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Koagulaéni metoda pro méfeni aktivity Faktoru V-Leiden.

POUZITi:

HEMOCLOT™ Quanti. VL souprava je koagulatni metoda pro in vitro kvantitativni
stanoveni Faktoru V Leiden (FV-L) méFenim jeho rezistence na inaktivaci Aktivovanym
Proteinem C (APC). Test se provadi v pfitomnosti Proteinu S na lidské citratové plazmé
za pouziti manualni nebo automatické metody.

SHRNUTI:

Technické?2:

Aktivovany Protein C je regulator v koagulaénim procesu specifickou inaktivaci
aktivovaného Faktoru V (Va) a VIII (Vllla) v pfitomnosti kofaktorl. Resistencni
fenomenom na aktivovany Protein C (APC) je v 90% pfipadi mutace R506Q faktoru
V zvana ,Faktor V Leiden®. Tato mutace v exonu 10 (1691 G -> A) Faktoru V nahrazuje
arginine v pozici 506 za glutamin a zabrafuje tak Stépeni této sekce APC.

Tyto kalibratory se pouzivaji k stanoveni kalibracni kfivky koagulaéniho méfeni FV-L
v plazmé (HEMOCLOT™ Quanti. VL).

Klinické234:

FV-L mutace je nejcastéjsi dédicny trombofilni rizikovy faktor. Jeho Eetnost je kolem
5% u béloské populace. Pacienti s FV-L mutaci maji zvySené riziko vendzni trombozy,
3 az 7 krat u heterozygotl a az 80 krat u homozygotd.

Tato geneticka anomalie mlze byt pozorovana koagulaénim méfenim v pritomnosti
nebo absenci APC.

PRINCIP:

HEMOCLOT Quanti. VL metoda je uréena pro koagulacni metodu testu FV-L méfenim
jeho citlivosti na inaktivaci Aktivovanym PC v pfitomnosti PS. Koagulaéni test se
provadi v nadbytku APC a koagulaénich faktord (Protrombin, Fibrinogen a PS).
Koagulace je zacata purifikovanym faktorem Xa (v pfedem nastavené, konstantni
hladiné) v pfitomnosti fosfolipidi a vapniku. Naméfeny ¢as koagulace (CT) je nepfimo
Umérny FV-L koncentraci v méfeném vzorku. Normalni faktor V neni méfen.
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REAGENCIE:

. Koagulaéni smés, lyofilizovano. Obsahuije lidsky fibrinogen, lidsky protrombin, PS
v konstantni koncentraci pro méfeni, lidsky APC, heparin neutralizujici latku, BSA a
stabilizatory.

3 lahvicky po 2 ml.

Purifikovany lidsky Faktor Xa, v urcité hladingé pro méfeni, lyofilizovano.
Obsahuje krali¢i mozkovy cefalin (zdroj fosfolipidd), BSA a stabilizatory.

3 lahvicky po 1 ml.

UPOZORNENI:

o Neékteré reagencie v soupravé obsahuji material lidského pavodu. Plazma pouzita
k vyrobé takového materialu byla testovana registrovanymi metodami a shledana
negativni na pfitomnost protilatek HIV 1, HIV 2 a HCV a antigenu Hepatitidy B.
Presto zadna metoda testovani nemize kompletné vyloucit pfitomnost infekénich
agens. Proto musi byt tyto reagencie povazovany za potencionalné infekéni se
vSemi odpovidajicimi bezpecnostnimi opatfenimi.

o Odpadni material zlikvidujte dle lokélnich smérnic o zachazeni s odpadem.

e Reagencie nejsou zaménitelné mezi Sarzemi. PouZivejte pouze reagencie ze
stejné Sarze.

o Studie stability prokazaly, Ze reagencie mlze byt pfepravovana za pokojové teploty
po kratky ¢as bez jejiho poskozeni.

o Pouze pro laboratorni pouZiti In Vitro.

PRIPRAVA REAGENCIi:
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Reagencie jsou lyofilizovany pod vakuem. Abyste predesli ztraté produktu, otvirejte
zatky opatrné.

Rozpustte obsah lahvicky s pfesné 2 ml destilované vody.

Michejte, dokud se produkt Upiné nerozpusti. Zabraite tvorbé pény a ihned po
rozpusténi vloZte do analyzatoru, dle pfislu$ného protokolu.

Pro manuéini metodu méfeni nechte reagencii stabilizovat 30 minut pfi pokojové
teploté (18-25°C), homogenizujte pred pouzitim.

Rozpustte obsah lahvicky s pfesné 1 ml destilované vody.

