BIOPHEN™ FVIII:C
[REF| 221402 [R1][R2][R3] 2 x 2.5 mL,[R4] 4 x 25 mL
[REF| 221406 [R1][R2][R3] 2 x 6 mL,[R4]4 x 25 mL

c € Chromogenicka metoda pro test faktoru VIII:C
IVD v plazmé nebo terapeutickych koncentratech.

POUZIT:

Souprava BIOPHEN™ FVIII:C je chromogenickd metoda uréena pro in vitro kvantitativni
stanoveni Factor VIII (FVIII:C) v lidské citratové plazmé nebo terapeutickych koncentratech, s
pouzitim automatizované nebo manuaini metody.

SHRNUTi A VYSVETLENi:

Technické:®

Faktor VIII je pfiblizné 280 kDa plazmaticky protein. Je pfitomen v plazmé ve velice nizké
koncentraci (100-200 ng/ml). V krvi je FVIII stabilizovan jeho vaznou na von Willebrandiv
Faktor (VWF), ktery dramaticky zvySuje jeho polo¢as v krevnim obéhu. Pokud je VWF
nepfitomen, FVIII je rychle odbouran z krve.

Klinické:*®

Deficit faktoru VIII (neboli antihemofilického faktoru A) vede k hemofilii A, vrozené koagulaéni
poruse. Hladina faktoru VIII je nizsi u von Willebrandové nemoci (vWD), u Disseminované
intravaskularni koagulaci (DIC) nebo u ziskané produkci FVIII inhibitoru.

Zvysena koncentraceFVIIl je pozorovana u zanétt nebo jaternich onemocnéni a muze byt
znakem zvySeného rizika Zilni trombdzy, Koncentrace FVIII je zvySena v téhotenstvi.

PRINCIP:

BIOPHEN™ Factor VIII:C metoda zahrnuje chromogenni méfeni kofaktoru FVIII:C.
V pfitomnosti fosfolipidt (PLP) a vapniku je FVIII:C aktivovan trombinem a tvofi enzymaticky
komplex s faktorem IXa, ktery aktivuje faktor X. Vysledny faktor Xa hydrolyzuje chromogenni
substrat, ktery vylou¢i paranitroanilin (pNa). MnozZstvi vylou¢eného pNa (méfeného absorbanci
svétla pfi 405nm) je pfimo umérné koncentraci FVIII:C ve vzorku (Faktor IXa, Trombin a
Faktor X jsou pfitomny v dané hladiné a prebytku).

FiXa + FVIILC* + PLPs | Ml [Fixa — FVIII:C* — PLPS]

SXa-11 $ > Peptide + pNA

l o
" = Fxa

NB: FVIII:C*: FVIII:C aktivovany thrombinem.

REAGENCIE:

Lidsky Faktor X, lyofilizovano. Obsahuije fibrin a polymeriza¢ni inhibitor fibrinu, BSA a
stabilizacni latky.

Aktivacéni reagencie, (IXA — Trombin — Vapnik - Fosfolipidy), lyofilizovano. Obsahuje
lidsky Faktor IXa, v urcité hladiné a nabytku, lidsky trombin, vapnik, syntetické fosfolipidy,
stabilizacni latky a BSA.

SXa-11, chromogenni substrat, specificky pro Faktor Xa (SXa-11), lyofilizovano.
Obsahuje inhibitor trombinu.

Tris-BSA pufr, tekuty. Contains 1% BSA, PEG, Factor VIII:.C stabilizing agents and
small amounts of sodium azide (0.9 g/L) as a preservative.

221402 > 2x 2.5 mL lahviky
4 x 25 mL lahvicky

221406 > 2 x 6 mL lahvicky
4 x 25 mL lahvicky

| UPOZORNENI A BEZPEENOSTNI OPATREN:

« Neékteré reagencie obsazené v téchto soupravach obsahuji materidly lidského a zvifeciho
puvodu. Kdykoliv je pro pfipravu téchto reagencii nutna lidské plazma, je potiebné testovat
plazmu na protilatky proti HIV 1, HIV 2 a HCV a pro povrchovy antigen hepatitidy B
schvalenymi metody a vysledky musi byt negativni. Zadné testy nemohou zcela vylougit
pFitomnost infekénich agens. Z tohoto duvodu je tieba pii manipulaci s timto biologickym
materidlem ucinit veSkera opatfeni nezbytna pfi pouzivani potencialné infek&nich produktd.
Odpad musi byt likvidovan v souladu s pfislusnymi mistnimi pfedpisy.

