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Materials required but not provided:
— Spectrophotometer 405 nm (and 490 nm for the microplate procedure)
— Incubator 37°C
— Microplates*
— Centrifuge, 2000 x g
— Plastic test tubes
— Stopwatch
— Vortex mixer
— Calibrated pipettes
— Linear graph paper

*NOTE: Do not use microplates intended for coating

STORAGE CONDITIONS AND STABILITY
The sealed reagents are stable at 2-8°C until the expiry date printed on
the label.
1. S-2732

Stability after reconstitution: 3 months at +2-8°C in the original vial.
2. Factor Xa

Stability after reconstitution: 3 months at +2-8°C in the original vial.

WARNING: Do not use reagents beyond the expiry date printed on the
package label. Substrate - Avoid exposure to light. Discard the substrate
solution if it appears yellow.
Avoid contamination by microorganisms.

SPECIMEN COLLECTION
Nine parts of freshly drawn venous blood is collected into one part
trisodium citrate. Centrifugation: 2000 x g for 20 minutes at 20-25°C.
Refer to NCCLS document H21-A2 for further instructions on specimen
collection, handling and storage.6

QUALITY CONTROLS
Two levels of heparin controls are recommended for a complete quality
control program.7  Each laboratory should establish its own mean and
standard deviation and should establish a quality program to monitor
laboratory testing. Controls should be analyzed at least once every 8 hour
shift in accordance with good laboratory practice. Refer in Westgard et al
for identification and resolution for out-of-control situations.8

RESULTS
Heparin results are reported in activity (IU/ml).

RECOMMENDED MEASURING RANGE
For the microplate method the relationship between the heparin
concentration and the pNA release, measured as absorbance at 405 nm,
follows a second order polynomial function in the range of  0-1.5 IU/ml.

CALIBRATION
For the calibration of LMW Heparin or UF Heparin use a source of
material which has been calibrated against an International Standard
preparation.
For example: To prepare standards for 10 runs.
i. Dilute heparin with saline (0.9% NaCl) to obtain a working solution

with a value of 100 IU/ml.
ii. Add 160 µ l of  the heparin working solution to 20.0 ml of normal

plasma to obtain the heparin concentration of 0.8 IU/ml.
Dilute according to the table below.

Standard Plasma with heparin Normal plasma
IU/ml 0.8 IU/ml

ml ml
  0 - 4.0

  0.2 1.0 3.0
  0.4 2.0 2.0
  0.6 3.0 1.0
  0.8 4.0 -

These standards can be kept in aliquots at -20°C for 12 months.

PROCEDURE
Microplate Method:
Dilutions of  samples and controls.
Samples/controls/standards 100 µ l
Water (see REAGENTS 3) 300 µ l
Mix well
Add diluted samples/controls/standards to the microplate wells 50 µl
Incubate at 37°C for 2-6 min
Add S-2732 (pre-heated at 37°C) 50 µl
Mix and add within 2 min Factor Xa (pre-heated at 37°C) 50 µl
Mix and incubate at +37°C for 120 sec.
Stop reaction with acetic acid 20% or citric acid 2% 50 µl

Read the absorbance against water (see REAGENT 3) at 405 nm.
If possible, read and subtract the absorbance at 490 nm in order to
compensate for differences in the material of the microplate wells.

Determinations/kit.
Microplate: 200

CALCULATION
Microplate Method:
Plot the absorbance (A) for the standards against the concentration of
heparin using an appropriate software program or on linear graph paper.
Plot A on the Y-axis and IU/mL heparin on the X-axis. Connect the
standard points with the best fitting second order polynomial line.
Samples and controls are evaluated based on this standard curve.
Examples of  typical standard curves (microplate method) are shown below:

Standard curve Unfractionated heparin.

IU/ml Unfractionated heparin

Standard curve LMW heparin.

IU/ml LMW heparin

INSTRUMENT APPLICATIONS
Detailed instrument settings including instructions for preparation of the
reagents for a variety of automated instrument are available on request
from Chromogenix or your local Chromogenix Representative.
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Chromogenix-
Instrumentation Laboratory SpA
V.le Monza 338 - 20128 Milano (Italy)

INTENDED USE
For the quantitative determination of unfractionated heparin (UF Heparin)
or low molecular weight heparin (LMW Heparin) in human citrated
plasma using automated and microplate methods.

