REF 502-01 Pefakit® APC-R Factor V Leiden
e

REF 502-01 pouze pro diagnostické ucely “In Vitro”

Uéel a pouziti

Pefakit® APC-R Factor V Leiden je souprava, pomoci které se v
lidské plazmé stanovi resistence na aktivovany protein C
zplisobena mutaci faktoru V Leiden (FV:Q3%).

Uvod

Resistence na aktivovany protein C (APC) je nejCastéjsi dédi¢na
porucha spojend s hlubokou Zilni tromboézou. Vice jak 95%
fenotypl APC resistence mUlZe byt vysvétleno mutaci faktoru V
Leiden [1,2,3,4,5,6]. Tato porucha je zplsobena bodovou mutaci
genu faktoru V, jejimz vysledkem je ndhrada aminokyseliny Arg
506 zbytkem GIn [2,3,7]. Heterozygotni porucha je provazena
(het) 5 az 10 nasobnym, homozygotni (hom) porucha 50 az 100
nasobnym zvy$e-nim rizika trombdz [5,8,9].

Existuji dvé moznosti detekce faktoru V (FV) Leiden. Funkéni
stanoveni z plazmy vyjadfujici poruchu fenotypu [1] nebo
stanoveni genotypu, které mlze byt provedeno metodou PCR
[10].

Princip metody

Pefakit® APC-R Factor V Leiden je funkcni koagulacni stanoveni z
plazmy a lisi se od ostatnich funkcnich testi na APC resistenci tim,
Zze specificky reaguje s hladinou protrombinového komplexu. Je
zaloZen na faktor Va zavislém protrombinovém aktivatoru, ktery je
izolovan z hadiho jedu. Robustnost a specifita stanoveni je
zesilena eliminaci moznych rusivych vlivG faktor( koagulaéni
kaskady a nezavislosti na vapniku. Interference z nefrakciovaného
heparinu, nizkomolekularniho heparinu a pentasacharid(, které
jsou obsazeny ve vzorku, jsou vylouceny pridavkem inhibitoru
heparinu do reagencii 1 a 2.

Vzorek plazmy je predfedén reagencii 4 (diluéni plazma) a
inkubovan pfi 37°C s aktivatorem FV z hadiho jedu (RVV-V z
Daboia russelli), ktery prevede FV na FVa. Koagulace je
odstartovana pridavkem protrombinového aktivatoru, zavislém na
FVa (vyrobeném z hadiho jedu Notechis scutatus) za absence
vapniku. Koagulacni Cas je zaznamenavan a vypocitavaji se poméry
(koagulaéni ¢as za pritomnosti APC/ koagulacni Cas za absence
APC).

Reagencie

Ce

Naredéné roztoky R1-R4 inkubujte v zavienych lahvickdch po dobu 30
minut pfi pokojové teploté a pred pouZitim mirné zamichejte.

Upozornéni: Prodlouzena inkubace reagencie R4 muzZe — vlivem vysokého
obsahu proteinu — zpUsobit separaci fazi charakteristickou cistym
roztokem s jemnou, bélavou vrstvou na povrchu. To mzZe byt mylné
interpretovano jako koagulace. Z tohoto divodu musi byt reagencie pred
pouZitim promichdana az do plivodni homogenni a mirné zakalené formy.

Material pozadovany ale v kitu neobsazeny

e  Deionizovana voda.

e  Kalibrované pipety (1000 - 5000 pl).

e Automaticky nebo polo-automaticky koagulometr
vyuZivajici k detekci mechanickych nebo optickych
metod.

Pozn: Pfi pouZiti automatickych nebo polo-automatickych
koagulaénich analyzator( postupujte vidy dle operacniho manualu
daného vyrobce nebo pozadejte o detailni adaptacni protokol.

Skladovani a Stabilita
Kit mdZe byt pouZivan az do doby expirace, uvedené na Stitku,
pokud je skladovan neotevieny pfi 2-8°C.

