillée /
désionisée et bien mélanger.

Sample 4 x10 mL (REF 5502)  Chaque flacon contient de tampon
Diluent 5 x 3 mL (REF 5507) concentré 5x additionné d’azide de
sodium a 0,1% comme conservateur.
Lorsqu'il est complétement dilug, le
tampon contient Tris-HCI 0,05 M, NaCl
0,175 M, NagEDTA 7,5 mM et de
I'héparine sodique & un pH de 8,4.
Chaque kit contient une fiche technique.

MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

Spectrophotométre fonctionnant & 405 nm.
Suivant la méthode de dosage utilisée:

1. REF 5185 Calibration Plasma

2. Acide acétique glacial

3. Bain sec ou bain-marie a *37°C

4. Chronomeétre de laboratoire

CONSERVATION, DUREE DE VIE UTILE ET STABILITE

Les flacons non ouverts sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée s’ils sont conservés dans les conditions
indiquées sur I'étiquette du kit ou du flacon.

Factor Xa Une fois reconstitué, le réactif est stable 2 mois entre *2—*8°C, 1 mois & ¥17°C ou 2 jours & *37°C.
Factor Xa Une fois reconstitué, le réactif est stable 2 mois entre *2-*8°C, 1 mois & *17°C ou 7 jours & *37°C.
Substrate

Sample Diluent Conserver le tampon dilué dans une bouteille hermétiquement fermée entre *2-78°C et utiliser

dans le mois suivant.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser tout au long du prélévement du plastique ou du verre siliconé. Mélanger 9 volumes de sang et 1 volume de citrate
de sodium a 3,2% ou 3,8%. Séparer le plasma aprés centrifugation & 1500 x g pendant 15 minutes. Conserver le plasma
entre "2 —*8°C ou *18 —*24°C. L’analyse doit étre terminée dans les 4 heures suivant le prélévement de I'échantillon ;
sinon, il est possible de congeler le plasma 2 semaines a -20°C ou 6 mois & -70°C. Décongeler rapidement a *37°C avant
de réaliser I'analyse. Ne pas laisser & *37°C plus de 5 minutes’.

PROCEDURE

Préparation des dilutions étalon (REF 5185), contrdle et patient:

%AT-Il Plasma Tampon de dilution
100% 10 4L étalon 990 L

50% 500 pL de 100% étalon 500 pL

25% 500 pL de 50% étalon 500 pL

12,5% 500 pL de 25% étalon 500 L

Patient ou controle 10 pL plasma 990 uL

A. Méthode a point de virage semi-micro
Pipeter 200 pL de dilution de plasma patient ou étalon/contrdle dans un tube a essai.
Incuber 2-4 minutes a *37°C.
Ajouter 200 pL de réactif Facteur Xa et mélanger.
Incuber & *37°C pendant exactement 1 minute.
Ajouter 200 pL de substrat Facteur Xa et mélanger.
Incuber & *37°C pendant exactement 3 minutes.
Ajouter 200 pL d’acide acétique (50%) et mélanger.
. * Ajouter 200 pL d’eau (en option).
La couleur jaune du produit de réaction final est stable pendant au moins 4 heures. Lire I'absorbance a 405 nm dans
cuvette semi-micro de 1cm par rapport a un blanc préparé de la maniére suivante:
1. 200 pL d’'acide acétique.
2. 200 pL de dilution étalon.
3. 200 pL de réactif Facteur Xa.
4. 200 pL de substrat Facteur Xa.
5. *200 pL d’eau (en option).
* Certains spectrophotométres exigent un volume minimum de 1 mL dans la cuvette.
Si le plasma du patient est trés ictérique, il est nécessaire de préparer un second blanc contenant une dilution de plasma
patient au lieu de la dilution étalon puis de soustraire I'absorbance obtenue pour la détermination de I'AT-IIl du patient. Il
est possible de réaliser jusqu’a dix déterminations simultanément avec le méme chronométre en échelonnant les étapes
de pipetage a des intervalles de cing secondes.
B. Méthode ci
Un analyseur cinétique peut étre utilisé pour mesurer le taux initial d’hydrolyse du substrat chromogénique. Voici la
procédure a utiliser:
Dans une cuvette d’analyse:
1. Ajouter 200 pL de plasma patient ou d’étalon dilué.
Incuber 1 minute & *37°C.
Ajouter 200 pL de réactif Facteur Xa et mélanger.
Incuber 1 minute & *37°C.
. Ajouter 200 pL de substrat Facteur Xa.
6. Mesurer le taux de variation de I'absorbance a 405 nm pendant 1 minute.

INTERPRETATION DES RESULTATS

a) Etalonnage du dosage

Il est nécessaire d'utiliser comme plasma de référence un plasma étalon préparé disponible sur le marché dont 'AT-IIl a
été déterminée (par exemple, le Calibration Plasma Helena Biosciences Europe, REF 5185).

b) Courbe d’étalonnage

Tracer, point par point, une courbe en représentant I'absorbance obtenue avec chacun des étalons servant a I'étalonnage
de I'AT-IIl (axe des ordonnées) en fonction du % AT-III (en abscisse) sur du papier millimétré. La courbe correspondante
doit étre déterminée par analyse de régression linéaire. L'AT-Ill des échantillons de plasma est déterminée par
interpolation & partir de la courbe d’étalonnage. La concentration en AT-IIl de I'échantillon patient doit étre rectifiée suivant
la concentration en AT-1ll dans I'étalon:

% AT-lIl (rectifiée) =

PNOO AL

2
3.
4.
5.

% AT-lIl (patient) x % AT-lll (étalon) / 100

LIMITES

Eviter d'utiliser des échantillons ictériques, lipémiques ou hémolysés. Afin de garantir la reproductibilité des résultats,
utiliser des dispositifs de pipetage précis et observer les procédures recommandées en respectant tout particuliérement la
température et la durée d’incubation.

CONTROLE QUALITE

Chaque laboratoire doit établir un programme de contréle qualité. Les plasmas de contrdle, normaux et anormaux,
doivent étre testés avant chaque lot d’échantillons patients afin de s'assurer que l'instrument et I'opérateur offrent des
performances satisfaisantes. Si les contréles ne donnent pas les résultats prévus, les résultats du patient doivent étre
considérés comme non valables.

Helena Biosciences Europe distribue les contrdles suivants a utiliser avec ce produit:

REF 5301 Speciality Assayed Control N
REF 5302 Speciality Assayed Control A

VALEURS DE REFERENCE

Les valeurs de référence peuvent varier d'un laboratoire & I'autre suivant les techniques et les systémes utilisés. C’est
pour cette raison qu’il appartient & chaque laboratoire de déterminer sa propre plage normale. La plage normale de I'AT-III
dans le plasma est de 75-125%. Il 1e;t possible de mesurer un taux d’activité plasmatique de 30-60% chez les patients
ayant un déficit héréditaire en AT-1II"“. Plusieurs troubles cliniques ont été mis en rapport avec un déficit acquis en AT-II:
maladie hépatique, CIVD, syndrome néphrotique, embolie pulmgnaire, ictus et thrombophlébite. En outre, I'utilisation de
contraceptifs oraux peut entrainer une diminution du taux d’AT-1I1=.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Helena Biosciences Europe ou ses représentants ont déterminé a titre indicatif les performances suivantes. Chaque
laboratoire doit établir ses propres données de performance.

Précision

Les estimations de précision suivantes ont été observées avec un analyseur automatisé utilisant un mode de mesurage
cinétique:

Précision intra-série Précision inter-séries

Taux AT-lll n CV (%) n CV (%)
Normal 20 1,36 10 2,34
Anormal 19 4,40 10 4,99
Sensibilité

Cette méthode de dosage doit donner une courbe d’étalonnage linéaire pour le taux d’AT-lll entre 7,5-150%. Les
échantillons ayant une activité supérieure a 150% doivent étre dilués avec du tampon de dilution puis analysés de
nouveau.

Spécificité

La spécificité de cette méthode de dosage a été établie dans des études utilisant du plasma qui a été sélectivement
dépleté de I'AT-IlI, puis auquel on a ajouté de I'AT-Ill purifiée pour obtenir diverses concentrations en AT-lII.

