BIOPHEN™ DTI

CKO012K

C€ R1R2 2x2,5ml,[R32x 25 ml

trombinu (DTI).

POUZIT]:

BIOPHEN™ DTI souprava je urfena pro in vitro chromogenni kvantitativni stanoveni
pfimych inhibitort (DTI) trombinu (Flla) jako jsou Hirudin, Dabigatran a Bivalirudin v lidské
citratové plazmé za pouziti anti Ila manuéini nebo automatické metody.

SHRNUTI:

Technické:

BIOPHEN™ DTI souprava je urena pro chromogenni anti-lla metodu specifickou na
pfimé inhibitory Flla a neni citliva na pfitomnost heparinu (UFH a LMWH)2:3,

Klinické:

Pfimé trombinové inhibitory (DTI) jako Dabigatran, Hirudin a Bivalirudin jsou pouzivany
jako prevence nebo lécba trombozy (vendzni tromboembolismus, mrtvice, embolie,
HIT...). DTI mdze byt téz méfen v plazmé, pokud je podezieni na pfedavkovani léku.'#

PRINCIP STANOVENI:

BIOPHEN™ DTI je chromogenni metoda zaloZena na inhibici konstantniho a v nadbytku
pfidaného mnozstvi trombinu (Flla) DTI. Zbyly trombin hydrolyzuje thrombin-specificky
substrat (CS-01 (81)) za uvolnéni paranitroalaninu (pNA). MnozZstvi uvolnéného pNA
(méFené pii 405 nm) je nepfimo Umérné koncentaci DTI ve méfeném vzorku.

[DTI] + [Flla v nadbytku] = [Flla-DTI] + [rezidualni Flla]
[Zbytek Flla] + Substrat =» Peptide + pNA

REAGENCIE:

Trombi specificky chromogenni substrat (CS-01(81)), lyofilizovano v pfitomnosti
stabilizatord, heparin neutralizujici latky a inhibitor polymerizace fibrinu.

@ Lidsky trombin, purifikovany, lyofilizovany v pfitomnosti stabilizatord. Obsahuje BSA.
R3] Tris-BSA pufr. Tris NaCl reakéni pufr. Pfipraveny k pouiti. Obsahuje BSA a malé
mnoZstvi azidu sodného (0,9 g/l).

UPOZORNENI:

o Nekteré reagencie v soupravé obsahuji materidl lidského a zvifeciho plvodu. Lidska
plazma pouZitd pro vyrobu byla testovana registrovanymi metodami a shledana
negativni na HIV 1, HIV 2, HCV a povrchové antigeny hepatitidy B. Zadny test nemiize
zarucit stoprocentni absenci patogennich latek a proto by mélo byt s materidlem
manipulovano dle vSech potrebnych bezpecnostnich predpisi pro material
potencionalné infekéni.

o V kontaktu s olovénymi nebo médénymi trubkami mize azid sodny vytvaret explozivni
azidy kov(.

o Odpad likvidujte dle pfislusnych mistnich platnych regulaci.

o PouZivejte pouze reagencie pouze stejné SarZe.

o Studie stability prokazuiji, Ze reagencie mohou byt pfevazeny pfi pokojové teploté bez
degradace.

o Pouze pro in vitro diagnostické pouZiti v laboratofi.

> 2 lahvicky po 2,5 ml.
> 2 lahvicky po 25 ml.

H373: Mize zpUsobit poskozeni organi opakovanou nebo prodlouzenou expozici.

PRIPRAVA REAGENCIi:
Reagencie jsou lyofilizované v lahvickach ve vakuu. Pfi otevirani lyofilizovanych reagencii
opatrné odeberte zatku, aby se zabranilo ztraté lyofilizatu.

KaZdou lahvicku rozpustte s 2,5 ml destilované vody. Opatmé michejte, dokud
se obsah UpIné nerozpusti; zabrante tvorbé pény. lhned po poromichani vioZte do
analyzatoru dle specifického aplikacniho protokolu.

Pro manudlni metodu nechte reagencie stabilizovat 30 minut pfi pokojové teploté (18 —
25°C) a homogenizujte pfed pouzitim.

Reagencie pfipravena k pouziti. Homogenizujte obsah pfed pouzitim a vlozte do
analyzatoru dle pfislusného aplikacniho protokolu.

Pro manuélni metodu nechte reagencii stabilizovat pfi pokojové teploté (18 — 25°C) po
dobu 30 minut; homogenizujte pfed pouzitim.

PODMINKY SKLADOVANI:
Neoteviené reagencie musi byt skladovany pfi 2-8°C, ve svém originalnim baleni. Za
téchto podminek je stabilni az do doby expirace, ktera je vytisténa na kazdé krabicce.
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Stabilita reagencie po rozpusténi, pokud je predejito kontaminaci a odpafovani a
pokud je reagencie skladovana uzaviena, je:

e 4tydny pfi2-8°C.

e 24 hodin za pokojové teploty (18-25°C)

e 2 mésice pfi-20°C nebo méné*.

e  Stabilita v analyzatoru: Viz specificky aplikacni protokol pro dany

analyzator.

