Ref CK031K, R1,R2: 3 x 1 ml
Ref CK032K, R1,R2:3 x 2 ml
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Pouze pro diagnostické tcely “In Vitro”

POUZITi:

HEMOCLOT Protein C je reagencie pro kvantitativni stanoveni Proteinu C
vlidské citrdtové plazmé koagulatni metodou, manudlni nebo
automatizovanou.

SOUHRN:

Protein C (PC) je lidsky protein zavisly na vitaminu K, ktery inhibuje a reguluje
koagulaci prostfednictvim specifického $tépeni faktor(i Va a Vllla. Tim snizuje
jejich prokoagulacni kofaktorovou aktivitu.

Vrozené a ziskané deficity Proteinu C jsou rizikovym faktorem rozvoje Zilni
trombdzy.

PRINCIP STANOVEN!:

HEMOCLOT Protein C je koagulaéni test podobny APTT, provedeny
v pfitomnosti aktivatoru Proteinu C (Protac® — extrahovany z jedu hada
Agkistrodon Contortrix), fosfolipidd, aktivatoru kontaktni faze a kalciovych
iontd.

V prvnim kroku je fedéna testovana plazma smichana s Protein C deficitni
plazmou (R1). Potom je pfidan Aktivani Reagent (R2) v konstatnim a
optimalizovaném mnozstvi. Koagulace je zahdjena pfidanim Ca?* a
zaznamena se koagulacni ¢as. Protein C je limitujicim faktorem. Je zde pfima
linedrni zavislost na bilogaritmickém grafickém papiru mezi koncentraci
Proteinu C a koagulacnim ¢asem.
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REAGENCIE:

R1: Protein C Deficitni Plazma

Protein C Deficitni plazma, optimalizovana pro test, lyofilizovana v pfitomnosti
heparin neutralizujici latky.

R2: Aktivacni Reagent:

Protac® (vysoce Cistény enzym, extrahovany zjedu Agkistrodon C.
Contortrix, schopny aktivovat Protein C), obsahuje fosfolipidy v optimalni
koncentraci.

Stanoveni aktivity Proteinu C koagulacni metodou
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REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:
Reagencie:

o Destilovana voda, nejlépe sterilni.

Calcium chloride 0,025M (napf.: AR0O01B/K/L)

Imidazolovy pufr (napf.: AR021B/K/L/MIN).

Kalibrator (napf.: BIOPHEN Plasma Calibrator 222101)

Normalni a abnormalini kontrolni plazmy (napf. BIOPHEN Normal Control
Plasma #223201 a BIOPHEN Abnormal Control Plasma #223301).

Material:

o Elektromagnetickd vodni lazefi nebo poloautomaticky ¢i automaticky
koagulometr.

o Stopky.

o Kalibrované pipety.

PODMINKY SKLADOVANi:

Souprava HEMOCLOT Protein C musi byt skladovana pfi 2-8°C ve svém
originalnim obalu. Je pak stabilni do data expirace uvedeného na krabicce.

Pozn.: studie stability pii 30°C ukazaly, Ze reagencie mlze byt pfepravovana
za pokojové teploty bez poSkozeni.

Ref CK031K = R1, R2: 3 lahvicky po 1 ml.
Ref CK032K = R1, R2: 3 lahvicky po 2 ml.
Upozornéni:

o Lidska plazma pouzita pro pfipravu reagencie byla testovana a shledana
negativni pro HIV protilatky, HBsAg a protilatky proti HVC. Presto zadny
test nemuze zcela vyloucit naprostou absenci infekénich agens. Takze,
jako s kazdym jinym produktem lidského plvodu, musi se s reagenciemi
zachazet s pfedepsanou opatrnosti a jako s potencialné infekénim
materidlem.

e Musi byt respektovana vSechna upozornéni, aby nedoslo k poziti nebo
k nahodnému vniknuti reagencie do téla. V pfipadé kontaktu s pokozkou
omyjte velkym objemem vody. V pfipadé kontaktu s poranénim vyhledejte
okamzité |ékafskou pomoc a seznamte |ékafe s biologickou povahou
produktu.

o Vyvarujte se kontaktu s pokozkou a s o€ima. Nevylévejte do odpadniho
potrubi. Noste ochranny odév.

o Pouze k pouziti ,In Vitro.”

e Koncentrace Protacu® mlze mirné kolisat od Sarze k Sarzi, ale je vzdy
pfesné uzplisobena pro kazdou $arzi reagencie.

