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koncentratech.

POUZIT:

BIOPHEN FIX je souprava pro in vitro kvantitativni chromogenni stanoveni
aktivity Faktoru IX v lidské citratové plazmé nebo v Ié¢ebnych koncentratech.
Tato metoda je zalozena na amidolytické metodé manudini nebo
automatizované.

SHRNUTI:

Technické:

Faktor IX (FIX) je pfiblizné 55kDa glycoprotein zavisly na vitaminu K, ktery se
ucastni procesu koagulace. Jeho normalini koncentrace v lidské plazmé je 4 az 5
ug/mlt. FIX se aktivuje za pfitomnnosti vapniku Faktorem Xla. Aktivovany Faktor
IX (FIXa) tvofi za pfitomnosti vapniku a fosfolipidl aktivovany komplex
s Faktorem VIII:C. Tento komplex déle aktivuje Faktor X na FXa?.

BIOPHEN™ FIX souprava je pouZita pro testovani aktivity Faktoru IX v plazmé,
|é¢ebném koncentratu nebo jakékoli jiné biologické tekutiné.

Klinické:

Deficit faktoru IX (nebo antihemofilického faktoru B) vede k hemofilii B, vrozené
poruse koagulace>®”8°. Hladina faktoru IX je snizena u pacientd
podstupujicich anti-vitamin K |é¢bu, s poruchou jater, cirh6zou nebo DIC. Vysoka
koncentrace faktoru IX mGzZe ukazovat na zvysené riziko Zilni trombdzy?°.

PRINCIP:
BIOPHEN™ FIX metoda zahrnuje chromogenni test aktivity Faktoru IX (FIX). Za
ptitomnosti fosfolipid( (PLP) a vapniku Faktor Xla aktivuje FIX pfitomny ve
vzorky na aktivovany Faktor IX. Thrombinem aktivovany Faktor VIII:C (FVllla)
vytvaii s FIXa enzymaticky komplex a spolecné aktivuji Faktor X. Vysledny Faktor
Xa hydrolyzuje chromogenni substrat, ktery uvolni paranitroanilin (pNa).
Mnoizstvi pNa (méfena absorbance pfi 405 nm) je pfimo Umérny koncentraci
Faktoru IX ve vzorku. Faktor Xla, Faktor VIII:C a Faktor X jsou v prebytku.

FIXa + FVII.C* + PLPs L [FIXa - FVIII:C* - PLPs]
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Pozn.: FVIII:C* : Thrombinem aktivovany FVIII:C

REAGENCIE:
Reagencie 1: Lidsky FX-FVIII:C:
Lidsky FX a lyofilizovany FVIII:C. Obsahuje dihydrat chloridu vapenatého, sulfat
médnaty a polymerizacni ihibitory fibrinu a stabilizacni latky.
Reagencie 2: Aktivacni reagencie: Lyofilizovano. Obsahuje lidsky Faktor Xla
v konstantnim a optimalizovaném mnoZstvi, lidsky thrombin, dihydrad chloridu
vapenatého, imidazol, syntetické fosfolipidy a stabilizacni latky.
Reagencie 3: Substrat: Lyofilizovany chromogenni substrat specificky
Faktoru Xa (SXa-11).

Reagencie 4: Pufr: Tris-BSA reakéni pufr. Obsahuje 1% BSA, PEG, stabilizacni
latky Faktoru VIII:C a Azid Sodny (0,9g/1) jako konzervans.

221801 > 2 lahvitky po 1 ml.

R4) 2 lahvitky po 15 ml.
221802 >

2 lahvigky po 2,5 ml.
m 2 lahvicky po 25 ml.
RREF| 221806 >

2 lahvicky po 6 ml.

m 4 lahvicky po 15 ml.

UPOZORNENI:

e Neékteré reagencie vsoupravé obsahuji materidl lidského a zvifeciho
plvodu. Kazda darcovska jednotka lidské krve pouzita na vyrobu byla
testovana registrovanymi metodami a shledana negativni na pfitomnost
protilatek k HIV 1, HIV 2, HCV a antigenu hepatitidy B.

