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LIAPHEN™ AT

C E 120008 [R1]2x1,5 mL, [R2 | 2x5 mL

IVD

Turbidimetrischer Latex-Immunoassay mit
gebrauchsfertigen Fliissigreagenzien zur quantitativen

Bestimmung von Antithombin im Plasma

VERWENDUNGSZWECK:

LIAPHEN™ AT ist ein Latex-Immunoassay zur quantitativen in-vitro-Bestimmung von
Antithombin-Antigen (AT:Ag) in humanem Citratplasma mit automatisierten oder
manuellen Methoden. Die Reagenzien liegen in flissiger Form vor und sind
gebrauchsfertig.

ZUSAMMENFASSUNG:

Technisch:

Antithrombin (AT) ist der wichtigste physiologische Gerinnungsinhibitor. Es hemmt
Serinproteasen, insbesondere Thrombin, Faktor Xa (FXa) und Faktor IXa (FIXa), im
Komplex mit Heparin reguliert AT die Gerinnung und verhindert Thrombosen.

Klinisch:

Bei Vorliegen eines angeborenen AT-Mangels sind spontane thromboembolische
Erkrankungen zu beobachten. Angeborene AT-Méngel werden in vier Gruppen
unterteilt.234 Die AT-Konzentration ist bei Neugeborenen und unter bestimmten
Umstanden wie Schwangerschaft, Lebererkrankungen, DIC, etc. verringert Die
funktionelle Bestimmung von AT in Kombination mit einem Immunoassay erméglicht die
Klassifizierung eines AT-Mangels.

TESTPRINZIP:

LIAPHEN™ AT ist ein turbidimetrischer Latex-Immunoassay, der auf einer Antigen-
Antikérper-Reaktion basiert. Wird die Probe mit dem Latexreagenz vermischt, bindet in
der Probe vorhandenes AT an die im Latexreagenz enthaltenen polyklonalen Anti-Human
AT-Antikdrper und fiihrt so zur Agglutination. Die Agglutination wird anhand der
Veranderung der Lichtabsorption gemessen und ist proportional zum Gehalt an AT:Ag in
der Probe.

REAGENZIEN:

Latexreagenz, fliissig, enthélt bovines Serumalbumin (BSA)
Reaktionspuffer, Hepes NaCl Puffer, flissig

120008 — [R1]2 Flaschen mit je 1,5 mL

2 Flaschen mit je 5 mL

und enthalten eine geringe Menge an Natriumazid (0,9 g/L).

ANMERKUNGEN UND WARNHINWEISE:

o Fir die Herstellung der Reagenzien wird Material tierischen Ursprungs verwendet.
Produkte  biologischen ~ Ursprungs  miissen  mit  allen  erforderlichen
Vorsichtsmafnahmen und als potentiell infektids gehandhabt werden.

o Natriumazid kann mit Blei- bzw. Kupferarmaturen unter Bildung explosiver
Verbindungen reagieren.

o Bei Entsorgung sind die lokalen Richtlinien zu befolgen.

o Nur Reagenzien aus Packungen mit identischer Chargennummer verwenden.

o Stabilitdtsstudien haben gezeigt, dass die Packungen ohne Beeintrachtigung bei
Raumtemperatur versendet werden kdnnen.

o Zur in-vitro-Diagnostik in professionellem Laborgebrauch.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN:

Die Reagenzien liegen gebrauchsfertig vor. Vorsichtig durchmischen und dabei
Schaumbildung vermeiden. GemaR Applikationsanleitung auf den Gerinnungsautomaten
laden.

Manuelle Methode: 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren. Den Inhalt vor
Jjedem Gebrauch homogenisieren.

LAGERUNG UND STABILITAT:

Die ungedffneten Reagenzien missen bei 2-8°C in der Originalverpackung gelagert
werden. Sie sind dann bis zu dem auf dem Etikett aufgedruckten Verfalldatum stabil.

