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Ceveron TGA RB - English
INTENDED USE

Ceveron TGA RB is used for determination of thrombin generation in human citrated plasma on Ceveron alpha TGA
and instruments of the Ceveron 100 series with fluorogenic channels. Ceveron TGA RB trigger reagent is used for
measurement of bleeding tendency, for monitoring therapy in heamophilia patients and for monitoring FVIII inhibitor
bypassing therapy.

SUMMARY

Ceveron TGA RB is based on monitoring the fluorescence generated by the cleavage of a fluorogenic substrate by
thrombin over time, upon activation of the coagulation cascade in plasma by Ceveron TGA RB trigger composed of
tissue factor and negatively charged phospholipids.

The trigger composition is specially adapted to detect very sensitive changes in the positive feedback loop of intrinsic
pathway activation upon activation of the extrinsic pathway, giving the assay high sensitivity to changes in the low range
of FVIIl and FIX levels.

From the changes in fluorescence over time, the concentration of thrombin (nM) in the sample can be calculated using
the respective thrombin calibration curve. The increase in thrombin concentration over time allows the calculation of the
thrombin generation curve and to calculate thrombin generation parameters.

REAGENTS

The Ceveron TGA RB contains:

Reagent / Content Description

Trigger reagent with low concentration of
phospholipid micelles containing rhTF in
Tris-Hepes-NaCl buffer, lyophilized

3x1mL Ceveron TGA RB

3x1.5mL Ceveron TGA BUF Tris-Hepes-NaCl buffer, lyophilized

Fluorogenic substrate 1 mM Z-G-G-R-AMC,

3x3mL Ceveron TGA SUB o
lyophilized

3x1mL Ceveron TGA CON H Human Iplasma w.|t.h increased thrombin
generation, lyophilized

3x1mL Ceveron TGA CON L Human _plasma W.Iﬁvh decreased thrombin
generation, lyophilized

1x25mL Calcium Chloride solution 25 mM CaCl, 25 mM, ready to use

Material required (not supplied with the kit)

- Distilled water

- Precision pipettes

- Variable pipette

- Laboratory timer
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Warning and precautions

- IVD for in vitro diagnostics use.

- This kit is intended for use by personnel trained in laboratory procedures and universal precautions for the use
of chemicals and potentially biohazardous substances.

- Allhuman blood or plasma products, as well as samples must be considered as potentially infectious. They have
to be handled with appropriate care and in strict observance of safety regulations. The rules pertaining to disposal
are the same as applied to disposing hospital waste.

- Control plasmas are made from human blood and any individual plasma involved in the procedure is tested
HbsAg, HIV 1/2 Ab and HCV-Ab-negative by FDA approved or CE marked methods. However, all human blood
products should be handled as potentially infectious material.

- Get a Material Safety Data Sheet for this product from www.technoclone.com.

Stability and storage
The expiry date printed on the labels is only applicable to storage of the unopened containers at 2...8 °C.

Stability opened/ in use:

Reagent Ceveror_1 alpha TGA / Ceveron 100 series
(open vial)
Ceveron TGA RB 8 hours
Ceveron TGA BUF 8 hours
Ceveron TGA SUB 8 hours
Ceveron TGA CON H 4 hours
Ceveron TGA CON L 4 hours
CaCl,25 mM 7 days

Avoid contamination by microorganisms.

TEST PROCEDURE

Preparation of plasma samples

For preparation of Platelet Poor Plasma samples a standardized procedure such as CLSI H21-A5 or DIN 58905 is
required to be implemented to minimize variability caused by preanalytical steps.

It is recommended to use the locally established sample collection method to reduce additional preanalytical errors.
An immediate centrifugation after blood withdrawal is recommended.
Further we recommend an immediate shock freezing of the centrifuged samples.

Attention! The frozen samples should be stored in a constant environment - avoid exposing the samples to variations
in temperature. Before transportation, we recommend to centrifuge and prepare the plasma samples.

Thaw frozen samples rapidly at 37 °C. Gently mix before testing. After thawing, the assay must be performed within 2
hours.

Plasmas should be frozen only once; during storage, the vials should be tightly capped.

Stability of the sample material:

| Sample material | 18..25°C | -20°C |
| Platelet poor plasma | 4 hours I 1 month |
Avoid contamination by microorganisms.

Preparation of reagents
Before starting the test, all the required components must be brought to room temperature.
Avoid foam formation when reconstituting plasmas and mixing reagents or buffers.

Vials have to be mixed thoroughly to ensure that the whole material is resuspended. Mixing is performed best by careful
upside-down movements of the vial. Vortex must be avoided as it would cause air bubbles in the reagent and these
would disturb fluorescence measurement.

Special care has to be taken on substrate reconstitution. The lyophilized material is clear and can adhere to the wall of
the vial. Make sure that the whole material is dissolved!

Before using the reagents, the vials need to be mixed again thoroughly by careful upside-down movements. Vortex
must be avoided.

Temp. : TF0474.01 Date of printing : 260826

- Ceveron TGA RB: Dissolve each bottle of lyophilized TGA RB trigger in 1.0 mL distilled water and swirl gently. Allow
the reconstituted material to stand for 20 minutes at room temperature before use.

Ceveron TGA BUF: Dissolve each bottle of lyophilized buffer in 1.5 mL distilled water and swirl gently. Allow the
reconstituted material to stand for 20 minutes at room temperature before use.

Ceveron TGA SUB: Dissolve each bottle of lyophilized substrate in 3.0 mL distilled water and swirl gently. Allow the
reconstituted material to stand for 20 minutes at room temperature before use.

- Ceveron TGA CON H: Dissolve each bottle of lyophilized control high in 1.0 mL distilled water and swirl gently. Allow
the reconstituted material to stand for 20 minutes at room temperature before use.

- Ceveron TGA CON L: Dissolve each bottle of lyophilized control low in 1.0 mL distilled water and swirl gently. Allow
the reconstituted material to stand for 20 minutes at room temperature before use.

Calcium Chloride solution: Ready to use.

Performance of the test
The Ceveron TGA RB is always used in combination with the Ceveron TGA CAL.

Ceveron TGA RB is performed on the Ceveron alpha TGA, the Ceveron t100 and the Ceveron s100 with the respective
application.

Ceveron TGA RB is calibrated on the Ceveron alpha TGA, the Ceveron t100 and the Ceveron s100 using the Ceveron
TGA CAL. Follow the instructions from the Ceveron TGA CAL insert to perform the calibration.

Ceveron TGA controls low and high are recommended to be used for a complete quality control program. Ceveron TGA
control low and high are designed for this program. Each laboratory should establish its own mean and standard
deviation for a quality control program in order to monitor laboratory testing. Controls should be analyzed before
validating patient results in accordance with good laboratory practice.

LIMITATION OF THE TEST

Reliable results can only be obtained when blood collection is standardized and follows the criteria of minimal activation
of the clotting system during venipuncture. Care has to be taken during centrifugation of blood and plasma that only
such plasma samples are used for the assays that comply with the requirements for the respective assays. In case of
use of incorrect plasma samples interpretation of the results might become impossible.

a2-MG-thrombin complexes formed during thrombin generation reaction do not influence the most important TGA
parameter Peak Thrombin, but can lead to increase of AUC values.

All types of anticoagulants influence thrombin generation parameters.

Microparticles of different origin trigger thrombin generation, influencing the TGA parameters. Care has to be taken to
avoid microparticle release during sample preparation and storage.

INTERPRETATION OF RESULTS

Bendtigtes Material (nicht im Kit enthalten)

- Destilliertes Wasser

- Prazisionspipeten

- Variable Pipetten

- Labortimer
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Warning and precautions

- Nur zur Anwendung als in vitro Diagnostikum.

- Das Testkit ist zur Verwendung durch Laborpersonal bestimmt welches im Umgang mit der Testmethode sowie
mit allgemeinen Sicherheitsmanahmen im Umgang mit Chemikalien und potentiellem biologischen Risiko
geschult ist.

- Alle humanen Blut- bzw. Plasmaprodukte und Proben missen als potentiell infektiés angesehen werden. Sie
sind mit der notwendigen Sorgfalt und entsprechend den Sicherheitsvorschriften zu behandeln und wie
Krankenhausmiill zu entsorgen.

- Obwohl alle Kontrollen, hergestellt aus humanem Blut, und alle hierzu verwendete Einzelplasmen fiir HbsAg, HIV
1/2 Ak und HCV-Ak negativ getestet sind, missen sie als potentiell infektids betrachtet werden.

- Ein Sicherheitsdatenblatt kann von www.technoclone.com heruntergeladen werden.

