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Pouziti:

DVVtest® je fedéné Russell's Viper Venom Time (dRVVT) méfeni
urené k stanoveni Lupus Antikoagulant (LA) v plazmé pacienta.
DVVconfirm® se pouziva k potvrzeni pfitomnosti LA v plazmé,
ktera vySla pozitivné za pouziti DVVtestu. DVVtest a DVVconfirm
jsou jednokrokové koagulaéni testy, na které muze byt pouzito
manualnich, poloautomatickych a automatickych metod stanoveni.

Shrnuti:

Identifikace pfitomnosti LA v plazmé je charakteristickym
diagnostickym znakem antifosfolipidového syndromu (APS), ktery
je Klinicky charakterizovan arteriélni/Zilni trombdzou, opakujici se
samovolnou ztratou plodu, trombocytopenii a/nebo neurologickymi
poruchami'. LA mize také byt indukovan jako dlsledek podavani
chlorpromazinu, prokainamidu, thorazinu a nékterych antibiotik. V
roce 1952 Conley a Hartmann? poprvé popsali pfitomnost LA u
pacienta se Systemovym Lupus Erythematodes (SLE). Nyni je
znamo, ze LA je b&Zné nalézan i u pacient, ktefi nemaji SLE®. LA
autoprotilatky jsou specificky orientovany proti celé fadé protein(i
vazajicich  fosfolipidy, vCetné B2-glykoproteinu | (B2GPI),
protrombinu a annexinu V, které jsou v komplexu s rGznymi
aniontovymi fosfolipidy (napf. kardiolipin, phosphatidylinositol a
phosphatidylserinet). LA jsou imunoglobuliny 1gG, IgM a IgA
izotypd, které prodluzuji jeden nebo vice in-vitro fosfolipid-
dependentnich  koagulaénich testi (napf. APTT, fedény
protrombinovy &as, Textarinovy €as nebo dRVVT). Mezinarodni
spole€nost pro trombdzu a hemostazu a védecké podkomise pro
kritéria pro LA a fosfolipidodependentni protilatky doporudily, aby
LA byl diagnostikovan pouzitim koagulacnich screeningovych testl
a konfirmaéniho testu obsahujiciho vysokou koncentraci
fosfolipidd®.

Biomedica Diagnostics vyvinula DVVtest jako primarmni
diagnosticky test na stanoveni LA a DVVconfirm jako konfirmaéni
test s vysokym obsahem fosfolipidd pro potvrzeni diagndzy LA.
DVVtest a DVVconfirm jsou specialné vytvorené testy ke snizeni
vlivu heparinu a maximalni citlivosti a specifity diagndzy LA™.

Obelis s.a
Bd. Général Wahis 53, 1030 Brussels, BELGIUM

Princip stanoveni:

DVVtest obsahuje jed hada Russellova Zmije, ktery pfimo aktivuje
faktor X na faktor Xa za pfitomnosti fosfolipidu a vapniku.

Faktor Xa $tépi protrombin na trombin, ktery pfeménuje fibrinogen
na fibrin a vede k detekovatelné formaci koagula v plazmé. Tato
pfima aktivace faktoru X obchazi kontaktni fazi aktivace a celou
vnitfni cestu koagulaéni kaskady a proto vyluCuje interferenci
deficience faktorG VIII, 1X, XI a XIl, nebo pfitomnost jejich
inhibitord. Pozitivni DVVtest je dan signifikantnim prodlouzenim
fosfolipid-dependentniho koagulaCniho ¢asu (> 2 smérodatné
odchylky nad normalnim laboratornim referenénim primérem).
Jestlize je u pacienta podezfeni na pfitomnost LA, DVVtest muze
byt provadén i u vzorkd s normalnim APTT, protoze fedéni a typ
fosfolipidd obsazenych v reagencii DVVtest zvy3uije citlivost testu a
specifitu k LA®

DVV confirm je test svysokym obsahem fosfolipid, uréeny
k pouZiti ve spojitosti s DVVtest na potvrzeni pfitomnosti LA
v plazmé&”. DVVconfirm byl vytvofen z hadiho jedu Russellovy
zmije a fosfolipidd o vysoké koncentraci. Koagulaéni ¢as u plazmy
obsahujici LA by mél byt signifikantné krat$i s DVV confirm pfi
porovnani s DVV testem. Pfitomnost LA ve vzorku plazmy je
potvrzena, kdyZ je pomér DVVtest/DVVconfirm vétsi nez rozmezi
normaini referenéni hodnoty DVVtest/ DVVconfirm (prdmérny
normalni pomé&r +2 smérodatné odchylky).

