LIAPHEN™ Fibrinogen

c € 120102
IVD 4x5ml

Método inmunoturbidimétrico para el ensayo de
fibrindgeno, con reactivo liquido listo para usar

USO PREVISTO:

El kit LIAPHEN™ Fibrinogen es un ensayo inmunoturbidimétrico para la
determinacién cuantitativa in vitro del antigeno de fibrinégeno (Fib:Ag) en
plasma humano citratado o en medio purificado, mediante un método
manual o automatizado. Los reactivos se suministran en forma liquida,
listos para utilizar.

RESUMEN Y EXPLICACION:

Desde el punto de vista técnico:*
El fibrinbgeno es una glicoproteina plasmatica soluble de 340 kDa,
sintetizada en el higado, que contiene 6 cadenas peptidicas con una
simetria de 2 a 2 unidas por puentes disulfuro (cadenas 2 Ao, 2BBy 2y).
La trombina coagula el fibrinbgeno y forma fibrina, que luego es
estabilizada por el factor Xl activado en presencia de calcio. El
fibrindgeno es lisado por la plasmina en los fragmentos X e Y, primero, y
luegoen Dy E.

Desde el punto de vista clinico:>’

La concentracién de fibrinbgeno en el plasma humano normal suele
oscilar entre 2y 4 g/l. En cuadros clinicos asociados a inflamacion se
observan concentraciones elevadas de fibrinégeno (>4 g/l), que también
se consideran un factor de riesgo de enfermedad cardiovascular y
trombosis.

La hipofibrinogenemia se asocia principalmente a enfermedad hepética
grave o a un consumo excesivo de fibrin6geno (coagulacion intravascular
diseminada, hiperfibrindlisis).

Se han descrito numerosas variantes de fibrinbgeno, asociadas a casos
asintomaticos o a casos con hemorragia y/o trombosis.
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PRINCIPIO:

LIAPHEN™ Fibrinogen es un método inmunoturbidimétrico basado en la
reaccion antigeno-anticuerpo: el antigeno de fibrinégeno de la muestra
reacciona con anticuerpos policlonales de conejo antifibrinbgeno humano,
dando lugar a la aglutinacién de particulas de latex. Esta aglutinacion
puede detectarse mediante un cambio de absorbancia, que es
directamente proporcional a la cantidad de fibrin6geno en la muestra.

REACTIVOS:

E| Latex, forma liquida. Contiene albdmina sérica bovina (BSA) y
cantidades pequefias de azida de sodio (0,9 g/l).
4 viales de 5 ml.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES:

e Algunos reactivos incluidos en estos kits contienen material de origen
animal. Los usuarios de reactivos de este tipo deben asegurarse de
extremar las precauciones de seguridad y de manipular cualquier
material bioldgico como si fuera infeccioso.

e En contacto con tuberias de plomo o de cobre, la azida de sodio
puede generar compuestos explosivos.

e Los residuos se deben eliminar de acuerdo con la normativa local
vigente.

e Solo se deben utilizar los reactivos del mismo lote de kits.

e Los estudios de envejecimiento demuestran que los reactivos se
pueden transportar a temperatura ambiente sin degradarse.

e Este producto sanitario para diagnéstico in vitro esta destinado al uso
profesional en el laboratorio.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

E| El reactivo esta listo para utilizar; homogeneizarlo por inversién suave
antes del uso, evitando la formacién de espuma, y cargarlo directamente
en el analizador siguiendo las instrucciones de la guia de aplicacion.

Para el método manual, dejar que se estabilice durante 30 minutos a
temperatura ambiente (18-25 °C) y homogeneizar antes del uso.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD:

Los reactivos sin abrir se deben conservar a 2-8 °C en el embalaje original.
En estas condiciones, se pueden utilizar hasta la fecha de caducidad
impresa en el kit.

|E| La estabilidad del reactivo una vez abierto, descartada cualquier
contaminacion o evaporacion, y conservado en el vial original, es de:
- 6 meses a 2-8 °C.
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- 7 dias a temperatura ambiente (18-25 °C).

- No congelar.

- Estabilidad cargado en el analizador: ver la aplicacién
especifica.

REACTIVOS Y MATERIAL NECESARIOS NO SUMINISTRADOS:

Reactivos:

« Agua destilada.

e Tampén de dilucién: tampén de imidazol (AR021B/AR021K/
ARO021L/AR021M/AR021N) o de Tris-NaCI-BSA (0,05 M; 0,15 M; 1 %),
pH 7,40 (TBSA). Debe utilizarse el mismo tampdn en todas las pruebas
que se realicen.

