
— Disposable plastic tubes
— Pipettes, calibrated

SPECIMEN COLLECTION
Nine parts of freshly drawn venous blood are collected into one part
trisodium citrate. Centrifugation: 2000 x g for 10-20 minutes at 20-25°C.
Refer to NCCLS document H21-A2 for further instructions on specimen
collection, handling and storage.9

PROCEDURE – MANUAL TECHNIQUE
Precautions
Proper mixing is important to make sure that the reaction mixture is
homogenous, but avoid vigorous mixing as the proteins may precipitate
in the foam. The method is designed for room temperature and should
be kept within ±2°C from the temperature used when the standard curve
was established.

CALIBRATION
A standard curve is required for each new lot of the Coatest LMW
Heparin/Heparin.

LMW Heparin
Add 10 µ l of the LMW Heparin standard (100 IU/ml) to 1.0 ml of pooled
normal plasma and mix carefully to obtain a plasma containing
1.0 IU/ml. Prepare standards by mixing this 1.0 IU/ml plasma solution
with pooled normal plasma according to the table below.

Heparin
For the determination of heparin, the standard curve must be made up
by using a heparin standard of known concentration (not provided).
Dilute the heparin with saline in order to obtain 100 IU/ml and proceed
according to the instructions for LMW Heparin above.

Plasma Spiked plasma Pooled
Standards 1.0 IU/ml normal plasma

IU/ml µl µ l

0.1 25 225
0.3 75 175
0.5 125 125
0.8 200 50
1.0 250 0

These standards can be kept at –20°C or below for 6 months or at 2-8°C
for two days. For routine purposes larger amounts can be produced and
kept frozen in suitable aliquots.

Quality contro l
It is suggested that each time a test is performed one should include a
LMW Heparin/Heparin plasma sample preparation, other than that used
to create the standard curve. This could be a single sample obtained
from any source and at a known concentration about midrange within the
standard curve.

Method
Perform at room temperature (20–25°C).
S-2732 + Buffer solution
Mix 1 volume of substrate with 3 volumes of buffer. The solution is stable
for at least 24 hours at room temperature or one week at 2-8°C.

Add in a test tube Sample or Plasma blank
standard (Note 1)

S-2732 + buffer 200 µl –
Buffer – 400 µl
Standard or test plasma 25 µ l 25 µ l
Factor Xa 200 µl –
Mix and incubate for 8 min –
Stopper solution (Note 2) 200 µl 200 µl
Mix.
Read the absorbances at 405 nm. The colour is stable for at least 4 hours.
Substract the absorbance of the plasma blank from the sample.
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COATEST®

LMW Heparin / Heparin

For In Vitro Diagnostic Use

INTENDED USE OF THE KIT
For the in vitro photometric determination of the heparin or LMW heparin
activity in human plasma.

MEASUREMENT PRINCIPLE

1. LMW Heparin + AT → [LMW Heparin · AT]

2 a. [LMW Heparin · AT] + FXa (excess)  → [LMW Heparin · AT· FXa]

2 b. S-2732 + FXa → Peptide + pNA (yellow) + FXa (residual)

LMW Heparin (e.g. Fragmin) or Heparin is analyzed as a complex with
Antithrombin (AT) present in the plasma sample. Activated Factor X
(FXa) is added to a mixture of plasma sample and the chromogenic
peptide substrate S-2732 in a buffer. Two competing reactions then start.
One is the inhibition of FXa by the [LMW Heparin · AT] complex, the
other is the FXa catalyzed release of pNA from the substrate. After a
certain period of time most of the FXa is inhibited and the release of pNA
has essentially declined. Further release of pNA is stopped by the
addition of acetic acid and the absorbance at 405 nm is measured. The
correlation between absorbance (A 405) and LMW Heparin/Heparin
activity is linear in the 0.1–1.0 IU/ml range when plotted in a log-lin scale.

REAGENTS
The sealed reagents are stable at 2-8°C until the expiration date printed
on the label. Avoid contamination by microorganisms of the reagent.

1. S-2732 1 vial
Chromogenic substrate (Suc-Ile-Glu(γ-Pip)-Gly-Arg·pNA), 6 mg, with
mannitol as bulking agent. Reconstitute with 2.6 ml water to a
concentration of 2.9 mmol/l. The solution is stable for 6 months at 2-8°C.

