English Version

INTENDED USE

The FIBROTEK FIB Fibrinogen Assay Kit is intended for
use in the quantitative determination of fibrinogen in citrated
human plasma.

SUMMARY

Fibrinogen, a high molecular weight glycoprotein synthesized
in the liver, plays a fundamental role in hemostasis. The
interaction between thrombin and fibrinogen leads to
production of the insoluble cross-linked polymer fibrin. For
normal hemostasis to occur in response to injury or tissue
damage, a sufficient concentration of fibrinogen must be
present in plasma. Quantitation of plasma fibrinogen can be
important in disease states such as disseminated intravascular
coagulation (DIC), liver disease, and thrombolytic therapy.
Rare congenital deficiencies of fibrinogen can occur including
afibrinogenemia and hypofibrinogenemia. Dysfibrinogenemias
in which abnormal molecular forms of fibrinogen are present
can also occur. Elevated levels of fibrinogen can be found in
acute phase reactant responses, pregnancy, and oral
contraceptive use.

PRINCIPLE

Quantitative measurement of fibrinogen is most commonly
done using the Clauss technique, which involves measuring
the clotting time of dilute plasma after the addition of
thrombin. At high thrombin concentrations (>30 NIH
units/mL) and low fibrinogen concentrations, the fibrinogen
level is inversely proportional to the thrombin clotting time
plotted on log - log graph paper

REAGENTS
Warning: FOR IN-VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY.
1. Thrombin Reagent

Ingredients: The reagent contains a lyophilized preparation of
human thrombin of approximately 100 NIH units/mL plus
added stabilizers.

Preparation for use: Reconstitute each vial of thrombin
reagent with 2.0 mL of distilled water as indicated on the vial
label. Invert gently to mix, do not shake, and allow to stand
for 10 min. at room temperature before use.

Storage and stability: The lyophilized product should be
stored at 2-8°C until the expiration date on the vial. After
reconstitution, the thrombin solution is stable for 8 hours at
room temperature (20-24°C) or 1 week at 2-8°C. Do not use if
precipitation occurs during storage.

2. Fibrinogen Calibrator

Ingredients: The calibrator is lyophilized normal human
plasma assayed for fibrinogen by a functional clotting assay.
See vial label for assigned assay value for the current lot given
in mg/dL.

Preparation for use: Reconstitute each vial with 1 mL of
distilled water. Swirl gently to mix; do not shake. Allow to
stand for 15 minutes at room temperature (20-24°C) before
use.

WARNING: POTENTIAL BIOHAZARD. The plasma used
to prepare the fibrinogen calibrator has been tested and found
negative for Hepatitis B antigen (HBsAg) and antibodies to
HIV and HCV by FDA licensed tests.

However the calibrator should be handled with the same
precautions as those observed when handling potentially
infectious patient plasmas.

Storage and stability: The reagent is stable until the date
indicated on the label when stored at 2-8°C. After
reconstitution, the calibrator is stable for 8 hours at 2-8°C.

3. Imidazole Buffer

Ingredients: Buffer contains 15 mM Imidazole, 0.125 M
Sodium Chloride with 0.02% sodium azide as preservative.
WARNING: Sodium Azide. The Imidazole buffer is
preserved with sodium azide, which can form highly explosive
metal azides if exposed to lead or copper in plumbing. Any

such materials should be discarded into a sink only with large
volumes of water to minimize such a risk.

Preparation for use: The buffer is packaged ready for use.

Storage and stability: The buffer is stable until the date
indicated on the label when stored at 2-8°C.

TECHNIQUES

The fibrinogen assay may be performed by accepted manual
methods, or by using optical or electromechanical coagulation
analyzers.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Specimen: Plasma obtained from whole blood anticoagulated
with 0.1M sodium citrate.

Specimen Collection: Nine parts freshly collected whole
blood should be immediately added to one part citrate
anticoagulant and mixed thoroughly.

Specimen Preparation: Centrifuge the whole blood at 2500 x
g for 15 minutes (NCCLS H21-A2, 1991). Immediately
separate the plasma from the red cells using a plastic pipette
(if necessary), and place in a plastic test tube.

Storage and stability: Before and during testing, the samples
must be tested within 2 hours if stored at 22-24°C. Frozen
samples should be thawed rapidly at 37°C before testing
(NCCLS H21-A2).

TEST PROCEDURE

Materials provided:

100 determinations

5 vials Thrombin reagent-2 mL
3vials Fibrinogen Calibrator -1 mL
1 bottle Imidazole buffer -135 mL
Instructions for Use

Materials required but not provided:

Pipettes for 50, 100 and 200uL volumes

12 x 75 mm plastic test tubes

Stopwatch or timing device

Coagulation analyzer

37°C waterbath or heating block

Instrument cuvettes

log paper

Additional equipment and supplies available from r?
Diagnostics:

PlasmaCon N (Normal Control Plasma)
PlasmaCon L-1 (Abnormal Control Plasma)
PlasmaConL-2 (Abnormal Control Plasma)

STEP-BY-STEP METHOD
The following is the manual method. Please refer to the User
Manual for instructions, if an automated instrument is to be
used.
A. Specimen and Reagent Preparation
1. All test tubes, syringes and pipettes should be plastic
2. Collect and prepare the blood sample specimen according
to the directions outlined in the SPECIMEN
COLLECTION AND PREPARATION section.
3. Prepare the reagents according to the reconstitution
instructions in the REAGENTS section.
B. Preparation of Fibrinogen Reference Curve
1. Allow all reagents to equilibrate to room temperature.
. Using Imidazole Buffer, prepare dilutions of Fibrinogen
Calibrator: 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 and 1:40 in 12 x 75mm
test tubes as follows

N

1:5 1:10 1:20 1:30 1:40

Buffer 0.8mL  0.9mL 19mL  29mL  3.9mL
Calibrator 0.2mL  0.1mL  0.lmL  0.lmL  0.ImL

3. Perform duplicate determinations on each dilution of the
Fibrinogen Calibrator as follows:

(a) Pipette 200uL of diluted calibrator into a test tube and

incubate for 2 minutes at 37°C.

(b) Add 100pL of Thrombin Reagent and immediately start
the timing device.

(c) Obtain the clotting times for each of the dilutions of the
Fibrinogen Calibrator.
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C. Testing of Patient Specimen

n =110 Y =0.8592x + 8.565 r? = 0.9693
1. Dilute the test plasma 1:10 in Imidazole buffer
2. Pipette 200pL of test plasma into test tube and incubate Mechanical
for 2 minutes at 37°C. n=110 Y =0.8479x + 21.941 r? = 0.9582
3. Add 100pL of Thrombin Reagent and immediately start the
timing device. Y = FibroTek FIB kit

4. Record the clotting time and average the duplicates to X = Reference Kit
obtain the mean value.
5. Obtain the mean clotting times for each sample of the test

plasma.

Quality Control

Quality control of assays involves multiple components. Each
laboratory should establish a quality control program that
includes normal and abnormal controls plasmas. PlasmaCon
N, PlasmaCon L-1 and PlasmaCon L-2 have been assayed for
fibrinogen and are recommended for use. If the controls do not
perform within the reference range, patient results should be
considered invalid and not reported.

RESULTS

Standard Curve

1. Use log-log graph paper or spreadsheet software to

construct the reference standard curve.