Lagerung und Stabilitat

Das Reagenz ist ungedffnet bei 2...8 °C zu lagern und bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Datum verwendbar.
Stabilitdt nach Rekonstitution:

Reagenz Ceveron alpha TGA / Ceveron 100 Serie
(offen)

Ceveron TGARB 8 Stunden

Ceveron TGA BUF 8 Stunden

Ceveron TGA SUB 8 Stunden

Ceveron TGA CON H 4 Stunden

Ceveron TGA CON L 4 Stunden

CaCl,25 mM 7 Tage

Eine Kontamination mit Mikroorganismen soll vermieden werden.

TESTDURCHFUHRUNG

Die wahrend der Thrombingerierung gebildeten a2-MG-Thrombin Komplexe beeinflussen den wichtigsten TGA
Parameter das Peak Thrombin nicht, kénnen aber zu einem erhéhten AUC Wert fiihren.

Alle Antikoagulantien haben einen Einfluss auf die TGA Parameter. Mikropartikels verschiedenen Ursprungs aktivieren
die Thrombingenerierung und beinflussen damit die TGA Parameter.

Es muss vermieden werden, dass Mikropartikel wahrend der Probengewinnung und Lagerung freigesetzt werden.
ERGEBNISINTERPRETATION

Ceveron TGA RB Ergebnisse werden in nM Peak Thrombin angezeigt.
Die Ergebnisse kénnen zusétzlich in Lag Phase, Steigung oder Flache unter der Kurve (AUC) angezeigt werden.

Die Auswertung erfolgt automatisch durch die Ceveron Software. Die Software berechnet die Thrombingenerierung in
der Probe in Abhéngigkeit von der Zeit und die Ergebnisse werden in nM
Thrombin fiir jeden Zeitpunkt des gesamten Gerinnungsprozesses
angegeben Es ergibt sich ein der folgenden Abbildung analoger Verlauf.
Neben der grafischen Darstellung der Thombingenerierung werden folgende
Parameter berechnet:

Pk Theormbin

Ingktrvierungsphase
- Lag phase: Latenzzeit von der Reagenzzugabe inclusive CaCl; bis
zur ersten massiven Thrombinbildung

- Peak thrombin: Maximale Thrombinbildung

Lag Prase

- AUC: Flache unter der Kurve

Zur Interpretation der Ergebnisse sollten auch andere Informationen, einschlieRlich der klinischen Daten, verwendet
werden.

REFERENZBEREICH

Folgende Normalbereiche sind in 100 PPP Proben von gesunden Normalspendern bestimmt worden:
Normalbereich fiir Ceveron TGA RB Kit: 43 — 368 nM Peak Thrombin
Normalbereich fiir Ceveron TGA RB Kit: 1236 — 2945 nM AUC

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seinen eigenen Normalbereich bestimmt. Die Beurteilung und Interpretation der
serologischen Ergebnisse darf nur durch entsprechendes Fachpersonal erfolgen. Dabei muss die Patientenanamnese
beriicksichtigt werden.

STANDARDISIERUNG

Der Thrombinkalibrator wurde gegen die aktuelle WHO Referenzpraparation kalibriert. Siehe Wertetabelle
LITERATURE

Ceveron TGA RB results are reported as nM Peak Thrombin.
The results can also be displayed in Lag Phase, slope and area under the curve (AUC).

The Ceveron software calculates thrombin generation in the sample over time and the results are given in nM thrombin
generated in the sample for each point of time during the whole coagulation
Preak Thombin process. The pattern seen resembles the figure provided. The following

e parameters can be used as readout:

% % Inactivation phase - Lag phase from the time point when the TGA reagent including CaCl,
2l is added until the first burst in thrombin formation
- Peak thrombin: Maximal concentration of thrombin formed
= 2 - AUC: Area under the curve
Lag Phass tima

For interpretation of the results other information, including the clinical data should be used.
REFERENCE RANGE

Following normal ranges were determined testing 100 healthy normal donor PPP samples:
Normal range for Ceveron TGA RB Kit: 43 — 368 nM Peak Thrombin
Normal range for Ceveron TGA RB Kit: 1236 — 2945 nM AUC

Itis recommended that individual laboratories establish their own normal range. When interpreting the serological results
the history of the patient has to be taken into account.

STANDARDISATION

The thrombin calibrator is calibrated against the Thrombin Reference Preparation of the WHO. Consult the batch table.

LITERATURE

Please contact Technoclone www.technoclone.com or your local distributor.

EDITORIAL NOTE

This document is available in several languages. The translations have been done using the master document in
English. In the event of doubts or discrepancies, the wording in the master document in English shall take precedence.

Ceveron TGA RB - Deutsch
ANWENDUNG

Ceveron TGA RB dient zur Bestimmung der Thrombingenerierung in humanem Citratplasma am Ceveron alpha TGA,
sowie den Systemen der Ceveron 100 Serie mit Fluoreszenzkanalen. Das Ceveron TGA RB Kit wird zur Messung einer
Blutungsneigung, zum Monitoring der Therapie bei Haemophilie oder einer FVIII Inhibitor Bypassing Therapie
verwendet.

ZUSAMMENFASSUNG

Ceveron TGA RB basiert auf der Messung der Anderung der Fluoreszenz, die bei der Spaltung eines fluorogenen
Substrats durch Thrombin entsteht. Die Gerinnungskaskade wird durch die Zugabe des Triggers Ceveron TGA RB, der
aus einer Mischung von Tissue Faktor und negativ geladenen Phospholipiden besteht, aktiviert.

Durch die spezielle Zusammensetzung des Triggers kénnen nach Aktivierung des exogenen Systems, sehr sensitiv
Anderungen in der positive Riickkopplung des endogenev System erfasst werden, wodurch der Assay sehr sensitiv
Anderungen der Faktoren VIl und IX speziell im niedrigen Konzentrationsbereich erfasst.

Aus der Anderung der Fluoreszenz im Zeitablauf kann die Thrombinkonzentration (nM) der Probe unter Verwendung
der entsprechenden Thrombinkalibrationskurve berechnet werden. Die Zunahme der Thrombinkonzentration tber die
Zeit erlaubt es die Thrombingenerierungskurve und die Parameter der Thrombingenerierung zu berechnen.

REAGENZIEN

Das Ceveron TGA RB enthalt:

Reagenz / Inhalt Beschreibung

Trigger Reagenz mit niedriger
Konzentration von Phospholipid Myzellen
und rhTF in Tris-Hepes-NaCl Puffer,
lyophilisiert

3x1mL Ceveron TGA RB

3x1.5mL Ceveron TGA BUF Tris-Hepes-NaCl Puffer, lyophilisiert

Fluorogenes Substrat 1 mM Z-G-G-R-AMC,

3x3mL Ceveron TGA SUB P
lyophilisiert
3x1mL Ceveron TGA CON H Humanes Plasma mit erhGhter
Thrombingenerierung, lyophilisiert
3x1mL Ceveron TGA CON L Humangs Plasma mit vermlr@e.ner
Thrombingenerierung, lyophilisiert
1x25mL | Calcium Chioride solution 25 mM Calciumehlorid Losung 25 mM,

gebrauchsfertig

Vorbereitung der Proben

Zur Vorbereitung von Platelet Poor Plasma-Proben muss ein standardisiertes Verfahren wie CLSI H21-A5 oder DIN
58905 implementiert werden, um die durch praanalytische Schritte verursachte Variabilitit zu minimieren.

Es wird empfohlen, die lokal etablierte Probenahmemethode zu verwenden, um zusatzliche praanalytische Fehler zu
reduzieren.

Plasmaproben die gelagert werden, sollen gleich tiefgefroren werden.
Wir empfehlen die Proben gleich nach der Blutabnahme zu zentrifugieren und erst dann zu transportieren.

Bitte beachten Sie! Die tiefgefrorenen Plasmaproben sollten bei konstanter Temperatur gelagert werden — vermeiden
Sie es, die gefrorenen Plasmaproben Temperaturschwankungen auszusetzen.

Gefrorene Proben sind bei 37 °C im Wasserbad aufzutauen. Vor der Analyse sind die Proben durch Schwenken noch
einmal durchzumischen. Nach dem Auftauen miissen die Proben innerhalb von 2 Stunden analysiert werden.

Das Plasma kann nur einmal eingefroren werden; wahrend der Lagerung missen die Fldschchen fest verschraubt sein.

Stabilitdt des Probenmaterials:

| Probenmaterial | 18..25°C | -20°C |
| Platelet poor plasma I 4 Stunden | 1 Monat I

Eine Kontamination mit Mikroorganismen soll vermieden werden.

Vorbereiten der Reagenzien
Vor Testbeginn alle benétigten Testkomponenten auf Raumtemperatur bringen.

Beim Rekonstituieren von Plasmen, sowie Mischen von Reagenzien oder Pufferldsungen ist Schaumbildung zu
vermeiden.