REF| 221801 [R1/[R2/[R3 2 x 1 ml; R4/ 2 x 15 ml
REF 221802 R1/R2[R3|2 x 2,5 ml; R4 2 x 25 ml

2 x 6 ml; R4/4 x 25 ml Tel
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Presto Zadna metoda nemUzZe plné zarudit nepfitomnost infekénich agens.
Proto musi byt s produkty biologického plvodu zachazeno s opatrnosti,
jako s potencialné infekénimi.

e Azid sodny miZe reagovat s olovénym a médénym potrubim za vzniku
vysoce explozivnich azidd kovd.

e Odpadni materidl zlikvidujte dle
s odpadem.

e Studie stability prokazaly, Ze reagencie mohou byt prepravovany za
pokojové teploty bez poskozeni.

e Pouze pro poufiti In Vitro.

lokdlnich smérnic o zachdazeni

PRIPRAVA REAGENCIE:
Reagencie jsou v lahvi¢kach lyofilizovany pod vakuem. Abyste predesli ztraté
produktu, otevirejte lahvicky opatrné.

Rozpustte obsah lahvi¢ky s presné:
1 ml destilované vody
2,5 ml destilované vody
6 ml destilované vody

Dobfe promichejte, dokud se obsah nerozpusti (zajistéte, Ze u R3 nejsou
deposity na dné lahvicky), zabrafite tvorbé pény. Po promichani vioZte do
analyzatoru dle aplika¢niho protokolu.

Pro manudlni metodu nechte stabilizovat 30 minut za pokojové teploty (18-25°C)
za obc¢asného promichdni. Pred pouZitim promichejte.

Reagencie je pfipravena k pouziti. Homogenizujte obsah a vloZte do
analyzatoru dle aplika¢niho protokolu.

Pro manudini metodu nechte stabilizovat 30 minut za pokojové teploty (18-25°C)
za obc¢asného promichdni. Pred pouZitim promichejte.

PODMINKY SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie skladované pfi 2 — 8°C v origindlnim baleni jsou stabilni
do data expirace uvedeného na obalu.

REF| 221802 / 221806:
Stabilita rozpusténé, uzaviené reagencie, pokud je zabranéno
kontaminaci a odpafovani, je:

= 24 hodin pfi2-8°C

= 8 hodin pfi pokojové teploté (18 — 25°C)

= 2 mésice pfi-20°C a méné*

= Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.
Stabilita rozpusténé, uzaviené reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani, je:

= 1 mésic pii2-8°C

= 7 dni pfi pokojové teploté (18 — 25°C)

= 2 mésice pfi-20°C a méné*

= Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.
*Rozmrazte pouze jednou co nejrychleji pfi 37°C a ihned pouZijte. Provedte
novou kalibraci pro zmrazené reagencie.

REF| 221801:
Stabilita rozpusténé, uzaviené reagencie, pokud je zabranéno
kontaminaci a odpafovani, je:

= 24 hodin pfi2-8°C

= 8 hodin pfi pokojové teploté (18 — 25°C)

= Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.

221801 / 221802 / 221806:

V origindlnim baleni, skladovédna pfi 2 — 8 °C, pokud je zamezeno
kontaminaci a odparovani, je reagencie stabilni aZ do data expirace uvedeného
na obale.

NazZloutlé zbarveni je znamkou kontaminace substratu. Takovy substrat
nepouzivejte a naénéte novou lahvicku.
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REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY:

Reagencie:

= Destilovand voda.

= Kyselina octova (20%) nebo citronova (2%) — pro End-Point metodu

= Referencni materidl pro Faktor IX test v Ié¢ebnych koncentracich
(mezinarodni nebo narodni).

= Specifické kalibratory a kontroly se zndamou hladinou, napf.:

Jméno produktu Referencni Cislo
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301

= Pro kalibraci nizkého rozmezi, rozpustte kalibrator ve Faktor IX deficitni
plazmé (DPO50A/K).
Odkazte se na specificky aplikacni protokol pro pouzity analyzator.

Materidl:
= Spektrofotometr, fotometr nebo automaty pro chromogenni testy.
= Stopky. Kalibrované pipety.

PRIPRAVA A ODBER PLASMY:

Krev (9 dild) by méla byt opatrné odebrana do antikoagulantu - citratu sodného
(1dil; 0,109 M, 3,2%) ptimou venepunkci. Prvni zkumavka by méla byt
znehodnocena.

Pfiprava a skladovéani vzorkd se provadi dle lokélnich doporuceni (v USA
smérnice CLSI H21-A5, doporuceni a dalsi informace tykajici se odbéru vzorku,
jeho skladovani a zachézeni s nim).