BACKGROUND AND SUMMARY
Heparin is the most frequently used antithrombotic therapeutic.
The biological activity of this sulfated glycosaminoglycan resides in its
ability to accelerate (up to 2000-fold) the inhibitory effect of antithrombin
(AT) on the coagulation proteases.
The amount of LMW Heparin or UF Heparin is determined from the anti-
FXa activity expressed by the [AT ● Heparin] complex formed in plasma.1-3

MEASURING PRINCIPLE
Heparin + AT → [AT ● Heparin]

[AT ● Heparin] [FXa ● AT ● Heparin]
  + FXa (excess)→ +FXa (residual)

S-2732 Peptide + pNA

Factor Xa (FXa) is added to a mixture of undiluted plasma and the
chromogenic substrate S-2732.
When Heparin and AT are complexed, two competing reactions occur
simultaneously:
1. Inhibition of FXa by the [AT ● Heparin] complex.
2. Reaction of FXa with S-2732 resulting in cleavage of pNA.

The pNA release measured at 405 nm is inversely proportional to the
heparin level in the sample.1

In order to reduce the influence from heparin antagonists, such as
platelet factor 4 (PF4), dextran sulfate is included in the reaction mixture.4

REAGENTS
1. S-2732, 15 mg 2 vials

Chromogenic substrate, Suc-Ile-Glu(γ-pip)-Gly-Arg-pNA ● HCl
lyophilized with detergent and mannitol as bulking agent.

2. Factor Xa, 35 nkat 2 vials
Lyophilized bovine FXa containing Tris buffer, EDTA, NaCl, dextran
sulfate and bovine serum albumin.

Reagent preparation:
For the microplate method reconstitute REAGENTS 1 and 2 with 5.0 ml
of water (see REAGENTS 3). Replace the stoppers and swirl gently.
Make sure of the complete reconstitution of the product. Keep reagent at
15-25°C for 10-30 min and invert before use.
NOTE: Other reagent reconstitution volumes may apply for automated
methods. (See section: INSTRUMENT APPLICATIONS). The reagents
are not interchangeable between lots.

Reagents required but not provided:
3. Deionized water filtered through 0.22 mm or NCCLS type II water.5

4. Acetic acid 20% or citric acid 2% (end-point method).
5. Saline (0.9% NaCl).
6. Human normal plasma.
7. Calibrator plasma for LMW Heparin and/or UF Heparin calibrated

against International Standards.
8. Controls for LMW Heparin and/or UF Heparin activity.

NOTE: Antithrombin reagent and tris buffer is required for the ACL
Hundred/Thousand Series method (the assay is run as a two stage
method with the addition of antithrombin). See the instrument Application
Sheet for specific information.
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DEUTSCH

COAMATIC ®

Heparin

Zur in vitro Diagnostik

VERWENDUNGSZWECK
Quantitative Bestimmung von unfraktioniertem Heparin (UF Heparin)
oder niedermolekularem Heparin (LMW Heparin) in menschlichem
Citratplasma unter Verwendung von automatischen Methoden oder
Mikrotiterplatten.

HINTERGRUND UND ZUSAMMENFASSUNG
Heparin ist das am häufigsten verwendete antithrombotische
Medikament. Die biologische Aktivität dieses sulfatierten
Glukosaminoglykans beruht auf seiner Fähigkeit, die inhibitorische
Wirkung von Antithrombin (AT) auf die an der Blutgerinnung beteiligten
Proteasen zu beschleunigen (bis zu 2000fach).
Die Menge des niedermolekularen (LMW) oder unfraktionierten (UF)
Heparins wird anhand der anti – FXa – Aktivität des im Plasma
gebildeten [AT ● Heparin] – Komplexes bestimmt.1-3

MESSPRINZIP
Heparin + AT →[AT ● Heparin]

[AT ● Heparin] [FXa ● AT ● Heparin]
+ FXa (Überschuß) → +FXa (Rest)

S-2732 Peptide + pNA

Faktor Xa (FXa) wird zu einer Mischung von unverdünntem Plasma und
dem chromogenen Substrat S-2732 gegeben. Bei der Bildung des
Komplexes aus Heparin und Antithrombin (AT) finden gleichzeitig zwei
kompetitive Reaktionen statt:
1. Factor Xa wird durch den Komplex [AT ● Heparin] inhibiert.
2. Factor Xa spaltet von dem chromogen Substrat S-2732 p-Nitroanilin