2. Plot the mean clotting time for each dilution of the
Fibrinogen Calibrator on the Y-axis and the concentration
of each dilution on the X-axis. Construct a best-fit straight
line using all 5 points.

Test Plasma

1. Plot the mean clotting time of the 1:10 dilution on the
reference curve.

2. Interpolate the result by drawing a straight line from the
clotting time point down through the X axis to give the
fibrinogen concentration in mg/dL.

3. For plasmas with dilutions of other than 1:10 i.e. 1:20, the
concentration read from the curve must be multiplied by
the dilution factor. If a dilution of 1:20 was used, then the
result must be multiplied by 2 to compensate for the
dilution.

LIMITATIONS

Significant levels of heparin and elevated levels of
fibrin(ogen) degradation products (FDP) in the patient plasma
can cause falsely low fibrinogen results. However because of
the high thrombin concentration used in this kit, therapeutic
plasma heparin levels do not interfere.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

1. Precision

Precision studies were performed to establish Within Run and
Between Run CV’s for normal controls and abnormal controls.
Assays were performed using photo-optical and mechanical
coagulation analyzers.

Normal Within Run Between Run
n 40 20
Mean 272.7 mg/dL 275.8 mg/dL
SD 14.1 mg/dL 9.69 mg/dL
CcV 3.55% 3.43%
Abnormal
n 40 20
Mean 168.0 mg/dL 162.7 mg/dL
SD 5.4 mg/dL 8.02 mg/dL
CV 3.2% 4.81%
2. Comparison

A comparison study was done using the FibroTek assay and a
comparative method on 110 normal and abnormal samples
using two different coagulation analyzer types. The linear
regression equations and the coefficient of determination (r?)
were as follows.
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APPLICATION

Le kit de dosage du fibrinogene FIBROTEK FIB est congu
pour étre utilisé dans la détermination quantitative du
fibrinogéne dans du plasma humain citraté.

RESUME

Le fibrinogeéne est une glycoprotéine de poids moléculaire
élevé synthétisée dans le foie, qui joue un réle fondamental
dans I'hémostase. L'interaction entre la thrombine et le
fibrinogéne entraine la production de fibrine, un réseau de
polymeéres insolubles entrecroisés. Pour que I'hémostase ait
lieu normalement en cas de blessure ou de lésion tissulaire, il
faut une concentration suffisante en fibrinogene dans le
plasma. La quantification du fibrinogéne présent dans le
plasma peut étre importante pour le diagnostic de certaines
pathologies telles la coagulation intravasculaire disséminée
(CIVD) ou les maladies hépatiques, ainsi que pour
I'établissement d'un traitement thrombolytique. Les
déficiences congénitales en fibrinogene sont rares, parmi
lesquelle I'afibrinogénémie et I'hypofibrinogénémie. Ce
dosage est également important pour identifier les
dysfibrinogénémies, ou le fibrinogene est présent mais
comporte des anomalies moléculaires. Le taux de fibrinogene
augmente dans les réactions de phase aigué, lors de la
grossesse et de la prise de contraceptifs oraux.

PRINCIPE

La mesure quantitative du fibrinogéne fait le plus souvent
appel a la technique de Clauss, qui mesure le temps de
coagulation du plasma dilué aprés ajout de thrombine.
Lorsque la concentration en thrombine est élevée (> 30 unités
NIH/ml) et la concentration en fibrinogene faible, le taux de
fibrinogéne est inversement proportionnel au temps de
coagulation de la thrombine apparaissant sur le graphique
logarithmique.

REACTIFS

Avertissement : POUR UTILISATION DIAGNOSTIQUE
IN VITRO UNIQUEMENT

1. Réactif thrombine

Ingrédients: Le réactif contient une préparation lyophilisée de
thrombine humaine d'environ 100 unités NIH/ml, ainsi que des
stabilisateurs ajoutés.

Préparation avant utilisation : Reconstituer chague flacon
de réactif thrombine avec 2,0 ml d'eau distillée comme indiqué
sur I'étiquette du flacon. Retourner doucement le flacon pour
mélanger, sans secouer, et laisser reposer pendant 10 minutes
a température ambiante avant utilisation.

Conservation et stabilité : Le produit lyophilisé doit étre
conservé entre 2 et 8 °C jusqu'a la date d'expiration indiquée
sur le flacon. Apreés reconstitution, la solution de thrombine
est stable pendant 8 heures si elle est conservée a température
ambiante (20-24 °C) ou pendant une semaine si elle est
conservée entre 2 et 8°C. Ne pas utiliser si un précipité s'est
formé au cours de la conservation.

2. Calibrateur fibrinogéne

Ingrédients: Le calibrateur est du plasma humain normal
lyophilisé dont le fibrinogéne a été dosé par un test fonctionnel
de coagulation. Se reporter a I'étiquette du flacon pour
connaitre la valeur attribuée pour le lot (en mg/dl).

Préparation avant utilisation : Reconstituer chaque flacon
avec 1 ml d'eau distillée. Remuer doucement pour mélanger ;
ne pas secouer. Laisser reposer pendant 15 minutes a
température ambiante (20-24 °C) avant utilisation.

AVERTISSEMENT : RISQUE BIOLOGIQUE : Le plasma
utilisé pour préparer le calibrateur fibrinogene s'est avéré
négatif a I'antigéne de I'népatite B (HBsAg) et aux anticorps
anti-VHC et anti-VIH lors de I'utilisation de tests agréés par la
FDA.

Cependant, le calibrateur doit étre manipulé avec les mémes
précautions que celles observées lors de la manipulation de
plasmas de patients potentiellement infectieux.

Conservation et stabilité : Le réactif est stable jusqu'a la date
indiquée sur I'étiquette s'il est conservé entre 2 et 8 °C. Apres
reconstitution, le calibrateur est stable pendant 8 heures s'il est
conservé entre 2 et 8 °C.

3. Tampon d'imidazole

Ingrédients: Le tampon contient 15 mM d'imidazole, 0,125 M
de chlorure de sodium et 0,02 % d'azide de sodium comme
conservateur.

AVERTISSEMENT : Azide de sodium. Le conservateur
utilisé dans le tampon d'imidazole est I'azide de sodium, qui
peut former des azides métalliques hautement explosifs au
contact du cuivre ou du plomb des canalisations. Tout produit
de ce type doit étre déversé dans un évier en ringant
abondamment a I'eau pour limiter ce risque.

Préparation avant utilisation : Ce tampon est livré prét a
I'emploi.

Conservation et stabilité : Ce tampon est stable jusqu'a la
date indiquée sur I'étiquette s'il est conservé entre 2 et 8 °C.

TECHNIQUES

Le dosage du fibrinogéne peut étre effectué soit par des
méthodes manuelles reconnues, soit en utilisant des analyseurs
de coagulation optiques ou électromécaniques.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES
ECHANTILLONS

Echantillon : Plasma obtenu & partir de sang total anticoagulé
avec 0,1 M de citrate de sodium.

Prélevement de I'échantillon : Ajouter le plus rapidement
possible un volume de citrate a neuf volumes de sang total
fraichement prélevé, et mélanger de maniere homogene.
Préparation de I'échantillon : Centrifuger le sang total a
2500 x g pendant 15 minutes (NCCLS H21-A2, 1991).
Séparer immédiatement le plasma des globules rouges a I'aide
d'une pipette en plastique (si nécessaire) et le déposer dans un
tube a essai en plastique.

