BIOPHEN HEPARIN 3

REF| 221003
R2|3 x 3 ml

q3

POUZITI:

BIOPHEN Heparin 3 souprava je chromogenni test pro méfeni koncentrace heparinu a
heparinu  podobnych antikoagulancii v lidské citratové plazmé za uziti
automatizovanych nebo manualnich anti-Xa metod.

SOUHRN:

Heparin a heparinu podobné antikoagulaéni latky jsou v soucasnosti uZzivany
v terapeutickych a preventivnich indikacich. Stanoveni koncentrace heparinu
v pacientské plazmé umozriuje monitorovani terapie a Upravu davek léku.

Biophen Heparin 3 je chromogenni anti-Xa metoda vyvinutd pro stanoveni
nefrakcionovaného heparinu (UHF) a nizkomolekuldmiho heparinu (LMWH) za uZiti
identické kalibracni kfivky.

Heparin je sulfatovy polysacharid s vysokou afinitou k antitrombinu. Po vytvofeni
komplexu s heparinem antitrombin ziska silnou a rychlou inhibiéni aktivitu pro serinové
protedzy: 1Xa, Xa, Xla, Xlla a trombin'2. LMWH a heparinovd analoga, jako
Danaparoid, inhibuji efektivnéji FXa nez trombin. Anti-Xa testy jsou tedy metodou
volby pro méfeni heparinu a jejich analogli. Jsou téz uzitecné pro uréeni anti-Xa
aktivity Orgaranu® (danaparoid sodny), Arixtry® (Fondaparinux), zprostfedkované AT
obsazenym v plazmé vzorku.

PRINCIP TESTU:

Biophen Heparin 3 je kinetickd metoda zaloZend na inhibici konstantniho mnoZstvi
FXa testovanym heparinem (nebo jinymi latkami s anti-Xa efektem) v pfitomnosti
endogenniho antitrombinu a hydrolyzou FXa specifického substratu (SXa-11) zbylym
FXa. je odStépen ze substratu pNA. MnoZstvi uvolnéného pNA3 je Umémé zbytkové
aktivite FXa. Je zde nepfima Uméra mezi koncentraci heparinu ve vzorku a
vytvofenym zbarvenim méfenym pfi 405 nm.

Heparin + AT = [AT Hep.]

[AT Hep.] + [FXa (nadbytek)] = [FXa-AT-Hep.] + [zbyly FXa]

[FXa (zbyly)] + SXa-11 =»Peptide + pNA

REAGENCIE:
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o stejného plvodu, musi byt FXa uZit se vSemi bezpecnostnimi opatfenimi pro
zachazeni s potenciélné infekénim materialem.
e Koncentrace FXa je regulovana v kazdé $arzi tak, aby bylo dosazeno dobré
reaktivity testu.
e Provedte blank pro vySetfeni vzorki lipemickych, ikterickych nebo
hemolytickych. Obdobné | tehdy, pokud méa plazma neobvyklou barvu.
o Pokud je pouzita kinetickd meztoda, uzivejte AOD405 nm misto OD405 nm.
e Pro pouziti In Vitro.
I@ H315: ZpUsobuje podrazdéni kuze.
H319: ZpUsobuje vazné podrazdéni oéi.
H335: Mize zplsobit podrazdéni dychacich cest.
PRIPRAVA A STABILITA REAGENCIE:

Lahvicky jsou uzavfeny pod vakuem. Zatku odstrafiujte opatmé, aby nedoslo ke ztraté
lyofilizatu.

Rekonstituéni objemy se mohou lisit podle pouzivaného koagulometru.
Odkazujeme na specifické pristrojové adaptace.

Rekonstituéni objemy jsou mirné odliSné dle druhu analyzatoru. Podrobnosti
uvedeny v aplika¢nim protokolu konkrétniho pfistroje.

Reagent 1:

Chromogenni substrat specificky k faktoru Xa (SXa-11), lyofilizovany v pfitomnosti
mannitolu.

3 lahvicky po 3 ml (7,5 mg/lahvicku)

Reagent 2:

Bovinni faktor Xa, obsahujici dextran sulfat?, lyofilizovany.

