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Mangelplasma zur Bestimmung von VIII:C, IX, XI, XII

REF] DP040A / K[DP]1x1mL/6x 1 mL
c € REF] DP050A / K[DP]1x1mL/6x1mL
REF |DP070A / K[DP]1x1mL/6x1mL
[REF | DP08O0A / K[DP]1x1mL/6x1mL

Mangelplasma zur Bestimmung von Faktor VIII:C, IX, XI oder XII.

VERWENDUNGSZWECK:

Das Faktor VIII:C Mangelplasma, das Faktor IX Mangelplasma, das
Faktor XI Mangelplasma und das Faktor XII Mangelplasma sind fir die
jeweilige quantitative Bestimmung der Faktor VIII:C, Faktor IX, Faktor
Xl und Faktor XII Aktivitat in humanen Citratplasma basierend auf der
aPTT Gerinnungsmethode mit Cephalin, einem Aktivator (aPTT
Reagenz) und Kalziumchlorid als manuelle oder automatisierte
Methode vorgesehen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNGEN:

Technisch:

Der intrinsische Pfad der Gerinnung wird uber die Kontaktaktivierung
von FXII ausgeldst. Dies fuhrt im Weiteren zur sequenziell proteolytisch
Aktivierung von FXI und FIX. Der aktivierte FIX bildet mit seinem
Cofaktor (aktivierter FVIIl) auf einer Phospholipidoberflacher den
Tenase-Komplex und aktiviert den FX.

Klinisch"23;

Die meisten Patienten mit einem Faktor Xl Mangel sind
asymptomatisch, in einigen wenigen Fallen kommt es zu einer leichten
Blutungsneigung.

Die hamorrhagische Neigung bei Personen mit FXI-Mangel ist selbst bei
Patienten mit homozygoter Erkrankung haufig gering, und die
Symptome beziehen sich nicht immer auf den gemessenen Faktor Xl
Spiegel. Die angeborene Blutungsstérung, die durch den Mangel an
FVIII oder FIX verursacht wird, wird als Hdmophilie A bzw. B bezeichnet.
Hamophilie kann basierend auf den Plasmaspiegeln von FVIII oder FIX
bei betroffenen Patienten als schwer, mittelschwer oder mild eingestuft
werden. Angeborene oder erworbene Mangel der Gerinnungsfaktoren
des intrinsischen Systems zeigen eine verlangerte aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT).

TESTPRINZIP:

Diese Methode basiert auf einem Gerinnungstest, bei dem alle
Gerinnungsfaktoren, mit Ausnahme von dem zu bestimmenden
Gerinnungsfaktor, der aus dem verdiinnten Probenplasma stammt,
durch das Mangelplasma in konstanter Menge und im Uberschuss zur
Verfligung gestellt werden. Der zu messende Gerinnungsfaktor ist der
begrenzende Faktor und die Gerinnungszeit ist umgekehrt proportional
zur Konzentration des zu messenden Gerinnungsfaktors. Auf einem
doppelt-logarithmischen Millimeterpapier besteht eine inverse lineare
Beziehung zwischen der Gerinnungsfaktorkonzentration und der
entsprechenden Gerinnungszeit.

REAGENZIEN:

Humanes Citratplasma, Mangel der Faktoren die bestimmt
werden sollen (FVIII:C, FIX, FXI or FXIl), lyophilisiert mit Glycin und
Stabilisatoren. Im Mangelplasma liegen die zu bestimmenden Fakoren
(FVII:C, FIX, FXI oder FXIl) (<1%), alle anderen Gerinnungsfaktoren
liegen im Normalbereich (> 50%).

Factor VIII :C Deficient Plasma
DP040A ® 1 Flaschen zu 1 mL.

DP040K > 6 Flaschen zu 1 mL.

Factor IX Deficient Plasma
DP050A ® 1 Flaschen zu 1 mL.

DP050K > 6 Flaschen zu 1 mL.

Factor XI Deficient plasma
DP070A 9 1 Flaschen zu 1 mL.

DP070K > 6 Flaschen zu 1 mL.