Exactitude

Une comparaison du kit Antithrombin Xa (Chromogenic) Helena Biosciences Europe avec d’autres kits disponibles sur le
marché, réalisée sur 62 échantillons, offrant une activité d’AT-lIl entre 30-130%, a donné les résultats suivants:

y =0,9665x + 0,0629 = 0,8893
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Anleitung

VERWENDUNGSZWECK
Das Antithrombin Xa (Chromogenic)-Kit ist fiir chromogene Gerinnungstests vorgesehen.

AT-lll gehdrt zu den Haupt-Hemmfaktoren der Blutgerinnung, indem es Plasma-Serinproteasen einschlieBlich der
Faktoren 1Xa, Xa, Xla, und Thrombin hemmt. Der Grad der Hemmung ist bei Anwesenheit von Heparin signiﬁk@éﬂ erhoht.
Mangel an AT-lll kann angeboren oder erworben sein und geht mit einem erhéhten Thrombose-Risiko einher ™. Mangel
kénnen bei Lebererkrankungen, Verbrauchskc athi (DIC), i Fieber, Lur ie, nephrotischem
Syndrom, Schlaganfall und Thrombophlebitis auftreten=~.
Die meisten Funktionstests auf AT-lll beruhen, wie bei dem durch Qdegard u. a. beschriebene Test, auf der Fahigkeit des
Plasmas, Thrombin in Anwesenheit von Heparin zu inaktivieren®. Erst kirzlich hat man gezeigt, dass eine Methode,
basierend auf die Fahigkeit des Plasmas Faktor Xa in Anwegenheit von Heparin zu hermg\en, genauer sein kann, da sie
Interferenzen aufgrund des Heparin Ko-Faktors Il ausschlieBt®, das Faktor Xa nicht hemmt®. .

Bei der vorliegenden Zwei-Phase-Methode wird Faktor Xa in Anwesenheit von Heparin und Calcium im Uberschuss zu
einer AT-lll enthaltenen Plasmaverdinnung hinzu gegeben. Nach einer ersten Inkubationszeit (Phase 1) wird
Restfaktor Xa mit einem Faktor Xa spezifischen, chromogenen Substrat (Phase 2) bestimmt. Die Restfaktor Xa Aktivitat
ist umgekehrt proportional zur AT-lll Konzentration. Das Helena Biosciences Europe Antithrombin Xa (Chromogenic) Kit
ibsl zur quantitativen Bestimmung der Antithrombin-Ill (AT-Ill)-Aktivitat in humanem Citratplasma durch Chromogen-Test

estimmt.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Die in diesem Kit enthaltenen Reagenzien sind ausschlieBlich fiir die Verwendung von in-vitro-Diagnosen vorgesehen.
NICHT VERSCHLUCKEN. Tragen Sie beim Umgang mit sémtlichen Komponenten des Kits geeignete Schutzausriistung.
Beachten Sie gegebenenfalls die Verweise auf entsprechende Gefahren- und Vorbeugeerklarungen in der

Produktsicherheitserklérung. Entsorgen Sie die Komponenten gemé&B den értlichen Vorschriften.

ZUSAMMENSETZUNG

Komponente  Inhalt Beschreibung Vorbereitung

Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Jedes Flaschchen enthalt Jedes Flaschchen mit:
5 x 2 mL (REF 5507) %efriergetrocknelen Faktor Xa vom 10 mL (REF 5502) oder
ind. 2 mL (REF 5507)
destilliertem / entionisiertem
Wasser rekonstituieren.
10 Minuten stehen lassen und
vor Gebrauch gut mischen.
Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Jedes Flaschchen enthalt Jedes Flaschchen mit:
Substrate x 2 mL (REF 5507) gefriergetrocknetes CH30CO-D-CHA- 10 mL (REF 5502) oder
Gly-Arg-pNA-AcOH. 2 mL (REF 5507)
destilliertem / entionisiertem
Wasser rekonstituieren.
10 Minuten stehen lassen und
vor Gebrauch gut mischen.
Sample 4 x 10 mL (REF 5502)  Jedes Flaschchen enthélt 5x 1 + 4 mit destilliertem /
Diluent x 3 mL (REF 5507) Pufferkonzentrat mit 0,1% Natriumazid entionisiertem Wasser

als Konservierungsmittel. Vorstandig
aufgelést enthélt der Puffer 0,05 M
Tris-HCI, 0,175 M NaCl, 7,5 mM
NaEDTA und Natriumheparin bei
pH 8,4.

Jedes Kit enthélt eine Gebrauchsanweisung.

verdiinnen und gut mischen.

ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE ARTIKEL
Spektralphotometer mit Wellenlange 405 nm.

Je nach angewendeter Testmethode:

REF 5185 Calibration Plasma

Eisessig

*37°C Wasserbad oder Warmeblock

4. Laborstoppuhr

wn =

LAGERUNG, HALTBARKEIT UND STABILITAT

Ungedffnete Flaschchen sind unter den auf Verpackung oder Flaschchen angegebenen Lagerbedingungen bis zum
aufgedruckten Verfallsdatum stabil.

Factor Xa yacréﬂekg?stitut\on ist das Reagenz fiir 2 Monate bei *2—"8°C, 1 Monat bei *17°C und 2 Tage bei
37°C stabil.

Factor Xa Nach Rekonstitution ist das Reagenz fiir 2 Monate bei *2—8°C, 1 Monat bei *17°C und 7 Tage bei

Substrate *37°C stabil.

Sample Diluent Verdinnten Puffer in einer fest verschlossenen Flasche bei *2-*8°C aufbewahren und innerhalb

eines Monats verbrauchen.

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG

Nur Plastik oder Silikonglas verwenden. Blut (9 Teile) sollte in 3,2% oder 3,8% Natriumcitrat als Antikoa%ulanz é1 Teil)

entnommen werden. 15 Minuten bei 1500 g zentrifugieren und Plasma abpipettieren. Plasma bei 2 —*8°C oder

*18 —*24°C lagern. Plasma sollte innerhalb von 4 Stunden verarbeitet oder tief gefroren bei "20°C fiir 2 Wochen oder

;)7(?"0 f0r76 Monat gelagert werden. Vor dem Testen schnell bei *37°C auftauen. Nicht langer als 5 Minuten bei *37°C
elassen’.

VORGEHENSWEISE

Vorbereitung der Standard- (REF 5185), Kontroll- und Patientenverdiinnungen:

Y%AT-lIl Plasma Verdiinnungs-Puffer
100% 10 pL Standard 990 pL

50% 500 pL von 100% Std. 500 L

25% 500 pL von 50% Std. 500 pL

12,5% 500 pL von 25% Std . 500 L

Patient oder Kontrolle 10 pL Plasma 990 pL

A. Halb-Mikro Endpunkt-Methode
200 pL Standard/Kontrolle- oder Patientenplasma-Verdiinnung in ein Réhrchen geben.
Bei *37°C 2-4 Minuten inkubieren.
200 pL Faktor Xa-Reagenz zufligen und mischen.
GENAU 1 Minute bei *37°C inkubieren.
200 pL Faktor Xa-Substrat zufiigen und mischen.
GENAU 3 Minuten bei *37°C inkubieren.
200 pL Eisessig (50%) hinzugeben und mischen.
8. *200 pL Wasser zufiigen (optional).
Die gelbe Farbe des Reaktions-Endprodukts ist mindestens 4 Stunden stabil. Die Extinktion bei 405 nm in einer 1cm
Halb-Mikrokiivette gegen einen wie folgt hergestellten Leerwert messen:
1. 200 plL Eisessig.
2. 200 pL Standardverdiinnung.
3. 200 pL Faktor Xa-Reagenz.
4. 200 pL Faktor Xa-Substrat.
5. *200 puL Wasser (optional).
* Einige Spektralfotometer benétigen ein Minimum von 1 mL Volumen in der Kiivette.
Bei sehr ikterischem Patientenplasma sollte ein zweiter Leerwert mit Patientenplasma-Verdlnnung anstatt Standard-
Verdinnung hergestellt und diese Extinktion von der Extinktion der AT-ll Bestimmung des Patienten abgezogen werden.

Es kann mit derselben Stoppuhr bis zu 10 Bestimmungen gleichzeitig gestartet werden, indem die Pipettierschritte im
Abstand von fiinf Sekunden ausgefihrt werden.