*Rozmrazujte pouze jednou co nejrychleji pii 37°C a ihned pouZijte.

Stabilita reagencie po otevieni, pokud je predejito kontaminaci a odpafovani a pokud
je reagencie skladovana uzaviena, je:

e 8 tydnd pfi 2-8°C.

e 7 dniza pokojové teploty (18-25°C)

e  Stabilita v analyzatoru: Viz specificky aplikacni protokol pro dany

analyzator.

Pokud substrat zeZloutne, je kontaminovany. Odstarite kontaminovany substrat a naénéte
novou lahvicku.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEOBSAZENY:

Reagencie:

e Destilovana voda.

o 20% kyselina octova nebo 2% kyselina citrénova (End point metoda).

e Referencni material pro DTI, ktery ma byt testovan (mezindrodni nebo wnitfni
standard, farmaceuticky pfipravek atp.), nebo specifické kalibratory a kontroly se
znamou hladinou, napfiklad:

BIOPHEN™ N T

S Dabigatran Plasma Plasma Hirudin BI.O PI.'IEN.
Kalibratory . . Standart Bivalirudin

Calibrator / Calibrator . .
L Low / High Calibrator
ow

Katalogove | - 922.801/222 901 SC020K / SCO20L 266701
BIOPHEN™ BIOPHEN™
Kontroly Dabigatran Plasma Hirudin Control Bivalirudin

Control Plasma / Low Control

Ref"?“c"' 224701225 001 SC025K 225701

Dale odkazujeme na specificky aplikacni protokol pro pouZity analyzator.
Material:

o Spektrofotometr, fotometr nebo automaticky pfistroj na chromogenni testovani.
o Stopky, kalibrované pipety, plastové zkumavky.

ODBER VZORKU:

Krev (9 dilti) musi byt odebrana do 0,109 M tri-sodného citratového antikoagulancia (1 dil;
0,109M, 3,2%), pfimou venepunkci. Prvni odebrana zkumavka by méla byt
znehodnocena.

Vzorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich fadd.

Pro skladovani plazmy odkazujeme na references¢

PROVEDENI:

Souprava je urena pro kinetickou automatickou nebo manuélni (end-point) metodu.
Stanoveni se provadi pfi teploté 37°C a vyvoj zbarveni je méfen 405 nm.

Manualni metoda:

1. Rozpustte kalibratory dle jejich pokynu. Kalibracni plazmy by mély byt fedény v
pufru dle tabulky nize:

Kalibrator Referencni ¢islo Redéni v R3]
BIOPHEN™ Dabigatran Plasma Calibrator 222801 1:10
BIOPHEN™ Dabigatran Calibrator Low 222901 1:2
BIOPHEN™ Bivalirudin Calibrator 226701 1:2

Pro Hirudin m{ize byt pouZita poolovana plazma se znamou hladinou Hirudinu. Kalibraéni
plazmy by mély byt pfipraven a fedény v R3] pufru, viz nize:

Hirudin, nizké rozmezi
(SC020K) pg/ml 0 0,5 1 1,5 2
Normalni plazma s 2 pg/ml Hirudinu (pl) 0 25 | 50 | 75 | 100
Normélni plazma (pl) 100 75 | 50 | 25 0
Pufr]@ 900 900 | 900 | 900 | 900
IVD
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H'r“d'“’(g’g‘;ﬁ)r°zmez' pg/ml 0 | 125|250 | 375 | 5
Normalni plazma s 5 pg/ml Hirudinu (ul) 0 25 50 75 100
Normélni plazma (pl) 100 75 50 25 0
Pufr R3 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400

2. Vzorky a kontroly by mély byt fed&ny za pouziti diluéniho pufru , viz nize.

Vzorek Referenchni ¢. Redéni
BIOPHEN™ Dabigatran Control Plasma 224701 1:10
BIOPHEN™ Dabigatran Control Low 225 001 1:2
1:10 (standartni
Testovana plazma - rozsah)
1:2 (nizky rozsah)
Vzorek Reference Redéni v
BIOPHEN™ Bivalirudin Control 225701 1:2
Vzorky - 1:2
Redéni v R3
Vzorky Reference Vysoké Nizké
rozmezi rozmezi
Plasma Hirudin Control SC025K 1:25 1:10
Vzorky - 1:25 1:10

Stanovte kalibracni kfivku a zkontrolujte ji s kontrolami kvality. Redéné plazmy
skladované pfi pokojové teploté musi byt testovany co nejdfive. Pfesné koncentrace
kalibratord a kontrol jsou uvedeny na letaku, pfilozeném ke kazdému kitu.