Pouzivejte pouze reagencie ze stejné série soupravy.

Studie stability ukazuji, Ze reagencie mohou byt prepravovany pfi pokojové teploté bez
degradace.

« Toto zafizeni pro diagnostické pouZiti in vitro je uréeno pro odborné pouZziti v laboratofi.

PRIPRAVA REAGENCI:

Zatku po vymrazovani opatrné vyjméte, aby se zabranilo ztratdm produktu pfi otevirani
lahvicky.

Rekonstituujte obsah kazdé lahvicky pfesné s :

221402 2.5 mL destilované vody

221406 P R2 6 mL destilované vody

Dobre promichejte do Uplného rozpusténi (Zajistéte, aby u nebyly zadné depozity na dné
lahvi€ky - popfipadé nechte stabilizovat po dobu 15 minut pfi 37°C a homogenizujte pred
pouzitim).

Zabrarite tvorbé pény a ihned vlozte do analyzatoru dle pfislusného aplikacniho protokolu.

Pro manualni metodu nechte stabilizovat 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C), pred
pouZzitim homogenizujte.
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Reagencie je pfipravena k pouziti; homogenizujte a vloZte ji pfimo do anayzatoru podle
instrukci uvedenych v navodu k pouziti.

U manualni metody nechte stabilizovat po dobu 30 minut pii pokojové teploté (18-25°C), pred
pouzitim homogenizujte.

SKLADOVANi A STABILITA:

Neoteviené reagencie musi byt skladovany pii teploté 2-8°C ve svém originalnim baleni. Za
téchto podminek mohou byt pouzivany az do doby exspirace vyti§téné na soupravé.

Stabilita reagencie po rekonstituci bez jakychkoli kontaminaci nebo vyparovani a
skladované uzaviené je:

- 72 hodin pfi teploté 2-8°C.

. 24 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).

. 3 mésice zmrazena pfi teploté -20°C nebo nizsi*

- Stabilita na palubé analyzatoru: viz specifické aplikace.

Stabilita reagencie po rekonstituci bez jakychkoli kontaminaci nebo vypafovani a
skladované uzaviené je:

. 3 mésice pii teploté 2-8°C.

- 7 dni pfi pokojové teploté (18-25°C).

- 3 mésice zmrazena pfi teploté -20°C nebo nizsi*

. Stabilita na palubé analyzatoru: viz specifické aplikace.
*Rozmrazte pouze jednou, co nejrychleji pfi 37°C a ihned pouzijte. Novou kalibraci provadéjte
se zmrazenou reagencii.

V plvodnim obalu a skladovana pfi 2-8°C je reagencie stabilni az do data expirace
vytisténého na soupravé, bez kontaminace nebo odparovani.

Zluté zabarveni znaé&i kontaminovany substrat. Lahvigku zlikvidujte a pouZijte novou.

POZADOVANE REAGENCIE A MATERIAL (NEJSOU SOUCASTi SOUPRAVY):

Reagencie:

* Destilovana voda.

e 20% kyseliny octové nebo 2 % kyseliny citronové (metoda endpoint).

* Referenéni materidly pro stanoveni FVIII:C v terapeutickych koncentratech (mezinarodni
nebo interni).

Specifické kalibratory a kontroly se zndmou titraci, jako jsou:

Néazev produktu Reference
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301

e Pro kalibraci nizkého rozsahu zfedte kalibrator v plazmé& s nedostatkem FVIII.C
(DPO40A/K).
Také viz specificky navod k pouziti analyzatoru.

Materialy:
* Analyzator se spektrofotometrickou a chromogenickou metodou.
« Stopky, kalibrované pipety, plastové zkumavky nebo mikrodesticky.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU:

Krev (9 dilt) musi byt opatrné odebrana do antikoagulantu citratu trisodného (1 dil) (0,109 M,
3,2%) pfimou venepunkci. Prvni zkumavku zlikvidujte.

Vzorky by mély byt pfipravovany a skladovany v souladu s mistnimi pokyny (pro USA viz
pokyny CLSI H21-A5° s dal$imi informacemi o odbé&ru, manipulaci a skladovani).

