HEMOCLOT Factor V-L
Ref CK061K & CK061L

Stanoveni Faktoru V-Leiden prostfednictvim rezistence
na aktivovany protein C.
Pouze pro pouziti “In Vitro”

POUZITI:

Souprava HEMOCLOT Factor V-L je navrzen pro koagulaéni metodu testovani pfitomnosti Faktoru V-L
(Faktor V Leiden) v citratové plazmé pomoci jeho rezistence na plsobeni aktivovaného proteinu C
(APC). Test se provadi za nepfitomnosti a za pfitomnosti aktivovaného proteinu C. V pfitomnosti APC je
prodlouzeni koagulatniho €asu pfimo Umémé koncentraci normalniho Faktoru V a obracené jeho
nedostate¢né prodlouzeni znamkou pfitomnosti Faktoru V-Leiden (mutace R506Q).

KLINICKE PODKLADY:

Faktor V-Leiden je necitlivy na pisobeni aktivovaného Proteinu C. Jeho pfitomnost zpUsobi po aktivaci
koagulace prodlouzeni prokoagulacni aktivity v krvi (vzhledem k delSimu pretrvavani aktivity Faktoru
Va). Nemocni s Faktorem V-L (mutace R506Q) jsou vystaveni vy$§imu riziku trombozy. Toto riziko je
piitomno jiz u heterozygot, ktefi maji pfitomen normaini FV i FV-L, a je silné zvy$ené u homozygotd,
ktefi maji pouze Faktor V-Leiden.

PRINCIP:

HEMOCLOT Factor V-L souprava je koagulaéni metoda spousténa ¢isténym Faktorem IXa s fosfolipidy
a vapnikem, vySetfovana v fedéné testované plazmé v pfitomnosti a v nepfitomnosti aktivovaného
Proteinu C. V prvnim kroku je fedéna plazma smichana s ¢isténymi koagulacnimi faktory (Prothrombin a
Fibrinogen) v konstantni a optimalizované koncentraci. Potom je pfidan ¢istény Faktor X, také
v konstantni a optimalizované koncentraci bez (koagulaéni ¢as 1) nebo s (koagulaéni Cas 2)
aktivovanym Proteinem C (APC). Koagulace je zahajena piidanim Faktoru IXa v pitomnosti fosfolipidu
(PLP) a vapniku (Ca%). Koagulacni ¢asy se zaznamenaji. Spocita se pomér koagulagniho Casu bez a
s APC (koagulaéni €as 2 / koagulacni as 1). Pokud je plazma normaini, pomér je

> 2.00. Pokud je plazma od nemocného s mutaci R506Q (Faktor V-Leiden), je tento pomér < 1.80.
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REAGENCIE DODAVANE V SOUPRAVE:
HEMOCLOT Factor V-L (Ref CK061K & CK061L) obsahuije tyto reagencie nezbytné pro testovani

CKO061L CKO061K

R1: Reagent 1 2 lahvicky po 4 ml 4 lahvicky po 4 ml

R2 A: Reagent 2A 2 lahvicky po 1 ml 4 lahvicky po 1 ml

R2 B: Reagent 2B 2 lahvicky po 1 ml 4 lahvicky po 1 ml

R3: Reagent 3 2 lahvicky po 4 ml 4 lahvicky po 4 ml

Pocet testu

2 série po 20 pacientech
manualni metodou

nebo

2 série po 40 pacientech
automatickou metodou

4 série po 20 pacientech
manudlni metodou

nebo

4 série po 40 pacientech
automatickou metodou
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R1: Reagent 1

Koagulaéni smés obsahuje lidsky Fibrinogen, lidsky Prothrombin, rekombinantni FVIII:C a Protein
S v konstantni koncentraci, optimalizované pro test, lyofilizované. Obsahuje také heparin neutralizujici
substanci. Rozpustte kazdou lahvicku s presné 4 ml destilované vody.