3. Pro manuélni metodu pfipravte do plastové zkumavky nebo mikrotitraéni desticky pfi
37°C néasledovné:

Reagencie Zkumavka | Mikrodesticka
Redény kalibrator, kontroly, testovana plazma 200 pl 50 pl
: Thrombin specificky, chromogenni Substrat 200 pl 50 pl

Promichejte a inkubujte pfi 37°C po dobu 2 minut presné, potom pridejte:
Lidsky Thrombin predehatyna37°C | 200l | 50l
Promichejte a inkubujte pfi 37°C po dobu 2 minut presné, poté zastavte pfidanim

Kyselina citronova (2%)* ‘ 400 pl ‘ 100 pl
Promichejte a méfte vyvoj zbarveni pfi 405 nm proti blanku
*Nebo kyselinu octovou (20%). Zluta barva je stabilni po dobu 2 hodin.
Blank vzorku obdrZite michanim reagencii v opacném pofadi postupu testu. (Kyselina
citronova 2%, R2, R1, rozpustény vzorek).
Optickou hustotu méfte pfi 405 nm. Blank vzorky odeditejte od naméfené hodnoty.
Udeélejte slepy vzorek v pfitomnosti vysoce lipemickych, ikterickych nebo hemolytickych
plazem — nebo pokud ma plazma jinou barvu nez je obvyklé.

Pokud jsou pozadovany jiné reakéni objemy, musi byt jejich poméry pro kazdou reagencii
pfisné dodrzovany. Osoba provadéjici tyto zmény je zodpovédna za jakékoliv zmény a
jejich dusledky na vysledky.

Kineticka metoda:

Test muze byt proveden i kinetickou metodou. Vtom pfipadé je absorbance
zaznamenana od 10 do 100 sekundy po pfidani substratu (AA405). V tom pfipadé neni
nutné odeditat blank nebo zastavovat reakci.

Pro automatickou metodu jsou dostupné aplikacni protokoly na vyzadani.
Odkazujeme na specifické aplikacni protokoly a bezpe¢nostni opatieni pro pouzity
analyzator.

KALIBRACE:

BIOPHEN™ DTI test mlZe byt kalibrovan pro testovani Pfimych Inhibitord Trombinu
(DTI), napfiklad Dabigatran, Hirudin a Bivalirudin. Kalibratory plazmy zahmuijici celé
rozmezi Kalibrace jsou k dispozici od HYPHEN BioMed (viz REAGENCIE A MATERIAL
POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY). Tyto kalibratory mohou byt pouzity ke
stanoveni kalibraéni kfivky specifického testovaného analytu.

e Standartni rozmezi pro Dabigatran je pfiblizné od 0 az 500 ng/ml.

o Nizké rozmezi pro Dabigatran je pfiblizné od 0 do 110 ng/ml a 0 az 2 pg/ml pro
Hirudin.

o \/ysoké rozmezi pro Hirudin je pfiblizné od 0 do 5 pg/ml.

o Rozmezi kalibrace pro Bivalirudin je pfiblizné od 0 do 5 pg/ml.
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Kalibraéni kfiivky uvedeny nize jsou pouze pfiklad. Pro viastni méfeni musi byt stanovena
vlastni kalibra¢ni kfivka.
Hirudin nizké rozmezi

BIOGPHEN™ DTI
STA-R®

Hirudin standartni rozmezi

BIOPHEN™ DTI
STA-R?

0D 405nm
0D 405nm

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 0 1 2 3 a 5 6
Concentration (ugmL) Concentration (g/mL)

Dabigatran nizké rozmezi Dabigatran standartni rozmezi

BIOPHEN™ DTI BIOPHEN™ DTI
€5-5100 55100

0D 405nm
oD 405nm

000 2000 4000 6000 BOOD 10000 12000 o 100 200 3 am 500
Concentration (ng/mL) Concentration [ng/mL)

BIOPHEN™ DTI - Bivalirudin
€8-5100

0 1.9 227 37 5,83
Concentration (pgimL)

KONTROLA KVALITY:

PouZiti kontrolnich plazem umoziuje jak validaci kalibracni kfivky, tak i homogenni
reaktivity mezi sériemi pfi pouZiti stejné Sarze reagencie. Provedte kontrolu kvality
v kazdé sérii pro validaci méfeni.

Nova kalibraéni kfivka by méla byt stanovena nejlépe pro kazdou sérii testd a alespon pro
kaZdou navou 3arZi reagencie, pfi opravé analyzatoru, nebo pokud jsou naméfené
hodnoty mimo pfijatelné rozmezi pro pouzitou metodu.

Kazda laboratof si musi stanovit viastni pfijatelné rozmezi méfeni a verifikovat jej na
svém analytickém systému.