Pro informace o skladovani plazmy odkazujeme na reference??.

PROVEDENi:
Tato souprava mulZe byt pouZita pro automatické a manudlni (Endpoint)
metody. Test provadéjte pfi 37°C. Absorbance je méfena pfi 405nm.

Pro automatickou metodu, aplikacni protokoly pro analyzatory jsou dostupné
na vyzadani. Odkaite se na specifické aplikace a opatieni pro kaidy
analyzator.

Pribéh méfeni:

1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly podle jejich specifickych instrukci. Pro
kalibraéni kfivku fedte kalibratory R4 pufrem, viz nize (,C“ je definovana jako
koncentrace Faktoru IX):

Vysoké rozmezi (5 — 200%):

Pokud je pro kalibraci pouZita komeréné dostupna kalibraéni plazma (napf.:
BIOPHEN Plasma Calibrator) se znamou hladinou FIX (C), pak fedéni 1:100
odpovida této udané hodnoté a fedéni 1:50 dvojnasobku této hodnoty.

Poutziti kalibraéni plazmy s koncentraci FIX hodnoty C umozni ziskat vysledek az
do 200% FIX (dle podminek testu) pouzitim nasledujiciho dilu¢niho faktoru:

50 x (C):100

Kalibraéni kfivka miZe byt téZ stanovena poolovanou citratovou plazmou
(pfipravenou od nejméné 30-ti zdravych osob, muzl a Zen ve véku mezi 18 a 55
lety, ktefi neuzivaji Zadné Iéky). Hodnota této plazmy se uvadi 100% FIX. Test se
provadi pfi fedéni plazmy 1:100 a takto narfedéna plazma reprezentuje v testu
100% aktivity FIX. Dynamické rozmezi kalibraéni k¥ivky je 5 — 200% FIX. 200%
aktivity FIX je ziskano fedénim poolované plazmy 1:50 (Tris pufrem R4).
Pfipravte 2 ml fedéni normalni poolované plazmy v poméru 1:50 nebo
(50xC:100) referencniho materidlu, kalibratoru. To odpovidd 200% FIX
(oznaceno C1). Kalibra¢ni fada se pak ziska sériovym redénim dle nasledujiciho
vzoru:

s deficitni plazmou je 5 pro poolovanou plazmu a 5xC/100 pro kalibrator
s koncentraci C).

Metoda zahrnuje fedéni plazmy 1/20. Dynamické rozmezi kalibraéni kfivky je 1
az 20% Faktoru IX. Rozpusténi 1/20 v R4 pufru representuje 20% Faktoru IX.

Stanovte kalibrac¢ni kfivku pomoci této smési v R4 pufru:

FIX(%) 20 10 5 2,5 1 0
Objem 20% FIX
Kalibrétoru 500 pl 250 pl 125 ul 65 pl 25 pl ol
Obejm R4
oufru ol 250l | 375ul | 455pl | 475u | 500 pl

Kalibracni kfivku stanovte tésné pred pouzitim, abyste predesli degradaci
Faktoru IX.

2. Redte vzorky v R4 pufru, viz nize:

Vzorky Referencni ¢islo Rozmezi Diluce
Vysoké 1/100
Nizké (po 1/10
Kontroly 223201/223301 | b fredaniv FIX deficitni | 1/20
pl.)
Vysoké 1/100
Vzork -
zory Nizké 1/20

Pro lé¢ebné koncentraty Faktoru IX (a jiné biologické tekutiny, pro které je test
provadén) fedte vzorky (pro vysoké rozmezi) vR4 tak, abyste dosahli
koncentrace FIX pfiblizné 1 1U/ml. Doporuduje se pfipravit pfediedény vzorek
tak, aby oéekdvand naméfend koncentrace FIX byla mezi 0,2 — 2 1U/ml. Tento
vzorek je pak v testu déle fedén 1:100 pufrem R4. Pak je koncentrace FIX v
rozmezi 20 — 200%.

(Zmérena koncentrace musi byt vidy vynasobena pred-dilu¢nim faktorem.)

Stanovte kalibraéni kfivku a provedte kontrolu kvality. Pokud jsou fedéné vzorky
skladovény za pokojové teploty (18 — 25°C), musi byt testovany do dvou hodin
po fedéni.