Conservation et stabilité : Les échantillons doivent étre
analysés dans les 2 heures s'ils sont conservés entre 22 et

24 °C. Les échantillons congelés doivent étre décongelés
rapidement & 37 °C avant analyse (NCCLS H21-A2).

PROCEDURE D'ANALYSE

Matériels fournis :

100 déterminations

5 flacons de réactif thrombine de 2 ml

3 flacons de calibrateur fibrinogene de 1 ml
1 flacon de tampon d'imidazole de 135 ml
Mode d'emploi

Matériels nécessaires mais non fournis :
Pipettes de 50, 100 et 200 uL

Tubes a essai en plastique 12 x 75 mm
Minuteur ou chronometre

Analyseur de coagulation

Bain-marie ou élément de chauffage a 37 °C
Cuvettes d'instrument

Papier logarithmique

Equipements et fournitures supplémentaires disponibles
aupreés de r? Diagnostics :

PlasmaCon N (Plasma de contréle normal)
PlasmaCon L-1(Plasma de contrdle anormal)
PlasmaCon L-2(Plasma de contrdle anormal)

METHODE PAS A PAS

La description suivante correspond a la méthode manuelle. Se

reporter au Manuel de l'utilisateur pour les instructions

relatives aux instruments automatisés.

A. Préparation de I'échantillon et du réactif

1. Tous les tubes a essai, les seringues et les pipettes doivent

étre en plastique.

2. Prélever et préparer les échantillons de sang conformément
aux instructions figurant a la section PRELEVEMENT
ET PREPARATION DES ECHANTILLONS.

3. Préparer les réactifs conformément aux instructions de
reconstitution figurant a la section REACTIFS.

B. Préparation de la courbe de référence du fibrinogéne



1. Amener tous les réactifs a température ambiante.

2. ATaide du tampon d'imidazole, préparer les dilutions du Normal Intracycle Inter-cycles
calibrateur fibrinogéne : 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 et 1:40 dans des n 20 20
tubes a essai 12 X 75 mm, comme suit : Moyenne 272,7 mg/dl 275,8 mg/d|
. ; 3 3 . ET 14,1 mg/di 9,69 mg/d|
1:5 1:10 1:20 1:30 1:40 Ve 3.55% 343%
Tampon 0,8ml 0,9 ml 19ml 29ml 3,9ml
Calibrateur 0,2ml 0,1 ml 0,1 ml 0iml 01ml Anormal
n 40 20
3. Effectuer deux déterminations sur chaque dilution du Moyenne 168,0 mg/dl 162,7 mg/dl
calibrateur fibrinogéne, comme suit : ET 54 mg/dl 802 mg/dl
(a) Pipeter 200 uL de calibrateur dilué dans un tube a essai et vC '3'2 9% '4,81 %

incuber pendant 2 minutes a 37 °C.

(b) Ajouter 100 pL de réactif thrombine et lancer
immédiatement le chronométre.

(c) Noter les temps de coagulation pour chaque dilution du
calibrateur fibrinogéne.

C. Analyse des échantillons de patient

[

Diluer le plasma devant étre analysé a 1:10 dans le tampon
d'imidazole

Pipeter 200 pL de plasma dans un tube a essai et mettre a
incuber pendant 2 minutes a 37 °C.

Ajouter 100 uL de réactif thrombine et lancer
immédiatement le chronométre.

Noter le temps de coagulation et calculer la moyenne des
deux analyses pour obtenir la valeur moyenne.

Obtenir le temps de coagulation moyen pour chaque
échantillon de plasma analysé.
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Controle qualité

Le contrdle qualité des dosages intégre de nombreux éléments.
Chaque laboratoire doit établir un programme de contréle
qualité incluant des plasmas de contrdle normaux et
anormaux. PlasmaCon N, PlasmaCon L-1 et PlasmaCon L-2
ont été testés pour le fibrinogéne et sont recommandés pour ce
faire. Si les performances des contrdles ne se situent pas dans
les plages de référence, les résultats des patients doivent étre
considérés comme non valides et ne doivent pas étre
enregistrés.

RESULTATS

Courbe étalon

1. Utiliser du papier logarithmique ou un tableur pour

pour construire la courbe étalon de référence.

Tracer le temps de coagulation moyen pour chaque dilution
du calibrateur fibrinogéne sur I'axe des ordonnées et la
concentration de chaque dilution sur I'axe des abscisses.
Tirer la droite de meilleur ajustement en utilisant les

5 points.

N

Plasma analysé

. Tracer le temps de coagulation moyen pour la dilution 1:10
sur la courbe de référence.

Interpoler le résultat en tirant une droite du point
correspondant au temps de coagulation sur I'axe des
abscisses, ce qui donne la concentration du fibrinogene en
mg/dl.

Pour les plasmas ayant subi une dilution supérieure a 1:10
(ex. : 1:20), la concentration lue sur la courbe doit étre
multipliée par le facteur de dilution. Si la dilution était de
1:20, le résultat doit donc étre multiplié par 2 pour
compenser la dilution.

LIMITES
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Des taux significatifs d'héparine et des taux élevés de produits
de dégradation de la fibrine ou du fibrinogene dans le plasma
du patient peuvent générer des résultats faussement faibles.
Cependant, en raison de la haute teneur en thrombine de ce kit,
il n'y a pas d'interférence avec I'héparine plasmatique si elle
demeure a des niveaux thérapeutiques.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

1. Précision

Des études de précision ont été réalisées pour déterminer les
valeurs de contrdle intracycle et inter-cycles pour les controles
normaux et anormaux. Ces tests ont été effectués a l'aide
d'analyseurs de coagulation photo-optiques et mécaniques.

R2 Diagnostics
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2. Comparaison

Une étude de comparaison a été réalisée avec le test FibroTek
et en s'appuyant sur une méthode comparative portant sur 110
échantillons normaux et anormaux, sur deux types d'analyseur
de coagulation différents. Les équations de régression linéaire
et le coefficient de détermination (r?) étaient les suivants :

Méthode photo-optique

n =110 Y =0,8592x + 8,565  r?=0,9693
Méthode mécanique
n=110 Y =0,8479x + 21,941  r?=0,9582

Y = Kit FibroTek FIB
X = Kit de référence

MT Promedt Consulting GmbH
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VERWENDUNGSZWECK

Das FIBROTEK FIB Fibrinogen Assay-Kit ist fir die
quantitative Bestimmung von Fibrinogen in zitriertem
Humanplasma bestimmt.

ZUSAMMENFASSUNG

Fibrinogen ist ein hochmolekulares Glykoprotein, das in der
Leber gebildet wird und eine entscheidende Rolle bei der
Héamostase spielt. Durch die Wechselwirkung zwischen
Thrombin und Fibrinogen kommt es zur Bildung unldslicher
vernetzter Fibrinpolymere. Damit es nach einer Verletzung
oder einem Gewebsschaden zur normalen Hamostase kommt,
ist eine ausreichende Konzentration an Fibrinogen im Plasma
erforderlich. Daher ist die quantitative Bestimmung des
Plasma-Fibrinogen u.U. von entscheidender Bedeutung bei
Krankheitszustanden wie disseminierter intravaskularer
Gerinnung (DIC), Leberkrankheit und Thrombolysetherapie.
In seltenen Fallen kann ein angeborener Fibrinogenmangel
auftreten, einschlielich Afibrinogenamie und
Hypofibrinogenamie. Es kann auch zu Dysfibrinogendmien
kommen, bei denen abweichende molekulare Formen von
Fibrinogen vorkommen. Zu erhdhten Fibrinogen-Spiegeln
kommt es auRerdem bei der Akute-Phase-Reaktion,
Schwangerschaft und Verwendung oraler Verhiitungsmittel.