3 lahvicky po 3 ml (7,5 pg/lahvicku)

UPOZORNENi A VAROVANI:

e S kazdym produktem biologického puvodu musi byt zachazeno jako s
potencialné infekénim.

e Pokud substrat zeZloutne, je to zndmka kontaminace a nesmi byt pouzit pro
analyzu.

o Likvidace nepouZité reagencie se musi fidit lokalnimi pfedpisy o nakladani s
odpadem.

o UZivejte pouze reagencie ze souprav stejnych Sarzi. Neuzivejte reagencie ze
souprav s rozdilnymi Sarzemi v jednom testu.

e S reagencii musi byt zachazeno s opatmosti, aby nedoslo ke kontaminaci
béhem pouzivani. Snizte co nejvice moznost odparu reagencie zmen3enim
kontaktniho povrchu reagencie se vzduchem. Odparovani reagencie snizuje
stabilitu na palubé pfistroje.

o Pro zajisténi optimalni stability uzavirejte lahvicky jejich viastnimi zatkami.

o Stabilitni studie trvajici 3 tydny pfi teploté 30°C ukazaly, ze reagencie mohou
byt pfepravovany za pokojové teploty bez poskozeni.

e Bovinni FXa byl pfipraven z plazmy, ktera byla testovana na nepfitomnost
infekénich agens a odebrana od zvifat bez BSE. Nicméné, Zadny test
nemUze zcela vylougit pfitomnost infekEnich agens. Jako jiné produkty

Pro manualni metodu:
Reagent 1: Substrat specificky pro FXa (SXa-11)
KaZzdou lahvicku rekonstituujte pfesné 3 ml destilované vody. Dikladné promichejte
pro spravné rozpusténi lyofilizatu. Inkubujte v pokojové teploté (18-25°C) 30 minut za
ob¢asného promichani, dokud nedojde k upinému rozpusténi obsahu lahvicky.
Promichejte pfed kazdym pouZitim.
Stabilita rekonstituované reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani a
je uchovavéna v originalni lahvicce:

e 3 meésice v 2-8C°C.

e 7 dniza pokojové teploty (18-25°C).

e Nemrazit.
Reagent 2: Faktor Xa
Kazdou lahvicku rekonstituujte presné 3 ml destilované vody. Dikladné promichejte
pro spravné rozpusténi lyofilizatu. Inkubujte v pokojové teploté (18-25°C) 30 minut za
ob&asného promichani, dokud nedojde k Uplnému rozpusténi obsahu lahvicky. Pred
pouZitim opatrné promichejte.
Stabilita rekonstituované reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani a
je uchovavana v originalni lahvice:

e 3 mésicev2-8°C.

e  7dniv pokojové teploté (18-25°C).

e Nemrazit.

SKLADOVANI:
Neoteviené reagencie musi byt skladovany v teploté 2-8°C, vjejich originalnich
obalech. Pak jsou stabilni az do data expirace vytiSténého na obalu.

REAGENCIE POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

Reagencie:

Destilovana voda

Kyselina octova (20%) nebo 2% kyselina citrénova (pro end point metody)

Fyziologicky roztok (0,9% NaCl)

Specifické plazmatické kalibratory validované proti mezinarodnim standardim (NIBSC)
se znamou koncentraci — napf.:

UFH LMWH Orgaran® Arixtra®
Kalibrator 222301 222001 222201 222501
223001
g | 2
Kontrola 224101 223501 224001
293901 223701
224301
224401
Material:

Spektrofotometr nebo automaticky pfistroj pro chromogenni testy.
Stopky, kalibrované pipety, plastové zkumavky, mikrotitracni desticky.
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ODBER VZORKU:
Priprava a skladovani vzorkl musi byt provedeno ve shodé s lokalnimi pfedpisy (napf.
v USA CLSI dokument H21-A5)

e Vzorek:
Lidska plazma ziskana z citratové pIné krve.

e Odbér vzorku:
Krev (9 dil) musi byt odebrana do 0,109 M citratového antikoagulancia (1 dil), pfimou
venepunkci s velkou opatrnosti — pro zabranéni aktivace a uvolnéni PF4, ktery je
potencialnim inhibitorem heparinu. Je mozné pouzit i speciélni odbérové zkumavky
CTAD (citrat, Theophylline, Adenosine, Dipyridamol). Prvni odebrana zkumavka by
méla byt znehodnocena.

e  Centrifugace:
Pro monitorovani UFH mize dojit pfi delSim prodleni k uvolnéni PF4. Proto by u
takového vzorku méla byt centrifugace provedena do 1 hodiny po a do 4 hodin po
odbéru pii pouziti zkumavek CTAD (Citrét, Theophylline, Adenosin a Dipyridamol) pfi
jeho skladovani za pokojové teploty.
Pouzijte validovanou metodu centrifugace, kterou si ovéfite kvalitu ziskané plazmy
chudé na desticky. Napfiklad 15 minut pfi 25009 za pokojové teploty (18-25°C).
UZivejte zkumavky a pipety z materidlu, ktery neaktivuje koagulaci.

e  Skladovani plazmy:
o 2 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C)
o 1mésicpfi-20°C
o 18 mésicl pii -70°C®
Rozmrazeni vzork(l by mélo byt rychlé, pfi 37°C. Vzorek poté promichejte a testuje
neprodlené. Pripadny precipitat pred testovanim rozmichejte.