Reagencie:

Reagencie DVVconfirm a DVVtest jsou dodavany jako lyofilizované
a obsahuji vlastni smés hadiho jedu Russelovy zmije, vapniku a
fosfolipidd, inertnich aditiv a konzervacnich Cinidel. Neoteviené
lahviCky, skladované pfi 2° - 8°C jsou stabilni az do data
vyti§téného na Stitku.

Reagencie DVVtest jsou baleny ve dvou velikostech:

REF 810 obsahuje 10 lahviéek, kde kaZzda lahvicka obsahuje
reagencii na 20 testl za pouziti béznych automatizovanych metod;
REF 825 obsahuje 10 lahviCek, kde kazda lahvicka obsahuje
reagencii na 50 testl za pouziti béznych automatizovanych metod.
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Reagencie DVVconfirm jsou baleny ve dvou velikostech:

REF 815 obsahuje 10 lahviCek, kde kazda lahvicka obsahuje
reagencii na 10 testl za pouziti béznych automatizovanych metod;
REF 815L obsahuje 10 lahviéek, kde kazda lahvicka obsahuje
reagencii na 20 testd za pouziti béznych automatizovanych metod.

Priprava reagencii a stabilita:

Pozn: Lyofilizat DVVconfirm ma praskovity vzhled; nicméné
lyofilizat DVVtest mize vypadat jako krystalicky.

Nafedte kazdou lahvicku reagencie neionizovanou vodou dle
instrukci uvedenych na Stitku.

H319, H412, P264,
P273, P280, P305 +
P351 + P338, P337 +

P313

REF 810 825 815 815L

Objem vody 2,0ml 5,0ml 1,0ml 2,0ml

Varovani:
DVVtest Varovani @
Obsahuje Imidazol
H315, H318, H360,

, o H412, P202, P280,
DVVConfirm | Nebezpeti P273, P302 + P325,
P332 + P313, P305 +

P351 + P338

Dobfe reagencie promichejte a nechte stat pfi pokojové teploté
alespot 15 minut, aby doSlo k dokonalému rozpusténi. Po
rozpusténi jsou reagencie stabilni nasledovné:

Doba

24 hodin

7 dni

1 mésic

Teplota

20-25°C

2-8°C

-20°C

H315 — Zplsobuje podrazdéni kaze.

H318 — Zplisobuje vazné poskozeni o€i.

H319 - Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

H360 — Muze poskodit plodnost nebo plod v téle matky.

H412 - Skodlivy pro Zivotni prostfedi s dlouhodobymi nasledky.
P202 - Nepouzivejte, dokud jste si nepfecCetli vSechny
bezpecnostni pokyny a neporozuméli jim.

P264 - Po manipulaci se diikladné omyjte.

P273 - Zabrarite Uniku do Zivotniho prostfedi.

P280 - Pouzivejte ochranné rukavice, ochranny odév, ochranné
bryle nebo obli¢ejovy &tit.

P302 + 352 - PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vod
a mydla.

P305 + 351 + 338 — PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné
oplachujte vodou. Pokud jsou pfitomny a Ize, vyjméte kontakini
¢oCky a dale promyvejte.

P332 + 313 — Pfi podrazdéni kuze: Vyhledejte IékaFskou pomoc.
P337 + 313 - Pretrvava-li podrazdéni: Vyhledejte lékafskou
pomoc.

Odbér vzorku a priprava:

Vzorky krve mohou byt odebrany za pouZiti stfikaCek nebo
silikonovanych odbérovych zkumavek. Smichejte 9 ¢asti krve s 1
Casti 3,2% nebo 3,8% (109 nebo 129 mM) citratu sodného. Pokud
je pacientlv hematokrit vét$i nez 55%, potom vysledky DVVtest a
DVVconfirm mohou byt nepfesné a vyZaduji nastaveni objemu
krve ku antikoagulaénimu roztoku v jiném pomérug. Po promichani
vzorky odstfedujte minimainé pfi 5 000g po dobu 10 minut. Je
nutné, aby vSechny plazmy testované témito reagenciemi byly
chudé na krevni desticky (méné nez 10 000 desti¢ek /ul), coz je
obzviadté dllezité pfi jejich zmraZeni - jinak se mohou fale$né
zkrétit vysledné Casy a tak maskovat pfitomnost LAS. Nizkého
obsahu desti¢ek mlze byt dosazeno centrifugaci nebo filtrovanim
plazmy pfes 0,22 mikronové filtry5. Ziskana plazma mize byt
skladovana pfi 2° - 8°C - pak ale musi byt testovana do 4 hodin,
nebo mlZze byt plazma rychle zamrazena na -70°C na dobu az 6
mésicl. ZamraZzena plazma musi byt pfed pouZitim rychle
rozmrazena pfi teploté 37°C a okamzité testovana, nebo
skladovana ne vice jak 2 hodiny pfi 2° - 8°C8.