Factor Xll Deficient Plasma
REF | DP080A = 1 Flaschen zu 1 mL.

REF | DP080K = 6 Flaschen zu 1 mL.
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VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE :

» Einige Reagenzien in diesen Kits enthalten Materialien menschlichen
Ursprungs. Immer wenn Humanplasma fir die Herstellung dieser
Reagenzien bendtigt wurden, wurden die Plasmen mit zugelassene
Verfahren auf Antikérper gegen HIV 1, HIV 2 und HCV und fir
Hepatitis B-Oberflachenantigen getestet. Alle Ergebnisse waren
negativ. Keine Testmethode kann absolute Sicherheit bieten und
absolut ausschlieen, dass das infektiose Material nicht vorhanden
ist. Daher muss bei der Verwendung von Reagenzien dieser Art mit
groRer Vorsicht gearbeitet werden und Sicherheitsvorkehrungen
einhalten werden, als waren diese Materialien infektios.

e Bei der Entsorgung von Restmaterial sind die geltenden lokalen

Richtlinien zu befolgen.

Benutzen Sie nur Reagenzien, die aus ein- und demselben Los des

Testkits stammen.

Alterungsstudien zeigen, dass die Reagenzien bei Raumtemperatur

versandt werden kénne und fiir den Versand bei Raumtemperatur

stabil sind.

e Dieses In-vitro-Diagnostikum ist fir den Einsatz im Labor vorgesehen.

REAGENZIENVORBEREITUNG:

Um einen Verlust von Lyophilisat beim Offnen der Flasche zu
vermeiden, muss der Lyophilisationsstopfen vorsichtig abgenommen
werden.

Den Inhalt jeder Flasche mit exakt 1 mL Aqua dest.

Das Reagenz gut mischen bis es sich vollstdndig geldst hat, dabei
Schaumbildung vermeiden und danach sofort auf den Analysator
platzieren.

Fiir die manuelle Methode, 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C)
stabilisieren, vor Gebrauch homogenisieren.

LAGERUNG UND STABILITAT:

Ungedffnete Reagenzien missen bei 2-8°C in der Originalverpackung
gelagert werden. Sie kénnen bis zu dem auf dem Set aufgedruckten
Verfalldatum verwendet werden.

Stabilitat der in der Originalflasche gelagerten Reagenzien unter
der Voraussetzung, dass diese nicht kontaminiert wurden und keine
Verdunstung erfolgte:

* 24 Stunden bei 2-8°C.

= 8 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C).

= 2 Monate tiefgefroren bei -20°C oder weniger*

= On-board Stabilitat: siehe die spezifische Anwendung.
*Nur einmal einfrieren und so schnell wie mdéglich bei 37°C und sofort
verwenden.

ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE REAGENZIEN UND
AUSRUSTUNGEN:

Reagenzien:

o Destilliertes Wasser.

¢ Imidazole Buffer (AR021B/AR021K/AR021L/AR021M/AR021N).

e CaCl; 0.025 M (AR001B/ARO01K/AROO1L).

e aPTT Reagenz (CEPHEN™, CK511K, CK512K, CK515K, CK515L).

e Spezifische Kalibrations- und Kontrollplasmen mit bekannten
Titrierungen wie:
Name des Produkts Nummer
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301

Siehe auch den spezifischen Anwendungsleitfaden des verwendeten
Analysators.
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Materialien:

e geregeltes Wasserbad, halb- bzw.
Gerinnungsmessgerate.

e Stoppuhr; geeichte Pipetten, silikonisierte Glasréhrchen oder
Plastikrohrchen.

vollautomatische

GEWINNUNG UND HERSTELLUNG DER PROBEN:

Das Blut (9 Volumenteile) wird vorsichtig in 0,109 M Citrat als
Antikoagulans (1 Volumenteil) abgenommen. Die Blutabnahme erfolgt
durch Venenpunktion mit einer Nadel. Das erste Rohrchen darf nicht
verwendet werden.