Stabilitét des verschlossen gelagerten Reagenz nach dem Offnen unter der
Voraussetzung, dass dieses nicht kontaminiert wurde und keine Verdunstung erfolgte:
e 6 Monate bei 2-8°C
o 7 Tage bei Raumtemperatur (18-25°C)
o Nicht einfrieren
o On Board-Stabilitat - siehe geratespezifische Applikation
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ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND:
Reagenzien:

e Aqgua dest.

o  Physiologische Kochsalzlésung (0,9% NaCl)

e Sperzifische Kalibratoren und Kontrollen mit bekannten AT:Ag-Werten, z.B.:

Artikelbezeichnung Art.Nr.

BIOPHEN™ Kalibrationsplasma Gerinnung 222101
BIOPHEN™ Kontrollplasma Gerinnung ,Normal* 223201
BIOPHEN™ Kontrollplasma Gerinnung ,Abnormal* 223301

Die spezifische Applikationsanleitung des verwendeten Gerinnungsautomatens ist zu
beachten.

Gerite:
e Spekirophotometer oder Gerinnungsautomat fir turbidimetrische Immunoassays
e Stoppuhr, kalibrierte Pipetten, Plastikrohrchen fiir den Spektrophotometer.

PROBENGEWINNUNG:

Blut (9 Volumenteile) wird vorsichtig in 0,109 M Citrat als Antikoagulanz (1 Volumenteil)
abgenommen. Die Blutabnahme erfolgt durch Venenpunktion. Das erste Rohrchen ist zu
verwerfen.

Die Gewinnung und Lagerung der Proben hat gemaR aktuellen lokalen Vorschriften zu
erfolgen (Vorschriften fiir die Probengewinnung, -handhabung und -lagerung sind im
CLSI-Dokument H21-A55 verdffentlicht). In Bezug auf die Lagerung des Plasmas sind die
Referenzen zu beachten.56

TESTDURCHFUHRUNG:

LIAPHEN™ AT kann sowohl kinetisch auf einem Gerinnungsautomaten als auch mit der
manuellen Methode durchgefiihrt werden. Der Test wird bei einer Temperatur von 37°C
durchgefiihrt, die Agglutinationsentwicklung wird bei 620 nm gemessen (andere
Wellenléngen kénnen benutzt werden, vorzugsweise zwischen 450 und 700 nm).

Fir die automatisierte Durchfiinrung sind Applikationsanleitungen fiir die
gangigsten Gerinnungsautomaten auf Anfrage erhéltlich. Die geratespezifische
Applikation und die spezifischen VorsichtsmaBnahmen des jeweiligen
Gerinnungsautomatens sind zu beachten. Eine manuelle Verdiinnung des
Latexreagenzes ist bei automatisierter Durchfiihrung nicht notwendig.

Testmethode:

1. Die Referenzpraparation oder die Kalibratoren und Kontrollen sind anhand der
spezifischen Inserts oder gemaR interner Praxis zu rekonstituieren.

Bei Verwendung eines kommerziell verfiigharen Kalibrators mit einer bekannten
AT:Ag-Konzentration (C%) und einer Verdiinnung von 1:15 erhdlt man das 150%-
Niveau (unter Testbedingungen) durch Verdiinnung des Kalibrators mit dem
folgenden Verdiinnungsfaktor (D): D = 10x(C)/100 bzw. D = C : 10.

Die Kalibrationskurve kann auch unter Verwendung von gepooltem Normal-
Citratplasma (mindestens 30 normale Spender beider Geschlechter, zwischen 18
und 55 Jahre alt, ohne bekannte Behandlung oder Erkrankungen), das per Definition
einen AT:Ag Titer von 100% hat. Der Test sieht eine 1:15 Plasma-Verdiinnung vor,
die per Definition 100% AT:Ag entspricht. Die 1:10 Verdlinnung in physiologischer
Kochsalzlésung entspricht 150% AT:Ag.