Um sicherzustellen, dass das ganze Reagenz rekonstituiert wird, soll das Flaschchen griindlich gemischt werden. Das
Mischen wird am besten durch griindliches tiber Kopf Schwenken des Flaschchens erreicht. Vortexen soll vermieden
werden, da Luftblasen entstehen kénnen, welche die Fluoreszenzmessung stéren.

Bei der Rekonstitution des Substrates muss besonders darauf geachtete werden das gesamte Lyophilisat zu I6sen.
Das lyophilisierte Substrat ist klar und kann an der Wand des Flaschchens haften. Sorgen Sie dafiir das Reagenz
vollsténdig zu l6sen!

Bevor die Reagenzien verwendet werden, miissen die Flaschchen erneut durch Uber Kopf schwenken griindlich
gemischt werden.

Ceveron TGA RB: Jede Flasche des lyophilisierten TGA RB Triggers wird mit 1.0 mL Aqua dest. rekonstituiert und
vorsichtig geschwenkt. Vor Verwendung den TGA RB Trigger 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen.
Vor Gebrauch durch vorsichtiges Schwenken mischen.

- Ceveron TGA BUF: Jede Flasche des lyophilisierten Puffers wird mit 1.5 mL Aqua dest. rekonstituiert und vorsichtig
geschwenkt. Vor Verwendung den TGA Puffer 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen.
Vor Gebrauch durch vorsichtiges Schwenken mischen.

Ceveron TGA SUB: Jede Flasche des lyophilisierten Substrates wird mit 3.0 mL Aqua dest. rekonstituiert und
vorsichtig geschwenkt. Vor Verwendung das Substrat 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen.
Vor Gebrauch durch vorsichtiges Schwenken mischen.

Ceveron TGA CON H: Jede Flasche der lyophilisierten TGA CON H wird mit 1.0 mL Aqua dest. rekonstituiert und
vorsichtig geschwenkt. Vor Verwendung die Kontrolle 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen. Vor
Gebrauch durch vorsichtiges Schwenken mischen.

Ceveron TGA CON L: Jede Flasche der lyophilisierten TGA CON L wird mit 1.0 mL Aqua dest. rekonstituiert und
vorsichtig geschwenkt. Vor Verwendung die Kontrolle 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen. Vor
Gebrauch durch vorsichtiges Schwenken mischen.

Calcium Chloride solution: Gebrauchsfertig.

Testverfahren
Das Ceveron TGA RB wird immer zusammen mit dem Ceveron TGA CAL verwendet.

Der Ceveron TGA RB Test wird vollautomatisch mit der TGA RB - Testapplikation am Ceveron alpha TGA,
Ceveron t100 oder Ceveron s100 durchgefiihrt.

Ceveron TGA RB wird mit Hilfe des Ceveron TGA CAL am Ceveron alpha TGA, Ceveron t100 und dem
Ceveron s100 kalibriert. Befolgen Sie die Anweisungen des Ceveron TGA CAL Beipacktextes fiir die Durchfiihrung der
Kalibration.

Fir ein vollstandiges Qualitatskontrollprogramm ist die Verwendung der Ceveron TGA CON L und H empfohlen.
Ceveron TGA CON L sowie Ceveron TGA CON H sind fir dieses Programm konzipiert. Jedes Labor sollte seinen
eigenen Mittelwert mit Standardabweichung 1 und ein Qualita itrollprogramm einfiihren um die im Labor
durchgefiihrten Tests zu liberwachen. GeméaR guter Laborpraxis sollten die Qualitatskontrollen vor der Validierung von
Patientenergebnissen analysiert werden.

TESTEINSCHRANKUNGEN

Bitte wenden Sie sich an Technoclone www.technoclone.com oder an lhren lokalen Anbieter.
EDITORIAL NOTE

Dieses Dokument ist in mehreren Sprachen verfiigbar. Als Masterdokument fiir die Ubersetzung wurde das englische
Dokument herangezogen. Bei eventuellen Unstimmigkeiten oder Schreibfehlern in der Ubersetzung, ist das Master
Dokument in Englisch vorrangig.

Ceveron TGA RB - Frangais
UTILISATION PREVUE

Ceveron TGA RB est utilisé pour la détermination de la génération de thrombine dans le plasma citraté humain sur le
Ceveron alpha TGA et les instruments de la série Ceveron 100 équipés de canaux fluorogéniques. Le réactif de
déclenchement Ceveron TGA RB est utilisé pour la mesure de la tendance hémorragique, pour le suivi thérapeutique
chez les patients hémophiles et pour le suivi du traitement de contournement des inhibiteurs du FVIII.

RESUME

Ceveron TGA RB repose sur la surveillance de la fluorescence générée par le clivage d'un substrat fluorogéne par la
thrombine au fil du temps, suite & I'activation de la cascade de coagulation dans le plasma par le réactif déclencheur
Ceveron TGA RB composé de facteur tissulaire et de phospholipides chargés négativement.

La composition du déclencheur est spécialement adaptée pour détecter des changements trés sensibles dans la boucle
de rétroaction positive de I'activation de la voie intrinséque lors de I'activation de la voie extrinséque, ce qui confére au
test une grande sensibilité aux variations dans la fourchette basse des taux de FVIII et de FIX.

A partir des variations de fluorescence au fil du temps, la concentration de thrombine (nM) dans I'échantillon peut étre
calculée a l'aide de la courbe d'étalonnage de la thrombine correspondante. L'augmentation de la concentration de
thrombine au fil du temps permet de tracer la courbe de génération de thrombine et de calculer les paramétres de
génération de thrombine.

REACTIFS

Eine wesentliche Voraussetzung, um zuverldssige Ergebnisse zu erhalten, ist die standardisierte Blutabnahme, die den
Kriterien fiir eine minimale Aktivierung des Gerinnungssystems wahrend der Venenpunktion entspricht.

Es ist unbedingt darauf zu achten, dass die Zentrifugationsschritte kontrolliert durchgefiihrt werden, und nur solche
Plasmen verwendet werden, die die Anforderungen des entsprechenden Tests erfiillen.

Die Verwendung ungeeigneter Plasmaproben kann die Interpretation der Ergebnisse unter Umstédnden unmdglich
machen.

Le Ceveron TGA RB contient :

Réactif / Contenu Description

Réactif déclencheur a faible concentration
de micelles phospholipidiques contenant du
rhTF dans un tampon Tris-Hepes-NaCl,
lyophilisé

3x1mL Ceveron TGA RB

3x1.5mL Ceveron TGA BUF Tampon Tris-Hepes-NaCl, lyophilisé

Substrat fluorogéne 1 mM Z-G-G-R-AMC,

3x3mL Ceveron TGA SUB s
lyophilisé

3x1mL Ceveron TGA CON H Plasma humain pl.'esentant une génération
accrue de thrombine, lyophilisé

3x1mL Ceveron TGA CON L Plasma humain présentant une génération

de thrombine réduite, lyophilisé

1x25mL Calcium Chloride solution 25 mM CaCl. 25 mM, prét a I'emploi

Matériel requis (non fourni avec le kit)

- Eaudistillee

- Pipettes de précision

- Pipette a volume variable

- Minuterie de laboratoire
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Avertissements et précautions

- IVD pour usage en diagnostic in vitro.

- Ce kit est destiné a étre utilisé par du personnel formé aux procédures de laboratoire et aux précautions
universelles relatives a lutilisation de produits chimiques et de substances potentiellement biologiquement
dangereuses.

- Tous les produits dérivés du sang ou du plasma humains, ainsi que les échantillons, doivent étre considérés
comme potentiellement infectieux. Iis doivent &tre manipulés avec le soin approprié et dans le strict respect des
regles de sécurité. Les régles relatives a I'élimination sont les mémes que celles applicables & I'élimination des
déchets hospitaliers.

- Les plasmas de controle sont issus de sang humain et tout plasma individuel utilisé dans la procédure est testé
négatif pour I'Ag Hbs, les anticorps anti-VIH 1/2 et les anticorps anti-VHC a I'aide de méthodes approuvées par
la FDA ou portant le marquage CE. Cependant, tous les produits dérivés du sang humain doivent étre manipulés
comme des matiéres potentiellement infectieuses.

- Obtenez une fiche de données de sécurité pour ce produit sur www.technoclone.com.

Stabilité et conservation

La date de péremption imprimée sur les étiquettes ne s'applique qu'au stockage des flacons non ouverts a une
température comprise entre 2...8 °C.

Stabilité aprés ouverture/en cours d'utilisation :



Réactif Ceveron alpha TGA / série Ceveron 100
(flacon ouvert)

Ceveron TGA RB 8 heures

Ceveron TGA BUF 8 heures

Ceveron TGA SUB 8 heures

Ceveron TGA CON H 4 heures

Ceveron TGA CON L 4 heures

CaCl;25 mM 7 jours

Eviter toute contamination par des micro-organismes.

