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PRZEZNACZENIE

ACTICHROME® Heparin (Anti-FXa) jest chromogennym testem przeznaczonym do ilosciowego
pomiaru heparyny terapeutycznej poprzez pomiar aktywnosci czynnika Xa w osoczu pacjentow
poddawanych terapii przeciwkrzepliwej. Test jest przeznaczony do stosowania przez specjalistow
laboratoryjnych i moze byC wykonywany recznie lub przy uzyciu potautomatycznych lub
automatycznych analizatorow krzepliwosci. Test jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

OBJASNIENIE TESTU

Hamujace dziatanie antytrombiny Il (AT-IIl) na trombing, czynnik Xa i inne proteazy serynowe uktadu
krzepnigcia w osoczu jest zwiekszane przez heparyne o kilka tysiecy razy. Zahamowanie to
odpowiada za przeciwzakrzepowe dziatanie heparyny. Preparaty heparyny drobnoczasteczkowej
(LMWH) wydajg sie katalizowaC reakcje miedzy czynnikiem Xa a AT-lll tatwiej niz reakcje
zachodzacg miedzy trombing (Flla) a AT-IIl. Heparyna niefrakcjonowana (UFH) katalizuje obie
reakcje w rownym stopniu. To sprawia, ze test hamowania dziatania czynnika Xa jest najbardziej
uzytecznym badaniem, poniewaz mozna go stosowac do najszerszej gamy preparatéw heparyny.

ZASADA METODY

Oznaczenie ACTICHROME Heparin (Anti-FXa) to wieloetapowy, chromogenny test do pomiaru
aktywnosci heparyny poprzez pomiar aktywnosci resztkowej czynnika Xa. W pierwszym etapie do
osocza pacjenta dodaje sie AT-Ill i inkubuje w temperaturze 37°C. W drugim etapie do mieszaniny
dodaje sie bydlecy czynnik Xa i ponownie inkubuje w temperaturze 37°C. Heparyna obecna
w probce pacjenta bedzie hamowac aktywno$¢ czynnika Xa. Na koniec do mieszaniny dodawany
jest substrat chromogenny wysoce specyficzny dla czynnika Xa, po czym nastepuje koncowa
inkubacja w temperaturze 37°C. Obecny czynnik Xa hydrolizuje substrat, uwalniajac chromofor
p-nitroaniliny (pNA), ktory zmienia barwe mieszaniny na zdtta. Zahamowanie reakcji oznaczenia
nastepuje po dodaniu kwasu octowego, ktéry zmienia barwe mieszaniny na niebieska. Absorbancja
PNA w roztworze reakcyjnym przy 405 nm jest mierzona i porownywana z warto$ciami uzyskanymi
z krzywej wzorcowej wygenerowanej przy uzyciu znanych poziomow aktywnosci heparyny.
Szybko$¢ hamowania dziatania czynnika Xa jest wprost proporcjonalna do stezenia heparyny,
poniewaz zarowno czynnik Xa, jak i AT-lIl wystepujg w nadmiarze. Aktywno$¢ resztkowa czynnika
Xa jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia heparyny'2,

' ODCZYNNIKI

Zestaw zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania 200 testéw za pomocg automatycznego
analizatora koagulacji i 100 testow w przypadku stosowania recznej metody punktu koncowego.
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R1  Bovine Factor Xa Reagent: 4 fiolki (liofilizowane).
R2  Human Antithrombin lll Reagent: 4 fiolki (liofilizowane).

R3  SPECTROZYME® FXa: 4 fiolki zawierajace po 4 pmole substratu (liofilizowanego).