Stabilita reagencii po nafedéni:

Reagencie Stabilita
-20°C 6 mésicl
R1 2-8°C 14 dni

15-25°C 24 hodin (v analyzatoru)

-20°C 6 mésicu
R2 2-8°C 14 dni
15-25°C 24 hodin (v analyzatoru)

-20°C 6 mésicl
R3 2-8°C 14dni
15-25°C 24 hodin (v analyzatoru)

-20°C 6 mésicu
R4 2-8°C 14 dni
15-25°C 24 hodin (v analyzatoru)

Reagencie | Obsah

R1 APC / RVV-V (+APC) Reagent

(APC, RVV-V, Polybrene, Hepes, BSA)

3 lahvicky (lyofilizované, rozpustit v 2.0 ml deionizované
vody na kazdou lahvicku)

R2 RVV-V (-APC) Reagent

(RVV-V, Polybrene, Hepes, BSA)

3 vials (lyofilizované, rozpustit v 2.0 ml deionizované
vody na kazdou lahvicku)

R3 PTA Reagent

(Prothrombin Aktivator, EDTA, Hepes, BSA)

3 lahvicky (lyofilizované, rozpustit v 4.0 ml deionizované
vody na kazdou lahvicku)

R4 Redici plazma

(Lidska plazma)

3 lahvicky (lyofilizované, rozpustit v 2.0 ml
deionizované vody na kazdou lahvicku)

Zamrazené reagencie by mély byt rozpustény pfi 37°C a mirné
promichany pred pouZitim. Zamrazujte pouze jednou.

Kontrola kvality

Pouzivejte Pefakit® APC-R Factor V Leiden Kontroly (REF 502- 21)
jako referenci pfi validaci stanoveni. Negativni kontrola nebo
“wild-type” (neg) vykazuji normalni odezvu na APC, zatimco
heterozygotni kontrola (het) vykazuje odezvu na pfitomnost
heterozygotniho typu FV:Q3% mutace. Méfeni kontrol by se mélo
provadét pri kazdé testované sérii vzorkd.

Pro pfipravu, pouziti a interpretaci kontrol pouzijte pfibalového
letaku, ktery je u kazdého kitu kontrol, kde naleznete instrukce a
certifikovana rozmezi.
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RGzné koagulacni ¢asy ziskané na rlGznych koagulacnich pfistrojich
jsou zavislé na rlznych principech detekce koagula. Pokud jsou
ziskané hodnoty mimo certifikované rozmezi (pomér), méla by byt
provedena kontrola vSech reagencii a stanoveni by mélo byt
zopakovano. Pokud problém dale pretrvava, méla by byt
provedena kompletni kontrola analyzdtoru a stanoveni opét
zopakovano.

Odbér krve a priprava vzorku

Pfed odbérem krve by mél byt pacient alespori 10 minut v klidu.
Peclivé odeberte Zilni krev do bud 0.104 M nebo 0.129 M citratu
sodného (objemovy pomér 9+1). Smés antikoagulantu a krve po
odbéru mirné michejte, abyste se vyhnuli formaci koagula. Potom
ihned odstredujte pri alespon 2000 g po dobu nejméné 20 min pfi
pokojové teploté. Dbejte, aby nedoSlo ke kontaminaci vrstvy
desti¢ek do plazmy, kdyZ se plazma oddéluje od bunék. Jako bézné
pravidlo plati, Ze vzorky z hemolytické plazmy by nemély byt
pouzivany.

Pro uchovani zamrazte nefedénou plazmu na -70°C v alikvotnich
mnozstvich. Zamrazujte pouze jednou. Zabrarite opétovnému
zamrazovani a rozmrazovani. Rozmrazovani by mélo byt
provedeno rychle (béhem 5 min.) ve vodni lazni pfi 37°C, aby se
zabranilo ztraté aktivity koagulacnich faktori nebo vytvoreni
precipitatu. Pro vice informaci viz NCCLS dokument H21-A2 [11].

Stabilita nenafedénych vzorku (plazma):

kazdou $arzi) testovanim sérii o znamych genotypech plazem
pacient.

Ocekavané hodnoty
Typicka rozmezi pomérd pro PCR-otypované plazmy pacientd jsou
pro rizné pristroje uvedeny v tabulce nize:

Semi-automaticky kulickovy koaguloemtr (micro)