PROCEDURE DE TEST

Il est recommandé que chaque laboratoire établisse sa propre plage de référence. Lors de l'interprétation des résultats
sérologiques, les antécédents du patient doivent étre pris en compte.

STANDARDISATION

Le calibrateur de thrombine est étalonné par rapport a la préparation de référence de thrombine de I'OMS. Consultez
le tableau des lots.

BIBLIOGRAPHIE

Veuillez contacter Technoclone a I'adresse www.technoclone.com ou votre distributeur local.

NOTE EDITORIALE

Préparation des échantillons de plasma

Pour la préparation d'échantillons de plasma pauvre en plaquettes, une procédure normalisée telle que CLSI H21-A5
ou DIN 58905 doit étre mise en ceuvre afin de minimiser la variabilité causée par les étapes préanalytiques.

Il est recommandé d'utiliser la méthode de prélévement d'échantillons établie localement afin de réduire les erreurs
préanalytiques supplémentaires.

Une centrifugation immédiate aprés le prélevement sanguin est recommandée.
Nous recommandons en outre une congélation rapide des échantillons centrifugés.

Attention ! Les échantillons congelés doivent étre conservés dans un environnement a température constante; évitez
de les exposer a des variations de température. Avant le transport, nous recommandons de centrifuger et de préparer
les échantillons de plasma.

Décongelez rapidement les échantillons congelés a 37 °C. Mélangez délicatement avant le test. Aprés décongélation,
le test doit étre effectué dans les 2 heures.

Les échantillons de plasma ne doivent étre congelés qu'une seule fois; pendant la conservation, les flacons doivent
étre fermés hermétiquement.

Stabilité du matériel d'échantillonnage:

[ Materiel d'échantillonnage 18...25°C [-20°C |
| Plasma pauvre en plaquettes 4 heures I 1 mois |
Eviter toute contamination par des m icro-organismes.

Préparation des réactifs
Avant de commencer le test, tous les composants nécessaires doivent étre amenés a température ambiante.
Eviter la formation de mousse lors de la reconstitution des plasmas et du mélange des réactifs ou des tampons.

Les flacons doivent étre agités soigneusement pour s'assurer que tout le contenu est bien remis en suspension. Le
mélange s'effectue de préférence en retournant délicatement le flacon. Il faut éviter de recourir au vortex, car cela
provoquerait la formation de bulles d'air dans le réactif, ce qui perturberait la mesure de la fluorescence.

Une attention particuliére doit étre portée a la reconstitution du substrat. Le produit lyophilisé est limpide et peut adhérer
aux parois du flacon. Assurez-vous que tout le produit est bien dissous!

Avant d'utiliser les réactifs, les flacons doivent étre & nouveau mélangés soigneusement en les retournant délicatement.
Il faut éviter I'utilisation d'un vortex.

Ceveron TGA RB: Dissoudre chaque flacon de déclencheur TGA RB Iyophilisé dans 1.0 mL d'eau distillée et agiter
doucement. Laisser reposer le produit reconstitué pendant 20 minutes a température ambiante avant utilisation.

Ceveron TGA BUF: Dissoudre chaque flacon de tampon lyophilisé dans 1.5 mL d'eau distillée et agiter doucement.
Laisser reposer le produit reconstitué pendant 20 minutes a température ambiante avant utilisation.

- Ceveron TGA SUB: Dissoudre chaque flacon de substrat lyophilisé dans 3.0 mL d'eau distillée et agiter doucement.
Laisser reposer le mélange reconstitué pendant 20 minutes a température ambiante avant utilisation.

Ceveron TGA CON H: Dissoudre chaque flacon de contréle haut lyophilisé dans 1.0 mL d'eau distillée et agiter
doucement. Laisser reposer le produit reconstitué pendant 20 minutes a température ambiante avant utilisation.

Ceveron TGA CON L: Dissoudre chaque flacon de contréle faible lyophilisé dans 1.0 mL d'eau distillée et agiter
doucement. Laisser reposer le produit reconstitué pendant 20 minutes a température ambiante avant utilisation.

Calcium Chloride solution: Préte & I'emploi.

Réalisation du test
Le Ceveron TGA RB est toujours utilisé en combinaison avec le Ceveron TGA CAL.

Le Ceveron TGA RB est utilisé sur le Ceveron alpha TGA, le Ceveron t100 et le Ceveron s100 avec I'application
correspondante.

Le Ceveron TGA RB est étalonné sur le Ceveron alpha TGA, le Ceveron t100 et le Ceveron s100 & l'aide du Ceveron
TGA CAL. Suivez les instructions de la notice du Ceveron TGA CAL pour effectuer I'étalonnage.

Il est recommandé d'utiliser les contréles Ceveron TGA bas et haut pour un programme complet de contréle qualité.
Les contréles Ceveron TGA bas et haut sont congus pour ce programme. Chaque laboratoire doit établir sa propre
moyenne et son propre écart-type pour un programme de contréle qualité afin de surveiller les tests de laboratoire. Les
contréles doivent étre analysés avant de valider les résultats des patients, conformément aux bonnes pratiques de
laboratoire.

LIMITES DU TEST

Ce document est disponible en plusieurs langues. Les traductions ont été réalisées a partir du document original en
anglais. En cas de doute ou de divergence, le libellé du document original en anglais prévaut.

Ceveron TGA RB Kit - Italiano
INTENTO D’'USO

Il kit Ceveron TGA RB & usato per la misurazione della generazione della trombina in plasma citrato umano sullo
strumento Ceveron alpha TGA e sugli strumenti della serie Ceveron 100 con canali fluorogenici. Il reagente trigger
Ceveron TGA RB & usato per misurare il rischio emorragico, per il monitoraggio della terapia nei pazienti emofilici e per
monitorare la terapia di bypass dell'inibitore di FVIII.

RIASSUNTO

Ceveron TGA RB & basato sul monitoraggio della fluorescenza generata nel tempo dal taglio di un substrato
fluorogenico da parte della trombina nel tempo in seguito all'attivazione della cascata di coagulazione nel plasma da
parte dell'agente trigger di Ceveron TGA RB, composto da fattori tissutali e fosfolipidi carichi negativamente.

La composizione dell'agente trigger & adattata specificatamente per cambiamenti molto sensibili del loop di feedback
positivo dell'attivazione del pathway intrinseco in seguito all’attivazione del pathway estrinseco, dando al sistema alta
sensibilita ai cambiamenti nel basso range dei livelli di FVIIl e FIX.

Dai cambiamenti della fluorescenza nel tempo si pud calcolare la concentrazione di trombina (nM) nel campione usando
la rispettiva curva di calibrazione della trombina. L'aumento nella concentrazione della trombina nel tempo permette il
calcolo della curva di generazione della trombina e dei parametri della generazione della trombina.

REAGENTI

Des résultats fiables ne peuvent étre obtenus que si le prélévement sanguin est standardisé et respecte les criteres
d'activation minimale du systéme de coagulation lors de la ponction veineuse. Il convient de veiller, lors de la
centrifugation du sang et du plasma, a n'utiliser pour les dosages que des échantillons de plasma conformes aux
exigences des dosages respectifs. En cas d'utilisation d'échantillons de plasma incorrects, l'interprétation des résultats
pourrait devenir impossible.

Les complexes a2-MG-thrombine formés au cours de la réaction de génération de thrombine n'influencent pas le
paramétre TGA le plus important, & savoir le pic de thrombine, mais peuvent entrainer une augmentation des valeurs
de 'AUC.

Tous les types d'anticoagulants influencent les paramétres de la génération de thrombine.

Des microparticules d'origines diverses déclenchent la génération de thrombine, influencant ainsi les parameétres du
TGA. Il convient de veiller a éviter la libération de microparticules lors de la préparation et du stockage des échantillons.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Il kit Ceveron TGA RB contiene:

Reagente Descrizione

Reagente trigger con basse concentrazioni di micelle di
fosfolipidi contenenti buffer rhTF in Tris-Hepes-NaCl,
liofilizzato.

3x1mL Ceveron TGA RB

3x1.5mL | Ceveron TGA BUF
3x3mL Ceveron TGA SUB

Tris-Hepes-NaCl buffer, liofilizzato.
Substrato fluorigenico 1 mM Z-G-G-R-AMC, liofilizzato.

Plasma umano con aumentata generazione di trombina,
liofilizzato.

3x1 Ceveron TGA CONT H

Plasma umano con diminuita generazione di trombina,

3x1mL Ceveron TGA CONT L Y,
liofilizzato.

1x25 ggl:;z’:;)ne di Cloruro di Clacio CaCl, 25 mM, pronta all'uso.