OSTRZEZENIE

Ten produkt zawiera materiat pochodzenia ludzkiego, ktory zostat uznany za niereaktywny dla
antygenu powierzchniowego zapalenia watroby typu B (HBsAg), wirusa zapalenia watroby typu C
(HCV) i ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci typu 1 oraz typu 2 (HIV-1, HIV-2) przy uzyciu
zatwierdzonych metod. Poniewaz zadna ze znanych metod badawczych nie moze zapewnic catkowitej
pewnosci, ze produkty uzyskane z prébek ludzkich nie bedg przenosi¢ HBsAg, HCV, HIV-1, HIV-2 lub
innych patogenow krwiopochodnych, z odczynnikiem tym nalezy postepowac zgodnie z zaleceniami
odnoszacymi sie do wszelkich potencjalnie zakaznych probek materiatu pochodzenia ludzkiego.

Ten produkt zawiera materiat pochodzenia zwierzecego. Poniewaz zadna ze znanych metod
badawczych nie moze zapewni¢ catkowitej pewnosci, ze produkty uzyskane z probek pochodzenia
zwierzecego nie bedg przenosi¢ patogenow krwiopochodnych, z odczynnikiem tym nalezy
postepowac zgodnie z zaleceniami odnoszacymi sie do wszelkich potencjalnie zakaznych prébek
pochodzenia ludzkiego.

Zuzyty materiat i opakowanie zutylizowa¢ zgodnie ze wszystkimi obowigzujacymi przepisami
lokalnymi.

iJeéIi podczas testu ACTICHROME Heparin (Anti-FXa) dojdzie do jakiegokolwiek powaznego
- incydentu, nalezy skontaktowa¢ sie z firma BioMedica Diagnostics Iub lokalnym dystrybutorem,
' a nastepnie zgtosi¢ go wtasciwym instytucjom lokalnym.

Bycliecy o | Cd. | Tris-(hydroksymetylo)aminometan |
. Ostrzezenie | € >
Czynnik Xa H315, H319, H335, P261, P264, P280, P302 +
P352, P305 + P351 + P338, P337 + P313
Ludzka Osirzesenie @ H315, H319, H335, P261, P264, P280, P302 +
Antytrombina Il P352, P305 + P351 + P338, P337 + P313
Octan N-metoksykarbonylo-D-
Cd. cykloheksylo-glicylo-glicylo-
E;ECTROZYME@ Ostrzezenie @ arginino-para-nitroanilidu
H315, H319, H335, P261, P264, P280, P302 +
P352, P305 + P351 + P338, P337 + P313
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Zwroty H315  Dziata drazniaco na skore.

Wskaz_Uche H319  Dziata draznigco na oczy.
Rodzaj H335 Moze powodowac podraznienie drég oddechowych
Zagrozenia yen.
Zwroty P261 Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.
Wskazujace P264 Doktadnie umyc¢ po uzyciu.
Srodki P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
Ostroznosci: oczu/ochrone twarzy.

P302 + P352 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA; Umy¢ duza

iloscig wody.

P305 + P351 + P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU:
Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sq i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.

P337 + P313 W przypadku utrzymywania sie dziatania draznigcego
na oczy: Zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

PRZYGOTOWANIE | PRZECHOWYWANIE ODCZYNNIKA

Odczynniki liofilizowane sg stabilne do daty wazno$ci podanej na etykiecie, gdy sg przechowywane
zgodnie z instrukcja.

R1  Bovine Factor Xa Reagent: Odtworzy¢ przy uzyciu 5 ml wody dejonizowanej. Odczynnik po
odtworzeniu jest stabilny przez 4 tygodnie w temperaturze —20°C.

R2 Human Antithrombin Il Reagent: Odtworzy¢ przy uzyciu 5ml wody dejonizowane;.
Odczynnik po odtworzeniu jest stabilny przez 4 tygodnie w temperaturze —20°C.

R3  SPECTROZYME® FXa: Odtworzy¢ przy uzyciu 5 ml wody dejonizowanej. Odczynnik po
odtworzeniu jest stabilny przez 4 tygodnie w temperaturze —20°C.

POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK

Do testu uzywac¢ wytacznie osocza ubogoptytkowego pobranego na cytrynian. Nie uzywa¢ osocza
z EDTA. Patrz ,Collection, Transport and Processing of Blood Specimens for Testing Plasma-based
Coagulation Assays and Molecular Hemostasis Assays; Approved Guidelines-Fifth Edition”,
dokument H21-A5 CLSI, tom 28, nr 5, styczen 2008. Osocze nalezy pobra¢ nastepujaco:

1. Pobrac¢ 9 objeto$ci krwi do 1 objetosci 3,2% (0,109 M) roztworu antykoagulacyjnego cytrynianu
trisodu.

2. Wirowac probke krwi z predko$cig 3.000 x g przez 15 minut.
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3. Osocze powinno by¢ przechowywane w temperaturze 2°C — 8°C i oznaczone w ciggu 2 godzin.
Alternatywnie, osocze mozna przechowywac w temperaturze —70°C przez okres do 6 miesiecy.

4. Zamrozone osocze szybko rozmrozi¢ w temperaturze 37°C. Po rozmrozeniu osocze
przechowywac¢ w temperaturze 2°C — 8°C i oznaczy¢ w ciggu 2 godzin.

PROCEDURA
Dostarczone Materiaty — Patrz Odczynniki
Materiaty Wymagane, Ale Niedostarczone

Automatyczny analizator krzepliwo$ci ustawiony na 405 nm
Spektrofotometr ustawiony na 405 nm i czas laboratoryjny
Woda dejonizowana

Lodowaty kwas octowy, 0,9% NaCl

Pipety 25 ul, 200 pl, 500 pl i 2500 pl

taznia wodna lub sucha o temperaturze 37°C

Plastikowe probowki lub kuwety

Dostepne w handlu osocze prawidtowe

Heparyna — patrz ,Kalibracja testu”

Kalibracja Testu

Do przygotowania wzorcéw heparyny mozna uzy¢ puli osocza prawidtowego, pobranego od co
najmniej 10 zdrowych dawcdw w taki sam sposob, jak probki osocza przeznaczone do badania. Do
przygotowania wzorcow heparyny mozna uzy¢ puli osocza prawidtowego pobranego od co najmniej
20 zdrowych dawcow w taki sam sposob, jak probki osocza przeznaczone do badania lub osocza
prawidtowego dostepnego w handlu. W celu przygotowania wzorcow doda¢ do puli osocza
prawidtowego specjalny preparat heparyny stosowany podczas terapii.

Przygotowa¢ 8,0 jednostek USP/ml roztworu heparyny w soli fizjologicznej (0,9% NaCl).
Rozpoczynajac od roztworu podstawowego heparyny o stezeniu 1000 jednostek/ml, przenie$é
pipetg 40 ul roztworu podstawowego heparyny do 4,96 ml soli fizjologicznej. Nastepnie przygotowaé
wzorce heparyny, uzywajac roztworu o stezeniu 8,0 jednostek USP/ml zgodnie z tabelg 1.
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Tabela 1 — Przygotowanie Wzorcow Heparyny

Wzorzec Pula Osocza Objetos¢ Wzorca
Heparyny Prawidtowego Heparyny
0,8 jednostki/ml 900 i 100 pl o stezeniu 8,0 USP
jednostek/ml
0,4 jednostki/ml 500 i 500 i o stezeniu 0,8 USP
jednostek/ml
0,2 jednostki/ml 500 i 500 i o stezeniu 0.4 USP
jednostek/ml
0,0 jednostki/ml 500 pl Brak
Procedura Testu

Oznaczenie ACTICHROME Heparin (Anti-FXa) mozna wykonywa¢ recznie lub przy uzyciu
potautomatycznych badz automatycznych analizatorow krzepniecia.