« Calibradores y controles especificos con valoracion Fib:Ag conocida,

como:
Nombre del producto Referencia
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301

Consultar también la guia de aplicacion especifica del analizador utilizado.

Materiales:

« Espectrofotbmetro o0  instrumento  automatico para  ensayos
inmunoturbidimétricos.

« Cronémetro, pipetas calibradas, cubetas de plastico para
espectrofotémetro.

OBTENCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA:

La sangre se debe recoger con cuidado en tubos con anticoagulante citrato
trisodico (0,109 M, 3,2 %) (en proporcion 9:1) mediante venopuncion aséptica.
Desechar el primer tubo.

Las muestras se deben preparar y conservar de acuerdo con las directrices
locales aplicables (en los Estados Unidos, ver las directrices CLSI H21-A5°
para obtener mas informacién sobre la obtencién, manipulacion y
conservacion de las muestras). Para la conservacion del plasma, ver las
referencias.®®

PROCEDIMIENTO:

El kit puede utilizarse para métodos cinéticos, automatizados o manuales.
Realizar la prueba a 37 °C y la turbidimetria a 620 nm (se pueden utilizar otras
longitudes de onda, a ser posible entre 405y 700 nm).

Paralos métodos automatizados, las guias de aplicacién se encuentran a
disposicion de los interesados. Consultar la guia de aplicacién y las
precauciones especificas de cada analizador.

Método de ensayo:

1.Reconstituir la preparacion de referencia (ensayo en medio purificado) o el
calibrador de plasma, asi como los controles de plasma, tal como se indica en
las instrucciones especificas 0 segun la practica interna.

Para un calibrador o una preparacion de referencia con una concentracion (C)
de Fib:Ag conocida en pg/ml, la concentracién de 20 pg/ml se obtiene
utilizando el siguiente factor de dilucién: D = C:20, con C en ug/ml (por
ejemplo, para un estandar en 3000 pg/ml, el factor de diluciéon D serd D =
3000:20 = 150). Preparar 3 ml de la dilucion Fib:Ag 20 pg/ml (C1) en el
tampon de dilucion. Preparar la curva de calibracién efectuando diluciones
seriadas como sigue:

Estandar C1 C2 C3 C4 C5 C6
Fib:Ag (ug/ml) 20 15 10 5 25 0
Volumen de 1000l [ 750 pl | 500 pl [ 250 pl | 125l oul
estandar deCl | decl | decl | dec1 | deCl W
Volumen de tamp6n opl 250 pl | 500l | 750 ul | 875l | 1000 pl

Para el método manual, debe realizarse una curva de calibracién para
cada serie de pruebas.

2. Diluir las muestras y los controles con el tamp6én de dilucién, segun se
describe en la siguiente tabla (método manual):

Muestras Referencia Dilucién
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201 1:300
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301 1:300
Muestra (=1a6 g/l n.d. 1:300
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Establecer la curva de calibracion y validarla con los controles de calidad.
Si las muestras diluidas se conservan a temperatura ambiente (18-25 °C),
analizarlas rapidamente. La concentracion exacta de calibrador y controles
para cada lote se indica en el folleto incluido en el kit.

3. Verter lo siguiente en la cubeta de plastico incubada a 37 °C:

Volumen
Muestra, calibrador o control diluidos 100 pl
R Reactivo de latex, preincubado a 400 i
37 °C y homogeneizado antes

Mezclar e incubar a 37 °C durante exactamente 15 minutos y a
Mezclar y leer la absorbancia a 620 nm con respecto al tampén de dilucién.
Respetar el mismo tiempo de reaccién global para cada muestra.

Si se requiere un volumen de reaccién distinto del especificado mas arriba
para el método utilizado, se debe respetar estrictamente la relaciéon de
volimenes para garantizar el rendimiento del ensayo. El usuario es el
responsable de validar cualquier cambio y su repercusion en los
resultados.

Para concentraciones elevadas (>6 g/l), se recomienda utilizar una dilucién
de muestra de 1:1000, y para concentraciones bajas (<1 g/l), una dilucion
de muestra de 1:100.

CALIBRACION:
El ensayo LIAPHEN™ Fibrinogen puede calibrarse para el ensayo de
fibrinégeno (antigeno). El calibrador de plasma que abarca el intervalo de
calibracion puede obtenerse en HYPHEN BioMed (ver el apartado
REACTIVOS Y MATERIAL NECESARIOS NO SUMINISTRADOS) y
utilizarse para establecer la curva de calibracion.
e Elintervalo de calibracion es aproximadamente de 0 a 30 pug/ml (en
STA-R®).