Materiale richiesto (non fornito nel kit)

- Acqua bidistillata

- Pipette di precisione

- Timer di laboratorio
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Avvertenze e precauzioni

- IVD per uso diagnostico in vitro.

- Questo kit deve essere utilizzato da personale addestrato nelle procedure di laboratorio, e devono essere
applicate le precauzioni universali per 'uso di prodotti chimici e di sostanze potenzialmente a rischio biologico.

- Tutti i prodotti derivanti da sangue o plasma cosi come tutti i campioni, devono essere considerati come
potenzialmente infettivi. Devono essere maneggiati con la dovuta attenzione e in stretta osservanza delle norme
di sicurezza. Le regole riguardanti lo smaltimento dei rifiuti sono le stesse applicate allo smaltimento die rifiuti
ospedalieri.

- | plasmi di controllo sono prodotti a partire da sangue umano testato e risultato negativo per gli anticorpi contro
HIV 1/2, HBs Ag e HVC. Tuttavia, tutti i prodotti derivati da sangue umano devono essere maneggiati con cura
ed essere considerati come materiale potenzialmente.

- La Scheda di Sicurezza ¢ disponibile su www.technoclone.com.

Stabilita e conservazione
La data di scadenza stampata sulle etichette & applicabile solo prodotti non aperti conservati a 2...8 °C.

Stabilita dopo ricostituzione:

Reagente Ceveron alpha TGA / Ceveron 100 series
(fiala aperta)

Ceveron TGA RB 8ore

Ceveron TGA BUF 8ore

Ceveron TGA SUB 8 ore

Ceveron TGA CON H 4 ore

Ceveron TGA CON L 4 ore

CaCl;25 mM 7 giomi

Evitare la contaminazione con microorganismi.

ESECUZIONE DEL TEST

Preparazione dei reagenti
Prima di iniziare il test, tutti i componenti richiesti devono essere portati a temperatura ambiente.
Evitare la formazione di schiuma ricostituendo il plasma e mescolando i reagenti o buffer.

Le vial devono essere mescolate con attenzione per assicurare che tutto il materiale sia risospeso. Il modo migliore per
mescolare € invertire con attenzione la vial. Bisogna evitare di mescolare con il vortex perché causerebbe la formazione
di bolle d'aria nel reagente che disturberebbero la lettura della fluorescenza.

Un'attenzione particolare dev'essere prestata alla ricostituzione del substrato. Il materiale liofilizzato & trasparente e
puo aderire alla parete della vial. Fare attenzione che tutto il materiale sia disciolto!

Prima di usare i reagenti, le vials devono essere nuovamente mescolate attentamente mediante inversione. Bisogna
evitare di usare il vortex.

Ceveron TGA RB: Disciogliere ogni boccetta di trigger TGA RB liofilizzato in 1.0 mL di acqua distillata e vorticare
gentilmente. Lasciare il materiale ricostituito 20 minuti a temperatura ambiente prima dell'uso.

Ceveron TGA BUF: Disciogliere ogni boccetta di buffer liofilizzato in 1.5 mL di acqua distillata e vorticare gentiimente.
Lasciare il materiale ricostituito 20 minuti a temperatura ambiente prima dell’'uso.

- Ceveron TGA SUB: Disciogliere ogni boccetta di substrato liofilizzato in 3.0 mL di acqua distillata e vorticare
gentilmente. Lasciare il materiale ricostituito 20 minuti a temperatura ambiente prima dell'uso.

Ceveron TGA CONT H: Disciogliere ogni boccetta di controllo alto liofilizzato in 1.0 mL di acqua distillata e vorticare
gentilmente. Lasciare il materiale ricostituito 20 minuti a temperatura ambiente prima dell'uso.

Ceveron TGA CONT L: Disciogliere ogni boccetta di controllo basso liofilizzato in 1.0 mL di acqua distillata e vorticare
gentilmente. Lasciare il materiale ricostituito 20 minuti a temperatura ambiente prima dell'uso.

- Soluzione di calcio cloruro: Pronta all'uso.

Performance del test
Il kit Ceveron TGA RB & sempre usato in combinazione con il Ceveron TGA CAL Set.

II' kit Ceveron TGA RB si puo eseguire Ceveron alpha TGA, Ceveron t100 e Ceveron s100 con le rispettive istruzioni
applicative.

Ceveron TGA RB é calibrato su Ceveron alpha TGA, Ceveron t100 e Ceveron s100 usando Ceveron TGA CAL. Seguire
le istruzioni contenute nella confezione di Ceveron TGA CAL per eseguire la calibrazione.

Per un programma di qualitd completo, si raccomanda di usare i controlli alto e basso di Ceveron TGA. | controlli
Ceveron TGA basso e alto sono destinati a questi programmi. Ogni laboratorio dovrebbe stabilire la propria media e
deviazione standard per il controllo di qualita, al fine di monitorare i test di laboratorio. In accordo con le buone pratiche
di laboratorio, i valori dei controlli dovrebbero essere analizzati prima di validare i risultati dei pazienti.
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Si possono ottenere risultati attendibili solo quando la raccolta del sangue & standardizzata e segue criteri per la minima
attivazione della cascata di coagulazione durante il prelievo venoso. Durante la centrifugazione del sangue e del plasma
& necessario prestare attenzione affinché per i test vengano utilizzati solo campioni di plasma conformi ai requisiti dei
rispettivi test. Nel caso di utilizzo di campioni di plasma non conformi l'interpretazione dei risultati pud diventare
impossibile.

| complessi a2-MG-thrombina che si formano durante la reazione di generazione della trombina non influenza il piu
importante parametro di TGA, la Peak Thrombin, ma pud causare un aumento dei valori AUC.

Tutti i tipi di anticoagulanti influenzano i parametri di generazione della trombina.

Microparticelle di diversa origine possono indurre la formazione di trombina, influenzando i parametri di TGA. Bisogna
prestare attenzione ad evitare il rilascio di microparticelle durante la preparazione e conservazione del campione.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

I risultati di Ceveron TGA RB sono riportati in nM di Peak Thrombin.
| risultati possono anche essere descritti in Lag Phase, inclinazione e area sotto la curva (AUC).

Il software dello strumento Ceveron calcola la generazione nel tempo della trombina nel campione e i risultati sono dati
in nM di trombina generate nel campione in ogni intervallo di tempo durante
tutto il processo di coagulazione. Il pattern ottenuto & simile a quello della
figura riportata. | seguenti parametri possono essere ottenuti come
risultato:

Pk Theormbin

Ingkthisrungaphase - Lag phase: Lag phase: lasso di tempo dal momento in cui il reagente
TGA incluso il CaCl; sono aggiunti, fino al primo segnale di formazione
della trombina

- Peak trombin: massima concentrazione di trombina formata

Lag Phase
- AUC: area sotto la curva.

Per l'interpretazione dei risultati devono essere considerate anche alter informazioni, inclusi | dati clinici.

RANGE DI NORMALITA

| seguenti range di normalita sono stati determinati testando campioni di PPP ottenuti da 100 donatori sani:
Range normale per Ceveron TGA RB Kit: Peak Thrombin 46 — 368 nM
Range normale per Ceveron TGA RB Kit: AUC 1236 — 2945 nM

Si raccomanda che ogni laboratorio stabilisca il proprio range di normalita. L'interpretazione dei risultati dev'essere
presa in considerazione la storia clinica dei pazienti

STANDARDIZZAZIONE

II calibratore della trombina & calibrato rispetto al Thrombin Reference Preparation della WHO (fare riferimento alla
tabella del lotto).

LETTERATURA

Si prega di contattare Technoclone www.technoclone.com o il vostro distributore locale.

NOTA EDITORIALE

Les résultats du test Ceveron TGA RB sont exprimés en nM de pic de thrombine.
Les résultats peuvent également étre affichés en phase de latence, en pente et en aire sous la courbe (AUC).

Le logiciel Ceveron calcule la génération de thrombine dans I'échantillon au fil du temps et les résultats sont exprimés

en nM de thrombine générée dans I'échantillon pour chaque instant du

Pk Thromiin processus de coagulation. Le profil observé ressemble a la figure fournie. Les
paramétres suivants peuvent étre utilisés comme lecture:

g Inactvation phase - Lag phase: entre le moment ou le réactif TGA contenant du CaCl,
@ est ajouté et le premier pic de formation de thrombine
- Peak thrombin: concentration maximale de thrombine formée
- ; = - AUC: aire sous la courbe
Lag Phase ime

Pour l'interprétation des résultats, d'autres informations, y compris les données cliniques, doivent étre prises en compte.