2. Factor Xa 1 vial
Bovine Factor Xa, 13 nkat. Reconstitute with 10.4 ml water. The
solution is stable for one month at 2-8°C.

3. Buffer, 20 ml 1 vial
Tris 50 mmol/l, EDTA 7.5 mmol/l, pH 8.4, I=0.2. Once opened, the
buffer solution is stable for two months at 2-8°C.

4.  LMW Heparin Standard, 1ml 1 vial
A LMW Heparin (Fragmin) standard, 100 IU/ml. (Calibrated against
the 1:st International Standard for LMW Heparin, established by the
WHO, using an anti-Factor Xa method). Once opened, the solution is
stable for 6 months at 2-8°C.

Reagents required but not provided
— Deionized water, filtered through 0.22 µm or NCCLS type II water.8

— Saline (0.9% NaCl).
— Pooled normal human plasma taken on ice and prepared according to

"SPECIMEN COLLECTION." A lyophilized preparation is available
from Chromogenix AB or subsidiaries.

— Stopper solution: acetic acid 20% or monosodium citrate 20%.

Materials required but not provided
— Photometer, 405 nm
— Semi-micro cuvette (1cm)
— Centrifuge, 2000-4000 x g
— Stopwatch

Note 1. If the sample is not significantly more opaque than the standard
plasma and if the bilirubin or haemoglobin content are not high enough to
interfere, the pooled normal plasma blank can be used for all samples.

Note 2. The volume of the stopper solution can be chosen between
200–1000 µl  in order to fit the cuvette.

CALCULATION
Plot the absorbance (A 405) for the standards (Y axis) after subtracting
the plasma blank against their respective concentration of LMW Heparin/
Heparin (X-axis) on log/lin graph paper. Check whether A 405 for the two
control samples correspond with the standard curve for the lot number of
the kit. (Each laboratory must set it´s own guideline for control of assay
quality). Read the IU/ml value for the unknown plasma from the standard
curve after substracting the A 405 for the plasma blank.

LIMITATIONS
1. Valid determination of activities below 0.05 IU/ml may be difficult due

to influence from heparin antagonists released from the platelets.
Such low levels are, however, generally considered to be of limited
clinical relevance.

2. If the sample contains more than 1.0 IU/ml, dilute 1:3 in pooled
normal plasma and repeat the assay. Multiply the result by 3.

Expected results
To obtain an optimal effect with minimum risk of bleeding the LMW
Heparin/Heparin activity should be in the range recommended by the
producer. Suitable time point for sampling (also stated by the producer)
must be considered.

Precision
The coefficient of variation (C.V.) within serie (n=15) was 0.8% (0.8 IU/ml)
and 3.3% (0.4 IU/ml). The following table shows the C.V. between series
at various activities. 15 assays were performed during 4 consecutive
weeks with reconstituted reagents kept at 2-8°C.

IU/ml 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Heparin C.V. 6.9% 4.2% 5.7% 6.9% 8.0%
Fragmin C.V. 6.5% 5.9% 3.9% 5.7% 7.2%

ACCURACY
The assay correlates well with Coatest Heparin. Plasma samples drawn
from healthy volunteers after intravenous injection of Fragmin gave a
correlation coefficient of 0.98 in the activity range 0–3.5 IU/ml (n=439). In
patients treated with s. c. Fragmin activities in the range 0–1.2 IU/ml
gave a correlation coefficient of 0.98 (n=56).

Art. No. 82 13 63
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Diese Standards können bei –20°C oder kälter bis zu 6 Monaten oder bei
2–8°C zwei Tage verwahrt werden. Für Routinezwecke können grössere
Mengen hergestellt und in angemessenen Portionen gefroren aufbewahrt
werden.

Qualitätskontrolle
Es wird empfohlen bei jedem Test eine LMW Heparin/Heparin Kontrolle
mitzutesten. Dabei sollten andere Standardkonzentrationen als die der
Standardkurve gewählt werden. Empfehlenswert ist eine beliebige Probe
mit bekannter Konzentration, welche in der Mitte der Standardkurve liegt.

