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Тест-система "Диагностика тромбофилий, APTT-SI реагент с хлоридом кальция" / APTT-SI reagent with CaCl2        

(APTT-SiL Minus содержит  в качестве активатора коллоидный раствор смеси алюминиевой и магниевой соли кремниевой кислоты ) 

I. Применение

Активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ) - тест, используемый для диагностики дефицита факторов свертываемости внутреннего пути (ФVIII, IX, XI и XII), а также для проведения контроля за терапией гепарином. 

Тест APTT-SiL Minus является клоттинговым тестом,  обладает  высокой  чувствительностью к дефициту факторов внутреннего пути (40% активности и ниже) и гепарину (0.1ед/мл) и низкой чувствительностью к волчаночным антикоагулянтам. Является оптимальным скрининговым реагентом рекомендованным ВОЗ.

Информация для заказа

	Каталожный  No.
	Компоненты теста

	
	R1
	R2

	5559
	10 x 10.0 мл
	10 x 10.0 мл

	5559.1
	1 x 10.0 мл
	1 x 10.0 мл


II. Состав Реагентов

R1 : Реагент  APTT-SiL
Реагент APTT-SiL Minus содержит коллоидный раствор смеси алюминиевой и магниевой соли кремниевой кислоты и фосфолипиды с буфером и стабилизаторами. 

Приготовление. Перед использованием прогрейте реактив при комнатной температуре и хорошо перемешайте.

     R2 :  Раствор хлорида кальция 0.025M (ж) 

Реагент поставляется в готовом для использования виде.

III. Хранение и стабильность

1. Реактив APTT-SiL Minus
Реагент стабилен до окончания срока годности при условии правильного хранения при температуре 2-60С. Устойчив в течение 30 дней после вскрытия  при температуре хранения 2-80C. Не замораживать. Избегать попадания инородных частиц. 

2. Раствор хлорида кальция 0.025M (ж).

Реагент стабилен до окончания срока годности при условии правильного хранения при температуре хранения 2-60С. Помутнение раствора говорит о его загрязнении.

IV. Меры предосторожности

Реактивы, содержавшиеся в этом наборе, предназначены только для  диагностики in vitro. Все отходы, содержащие биологический материал, должны храниться отдельно и быть промаркированы. 

Утилизируйте эти отходы в соответствии с международным, государственным и местным законодательством.
V ПРИГОТОВЛЕНИЕ АНАЛИЗИРУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ

Для работы следует использовать только пластиковые или силиконированные стеклянные пробирки. Кровь забирается в пробирку с цитратным антикоагулянтом (3,2% или 3,8% цитрат натрия) в соотношении 9 + 1. После центрифугирования, проводимом при 2000-3000 * g в течение 15 минут (использование других параметров должно проверяться лабораторией), полученную плазму необходимо отделить от форменных элементов крови. Плазму следует хранить при температуре 2-60С. Тестирование должно быть проведено в течение 2 часов после забора образцов,  либо  плазму можно однократно заморозить и хранить при температуре -200С в течение 2 недель или при -700С в течение 1 месяца. Перед проведением исследования плазму следует быстро разморозить при 370С. Не держать плазму при 370С более 5 минут. Это сможет минимизировать нейтрализацию волчаночных антикоагулянтов (в случае их наличия).

Ложные результаты могут быть получены из-за загрязнения пробы тканевыми жидкостями. Не трясти пробу, избегать пузырьков и пены. Необходимо учитывать влияние лекарственных препаратов, см.ссылку Young, et al6. При разрушении тромбоцитов выделяются вещества, которые могут ингибировать волчаночные антикоагулянты.

VI. Необходимое, но не поставляемое оснащение

1. Анализатор.

2. Таймер.

3. Парафильм.

4. Точная пипетка на 100 или 50 мкл.

5. Контроль.

VII. ПРОЦЕДУРА ВЫПОЛНЕНИЯ АНАЛИЗА
Все пипетки, пробирки, шприцы должны быть пластиковыми.

A. Ручной метод. 

1. Соберите кровь для анализа в соответствии с этой инструкцией.

2. Приготовьте контрольные плазмы в соответствии с вложенными инструкциями.