VYSLEDKY:
e Pii pouziti manuélni End-Point metody vykreslujte kalibraéni kfivku s odpovidajici
absorbanci OD 405nm na ose Y a koncentraci analytu na ose X.
—  Pro Dabigatran pouzijte semilogaritmicky (Log-Lin) graficky papir (ng/ml
-0D).
—  Pro Hirudin pouzijte linearni (Lin-Lin) graficky papir (ug/ml - OD).
—  Pro Bivalirudin pouzijte linearni (Lin-Lin) graficky papir (ug/ml - OD)
v polynomu 3 fadu.
o Pro kinetickou metodu pouzijte AOD 405 misto Od 405.
e Koncentrace DTI v méfeném vzorku je pfimo odectena z kalibraéni kfivky, pokud je
pouZito standardni fedéni.
o Vysledky pro Dabigatran jsou v ng/ml a pro Hirudin a Bivalirudin v ug/ml.
e Pokud jsou pouzita jind fedéni, musi byt ziskané hodnoty nasobené pouzitym
diluénim pomérem.
o Vysledky by mély byt interpretovany dle klinického a biologického stavu pacienta.

LIMITY:

e Pro ziskani optimalnich vysledk(i musi byt peclivé dodrzeny pracovni podminky
validované vyrobcem Hyphen-BioMed. Pfipadné zmény provedené uZivatelem by
mély byt validovany.

e Jakékoliv reagencie s neobvyklym vzhledem nebo projevujici znamky kontaminace
musi byt vyfazeny.

o Jakakoliv podezfelad plazma nebo vykazujici znamky aktivace musi byt vyfazena.

e Vysoce koncentrované vzorky mohou byt pred-fedény snormalni poolovanou
plazmou. Naméfené koncentrace musi byt nasobeny pouZitym diluénim faktorem.

PREDPOKLADANE VYSLEDKY:

Dabigatran, Hirduin a Bivalirudin se nenachazi pfirozené v plazmé.

Normalni interval, terapeutické rozmezi a rozmezi krvacivého rizika by mély byt
definované dle mistnich platnych regulaci.
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CHARAKTERISTIKA:

o Dolni limit a méfici rozmezi jsou definovany pouzitym analytickym systémem.

o Meéfici rozmezi Dabigatranu zavisi na pouzitém analytickém systému (kolem 15 do
120 ng/ml pro nizké rozmezi nebo 20 az 500 ng/ml pro standardni rozmezi na
STA-R® sérii nebo CS-sérii).

o Méfici rozmezi Hirudinu zavisi na pouzitém analytickém systému (kolem 0,15 do 2
pg/ml pro nizké rozmezi nebo 0,30 az 5 pg/ml pro standardni rozmezi na STA-R®
sérii).

o Méfici rozmezi Bivalirudinu zavisi na pouzitém analytickém systému (kolem 0,5 do 15
pg/ml na CS-sérii s dalSim fedénim).

o Studie vykonu byly provedeny vnitiné na 1 $arzi reagencie na Sysmex CS-sérii a
STA-R® sérii. Vysledky byly posouzeny s laboratomimi kontrolami. Néasledujici
vysledky byly zjistény:

Vzork Intra série Inter série
y N | Pramér | CV% | N | Pramér | CV%
Dabigatran nizké rozmezi | ¢ | og g nomi | 53 | 8 | 234ngml | 107
hladina 1
Dabigatran nizké rozmezi
hiadina 2 6 | 86,2ng/ml 41 8 | 794ng/ml | 3,0
Dabigatran vysoke rozmezi 6 11,2 14 6 110,8 24
hladina 1 ng/ml ng/ml
Dabigatran vysoke rozmezi | o 280,5 24 6 281,8 24
hladina 2 ng/ml ng/ml
Hirudin hladina 1 10 | 1,00 pg/ml 48 4 1,26 yg/ml | <5
Hirudin hladina 2 10 | 2,00 pg/ml 15 4 | 216 pg/ml | <5
Bivalirudin hladina 1 40 | 1,62 pg/ml 0,7 10 | 1,64pgml | 24
Bivalirudin hladina 2 40 | 3,95 pg/ml 0,7 10 | 4,0 yg/ml 2,7
o Korelace s referenéni metodou (BIOPHEN DTI vs LC:MS/MS)
N =101 y =0,925x + 10,46 r=0,987

o Meéreni neni citlivé na heparin (UFH a LMWH) pfi normalnich koncentraci.
o Vliv progresivnich trombinovych inhibitor( je zanedbatelny diky kratké dobé inkubace.
o Interference: Odkazujeme na specificky aplikacni protokol pro pouzity analyzator.
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SYMBOLY:
Symboly pouzité jsou v seznamu ISO 15223-1 standard — viz dokument definice symbold.
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