INTERVALLE DE REFERENCE

Les plages de référence suivantes ont été déterminées a partir de I'analyse de 100 échantillons de PPP provenant de
donneurs sains :

Intervalle de référence pour le kit Ceveron TGA RB : 43 — 368 nM Pic de thrombine
Intervalle de référence pour le kit Ceveron TGA RB : 1236 — 2945 nM AUC

Preparazione dei campioni

Per minimizzare la variabilita degli step preanalitici, durante la separazione di Plasma Poveri di Piastrine (PPP) &
necessario utilizzare una procedura standardizzata come CLSI H21-A5 o DIN 58905.

E raccomandato I'uso di metodi di raccolta dei campioni gia in uso per ridurre ulteriori errori preanalitici.
E raccomandata la centrifugazione immediatamente dopo il prelievo di sangue.

E raccomandato centrifugare immediatamente il sangue dopo il prelievo ed effettuare immediatamente un
congelamento d'urto dei campioni centrifugati.

Attenzione! | campioni congelati dovrebbero essere conservati in un ambiente costante — evitando di sottoporre i
campioni a variazioni di temperatura. Prima del trasporto raccomandiamo di centrifugare e preparare i campioni di
plasma.

Scongelare rapidamente a 37 °C i campioni congelati. Mescolarli delicatamente prima dell'uso. Il test dev'essere
eseguito entro le due ore dallo scongelamento.

I plasmi dovrebbero essere congelati solo una volta; durante la conservazione, i tappi delle vials devono essere avvitati
strettamente

Stabilita dei campioni

Campione 18..25°C -20°C

Plasma povero di piastrine 4 ore 1 mese

Evitare la contaminazione con microorganismi.

Questo documento & disponibile in diverse lingue. Le traduzioni sono state eseguite usando il documento di riferimento
in inglese. Nel caso di dubbi o discrepanze, prevale la dicitura del documento di riferimento in lingua inglese.
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Ceveron TGA RB - Espaiiol
USO PREVISTO

Ceveron TGA RB se utiliza para determinar la generacion de trombina en plasma citratado humano en Ceveron alpha
TGA y en instrumentos del Ceveron 100 series con canales fluorogénicos. El reactivo desencadenante Ceveron TGA
RB se utiliza para medir la tendencia a la hemorragia, para supervisar el tratamiento en pacientes con hemofilia y para
supervisar el tratamiento de derivacion del inhibidor del FVIII.

RESUMEN

Ceveron TGA RB se basa en la monitorizacion de la fluorescencia generada por la escision de un sustrato fluorogénico
por la trombina a lo largo del tiempo, tras la activacién de la cascada de coagulacion en plasma por el activador Ceveron
TGA RB compuesto por factor tisular y fosfolipidos con carga negativa.

La composicién del activador estd especialmente adaptada para detectar cambios muy sensibles en el bucle de
retroalimentacion positiva de la activacion de la via intrinseca tras la activacion de la via extrinseca, lo que confiere al
ensayo una alta sensibilidad a los cambios en el rango bajo de los niveles de FVIIl y FIX.

A partir de los cambios en la fluorescencia a lo largo del tiempo, se puede calcular la concentracién de trombina (nM)
en la muestra utilizando la curva de calibracién de trombina correspondiente. El aumento de la concentracion de
trombina a lo largo del tiempo permite calcular la curva de generacién de trombina y los parametros de generacion de
trombina.

REACTIVOS

El Ceveron TGA RB contiene:

Reactivo / Contenido Descripcion

Reactivo activador con baja concentracion

3x1mL Ceveron TGA RB de micelas fosfolipidas que contienen rhTF
en tampon Tris-Hepes-NaCl, liofilizado

3x1.5mL Ceveron TGA BUF Tampén Tris-Hepes-NaCl, liofilizado

3x3mL Ceveron TGA SUB su_s_trato fluorogénico 1 mM Z-G-G-R-AMC,
liofilizado

3x1mL Ceveron TGA CON H Plasma humano con aumento de la
generacién de trombina, liofilizado

3x1mL Ceveron TGA CON L Plasma _hymano con_dlsmlngglon de la
generacion de trombina, liofilizado

1x25mL Solucion de cloruro de calcio 25 mM CaCl; 25 mM, listo para usar

Material necesario (no incluido en el kit)

- Agua destilada

- Pipetas de precision

- Pipeta variable

- Temporizador de laboratorio
5006347 Ceveron TGA CAL

Advertencias y precauciones

- IVD para uso en diagnéstico in vitro.

- Este kit esta destinado a ser utilizado por personal capacitado en procedimientos de laboratorio y precauciones
universales para el uso de productos quimicos y sustancias potencialmente biopeligrosas.

- Todos los productos derivados de la sangre o el plasma humanos, asi como las muestras, deben considerarse
potencialmente infecciosos. Deben manipularse con el cuidado adecuado y respetando estrictamente las normas
de seguridad. Las normas relativas a su eliminacion son las mismas que se aplican a la eliminacion de residuos
hospitalarios.

- Los plasmas de control se elaboran a partir de sangre humana y todos los plasmas individuales utilizados en el
procedimiento se someten a pruebas de HbsAg, VIH 1/2 Ab y VHC-Ab negativas mediante métodos aprobados
por la FDA o con marcado CE. No obstante, todos los productos derivados de la sangre humana deben
manipularse como material potencialmente infeccioso.

- Obtenga la ficha de datos de seguridad de este producto en www.technoclone.com.

Estabilidad y almacenamiento

La fecha de caducidad impresa en las etiquetas solo es aplicable al almacenamiento de los envases sin abrir a una
temperatura de entre 2...8 °C.

Estabilidad una vez abierto/en uso:

Reactivo C_evero_n alpha TGA / Ceveron serie 100
(vial abierto)

Ceveron TGA RB 8 horas

Ceveron TGA BUF 8 horas

Ceveron TGA SUB 8 horas

Ceveron TGA CON H 4 horas

Ceveron TGA CON L 4 horas

CaCl, 25 mM 7 dias

Evitar la contaminacion por microorganismos.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Se debe tener especial cuidado con la reconstitucion del sustrato. El material liofilizado es transparente y puede
adherirse a la pared del vial. jAsegurese de que todo el material se disuelval

Antes de utilizar los reactivos, los viales deben mezclarse de nuevo a fondo con cuidadosos movimientos invertidos.

Debe evitarse el vortex.

- Ceveron TGA RB: Disuelva cada botella de activador TGA RB liofilizado en 1.0 mL de agua destilada y agitela
suavemente. Deje reposar el material reconstituido durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de utilizarlo.

- Ceveron TGA BUF: Disuelva cada botella de tampon liofilizado en 1.5 mL de agua destilada y agitela suavemente.
Deje reposar el material reconstituido durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de utilizarlo.

- Ceveron TGA SUB: Disuelva cada botella de sustrato liofilizado en 3.0 mL de agua destilada y agitelo suavemente.
Deje reposar el material reconstituido durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de utilizarlo.

Ceveron TGA CON H: Disuelva cada botella de control alto liofilizado en 1.0 mL de agua destilada y agitela
suavemente. Deje reposar el material reconstituido durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de utilizarlo.

Ceveron TGA CON L: Disuelva cada botella de control bajo liofilizado en 1.0 mL de agua destilada y agitela
suavemente. Deje reposar el material reconstituido durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de utilizarlo.

- Solucién de cloruro de calcio: Listo para usar.

Realizacion del ensayo

El Ceveron TGA RB siempre se utiliza en combinacién con el Ceveron TGA CAL.

El Ceveron TGA RB se realiza en el Ceveron alpha TGA, el Ceveron t100 y el Ceveron s100 con la aplicacién
correspondiente.

Ceveron TGA RB se calibra en Ceveron alpha TGA, Ceveron t100 y Ceveron s100 utilizando Ceveron TGA CAL. Siga
las instrucciones del prospecto de Ceveron TGA CAL para realizar la calibracion.

Se recomienda utilizar los controles Ceveron TGA bajo y alto para un programa de control de calidad completo. Los
controles Ceveron TGA bajo y alto estan disefiados para este programa. Cada laboratorio debe establecer su propia
media y desviacioén estandar para un programa de control de calidad con el fin de supervisar las pruebas de laboratorio.
Los controles deben analizarse antes de validar los resultados de los pacientes de acuerdo con las buenas practicas
de laboratorio.

LIMITACIONES DEL ENSAYO

Solo se pueden obtener resultados fiables cuando la extraccion de sangre esta estandarizada y sigue los criterios de
activacion minima del sistema de coagulacién durante la venopuncion. Se debe tener cuidado durante la centrifugacion
de la sangre y el plasma para que solo se utilicen para los ensayos muestras de plasma que cumplan los requisitos de
los respectivos ensayos. En caso de utilizar muestras de plasma incorrectas, la interpretacion de los resultados podria
resultar imposible.