Genotyp FV:Q>% n Pomér-rozmezi (min/max)
Negativni 99 >3.0

Heterozygot 166 13-19

Homozygot 25 09-1.1

BCS®XP

Genotyp FV:Q506 n Pomér-rozmezi (min/max)
Negativni 143 |>3.0

Heterozygot 170 14-22

Homozygot 27 09-11

Sysmex CS-line

-80°C alespori 1 rok Genotype FV:Q506 n Pomér-rozmezi (min/max)
-20°C 2 mésice
2-8°C 24 hodin Negativni 62 >3.5
15-25°C 4 hodin Heterozygot 37 |14-20
Postup Homozygot 2 1.0-1.1
Pripravte reagencie jak popsano vySe. Rozmrazeny vzorek
promichejte, vyvarujte se vytvoreni pény ve vzorku béhem
michani. Stanovte +APC koagulani ¢&as (koagulaéni &as za ACL Top®line
prltomncistll ) aktivovaného pr.otelnu , Q), -AP(; koagulacnlv Sas Genotyp FV:Q506 n T SRR S
(koagulacni ¢as za absence aktivovaného proteinu C) a vypoctéte
pomér podle nasledujiciho schématu: Negativni 138 [>2.8
APC+ APC- Heterozygot 94 13-1.8
Vzorek nebo 30ul 30ul Homozygot 1 10-1.1
kontrolni plazma
| R4 | Redéna plazma 20 ul 20 ul
Zamichat pred Zamichat pred STA®line
pouZitim pouZitim Genotyp FV:Q506 n Pomér-rozmezi (min/max)
APC/RVV-V
50 ul - ivni
R1 (+APC)Reagent M Negativni 134 |>29
R2 2::-::"(;APC) 50 ul Heterozygot 83 1.3-18
g Homozygot 27 09-11
Inkubace 3 min, 37°C 3 min, 37°C
|R3 PTA Reagent 50 pl 50 pl PFi pouZiti téchto tabulek by se méla vzit v Uvahu nasledujici
Zméfit koagulaéni | Zméfit koagulaéni omezlcvem i . » ..
¢as ¢as 1. VySe uvedené hodnoty jsou pouze pfiklady a ne referencni
" — hodnoty rozmezi a hrani¢nich hodnot (cut-offs), které jsou
| Pomeér + APC koagulaéni éas

- APC koagulacni ¢as

Interpretace vysledku

Diferenciace homozygotnich, heterozygotnich a negativnich
vzorkld je zaloZena na uréenych rozmezich pomérl mérenych na
geneticky znamych vzorcich plazem pacientl (viz tabulka dale).
Tyto poméry se mohou ménit v zavislosti na typu laboratore,
pristroje a SarZe. Z tohoto duvodu se doporucuje pro kazdou
laboratof a urcity pfristroj si stanovit svoje vlastni rozmezi a
(cut-off) hrani¢ni hodnoty (pokud bude nezbytné rovnéz i pro

garantovany vyrobcem.

2. Urcité interferencni faktory (viz ,Omezeni a Interference”)
mohou zpUsobit, Ze nékteré hodnoty pomérd se nemohou jasné
prisuzovat k uréitému genotypu nebo mohou zpUsobit prodlouzeni
koagulacnich ¢asl k maximalnimu pfipustnému detekénimu casu
pfistroje. V téchto pripadech je tfeba dalSiho zkoumani metodou
PCR a je nezbytné urceni individualnich faktord.
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Citlivost a Specificita

Se vzorky dosud testovanymi kity Pefakit® APC-R Factor V Leiden
vysledky vykazovaly 100% citlivost a 100% specificitu pro nositele
heterozygotni a homozygotni FV:Q3% mutace stanoveno na
pristrojich BCS® XP (n=340), Semiautomaticém kuli¢ckovék
koagulometru (micro) (n=290), (€S-2100/CS-5100 (n=101), ACL
Top® 500(n=233), STA® C (n=244).

Vzhledem k funkénim detekénim technikam stanoveni se pred-
poklada detekce i jinych FV mutaci vedoucich také k fenotypu
APC-R. Nicméné jejich vyskyt je velmi maly v porovnani s mutaci
FV Leiden.

Pfesnost a opakovatelnost

Presnost byla stanovena pomoci jedné C1 FV-L negativni kontroly
a jedné C2 FV-L heterozygotni kontroly, kazdé vsérii o 20
mérenich  provedenych vijeden den na trech pilné
automatizovanych analytickych systémech (BCS® XP,ACL Top®500
a STA® ().

Variacni koeficient (CV%) pro koagulacni ¢as a pomér na viech
tfech analytickych systémech byly <10% pro C1 FV-L negativni
kontrolu a <5% pro C2 FV-L heterozygotni kontrolu.
Opakovatelnost byla stanovena pomoci dvou méreni za den v 20
nahodnych dnech na tfech plné automatizovanych analytickych
systémech (BCS®/BCS® XP, ACL Top®500 a STA® C), a to vidy
pomoci C1 FV-L negativni kontroly a jedné C2 FV-L heterozygotni
kontroly.