Metoda Uwzgledniajaca Uzycie Automatycznego Analizatora

Firma BioMedica Diagnostics oferuje aplikacje urzadzenia do wykonania oznaczenia ACTICHROME
Heparin (Anti-FXa) w kilku analizatorach krzepniecia. Aplikacje urzadzenia mogg obejmowac
instrukcje programowania specyficzne dla danej platformy oraz dane wydajnosci rézne od
zamieszczonych w instrukcji uzycia. W takich przypadkach informacje zamieszczone w aplikacii
urzadzenia majg pierwszenstwo nad informacjami zamieszczonymi w instrukcji uzycia. W celu
uzyskania petnych instrukcji postepowania nalezy zapoznac sie z instrukcjg obstugi producenta
danego urzadzenia. Wydajnos¢ tego oznaczenia zostata okreSlona przy uzyciu analizatora
optycznego MLA ELECTRA 900C™,

Metoda Reczna Punktu Koncowego
1. Do plastikowej probdwki doda¢ 200 ul AT-III.

2. Doda¢ 25 pl probki osocza lub wzorca heparyny. Wymiesza¢ i inkubowa¢ przez 2 minuty
w temperaturze 37°C.

3. Doda¢ 200 ul bydlecego czynnika Xa. Wymiesza¢ i inkubowac przez doktadnie 1 minute
w temperaturze 37°C.

4. Dodac¢ 200 pl odczynnika SPECTROZYME FXa. Wymieszac i inkubowac przez doktadnie 5 minut
w temperaturze 37°C.

5. Doda¢ 200 pl lodowatego kwasu octowego. Wymieszac.
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6. Doda¢ 200 pl wody dejonizowanej (opcjonalnie)*.

7. Odczyta¢ absorbancje przy 405 nm w kuwecie o Sciezce optycznej 1 cm wzgledem $lepe;
przygotowanej w nastepujacej kolejnosci:

200 pl kwasu octowego

200 pl AT-11

25 Wl puli osocza prawidtowego
200 pl czynnika Xa

200 pl SPECTROZYME FXa
*200 ul wody (opcjonalnie)

* Niektore spektrometry wymagajq w kuwecie minimalnej objetosci 1 ml.

KONTROLA JAKOSCI

Prébki kontroli jakosci powinny by¢ testowane zgodnie z wytycznymi laboratoryjnymi. Prébki kontroli
nalezy testowac na $wiezo odtworzonych odczynnikach w fiolkach i kazdorazowo, gdy wykonywane
jest oznaczenie. Do kontroli jakosci oznaczenia mozna uzy¢ dostepnego w handlu osocza
kontrolnego z heparyna. Mozna tez przygotowaC pule osocza prawidtowego zawierajacq
0,51 0,25 jednostek/ml heparyny, i uzywac jako kontroli zewnetrznych. Jezeli probki kontroli jako$ci
nie dajg w konkretnym tescie stezen heparyny w prawidtowych zakresach, taki test nalezy powtérzy¢
ze Swiezo odtworzonymi odczynnikami.

WYNIKI

Utworzy¢ krzywg wzorcowg poprzez wykreslenie Sredniej absorbanciji przy dtugosci fali 405 nm dla
kazdego wzorca heparyny w stosunku do odpowiadajgcego mu stezenia i wykreslic najlepiej
dopasowang krzywg kalibracji. Interpolowa¢ heparynge w nieznanych probkach bezposrednio
z krzywej wzorcowej. Krzywg wzorcowg przygotowywacC kazdorazowo podczas wykonywania
oznaczenia. Ponizsza krzywa wzorcowa stuzy wytgcznie do celow demonstracyjnych.
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Reprezentatywna Krzywa Wzorcowa

ACTICHROME® Heparin (Anti-FXa)
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OGRANICZENIA PROCEDURY

Rdzne preparaty heparyny mogg dawac rdézne nachylenia krzywej wzorcowej. Do wygenerowania
krzywej wzorcowej uzy¢ tej samej heparyny podawanej pacjentowi.