PRINZIP

Die quantitative Fibrinogenbestimmung wird am haufigsten
mittels der Clauss-Methode vorgenommen, bei der die
Gerinnungszeit des verdiinnten Plasmas nach Zugabe von
Thrombin gemessen wird. Bei hohen
Thrombinkonzentrationen (>30 NIH-E/mL) und niedrigen
Fibrinogenkonzentrationem ist das Fibrinogen-Niveau
umgekehrt proportional zur Thrombin-Gerinnungszeit auf der
doppelt logarithmischen Kurve.

REAGENZIEN
Warnung: NUR FUR DIE IN-VITRO-DIAGNOSTIK
1. Thrombin-Reagenz

Zusammensetzung: Das Reagenz enthalt lyophilisiertes
Humanthrombin von etwa 100 NIH-E/mL und Stabilisatoren.
Vorbereitung zum Gebrauch: Jedes Flaschchen
Thrombinreagenz entsprechend den Angaben auf dem Etikett
mit 2,0 mL destilliertem Wasser rekonstituieren. Zum
Mischen vorsichtig mehrmals umdrehen, nicht schiitteln und
vor Gebrauch 10 Minuten bei Zimmertemperatur ruhen lassen.
Lagerung und Stabilitat: Das lyophilisierte Produkt sollte bis
zum Verfallsdatum auf dem Flaschchen bei 2 - 8 °C gelagert
werden. Nach der Rekonstituierung ist die Thrombinldsung
bei Zimmertemperatur (20 - 24 °C) fiir 8 Stunden oder bei 2 -
8 °C fiir 1 Woche stabil. Wenn wahrend der Lagerung ein
Niederschlag ausgefallt wird, Lésung nicht verwenden.

2. Fibrinogen-Kalibrator

Zusammensetzung: Bei dem Kalibrator handelt es sich um
lyophilisiertes Normal-Humanplasma, das in einem
funktionellen Gerinnungsassay fir Fibrinogen getestet wurde.
Auf dem Etikett auf dem Flaschchen finden Sie den
zugewiesenen Assaywert fiir das vorliegende Los in mg/dL.

Vorbereitung zum Gebrauch: Jedes Flaschchen mit 1 mL
destilliertem Wasser rekonstituieren. Zum Vermischen
vorsichtig schwenken, nicht schiitteln! Vor Gebrauch 15
minuten bei Zimmertemperatur (20 - 24 °C) ruhen lassen.

WARNUNG: POTENZIELLE BIOGEFAHR Das fir die
Herstellung des Fibrinogen-Kalibrators verwendete Plasma
wurde untersucht und erwies sich in von der FDA
zugelassenen Tests als Hepatitis B-Antigen (HBsAg)-negativ
und HIV- und HCV-Antikdrper-negativ.

Beim Umgang mit dem Kalibrator sind jedoch die
VorsichtsmalRnahmen zu beachten, die auch tblicherweise
beim Umgang mit potenziell infektiosem Patientenplasma
gelten.

Lagerung und Stabilitat: Bei Lagerung bei 2 - 8 °C ist das
Reagenz bis zum auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
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stabil. Nach der Rekonstituierung ist der Kalibrator fiir 8
Stunden bei 2 - 8 °C stabil.

3. Imidazolpuffer

Zusammensetzung: Der Puffer enthalt 15 mM Imidazol,
0,125 M Natriumchlorid mit 0,02 % Natriumazid als
Konservierungsmittel.

WARNUNG: Natriumazid. Der Imidazolpuffer enthélt als
Konservierungsmittel Natriumazid, das hoch explosive
Metallazide bilden kann, wenn es in den Rohrleitungen mit
Blei oder Kupfer in Beriihrung kommt. Daher sollte beim
Entsorgen dieser Materialien im Becken mit viel Wasser
nachgespult werden, um dieses Risiko zu senken.

Vorbereitung zum Gebrauch: Der Puffer ist gebrauchsfertig
verpackt.

Lagerung und Stabilitat: Bei Lagerung bei 2 - 8 °C ist der
Puffer bis zum auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
stabil.

VERFAHREN

Zur Durchfiihrung des Fibrinogen-Assays kénnen anerkannte
manuelle Verfahren bzw. optische oder elektromechanische
Gerinnungsanalysatoren verwendet werden.

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG

Probe: Aus Vollblut gewonnenes Plasma, das mit 0,1 M
Natriumcitrat antikoaguliert wurde.

Probenentnahme: Neun Teile frisch entnommenes Vollblut
sollten sofort mit einem Teil zitriertem Antikoagulans versetzt
und griindlich gemischt werden.

Probenvorbereitung: Vollblut bei 2500 x g fiir 15 Minuten
(CLSI/NCCLS H21-A2, 1991) zentrifugieren. Mithilfe einer
Plastikpipette (falls erforderlich) Plasma sofort von den roten
Blutzellen trennen und in ein Plastiktestréhrchen fiillen.
Lagerung und Stabilitat: Bei Lagerung bei 22 - 24 °C
missen die Proben innerhalb von 2 Stunden getestet werden.
Tiefgefrorene Proben sind vor dem Testen schnell bei einer
Temperatur von 37 °C aufzutauen (CLSI/NCCLS H21-A2).

TESTVERFAHREN

Im Packungsumfang enthaltene Materialien:
filr 100 Bestimmungen

5 Flaschchen Thrombin-Reagenz 2 mL

3 Flaschchen Fibrinogen-Kalibrator 1 mL

1 Flasche Imidazolpuffer 135 mL
Gebrauchsanleitung

Bendtigte Materialien, die nicht im Lieferumfang
enthalten sind:

Pipetten mit einem Volumen von 50, 100 und 200uL
Plastiktestréhrchen 12 x 75 mm

Stoppuhr oder anderes Zeitmessgerat
Gerinnungsanalysator

Wasserbad oder Heizplatte 37 °C

Kiivetten

Millimeterpapier

Weitere von r? Diagnostics angebotene Ausriistungen und
Materialien:

PlasmaCon N (normales Kontrollplasma)
PlasmaCon L-1 (pathologisches Kontrollplasma)
PlasmaConL-2 (pathologisches Kontrollplasma)

STUFENWEISE METHODE

Nachfolgend ist die manuelle Methode dargestellt. Wenn ein

automatisches Gerét verwendet werden soll, richten Sie sich

nach den Anweisungen im Benutzerhandbuch.

A. Proben- und Reagenzvorbereitung

1. Samtliche Testrohrchen, Spritzen und Pipetten sollten aus

Plastik bestehen.

2. Blutproben in Ubereinstimmung mit den Richtlinien im
Abschnitt PROBENENTNAHME UND
VORBEREITUNG entnehmen und vorbereiten.

3. Reagenzien in Ubereinstimmung mit den Anweisungen zur

Rekonstituierung im Abschnitt REAGENZIEN vorbereiten.