Methode
Bei Raumtemperatur ausführen (20–25°C).
S-2732 + Pufferlösung:
1 Volumen Substrat mit 3 Volumen Puffer mischen. Die Lösung ist bei
Raumtemperatur 24 Stunden und bei 2–8°C eine Woche haltbar.

Der Probenröhre Probe oder Plasmaleerwert
zugeben Standard (Hinweis 1)
S-2732 + Puffer 200 µ l –
Puffer – 400 µl
Standard oder
Testplasma 25 µ l 25 µ l
Faktor Xa 200 µ l –
Mischen und acht Minuten inkubieren
Stopplösung (Hinweis 2) 200 µ l 200 µl
Mischen.
Die Absorption bei 405 nm messen. Die Färbung bleibt mindestens
4 Stunden stabil. Die Absorption des Plasmaleerwerts subtrahieren.

Hinweis 1. Falls die Probe sich nicht  in Hinsicht auf Durchsichtigkeit,
von dem Standardplasma unterscheiden und auch die Bilirubin oder
Hämoglobinkonzentrationen nicht zu extrem sind um interferieren zu
können, kann die Leerwertreaktion des gepooltem Normalplasmaleer-
wertes für alle Proben verwendet werden.

Hinweis 2. Das Volumen der Stopplösung kann, um in die Küvette zu
passen zwischen 200–1000 µl gewählt werden.

AUSWERTUNG
Die Absorption (A 405) der Standards (y -Achse), nach Subtraktion des
Plasmaleerwertes, gegen die respektive Konzentration des LMW
Heparin/Heparin (X -Achse) auf log/lin Papier aufzeichnen. Es ist zu
beachten, dass A 405 der beiden Kontrollen mit der Standardkurve der
aktuellen Lot-Nummer des Kits übereinstimmt. (Jedes Labor muss seine
eigenen Richtlinien für die Qualitätskontrolle bestimmen). Den IU/ml
Wert der unbekannten Probe nach Subtraktion des A 405 Wertes des
Plasma-leerwertes von der Standardkurve ablesen.

4. LMW Heparin Standard, 1 ml 1 vial
LMW Heparin (Fragmin) Standard. (Kalibriert gegen den ersten
internationalen Standard für LMW Heparin, welcher von der WHO
durch eine Anti-Faktor Xa Methode bestimmt) Geöffneter Behälter ist
bei 2–8°C 6 Monate haltbar.

Zusätzlich benötigte Reagenzien
— Entmineralisiertes Wasser, gefiltert durch ein Filter mit 0.22 µm

Porengröße oder NCCLS Typ II-Wasser.8

— Kochsalzlösung (=0.9% NaCl).
— Gepooltes Humanes Normalplasma wird auf Eis verwahrt und

vorbereitet (siehe 3. PROBENGEWINNUNG). Eine lyophilisierte
Präparation von gepooltem, humanem Normalplasma ist von
Chromogenix AB oder Vertretungen erhältlich.

— Stopplösung: Essigsäure 20% oder Mononatriumzitrat 20%.

Zusätzlich benötigte Materialen
— Photometer, 405 nm
— Halbmikroküvette (1 cm)
— Zentrifuge, 2000-4000 x g
— Stoppuhr
— Einweg-Plastikröhrchen
— Kalibrierte Pipetten

PROBENSAMMLUNG
Neun Teile frisch entnommenes Venenblut werden mit einem Teil
Natriumzitrat vermischt. Zentrifugieren: 2000 x g während 10-20 Minuten
bei 20-25°C. In dem NCCLS Dokument H21-A2 finden Sie weitere
Anweisungen bezüglich Entnahme, Behandlung und der Lagerung von
Probenmaterial.9

TESTDURCHFÜHRUNG-MANUELLE METHODE
Wichtige Hinweise
Gründliches Mischen ist wichtig um sicherzustellen, dass das
Reaktionsgemisch homogen ist. Heftiges Mischen ist jedoch zu
vermeiden, da die Proteine im Schaum präzipitieren können. Die
Methode ist zur Durchführung bei Raumtemperatur vorgesehen, und
diese sollte innerhalb von ± 2°C, der Temperatur, bei der die
Standardkurve erstellt wurde, gehalten werden.