2 mL der 1:10-Verdiinnung des gepoolten Normalplasmas oder eine 1:D (D=C:10)-
Verdiinnung des Kalibrators (d.h. C1) vorbereiten (diese entspricht 150% AT:Ag).
Die weiteren Punkte der Kalibrationskurve werden durch Verdlinnung mit
physiologischer Kochsalzldsung wie folgt hergestellt:

Kalibrator C1 C2 C3 C4 C5 Cé
%AT:Ag 150 100 75 50 25 0
Menge 2000 | 600 pL | 500 pL | 500 pL | 500 L 0ul
Kalibrator uL vonC1 | vonC1 | vonC2 | vonC4 H
Menge phys. 1000
Kochsalzlsung 0L 300 pL | 500 pL | 500 pL | 500 pL n

Bei der manuellen Methode muss bei jedem Testlauf eine Kalibrationskurve
erstellt werden.

2. Die Plasmaproben und Kontrollplasmen (s. oben unter ,Erforderliche Materialien®)
werden 1:15 mit physiologischer Kochsalzlésung vorverdiinnt (manuelle Methode).



Fir gereinigte, nicht plasmatische Systeme, muss die Verdlnnung in physiologischer
Kochsalzlosung mit 1% BSA durchgefiihrt werden (finale Konzentration von ca.
0,5bis 10 pg/mL). Die Kalibrationskurve ist zu erstellen und mittels
Qualitatskontrollen zu Uberprifen. Verdiinnte Proben sollten, wenn sie bei
Raumtemperatur (18-25°C) gelagert werden, rasch getestet werden. Die exakten
chargenspezifischen Werte der Kalibratoren und Kontrollen sind einem der Packung
beiliegenden Datenblatt zu entnehmen.

3. Inein bei 37°C prainkubiertes Kunststoffrdhrchen folgendermalen hinzufiigen:

Unmittelbar vor der Verwendung die erforderliche Menge von ,
verdiinnt in , vorbereiten (siehe unten)

Volumen
In phys. Kochsalzlésung verdiinnte Proben, Kalibratoren oder
100 pL
Kontrollen
Latexreagenz 1:5 verdiinnt in , prainkubiert bei 400 Ul
37°C und vor Gebrauch durchmischt H

Mischen und bei 37°C fiir exakt 15 Minuten inkubieren, anschlieRend umgehend:
Mischen und Messen der Absorption bei 620 nm gegen die phys. Kochsalzlésung.
Die Inkubationszeit muss fiir alle Proben gleich sein.

Bei ikterischem, lipdmischem oder hamolysiertem Plasma oder bei untblicher Farbung ist
eine Leerprobe mitzufiihren.

Falls die angewandte Methode andere Reagenzvolumina als die oben beschriebenen
erfordert, miissen die Verhaltnisse der Reagenzkonzentrationen genau eingehalten
werden, um den Erhalt der Leistungsmerkmale des Tests zu gewahrleisten.

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders, alle Veradnderungen und sé&mtliche
Auswirkungen auf die Testergebnisse zu Uberpriifen.

KALIBRATION:

LIAPHEN™ AT kann fiir die Messung von AT:Ag in humanem Plasma kalibriert werden.
Entsprechende Kalibrationsplamen, die den Kalibrationsbereich abdecken, sind von
HYPHEN BioMed erhaltlich (siehe Abschnitt ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE
NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND).

Der Kalibrationsbereich auf z.B. STA-R® betragt 0 bis 150%.

Die nachfolgend gezeigte Kalibrationskurve dient lediglich als Beispiel. Zur
Ergebnisberechnung von Proben darf ausschlieRlich die firr die jeweilige Analysenserie
gemessene Kalibrationskurve verwendet werden.
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QUALITATSKONTROLLE:

Die Verwendung von Qualitatskontrollplasmen ermdglicht bei Verwendung der gleichen
Reagenzcharge die Validierung der Kalibrationskurve und der homogenen Reaktivitat des
Tests von Analyse zu Analyse.

GemaR guter Laborpraxis ist bei jeder Testserie eine Qualitatskontrolle zu inkludieren, um
die generierten Ergebnisse zu Uberpriifen. Zumindest bei Chargenwechsel, groeren
Wartungsarbeiten am Analysenautomaten oder wenn die Kontrollen auBerhalb des
Vertrauensbereiches liegen, muss eine Neukalibration erfolgen. Jedes Labor sollte die
Richtigkeit der Zielwerte und Akzeptanzbereiche unter den eigenen Testbedingungen
Uiberpriifen.