(pNA) ab.
Die bei 405 nm gemessene pNA Freisetzung ist umgekehrt proportional
zur Heparinaktivität 1, umgekhert proportional zur Heparinaktivität in der
Plasmaprobe.
Um den Einfluß von Heparinantagonisten wie z. B. Plättchenfaktor 4 (PF4)
zu minimieren, enthält das Reaktionsgemisch Dextransulfat  .4

REAGENZIEN:
1. S-2732, 15 mg 2 Flaschen

Chromogenes Substrat, Suc-Ile-Glu(γ-pip)-Gly-Arg-pNA ● HCl
lyophilisiert mit Detergens und Mannitol als Trägersubstanz.

2. Faktor Xa, 35 nkat 2 Flaschen
Lyophilisierter Faktor Xa vom Rind,Trispuffer, EDTA, NaCl,
Dextransulfat und Rinder Serumalbumin (BSA).

Vorbereitung der Reagenzien:
Zur Durchführung der Mikrotiterplatten-Methode werden die Reagenzien
1. und 2. mit 5 ml Wasser rekonstituiert. (siehe REAGENZIEN 3).
Vorsichtig mischen. Zur vollständigen. Rekonstitution werden die
Reagenzien 10-30 Minuten bei 15-25°C stehen gelassen. Vor Gebrauch
ebenfalls vorsichtig mischen.
ZU BEACHTEN: Bei automatischen Methoden können andere Volumina
zum Auflösen der Reagenzien nötig sein, s. spezielle Automatenadaptionen.
Reagenzien verschiedener Chargen dürfen nicht gemischt werden.
Zusätzlich benötigte Reagenzien, nicht im Kit enthalten:
3. Entionisiertes Wasser, gefiltert durch ein Filter mit einer Porengröße

von 0,22 µm oder NCCLS Typ II Wasser.5

4. Essigsäure 20% oder Zitronensäure 2% (Endpunktmethode)
5. Physiologische Kochsalzlösung (0,9% NaCl) Unfraktioniertes oder

LMW Heparin
6. Humanes Normalplasma
7. Kalibrationsplasmen für LMW Heparin und UF Heparin, kalibriert

gegen Internationale Standards
8.   Kontrollplasmen zur Bestimmung der Aktivität des LMW Heparins

and UF Heparins
Anmerkung: Bei Durchführung des Testes auf den ACL-Geräten (200,
300/3000, 6000, 7000-serien) wird zusätzlich Antithrombin-Reagenz und
Tris-Puffer benötigt. Der Test wird an diesen Geräten in einer
Zweistufen-Methode mit Zugabe von Antithrombin durchgefürt. Siehe
spezifische Automaten-Adaptionsvorschrift für genauere Information.

Zusätzlich benötigte Materialien:
— Spektrophotometer 405 nm (und 490 nm bei Verwendung von

Mikrotiterplatten)
— Inkubator 37°C
— Mikrotiterplatten*
— Zentrifuge 2000 x g
— Reagenzgläser aus Kunststoff
— Stoppuhr
— Vortex Mixer
— Kalibrierte Pipetten
— Millimeterpapier (linear)
*ZU BEACHTEN: Verwenden Sie keine zur Beschichtung vorgesehenen
Mikrotiterplatten.
Haltbarkeit und Lagerungsbedingungen
Die Reagenzien sind ungeöffnet bei +2-8°C zu lagern und bis zu dem
auf dem Etikett angegebenen Datam verwendbar.
1. S-2732

Haltbarkeit nach Rekonstitution: 3 Monate bei 2-8°C in der Originalflasche.
2. Faktor Xa

Haltbarkeit nach Rekonstitution: 3 Monate 2-8°C in der Originalflasche.
WARNUNG: Reagens nach Ablauf des auf dem Etikett aufgedruckten
Verfalldatums nicht mehr verwenden.
Substratlösung, die eine gelbe Verfärbung aufweist, verwerfen.
Kontamination durch Mikroorganismen vermeiden.