KALIBRIERUNG
Für jede neue Lotnummer von Coatest LMW Heparin/Heparin muss eine
neue Standardkurve erstellt werden.

LMW Heparin
10 µl des LMW Heparinstandards (100 IU/ml) zu 1.0 ml zusammen-
geschüttetem Normalplasma geben und vorsichtig mischen um eine
Plasmakonzentration von 1.0 IU/ml zu erhalten. Standards durch
Verdünnen dieser 1.0 IU/ml Ausgangslösung mit gepooltem
Normalplasma zubereiten. Siehe Tabelle unten.

Heparin
Zur Analyse von Heparin, muss die Standardkurve mit einem
Heparinstandard bekannter Konzentration erstellt werden. (Im Kit nicht
enthalten) Das Heparin mit 0.9% NaCl auf eine Konzentration von
100 IU/ml verdünnen und weiter laut den Angaben für LMW Heparin
weiterverdünnen.

Plasma Ursprungs- Zusammen-
Standards konzentration geschüttetes

IU/ml 1.0 IU/ml Normalplasma
µl µl µl

0.1 25 225
0.3 75 175
0.5 125 125
0.8 200 50
1.0 250 0

GRENZEN DER METHODE
1. Bestimmung kleinerer Konzentrationen als 0.05 IU/mL können

aufgrund der Freisetzung von Heparinantagonisten seitens der
Thrombozyten erschwert werden. Solch niedrige Werte sind
üblicherweise ohne klinische Bedeutung.

2. Falls das Plasma mehr als 1.0 IU/ml enthält, 1:3 mit gepooltem
Normalplasma verdünnen und den Test wiederholen. Das Ergebnis
mit Faktor 3 multiplizieren.

Zu erwartende Ergebnisse
Um eine optimale Wirkung mit einem minimalen Blutungsrisiko zu
erreichen, sollte der LMW Heparin/Heparin-Spiegel innerhalb der
Grenzen der vom Heparin-Hersteller empfohlenen Dosierung gehalten
werden. Der passende Zeitpunkt der Blutentnahme muß (wie vom
Hersteller empfohlen) in Betracht gezogen werden.

Präzision
Der Variationskoeffizient (C.V) innerhalb einer Serie (n=15) war 0.8%
(0.8 IU/ml) und 3.3% (0.4 IU/ml). Die folgende Tabelle zeigt den C.V.-
Wert zwischen Serien bei verschiedener  Konzentrationen. 15 Test
wurden inmerhalb 4 aufeinanderfolgender Wochen mit verdünnten
Reagenzien (bei 2–8°C aufbewahrt) durchgeführt.

IU/mL 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Heparin C.V. 6.9% 4.2% 5.7% 6.9% 8.0%
Fragmin C.V. 6.5% 5.9% 3;9% 5.7% 7.2%

GENAUIGKEIT
Der Test stimmt gut mit Coatest Heparin überein. Plasmaproben von
gesunden Freiwilligen, nach intravenöser Injektion von Fragmin, ergab
einen Korrelationskoeffizienten von 0.98 bei einer Aktivität zwischen
0–3.5 IU/ml (n=439). Patienten mit subkutaner Fragmin-Behandlung
innerhalb den Grenzen 0–1.2 IU/ml ergaben einen Korrelations-
koeffizienten von 0.98 (n=56).

Sensitivität
Der Test erlaubt Bestimmungen ab 0.05 IU/ml LMW Heparin/Heparin.
Um die Genauigkeit bei werten unterhalb 0.1 IU/ml zu erhöhen, empfiehlt
sich ein 0.05 IU/ml Standard.

Spezifität
Der Test bestimmt spezifisch den Anti-Faktor Xa Effekt des LMW
Heparin/Heparin. Die Methode ist  empfindlich gegenüber der
Antithrombin-konzentration der Patienten, da Antithrombin essentiell für
den Effekt von LMW Heparin/Heparin ist. Falls die Ergebnisse von den
erwarteten Werten abweichen ist das Bestimmen des
Antithrombinniveaus zu empfehlen, (Coatest Antithrombin oder Coacute
Antithrombin, durch Chromogenix oder Vertretungen zu erhalten).