Pfesné koncentrace pro kalibratory a kontroly jsou uvedeny na
prilozeném s jejich baleni.

letdku

3. Na mikrotitracni desticce nebo v plastové zkumavce inkubované pfi 37°C:

Mikrotitracni
destitka Zkumavka
Vzorky, kontroly nebo kalibratory rozpusténé 50l 200
v R4
R1: Lidsky FX-VIII:C inkubovany pti 37°C 50 ul 200 pl
Promichat a inkubovat 2 minuty pfi 37°C, pak pridat:
R2: Aktivacni reagencie inkubované pti 37°C | 50 pl | 200 pl
Promichat a inkubovat 3 minuty pfi 37°C, pak pfidat:
R3: Substrat SXa-11 inkubovany pfi 37°C | 50 pl | 200 pl
Promichat a inkubovat 2 minuty pf¥i 37°C pfesné.
Zastavit reakci pridanim:
Kyseliny citronové (2%)* 50 pl | 200 pl

Promichat a méfit absorbanci pfi 405 nm proti korespondujicimu blanku.

*Nebo kyselinou octovou (20%). Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.

Vzorek blank — ziskame smichdnim reagencii v obrdceném poradi, neZ jak je
priddvame do testu. To je: kyselina citronovd (octovd), R3, R2, R1, redéeny vzorek.
Absorbance se méfi pfi 405 nm, hodnotu blank odectéte od absorbance
testovanych vzorku.

Vytvorte blank vzorek, pokud je plazma iktericka, lipemicka, hemolyzovana nebo
pokud je jeji barva odlisna od standardu.

Pro kinetickou metodu pouZivejte AOD 405 misto OD 405.

Kalibrator C1 C2 Cc3 c4 C5 0
%FIX 200 100 50 25 5 0
. . 1000 pl | 500l | 500 ul | 500 wl | 100 pl oul
Objem kalibratoru
) Cl C1 Cc2 Cc3 Cca Kinetickd metoda:
Objem R4 pufru Ol 500 ul | 500l | 500l | 400 ul | 500 pl

Kalibrac¢ni kfivka muaze byt téZ sestrojena za pouziti referenéniho materidlu pro
FIX (mezinarodni nebo narodni standard).

Predredte tento pfipravek (se zndmou hladinou FIX) pomoci R4 pufru tak, aby
byla koncentrace 1 IU/ml a potom fedte 1:50 pufrem R4 pro ziskani
koncentrace 200% FIX (2IU/ml). Pfipravte kalibraéni fadu stejné jako
s poolovanou, viz vyse.

Nizké rozmezi (0 — 20%):

Kalibrace mUze byt provedena poolovanou lidskou citratovou plazmou nebo
komeréni kalibraéni plazmou s uréenou hladinou FIX (C). Red'te tuto plazmu v FIX
deficitni plazmé (DPO50A/K) tak, abyste dosahli 20% koncentrace (fedici pomér

Test mUzZe byt pouZit pro kinetickou metodu. V tom pfipadé se méfi zména
absorbance mezi 10 a 100 sekundou po ptidani substratu. Zde potom neni
nutné odeditat blank nebo zastavovat reakci. Vysledek je ziskdn jako zména
absorbance v Case (AA405) pro kalibratory a vzorky.

Pokud jsou pozadovény vyssi nebo nizsi reakéni objemy nez uvedené, je nutné
dodrZzet poméry mezi koncentracemi reagent( a pouzitymi objemy. UZivatel je
zodpovédny za validace zmén a jejich dopadu na vysledek testu.
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KALIBRACE:

BIOPHEN™ FIX muZe byt kalibrovan pro test Faktoru IX v plazmé nebo
lé¢ebnych koncentratech. Kalibracni plazma zabirajici dynamické rozmezi testu
je dostupna od HYPHEN BioMed (viz REAGENCIE A METERIAL POTREBNY, V KITU
NEPRITOMNY) a muze byt pouzita pro stanoveni kalibraéni k¥ivky.

NiZze uvedena kalibra¢ni kfivka je pouze priklad a byla ziskdna na analyzatoru
Sysmex CS-2000i. Pro kazdou sérii testl je nutné stanovit novou kalibraéni
kFivku.

BIOPHEN™ FIX BIOPHEN™ FIX
Sysmex CS-2000/ Sysmex CS-2000/
-a
04 e - 064 -
’ 032 B
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£ . ot o
g 02 o -
o = 008 -
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o1 M ooz ¥
18 72 288 o7 14 28 58 12 224
%FIX HFIX

KONTROLA KVALITY:

Kontrola kvality umoZriuje validaci shody metody a testovani homogenity mezi
sériemi pro danou $arzi reagencii.