PROVEDEN:

Biophen Heparin 3 souprava je specialné urcena pro kinetickou metodu, automatické
koagulometry a také muze byt uZita jako end point metoda.

Adaptace pro koagulometry je pfistupna na vyzadani. Test je méfen pfi 37°C a rozvoj
zmén barvy je méfen pfi 405 nm. Podle toho, kterad metoda je uZita, test musi byt
proveden ve shodé s doporuéenym schematem pro manualni metodu, aby se dodrzela
homogenni reaktivita UHF a LMWH.

Automatizované metody:
Adaptace pro rizné systémy jsou dostupné na vyzadani. Odkazujeme na specifické
aplikace pro riizné analyzatory.

Manualni metoda:
Provedeni v mikrotitraéni desti¢ce nebo zkumavce, inkubované v 37°C.

Mikrotitracni desticka Zkumavka
Nerfedéna plazma 12 ul 30l
Destilovana voda 36 pl 90
R1| Substrat SXa-11
dehFéty na 37°C soul 200
Promichat a inkubovat v 37°C 2-5 minut

Faktor Xa, pfedehfaty na 37°C 80 pl 200 pl

Promichat a inkubovat v 37°C pfesné po 90 sec 120 sec
Zastaveni reakce pfidanim
Kyselina citronova (2%) nerbo octova (20g/1) | 100 i | 500 pl

Promichat a méfit absorbanci pfi 405 nm proti odpovidajicimu blank

Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.

Blank se ziska smichanim v opacném porfadi nez v testu: Kyselina citrénova (2%),
FXa, substrét SXa-11, destilované voda, nefedéna plazma.

Méfi se absorbance pii 405 nm. Vzorek blank musi byt odecten od absorbance
naméfené u korespondujiciho testu.

Pokud jsou poZadovany jiné objemy neZ vySe uvedené, mél by byt zachovan pomér
mezi koncentraci a objemem reagencii. Je odpovédnosti kazdého uzivatele pak
proveést validaci takové modifikace k vylouceni vlivu na spravnost vysledku.

KALIBRACE:

Specifické kalibratory,pokryvajici dynamické rozmezi, vyrobce Hyphen-BioMed jsou
uvedeny v tabulce REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY.
Tyto kalibratory mohou byt pouzity pro stanoveni obecné kalibraéni kfivky pro UFH i
LMWH.

Biophen Heparin 3 nabizi homogenni reaktivitu k UHF i LMWH. Test mize byt
kalibrovan na BIOPHEN Heparin Calibrator (222001) pro rizné typy heparind (5
koncentraci od 0 do 1,45 IU/ml nejméné).

Pro méfeni Orgaranu® (Sodium Danaparoid) musi byt uzit specificky kalibrator
BIOPHEN Orgaran® Calibrator (222201), 5 koncentraci od 0 do 1,45 [U/ml.

Pro méfeni Arixtry® (Fondaparinux) musi byt uzit specificky kalibrator BIOPHEN
Arixtra® Calibrator (222501) — (4 koncentrace od 0 do 1.35 pg/ml).

Pokud se pozaduje specificky kalibrator pro UHF, je k dispozici — BIOPHEN UHF
Calibrator (222301).

Pfi pouziti semilogaritmického méfitka je:
Linearita do 1.50 1U/ml anti-Xa pro UFH
Linearita do 2.00 IU/ml anti-Xa pro LMWH
Linearita do 1.60 pg/ml anti-Xa pro Arixtru®
Linearita do 1.75 IU/ml anti-Xa pro Orgaran®

NiZe uvedené kalibracni kfivky, ziskané pro UFH, LMWH, Arixtru® a Orgaran® jsou
pouze pfikladem. Pro konkrétni testovaci podminky by mély byt zhotoven kalibracni
kfivky pro kazdou serii testd nebo kazdou novou $arzi reagencie.

Calibration curve of UFH and LMWH on STAR
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KONTROLA KVALITY:

UZiti kontrolnich plazem umoziiuje ovéfeni kalibraCni kfivky stejné tak jako homogenity
reaktivity testu mezi sériemi pfi pouZiti stejné Sarze reagencii.