Material pozadovany ale v kitu neobsazeny:

Plazmy LAtrol® Abnormal Control (REF 816A), LAtrol® Normal
Control (REF 816N) nebo jejich ekvivalent.

Pipety schopné davkovat od 100ul do 5,0ml

Purifikovana neionizovana nebo destilovana voda.

Nafedéné reagencie ze z&sobniku pfistroje mohou byt znovu
pouzity za pfedpokladu, Ze nebyla pfekroCena 24-hodinova
stabilita pfi pokojové teploté.

Nafedéné reagencie mohou byt zamraZeny v plastovych
skladovacich zkumavkach aby se zajistila jejich stabilita.

Pfi pouziti zamrazené reagencie, rozpoustéjte reagencii po dobu
alespont 10 minut pfi teploté +37°C a pfed pouzitim dobfe
promichejte na Vortexu.

Metody stanoveni:

Manualni zkumavkova metoda nebo poloautomaticka metoda za
pouziti ST4 nebo BBL Fibrometer. Metody jsou dostupné na
vyzadani'o,

Automatizovana metoda:

Testy DVVtest a DVVconfirm mohou byt provadény na vétSiné
automatickych analyzator(i. Zvoleny postup na pfistroji by mél byt
nastaven tak, aby byl zachovan ekvivalentni pomér reagencii a
vzorku (napf. 100pl DVVtest nebo DVVconfirm a 100pl testované
plazmy). Jak obé reagencie, tak i testovana plazma, by mély byt
inkubovany pfi teploté +37°C po dobu alespot 2 minut pfed
testovanim. Pfed vloZzenim do pfistroje dobfe promichejte
nafedéné reagencie. Vysledky DVVtest a DVVconfirm jsou
udavany v Case (sekundy). LAtrol (REF816N) mize byt pouzita
jako normélni kontrolni plazma pfi provadéni DVVtestu nebo
DVVconfirm (viz. interpretace vysledkl pfi stanoveni LA negativity
nebo pozitivity).

PouZivejte na reagencie doporucené nadobky a do zasobniku
reagencii vlozte magnetické michadlo. Po pouziti reagencii
pouzijte proplachovou a /nebo &istici proceduru pfed zahajenim
dalSich koagulagnich nebo chromogennich stanoveni. Prostudujte
si i manudl obsluhy od vyrobce automatického pfistroje, kde
ziskate nalezité informace.

Pozn.: Kazdy vzorek uréeny reagencii DVV test jako pozitivni by
mél byt testovan reagencii DVVconfirm.

Kontrola kvality:

Obé normélni a abnormalini kontrolni plazmy by mély byt testovany
s kazdou sérii stanoveni a pak po kaZdych 40 vzorcich', nebo pfi
zméné pracovnika. Kontrolni plazmy musi byt chudé na desti¢ky
(obsah méné nez 10 000 desticek/pl). Abnormalni a normalni
LAtrol plazmy (REF 816A a 816N)'0 mohou byt pouzity ke kontrole
kvality. Hodnoty pro normaini a abnormalni kontrolni plazmy by
mély se pohybovat v laboratofi stanoveném rozmezi, dfive nez
jsou testovany vzorky pacient(®.
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Normaini referenéni rozmezi:

Kazda laboratof by si méla stanovit svoje vlastni referenéni
rozmezi pro DVWVtest a DVVconfirm (prdmérna hodnota +2S.D.).
Mélo by byt pouzito minimalné 20 plazem od zdravych darcl
reprezentujicich mistni populaci, véetné muzi a Zen a rozlozeného
vékového rozmezi (viz. Ocekavané hodnoty)®. Pfi stanovovani
tohoto normalniho referenéniho rozmezi zachazejte se vzorky
normalnich plazem stejnym zpdsobem jako s testovanymi vzorky.
Pokud jsou testovany pouze zamrazené vzorky, mélo by byt i pro
né stanoveno normaini rozmezi ze zamraZzenych normélnich
plazem. NedoporuCuje se testovat smésnou plazmu z Cerstvych a
zamrazenych vzorku pro stanoveni referenéniho rozmezi nebo pro
rutinni testovani. Nové referenéni normalni rozmezi MUSI byt
stanoveno kdykoli, kdyZ je pouzita nova 3arze reagencie, nebo
alespon jednou za rok (podle toho co pfijde dfive).