B. Vorbereitung der Fibrinogen-Referenzkurve

1. Alle Reagenzien auf Zimmertemperatur anwéarmen lassen.

2. Mithilfe des Imidazolpuffers Fibrinogen-
Kalibratorverdiinnungen im Verhéltnis: 1:5, 1:10, 1:20, 1:30
und 1:40 in Testrohrchen von 12 x 75 mm  vorbereiten.
Dabei gelten folgende Verhéltnisse:

15 1:10 1:20 1:30 1:40

Puffer 08mL 09mL 19mL 29mL 39mL
Kalibrator 0,2mL  0,imL 0imL 01mL 01mL

3. Bestimmung fir jedes Verdunnugnverhaltnis des
Fibrinogen-Kalibrators in zweifacher Ausfilhrung wie folgt
vornehmen:

(a) 200uL verdiinnten Kalibrator in ein Testréhrchen
pipettieren und fiir 2 Minuten bei 37 ° C inkubieren.

(b) 100uL Thrombin-Reagenz hinzufiigen und sofort die
Stoppuhr driicken.

(c) Fur jedes einzelne Verdiinnungsverhéltnis des Fibrinogen-
Kalibrators die Gerinnungszeiten festhalten.

C. Testen von Patientenproben

1. Testplasma im Verhéltnis 1:10 in Imidazolpuffer verdinnen
2.200uL Testplasma in das Testrohrchen pipettieren und fir
2 Minuten bei 37 °C inkubieren.

3. 100puL Thrombin-Reagenz hinzufiigen und sofort die
Stoppuhr driicken.

4. Gerinnungszeit aufzeichnen und von den zweifachen
Ergebnissen den Durchschnitt bilden, um den Mittelwert zu
ermitteln.

5. Mittlere Gerinnungzeit fiir jede einzelne Probe des
Testplasmas ermitteln.

Qualitatskontrolle

Die Qualitéatskontrolle fiir die Assays umfasst mehrere
Komponenten. Jedes Labor sollte ein Verfahren zur
Qualitéatskontrolle entwickeln, das normale und pathologische
Kontrollplasmen einschlieRt. PlasmaCon N, PlasmaCon L-1
und PlasmaCon L-2 wurden fiir Fibrinogen analysiert und
deren Verwendung wird empfohlen. Wenn die Kontrollen
nicht innerhalb des Referenzbereiches liegen, sind die
Ergebnisse der Patientenproben als ungltig anzusehen und
dirfen nicht berichtet werden.

ERGEBNISSE

Standardkurve

1. Zur Erstellung der Bezugsstandardkurve die doppelt
logarithmische Kurve oder ein Tabellenkalkulationsprogramm
verwenden.

2. Mittlere Gerinnungzeit fiir jede einzelne Probe des
Fibrinogen-Kalibrators auf der Y-Achse und die
Konzentration jeder Verdinnung auf der X-Achse darstellen.
Unter Verwendung aller 5 Punkte eine moglichst nahe
liegende gerade Linie ziehen.

Testplasma

1. Mittlere Gerinnungszeit fur die 1:10-Verdtnnung auf der
Bezugskurve darstellen.

2. Durch Ziehen einer geraden Linie vom erinnungszeitpunkt
nach unten zur X-Achse zur Angabe der Fibrinogen-
Konzentration in mg/dL das Ergebnis einftigen.

3. Wenn Plasma mit einem anderen Verdinnungverhéltniss als
1:10 verwendet wird, z.B. 1:20, muss die von der Kurve
abgelesene Konzentration mit dem Verdlinnungsfaktor
multipliziert werden. Wenn ein Verdiinnungsverhaltnis von
1:20 verwendet wurde, muss das Ergebnis  mit 2
multipliziert werden, um den Verdiinnungsfaktor
auszugleichen.

EINSCHRANKUNGEN

Signifikante Heparinspiegel und erhohte Werte bei
Fibrin(ogen)-Spaltprodukten (FDP) im Patientenplasma
konnen zu fehlerhaft niedrigen Fibrinogen-Ergebnissen
fihren. Aufgrund der bei diesem Kit verwendeten hohen
Thrombinkonzentration interferieren die therapeutischen
Heparinwerte im Plasma jedoch nicht.

LEISTUNGSMERKMALE
1. Prazision

Es wurden Prézisionsstudien zur Bestimmung der Intra- und
Inter-Assay-Varianzkoeffizienten fiir normale und
pathologische Kontrollen durchgefiihrt. Bei der Durchfiihrung
der Assays wurden photooptische und mechanische
Gerinnungsanalysatoren verwendet.

Normal Intra-Assay Inter-Assay
N 40 20
Mittelwert 272,7 mg/dL 275,8 mg/dL
SD 14,1 mg/dL 9,69 mg/dL
VK 3.55% 3.43%
Pathologisch
N 40 20
Mittelwert 168,0 mg/dL 162,7 mg/dL
SD 54 mg/dL 8,02 mg/dL
VK 3,2 % 4,81 %
2. Vergleich

Unter Verwendung des FibroTek-Assays und einer
vergleichbaren Methode wurde mit 110 normalen und
pathologischen Proben mit 2 verschiedenen Arten von
Gerinnungsanalysatoren eine Vergleichsstudie durchgefihrt.
Die linearen Regressionsgleichungen und das
BestimmtheitsmaR (r?) lauteten wie folgt:

Photooptisch

N =110 Y =0,8592x + 8,565 r? = 0,9693
Mechanisch

N=110 Y =0,8479x + 21,941  r?=0,9582

Y = FibroTek FIB-Kit
X = Referenz-Kit



Versione ltaliana

USO PREVISTO

L’utilizzo del Kit di saggio del fibrinogeno FIBROTEK FIB
€ previsto per la determinazione quantitativa del fibrinogeno
nel plasma umano citrato.

RIASSUNTO

11 fibrinogeno, una glicoproteina epatica ad elevato peso
molecolare, svolge un ruolo fondamentale nell’emostasi.
L’interazione tra trombina e fibrinogeno si traduce nella
produzione della fibrina polimerica incrociata insolubile.
Perché abbia luogo la normale emostasi in risposta ad una
ferita 0 a danni ai tessuti, nel plasma deve essere presente una
concentrazione sufficiente di fibrinogeno. La quantificazione
del fibrinogeno plasmatico puo essere importante in stati
patologici come la coagulazione intravascolare disseminata
(CID), la patologia epatica e la terapia trombolitica. Possono
verificarsi rare deficienze congenite di fibrinogeno, tra cui
I"afibrinogenemia e I’ipofibrinogenemia. Si puo verificare
anche disfibrinogenemia, caratterizzata dalla presenza di
forme molecolari del fibrinogeno abnormi. Si possono trovare
livelli elevati di fibrinogeno in risposte ai reattanti in fase
acuta, gravidanza e uso di contraccettivi orali.

PRINCIPIO

La misurazione quantitativa del fibrinogeno viene effettuata
pit comunemente applicando la tecnica di Clauss, la quale
prevede la misurazione del tempo di coagulo del plasma
diluito dopo I’aggiunta di trombina. Ad elevate
concentrazioni di trombina (> 30 unita NIH/mL) e basse
concentrazioni di fibrinogeno, il livello di fibrinogeno e
inversamente proporzionale al tempo di coagulazione della
trombina tracciato su carta a quadretti.