R2 A:Reagent 2A
Cistény lidsky Faktor X v konstantni koncentraci optimalizované pro test, lyofilizovany spole¢né
s fosfolipidy z krali¢iho mozku (cephalin). Rozpustte kazdou lahvicku s presné 1 ml destilované vody.

R2 B: Reagent 2B

Cistény lidsky Faktor X v konstantni koncentraci optimalizované pro test (stejné jako R2A), obsahujici
lidsky aktivovany Protein C, lyofilizovany spoleéné s fosfolipidy z krali¢iho mozku (cephalin). Rozpustte
kazdou lahvicku s pfesné 1 ml destilované vody.

R3: Reagent 3
Cistény lidsky Faktor IXa s obsahem fosfolipidi z kréli¢iho mozku (cephalin) a vapnik, lyofilizovany.
Rozpustte kazdou lahvicku s pfesné 4 ml destilované vody.

Poznamka:

* sLidska plazma uzitd pro pfipravu ¢isténého Fibrinogenu, Prothrombinu, Proteinu S (R1),
Faktoru X (R2A a R2B), APC a Faktoru IXa (R3) byla testovana a shledana negativni pro anti-
HIV, HBSAG a anti-HCV. Pfesto, zadny test nemUze zajistit naprostou nepfitomnost infekénich
Ciniteld. S kazdym produktem lidského pdvodu tedy musi byt zachazeno s predepsanou
opatrnosti jako s potencialné infeknim materilem.

Bovinni sérovy albumin, uZity jako stabilizujici faktor, je pfipraven z bovinni plazmy testované
na nepfitomnost infek&nich agens a odebrané od zvifat bez BSE. Presto, zZadny test nemlze
UpIné vylou¢it pfitomnost infekénich agens. Jako kazdy produkt bovinniho pivodu, musi byt
reagent 1 (R1) uzivan s pfedepsanou opatrnosti jako potenciainé infekéni material.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE NEPRITOMNY V SETU:

Reagencie:
+ Destilovana voda, Fyziologicky roztok nebo Imidazolovy pufr (#AR021A/RA021K/AR021L)
+ Normalni kontrolni plazma (# 223201), Abnormélni kontrolni plazma (BIOPHEN Act. PC-r Control
Plasma, # 223405) pro Faktor V Leiden.

Material :
+ « Elektromagneticka vodni lazef nebo poloautomaticky ¢i automaticky koagulometr
« « Stopky
+ «Kalibrované pipety 50 a 100 pl.

UCHOVAVANi:
V originalnim baleni, pfed otevienim, pokud je skladovéana pfi teploté 2-8°C je souprava HEMOCLOT
Factor V-L stabilni do doby expirace uvedené na soupravé.

Pozn.: Studie stability ve 30°C ukazuji, Ze vSechny reagencie mohou byt dopravovany za
pokojové teploty bez poskozeni.

PRIPRAVA REAGENCIi A STABILITA:
Pfiprava:

Reagent 1: R1:Cisténé koagulaéni faktory:

Rozpustte kazdou lahvicku s presné 4 ml destilované vody. Nechte 30 minut za pokojové teploty (18-
25°C), opatmé promichejte, dokud se obsah zcela nerozpusti (vortex). Homogenizujte pfed kazdym
pouzitim.

Reagent 2 A: R2A: Cistény lidsky Faktor X:

Rozpustte kazdou lahvicku s pfesné 1 ml destilované vody. Nechte 30 minut za pokojové teploty (18-
25°C), opatrné promichejte, dokud se obsah zcela nerozpusti (vortex). Homogenizujte pred kazdym
pouzitim.

Reagent 2 B: R2B : Cistény lidsky Faktor X s APC a cephalinem:

Rozpustte kazdou lahvicku s pfesné 1 ml destilované vody. Nechte 30 minut pfi laboratorni teploté (18-
25°C), jemné michejte, dokud se obsah kompletné nerozpusti (vortex). Homogenizujte pfed kazdym
pouzitim.