Informace o skladovani plazmy naleznete v referencich®%!%,

POSTUP:

Souprava muze byt pouZita pro kinetické, automatizované nebo manualni (endpoint) metody.
Test provadéijte pfi teploté 37°C a intenzitu barvy ur€ujte pfi 405 nm.

Pro automatizované metody jsou aplikacni navody k dispozici na vyzadani. Viz
specifické aplikace a specificka opatieni pro kazdy analyzator.

Metoda stanoveni :

1. Resuspendujte kalibratory a kontroly jak je uvedeno ve specifickych instrukcich. Pro
stanoveni kalibra¢ni kfivky by kalibratory mély byt fedény v pufru, viz nasledujici tabulka.
,C* definuje koncentraci FVIII:C.

Vysoky rozsah (0 az 200%):

Kdyz je kalibraéni kfivka stanovena s pouzitim komeréni kalibraéni plazmy (napt.: BIOPHEN™
Plasma kalibrator), fedéni 1/40 odpovida indikované koncentraci (C) FVIII:C a fedéni 1/20
dvojnésobku této koncentrace. U kalibratoru s titrem C se 200% hladina (za testovacich
podminek) ziska zfedénim tohoto kalibratoru nasledujicim faktorem: 20x (C) / 100.

Kalibraéni kfivka muze byt také stanovena pomoci smési citratované normalni plazmy
(nejméné 30 normalnich jedinct, muzd a Zen, ve véku od 18 do 55 let, bez znamé Iécby nebo
nemoci), které maji podle definice titr FVIII:C 100%. Test zahrnuje zifedéni plazmy 1/40, které
podle definice predstavuje 100% FVIII:C. Kalibraéni kfivka je v rozsahu od 5 do 200% FVIII:C.
Zredéni 1:20 v pufru predstavuje 200% FVIII:C.

Pripravte 1 mL roztoku normalni plazmy 1/20 nebo roztoku (20xC/100) kalibracni plazmy

titrované FVIII:C (i.e. C1). Tento roztok ma titr FVIII:C 200%. Pfipravte si nasleduijici kalibraéni
kivku sériovym fedénim v pufru [R4], jak je popsano v nasledujici tabulce:
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kalibratory C1 Cc2 C3 Cc4
EVIII:C (%) 200 100 50 0
Objem 200% kalibratoru FVIII:C 500 pL 250 uL 125 pL 0L
Objem pufru 0L 250 pL 375 uL 500 pL

Kalibra¢ni kfivka muze byt také stanovena z referenéniho materialu titrovaného FVIII:C
(mezinarodni standard nebo interni standard).

Tento material predem naredte v pufru aby se ziskal roztok 1 IU/ml, pak nafedte 1/20 v
R4 aby se ziskal roztok s 200% (2 1U/ml) titrem FVIII:C. Tento roztok pouZzijte ke stanoveni
kalibra¢ni kfivky v pufru jak bylo vysvétleno vyse.

Nizky rozsah (0 az 25%):

Kalibraci Ize provést pomoci smési citratované normaini plazmy nebo komeréni kalibra¢ni
plazmy se znamou koncentraci FVIII:C, tj. C. Zfedte tuto plazmu v plazmé s nedostatkem
FVIII:C (DP040A/K) ), aby se dosahlo 25% koncentrace (fedici faktor v nedostatecné plazmé
je 4 pro normalni smés a 4xC / 100 pro kalibrator s koncentraci C).

Metoda testu zahrnuje zfedéni plazmy 1/10. Kalibraéni kfivka je v rozsahu od 0 do 25%
FVIII:C. Zfedéni 1/10 v pufru pFedstavuje 25% FVIII:.C.

Pomoci tohoto roztoku vytvoite nasledujici kalibra¢ni kfivku v pufru | R4 | :

EVIII:C (%) 0 6.25 125 25
Objem 25% FVIII:C kalibratoru 0L 125 pL 250 pL 500 pL
Objem pufru 500 L 375uL | 250 pL oL

Kalibraéni kfivku pfipravte tésné pred pouzitim, aby nedoslo k degradaci FVIII:C.