Herstellung und Aufbewahrung der Proben mussen in Einklang mit den
gultigen ortlichen Vorschriften erfolgen (fir die USA: Bitte beziehen Sie
sich auf die Empfehlungen den CLSI H21-A5* fir weitere Informationen
Uber Probengewinnung, Handhabung und Aufbewahrung).

Zur Plasma-Lagerung verweisen wir auf Referenzen*58,

VORGEHENSWEISE:

Bestimmungsmethode:

1. Rekonstituieren Sie die Kalibrations- und Kontrollplasmen gemafR
deren jeweiligen Anleitungen. Verdinnen Sie 2 mL normalen Citrat-
Plasmapool 1:10 mit Imidazol-Puffer. Die 1:10 Verdinnung des
normalen Citrat-Plasmapools entspricht einer Konzentration von 100%
der  Geriunnungsfaktorkonzentration. Mit  diesem 1:10
vorverdiinnte Material wird, wie in der folgenden Tabelle
dargestellt, die Kalibrationskurve erstelit.

Verdiinnung 1/160 1/80 1/40 1/20 1/10
Faktorenkonzentration
VIII:C, IX, XI oder XiI) 6.25* 12.5 25 50 100
(%)
0.060
Plasmapool 1/10 mL 0.125mL|0.250 mL| 0.500 mL| 1 mL
Imidazol-Puffer 0900 1 0,875 mL|0.750 mL| 0.500 mL] O mL

*diese zusétzliche Verdiinnung sollte verwendet werden, falls eine hohe
Préazision im unteren Messbereich erforderlich ist (< 10%).

Die Kalibratorldsungen kdnnen ebenfalls mit dem BIOPHEN™ Plasma
Calibrator (222101) hergestellt werden, wobei fiir den zu bestimmenden
Gerinnungsfaktor der jeweils verwendeten Charge der angegebene
Wert (C) verwendet werden muss.Die Verdinnungen fir die
Kalibrationskurve  muissen  direkt vor der Erstellung der
Kalibrationskurve hergestellt werden.

Das verdiinnte Material fur die Kalibartionskurve ist bis zu 2 Stunden bei
Raumtemperatur (18-25°C) stabil.

2. Das Patientenplasma und die Kontrollen werden, wie in der folgenden
Tabelle aufgefihrt, mit Imidazol-Puffer verdiinnt.

Material Referenz Verdiinnung
Kontrolle 223201/223301 110
Probe N.A. 110

3. Pipettieren sie die folgenden Volumina in das Testréhrchen oder in
eine Kivette:

Volumen
Mangelplasma 100 pL
verdlnnter Kalibator oder 1:10 verdiinntes Patientenplasma 100 L
oder 1:10 verdinntes Kontrollmaterial

mischen und 1 Minute bei 37°C inkubieren, dann die folgenden
Reagenzien zugeben:
aPTT Reagenz (Cephalin) | 100 pL
mischen und agenau 3 Minuten bei 37°C inkubieren
, dann das folgende Reagenz zugeben und die Stopuhr starten
Calcium Chloride 0.025M vorgewarmt bei 37°C. | 100 pL
Bestimmen der exakten Gerinnungszeit (CT) (sec)

Erstellen Sie die Kalibrationskurve und Uberprifen Sie diese mit den
Qualitétskontrollplasmen. Die verdinnten Proben schnell getestet
werden, wenn sie bei Raumtemperatur (18-25°C) aufbewahrt werden.
Es missen die genauen Konzentrationen der Kalibratoren und
Kontrollen beachtet werden, die fir das jeweilige Los auf dem im Testkit
enthaltenen Zertifikat vermerkt sind.

Werden Anderungen vorgenommen, ist der Benutzer fir deren
Validierung und ihren Einfluss auf alle Ergebnisse verantwortlich.

Fiir die automatisierte Methode sind Anwendungshandbiicher auf
Anfrage verfiigbar. Siehe spezifische Anwendungshinweise und
spezifische VorsichtsmaBnahmen fiir jeden Analysator.