Reagent 3: R3 : Lidsky Faktor IXa: Obsahuje Vapnik.

Rozpustte kazdou lahvicku s pfesné 4 ml destilované vody. Nechte 30 minut pfi laboratorni teploté (18-
25°C), jemné michejte, dokud se obsah nerozpusti. Pfed kazdym pouzitim jemné promichejte (vortex).
Homogenizuijte pfed kazdym pouzitim.
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Stabilita

Stabilita rozpusténych reagencii R1, R2A, R2B a R3, skladovanych v jejich originalnich lahvickach je:
. 24 hodin pri teploté 2-8°C
. 8 hodin pfi laboratorni teploté 18-25°C
. 1 mésic pfi teploté -20°C a nizsi

Upozornéni:
Pro zlep$eni stability musi byt reagencie uzavieny jejich origindinimi zatkami po kazdém pouziti.
Reagencie musi byt uzivany s opatrnosti, aby nedoslo k jejich kontaminaci béhem uzivani.

Poznamka:

* R1, R2A, R2B a R lahvicky jsou uzavieny pod vakuem. Opatrné odstrafiujte zatku, aby
nedo$lo k zadné ztraté lyofilizatu béhem otevirani lahvicek.

+ Pokud jsou reagencie zamrazené, nechte je roztét pfi 37°C po dobu 30 minut a pred kazdym
pouzitim roztaté reagencie mirné zamichejte (vortex)

+ Vsouhlasu s uZitou automatickou metodou, reagencie mohou byt rozpoustény objemy
odliSnymi od doporucenych. V kazdém pfipadé stanoveny reaktivni pomér (respektive
koncentrace reagencii v reakénim prostfedi a celkovy objem) musi byt pro kazdou reagencii
striktné dodrZen.

+ UZivejte pouze reagencie ze souprav stejné SarZe. NeuZivejte reagencie ze souprav
rozdilnych $arzi v ramci jednoho testu. Reagencie R1,R2A, R2B a R3 jsou optimalizovany pro
kazdou Sarzi.

PRIPRAVA PLAZMY:

+ Krev (9 dilt) musi byt odebrana do 0,109 M citratového antikoagulantu (1 dil) s opatrnosti, aby nebyla
zplsobena aktivace koagulace. Vzorek musi byt odebran pfimou venepunkci, prvni kapka krve musi byt
odstranéna.

+ Do dvou hodin musi byt vzorek centrifugovan pfi 3000 g po dobu 20 minut pfi teploté 18°C nebo nizsi
a plazma se oddéli do plastovych zkumavek pomoci plastovych pipet.

Uchovavani plazmy:
+ Do 8 hodin pfi 20°C
+ Do 24 hodin pfi 2-8°C
+ Do 1 mésice zmrazené pfi teploté -20°C a (pfed pouzitim rozmrazit 15 minut ve vodni 1azni pfi
37°C).

PROVEDEN:

Souprava HEMOCLOT Factor V-L je uréena pro koagulaéni metodu manuaini nebo automatizovanou.
Adaptace pro automaty jsou dostupné na vyzadani. Test se provadi pfi 37°C, méfi se koagulacni ¢as
spustény reagencii R3.

Testovana plazma:
Testovana plazma musi byt fedéna 1/5 ve fyziologickém roztoku (9g/l chloridu sodného, NaCl), nebo
v Imidazolovém pufru.

Manualni metoda

Test Bez APC [ SAPC

Plazma fedéna 1/5v FR 50 pl

Reagent R1 100 pl
Promichat a inkubovat 1 minutu v 37°C, potom pfidat

Reagent R2A [ 50 pl [

Reagent R2B | | 50 pl
Promichat a inkubovat 1 minutu pfi 37°C, potom pfidat

Reagent R3, predehraty pii 37°C a promichany [ 100 pl

Zméiit koagulagni Gasy | CT1 [ CT2

Spocita se pomér CT2/CT1.