B. Kinetische Methode
Den Ausg@n swert der Hydrolyse des chromogenen Substrats kann man mit einem kinetischen Analyseautomaten
messen. Die Vorgehensweise ist wie folgt:
In eine Reaktionskivette:
1. 200 pL verdinnten Standard oder Patientenplasma geben.
Bei *37°C 1 Minuten inkubieren.
200 pL Faktor Xa-Reagenz zufligen und mischen.
1 Minute bei *37°C inkubieren.
. 200 pL Faktor Xa-Substrat zufigen.
6. Extinktionsénderung iiber 1 Minute bei 405 nm messen.

NomAoP>

2
3.
4.
5.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

a) Testkalibration

Als Referenz sollte ein kommerziell hergestellter Plasma-Standard mit bekanntem AT-Ill (z. B. Helena Biosciences Europe
Calibration Plasma, REF 5185) verwendet werden.

b) Kalibrationskurve

Auf einem linearen Milli papier die jeweiligen E ionen der einzelnen AT-Ill Kalibrationsstandards auf der y-Achse
gegen % AT-ll_auf der x-Achse auftragen. Die Aus leichsgerade sollte durch lineare Regressionsanalyse bestimmt
werden. Das AT-lll der Plasmaproben kann dann mit Hilfe der Interpolation aus der Kalibrationskurve abgelesen werden.
Die AT-ll-Konzentration der Patientenprobe sollte der AT-lll-Konzentration im Standard angeglichen werden:

% AT-IIl (angeglichen) = % AT-IIl (Patient) x % AT-Ill (Standard) / 100
gegl ) )

EINSCHRANKUNGEN

Ikterische, lipamische und hamolytische Proben vermeiden. Zum Erhalt reproduzierbarer Ergebnisse Prazisionspipetten
verwenden und die empfohlenen Vorgehensweisen einhalten mit besonderem Augenmerk auf Inkubationszeiten und
Temperatur.

QUALITATSKONTROLLE

Jedes Labor muss fiir eine eigene Qualitatskontrolle sorgen. Vor jeder Testreihe mit Patientenproben miissen normale

und pathologische Kontrollplasmen getestet werden, um eine zufrieden stellende Gerételeistung und Bedienung zu
ewahrleisten. Liegen die Kontrollen auBerhalb des Normbereichs, sind die Patientenergebnisse nicht zu verwenden.

n Verbindung mit diesem Produkt bietet Helena Biosciences Europe die folgenden Kontrollen an:

REF 5301 Speciality Assayed Control N
REF 5302 Speciality Assayed Control A
REFERENZWERTE

Referenzwerte konnen je nach Technik und verwendetem System von Labor zu Labor unterschiedlich sein. Aus diesem
Grund sollte jedes Labor seinen eigenen Normalwertbereich erstellen. Der AT-lll Normalbereich betragt 75-125% Jm
Plasma. Plasma-Aktivitdten von 30-60% kénnen bei Patienten mit angeborenem AT-ll-Mangel beobachtet werden .
Verschiedenen klinische, mit einem erworbenen AT-III-MangeI einhergehende Zustande sind u. a.: Lebererkrankung, DIC,
nephrotisches Syndrom, Lungenembzolie, Schlaganfall und Thrombophlebitis. Zusétzlich kdnnen orale Verhitungsmittel
zu verminderten AT-llI-Werten fihren®.

LEISTUNGSMERKMALE

Die 1o\i;enden Leistungseigenschaften wurden von Helena Biosciences Europe oder in ihrem Auftrag als Richtlinien
ermittelt: Jede Labor muss seine eigenen Werte ermitteln.
Prézision

Die folgenden Préazisions-Schatzwerte wurden mit einem Ar itomaten im kinetischen Messmodu:

Intra-assay-Prézision Inter-assay-Pré ion
AT-lll-Wert n CV (%) n CV (%)
Normal 20 1,36 10 2,34
Abnormal 19 4,40 10 4,99

Empfindlichkeit

Dieser Test ist so ausgelegt, dass er fiir AT-lll-Werte zwischen 7,5-150% eine lineare Standardkurve ergibt. Proben tber
150% sollten mit Verdinnungspuffer verdiinnt und erneut getestet werden.

Spezifitat

Die Spezifitat des Testsystems wurde an Studien festgestellt, in denen zum Erhalt verschiedener AT-lll-Konzentrationen
Plasma eingesetzt wurde, das gezielt zuerst AT-Ill depletiert und dem dann gereinigtes AT-lll zugesetzt wurde.
Genauigkeit

Ein Vergleich des Helena Biosciences Europe Antithrombin Xa (Chromogenic) Kits mit einem anderen kommerziell
erhaltlichen Kit zur AT-Ill Bestimmung an 62 im Bereich von 30-130% AT-lll Aktivitat liegenden Proben, ergab die
folgenden Ergebnisse:

y = 0,9665x + 0,0629 = 0,8893
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Antithrombin Xa (Chromogenic) |t
Istruzioni per 'uso

SCOPO PREVISTO
Il kit Antithrombin Xa (Chromogenic) & concepito per I'esecuzione di dosaggi di emostasi mediante test cromogenico.

L’AT-lll & un importante inibitore della coagulazione del sangue, che agisce inibendo le serinproteasi plasmatiche,
compresi i fattori 1Xa, Xa, Xla e la trombina. Il tasso di inibizione risulta significativamente maggiore in presenza di
eparina. La carenza di AT-lll puo essere congenita o acquisita ed & associata ad un maggiore rischio di trombosi'™. Le
carenze possono verificarsi in presenza di patologie epaticheucoagulazwone intravascolare disseminata (DIC), setticemia,
embolia polmonare, sindrome nefrosica, ictus e tromboflebite™>.

La maggior parte dei dosaggi funzionali relativi all’AT-lll si basa sulla capagjta del plasma di inattivare la trombina in
presenza di eparina, come accade per il dosaggio descritto da Odegard et al. Piu di recente, ¢ stato dimostrato che un
metodo basato sulla capacita del plasma di inibire il fattore Xa in presgnza di eparina pud offrire yna maggiore
accuratezza, in quanto elimina I'interferenza dovuta al cofattore Il dell’eparina” che non inibisce il fattore Xa”.

Nell'attuale metodo a 2 stadi, il fattore Xa viene aggiunto ad una diluizione di plasma contenente AT-lll in presenza di
quantita eccessive di eparina e calcio. In seguito ad un periodo di incubazione iniziale (stadio 1), il fattore Xa residuo
viene determinato con un substrato cromogenico specifico per il fattore Xa (stadio 2). L'attivita del fattore Xa residuo &
inversamente proporzionale alla concentrazione di AT-IIl. Il kit Antithrombin Xa (Chromogenic) di Helena Biosciences
Europe é stato formulato per la determinazione quantitativa dell’attivita dell’antitrombina Ill (AT-Ill) in plasma citrato umano
mediante dosaggio cromogenico.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

| reagenti contenuti in questo kit sono destinati esclusivamente alla diagnostica in vitro - NON INGERIRE. Indossare
un’adeguata attrezzatura protettiva personale durante la manipolazione di tutti i componenti del kit. Per conoscere i
relativi simboli precauzionali e di pericolo, laddove pertinente, fare riferimento alla dichiarazione di sicurezza del prodotto.
Smaltire i componenti conformemente alle normative locali vigenti.

COMPOSIZIONE

Componente Contiene Descrizione Preparazione

Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Ogni flacone contiene fattore Xa bovino Ricostituire ogni flacone con:
5 x 2 mL (REF 5507) ottenuto per congelamento-disidratazione. 10 mL (REF 5502) o

2 mL (REF 5507)
distillata / deionizzata.
Lasciare riposare per
10 minuti e miscelare bene
prima dell’'uso.
Factor Xa 3 x 10 mL (REF 5502)  Ogpni flacone contiene CH30CO-D-CHA- Ricostituire ogni flacone con:
Substrate 5 x 2 mL (REF 5507) Gly-Arg-pNA-AcOH ottenuto per 10 mL (REF 5502) o
congelamento disidratazione. 2 mL (REF 5507)
distillata / deionizzata.
Lasciare riposare per
10 minuti e miscelare bene
prima dell’'uso.
Sample 4 x10 mL (REF 5502)  Ogni flacone contiene 5x tampone Diluire 1 + 4 con acqua
Diluent 5 x 3 mL (REF 5507) concentrato con sodio azide allo 0,1% distillata / deionizzata e
come conservante. In seguito a completa miscelare bene.
diluizione, il tampone contiene 0,05 M
Tris-HCI, 0,175 M NaCl, 7,5 mM
Na2EDTA e sodio eparina con pH 8.4.