Zaclente kontrolu kvality do kazdé série testl, podle spravnych laboratornich
postupd, pro validaci testu. Nova kalibrace musi byt provedena nejméné pro
kazdou novou 3arZi reagencie, po kazdé vyznamné opravé ¢i Udrzbé pfistroje,
nebo kdyz vysledek kontrol je mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof musi definovat vlastni pfijatelné rozmezi kontrol pro konkrétni
analyticky systém.

VYSLEDKY:

e Pro manualni Endpoint metodu tvorte kalibracni kfivka bi-logaritmicky, s OD
405 nm na ose Y a koncentraci Faktoru IX v % na ose X.

e Koncentrace Faktoru IX v testovaném vzorku jsou pfimo odecteny z kalibra¢ni
krivky, za pfedpokladu Ze jsou pouZity pavodni fedéni.

o Vysledky musi byt interpretovany s pfihlédnutim k biologickému a klinickému
stavu pacienta.

e Pii pouiziti jinych fedéni musi byt vysledek ndsoben pouZitym diluc¢nim
faktorem “D” a déleno 100 — tedy D/100 pro vysoké rozmezi a 20 — tedy D/20
pro nizké rozmezi.

LIMITY:

e Abyste zajistili optimalni vykon testu a specifikaci, dodrZujte technické pokyny
validované HYPHEN BioMed. Laboratof je zodpovédna za validaci jakychkoliv
zmén pokynu pouZziti.

o Jakékoliv reagencie sneobvyklym vzhledem nebo vykazujici
kontaminace musi byt znehodnoceny.

o Jakékoliv vzorky s neobvyklym vzhledem nebo vykazujici znamky aktivace
musi byt znehodnoceny.

znamky

PREDPOKLADANE HODNOTY:

Normalni hodnota Faktoru IX pro dospélou plazmu je obecné mezi 73 a 167%
(Sysmex CS 5100). Kazda laboratof by si ale méla stanovit vlastni pfijatelné
rozmezi.

CHARAKTERISTIKA:

o Dolni detekéni limit je méné nez 2% pro vysoké rozmezi a méné nez 0,5% pro
nizké rozmezi.

e Oblast méreni pro Sysmex CS-2000i je mezi 1 a 250% pro vysoké rozmezi a
mezi 0,8a30% pro nizké rozmezi (A obecné mezi 5 a 200% pro vysoké
rozmezi a mezi 1 a 20% pro nizké rozmezi).

e Studie vykonu byly provadény vnitfné na 1 3arZi reagencii za pouZiti Sysmex
CS-2000i.

Vykon byl testovan za poutziti laboratornich kontrol po dobu 20 dni, 2 série
denné s duplikacemi v kazdé sérii pro hladinu kontrol. Vyslednd data jsou
uvedena v tabulce.

Vysoké rozmezi
Kontrola Intra-série Inter-série
N Pramér SD CV% n Pramér SD CV%
Normal 30 85,7 1,0 1,2 80 83,1 4,1 4,9
Abnormal 30 36,5 0,9 2,4 80 35,7 2,0 5,6
Nizké rozmezi
Kontroly Inter-série
n Pramér SD cv
Normal 80 8,3 0,5 6,2
Abnormal 80 3,6 0,2 6,4

e Korelace s referenéni metodou (STA® C.K. PREST® na STA-R vs BIOPHEN™ FIX
na Sysmex CS-5100):
n=102 y=0,97x-0,10
e Interference:
Zadné interference do (Sysmex CS-2000i, vysoké rozmezi):

r=0,983

Intralipidy | Hemoglobin | Dabigatran Bilirubin Apixaban Heparin
(me/c) | (me/e) | (ng/mi) | (/O | ngmp | (UFH/LMIWA)
(mg/dl) (1u/ml)
1000 1000 500 60 50 2

Odkazte se na specificky aplikacni protokol.
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SYMBOLY:
PouZité symboly a znacky jsou v ISO 15223-1 standart, viz dokument definice
symbol.

H412: Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.

H314: Zplsobuje tézké poleptani kiiZze a poskozeni o¢i.
H318: Zplsobuje vazné poskozeni o¢i.
H360D: MUzZe poskodit plod v téle matky.
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