REAGENTI

Attenzione: ESCLUSIVAMENTE PER USO
DIAGNOSTICO IN-VITRO

1. Reagente trombina

Ingredienti: 1l reagente contiene una preparazione liofilizzata
di trombina umana di circa 100 unita NIH/mL con I’aggiunta
di stabilizzatori.

Preparazione per I'uso: Ricostituire ogni fiala di reagente
trombina con 2,0 mL di acqua distillata, come indicato
sull'etichetta della fiala. Capovolgere delicatamente per
miscelare, non scuotere, e lasciar riposare per 10 minuti a
temperatura ambiente prima dell’uso.

Conservazione e stabilita: Il prodotto liofilizzato deve essere
conservato ad una temperatura di 2-8°C fino alla data di
scadenza riportata sulla fiala. Una volta ricostituita, la
soluzione di trombina e stabile per 8 ore a temperatura
ambiente (20-24°C) o per una settimana a 2-8°C. Non usare se
durante la conservazione ha luogo precipitazione.

2. Calibratore del fibrinogeno

Ingredienti: 1l calibratore & plasma umano normale
liofilizzato saggiato per il fibrinogeno mediante saggio di
coagulazione funzionale. Vedere I’etichetta della fiala per il
valore di saggio assegnato all’attuale lotto, espresso in mg/dl.
Preparazione per I'uso: Ricostituire ogni fiala con 1 mL di
acqua distillata. Agitare delicatamente per miscelare, non
scuotere. Lasciar riposare per 15 minuti a temperatura
ambiente (20-24°C) prima dell'uso.

ATTENZIONE: POTENZIALE RISCHIO BIOLOGICO.
E stato verificato che il plasma utilizzato per preparare il
calibratore fibrinogeno & negativo all’antigene dell’epatite B
(HBsAQ) e agli anticorpi ad HCV e HIV mediante test
autorizzati dalla FDA.

Tuttavia, & opportuno maneggiare il calibratore prendendo le
medesime precauzioni che si osservano quando si maneggiano
plasmi di pazienti potenzialmente infetti.

Conservazione e stabilita: Il reagente & stabile fino alla data
riportata sull'etichetta se conservato a 2-8°C. Una volta
ricostituito, il calibratore € stabile per 8 ore ad una temperatura
compresa tra 2-8°C.

3. Imidazolo tampone

Ingredienti: Tampone contenente 15 mM di Imidazolo, 0,125
M di cloruro di sodio con 0,02% di azide di sodio come
conservante.

ATTENZIONE: Azide di sodio. Il tampone di Imidazolo
viene conservato con azide di sodio, che pud formare azidi
metallici fortemente esplosivi se esposti al piombo o al rame
delle tubazioni. Un materiale di questo tipo deve essere
gettato in un lavandino solo congiuntamente a grandi volumi
di acqua, al fine di minimizzare il rischio.

Preparazione per I'uso: Il tampone é confezionato pronto per
I'uso.

Conservazione e stabilita: Il tampone é stabile fino alla data
riportata sull'etichetta se conservato a 2-8°C.

TECNICHE

11 saggio del fibrinogeno puo essere effettuato mediante
metodi da manuale accettati, oppure utilizzando analizzatori di
coagulazione ottici o elettromeccanici.

PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Campione: Plasma ottenuto da sangue intero anticoagulato con
0,1 M di citrato di sodio.

Raccolta dei campioni: Nove parti di sangue intero appena
prelevato devono essere aggiunte immediatamente ad una
parte di anticoagulante citrato e miscelate con cura.
Preparazione del campione: Centrifugare il sangue intero a
2500 x g per 15 minuti (NCCLS H21-A2, 1991). Separare
immediatamente il plasma dai globuli rossi utilizzando una
pipetta di plastica (se necessario) e trasferirlo in una provetta
di plastica.

Conservazione e stabilita: Prima e durante il test, occorre
testare i campioni entro 2 ore se conservati a 22-24°C. Prima
del test, i campioni congelati devono essere scongelati
rapidamente a 37°C (NCCLS H21-A2).

PROCEDURA DEL TEST

Materiali forniti:

100 determinazioni

5 fiale di reagente Trombina-2ml

3 fiale di calibratore Fibrinogeno — 1 mL

1 bottiglia di tampone Imidazolo — 135 mL
Istruzioni d’uso

Materiali richiesti ma non in dotazione:
Pipette del volume di 50, 100 e 200 pL

12 provette di plastica da 75 mm

Cronografo o dispositivo per il cronometraggio
Analizzatore di coagulazione

Bagnomaria a 37°C o blocco riscaldante
Cuvette strumentali

Carta da appunti

Ulteriori apparecchiature e forniture disponibili presso r?
Diagnostics:

PlasmaCon N (Plasma di controllo normale)
PlasmaCon L-1 (Plasma di controllo anormale)
PlasmaConL-2 (Plasma di controllo anormale)

METODO PASSO PASSO

Si riporta qui di seguito il metodo manuale. Consultare il

manuale di istruzioni qualora si debba utilizzare uno strumento

automatizzato.

A. Preparazione del campione e del reagente

1. Tutte le provette, le siringhe e le pipette per il test devono
essere in plastica

2. Prelevare e preparare il campione di sangue seguendo e
istruzioni contenute nella sezione PRELIEVO E
GESTIONE DEI CAMPIONI.

3. Preparare i reagenti secondo le istruzioni di ricostituzione
nella sezione REAGENTI.

B. Preparazione della curva di riferimento del fibrinogeno

1. Lasciare che tutti i reagenti si bilancino a temperatura
ambiente.

2. Usando Tampone Imidazolo, preparare diluizioni di
calibratorefibrinogeno: 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 e 1:40 in 12
provette da 75 mm come descritto di seguito

FIBROTEK FIB

Fibrinogen Assay Kit. 100 Determinations

€ &

1:5 1:10 1:20 1:30 1:40 Normale Intrasaggio Intersaggio
Tampone 0,8ml 0,9ml 19ml 2,9ml 3,9ml rl\I/Iedia 272,74(n)1g/dL 275,82r(r)19/dL
Calibratore 0,2ml  0,1ml 0,iml  0,1ml 0,1ml SD 14,1 mg/dL 9,69 mg/dL
. - R R CV 3.55% 3.43%
3. Effettuare determinazioni duplici su ogni diluizione di
calibratore fibrinogeno come descritto qui di seguito:
(a) Con una pipetta, trasferire 200uL di calibratore diluito in Anormale
una provetta ed incubare per 2 minuti a 37°C. no 40 20
(b) Aggiungere 100uL di Reagente Trombina e avviare Media 168,0 mg/dL 162,7 mg/dL
immediatamente il dispositivo di cronometraggio. SD 54 mg/dL 8,02 mg/dL
(c) Ottenere i tempi di coagulazione per ognuna delle cv 3,2% 4.81%

diluizioni del calibratore del fibrinogeno.

C. Verifica del campione del paziente

=

Diluire il plasma da testare 1:10 in tampone di Imidazolo
Con una pipetta, trasferire 200uL di plasma da testare ed
incubare per 2 minuti a 37°C.

. Aggiungere 100uL di Reagente Trombina e avviare
immediatamente il dispositivo di cronometraggio.
Registrare il tempo di coagulazione e calcolare la media dei
duplicati per ottenere il valore medio.