Pomoci téchto dvou kontrol byly nalezeny nasledujici variacni
koeficienty (CV%) pro koagulacni ¢as a pomér:

Stredni CV% CV% V%
ACL Top®500 hodnota (béhem | (ze dne ?
v celkem
(pomér) 1 dne) na den)
CLFV-L Negativni | o 7.4 112 10.7
kontrola
C2 FV-L
Heterozygotni 1.7 5.1 5.1 5.4
kontrola
Stredni CV% CV% Vo
BCS® XP hodnota (béhem | (ze dne °
. celkem
(pomér) 1 dne) na den)
C1 FV-L Negativni 47 29 46 4.8
kontrola
C2 FV-L
Heterozygotni 1.6 2.8 4.5 4.1
kontrola
Stredni CV% CV% Ve
STA® C hodnota (béhem | (ze dne celkoem
(pomér) 1 dne) na den)
1FV-L ivni
CLFV-L Negativni | ¢ ¢ 8.7 7.6 9.3
kontrola
C2 FV-L
Heterozygotni 1.5 1.6 3.6 3.7
kontrola

Omezeni a Interference

Nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily pfi pouziti Cerstvych
nebo zamrazenych vzorkd plazmy. NezaleZi rovnéz na tom, zdali je
pouZita citratova plazma s pufrem nebo bez pufru.

Experimentalni stude prokazaly, Ze neni ani Zadny signifikantni vliv
na pomér nebo citlivost testu v pfipadé pritomnosti antagonistl
vitaminu K (phenprocoumon, warfarin), deficitu Fibrinogenu,
Prothrombinu, FVIIl, FX, ATIII, Proteinu C, nebo Proteinu S (do
100%) nebo zvyseny Fibrinogen, FVIII, ATII, nebo TFPI (do

5-nasobku normalni hodnoty). Méfeni na mechanickych pfistrojich
neni ovlivnéno ani vzorky z hemolytické krve ani vzorky obsahujici
zbytky krevnich desticek. Naopak optické metody mohou byt
ovlivnény pouzitim hemolytickych nebo lipemickych plazem.
Protilatky typu Lupus antikoagulans test neovlivriuji. Ale velky
deficit faktoru V (<50%) muze vést k prodlouZzeni koagulacnich
Casl a tim i ke ztraté rozliSovaci schopnosti pfi hodnoceni
vysledkU. Pritomnost Aprotininu (ktery inhibuje APC pouzivany pfi
testu) a Protaminu v pacientové krvi mohou vyrazné zkratit
koagulaéni ¢asy, coz mize mit rovnéz vliv na rozliSovaci schopnost
stanoveni.

Vzhledem k pridavku Polybrenu neinterferuje s méfenim plazem
od pacientd, ktefi jsou na antikoagulacni |écbé heparinem pfi
hladinach <2 1U/ml (UFH a LMWH) nebo hladinach pentasacharidu
<2 pg/ml. Pfimé inhibitory FXa (napf.: rivaroxaban) nemaji vliv na
rozliSovaci vykon testu, ale pfimé trombinové inhibitory jako jsou
Hirudin nebo Argatroban nejsou Polybrenem inhibovany.

Proto po pacientové |écbé Aprotininem, Protaminem nebo
primymi trombinovymi inhibitory, se doporucuje bud pockat
alespon 24 hodin pred odbérem krve pro testovani, nebo stanovit
FVL metodou PCR.

Bezpecnostni upozornéni a opatieni
Reagencie R1 (55025R1)
@ Varovani - Reagencie R1 obsahuje hovézi sérovy albumin

(BSA).

Udaj o nebezpeénosti:

H302:  Zdravi skodlivy pfi poZiti.
Bezpecnostni upozornéni:

P264: Po manipulaci si peclivé umyijte ruce.

Reagencie R1 obsahuje material ziskany z lidské plazmy

&\ (<0,1%) a mélo by se s ni tudiz nakladat s opatrnosti pri
zohlednéni doporucenych bezpecnostnich opatieni
vztahujicich se k biologickym rizikGm.

Reagencie R2 (55025R2)
@ Varovani - Reagencie R2 obsahuje hovézi sérovy albumin

(BSA).

Udaj o nebezpeénosti:

H302:  Zdravi Skodlivy pfi poZiti.
Bezpecnostni upozornéni:

P264: Po manipulaci si peclivé umyjte ruce.

Reagencie R3 (55025R3)

Varovani - Reagencie R3 obsahuje dvojsodny
dihydrat kyseliny ethylendiaminotetraoctové,

hovézi sérovy albumin (BSA).

Udaj o nebezpeénosti:

H302:  Zdravi Skodlivy pfi poZiti.

H332:  Zdravi Skodlivy pfi vdechnuti.