PROBENGEWINNUNG:
Neun Teile frisch entnommenes Venenblut werden zu einem Teil
Trinatriumcitrat gegeben. Zentrifugieren bei 2000 x g während 20 min bei
20-25°C. In dem NCCLS – Dokument H21-A2 finden Sie weitere
Hinweise bezüglich Entnahme, Verwendung und Lagerung von Proben.6

QUALITÄTSKONTROLLE:
Für ein vollständiges Programm zur Qualitätskontrolle wird empfohlen,
Heparinkontrollen mit zwei unterschiedlichen Werten einzusetzen.7

Jedes Labor sollte seine eigenen Mittelwerte und
Standardabweichungen festlegen und über ein Programm zur
Qualitätskontrolle zur Überwachung von Labortests verfügen.
Die Kontrollen sollten entsprechend der ”good laboratory practice”
mindestens alle acht Stunden gemessen werden. In Westgard et al.
finden Sie Hinweise zur Identifizierung und Beseitigung von Fehlerquellen.8

ERGEBNISSE
Die Heparinspiegel werden als Heparinaktivität (IU/ml) angegeben.

EMPFOHLENER MESSBEREICH
Mikrotiterplatten-Methode: Das Verhältnis zwischen der Heparinkonzentration
und der Freisetzung von pNA (gemessen bei 405 nm) entspricht im Bereich
zwischen 0 und 1,5 IU/ml einem Polynom zweiter Ordnung.

KALIBRATION
Zur Herstellung der Standardlösungen Kalibrationsplasmen oder UF - bzw.
LMW Heparin verwenden, das gegen den internationalen Standard
kalibriert wurde. (Herstellung der Heparin Standardlösungen, s. unten).
Beispiel: Herstellung der Standards für 10 Messungen.
i. Heparin wird mit physiologischer Kochsalzlösung (0,9% NaCl )

verdünnt, um eine Lösung mit von 100 IU/ml (Stammlösung) zu erhalten.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
PRECISION:
Microplate method.  The data summarized below was obtained with the
microplate method using unfractionated heparin (UFH) and low molecular
weight heparin (LMWH).

Within run Between run Total
Mean concentration C.V. (%) C.V. (%) C.V. (%)

0.7 IU/ml UFH 2.8 1.2 2.8
0.4 IU/ml UFH 3.4 1.5 3.7
0.7 IU/ml LMWH 3.6 2.8 4.4
0.4 IU/ml LMWH 2.4 2.3 3.2

Examples of instrument-specific precision results obtained by or for
Chromogenix are included in the instrument application sheets.
Each laboratory should establish their own precision data.

CORRELATION:
1. The COAMATIC® Heparin assay shows good correlation with

COATEST® Heparin and COATEST® LMW Heparin/Heparin
performed on the Cobas Mira instrument:

COAMATIC® Heparin versus COATEST® Heparin (n = 112)
IU/ml Heparin = +0.005 + 1.00 x Heparin, r = 0.97

COAMATIC® Heparin versus COATEST® LMW Heparin/Heparin (n = 90)

IU/ml Heparin = +0.002 + 1.04 x Heparin, r = 0.96

2.  The COAMATIC® Heparin (performed on various Instruments) versus
IL Test™ Heparin performed on the ACL 300 Instrument

Microplate
(n = 70) IU/ml Heparin = +0.017 + 1.00x Heparin, r = 0.97

Instruments
Cobas Mira (n = 87) IU/ml Heparin = -0.012  + 1.04x Heparin, r = 0.98
ACL 300† (n = 62) IU/ml Heparin = +0.004 + 1.03x Heparin, r = 0.98
Futura (n = 113) IU/ml Heparin = +0.009 + 0.97x Heparin, r = 0.97
MLA Electra 1600 (n = 80) IU/ml Heparin = +0.004 + 1.01x Heparin, r = 0.97
Thrombolyzer* (n= 76) IU/ml Heparin = +0.008 + 0.92x Heparin r = 0.97
BCS* (n = 30) IU/ml Heparin = +0.008 + 0.93x Heparin, r = 0.99
STA* (n = 29) IU/ml Heparin = +0.017 + 0.96x Heparin, r = 0.99
Sysmex 6000 (n = 30) IU/ml Heparin = +0.061 + 0.91x Heparin, r = 0.99
AMAX (n = 30) IU/ml Heparin = +0.028 + 0.97x Heparin, r = 0.99
AMGA* (n = 30) IU/ml Heparin = -0.061  + 1.02x Heparin, r = 0.99
Hitachi 911 (n = 30) IU/ml Heparin = +0.014 + 0.98x Heparin, r = 0.99
Hitachi 917 (n = 30) IU/ml Heparin = +0.021 + 1.00x Heparin, r = 0.98

*NOTE: Instrument not available in all countries.
†NOTE: In the case of the ACL Hundred/Thousand Series, the assay is

run as a two-stage method with the addition of antithrombin
reagent. See the Instrument Application Sheet for specific
information.