5. Ottenere i tempi di coagulazione medi per ogni campione
del plasma in esame.

N

w
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Controllo qualita

11 controllo qualita dei saggi coinvolge piti componenti. Ogni
laboratorio deve fissare un programma di controllo della
qualita che comprenda plasmi di controllo normali ed
anormali. PlasmaCon N, PlasmaCon L-1 e PlasmaCon L-2
sono stati testati per il fibrinogeno e se ne consiglia I'utilizzo.
Se i controlli non danno risultati all’interno del range di
riferimento, i risultati del paziente non devono essere
considerati validi e non devono essere riportati.

RISULTATI

Curva standard

1. Usare carta a quadretti oppure un software a fogli di calcolo
per costruire la curva standard di riferimento.

2. Tracciare il tempo di coagulazione medio per ogni
diluizione del calibratore fibrinogeno sull’asse Y e la
concentrazione di ogni diluizione sull’asse X. Costruire la
linea retta piu idonea utilizzando tutti e 5 i punti.

Plasma in esame

. Tracciare il tempo di coagulazione medio della diluizione
1:10 sulla curva di riferimento.

Interpolare il risultato disegnando una linea retta dal punto
temporale del coagulo verso il basso attraverso I’asse X, al
fine di fornire la concentrazione del fibrinogeno in mg/dL.
Per plasmi con diluizioni superiori a 1:10, ovvero 1:20, la
concentrazione letta dalla curva deve essere moltiplicata
per il fattore di diluizione. Se é stata utilizzata una
diluizione di 1:20, allora il risultato deve essere
moltiplicato per 2 per compensare la diluizione.

LIMITAZIONI

E possibile che livelli significativi di eparina e livelli elevati di
prodotti del degrado del fibrin(ogeno) (FDP) nel plasma del
paziente provochino risultati del fibrinogeno falsamente bassi.
Tuttavia, a causa dell’elevata concentrazione di trombina
utilizzata nel presente kit, i livelli di eparina plasmatici
terapeutici non interferiscono.

CARATTERISTICHE DI PRESTAZIONE

1. Precisione

Sono stati condotti degli studi di precisione per stabilire i
coefficienti di variazione (CV) intrasaggio ed intersaggio per
controlli normali e controlli anormali. Sono stati effettuati dei
saggi utilizzando analizzatori di coagulazione foto-ottici e
meccanici.

-

N

w

2. Comparazione

E stato condotto uno studio comparativo utilizzando il saggio
FibroTek ed un metodo comparativo su 110 campioni normali
e anormali utilizzando due tipi diversi di analizzatore di
coagulazione. Le equazioni di regressione lineare ed il
coefficiente di determinazione (r?) sono stati i seguenti:

Rilevazione foto-ottica

n =110 Y =0,8592x + 8,565 r? = 0,9693
Rilevazione meccanica
n=110 Y =0,8479x + 21,941 r?=0,9582

Y = Kit FibroTek FIB
X = Kit di riferimento

Versién Espafiola

USO PREVISTO

El kit de ensayo de fibrinégeno FIBROTEK FIB esta
disefiado para su uso en la determinacion cuantitativa de
fibrindgeno en plasma humano citratado.

RESUMEN

El fibrindgeno, una glucoproteina de alto peso molecular que
se sintetiza en el higado, desempefia un papel fundamental en
la hemostasia. La interaccién entre trombina y fibrindgeno
origina la produccion de fibrina polimérica reticulada e
insoluble. Para que se produzca la hemostasia normal en
respuesta a la lesion o dafios tisulares, es necesario que haya
una concentracion suficiente de fibrinégeno en plasma. La
cuantificacion del fibrindgeno plasmatico puede ser
importante en distintas fases de la enfermedad, como la
coagulacién intravascular diseminada (CID), hepatopatia y la
terapia trombolitica. Existe el riesgo de que se produzcan
deficiencias de fibrinégeno congénitos poco comunes,
incluidas la afibrinogenemia y la hipofibrinogenemia.
También se pueden originar disfibrinogenemias, en las cuales
se encuentran presentes estructuras moleculares anormales. Se
pueden encontrar niveles elevados de fibrindgeno en la
respuesta de los reactantes de fase aguda, el embarazo y el uso
de anticonceptivos orales.

PRINCIPIO

La medicién cuantitativa de fibrindgeno se realiza mas
habitualmente con el método de Clauss, que implica la
medicion del tiempo de coagulacion del plasma diluido tras la
adicion de trombina. Con altas concentraciones de trombina
(>30 unidades NIH/mL) y bajas concentraciones de
fibrindgeno, el nivel de fibrindgeno es inversamente
proporcional al tiempo de coagulacion de la trombina trazado
en papel para gréficas doblemente logaritmico.

REACTIVOS

Atencion: DISENADO UNICAMENTE PARA
DIAGNOSTICOS IN VITRO.

1. Reactivo de trombina

Composicion: El reactivo contiene una preparacion liofilizada
de trombina humana de aproximadamente 100 unidades
NIH/mL ademés de estabilizadores afiadidos.

Preparacion para el uso: Reconstituya cada vial de reactivo
de trombina con 2,0 mL de agua destilada tal y como aparece
en la etiqueta del vial. Invierta con suavidad para mezclar, sin
agitar, y deje reposar durante 10 min. a temperatura ambiente
antes del uso.

Almacenamiento y estabilidad: El producto liofilizado debe
almacenarse a 2 8 °C hasta la fecha de caducidad indicada en
el vial. Tras la reconstitucion, la solucion de trombina
permanece estable durante 8 horas a temperatura ambiente
(20-24 °C) 0 1 semana a 2-8 °C. No utilice el producto si se
produce precipitacion durante el almacenamiento.

2. Calibrador de fibrinégeno

Composicion: El calibrador es plasma humano normal
liofilizado ensayado para fibringeno mediante un ensayo de
coagulacion funcional. Consulte la etiqueta del vial para
comprobar el valor de ensayo asignado al lote actual en
mg/dL.

Preparacion para el uso: Reconstituya cada vial con 1 mL de
agua destilada. Remuévalo con suavidad para mezclarlo, no lo
agite. Deje reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente
(20-24 °C) antes de utilizarlo.

ATENCION: RIESGO BIOLOGICO POTENCIAL. Se ha
probado el plasma utilizado para preparar el calibrador de
fibrindgeno y se ha descubierto que resulta negativo para el
antigeno de la hepatitis B (HBsAg) y para los anticuerpos del
VIH y del VHC en las pruebas autorizadas por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA).

Sin embargo, el calibrador se debe manipular con las mismas
precauciones que se toman al manipular plasma de pacientes
potencialmente infecciosos.

Almacenamiento y estabilidad: El reactivo permanece
estable hasta la fecha indicada en la etiqueta siempre que se
almacene a 2-8 °C. Tras la reconstitucion, el calibrador
permanece estable durante 8 horas a 2-8 °C.

3. Tampoén de imidazol

Composicion: El tampén contiene imidazol de 15 mM,
cloruro sddico de 0,125 M con azida sédica al 0,02%, que
actlia como conservante.

ATENCION: Azida sédica. La azida sodica actia como
conservante del tampon de imidazol y puede formar azidas
metalicas altamente explosivas si se expone al plomo o el
cobre de las tuberias. Estos materiales s6lo se deben desechar
en un fregadero con agua en abundancia para minimizar dicho
riesgo.