Ziskejte data béhem nékolika dni a stanovte variace, které vznikaji
ze dne na den.

Interpretace a hlaseni vysledku:
(viz. graf pro rozhodnuti pro LA)

w'_, LA nedetekovano

Smésné studlie na INNibitory -t

pozitivni

— [y — [

DVVitestDVVconirm pomér nebo
normatizovany pomér pozitvni

DVVtestDVVconirm pomér nebo
normalizovany pomér negativni

Vysledky testi DVVtest:

Pokud je naméfeny Cas testu DVVtestu ve stanoveném rozmezi
(primérna hodnota +2 SD), potom je test negativni na LA.

Pokud je naméfeny Cas testu DVVtestu ve vzorku delSi nez 2 SD
nad primérem normalni reference, potom je test pozitivni na LA.

Pozn: Pozitivni DVVtest znameng, Ze bud je pfitomen LA, nebo Ze
plazma m0ze mit snizenou hladinu faktoru II, V nebo X (nebo je
pfitomen jejich inhibitor). KdyZ je DVVtest pozitivni, potom by
pfitomnost LA méla byt potvrzena opétovnym testovanim za
pouziti DVVconfirm, abychom ziskali pomér DVVtest/DVVconfirm
(viz nize). Test DVVconfirm by mél byt proveden na stejném
vzorku pacienta a v ten samy den. K vylouceni deficitu faktorl by
mély byt provedeny smésné testy.

Vysledky testi DVVconfirm:

Pokud je testovany vzorek pozitivni testem DVVtest, pak by se mél
provést test DVVconfirm. Vysledky testovani testem DVVconfirm
mohou byt udény pomérem DVVtest/DVVconfirm nebo
Normalizovanym pomérem.

1)Pomér DVVtest/DVVconfirm je kalkulovan vydélenim Casu testu
DVVtest (v sekundach) ¢asem DVVconfirm testu (v sekundach) jak
je uvedeno nasledovné)

POMER DVVtest/DVVconfirm = DVVtest(sec):DVVconfirm(sec)

Pomér DVVtest/DVVconfirm musi byt stanoven pro normélni
referenéni plazmy. Kdyz je vysledny pomér testované plazmy vétsi
nez jsou 2 smérodatné odchylky nad primérem laboratorni
normalni referencni hodnoty, pomér DVVtest/DVVconfirm potvrdi
pozitivni test na LA. Pokud je pomér DVVtest/DVVconfirm v
rozmezi normélniho referencniho poméru, pak je test na LA
negativni nebo jsou pfitomny jiné abnormalni skute¢nosti.

2)Normalizovany pomér je kalkulovan nasledovné:

Normalizovany DVVtest(vzorek) : DVVtest(primér normalni reference)

Priklad:

Pacient DVVtest 58,9s

Pacient DVVconfirm 32,2s

Pramér DVVtest 35,8s

Primér DVVconfirm 32,8s

. , ., _ 589/358 _ 164 _

Normalizovany pomér = 322328 098 =1,67

Interpretace vysledki Normalizovaného poméru:
Normalizovany pomér LA Status

>20 LA je silné pfitomen

1,9az2,0 LA je stfedné pfitomen

1,2az15 LA je slabé pfitomen

Vysledky pro LA mohou byt uvadény bud jako negativni nebo
pozitivni, pomérem DVVtest/DVVconfirm nebo Normalizovanym
pomérem. Pokud jsou vysledky uvadény pomérem, potom musi
byt uvedeny rovnéz hodnoty referenéniho rozmezi.

Ocekavané hodnoty:
Normalni referenéni rozmezi (+2 SD)'2

MetodalPfistrj | MLA1000C | ST4 | ACL300°
DVVtest Gas (s) 2845 29-51 | 28-47
DVVconfirm ¢as (s) 30-40 21-46 28-40
DVWiestDWeonfim | 77454 | 0.95-147 | 0,83-1,35
pomér
N o1 25 20

pomér - DVVconfirm(vzorek) : DVVconfirm(primér normaini reference)

Referenéni rozmezi byla ziskéna firmou BioMedica Diagnostics
v souladu s CLSI Dokumentem H21-A58. Déarci jsou muzi a Zeny,
riznych vékovych kategorii a majici normaini hodnoty PT a APTT.
Tyto vysledky by mély slouZit pouze jako voditko.