3. Прогрейте АПТВ реагент и раствор хлорида кальция 0.025M до 370С.

4. Поместите 100 мкл плазмы пациента (контроля) в реакционную пробирку.

5. Осторожно переверните флакон с АПТВ реагентом, чтобы ресуспендировать возможный осадок.

6. Добавьте в реакционную пробирку 100 мкл АПТВ реагента, в котором уже содержится плазма пациента или контрольная плазма.

7. Инкубируйте смесь при 370С 3 минуты.

8. Добавьте 100 мкл прогретого раствора хлорида кальция 0.025M и засекайте время.

9. Если Вы делаете тест вручную - то аккуратно трясите кювету (вперед-назад) в водяной бане. Остановите таймер при образовании сгустка.

10. Делайте все тесты в дубле. Если коэффициент вариации превышает установленную Вами норму (обычно менее 5%) - то переделайте тест.

Б. При выполнение теста на автоматическом анализаторе гемостаза – смотрите инструкцию по его эксплуатации. 

Все анализы (пациенты + контроли) следует выполняйть в дубле и рассчитывать среднее значение. Коэффициент вариации для двух измерений не должен превышать 5% (если превысил, то повторите измерение). При выдаче конечного результата сообщайте также диапазон нормальных значений.

Измерение контрольной плазмы должно подтверждать правильность работы прибора (отсутствие температурных сбоев, годность реактивов и прибора и.т.д.). 

IX. Контроль качества 

Каждая лаборатория должна установить программу контроля качества. Рекомендуется проводить один нормальный и патологичный контроль при каждом определении образцов, для гарантии правильности работы анализатора и оператора. Референсные значения для контролей должны устанавливаться лабораторией.

X. Ожидаемые значения

Нормальный диапазон для данного набора приблизительно равен 30-40 секунд. Однако, каждая лаборатория должна сама устанавливать референсные значения, обусловленные их прибором, реагентами, способом  забора и.т.д. Также нормальный диапазон может различаться между человеческими популяциями.

Нормальный диапазон должен устанавливаться заново:

при замене прибора, изменении способа забора крови, смене антикоагулянта и также при изменении серии (лота) реагента. 

XI. Ограничения

При сборе образцов избегайте:

1. Использование стеклянных пробирок. Используйте только пластиковые.

2. Отсроченное смешивание крови с антикоагулянтом.

3. Гемолиз образцов (или липиемичные образцы).

4. Загрязнение образцов тканевым тромбопластином.

5. Неправильное соотношение антикоагулянта с кровью.

 Требования к исполнению лабораторных методик.

6. Выполняйте тесты при температыре 37°C.

7. Используйте дистиллированную воду хорошего качества.

8. Оптимальное pH 7.0-7.5

XII. Аналитические характеристики 

Компания Helena приводит аналитические характеристики только в качестве примера. Вы должны сами установить свои локальные аналитические характеристики.

Точность.

Внутри одной аналитической серии (АЧТВ в секундах): Испытания проводились на приборе SYSMEX CA 1500 при использовании двухуровневых контрольных материалов.

	Контроль
	Среднее значение
	Коэффициент вариации
	Число повторов

	Норма (Norm-Trol 1)
	33
	0.36%
	10

	Патология (Ab-Trol 3)
	77.9
	0.31%
	10


Между аналитическими сериями (АЧТВ в секундах) Испытания проводились при тех-же условиях, в трех аналитических сериях.

	Контроль
	Среднее значение
	Коэффициент вариации
	Число повторов

	Норма (Norm-Trol 1)
	32.9
	2.41%
	100

	Патология (Ab-Trol 3)
	78,3
	0.77%
	100


Чувствительность к факторам. 

Исследования были выполнены, чтобы оценить чувствительность реактива AЧТВ к различным дефицитам фактора. Были получены следующие результаты:

[image: image1.emf]
Верхний предел нормальных значений для этого исследования составил 34,9 секунды.

Чувствительность к гепарину.

Вариации значений, при определении АЧТВ в образцах, может быть в следствии проведения гепариновой терапии. Было проведено исследование по изучению влияния гепарина на значения АЧТВ. К нормальной плазме были добавлены различные количества гепарина и, используя данный реагент и оптический анализатор, были получены следующие результаты:
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