HYPHEN BioMed
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KALIBRATION:

Der den dynamischen Testbereich abdeckende Kalibrator ist bei
HYPHEN BioMed erhéltlich (siehe Absatz ERFORDERLICHE, ABER
NICHT MITGELIEFERTE REAGENZIEN UND MATERIALIEN) und
kann zur Erstellung der Kalibrationskurve verwendet werden.

QUALITATSKONTROLLE:

Die Verwendung von Qualitatskontrollen erméglicht die Uberwachung
der Methode sowie die Uberpriifung der Homogenitét der Messungen
von einer Serie zur anderen in derselben Reagenzcharge.

Bei jeder Testserie missen den in dem Labor angewendeten Good
Practices entsprechende Qualitatskontrollen durchgefiihrt werden, um
den Test zu validieren. Am besten sollte fir jede neue Versuchsreihe
eine neue Kalibrierkurve erstellt werden, mindestens jedoch fiir jedes
neue Reagenzien-Los sowie nach Wartungsarbeiten an dem
Gerinnungsautomaten oder wenn die bei der Qualitatskontrolle
gemessenen Werte auflerhalb des zu erwartenden Bereiches liegen.
In diesem Fall muss das Labor die Vertrauensbereiche festlegen und
die erwarteten Leistungsmerkmale in seinem Analysesystem prufen.

ERGEBNISSE:

e Bei der manuellen Methode wird auf doppelt-log Millimeterpapier auf
der x-Achse die zu bestimmende Gerinnungsfaktorkonzentration in %
und auf der y-Achse die entsprechenden Gerinnungszeiten
aufgetragen; aus diesen Werten ergibt sich die Kalibrationskurve.

e Die Gerinnungsfaktorenkonzentration (%) der zu testenden Probe
kann direkt von der Kalibrationskurve abgelesen werden.

¢ Die Ergebnisse mussen nach dem klinischen Zustand des Patienten
interpretiert werden.

EINSCHRANKUNGEN:

» Bitte befolgen Sie die von HYPHEN BioMed validierten technischen
Anweisungen aufs Genaueste, um optimale Testergebnisse zu
erzielen und den Spezifikationen zu entsprechen.

* Jedes Reagenz mit einem ungewdhnliches Aussehen oder Anzeichen
einer Kontamination, muss verworfen werden.

o Aufféllige Proben oder solche, die Anzeichen einer Aktivierung
aufweisen, muissen verworfen werden.

o Fir eine erhdhte Prazision kénnen Proben mit einem Ergebnis < 10%
auch 1:5 verdunnt gemessen werden. Die gemessenen Werte
mussen dann durch 2 dividiert werden. Proben mit einem Ergebnis >
100% (oder C%) kénnen 1:20 verdinnt gemessen werden. Das
Ergebnis wird dann mit 2 multipliziert.

o Fir Proben mit FIX Mangel gilt: das Ergebnis sollte mit einer Messung
der 1:5 Verdiinnung (der erhaltene Wert wird in diesem Fall durch 2
geteilt) und/oder einer weiteren Probe und/oder einem alternativen
Testsystem  (berprift werden. Ein moglicher zusatzlicher
Faktorenmangel muss Uberpriift werden.

¢ In der Probe vorhandene Thrombin-Inhibitoren kénnen dazu fihren,
dass das Messergebnis der Gerinnungsfaktorkonzentration der Probe
niedriger bestimmt wird als der tatsachliche Gerinnungsfaktorspiegel.

ERWARTETE WERTE:

Der Normalwert der Faktor VIII:C Konzentration von gesunden
Erwachsenen liegt normalerweise in einem Bereich von 50 bis 150%.
Die Normalwerte der Faktoren IX, XI und Xl Konzentartion von
gesunden Erwachsenen liegen bei > 60%’. Jedes Labor muss eine
eigenen Normalbreich bestimmen.
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SYMBOLE:
Die Symbole und Zeichen sind in der ISO-Norm 15223-1 aufgefiihrt,
bitte beziehen Sie sich auf das Dokument Definition der Symbole.

| Aktualisierung gegeniiber der vorherigen Version.
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