LIMITATIONS/INTERFERING SUBSTANCES
Heparin results are not affected by hemoglobin up to 200 mg/dl,
triglycerides up to 600 mg/dl and bilirubin up to 12 mg/dl.
The presence of dextran sulfate reduces the influence from heparin
antagonists, e.g. platelet factor 4 (PF4).4

EXPECTED VALUES
To obtain an optimal effect with minimum risk of bleeding or
thromboembolic complications the heparin should be in the range
recommended by the manufacturer.9

ii. Zur 20 ml Normalplasma werden 160 µl der Stammlösung (100 IU/ml )
gegeben, um eine Heparin- Konzentration von 0,8 IU/ml zu erhalten.

Standards werden entsprechend der folgenden Tabelle hergestellt:

Standard Plasma mit 0,8 Normalplasma
IU/ml  IU/ml Heparin

ml ml
  0 - 4,0

  0,2 1,0 3,0
  0,4 2,0 2,0
  0,6 3,0 1,0
  0,8 4,0 -

Diese Standardlösungen können bei -20°C bis zu 12 Monate lang
aufbewahrt werden.

TESTDURCHFÜHRUNG
Mikrotiterplatten-Methode:
Verdünnung von Proben, Kontrollen und Standards
Proben / Kontrollen / Standards 100 µl
Wasser (siehe REAGENZIEN 3) 300 µl
Gut mischen
Durchführung
Verdünnte Proben / Kontrollen / Standards 50 µl
Bei 37°C 2 – 6 min inkubieren
S-2732 (auf 37°C vorwärmen) 50 µl
Mischen und innerhalb von 2 min hinzufügen
Faktor Xa (auf 37°C vorwärmen) 50 µl
Mischen und bei 37°C 120 s inkubieren
Essigsäure 20% oder Zitronensäure 2% 50 µl
Die Absorption bei 405 nm gegen Aqua dest. messen. Es wird empfohlen,
bei zwei verschiedenen Wellenlängen abzulesen (Absorption 405 nm  -
Absorption 490 nm). So können Absorptionen, die nicht auf Enzym-
Substrat-Reaktionen zurückzuführen sind (Unterschiede im Material der
Mikrotiterplatten, Fingerabdrücke und Kratzer), kompensiert werden.
Bestimmungen / Kit
Mikrotiterplatten: 200

ERGEBNISSE
Mikrotiterplatten-Methode:
Tragen Sie die Absorption (A) der Standards gegen die
Heparinkonzentration auf linearem Millimeterpapier oder ein geeignetes
Software Programm verwenden. Auf der y – Achse tragen Sie A und auf
der x – Achse tragen Sie die Heparinkonzentration (IU/ml) auf. Verbinden
Sie die Standardpunkte mit der am besten passenden Kurve eines
Polynoms zweiter Ordnung. Die Proben und Kontrollen werden mit Hilfe
dieser Standardkurve ausgewertet. Oder ein geeignetes Software
Programm. Unten finden Sie Beispiele für typische Standardkurven
(Verfahren mit Mikrotiterplatten):

Standardkurve für unfraktioniertes Heparin

Unfraktioniertes Heparin IU/ml
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Determinazioni per kit
Micropiastra: 200

CALCOLO
Metodo micropiastra:
Utilizzando un software appropriato (o carta millimetrata) creare un
grafico riportando l’assorbanza degli standards (A) sull’asse y e la
concentrazione di eparina (IU/ml) sull’asse x. Interpolare i punti ottenuti
mediante una funzione polinomiale di secondo ordine. Campioni e
controlli sono valutati sulla base di questa curva standard. Esempi di
curve standard tipiche (metodo a micropiastra) sono indicati di seguito:

Curva standard eparina non frazionata:

Eparina non frazionata IU/ml

Curva standard eparina LMW

Eparina a basso peso molecolare IU/ml

APPLICAZIONI STRUMENTALI
Applicazioni dettagliate, con istruzioni relative alla preparazione dei
reagenti per diversi strumenti automatici, sono fornite su richiesta dalla
Chromogenix.