2. Vzorky nafedte v pufru , jak je uvedeno v tabulce nize:

Vzorky Reference Rozsah Redéni
Vysoky 1/40
Kontroly 223201/223301 Nizky (po prediedéni 1/10 pfi 110
nedostatku FVIII:C)
Vysoky 1/40
Vzorky N-A. Low Nizky 1/10

Pro_terapeutické koncentrace FVIII:C, pfedem nafedte méfené vzorky (vysoké rozmezi)
, s cilovou koncentraci FVIII:C pfiblizné | IU/ml. Doporuéujeme pfedem naredit, aby se
teoretickd koncentrace FVII:C upravila mezi 0,2 a 2 IU/ml. Pak nafedte 1/40 v a
provedte test. Pfedpokladana koncentrace FVIII:C je pak mezi 20 a 200%.

(Namérfena koncentrace by pak méla byt vynasobena faktorem ,prediedéni®).

Vytvoite kalibra¢ni kfivku a testujte s kontrolami kvality. Pokud jsou fedéné vzorky skladovany
pfi pokojové teploté (18-25°C), musi byt testovany ihned. Pro kazdou sérii jsou koncentrace
kalibratort a kontrol uvedené na letdku dodavaném se soupravou.

3. Do jamek mikrodesticky nebo do plastové zkumavky inkubované pfi 37°C pfidejte
nasleduijici:

Mikrodesticka Zkumavka

Kalibratory, testované plazmy nebo kontroly fedéné v 50 pL 100 pL

Lidsky Faktor X predem inkubovana pfi 37°C 50 pL 100 pL

Aktivaéni reagencie predem inkubovana pfi 37°C 50 pL 100 pL
Promichejte a inkubujte pfi 37°C 5 minuty, nasledné pfidejte nasledujici:

SXa-11 predem inkubovana pfi 37°C [ 50 pL [ 100 pL

Promichejte a inkubuijte pfi 37°C pfesné 5 minuty:

Reakci zastavte pfidanim:

KONTROLA KVALITY:

Pouziti kontrol kvality slouzi k validaci shody metod spolu s homogenitou testu mezi sériemi
pro danou sadu reagencii.

Za Ucelem validace testu zahriite kontroly kvality do kazdé série podle spravné laboratorni
praxe. Nova kalibraéni kfivka by méla byt definovana nejlépe pro kazdou sérii testll a alespor
pro kazdou novou sadu reagencii nebo po Udrzbé analyzatoru, nebo kdyZz méfené hodnoty
kontroly kvality spadaji mimo akceptovatelny rozsah pro danou metodu.

Kazda laboratof si musi definovat a ovéfovat vlastni akceptovatelné rozsahy v daném
analytickém systému.

VYSLEDKY:

e Pro manualni end-point metodu stanovte kalibraéni kfivku log-log (vysoké rozmezi) nebo
lin-lin (nizké rozmezi), s OD 405nm na ose Y a koncentraci FVIII:C (v %) na ose X. Pokud
pouzivate kinetickou metodu, pouzijte AOD 405 misto OD 405.

e Koncentrace FVIII:C (%) v testovaném vzorku je odvozena pfimo z kalibraéni kfivky, pokud
je pouzita standardni diluce.

e Jsou-li pouzita jind Fedéni, ziskana hladina je naméfena hladina vynasobena dal§im
pouzitym fedicim faktorem.

o Vysledky by mély byt interpretovany podle klinického a biologického stavu pacienta.

OMEZENi:
o K zajisténi optimalniho vykonu testu a splnéni specifikaci je nutné se Fidit technickymi
instrukcemi ovérenymi spole¢nosti HYPHEN BioMed.

o Jakékoliv reagencie vykazujici neobvyklé pfiznaky nebo znamky kontaminace nesmi byt

pouzity.

Jakékoliv podezrelé vzorky nebo ty, které vykazuji znamky aktivace, nesmi byt pouzity.

FVII:C vysledky mohou byt ovlivnény u pacientG s terapii pfimym inhibitorem XA nebo

pacientd s mutaci FVIII.

I e FVIII méfeni je citlivé na pfimé anti-Xa inhibitory a bispecifické protilatky napodobujici
FVIN®,

OCEKAVANE HODNOTY:

Normalni hodnota FVIII:C pro plazmu u dospélého jedince je obecné mezi 50 a 150%. Kazda
laboratof si v§ak musi stanovit svij vlastni normaini interval.