Ogni kit contiene un Istruzioni per I'uso.

MATERIALI NECESSARI, MA NON IN DOTAZIONE
Spettrofotometro funzionante a 405 nm.
In funzione del metodo di dosaggio utilizzato:

1. REF 5185 Calibration Plasma

2. Acido acetico glaciale

3. Bagnomaria o bagno secco a *37°C

4. Timer da laboratorio

CONSERVAZIONE, VITA UTILE E STABILITA

| flaconi non aperti sono stabili fino alla data di scadenza indicata se conservati nelle condizioni riportate sul flacone o
sull'etichetta del kit.

Factor Xa popo la ricostituzione, il reagente & stabile per: 2 mesi a *2-*8°C, 1 mese a *17°C e 2 giorni a
37°C.

Factor Xa Dopo la ricostituzione, il reagente & stabile per: 2 mesi a *2-*8°C, 1 mese a *17°C e 7 giorni a

Substrate *37°C.

Conservare il tampone diluito in una bottiglia tappata ermeticamente a *2—*8°C ed utilizzarlo entro
un mese.

Sample Diluent

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Nel corso dell'intera procedura & necessario utilizzare plastica o vetro siliconizzato. Il sangue (9 parti) deve essere
raccolto in sodio citrato al 3,2% o al 3,8% come anticoagulante (1 parte). Separare il plasma in seguito a centrifugazione
a 1500 x g per 15 minuti. Il plasma deve essere conservato a "2 —"8°C 0 "18 —*24°C. | test devono essere completati
entro 4 ore dalla raccolta dei campioni; in alternativa, il plasma puo essere conservato congelato a -20°C per 2 settimane
oa —70"70 per 6 mese. Decongelare rapidamente a *37°C prima di eseguire i test. Non conservare a *37°C per oltre
5 minuti®.

PROCEDURA

Preparazione di diluizioni standard (REF 5185), di controllo e del paziente:

%AT-Il Plasma Tampone di diluizione
100% 10 pL standard 990 pL

50% 500 pL di 100% Std 500 L

25% 500 pL di 50% Std 500 pL

12,5% 500 pL di 25% Std 500 pL

Paziente o controllo 10 pyL Plasma 990 L

A. Metodo end-point semi-micro
Aggiungere ad una provetta di prova 200 pL di diluizione di plasma standard/di controllo o del paziente.
Incubare a *37°C per 2-4 minuti.
Aggiungere 200 pL di reagente per fattore Xa e miscelare.
Incubare a *37°C per 1 minuto ESATTO.
Aggiungere 200 pL di substrato per fattore Xa e miscelare.
Incubare a *37°C per 3 minuti ESATTI.
Aggiungere 200 pL di acido acetico (50%) e miscelare.
8. *Aggiungere 200 pL di acqua (optional).
Il colore giallo del prodotto di reazione finale & stabile per almeno 4 ore. Leggere I'assorbanza a 405 nm in una cuvetta
semi-micro da 1cm rispetto ad un blank preparato nel seguente ordine:
1. 200 pL di acido acetico.
2. 200 pL di diluizione standard.
3. 200 L di reagente per fattore Xa.
4. 200 pL di substrato per fattore Xa.
5. *200 L di acqua (optional).
* Alcuni spettrofotometri richiedono un volume minimo di 1 mL nella cuvetta.
Se il plasma del paziente & molto itterico, & necessario preparare un secondo blank contenente una diluizione di plasma
del paziente anziché una diluizione standard e sottrarre I'assorbanza dall'assorbanza ottenuta per la determinazione
dell’AT-lll del paziente. Con lo stesso cronometro possono essere eseguite fino a 10 misurazioni, distanziando le fasi di
pipettaggio ad intervalli di 5 secondi.
B. Metodo cinetico
E possibile utilizzare un analizzatore cinetico per misurare il tasso iniziale di idrolisi del substrato cromogenico. La
procedura da utilizzare & la seguente:
Ad una cuvetta di reazione:
1. Aggiungere 200 pL di plasma standard o del paziente diluito.
Incubare a *37°C per 1 minuto.
Aggiungere 200 pL di reagente per fattore Xa e miscelare.
Incubare a *37°C per 1 minuto.
Aggiungere 200 L di substrato per fattore Xa.
6. Misurare il tasso di variazione dell’assorbanza a 405 nm per 1 minuto.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

a) Calibrazione del dosaggio

Uno standard plasmatico disponibile in commercio in cui sia stata determinata I'AT-lll (ad es. Helena Biosciences Europe
Calibration Plasma, REF 5185) deve essere utilizzato come riferimento.

b) Curva di calibrazione

Tracciare I'assorbanza ottenuta con ciascuno degli standard di calibrazione dell’AT-lll sull'asse Y rispetto alla % AT-lIl
sull'asse X utilizzando una carta per grafici lineari. La linea di “best fit” deve essere determinata mediante un’analisi di
regressione lineare. L'AT-lIl nei campioni di plasma puo essere determinata per interpolazione dalla curva di calibrazione.
La concentrazione di AT-lll nel campione del paziente deve adeguata in relazione alla concentrazione di AT-lll nello
standard:

% AT-lIl (adeguata) =

N oA wN =

% AT-lIl (paziente) x % AT-Ill (standard) / 100

LIMITAZIONI

Evitare campioni itterici, lipemici ed emolizzati. Per garantire risultati riproducibili, utilizzare dispositivi di pipettaggio precisi
e rispettare le procedure raccomandate, prestando particolare attenzione ai tempi di incubazione e alla temperatura.

CONTROLLO QUALITA

Ogni laboratorio deve definire un programma di controllo qualita. | plasmi di controllo normali e anormali devono essere
testati prima di ogni lotto di campioni di pazienti, per garantire un livello prestazionale soddisfacente sia per quanto
riguarda lo strumento che per I'operatore. Qualora i controlli non funzionassero come previsto, i risultati relativi ai pazienti
dovranno essere considerati non validi.

Helena Biosciences Europe mette a disposizione i seguenti controlli utilizzabili con questo prodotto:

REF 5301 Speciality Assayed Control N
REF 5302 Speciality Assayed Control A

VALORI DI RIFERIMENTO

Per la sicurezza del paziente & necessario che il sistema sia monitorato continuamente da un operatore qualificato. Per
tale motivo ciascun laboratorio dovra elaborare un proprio range normale. Il range normale di AT-lll & di 75-12?% nel
plasma. In pazienti con carenza di AT-lIl ereditaria & possibile osservare livelli di attivita plasmatica pari al 30-60% . Tra
le numerose condizioni cliniche associate alla carenza di AT-lll acquisita rientrano: patologie epatiche, DIC, sindrome
Inefrlﬁzig:i:r?‘rlgbolia polmonare, ictus e tromboflebite. Anche I'utilizzo di contraccettivi orali pud portare alla riduzione dei
ivelli di =i

CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

Le caratteristiche prestazionali sotto riportate sono state determinate da Helena Biosciences Europe o dai propri
rappresentanti a titolo di linee guida. Ciascun laboratorio dovra pertanto elaborare i propri dati prestazionali.

Precisione

Le seguenti stime di precisione sono state osservate utilizzando un analizzatore automatico provvisto di una modalita di
misurazione cinetica:

Precisione intra-dosaggio Precisione tra i dosaggi

Livello di AT-lll n CV (%) n CV (%)
Normale 20 1,36 10 2,34
Anomalo 19 4,40 10 4,99
Sensibi

Questo dosaggio & studiato per fornire una curva standard lineare per i livelli di AT-lll tra il 7,5-150%. | campioni oltre il
150% devono essere diluiti nel tampone di diluizione e saggiati nuovamente.

Specificita

La specificita del sistema di dosaggio & stata stabilita in studi nei quali il plasma & stato selettivamente depleto di AT-lll e
quindi addizionato di AT-Ill depurata, per ottenere varie concentrazioni di AT-lIl.