Vysledky se budou mezi jednotlivymi laboratofemi ménit a kazda
laboratof si musi stanovit svoje normaini referenéni rozmezi pro
vSechny pfistroje a zvolené metody.

Interference:
Vzorky podezfelé z pfitomnosti inhibitord faktord Il, V nebo X,
mohou davat fale$né pozitivni vysledky ve smésnych testech.

Pokud je DVVtest vySetfen v plazmé obsahujici vysokou hladinu
faktoru VIII (vétsi jak 200%), potom reagencie nemusi identifikovat
pfitomnost LA a davé faledné negativni vysledky'2.

Oralni antikoagulanci a antagonisté K vitaminu mohou prodluzovat
Casy DVV testu a DVVconfirm. V nové dopinénych doporucenich
pro klasifikaéni kritéria pro antifosfolipidovy syndrom (APS) z roku
2006 je toto zmifiovano'3. Tento update doporucuje, Ze pokud je
pacient lé&en oralnimi antikoagulacnimi latkami, mél by byt vzorek
fedén v poméru 1:2 normalni plazmou (1 dil plazmy pacienta a 1
dil normalini plazmy) pfed vlastnim provedenim testu. Toto plati za
pfedpokladu, Ze INR je < 3,5. Pokud je INR >3,5, nemél by byt LA
testovan.

Pokud neni laboratofi znamo, zda je pacient 1é¢en, musi byt
vysledek DVV confirm posuzovan peclivé. Pokud DVVconfirm
nedava signifikantni korekci (zkraceni ¢asu) vzhledem k DVV testu
a je prodlouzeny Cas DVV confirm v porovnani s normalni
plazmou, pak je pfitomnost oralniho antikoagulaéniho léku
pravdépodobna. Vtom pfipadé by méla byt plazma pacienta
smichana 1:2 s normalni plazmou a znovu testovéna. Pokud je
DVV test opét prodlouzeny, mél by byt proveden DVV confirm také
ve smési s normalni plazmou pro ovéfeni fosfolipid-dependentniho
prodlouzeni ¢asu.
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DVVtest a DVVconfirm obsahuji sloZky, které neutralizuji
standardni nefrakciovany heparin az do a v€etné 1,0U/ml. Plazmy
obsahujici hladinu heparinu vétsi nez 1,0 U/ml mohou davat v
téchto testech prodlouzené vysledky. Nékteré LMW hepariny
mohou interferovat s DVVtest. Studie ukézaly, Ze plazma
obohacena s 2,0 jednotkami/ml Fragminu ® (dalteparin sodium)
neovliviiuji vysledky testu. Plasma obohacend s Lovenoxem®
(enoxaparin  sodium) pfi koncentracich vétSich nez 0,25
jednotek/ml interferuji s vysledky testu'2,

Limity testu:

Netestujte hemolytické, lipemické nebo ikterické vzorky.

Vzorky podezielé z deficitu Fll, V a X by mély byt testovany
smeésnymi testy.

Vizorky by mély byt testovany za pouziti vice koagulacnich testu
zaméfenych na LA a ne pouze jedinym testem. Jeden test nemusi
odhalit pfitomnost LA v kazdé plazmé?.

Charakteristika stanoveni:

Presnost:

Testy DVVtest a DVVconfirm byly vySetfeny dle programu kontroly
kvality firmy BioMedica Diagnostics a dvou nezavislych laboratofi.
Celkovy variacni koeficient (CV) pro normaini plazmy byl mensi
nez 4,0% pro test DVVtest a mensi nez 5,0% pro test DVVconfirm.
Pro abnormalni plazmy byl celkovy CV mensi nez 6,5% pro test
DVVtest a mensi nez 5,0% pro test DVVconfirm?2,

Specifita:

Reagencie testd DVVtest a DVVconfirm byly testovany za pouziti
obou normélnich a abnormélnich plazem jak je popséno nize.

Vzorek plazmy Pozitivni DVVtest/DVVconfirm
Lupus anticoagulans plazma 100% (17/17)
Normalini plazma 2,1% (2/96)
Heparinizovana plazma 0% (0/2)
Faktor deficitni plazma 0% (0/8)
Faktor VIl inhibtor plazma 0% (0/2)
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