Sensitivity
The assay allows detection of 0.05 IU/ml of LMW Heparin/Heparin. To
increase the accuracy in the range below 0.1 IU/ml a 0.05 IU/ml standard
is recommended.

Specificity
The assay measures specifically the anti-Factor Xa effect of LMW
Heparin/Heparin. The method is slightly dependent on the patients
antithrombin concentration, since antithrombin is essential for the effect
of LMW Heparin/Heparin. If the result obtained deviates from the
expected activity, measurement of patients antithrombin level is
recommended (Coatest Antithrombin or Coacute Antithrombin available
from Chromogenix or subsidiaries).

DEUTSCH

COATEST®

LMW Heparin / Heparin

Zur in vitro Diagnostik

VERWENDUNGSZWECK
Zur Bestimmung von niedermolekularen Heparin und Heparin.

MESSPRINZIP

1. LMW Heparin + AT → [LMW Heparin · AT]

2 a. [LMW Heparin · AT] + FXa (Überschuß)  → [LMW Heparin· AT· FXa]

2 b. S-2732 + FXa → Peptide + pNA (gelb) + FXa (Rest)

LMW Heparin (z.B. Fragmin) oder Heparin wird im Komplex  mit dem, im
Testplama vorkommenden Antithrombin analysiert. Aktivierter Faktor X
(FXa) wird zusammen mit dem chromogenen Peptidsubstrat S-2732 in
einem Puffer der Plasmaprobe zugegeben. Es kommt zu zwei
konkurrierenden Reaktionen. Die eine ist die Hemmung des FXa durch
den [LMW Heparin · AT]  Komplexe, die andere ist die durch FXa
katalysierte, Freigabe von pNA vom Substrat. Nach einer gewissen Zeit
ist der grösste Teil des FXa inhibiert, die Abspaltung von pNA wird durch
Zusatz von Essigsäure gestoppt und die Absorption  bei 405 nm
gemessen. Die Korrelation zwischen der Absorption (A 405) und der
LMW Heparin-/Heparin-Aktivität, ist im Bereich 0.1–1.0 IU/ml, in einer
log-lin Skala aufgezeichnet, linear.

REAGENZIEN
Ungeöffnete Behälter sind bei 2–8°C bis zum angegebenen Datum
haltbar. Kontamination der Reagenzien durch Mikroorganismen
vermeiden.

1. S-2732 1 vial
Chromogenes Substrat (Suc-Ile-Glu(γ-Pip)-Gly-Arg·pNA), 6 mg mit
Mannitol als Bulkmittel. Mit 2.6 ml Wasser auf eine Konzentration von
2.9 mmol/l lösen. Die Lösung ist bei 2–8°C 6 Monate haltbar.

2. Faktor Xa 1 vial
Boviner Faktor Xa, 13 nkat. Mit 10.4  ml Wasser auflösen. Diese
Lösung ist bei 2–8°C einen Monat haltbar.

3. Puffer, 20 ml 1 vial
Tris 50 mmol/l, EDTA 7.5 mmol/l, pH 8.4, I=0.2. Geöffneter Behälter
ist bei 2–8°C zwei Monate haltbar.
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LIMITI DELLA PROCEDURA
1. Determinazioni di attività al di sotto di 0.05 IU/ml possono presentare

difficoltà a causa dell’influenza degli antagonisti dell’eparina rilasciati
dalle piastrine. Tuttavia, livelli così bassi sono in genere considerati di
limitata rilevanza clinica.

2. Se il campione contiene più di 1.0 IU/ml, diluire 1:3 in plasma
normale e ripetere il test. Moltiplicare quindi il risultato per 3.

Risultati attesi
Per ottenere un effetto ottimale con il minimo rischio di sanguinamento
per il paziente, la concentrazione dell’eparina (LMW/eparina) deve
essere nel range consigliato dal produttore. Occorre inoltre prendere in
considerazione la possibilità di effettuare prelievi in momenti differenti,
successivi alla somministrazione del farmaco.

CARATTERISTICHE DI REAZIONE
Precisione
Il coefficiente di variazione (C.V.) intra-serie (n=15) è risultato pari a 0.8%
(0.8 IU/ml) e 3.3% (0.4 IU/ml). La tabella che segue mostra il C.V. inter-
serie a vari livelli di concentrazione. Durante 4 settimane consecutive
sono stati effettuati 15 test mantenendo a 2-8°C i reagenti ricostituiti.