La curva de calibracién que se muestra a continuacién solo se proporciona
a modo de ejemplo. Se debe emplear la curva de calibracién establecida
para la serie de ensayos.

LIAPHEN™ Fibrinogen
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CONTROL DE CALIDAD:

El uso de controles de calidad sirve para validar el cumplimiento del
método, junto con la homogeneidad interserial para un determinado lote
de reactivos.

Hay que incluir los controles de calidad con cada serie, de acuerdo con las
buenas practicas de laboratorio, con el fin de validar la prueba. Se debe
definir una nueva curva de calibracion, preferiblemente para cada serie de
pruebas y, como minimo, para cada nuevo lote de reactivos, o tras una
operacion de mantenimiento del analizador, o cuando los valores de
control de calidad medidos se sitien fuera del intervalo de aceptacion del
método.

Cada laboratorio debe definir su intervalo de aceptacion y verificar el
rendimiento previsto en su sistema analitico.

RESULTADOS:

e Para el método manual de punto final, trazar la curva de calibracion,
con una DO de 620nm a lo largo del eje de ordenadas y la
concentracion de Fib:Ag, expresada en ug/ml, a lo largo del eje de
abscisas, eligiendo el método de interpolacion méas adecuado. La
concentracion de Fib:Ag (ug/ml) en la muestra problema se deduce de
la curva de calibracién y se multiplica por el factor de dilucién utilizado
(300 con la dilucién estandar).

e Si se utilizan otras diluciones, el nivel obtenido es el medido
multiplicado por el factor de dilucién utilizado.

e Los resultados deben interpretarse de acuerdo con la situacién clinica
y biolégica del paciente.

LIMITACIONES:

e Para garantizar el rendimiento 6ptimo de la prueba y cumplir las
especificaciones, se deben seguir cuidadosamente las instrucciones
técnicas validadas por HYPHEN BioMed.

e Se deben descartar los reactivos que presenten un aspecto atipico o
que muestren signos de contaminacion.

e Se deben descartar las muestras sospechosas o0 que muestren signos
de activacion.

e La presencia de factor reumatoide puede dar lugar a una
sobreestimacion de la concentracion de fibrinégeno.*°
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Existen diferentes farmacos o tratamientos que pueden afectar a los
resultados. Se deberia realizar un estudio adicional para determinar el
origen de cada resultado anémalo o inesperado.

En cuanto a la posible influencia del efecto gancho, consultar la guia de
aplicacion especifica del analizador utilizado (no se observa ningln efecto
significativo para concentraciones de fibrindbgeno de hasta 90 pg/ml en la
dilucién problema).

VALORES PREVISTOS:

El intervalo de medicion depende del sistema analitico utilizado
(aproximadamente de 1 a 30 ug/ml de Fib:Ag en la dilucién problema en la
serie STA-R®, es decir, de 0,2 a 6 g/l).

Especificidad: los sueros se analizan por debajo de 0,2 g/l (media).

Los estudios de rendimiento se llevaron a cabo internamente en la serie
STA-R®. El rendimiento se evalué utilizando controles de laboratorio
durante un periodo de 5 dias, 2 series por dia y 2 repeticiones en cada
serie para un nivel de control. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Control Int-raensayo Intgrensayo

n Media | % CV | DE n Media | % CV | DE
Nivel 3 20 5,04 3,8 0,19 20 5,04 7,7 0,39
Nivel 2 20 2,58 3,1 0,08 20 2,58 9,8 0,25
Nivel 1 20 1,31 3,4 0,04 20 1,31 9,8 0,13

Correlacion con el método de referencia (LIAPHEN™ Fibrinogen frente a
FIBRIPHEN™ en STA-R®):

n =70y =0,97x - 0,06 r=0,977

Interferencias: en el analizador STA-R®, no se observaron interferencias
de las moléculas hasta las siguientes concentraciones:

Hemoglobina 200 mg/dl (HNl-ISIF-)IErII?nI\;T) 2/2 Ul/ml
Intralipidos
Bilirrubina 20 mg/dl (equivalente de | 2000 mg/dI
triglicéridos)

Consultar también la guia de aplicacion especifica del analizador utilizado.
Reactividad cruzada: LIAPHEN™ Fibrinogen reacciona también con el
fragmento DD (D-dimero), el fragmento D del fibrinégeno y los productos
de degradacion de la fibrina (PDF); no reacciona con el fragmento E de la
fibrina.
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SIMBOLOS:

Simbolos utilizados y signos enumerados en la norma ISO 15223-1; ver el
documento de definiciones de los simbolos.

| cambios

respecto a la version anterior.
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