Accuratezza

Effettuando un confronto del kit Antithrombin Xa (Chromogenic) di Helena Biosciences Europe con un altro kit disponibile
in commercio per la determinazione dell’AT-Ill su 62 campioni con attivita di AT-Ill compresa nel range 30-130%, sono
stati ottenuti i seguenti risultati:

y =0,9665x + 0,0629 = 0,8893
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Antithrombin Xa (Chromogenic) es
Instrucciones de uso

USO PREVISTO
El uso previsto del kit Antithrombin Xa (Chromogenic) es realizar ensayos de hemostasia basados en la cromogenia.

La AT-lll es el mayor inhibidor de la coagulacion sanguinea, que actia inhibiendo las proteasas de la serina del plasma
incluidos los factores 1Xa, Xa, Xla y trombina. La tasa de inhibicion aumenta significativamente en %esencia de heparina.
El déficit en AT-IIl puede ser congénito o adquirido y se asocia a aumento de riesgo de trombosis' . Pueden producirse
deficiencias en las hepatopatias, la coagula ign intravascular diseminada (CID), la septicemia, la embolia pulmonar, el
sindrome nefrético, el ictus y la tromboflebitis™~.

La mayoria de los estudios funcionales de AT-lll dependen de la capacidad,del plasma para inactivar la trombina en
presencia de heparina, como ocurre en el estudio descrito por Odegard et al*. Estudios mas recientes han demostrado
que puede ser mas preciso un mJélodo basado en la capacidad del plasgna para inactivar el factor Xa, ya que elimina la
interferencia debida al cofactor II° de heparina, que no inhibe el factor Xa®.

En este método de dos fases, se anade el factor Xa a una dilucion de plasma que contenga AT-lll en presencia de calcio
y heparina en exceso. Tras un periodo inicial de incubacion (fase 1), se determina el factor Xa residual con un substrato
cromégeno especifico para factor Xa (fase 2). La actividad residual del factor Xa es inversamente proporcional a la
concentracion de AT-lll. El Kit Antithrombin Xa (Chromogenic) de Helena Biosciences Europe esta disefiado para la
determinacion cuantitativa de actividad de antitrombina 11l (AT-1ll) en plasma humano citratado mediante una valoracion
cromégeno.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Los reactivos que contiene este kit son sélo para uso de diagnostico in vitro: NO INGERIR. Lleve el equipo de proteccion
personal adecuado cuando utilice todos los componentes del kit. Consulte la declaracion de seguridad del producto para
saber mas sobre las indicaciones adecuadas de advertencia y riesgo. Desechar los componentes de conformidad con
las normativas locales.

COMPOSICION
Componente Contiene Descripcion Preparacion
Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Cada vial contiene factor Xa bovino

Reconstituir cada vial con:

10 mL (REF 5502) 6

2 mL (REF 5507)

de agua destilada /
desionizada. Dejar reposar
durante 10 minutos y mezclar
bien antes de usar.

5 x 2 mL (REF 5507) liofilizado.

Factor Xa 3x 10 mL (REF 5502)  Cada vial contiene CH30CO-D-CHA- Reconstituir cada vial con:

Substrate 5 x 2 mL (REF 5507) Gly-Arg-pNA-AcOH liofilizado. 10 mL (REF 5502) 6
2 mL (REF 5507)
de agua destilada /
desionizada. Dejar reposar
durante 10 minutos y mezclar
bien antes de usar.

Sample 4 x10 mL (REF 5502)  Cada vial contiene de concentrado Diluir 1 + 4 con agua

Diluent 5 x 3 mL (REF 5507) tampén 5x con azida sodica a 0,1% destilada / desionizada y

como conservante. Una vez diluido mezclar bien.

completamente, el tampén contiene
0,05 M Tris-HCI, 0,175 M NaCl, 7,5 mM
NazEDTA y heparina sodica de pH 8,4.

Cada kit contiene instrucciones de uso.

ARTICULOS NECESARIOS NO SUMINISTRADOS
Espectrofotémetro que funcione a 405 nm.

Dy iendo del método de ion utilizado:
REF 5185 Calibration Plasma

Acido acetico glacial

Bario seco o bafio maria a *37°C

4. Cronometro de laboratorio

@ =g

ALMACENAMIENTO, CADUCIDAD Y ESTABILIDAD

Las ampollas que no se hayan abierto seran estables hasta la fecha de caducidad establecida siempre que se
almacenen en las condiciones indicadas en la etiqueta de la ampolla o del kit.

Factor Xa Una vez reconstituido el reactivo permanece estable durante: 2 meses a *2-*8°C, 1 mes a 17°C y
2 dias a *37°C.
Factor Xa Una vez reconstituido el reactivo permanece estable durante: 2 meses a *2-*8°C, 1 mes a 17°C y
Substrate 7 dias a *37°C.
Sample Diluent Guardar el tampén diluido en un frasco herméticamente cerrado a *2-*8°C y utilizar en el plazo de
n mes.

RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Debe usarse siempre plastico o vidrio siliconizado. Debe recogerse sangre (9 partes) en el anticoagulante citrato sodico
al 3,2% o al 3,8% (1 Parte). Separar el plasma después de la centrifugacion a 1500 x g durante 15 minutos. El plasma
debe conservarse a "2 —*8°C 0 *18 —*24°C. Las pruebas deberian terminarse en 4 horas desde la recogida de las
muestras o el plasma puede conservarse congelado a -20°C durante 2 semanas o -70°C duran;e 6 mes. Descongelar
rapidamente a "37°C antes de realizar la prueba. No conservar a *37°C durante més de 5 minutos’.

PROCEDIMIENTO
Preparacion de diluciones estandar (REF 5185), control y paciente:

%AT-ll Plasma Tampén de dilucion
100% 10 pL estandar 990 uL
50% 500 pL de 100% Est. 500 pL
25% 500 pL de 50% Est. 500 pL
12,5% 500 pL de 25% Est. 500 pL
Paciente o control 10 pL Plasma 990 uL

A. Método de punto final semi-micro
Anadir 200 pL de dilucion de plasma estandar/control o paciente a un tubo de prueba.
Incubar a *37°C durante 2-4 minutos.
Afadir 200 pL de reactivo de Factor Xa y mezclar.
Incubar a *37°C durante EXACTAMENTE 1 minuto.
Afadir 200 pL de reactivo de Factor Xa y mezclar.
Incubar a *37°C durante EXACTAMENTE 3 minutos.
Anadir 200 pL de &cido acético (50%) y mezclar.
8. * Afadir 200 pL de agua (opcional).
El color amarillo del producto de reaccion final permanece estable durante al menos 4 horas. Leer la absorbencia a 405
nm en una cubeta semi-micro de 1cm sobre un blanco preparado del siguiente modo:
1. 200 pL de acido acético.
2. 200 pL de solucion estandar.
3. 200 pL de reactivo de Factor Xa.
4. 200 pL de sustrato de Factor Xa.
5. *200 pL de agua (opcional).
* Algunos espectrofotometros requieren un minimo de volumen de 1 mL en la cubeta.
Si el plasma del paciente es muy ictérico, debe prepararse un segundo blanco con dilucién de plasma paciente en vez de
una dilucion estandar y debe restarse la absorbencia de la absorbencia obtenida por la determinacion de AT-IIl del
paciente. Se pueden realizar hasta diez determinaciones simultaneamente con el mismo cronémetro, escalonando los
pasos de pipeteado en intervalos de cinco segundos.
B. Método cinético
Debe utilizarse un analizador cinético para medir la tasa inicial de hidrolisis del sustrato cromégeno. El procedimiento que
debe utilizarse es el siguiente:
En una cubeta de reaccion:
1. Anadir 200 pL de plasma paciente o estandar diluido.
2. Incubar a *37°C durante 1 minuto.
3. Afadir 200 pL de reactivo de Factor Xa y mezclar.
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Incubar a *37°C durante 1 minuto.
. Anadir 200 pL de substrato de Factor Xa.
6. Medir la tasa de cambio de absorbencia a 405 nm durante 1 minuto.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

a) Calibracién del estudio

Debe utilizarse como referencia un estandar de plasma preparado de forma comercial en el que se haya determinado
AT-ll (p.ej. Helena Biosciences Europe Calibration Plasma, REF 5185).

b) Curva de calibracién

Representa la absorbencia obtenida con cada estandar de calibracion de AT-lll en el eje y frente al porcentaje (%) de
AT-lll en el eje x en un papel de gréfico lineal. La linea de mejor ajuste debe determinarse mediante un analisis lineal de

regresion. Puede determinarse la AT-ll en muestras de plasma interpolando desde la curva de calibracion. Debe
ajustarse la concentracion de AT-lll en la muestra del paciente para la concentracion de AT-lll en el estandar:

% AT-lll (ajustado) = % AT-Il (paciente) x % AT-Ill (estandar) / 100

LIMITACIONES

Evitar muestras ictéricas, lipémicas y hemolizadas. Para garantizar resultados reproducibles, utilizar dispositivos de
pipeteado precisos y seguir los procedimientos recomendados con especial atencion a los tiempos de incubacion y
temperatura.

CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio debe establecer un programa de control de calidad. Los plasmas de control normales y anormales
deben estudiarse antes de cada lote de muestras del paciente, para asegurar un funcionamiento adecuado del
instrumento y el operador. Si los controles no se realizan como se esperaba, los resultados del paciente deben
considerarse invalidos.

Helena Biosciences Europe suministra los siguientes controles disponibles para usar con este producto:

REF 5301 Speciality Assayed Control N
REF 5302 Speciality Assayed Control A

VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia pueden variar entre los laboratorios dependiendo de las técnicas y sistemas usados. Por esta
razén, cada laboratorio debe establecer su propio intervalo normal. El intervalo normal de AT-lll es 75-125% en plasma‘
Los niveles de actividad de plasma del 30-60% pueden observarse en pacientes con deficiencia hereditaria de AT,
Entre los estados clinicos asociados con la deficiencia adquirida de AT-lll se incluyen: hepatopatia, CID, sindrome
nefrético, embolia pulmonar, \cgus y tromboflebitis. Ademas, el uso de contraceptivos orales puede conllevar una
reduccion de los niveles de AT-lII.

CARACTERISTICAS FUNCIONALES

Helena Biosciences Europe o sus representantes han determinado las siguientes caracteristicas de rendimiento como
directriz. Cada laboratorio debe establecer sus propios datos de rendimiento.

Precision

Se observaron las siguientes valoraciones de precision con un analizador automatico que utiliza un modo de medicion
cinética:

Precision intra-ensayo Precision inter-ensayo

Nivel AT-lll n CV (%) n CV (%)
Normal 20 1,36 10 2,34
Anormal 19 4,40 10 4,99
Sensibilidad

Este estudio esta pensado para ofrecer una curva estandar lineal para niveles de AT-lll entre 7,5-150%. Las muestras
que superan un 150% deben diluirse en un Tampén de dilucion y estudiarse de nuevo.

Especificidad

La especificidad del sistema de valoracion se ha establecido en estudios que utilizan plasma al que se le ha
deplecionado en AT-IIl de forma selectiva y afiadido posteriormente AT-IlI purificado para lograr distintas concentraciones
de AT-II.

Exactitud

Se obtuvieron los siguientes resultados en una comparacion del kit Antithrombin Xa (Chromogenic) de Helena
Biosciences Europe con otro disponible a nivel comercial para determinar AT-lll en 62 muestras que abarcan desde un
30-130% de actividad de AT-Ill:

y = 0,9665x + 0,0629 2 =0,8893
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TecT-cuctema "XpomMoreHHbI AHTUTPOMGUH (Xa) xuakuin"
VHCTPYKUMA

ru

HA3HAYEHUE

KomnnekT «XpomoreHHbiii AHTUTPOMOMH (X&) XUAKWIA» NpeaHasHayeH ANA BbiNOSHEHMA aHanu3oB remMocTasa Ha
XPOMOTEHHOM OCHOBE.

AT-Ill — 3TO OCHOBHOVi MHIMGWUTOP CBEPTLIBAHWA KPOBM, AEMCTBIE KOTOPOrO YrHETaeT CEepUHOBYIO NpoTeasy nnasmbl,
BK/lo4anA hakTopbl 1Xa, Xa, Xla n TpomM61H. CKOPOCTb UHIMOMPOBAHNA 3HAYNTENLHO YBENNYMBAETCA B NPUCYTCTBUM
renapuHa, é‘.lerbwum AT-lIl MoXeT BblTb BPOXAEHHLIM UMW NPUOBPETEHHbIM U CBA3aH C BO3PACTAIOWMM PUCKOM
Tpom6o3a ~.  [lemunT  MOXeT NpOABNATLCA B BWAE  3a60ONeBaHWA  MeEYeHW,  reHepann3oBaHHOro
TPOMGOremMoppParkiyeckoro  CuHApoMa C-CMHOPOM), cencuca, 3MBONMM  COCYOB JIerkux, HE(POTUHECKOro
CMHPOMa, UHCYNbTOB U TpomBochnebuTa".

BONbLWMHCTBO (hyHKUMOHANbHBIX aHaNN30B Ha copepxaHue AT-lIl 0cHOBaHbI Ha CMOCOGHOCTH NNa3Mbl MHAKTMBMPOBATL
TPOMOMH B MPUCYTCTBMM renapuHa, HanpuMep, aHanus, onucaHHblii Operapaom u coasTopamm (Odegard et al)”. B
nocneagHee BpeMA Gbi0 NPOIEMOHCTPUPOBAHO, YTO METOA, OCHOBAHHBIM Ha CMOCOGHOCTM NNa3Mbl MHIMGMPOBATHL
chakTop Xa B.NPUCYTCTBIM renapuHa, MOXeT Gbm,eﬁonee TOYHBIM, MOCKOSIbKY OH UCK/OYaeT MHTepdepeHLuio n3-3a
KocpakTopa II°, KOTOpbIA He HrMBKpYeT akTop Xa".

B_coBpemMeHHOM AByxaTanHoM meTofe chakTop Xa po6asnAeTcA B pa3baBfieHHbli pacTBOP Na3mbl, CoaepXalluin
AT-lll, B np1CyTCTBAM M3NNLLHEro renapuHa 1 KanbumA. MNocne HayanbHoOro neproaa WHKy6aumm (aTan 1) oCcTaTouHbIn
hakTop Xa onpeaenAeTcA ¢ NOMOWbLI0 Xa-thakTop-Cneumdunyeckoro XxpomMoreHHoro cy6erTpaTa (atan 2). AKTUBHOCTb
ocTaToyHoro cpaktopa Xa 06paTHO MponopuvoHanbHa  KoHueHTpauun  AT-lII. TecT-cucTema  «XpOMOreHHbIn
AHTUTPOMOMH (Xa) >kuakuii» komnaHum Helena Biosciences Europe npeaHasHaueH ANA  KOMUYECTBEHHOTO
onpeaeneHna akTUBHOCTU aHTUTpombuHa Ill (AT-1Il) B YenoBeveckoin UMTPaTHOW Mnasme C NOMOLUbIO XPOMOTeHHOro
aHanusa.

NPEAYNPEXXAEHUA U MEPbI MPEAOCTOPOXXHOCTU

Co@glp*amwecn B [laHHOM Habope peareHTbl NpeaHa3Ha4eHbl TONbKO ANA in vitro puarHocTuku— HE MPUHUMATL
BHYTPb! lpyn pa6oTe co Bcemn KOMNOHeHTamu Habopa MCNosb30BaTh COOTBETCTBYIOWME CPEACTBA VHANBUAYabHO
3aUNTBI. Cryyae HEOGXOAMMOCTM CM. CBWAETENbCTBO O GE30NacHOCTM M3OeNMA [ANA  O3HAKOMIIEHWA C
COOTBETCTBYIOWMMM OMMCAHMAMM OMACHOTO BO3AENCTBMA 1 CBEAEHUAMM O Mepax NpefoCTOPOXHOCTU.  Yaaneue
KOMMOHEHTOB B OTXOALI NPOU3BOANTE B COOTBETCTBIM C MECTHBIMI NPaBUiIaMm.