Los complejos a2-MG-trombina formados durante la reacciéon de generacién de trombina no influyen en el parametro
mas importante de la TGA, el pico de trombina, pero pueden provocar un aumento de los valores del AUC.

Todos los tipos de anticoagulantes influyen en los parametros de generacion de trombina.

Las microparticulas de diferente origen desencadenan la generacion de trombina, lo que influye en los pardmetros de
la TGA. Se debe tener cuidado para evitar la liberacion de microparticulas durante la preparacion y el almacenamiento
de las muestras.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de Ceveron TGA RB se expresan en nM de pico de trombina.
Los resultados también se pueden mostrar en fase de latencia, pendiente y area bajo la curva (AUC).

El software Ceveron calcula la generacion de trombina en la muestra a lo largo del tiempo y los resultados se expresan
en nM de trombina generada en la muestra para cada punto temporal durante

Paak Thrombin todo el proceso de coagulacion. El patréon observado se asemeja a la figura

— proporcionada. Se pueden utilizar los siguientes parametros como lectura:
§ | - Lag phase (Fase de latencia): desde el momento en que se afiade
5| 5 Inaciivation phasa el reactivo TGA, incluido el CaCl; hasta la primera explosion en la
2@ formacion de trombina.

| - Peak trombin (Pico de trombina): concentracion maxima de

| trombina formada

= AUC: Area bajo la curva

Lag Phase time B : )

Para interpretar los resultados se debe utilizar otra informacion, incluidos los datos clinicos.
RANGOS DE REFERENCIA

Los siguientes rangos normales se determinaron tras analizar 100 muestras de PPP de donantes sanos normales:
Rango normal para el kit Ceveron TGA RB: 43-368 nM Pico de trombina
Rango normal para el kit Ceveron TGA RB: 1236-2945 nM AUC

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango normal. A la hora de interpretar los resultados
seroldgicos, se debe tener en cuenta el historial del paciente.

ESTANDARIZACION

El calibrador de trombina se calibra con la preparacion de referencia de trombina de la OMS. Consulte la tabla de lotes.

BIBLIOGRAFIA

Pdéngase en contacto con Technoclone www.technoclone.com o con su distribuidor local.

NOTA EDITORIAL

Preparacion de las muestras de plasma

Para la preparacion de muestras de plasma pobre en plaquetas, es necesario aplicar un procedimiento estandarizado,
como CLSI H21-A5 o DIN 58905, a fin de minimizar la variabilidad causada por los pasos preanaliticos.

Se recomienda utilizar el método de recogida de muestras establecido localmente para reducir los errores preanaliticos
adicionales.

Se recomienda centrifugar inmediatamente después de la extraccién de sangre.
Ademas, recomendamos la congelacién inmediata de las muestras centrifugadas.

iAtencion! Las muestras congeladas deben almacenarse en un entorno constante; evite exponerlas a variaciones de
temperatura. Antes del transporte, recomendamos centrifugar y preparar las muestras de plasma.

Descongele rapidamente las muestras congeladas a 37 °C. Mézclelas suavemente antes de realizar la prueba.
Después de la descongelacion, el ensayo debe realizarse en un plazo de 2 horas.

Los plasmas solo deben congelarse una vez; durante el almacenamiento, los viales deben estar bien tapados.

Estabilidad del material de la muestra:

[ 18.25°C [-20°Cc |
| Plasma pobre en plaquetas | 4 horas I 1 mes |
Evitar la contaminacién por microorganismos.

| Material de la muestra

Preparacion de los reactivos

Antes de comenzar la prueba, todos los componentes necesarios deben estar a temperatura ambiente.

Evite la formacién de espuma al reconstituir plasmas y mezclar reactivos o tampones.

Los viales deben mezclarse bien para garantizar que todo el material se resuspende. La mezcla se realiza mejor con
movimientos cuidadosos del vial boca abajo. Debe evitarse el vortex, ya que provocaria burbujas de aire en el reactivo
y estas perturbarian la medicion de la fluorescencia.

Date of printing : 260826

Temp. : TF0474.01

Este documento esta disponible en varios idiomas. Las traducciones se han realizado a partir del documento original
en inglés. En caso de dudas o discrepancias, prevalecera el texto del documento original en inglés.

Ceveron TGA RB - Polski
PRZEZNACZENIE

Ludzkie osocze o zwigkszonym

3x1mL Ceveron TGA CON H . . o
wytwarzaniu trombiny, liofilizowane

Osocze ludzkie o zmniejszonym

3x1mL Ceveron TGA CON L . PN
wytwarzaniu trombiny, liofilizowane

1x25mL Calcium Chloride solution 25 mM CaCl;25 mM, gotowy do uzycia

Wymagane materiaty (niedotgczone do zestawu)

- Woda destylowana

- Pipety precyzyjne

- Pipeta zmienna

- Czasomierz laboratoryjny
5006347 Ceveron TGA CAL

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

- IVD do uzytku w diagnostyce in vitro.

- Ten zestaw jest przeznaczony do uzytku przez personel przeszkolony w zakresie procedur laboratoryjnych i
uniwersalnych $rodkéw ostroznosci dotyczacych stosowania chemikaliow i substancji potencjalnie
niebezpiecznych biologicznie.

- Wszystkie produkty z ludzkiej krwi lub osocza, a takze probki nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne. Nalezy
obchodzi¢ sie z nimi z odpowiednig ostroznoscig i przy $cistym przestrzeganiu przepiséw bezpieczenstwa.
Zasady dotyczace utylizacji sg takie same, jak w przypadku utylizacji odpadéw szpitalnych.

- Osocze kontrolne jest wytwarzane z ludzkiej krwi, a kazde pojedyncze osocze biorgce udziat w procedurze jest
testowane na obecno$¢ HbsAg, HIV 1/2 Ab i HCV-Ab-negatywnymi metodami zatwierdzonymi przez FDA lub
oznaczonymi znakiem CE. Jednak wszystkie produkty z krwi ludzkiej powinny by¢ traktowane jako materiat
potencjalnie zakazny.

- Karte charakterystyki tego produktu mozna pobra¢ ze strony www.technoclone.com.

Stabilnos¢ i przechowywanie

Data waznosci wydrukowana na etykietach dotyczy wylacznie przechowywania nieotwartych pojemnikéw w
temperaturze 2...8 °C.

Stabilno$¢ po otwarciu / w uzyciu:

Odczynnik Ceveron glpha TGA / Ceveron 100 series
(otwarta fiolka)
Ceveron TGA RB 8 godzin
Ceveron TGA BUF 8 godzin
Ceveron TGA SUB 8 godzin
Ceveron TGA CON H 4 godziny
Ceveron TGA CON L 4 godziny
CaCl,25 mM 7 dni
Unika¢ zanieczyszczenia mikroorganizmami.

PROCEDURA TESTOWA

Kompleksy a2-MG-trombina powstajace podczas reakcji generowania trombiny nie wplywajg na najwazniejszy
parameter szczytowego stezenia trombiny (Peak Thrombin) TGA, ale moga prowadzi¢ do wzrostu wartosci AUC.

Wszystkie rodzaje antykoagulantéw wptywajg na parametry generacji trombiny.

Mikroczasteczki roznego pochodzenia wyzwalajg generacjg trombiny, wptywajac na parametry TGA. Nalezy zachowac
ostrozno$¢, aby unikngé uwalniania mikroczastek podczas przygotowywania i przechowywania probek.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Wyniki Ceveron TGA RB sg podawane jako nM szczytowego stezenia trombiny (Peak Thrombin).
Wyniki moga by¢ réwniez wyswietlane w fazie opéznienia, nachyleniu i powierzchni pod krzywg (AUC).

Oprogramowanie Ceveron oblicza wytwarzanie trombiny w prébce w czasie, a wyniki sg podawane w nM trombiny
generowanej w probce dla kazdego punktu czasowego podczas catego procesu
krzepniecia. Obserwowany wzor przypomina przedstawiony rysunek. Jako
odczytu mozna uzy¢ nastepujacych parametrow:

Poak Thrombin
| P——

- Lag phase (Faza op6znienia): od momentu dodania odczynnika
TGA zawierajgcego CaCl.do pierwszego wybuchu tworzenia
trombiny.

Inactivation phase

Thenmbin
=

- Peak Thrombin(Pik trombiny): Maksymalne stgzenie utworzonej

Trombiny
- AUC: Obszar pod krzywg

Do interpretacji wynikéw nalezy wykorzystac inne informacje, w tym dane kliniczne.

ZAKRES WARTOSCI REFERENCYJNYCH

Okreslono nastgpujace normalne zakresy testujgc 100 zdrowych prébek PPP od normalnych dawcow:
Normalny zakres dla zestawu Ceveron TGA RB: 43 - 368 nM Szczytowe stgzenie trombiny
Normalny zakres dla zestawu Ceveron TGA RB: 1236 - 2945 nM AUC

Zaleca sig, aby poszczegdlne laboratoria ustality wiasny zakres normalny. Podczas interpretacji wynikow
serologicznych nalezy wzig¢ pod uwage historig pacjenta.