Automatickou metoda

Adaptacni protokoly pro rizné analyzétory (STA-R, BCS, atd.) jsou kdispozici na zadost.
Postupujte dle pfisluSného adaptacniho protokolu a dbejte udanych upozornéni pro kazdy
pristroj.

Pozn:

- Aby se dosahlo vykonnosti testu, musi byt zachovany stejné poméry mezi koncentracemi
reagencii a pouzitymi objemy..

- Vyfadte jakykoli vzorek plazmy, ktery ma jinou barvu, nez je obvykla.

KONTROLA KVALITY:

UZivejte plazmy pro kontrolu kvality - Normal nebo Abnormal for Faktor V-L - které umozni validaci testu
a porovnani reaktivity HEMOCLOT Factor V-L soupravy mezi seriemi, pokud uZijete stejnou Sarzi
reagencii. Tyto kontroly jsou :

Biophen Normal Control Plasma: (#223201).

Biophen Act PC-r Control Plasma: (#223405).
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LIMITY PROVEDEN:

+ ziskané koagulaéni Casy jsou zavislé na koncentraci Faktoru V. Pouze pomér CT2/CT1 mlze
svédcit pro pfitomnost Faktoru V-L. Pokud je snizena koncentrace FV, oba koagulaéni ¢asy (CT1
a CT2) jsou proporciondlné zvySené, ale pomér CT2/CT1 je obvykle validni. Test mize byt
proveden u nemocnych sLA, ACA, na terapii heparinem nebo dikumarolovymi derivaty.
V piitomnosti abnormainé prodlouzeného CT1 (>45 sec), potvrdte diagndzu jinou metodou. Pro
spravny vysledek testu je potfebna koncentrace Faktoru V = 20%.

Vizorky nevhodné odebrané nebo nevhodné pipravené mohou navodit konzumpci FV a FVIII:C,
coz muze vést k prodlouZeni koagulaénich ¢asi CT1 a CT2. Pfitomnost aktivovanych
koagula¢nich faktor( mize zkratit casy CT1a CT2 a CT2/CT1 pomér.

PFi pouziti roztatych reagencii se mimé prodluZuje méfeny koagulaéni ¢as. .

Pro stejnou $arzi reagencii a stejny vzorek mohou CT1 a CT2 davat odli$né Easy dle toho, jaky
pristroj je pouzit a dle metody detekce koagula a jeji citlivosti. Toto maze ovlivnit CT2/CT1 pomér.
Vzdy validujte cutt-off hodnotu pro normaini a pro patologické vzorky (pacienty s mutaci FVL) a
pokud je nezbytné, upravte ji.

VYSLEDEK:

Pomér koagulacnich ¢asl obdrzeny s a bez APC, CT2/CT1 dovoluje méfit citlivost Faktoru V na
aktivovany Protein C v testovaném vzorku. Normalni plazma, obsahujici normalni Faktor V, je citliva na
toto plsobeni a vysledny pomér CT2/CT1 je = 2.00. Plazmy od pacientli nesoucich mutaci R506Q
Faktoru V maji vysledny pomér CT2/CT1 < 1.80. Molekularni biologie umozriuje konfirmovat diagnézu a
rozli$it nemocné s homozygotni a heterozygotni formou mutace.

CHARAKTERISTIKA:
Pfiklad ziskanych hodnot pfi uZiti manuéini metody:

Vzorek N pramér
Normélni plazma CT1 21 33.6 sec
CT2 21 74.2 sec
Pomér 21 2.22
Heterozygot CT1 8 36.3 sec
CT2 8 56.5 sec
Pomér 8 1.56
OCEKAVANE VYSLEDKY:

Incidence Faktoru V-L (R506Q mutace) je variabilni v zavislosti na geografické oblasti. Je vy3si nez 15%
ve Skandinavskych zemich a kolem 5 % ve Stfedomofi. Tato mutace neni pfitomna u €inské nebo
japonské populace.
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