H373:  MuZe zplsobit poskozeni respiracnich organ( v pripadé
delsiho nebo opakovaného vystaveni jeho vlivu.
ZpUsob expozice: vdechnuti.

Bezpecnostni upozornéni:

P260: Nevdechujte prach.

P264: Po manipulaci si peclivé umyijte ruce.

P310: Okamizité volejte TOXIKOLOGICKE CENTRUM nebo
lékare!
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Reagencie R4 (55025R4) Vyrobce

Reagencie R4 obsahuje lidskou plazmu (50 — 100%). Pentapharm AG
é}\ Kazda darcovskd jednotka pouzitd pro pfipravu Diluéni Dornacherstrasse 112, CH-4147 Aesch BL/Switzerland
&L P +41 61706 48 48, F +41 61 706 48 00

plazmy (R4) byla testovdna a shledana negativni na
protilatky proti viru HIV 1+2, hepatitidy C, proti Treponema
pallidum, a na povrchovy antigen viru HB a genom viru hepatitidy
C a HIV 1 PCR metodami. VSechny pouzité testy byly certifikovany
CE dle seznamu A Evropskych Direktiv pro IVDs (98/79/EC) a pod
vedenim odpovédného evropského vladniho dfednika. V
testovanych parametrech byly plazmy shledany negativni.
Nicméné Zadny z téchto testd nemdlze pritomnost téchto v krvi
vzniklych nemoci vyloucit s naprostou jistotou. Proto by méla byt
tato reagencie povaZzovana za potencialné infekéni materal a mélo
by se s ni podle toho nakladat.

www.pentapharm.com

Literatura

Dahlback B, Carlsson M, Svensson PJ. Familial thrombophilia due
to a previously unrecognized mechanism characterized by poor
anticoagulant response to activated protein C: prediction of a
cofactor to activated protein C. Proc Natl Acad Sci 1993; 90: 1004-
8

Bertina RM, Koelemann BPC, Koster T, Rosendaal FR, Dirven RJ, de
Ronde H, van der Velden PA, Reitsma PH. Mutation in blood
coagulation factor V associated with resistance to activated
protein C. Nature 1994; 369: 64-7.

Zoller B, Dahlback B. Linkage between inherited resistance to
activated protein C and factor V gene mutation in venous
thrombosis. Lancet 1994; 343: 1536-8.

Rees DC, Cox M, Clegg JB. World distribution of factor V Leiden.
Lancet 1995; 346: 1133-4.

Simioni P, Tormene D, Prandoni P, Zerbinati P, Gavasso S, Cefalo P,
Girolami A. Incidence of venous thromboembolism in asymp-
tomatic family members who are carriers of factor V Leiden: a
prospective cohort study. Blood 2002; 99: 1938-42.

Wilmer M, Stocker C, Buhler B, Conell B, Calatzis A. Improved
distinction of factor V wild-type and factor V Leiden using a novel
prothrombin-based activated protein C resistance assay. Am J Clin
Pathol 2004; 122:836-42

Greengard JS, Sun X, Xu X, Fernandez JA,Griffin JH, Evatt B.
Activated protein C resistance caused by Arg506GIn mutation in
factor Va. Lancet 1994; 343: 1361-2.

Cooper PC, Hampton KK, Makris M, Abuzenadah A, Paul B, Preston
FE. Further evidence that activated protein C resistance can be
misdiagnosed as inherited functional protein S deficiency. Br J
Haematol 1994; 88: 201-3.

Price DT, Ridker PM. Factor V Leiden mutation and the risks for
thromboembolic disease: a clinical perspective. Ann Intern Med
1997; 127: 895-903.

Gandrille S, Alhenc-Gelas M, Aiach M. A rapid screening method
for factor V Arg506 R GIn mutation. Blood Coag Fibrinol 1995; 6:
245-8.

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Collection,
transport and processing of blood specimens for coagulation
testing and performance of coagulation assays. NCCLS Document
H21-A2; vol 11 No 23.

Schoni R, Quehenberger P, Wu JR, Wilmer M. Clinical evaluation of
a new functional test for detection of activated protein C

resistance (Pefakit® APC-R Factor V Leiden) of two centers in
Europe and USA. Throm. Res 2007; 119: 17-26.

Distributor: Diagnostica s.r.o, Za Trati 686, Praha 9, Ceska republika, tel.+420 266 315 909, Fax.+420 266 316 000, e-mail:
info@diagnostica.cz, www.diagnostica

Veze 16.0 — IVD - pouze pro diagnostické ticely in-vitro 11.2022


http://www.diagnostica/