ERGEBNISSE:

o Bei der manuellen Endpunktmethode wird auf Millimeterpapier (Lin-Lin-Skala nutzen)
die AT:Ag-Konzentration (%) auf der Abszisse (x-Achse) gegen die jeweilige
Absorption bei 620 nm auf der Ordinate (y-Achse) aufgetragen.

o Die AT:Ag-Konzentration in der Probe (%) leitet sich, wenn die Standardverdiinnung
verwendet wird, von der Kalibrationskurve ab.

e Falls andere Verdlnnungen genutzt wurden, wird die gemessene Konzentration mit
dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert.

o Die Ergebnisse sind orientiert am klinischen und biologischen Zustand des Patienten
zu interpretieren.

HYPHEN BioMed
155 rue d’Eragny, 95000 Neuville-sur-Oise, France

EINSCHRANKUNGEN DES TESTES:

e Um eine optimale Leistung zu gewahrleisten und die Spezifikationen zu erfiillen,
sollten die technischen Anweisungen von HYPHEN BioMed sorgsam beachtet
werden.

o Jegliches Reagenz mit unblicher Erscheinung oder Anzeichen von Kontamination
muss verworfen werden. Jegliche verddchtige Proben oder jene mit Anzeichen fiir
Aktivierung miissen verworfen werden.

e Die Anwesenheit von Rheumafaktor kann zu einer falschlich erhohten AT:Ag-
Konzentrationen fiihren.

e Hinsichtlich einer moglichen Beeinflussung durch den Hook-Effekt ist die spezifische
Applikationsanleitung fir den verwendeten Gerinnungsautomaten zu beachten (es
wurde auf STA-R® kein signifikanter Hook-Effekt bei AT:Ag-Konzentrationen bis zu
200% festgestellt).

ERWARTETE WERTE:

Der Referenzbereich wurde bei gesunden Erwachsenen (n=100) auf STA-R® gemessen
(Zentral 90%, 95. Perzentil) und liegt zwischen 86% und 124% AT:Ag. Jedoch muss jedes
Labor seinen eigenen Normbereich festlegen.

LEISTUNGSMERKMALE:

e Der Messbereich héngt vom verwendeten Analysesystem ab (zwischen 11% und
150% AT:Ag auf der STA-R®-Serie).

e Sperzifitdt: Keine Reaktivitat mit AT-Mangelplasma

e Leistungsstudien wurden intern unter Einsatz einer Reagenzcharge auf der STA-R®-
Serie durchgefiihrt. Sie wurden mittels Qualitatskontrollen des Labors iber 10 Laufe
und mit 2 Wiederholungen pro Lauf fiir jedes Kontroliniveau ausgewertet. Die
folgenden Daten wurden erhalten:

Kontrolle Intra-Lauf Inter-Lauf
n | Mittelwert | VK% | SD n_| Mittelwert | VK% | SD
Hoch 10 102 19 1,9 110 102 44 45
Mittel 10 63 1,5 1,0 | 10 63 4,0 25
Niedrig | 10 23 3,0 0,7 110 23 74 1,7
o Korrelation mit Referenzmethode (Berichrom® AT vs. LIAPHEN™ auf BCS®-XP):
n=62 y=104x-147 r=0,987

o Interferenzen: Auf dem STA-R® Analyzer wurde keine Beeinflussung des Testes
durch Heparin  (UFH/LMWH)-Konzentrationen < 2 IE/mL  Hamoglobin-
Konzentrationen < 500 mg/dL, Bilirubin-Konzentrationen <60 mg/dL und Intralipid
(Triglyzerid-Aquivalent)-Konzentrationen < 2.000 mg/dL festgestellt. Es ist zusatzlich
die spezifische Applikationsanleitung des verwendeten Gerinnungsautomatens zu
beachten.
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SYMBOLE:

Verwendete Symbole und Zeichen sind in der ISO-Norm 15223-1 gelistet. Das der
Packung beiliegende Symbolerklarungs-Blatt ist zu beachten.
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