Preparacion para el uso: El tampdn se suministra en un
envase listo para su uso.

Almacenamiento y estabilidad: El tamp6n permanece estable
hasta la fecha que aparece en la etiqueta si se almacena a 2-
8°C.

TECNICAS

El ensayo de fibrindgeno se puede realizar siguiendo métodos
manuales aceptados o0 mediante analizadores de coagulacion
Opticos o electromecanicos.

RECOGIDA Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Muestra: Plasma obtenido a partir de sangre completa
anticoagulada con citrato sodico de 0,1 M.

Recogida de la muestra: Deben afiadirse inmediatamente
nueve partes de sangre completa recién recogida a una parte de
anticoagulante de citrato y mezclarse perfectamente.
Preparacion de la muestra: Centrifugue la sangre completa a
2.500 xg durante 15 minutos (NCCLS H21-A2, 1991). Separe
inmediatamente el plasma de los glébulos rojos mediante una
pipeta de plastico (si es necesario) y coléquelo en un tubo de
ensayo de plastico.

Almacenamiento y estabilidad: Antes y durante la prueba,
las muestras deben probarse antes de que transcurran 2 horas
si estan almacenadas a 22-24 °C. Las muestras congeladas
deben descongelarse rapidamente a 37 °C antes de la prueba
(NCCLS H21-A2).

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

Materiales incluidos:

100 determinaciones

5 viales de reactivo de trombina de 2 mL

3 viales de calibrador de fibrindgeno de 1 mL
1 frasco de tampdn de imidazol de 135 mL
Instrucciones de uso

Materiales necesarios no incluidos:
Pipetas para volimenes de 50, 100 y 200 pL
Tubos de ensayo de plastico 12 x 75 mm
Cronémetro o temporizador

Analizador de coagulacién

Blogue calefactor o bafio de agua a 37 °C
Cubetas para instrumental

Papel logaritmico

Equipo y material adicionales disponibles de r?
Diagnostics:

PlasmaCon N  (plasma de control normal)
PlasmaCon L-1 (plasma de control anormal)
PlasmaConL-2 (plasma de control anormal)

METODO PASO A PASO

A continuacion, se explica el método manual. Consulte el
manual del usuario para obtener instrucciones si se va a
utilizar un instrumento automatico.

A. Preparacion de la muestra y el reactivo

1. Todos los tubos de ensayo, las jeringuillas y las pipetas
deben ser de pléstico.

2. Extraiga y prepare la muestra de sangre siguiendo las
instrucciones que aparecen en la seccion RECOGIDA Y
PREPARACION DE LA MUESTRA.

3. Prepare los reactivos siguiendo las instrucciones de
reconstitucion que aparecen en la seccion REACTIVOS.



B. Preparacion de la curva de referencia de fibrinégeno

1. Deje que todos los reactivos se equilibren a temperatura
ambiente.

2. Utilizando el tamp6n de imidazol, prepare las diluciones de
calibrador de fibrinégeno: 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 y 1:40 en tubos
de ensayo 12 x 75mm de la siguiente manera:

1:5 1:10 1:20 1:30 1:40

Tampén 08mL 09mL 19mL 29mL 39mL
Calibrador0,2mL  0,1mL 01mL 01mL 0,1mL

3. Realice determinaciones por duplicado en cada dilucion del
calibrador de fibrindgeno de la siguiente manera:

(a) Pipetee 200 pL de calibrador diluido en un tubo de ensayo
e incube durante 2 minutos a 37 °C.

(b) Afiada 100 pL de reactivo de trombina e inicie
inmediatamente el temporizador.

(c) Obtenga los tiempos de coagulacién de cada una de la
diluciones del calibrador de fibrindgeno.

C. Pruebas de muestras de pacientes

1. Diluya el plasma de la prueba con una relacién de 1:10 en el
tampon de imidazol

2. Pipetee 200 pL del plasma de la prueba en un tubo de
ensayo e incube durante 2 minutos a 37 °C.

3. Aflada 100 pL de reactivo de trombina e inicie
inmediatamente el temporizador.

4. Registre el tiempo de coagulacién y calcule el promedio de
los duplicados para obtener el valor de media.

5. Obtenga los tiempos de coagulacién medios de cada
muestra del plasma de la prueba.

Control de calidad

El control de calidad de los ensayos implica varios aspectos.
Cada laboratorio debe fijar un programa de control de calidad
que incluya plasma de control normal y anormal. PlasmaCon
N, PlasmaCon L-1y PlasmaCon L-2 se han ensayado para el
fibrindgeno y su uso est4 recomendado. Si el resultado de los
controles no esta dentro de su intervalo de referencia, los
resultados del paciente deben considerarse no vélidos y no
deben registrarse.

RESULTADOS

Curva estandar

1. Utilice papel doblemente logaritmico o software de hoja de
célculo para crear la curva estandar de referencia.

2. Trace el tiempo de coagulacién medio de cada dilucion del
calibrador de fibrindgeno en el eje Y y la concentracién de
cada dilucién en el eje X. Cree una linea recta de ajuste
6ptimo con los 5 puntos.

Plasma de la prueba

1. Trace el tiempo de coagulacién medio de la dilucién con
una relacion de 1:10 en la curva de referencia.

2. Interpole el resultado dibujando una linea recta descendente
desde el punto del tiempo de coagulacién a través del eje X
para obtener la concentracion de fibrindgeno en mg/dL.

3. Para plasma con diluciones distintas de 1:10, como por
ejemplo 1:20, la lectura de la concentracion desde la curva se
debe multiplicar por el factor de dilucion. Si se ha utilizado
una dilucién de 1:20, el resultado se debe multiplicar por 2
para compensar la dilucion.

LIMITES

Los niveles significativos de heparina y los elevados niveles
de productos de degradacion de la fibrina (fibrinégeno) (FDP)
en el plasma de paciente pueden originar falsos resultados de
fibrindgeno bajo. Sin embargo, debido a la alta concentracién
de trombina utilizada en este kit, los niveles de heparina del
plasma terapéutico no producen interferencias.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

1. Precision

Se realizaron estudios de precision para establecer los CV
intraandlisis y entre andlisis para los controles normales y
anormales. Los ensayos se llevaron a cabo mediante
analizadores de coagulacién fotodpticos y mecanicos.

d R2 Diagnostics
South Bend, Indiana (574) 288-4377

Normal Intraanalisis Entre anlisis
n 40 20
Media 272,7 mg/dL 275,8 mg/dL
DT 14,1 mg/dL 9,69 mg/dL
CcVv 3,55% 3,43%
Anormal

n 40 20
Media 168,0 mg/dL 162,7 mg/dL
DT 5,4 mg/dL 8,02 mg/dL
CV 3,2% 4,81%

2. Comparacion

Se realiz6 un estudio comparativo mediante el ensayo
FibroTek y se utilizé un método comparativo sobre 110
muestras normales y anormales utilizando dos tipos distintos
de analizadores de coagulacion. Las ecuaciones de la regresion
lineal y el coeficiente de determinacion (r2) fueron los
siguientes:

Fotodptico

n=110 Y =0,8592x + 8,565 r? = 0,9693
Mecénico

n=110 Y =0,8479x + 21,941 r?=0,9582

Y = kit FibroTek FIB
X = kit de referencia

MT Promedt Consulting GmbH

Altenhofstrasse 80, 66386 St. Ingbert, Germany
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