Kontrola kvality by méla byt provedena pro kazdou novou sérii, podle dobrych
laboratornich praktik, aby bylo mozné validovat vysledky. Nova kalibrace by méla byt
provedena pfi nové Sarzi reagencie, po kazdé vyznamné Udrzbé nebo opravé pfistroje,
nebo kdyz jsou vysledky kontrolnich materiald mimo pfijatelné rozmezi.

KaZzda laborator by si méla ovéfit viastni pfijatelné rozmezi pro vlastni podminky.

VYSLEDEK:

e  Koncentrace heparinu (nebo jiné testované substance santi Xa aktivitou)
v testovaném vzorku je pfimo odvozena z kalibraéni kfivky.

e Vysledky se vyjadfuji v Anti Xa mezinarodnich jednotkach na ml plazmy (IU/ml),
v ug/ml pro Avrixtru® nebo v U/ml pro Orgaran®.

o Vysledky by mély byt interpretovany ve shodé s klinickym a biologickym stavem
pacienta.

LIMITY:

e  Pro zaji$téni optimalniho pribéhu testu by méla byt dodrzena specifikace a
technické instrukce validované vyrobcem Hyphen-BioMed. Laboratof je
odpovédna za validaci zmén v téchto instrukcich. Reagencie, ktera ma
neobvykly vzhled nebo jevi zndmky kontaminace, by neméla byt pouzivana.

. Plazma s obsahem koagula nebo se znamkami kontaminace, by neméla byt
testovana.,

e  Aktivace koagulace béhem odbéru vzorku a pfipravy plazmy mize uvolnit
destickovy faktor 4 (PF4), ktery mize inhibovat heparin. Tento test je navrzen
tak, aby vliv anti-heparinovych substanci (a zejména PF4) vplazmé byl
minimalizovan

. Nebyly pozorovany z&dné interference pro bilirubin do 0,1 mg/ml, hemoglobin do
2 mg/ml a triglyceridy do 1,25 mg/ml. Vysoké hladiny hemoglobinu nebo
triglyceridd mohou ovlivnit vysledek. Aby byl test pIné funkéni, musi byt peclivé
posouzeny pracovni instrukce.

e  Jestlize je koncentrace AT vtestované plazmé menSi nez 50%, hladina
heparinu, Arixtry® i Orgaranu® mize byt podcenéna v dusledku nedostatku AT.
Musi pak byt pouzit variantni protokol s exogenné dodanym AT. Je uzite¢né
stanovit AT vzorku.

e  \Vysoké hladiny AT s koncentraci > 150% mohou interferovat v testu a jevi se
pak jako pfitomnost malého mnoZstvi heparinu.

. Podcenéni koncentrace heparinu a tim i zavér heparinova rezistence se mize
objevit u nékterych nemocnych s amyloidosous.

OCEKAVANE HODNOTY:

Pro spréavny terapeuticky efekt a minimalizaci krvacivého rizika by mélo byt davkovani
Iéku v souladu s doporucenim jeho vyrobce pro danou indikaci” 2.

Vysledek by mél byt interpretovan v souladu s klinickym stavem pacienta.

CHARAKTERISTIKA:

Detekéni rozhrani je 0.05 IU/ml pro Heparin (nebo pro Orgaran® 0.05 U/ml a 0,05
pg/mi pro Avrixtru®).

Pfiklad reprodukovatelnosti ziskané pro plazmy suplementované UFH, LMWH a
Arixtrou:

Vi Intra Assay n Inter Assay n
CV% ACL7000 (IL) CV% ACL7000 (IL)
UFH Level 1 (0.38 IU/mL) 21 15 2.0 20
UFH Level 2 (0.74 IU/mL) 1.0 15 2.3 20
LMWH Level 3 (0.88 IU/mL) 0.9 15 1.5 20
LMWH Level 4 (1.32 IU/mL) 0.5 15 1.6 20
LMWH Level 1 (0.25 IU/mL) 2.3 15 1.9 20
LMWH Level 2 (0.50 IU/mL) 14 15 2.1 20
Intra Assay CV% Inter AssayCV% STAR
Vzorek AcL7000(L) | " | (StagoyACL7000Mmanusini | "
Arixtra Lev1 (0.44 pg/mL) 35 20 44 9
Arixtra Lev 2 (1.18 pg/mL) 2.1 20 3.0 9
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a znaky jsou vseznamu ISO standard 15223-1, viz dokument
definice symbold.
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