COCTAB

Ki T

C o] MoaroTtoBka
HaGopa
chakTop Xa 3x 10 mn (KaT. Ne 5502)  CopepXuT NModrnn3npoBaHHbIi 6biuuin BoccraHoBuUTe kaxablit
5 x 2 mn (Kart. Ne 5507) akTop Xa. bnakoH nytem
[Lobasnexua:
10 mn (REF 5502) unu
2 mn (REF 5507)
[LANCTUNNMPOBAHHON /
ﬂeVIOHVIBVIPOEaHNOVI
BOAbI. ﬂaMTe NOCTOATb
10 MUHYT 1 XOpOLLO
nepemelaiiTe nepes
NpUMEeHeHnem.
BoccTaHosnTe Kaxabin
tbnaxoH nytem
[no6asnexnAa:
10 mn (REF 5502) nnn
2 mn (REF 5507)
AVCTUNNNPOBAHHOW /
[1eVOHN3NpOBaHHON
BoAbl. [lanTe NOCTOATL
10 MUHYT 1 x0poLwo
nepeméLarTe nepen
NpUMeHeHnem.
Pasb6asutens x 10 mn (KaT. Ne 5502)  ConepxuT 6yepHblit KOHUEHTPAT 5X ¢ PasbasbTe B
o6pasLos 5 x 3 mn (Kart. Ne 5507) 0.1% -HbIM a3MOOM HAaTPUA B KavecTse COOTHOLIEHUN
KOHcepBaHTa. Ipn nonuomgacmopenmw 14
6ydep conepxmt 0,05 M TPUC-6ychep AVNCTUNNNPOBaHHOW /
-HCI; 0,175 M NaCl; 7,5 mM Naz [1eMOHN3NPOBaHHON
(aTMneHanamMuHTeTpayKCycHaA KucnoTa) U BOAOW 1 XOpowo
renapuvH HaTpuA ¢ pH 8,4. nepemewanTe.

[AnA kaxxaoro Habopa NMEeeTCA MHCTPYKUMA N0 MPUMEHEHUIO.

dakTop Xa 0 mn (Kat. Ne 5502)  Coaep>XuT IMothIN3NpoBaHHbIN
cy6eTpat 5 x 2 mn (KaT. Ne 5507) CH30CO-D-CHA-Gly-Arg-pNA-AcOH.

HEOBXOAUMbIE KOMMOHEHTbI, HE BKJTIOYEHHbLIE B KOMMNEKT MOCTABKU
MpuGop AnA KoarynAaumMn UM cnekTpoMeTp, paboTalowumii npn 405 HM.
B'3aB/CMOCTY OT MCMONb3yEeMOro METOAa aHan3aa:

1. YHuBepcanbHbliii kanubpartop Kar. Ne 5185.

2. JlenaHan (KpucTannnyeckan) yKcycHan Kucnota.

3. BopsaHan 6aHA unmn cyxan BatHa *37°C.

4. JlabopaTopHblii TaliMep.

XPAHEHUE, CPOK MOIHOCTU 1 YCTOWYMBOCTb

HeBCKpbITble (hNaKOHLI OCTAITCA CTABUNbHBIMU A0 NCTEYEHNA CPOKA FOAHOCTM MPU XPaHEHUM B YCNIOBMAX, YKa3aHHbIX
Ha (hnakoHe nm aTUkeTKe Habopa.

®akTop Xa BocCTaHOBNEHHbIN peareHT, 0CTaeTCA CTabuibHbIM 2 MEecALA npy Temnepatype *2-*8°C,
1 mecAu npu TemnepaType *17°C unu 2 aHA npu Temnepatype '37°C.

®axTop Xa BOCCTaHOB/IeHHbI peareHT, 0CTaeTCA CTabWIIbHLIM 2 MecAua npy TemnepaType’2~'8°C,

cy6eTpat 1 mecAau npu TemnepaTtype *17°C nnm 7 aHei npu Temnepartype *37°C.

Pag6asuTens géaatwﬂ'e pas6asieHHbli Gychep B CKNAHKE, NNOTHO 3aKPbITOM NPOGKOIA, NPy TemnepaType

o6pasuos ~"8°C 1 MCronbayiiTe ero He A0MbLIE OAHOTO MecALa.

OTBEOP U NOArOTOBKA OEPA3LI0OB

[nA paboTbl CrieayeT MCMOMb30BATh TOMLKO MACTUKOBLIE UM CUNMKOHM3NPOBaHHbIE CTEKNAHHbIE NPo6UpkKu. Kposb
(9 wacTeit) 3abUpaeTCA B NPOBUPKY € AHTUKOAryNAHTOM LMTPaTa HaTpuA 3,2% un 3,8% (1 4acTb). OTaennTe, Nnasm
nocne ueHTpucyrmposaHna Npu 1500 x r B TedeHne 15 MuHyT. Mnasmy cnefyeTt xpaHuTb Npu TemnepaType ot "2 - 8°f
wm npu Temnepatype oT 18 —*24°C. ViccnepoBaHne [OMKHO BbiTh MPOBEAEHO B TedeHue 4 yacoB nocne 3abopa
oﬁgasuos, 160 Nnasmy MOXHO XPaHUTb B 3aMOPOXEHHOM BUAE B Te4YeHne 2 Heaenb npu-20°C unmn 6 mecAues npu
-20°C. Mepen, NRPBE/IeHNEM VCCNIE0BaHMA 6bICTPO pa3mMopoabTe nnasmy npu *37°C. He xpaHuTe nnasmy npu *37°C
AOnble 5 MUHYT .

NPOLEEAYPA

MoaroToBka pacTBOpPOB cTaHAapTHOro (Kat. Ne 5185), KOHTPONbHOrO 1 06pa3La Nnasmbl KPOBK NauMeHTa:

%AT-1Il Mna3ma Bydep-pasbaButenn
100% 10 Mkn CTaHaapTHbIA 990 MKn

50% 500 mkn 100% CtaHa. 500 mMkn

25% 500 Mkn 50% CTaHa. 500 mMkn

12,5% 500 mMkn 25% CTaHa. 500 mkn

O6pasel| NNa3mbl KPOBM NauUVeHTa U KOHTPONbHbINA obpaseLt 10 mkn Mnasma 990 mkn

A. Mony v meTop To4eK

1. [No6asbTe B Npo6upKy 200 MKN CTaHAAPTHOrO / KOHTPONBLHOrO 06pasLOoB Nnas3Mbl KPOBM UK obpasua nnasmb!

KpoBW nauneHTa.

2. WHky6upyiiTe 2-4 MuHYTbI Npu Temnepatype *37°C.

3. [o6asbTe 200 MKN peareHTa hakTopa Xa 1 nepemeluaiiTe.
4. Wnky6upyiite POBHO 1 MunyTy npyn *37°C.
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[Do6aebTe 200 MKN cy6eTpaTa (hakTopa Xa u nepemeluaiite.
Vhky6upyite POBHO 3 MuHyTbI npn *37°C.
[o6aBbTe 200 MKN YKCYCHOW KUCNOTbI (50%) 1 nepemeluaiiTe.
8. *[lo6asbTe 200 MKN BOALI (HEOGA3ATENBHO).
DKenTbiii UBET NPOAKTa KOHEYHOI peakuvmn CTabuneH He MeHee 4 Yacos. MamepbTe CrieKTpasibHylo NornowaTesnbHyio
Cnoco6HOCTb HPIA 405 HM B nonyMuKpoaHanuTu4eckon Kiosete 1 cmmn CpaBHUTE C KOHTPOSbHOU HPOGOM,
NPUrOTOB/NIEHHOM CrieayIoLMM 06pa3om:
1. 200 MK YKCYCHOW KUCNOTHI.
2. 200 MKn cTaHAapPTHOro pacTsopa.
3. 200 mkn peareHTa hakTopa Xa.
4. 200 mkn cy6eTpaTa hakTopa Xa.
5. * 200 MKN BOAb! ([OMNOMHUTENBHO).
* [1NA HEKOTOPbIX CNEKTPOMETPOB TPEGYETCA KIoBETa 0GBEMOM Kak MUAHUMYM 1 MJ1.
Ecnmn 06p339u nnasmbl KpOE_!/I nauneHTa >XenTywHbiv, HeOﬁXOIJ,IAMD NPUroToBUTL BTOPYIO KOHTPOJIbHYIO ﬂpoﬁy‘)
cofepxkallylo He CTaHAapTHbIV pacTBop, @ pacTBOp NjasMbl KPOBW NauveHTa, ¥ Bbl4eCTb 3Ha4deHue cnekTpanbHou
nornowWaTenbHON CNOCOBHOCTM M3 3HAYeHWA, nony4eHHoro npu onpeaeneHun AT-lIl naupeHTa. MOXHO BbINONHATL
O[HOBPEMEHHO AECATb aHaNn30B C OAHMM W TeM e CeKy M, nuneT! C MHTepBasnom
5 cekyHA.
B. KuHetuueckuit meton
,uﬂﬁ n3mepeHua HavanbHoR CKOPOCTU rnaposmsa XpOMOreHHoro cyéchaTa MOXEeT MPUMEHATbCA KWHEeTU4ecKun
aHanusartop. MNpuMeHAeTCA cneayiowan npoueaypa:
B KioBeTy AnA peakumii:
1. Jo6aBbTe 200 MKN pa3baBneHHOro CTaHAapTHOro o6pasLa nnasmbl UK NNa3mbl KPOBU NaLUeHTa.
Unky6upyitte 1 MuHyTy npu *37°C.
o6asbTe 200 MKN peareHTa hakTopa Xa 1 nepemeluainre.
Unky6upyitte 1 MuHyTy npu *37°C.
o6aebTe 200 Mkn cy6eTpaTa hakTopa Xa.
6. V3mMepbTe n3MeHeHne CneKTPanbHOM NornoLwaTenbHok Cnoco6HOCTV Npu 405 HM B TeYeHWE 1 MUHYTbI.