IU/ml 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Eparina C.V. 6.9% 4.2% 5.7% 6.9% 8.0%
Fragmina C.V. 6.5% 5.9% 3.9% 5.7% 7.2%

ACCURATEZZA
I risultati sono bene correlati con quelli ottenuti con Coatest Heparin. I
campioni di sangue prelevati da donatori volontari dopo iniezione
endovena di Fragmina hanno fornito un coefficiente di correlazione pari a
0.98 nel range di attività 0-3.5 IU/ml (n=439) e 0.98 nel range 0-1.2 IU/ml
(n=56).

Sensibilità
Il test permette di evidenziare fino a 0.05 IU/ml di eparina (LMW/eparina).
Per migliorare la sensibilità nel range al di sotto di 0.1 IU/ml si consiglia
uno standard a 0.05 IU/ml.

Specificità
Il dosaggio misura specificamente líattività anti Fxa dell'eparina (LMW/
eparina). Il metodo è dipendente dalla concentrazione di antitrombina nel
paziente, poichè l’antitrombina è essenziale per l’effetto dellíeparina
(LMW/eparina). Se il risultato ottenuto devia da quello atteso, si consiglia
una misura dellíattività dell'antitrombina del paziente (Coamatic
Antithrombin, Coatest Antithrombin o Coacute Antithrombin sono
disponibili su richiesta. Vedi listino Chromogenix).

Eparina non frazionata
Per la determinazione dell’eparina non frazionata, la curva standard
deve essere ottenuta usando uno standard di eparina a concentrazione
nota (non fornito). Diluire l’eparina con soluzione salina allo scopo di
ottenere 100 IU/ml e procedere secondo le istruzioni riportate per
l’eparina LMW.

Standard Plasma Plasma
Plasma 1.0 IU/ml normale
IU/ml µ l µl

0.1 25 225
0.3 75 175
0.5 125 125
0.8 200 50
1.0 250 0

Questi standard si mantengono stabili per 6 mesi a -20°C o temperatura
inferiore, oppure per 2 giorni a 2-8°C. Per impieghi di routine è possibile
preparare quantità in eccesso di standard, che possono essere suddivise
in aliquote e successivamente congelate.

Controllo qualità
Si consiglia, ogni volta che si esegue un test, di includere un plasma di
controllo differente da quello usato per creare la curva standard. Questo
potrebbe essere un campione singolo ottenuto da qualsiasi fonte a
concentrazione nota ed il cui valore (conc.) cada a circa metà range
della curva standard.

Metodica
Da effettuare a temperatura ambiente (20-25°C).
S-2732 + soluzione tampone
Mescolare 1 volume di substrato con 3 volumi di tampone. La soluzione
si mantiene stabile per almeno 24 ore a temperatura ambiente, oppure
per una settimana a 2-8°C.

Aggiungere in una provetta Campione Bianco campione
o standard (Nota 1)

S2732 + tampone 200 µ l -
Tampone - 400 µ l
Plasma standard o campione 25 µl 25 µ l
Fattore Xa 200 µ l -
Mescolare ed incubare per 8 min
Soluzione di arresto (Nota 2) 200 µ l 200 µ l
Leggere l’assorbanza con un fotometro a 405 nm. La colorazione è
stabile per almeno 4 ore. Sottrarre l’assorbanza del bianco campione dal
campione.

Nota 1. Se il campione non è significativamente più opaco del plasma
standard e se il contenuto di bilirubina o di emoglobina non è così
elevato da interferire, un solo bianco campione può essere usato per tutti
i campioni.

Nota 2. Il volume della soluzione d’arresto può essere scelto tra 200-1000 µl
in funzione delle dimensioni della cuvetta utilizzata.

RISULTATI
Riportare l’assorbanza (A 405) degli standard (asse Y) dopo aver
sottratto il valore di assorbanza del bianco campione su un foglio di carta
millimetrata a scala log/lin. Verificare se A 405 dei controlli corrisponde a
quello ottenuto sulla curva standard. Leggere il valore in IU/ml per il
campione dalla curva standard, dopo aver sottratto líassorbanza del
bianco campione.
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