CARATTERISTICHE DEL METODO:
PRECISIONE:
Metodo a micropiastra.  I dati di seguito riportati sono stati ottenuti con il
metodo a micropiastra usando eparina non frazionata (UHF) e eparina a
basso peso molecolare (LMWH).

Intra-serie Inter-serie Totale
Concentratione media C.V. (%) C.V. (%) C.V. (%)

0,7 IU/ml UFH 2,8 1,2 2,8
0,4 IU/ml UFH 3,4 1,5 3,7
0,7 IU/ml LMWH 3,6 2,8 4,4
0,4 IU/ml LMWH 2,4 2,3 3,2

Risultati di precisione ottenuti da Chromogenix con i vari strumenti sono
inclusi nelle rispettive applicazioni, solo a titolo di esempio.
Ogni laboratorio dovrà stabilire i propri dati di precisione.

CORRELAZIONE:
1. L’Eparina COAMATIC® mostra una buona correlazione con il

COATEST® Eparina  e il  COATEST® LMWH/Eparina con
l’analizzatore  Cobas Mira:
COAMATIC® Heparin vs COATEST® Heparin (n = 112)
IU/mL Heparin = +0,005 + 1,00x Heparin, r = 0,97

COAMATIC® Heparin vs COATEST® LMW Heparin/Heparin (n = 90)
IU/mL Heparin = +0,002 + 1,04x Heparin, r = 0,96

2.  Eparina COAMATIC® (su diversi analizzatori) vs IL Test™ Eparina (su
ACL 300 ).

Microplate
(n = 70) IU/ml Heparin = +0.017 + 1.00x Heparin, r = 0.97

Instruments
Cobas Mira (n = 87) IU/ml Heparin = -0.012  + 1.04x Heparin, r = 0.98
ACL 300† (n = 62) IU/ml Heparin = +0.004 + 1.03x Heparin, r = 0.98
Futura (n = 113) IU/ml Heparin = +0.009 + 0.97x Heparin, r = 0.97
MLA Electra 1600 (n = 80) IU/ml Heparin = +0.004 + 1.01x Heparin, r = 0.97
Thrombolyzer* (n= 76) IU/ml Heparin = +0.008 + 0.92x Heparin r = 0.97
BCS* (n = 30) IU/ml Heparin = +0.008 + 0.93x Heparin, r = 0.99
STA* (n = 29) IU/ml Heparin = +0.017 + 0.96x Heparin, r = 0.99
Sysmex 6000 (n = 30) IU/ml Heparin = +0.061 + 0.91x Heparin, r = 0.99
AMAX (n = 30) IU/ml Heparin = +0.028 + 0.97x Heparin, r = 0.99
AMGA* (n = 30) IU/ml Heparin = -0.061  + 1.02x Heparin, r = 0.99
Hitachi 911 (n = 30) IU/ml Heparin = +0.014 + 0.98x Heparin, r = 0.99
Hitachi 917 (n = 30) IU/ml Heparin = +0.021 + 1.00x Heparin, r = 0.98

*NOTA: Strumento non disponibile in tutti i paesi.
†NOTA: Nel caso della serie ACL 100/1000, il dosaggio viene effettuato
con metodo a due fasi, e il procedimento prevede l’aggiunta di reagente
antitrombina. Per informazioni più specifiche vedi il foglio esplicativo.

INTERFERENZE
I risultati relativi all’eparina non sono influenzati dall’emoglobina fino a
200 mg/dl, dai trigliceridi fino a 600 mg/ml e dalla bilirubina fino a
12 mg/dl.
La presenza di destrano solfato riduce l’influenza degli antagonisti
dell’eparina, come ad es. il fattore piastrinico 4 (PF4).4

INTERVALLO DI RIFERIMENTO
Per ottenere un effetto ottimale con rischio minimo di emorragia o
complicazioni tromboemboliche, la concentrazione di eparina dovrebbe
essere compresa nell’intervallo raccomandato dal produttore.9
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