CHARAKTERISTIKA:

o Nizky detekéni limit analyzatoru zavisi na pouzitém analytickém systému (<2% u vysokého
rozmezi a <0,5% u nizkého rozmezi na Sysmex CS-5100).

o Méfici rozmezi testu zavisi na pouzitém analytickém systému. Priblizné 2,5 az 250% pro

vysoké rozmezi a 0,25 az 30% pro nizké rozmezi na Sysmex CS-sérii.

Studie vykonu, provedena interné na Sysmex CS-5100, s laboratornimi kontrolami po dobu

20 dnU, 2 série denné, 2 opakovani v sérii pro danou kontrolni hladinu prokazala nasledujici

data:
Kenlia Me%i sériemi NJezj sériemi
n Pramér CV% SD n Pramér CV% SD
Vysoky Normalni 30 93.6 1.5 1.4 120 99.0 2.7 2.7
rozsah Abnormalni | 30 35.3 1.1 0.4 | 120 37.2 2.8 1.1
Nizky Normalni 30 9.9 1.9 0.2 120 10.1 4.4 0.4
rozsah Abnormalni | 30 4.0 3.3 0.1 120 3.9 4.7 0.2

» Korelace s referenéni metodou (Faktor VIII chromogenni test SIEMENS vs BIOPHEN™
Factor VIII:C na Sysmex CS-5100):

n=86 y=107x-7,19 r=0,989

Interference:

Zadné interference nebyly zaznamenany na analyzatoru Sysmex CS-5100 (pro vysoké
rozmezi) do nasledujicich koncentraci:

kyselina citronova (2%)* [ 50 uL [ 200pL ) Bilirubin Heparin o . .
Promichejte a zméfte optickou hustotd pfi 405 nm vaé odpovidajicimu blanku, heqouiehl (FIC) ey || ey || ApveliEn | REbGREE
*Nebo kyselina octova (20%). Vysledné Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny. 1000 mg/dL 60 mg/dL 2 IlU/mL 600 mg/dL 50 ng/mL 50 ng/mL

Slepy vzorek se ziska smichanim reagencii v obraceném poradi: kyselina citronova (2%), R3,
R2, R1, fedény testovany vzorek.
Optickou hustotu méfte pfi 405 nm. Odectéte namérenou hodnotu blanku z absorbance.

Slepy vzorek plazmy vytvore pokud je vzorek iktericky, lipemicky nebo hemolyzovany, nebo
pokud se barva lisi od standardni plazmy.

Kinetic method:

Méreni muze byt provedeno kinetickou metodou méfenim zmény v absorbanci mezi 10 a 100
sekundou po pfidani substratu (tedy AA405). V tomto pfipadé zde neni zapotfebi odecditat od
blank vzorku nebo zastavovat reakci.

Pokud je pro pouzivanou metodu pozadovan jiny reakéni objem, nez vySe uvedeny, musi byt
pomér objemu pfisné dodrzen, aby byla zaru¢ena G¢innost testu. UZivatel je zodpovédny za
ovéfeni vSech zmén a jejich vlivu na vSechny vysledky.

KALIBRACE:

Test BIOPHEN™ FVII:C muZe byt pro analyzu kalibrovan rGznymi FVIII:C. Soupravy
obsahujici kalibratory specifické pro tyto analyty a zahrnujici dynamicky rozsah testu jsou
dostupné u HYPHEN BioMed (viz POZADOVANE REAGENCIE A MATERIAL (NEJSOU
SOUCASTI SOUPRAVY)') a mohou byt pouZity k vygenerovani kalibra&ni kfivky specifické pro
testovany analyt.

« Kalibracni rozmezi je kolem 17 do 195% (vysoké rozmezi) a kolem 0,7 az 26% (nizké

rozmezi) na Sysmex CS-sérii.

Nasledujici kalibragni kfivky jsou pouze pfikladem. Pro sérii metody je nutné sestrojit
kalibra¢ni kfivky pro konkrétni podminky.

Vysoky rozsah Nizky rozsah

BIOPHENT™ FVIl:C BIOPHEN™ FVIILC
Sysmex C5-5100 Sysmex CS-5100
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Viz specificky navod k pouziti daného analyzatoru.
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a znacky uvedené v normé ISO 15223-1 viz dokument definic symbold.

H373: Mlze zpusobit poskozeni organt prodlouZenou nebo opakovanou expozici.

I Zmény ve srovnani s pfedchozi verzi.

D750-23/B1/1402-1406/v3