Zanieczyszczenie ptytek krwi w probkach osocza moze spowodowac uwolnienie czynnika
ptytkowego 4 (PF4), silnego neutralizatora heparyny. PF4 uwolniony do osocza moze powodowaé
niedoszacowanie stezenia heparyny. Wiadomo, ze zamrazanie i rozmrazanie ptytek krwi powoduje
uwalnianie PF4 z plytek. Jezeli osocze ma by¢ zamrozone i przed uzyciem w tescie rozmrozone,
musi zostaC przygotowane w sposdéb opisany w czesci dotyczacej przygotowania probki, tak aby
byto ubogoptytkowe.

ZAKLOCENIA

Probki zoftaczkowe, lipemiczne i zhemolizowane mogg zaktoca¢ oznaczenie, dajac nieprawidtowe
wyniki. Badania wykazaty, ze probki te powodujg niedoszacowanie stezen heparynys.

CHARAKTERYSTYKA SKUTECZNOSCI
Doktadnosé

Badanie przeprowadzone przy uzyciu automatycznego urzadzenia do oceny oznaczenia
ACTICHROME Heparin (Anti-FXa) wzgledem innego dostepnego na rynku chromogennego
oznaczenia heparyny (z uzyciem heparyny niefrakcjonowanej) dato wspotczynnik korelacji 0,913 dla
92 badanych prébek, z rownaniem regresji y = 0,84x + 0,003. Btad standardowy estymacji = 0,07.
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Badanie przeprowadzone przy uzyciu automatycznego urzadzenia do oceny o0znaczenia
ACTICHROME Heparin (Anti-FXa) wzgledem innego dostepnego na rynku chromogennego
oznaczenia heparyny (z uzyciem heparyny drobnoczasteczkowej) dato wspdtczynnik korelaciji 0,895
dla 26 badanych prébek, z rownaniem regresji y = 1,36x —-0,139. Biad standardowy estymacji = 0,14.

Precyzja

Zaobserwowano nastepujace szacunkowe warto$ci wspotczynnika zmienno$ci (CV) przy uzyciu
automatycznego spektrofotometru.

Tabela 2 — Zmiennos¢ W Ramach Testu i Pomiedzy Testami

Stezenie UFH Zmiennos¢ Zmiennos¢
¢ W Ramach Testu | Pomiedzy Testami
0,44 jednostki/ml 3,3% 4.1%
0,25 jednostki/ml 5,6% 4,8%
Stezenie LMWH Zmienno$¢ Zmiennos¢
¢ W Ramach Testu | Pomiedzy Testami
0,48 jednostki/ml 2,9% 6,2%
0,24 jednostki/ml 5,1% 9,3%

Czutosé

Oznaczenie ACTICHROME Heparin (Anti-FXa) stuzy do uzyskania liniowej krzywej wzorcowej dla
poziomdw heparyny w zakresie od 0 do 0,8 jednostek/ml.

Swoistos¢

Swoisto$¢ oznaczenia zostata zapewniona przez zastosowanie oczyszczonego bydlecego czynnika
Xa i oczyszczonego ludzkiego AT-Ill. Ponadto substrat chromogenny stosowany do pomiaru
resztkowej aktywno$ci czynnika Xa jest wysoce specyficzny dla czynnika Xa.

PODSUMOWANIE BEZPIECZENSTWA | DZIALANIA

Podsumowanie bezpieczenstwa i dziatania (SSP) jest dostepne w europejskiej bazie danych
o wyrobach medycznych (EUDAMED), pod adresem htips://ec.europa.eu/tools/eudamed pod
podstawowym numerem UDI-DI (GMN) 0062794400265Q lub na zadanie.
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https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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MLA jest zarejestrowanym znakiem handlowym Instrumentation Laboratory, SpA.

| Zmiany w stosunku do poprzedniej wersji zaznaczono czerwona linia przerywana na lewym
' marginesie.
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