PRIPRAVA A STABILITA REAGENCIi:

Priprava reagencie:

R1: PC deficitni plazma

Rozpustte kazdou lahvicku presné s:

Ref CK031K = 1 ml destilované vody.

Ref CK032K = 2 ml destilované vody.

Opatrné michejte, dokud se lyofilizat zcela nerozpusti (Vortex). Inkubujte za
pokojové teploty (18-25°C) 15 minut za obéasného promichani. Pfed kazdym
pouZitim promichejte.

R2: Aktivacni reagent

Rozpustte kazdou lahviku pfesné s:

Ref CK031K > 1 ml destilované vody.

Ref CK032K > 2 ml destilované vody.

Opatrné michejte, dokud se lyofilizat zcela nerozpusti (Vortex). Inkubujte za
pokojové teploty (18-25°C) 15 minut za obéasného promichani. Pfed kazdym
pouZzitim promichejte.

Stabilita:
Stabilita reagencie R1 a R2 po rekonstituci pfi skladovani v originaini
lahviéce:

e 8 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C)

e 24 hodin pfi teploté 2-8°C

e 1 mésic pii -20°C nebo nizsi

Upozornéni:

e Pro zlep3eni stability musi byt reagencie uzavieny jejich origindlnimi
zatkami po kazdém pouzZiti.

o S reagencii musi byt zachazeno s opatrnosti, aby nedoslo ke kontaminaci
b&hem uzivani.

Pozn.:

e R1 a R2 lahvitky jsou uzavieny pod vakuem. Otevirejte opatrné, aby
nedoslo ke ztraté lyofilizatu pfi otevirani lahvicky.

o Pfi pouziti automatizované metody mohou byt reagenty rozpoustény jinym
objemem nez vySe uvedenym. V kazdém pfipadé musi byt zachovan
reakéni pomér (respektive koncentrace reagencii v reakénim prostiedi)
mezi R1a R2.

o UzZivejte pouze reagencie ze soupravy se stejnym Cislem Sarze.
Nezaménujte reagencie ze souprav zrlznych S$arzi vjednom testu.
Reagenty R1 a R2 jsou optimalizovany pro kazdou $arzi.
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PRIPRAVA PLAZMY (ODBER VZORKU):
Krev (9 objem() musi byt odebrana do 0.109 M citratu sodného (1 objem)
sopatrnosti do plastové nebo silikonizované nebo plastové zkumavky.
Vzorek musi byt odebran pfimou venepunkci, aby nedoSlo k aktivaci
koagulace.
e Do 2 hodin musi byt vzorek zcentrifugovan pfi 2500g po dobu 20 min. a
plazma musi byt pfenesena plastovou pipetou do plastové zkumavky.

o Skladovani plazmy

= maximalné 4 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C)

= maximalné 1 mésic pfi teploté -20°C nebo nizsi

Kalibracni kfivka je platna, pokud zmérfené koncentrace pro kontrolni material
jsou v pfijatelném rozmezi.

Pozn.: Zaclerite alespori jednu kontrolu kvality (na réizné trovni) do kazdé serie test,
aby tato byla validni. Pro kazdou novou $arZi reagencie musi byt zhotovena nova
kalibratni kfivka, stejné tak po dlleZité Udrzbé pfistroje, nebo kdyz naméfené hodnoty
kontrol nejsou v oCekavanych mezich. Kazda laboratof by méla stanovit svoje viastni
pfijatelné rozmezi pro konkrétni pfistroj.

Viz. Smérmice GEHT nebo NCCLS pro dal3i instrukce tykajici se odbéru
vzork(, manipulace a skladovani.

PROVEDENI TESTU:

Souprava HEMOCLOT Protein C je koagulacni metoda pro manualni nebo
automatizované provedeni. Adaptace pro automatické pfistroje jsou dostupné
na vyzadani. Test se provadi pfi 37°C a koagulacni ¢as spustény pfidanim
kalcia je méfenym vysledkem.

Kalibrace:

Pfipravi se 2 ml normélni poolované lidské citratové plazmy fedéné
imidazolovym pufrem (napf. #AR021) v poméru 1:5. Dle definice, 10x fedéna
normalni poolovana lidska citratova plazma odpovidd 100% koncentraci
Proteinu C, a fedéni 1:5 odpovida 200% Proteinu C.