STANDARYZACJA

Kalibrator trombiny jest kalibrowany wzgledem preparatu referencyjnego trombiny WHO. Nalezy zapoznac si¢ z tabelg
partii.
LITERATURA

Prosimy o kontakt z Technoclone www.technoclone.com lub lokalnym dystrybutorem.
UWAGA EDYTORSKA

Niniejszy dokument jest dostepny w kilku jezykach. Tlumaczenia zostaty wykonane na podstawie dokumentu gtéwnego
w jezyku angielskim. W przypadku watpliwoséci lub rozbieznoéci pierwszenstwo majg sformutowania zawarte w
dokumencie gtownym w jezyku angielskim.

Ceveron TGA RB jest stosowany do oznaczania wytwarzania trombiny w ludzkim cytrynianowym osoczu na Ceveron
alpha TGA i instrumentach z Ceveron 100 series z kanatami fluorogennymi. Odczynnik wyzwalajgcy Ceveron TGA RB
jest stosowany do pomiaru skionnosci do krwawien, do monitorowania terapii u pacjentéw z heamofilig oraz do
monitorowania terapii omijajacej inhibitor FVIII.

PODSUMOWANIE

Ceveron TGA RB opiera sig na monitorowaniu fluorescencji generowanej przez rozszczepienie fluorogennego substratu
przez trombine w czasie, po aktywacji kaskady krzepnigcia w osoczu przez wyzwalacz Ceveron TGA RB skiadajgcy sie
z czynnika tkankowego i ujemnie natadowanych fosfolipidow.

Skiad wyzwalacza jest specjalnie dostosowany do wykrywania bardzo czutych zmian w petli dodatniego sprzezenia
zwrotnego aktywacji szlaku wewnetrznego po aktywaciji szlaku zewnetrznego, zapewniajac wysokg czutos¢ testu na
zmiany w niskim zakresie pozioméw FVIII i FIX.

Na podstawie zmian fluorescencji w czasie mozna obliczy¢ stezenie trombiny (nM) w prébce przy uzyciu odpowiedniej
krzywej kalibracji trombiny. Wzrost stezenia trombiny w czasie umozliwia obliczenie krzywej generowania trombiny i
obliczenie parametrow generowania trombiny.

ODCZYNNIKI

Ceveron TGA RB zawiera:

Odczynnik / Zawarto$¢ Opis

Odczynnik wyzwalajacy o niskim stezeniu

3x1mL Ceveron TGA RB miceli fosfolipidowych zawierajgcych rhTF
w buforze Tris-Hepes-NaCl, liofilizowany
3x1.5mL Ceveron TGA BUF Bufor Tris-Hepes-NaCl, liofilizowany

Substrat fluorogenny 1 mM Z-G-G-R-AMC,

3x3mL Ceveron TGA SUB e
liofilizowany

Przygotowanie prébek osocza

W celu przygotowania prébek osocza ubogoptytkowego nalezy wdrozyé znormalizowang procedure, takg jak
CLSI H21-A5 lub DIN 58905, aby zminimalizowa¢ zmienno$¢ spowodowang etapami przedanalitycznymi.

Zaleca sig stosowanie lokalnie ustalonej metody pobierania prébek w celu zmniejszenia dodatkowych btedéw
przedanalitycznych.

Zaleca sie natychmiastowe odwirowanie po pobraniu krwi.
Ponadto zalecamy natychmiastowe gwattowne zamrazanie odwirowanych probek.

Uwaga! Zamrozone prébki powinny byé przechowywane w statym $rodowisku - nalezy unika¢ narazania prébek na
zmiany temperatury. Przed transportem zalecamy odwirowanie i przygotowanie probek osocza.

Zamrozone probki nalezy szybko rozmrozi¢ w temperaturze 37 °C. Delikatnie wymiesza¢ przed badaniem. Po
rozmrozeniu test nalezy przeprowadzi¢ w ciagu 2 godzin.

Osocze nalezy zamrozi¢ tylko raz; podczas przechowywania fiolki powinny by¢ szczelnie zamknigte.

Stabilno$¢ materiatu prébki:

Materiat probki 18..25°C [-20°C |
Osocze ubogoptytkowe 4 godziny | 1 miesigc I
Unika¢ zanieczyszczenia mikroorganizmami.

Przygotowanie odczynnikow
Przed rozpoczeciem testu wszystkie wymagane sktadniki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.
Nalezy unika¢ tworzenia sie piany podczas rekonstytuciji plazmy i mieszania odczynnikéw lub buforéw.

Fiolki nalezy doktadnie wymiesza¢, aby upewnic sig, ze caly materiat zostat ponownie zawieszony. Mieszanie najlepiej
wykonywaé ostroznie, odwracajgc fiolke do goéry dnem. Nalezy unika¢ wirowania, poniewaz spowodowatoby to
powstanie pecherzykdw powietrza w odczynniku, ktore zaktocityby pomiar fluorescencii.

Nalezy zachowaé szczegéing ostrozno$¢ podczas rekonstytucji substratu. Liofilizowany materiat jest przezroczysty i
moze przylegac do $cianek fiolki. Nalezy upewnic sie, ze caty materiat jest rozpuszczony!

Przed uzyciem odczynnikow fiolki nalezy ponownie doktadnie wymieszaé, ostroznie odwracajgc je do gory dnem.
Nalezy unika¢ wirowania.

- Ceveron TGA RB: Rozpusci¢ kazdg butelke liofilizowanego wyzwalacza TGA RB w 1.0 mL wody destylowanej i
delikatnie wymiesza¢. Przed uzyciem odstawi¢ odtworzony materiat na 20 minut w temperaturze pokojowej.

Ceveron TGA BUF: Rozpusci¢ kazdg butelke liofilizowanego buforu w 1.5 mL wody destylowanej i delikatnie
wymieszac¢. Przed uzyciem odstawi¢ odtworzony materiat na 20 minut w temperaturze pokojowe;j.

- Ceveron TGA SUB: Rozpusci¢ kazdg butelke liofilizowanego substratu w 3.0 mL wody destylowanej i delikatnie
wymieszac¢. Przed uzyciem odstawi¢ odtworzony materiat na 20 minut w temperaturze pokojowe;j.

Ceveron TGA CON H: Rozpusci¢ kazdg butelke liofilizowanego podtoza kontrolnego w 1.0 mL wody destylowanej i
delikatnie wymieszac¢. Przed uzyciem odstawi¢ odtworzony materiat na 20 minut w temperaturze pokojowe;.

Ceveron TGA CON L: Rozpusci¢ kazda butelke liofilizowanej kontroli niskiej w 1.0 mL wody destylowanej i delikatnie
wymieszac. Przed uzyciem odstawi¢ odtworzony materiat na 20 minut w temperaturze pokojowe;.

- Calcium Chloride solution: Gotowy do uzycia.

Wydajnos¢ testu
Ceveron TGA RB jest zawsze uzywany w potgczeniu z Ceveron TGA CAL.
Ceveron TGA RB jest wykonywany na Ceveron alpha TGA, Ceveron t100 i Ceveron s100 z odpowiednig aplikacjg.

Ceveron TGA RB jest kalibrowany na Ceveron alpha TGA, Ceveron t100 i Ceveron s100 za pomocg Ceveron TGA
CAL. Aby przeprowadzi¢ kalibracje, nalezy postgpowac zgodnie z instrukcjami zawartymi we wktadce Ceveron TGA
CAL.

Zaleca sig stosowanie niskich i wysokich warto$ci kontrolnych Ceveron TGA dla petnego programu kontroli jakosci.
Kontrole Ceveron TGA low i high sg przeznaczone do tego programu. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasng
$rednig i odchylenie standardowe dla programu kontroli jakosci w celu monitorowania testow laboratoryjnych. Kontrole
powinny by¢ analizowane przed walidacjg wynikéw pacjentéw zgodnie z dobrg praktyka laboratoryjng.

OGRANICZENIA TESTU

Wiarygodne wyniki mozna uzyska¢ tylko wtedy, gdy pobieranie krwi jest znormalizowane i zgodne z kryteriami
minimalnej aktywacji uktadu krzepniecia podczas naktucia zyty. Podczas wirowania krwi i osocza nalezy zadbac¢ o to,
aby do testdw wykorzystywane byty tylko takie probki osocza, ktére spetniajg wymagania dla odpowiednich testow. W
przypadku uzycia nieprawidtowych prébek osocza interpretacja wynikéw moze by¢ niemozliwa.
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