WHTEPMPETALMA PE3Y/IbTATOB
a) Ki ana

B kayecTBe 3TafnoHa HEOGXOAMMO MCMONb30BATL NPOMBILNIEHHO NPUTOTOB/IEHHbIA CTaHAAPTHbIV 06paseL Nnasmel, B
KoTopom onpepeneH AT-lll, Hanpumep, yHuBepcanbHbii kanubpaTtop (Kat.Ne 5185) komnawumn Helena Biosciences
Europe.

b) Kanu6posouHana kpuBana

BbliepTUTE Ha MUNNMMETPOBO Gymare prsg»o 3HaYeHUi (0Cb Y) CMEKTPabHOM MOrnoWaTeNnbHON Crnoco6HOCTH,
NoNy4eHHbIX ANIA KaXAoro cTaHaapTHoro kanvnbpatopa AT-lIl, B cpasHeHun ¢ % AT-IIl (ocb X). JIHMA MakcumanbHoro
COOTBETCTBMA ONPEeAeNAeTCA C MOMOLbIO aHanusa nmHenHon perpeccum. B obpasuax nnasmbl AT-lIl onpepenaetca
nyTem WHTepnonAUMM 3HaYeHWid KanmbposoyHon Kpueoi. KoHueHTpauma AT-lIl B obpasue nnasmbl KpOBM naumeHTa
AOKHA KOPPEKTMPOBATLCA C y4eTOM KOHUeHTpaunu AT-Il B cTaHAapTHOM pacTeope.

% AT-IIl (ckoppeKTMpoBaHHanA) = % AT-IIl (nauveHT) X % AT-IIl (cTaHaapT) / 100

opswh

OrPAHUYEHUA

He ponyckaiiTe MCNoOnb3oBaHUA XENTYLWHbIX, IMNEMUYECKUX M reMOn3npoBaHHbix 06pasuos. YTobbl obecneunTs
nonyyeHne BOCMPOM3BOAUMBIX PE3yNbTaToB, WCMOMb3yMTe TOYHbIE YCTPOMCTBA MWUNETUPOBAHWA W BbINONMHANTE
peKoMeHzyeMble NpoLeaypbl, TOHHO CO6/IoAan BPeMA BbIAEPXKN 1 TemriepaTypy.

KOHTPOJIb KAYECTBA

Kaxan na6opaTopua AOMKHA BHEAPWTL MPOrpaMMy KOHTPONA KayecTsa. YToGbl 0GecreunTh YAOBNETBOPUTENbHYIO
pa6oTy npubopos W onepaTopa, A0 Hayana TeCTUPOBaHWA KaxaoW BLIGOPKW (cepun) 06pasLoB nnasmbl KPOBM
nauveHTa HeOGXOﬂVIMO BbIMOSIHUTL  TECT! KOHTpOﬂbHOVI nnasmbl 1 KOHTPOJSb-
natonorun. Ecnn KOHTPONbHbIE 06paSleI He NOKasblBaKT O0XMAAeMblX XapakTepucTuk, pe3ynbTaTbl uccneaoBaHuA
06pa3uoa nnasmbl KPOBW NaumeHTa CYnTarTCA HeﬂeﬁCTBMTeﬂthIMVI.

Komnanna Helena Biosciences Europe nocTtasnAeT cneayiolwme KOHTPOSbHble 06pasubl, MCMONb3yemble ¢ AaHHbIM
NpOAYKTOM:

Kar. Ne 5301 KoHTponb kayecTsa, cneuuasbHble TecTbl, Hopma
Kat. Ne 5302 KoHTponb kayecTBa, cneuuarnbHble TeCTbl, maTonorna

HOPMAJIbHBIE MOKA3ATE/N

KOHTpOnibHble 3HaueHUA MOryT GbiTb Pa3/MYHLIMK B pasHbix 1abopaTopuAx, B 3aBUCUMOCTM OT WCMOMb3yeMblx
MeTOofoB U cucTem. B cBA3M C 3TMM KaxkaaA N1abopaTopuaA AO/KHA YCTAHOBUTL COBCTBEHHbIA ANanasoH HOpPMabHbIX

3 Hog_r ) AunanasoH AT-lll B nnasme coctaBnAeT 75-125%. Y nauveHToB C BPOXAEHHbIM
Aecmumtom AT-1I1"° HabnonaeTcA ypoBeHb akTUBHOCTM nnasmbl 30-60%. K HEKOTOPbIM KIMHWYECKUM YCTIOBMAM,
CBA3AHHLIM C NpuobpeTeHHbIM aeduumtom  AT-lll,  oTHocATcA  3a6o! neveHu,

Tpom6oremopparnyieckuin cuHapom (OBC-cuHapom), cencuc, SMGONUA COCYAOB Nerkux, VIHCYNBT 1 Tpom6ochnebuT.
pOME TOro, K MOHWMXEHMIO ypoBHA AT-IIl MOXET npuBecTu NprueM opasibHbIX KOHTPaLEeNnTUBOB .

JKCMNYATALUMOHHBIE XAPAKTEPUCTUKWN

B kauecTBe pekomeHpauuii, komnanua Helena Biosciences Europe vnu ee npeactaBuTenu onpefenunu cneayiome
paboune xapakTepucTukn. Kaxxaaa nabopaTopma AO/MKHA YCTaHOBUTL CBOM paboumne XapakTepucTUKU.
TouHoCTb

Mpu 1CMoNb30BaHMN aBTOMATNYECKOrO aHan3aTopa B PeXnMe KMHETUYECKUX 3MepeHuii Habniopanick cneayiolwme
pacyeTHbIe 3HAa4eHUA TOYHOCTU:

B b MEXAY
aHaNMTU4YECKOM cepum aHaNUTUYECKMMU CEPUAMM

Vi Toﬂalenh Kon-so CV (%) Kon-so CV (%)

Hopma 20 1,36 10 2,34

Matonorua 19 4,40 10 4,99

CV = koahhnumeHT Bapuaummn
YyBCTBUTENBHOCTL

3T0T aHanM3 npeaHasHayeH AnA TOro, Y4Tobbl non1y-4wrb JIVHEiiHYI0 CTaHAapTHYIO KpMBYIO ypoBHeii AT-Il B ananasoHe
7,5-150%. O6pasubl, falowve 3HaveHnA Gonee 150%, Heo6xoauMO pasbasuTb BYhepHbIM pacTBOPOM U MPOBECTM
NOBTOPHbIN aHanus.

CneumduyHoCcTb

CneumnduYHOCTb CUCTEMbI MPOBEAEHMA aHanM3oB Gblna yCTaHOB/IEHA B XOAe WCCIEAOBAHMA C WCMONb30BaHMEM
nnasmbl, BbIGOPOYHO n3BneyeHHon na AT-IIl, kK koTopol 3aTem Aob: OYMLL i AT-Ill pnA nony pasHbIX
KOHUeHTpauuid AT-11.

HapexHocTb

CpaBHeH1e TecT-cUCTeMbl «XPOMOreHHbIi AHTUTPOMGWH (Xa) Xuakuii» komnanum Helena Biosciences Europe c¢
APYrMU CEPUAHO BbIr H AnA onp AT-III, BBINO. Ha 62 obpasuax B AvanasoHe
akTuBHoCTM AT-IIl — 30-130%, Aano cneayoluve pesynbTaTbl:

y =0,9665x + 0,0629 ?=0,8893
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