PouZitim fedéni 1:5 ziskdme nasledujici kalibraéni fadu:

PC 25% 50% 100% 200%
Redéni 1:40 1:20 1:10 1:5
Plazma pool1:5 | 0,125ml | 0,250 ml | 0,500 ml | 1 ml
Imidazolovy pufr | 0,875ml | 0,750 ml | 0,500 ml | Oml
HEMOCLOT Protein C souprava mlze byt téZ kalibrovana s BIOPHEN
Plasma Calibrator (222101) sudanou hodnotou Proteinu C ,C“
vpfilozeném letaku. Redéni kalibratoru desetkrat potom odpovida
koncentraci C% proteinu C. Redéni 1:5 pfipravené z kalibratoru dle vyse
uvedené tabulky potom odpovida koncentraci 2xC%.

Priprava plazmy a kontrol kvality pro testovani:
Testované plazmy a kontroly musi byt fedény imidazolovym pufrem v poméru
1:10.

Upozornéni:K dosazeni optimalniho pribéhu testovani provadéjte vSechna méfeni
(kalibrace, vzorky, kontroly) jedno po druhém bez pferuSovani.

Provedeni:
Mechanicka manualni metoda:
Provedeni
Kalibrétor nebo testovana plazma nebo kontroly fedéné 1:10 | 100 pl
R1 reagencie 100 pl
Michejte a inkubujte 2 minuty pii 37°C
R2 reagencie [ 100 pl
Michejte a inkubujte 5 minut pii 37°C
CaCl2 0,025M (pfedehfaty na 37°C a michany) [ 100 i

Zaznamenejte koagulacni ¢as

Automatické metody:
Detailni nastaveni pfistroji véetné pokyn(i pro pfipravu reagentl jsou
k dispozici na vyzadani.

Pozn.: Pro stanoveni Proteinu C soupravou HEMOCLOT Protein C je doporuéen
izotonicky imidazolovy pufr (#AR021) pro fedéni kalibratord, kontrol a testovanych
plazem, protoze davéa nejlepsi reprodukovatelnost. Stejny pufr musi byt pouZit v testu
pro fedéni kalibratoru, kontrol i plazem.

KONTROLA KVALITY:

PouZiti kontrolnich plazem umoZzni validaci kalibraéni kfivky i homogennosti
reaktivity setu HEMOCLOT Protein C v sérii i mezi sériemi pfi pouziti stejné
Sarze reagencie. K dispozici jsou r(izné kontrolni plazmy:

BIOPHEN Normal Control Plasma (#223201)

BIOPHEN Abnormal Control Plasma (#223301)

Kazda laboratof by méla ovéfit a validovat svoje vlastni pfijatelné rozmezi pro
kazdou novou Sarzi kontrolniho materidlu v souladu s pravidly spravné
laboratorni praxe.

LIMITY TESTU:

e Test muze byt proveden u pacientd IéCenych heparinem (do 1
IU/ml), nebo derivaty dikumarolu (aktivita PC je pak snizena).
V pfitomnosti abnormalné prodlouzeného koagulaéniho ¢asu (CT)
potvrdte diagnézu jinou metodou.

e Specialni obezfetnost je nutna u nemocnych se znamymi vysokymi
hladinami FVIII:C nebo s LA. Viysledek musi byt konfirmovan jinou
metodou.

e Aprotinin inhibuje aktivovany Protein C. Zméfena aktivita Proteinu
C mlZe byt snizena u pacientl 1é¢enych Aprotininem’. PouZijte
jinou metodu pro testovani Proteinu C (napf. immunoassay).

e Pro lepsi pfesnost by mély byt vzorky s hodnotou < 10% testovany
viedéni 1:5 a ziskand hodnota pak délena 2. Pro vzorky
s hodnotou > 140% pak pouzijte fedéni 1:20 a vysledek musi byt
nasoben 2. Pokud je pouzito jiné fedéni vzorku nez 1:10, vysledna
koncentrace musi byt pfepoctena na diluéni faktor — tedy x2 pro
1:20 a x0,5 pro 1:5.

e  Pritomnost aktivovanych faktor( mize zkratit koagulacni as (CT)

oAby byl zajistén optimalni priibéh testu, musi byt striktné dodrzeny
testovaci podminky.

e Pro zajisténi optimalniho provedeni testu provadgjte kalibraci,
méreni vzork( a kontrol spole¢né, bez prerudovani.

e  Pro stejnou $arzi reagencii a stejné vzorky mize koagulacni ¢as
(CT) kolisat v zavislosti na pouzitém pfistroji a na citlivosti metody
detekce koagula.

e Vysledek testu miZe lehce kolisat dle uZité reagencie a méfici
techniky. Provedeni testu, stejné jako normaini rozmezi a
akceptabilni meze kazdé SarZe kontrolnich materidld musi byt
ovéfeny (a pfipadné upraveny) dle zasad spravné laboratorni
praxe.

VYSLEDEK:

Koncentrace Proteinu C v testovaném vzorku je pfimo odectena z kalibragni
kfivky. Vysledek je vyjadfen v %.

Pfi pouziti bilogaritmického grafického papiru je test linedrni v rozmezi 25 -
200%.

Pro manuélni metodu — na bilogaritmicky papir vyneste na osy koncentraci
PC v % a odpovidajici koagulacéni as v sec. Na ziskané kalibratni kfivce
odCitejte pfimo koncentraci PC odpovidajici koagulaénimu ¢asu testované
plazmy.

KalibraCni kfivka je akceptabilni, pokud jsou koncentrace kontrolnich
materiald v pfijatelném rozmezi.

Pfi pouziti automatizované metody — koncentrace Proteinu C je pfimo
odectena analyzatorem z kalibraéni kfivky.

PRIKLAD KALIBRACE:

Kalibraéni kfivka uvedena nize byla ziskana za pouziti pfistroje KC-10 a je
uvedena pouze jako pfiklad. Pro vlastni méfeni musi kazdy uzivatel vytvofit
svoji vlastni kalibraci.

80 7
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VALIDACE KALIBRACNI KRIVKY:
Kalibracni kfivka je akceptabilni, kdyZ jsou naméfené koncentrace Proteinu C
kontrolnich materiali v akceptabilnich mezich.

CHARAKTERISTIKA:

Detekéni mez je urcena jako vysledek méfeni koncentrace Proteinu C, ktera
odpovida koagulaénimu ¢asu Protein C deficitni plazmy plus 3 smérodatné
odchylky (SD). Toto detekéni rozhrani je kolem 10%.

Dynamické rozmezi je 25 — 200%.

Pfiklady reprodukovatelnosti v sérii a mezi sériemi ziskané pro vzorky
srliznou koncentraci Proteinu C za pouziti pfistroje KC-10 jsou uvedeny

v tabulce.

Vzorek | PCkonc.% | VseriiCV% | N | MeziseriemiCV% | N
Vzorek 1 87% 6.7 10 8.4 9
Vzorek 2 63% 7.3 10 5.7 9

OCEKAVANY VYSLEDEK:

Dle definice, 100% koncentrace Proteinu C odpovida koncentraci v normalni
poolované lidské citratové plazmé, ziskané od zdravych darcl, muzd a Zen,
ve véku od 18 do 55 let, neuzivajicich zadné Iéky. Koncentrace Proteinu C u
dospélych je obvykle mezi 70 — 140%?.

Koncentrace Proteinu C u novorozencl je snizena.

KLINICKE VARIACE:

Koncentrace Proteinu C < 60% svéd¢i pro deficit a vysledek by mél byt
potvrzen dal$im méfenim nové odebraného vzorku pacienta®.

Aktivita Proteinu C je snizena béhem terapie derivaty dikumarolu, u
onemocnéni jater, u DIC, nebo v pfitomnosti vrozeného nebo ziskaného
deficitu.

BIOCHEMIE:

Protein C je na K vitaminu dependentni lidsky protein koagulaéniho systému,
syntetizovany v jatrech, o MH kolem 62 kDa. V plazmé je obvykle pfitomen
jako proenzym v koncentraci okolo 4-5 pg/ml. Po aktivaci trombinem (a
trombomodulinem), v pfitomnosti kalciovych iontd a fosfolipidd pak aktivovany
Protein C v pfitomnosti Proteinu Sinhibuje a reguluje koagulaci
prostfednictvim specifického Stépeni FVa a FVilla a tak snizuje jejich
prokoagulacni kofaktorovou aktivitu.

KLINCKE INFORMACE:
Deficit Proteinu C mUze byt:
e  Ziskany: je pozorovan u jaternich onemocnéni, b&hem terapie
derivaty dikumarolu nebo pfi DIC
o Vrozeny: je pak spojen s recidivujici zilni trombézou.
Deficity Proteinu C mohou byt kvalitativni (typ 1) nebo kvantitativni (typ II).
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