Michejte, dokud se produkt UpIné nerozpusti. Zabrarite tvorbé pény a ihned po
rozpusténi viozte do analyzétoru, dle pfislusného protokolu.

Pro manuéini metodu méfeni nechte reagencii stabilizovat 30 minut pfi pokojové
teploté (18-25°C), homogenizujte pfed pouZitim.

PODMINKY SKLADOVANi:

Neoteviené reagencie musi byt skladovany pfi 2-8°C, ve svém originalnim baleni. Za
téchto podminek jsou stabilni az do doby expirace, ktera je vytiSténa na kazdé
krabicce.

Stabilita zaviené rozpusténé reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci nebo
odparovani, je:

e 24 hodin pfi teploté 2-8°C

e 12 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C)

e 1 mésic pfi teploté -20°C a méné*

e  Stabilita v analyzatoru: viz specificky aplikacni protokol.
*Rozmrazujte pouze jednou, co nejrychleji pfi 37°C a ihned pouzijte.

REAGENCIE A MATERIALY POTREBNE, ALE NEPRITOMNE:
Reagencie:

e Destilovana voda.

o Imidazolovy pufr (AR021B/K/L/M/N).

e CaCl20,025M (ARO01B/KIL).

o Specifické kalibratory a kontroly, jako jsou:

Nazev produktu Referencni islo
BIOPHEN™ V-L Plasma Calibrator 222401
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201
BIOPHEN™ V-L Control Plasma 223405

Odkazujeme na specificky aplikacni protokol pro pouzity analyzator.

Material:

o Elektromagnetickd vodni 14zed nebo poloautomaticky nebo automaticky
koagulometr.

o Stopky, kalibrované pipety, zkumavky ze silikonového skla nebo plastu.

VZOREK:

Krev (9 dild) musi byt odebrana do 0,109 M tri-sodného citratového antikoagulancia (1
dil; 0,109M, 3,2%), pfimou venepunkci. Prvni odebrand zkumavka by méla byt
znehodnocena.

Vizorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich fadd.

Pro skladovani plazmy se odkazte na references.

PRUBEH TESTU:
Souprava m(ze byt pouzita pro manualni nebo automatickou metodu. Test se provadi
pfi 37°C a cas koagulace je méfen od pfidani vapniku.

Pro automatické metody jsou na vyzadani dostupné aplikacni protokoly.
Odkazujeme na specifické aplikacni protokoly a bezpecnostni tidaje pro dany
analyzator.
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Metoda méreni:

1. Pokud je zapotfebi, rozpustte kontroly dle jejich specifickych instrukci. Pro stanoveni
kalibraéni kfivky nafedte kalibrator v imidazolovém pufru dle nasledujici tabulky (,C*
definuje koncentraci FV-L a odpovida fedéni kalibratoru 1:20).

Kalibrator C1 C2 C3 C3(2C)
FV-L (%) priblizné 10 25 50 100
Objem klibratoru 50 ul C1 50 ul C2 50 ul C3 100 ul C3
Objem
imidazolového 950 pl 950 pl 950 pl 900 pl
pufru
2. Nafedte vzorky v imidazolovém pufru dle nasledujici tabulky:
Vzorky Reference Redéni
Kontroly 223201/ 223405 1:20
Vzorky - 1:20

Stanovte kalibraéni kfivku a provedte kontrolu kvality. Pokud jsou vzorky skladovany pfi
pokojové teploté (18 — 25°C), méfte je co nejrychleji. Pfesné hodnoty pro Sarze
kalibratort a kontrol jsou uvedeny na letaku pfilozeném ke kazdému baleni.

3. Pridejte nasledujici do reakéni kyvety nebo zkumavky inkubované na 37°C:

Reagencie Objem
R1 koagulaéni smés 100
Redéné kalibratory, kontroly nebo vzorky 100

Zamicheite, inkubuijte pii 37°C po 1 minutu a pak pfidejte:

R2 Lidsky Faktor Xa 50 pl

Michejte a inkubuijte pfi 37°C po 1 minutu, pak pfidejte (a zapnéte stopky):

CaCl, 0,025M inkubované pfi 37°C 100 pl

Zaznamenejte presny ¢as koagulace (CT, sekundy)

Pokud jsou pro metodu potfeba jiné reakéni objemy, nez jsou uvedeny vyse, musi byt
pomér reagencii a vzorku pfisné dodrzen. Kazdy uZzivatel je odpovédny za validaci
provedenych zmén postupu a za jejich vliv na vysledek.

KALIBRACE:
HEMOCLOT™ Quanti. VL souprava se mlze kalibrovat pfi méfeni FV-L. Kalibrator
pokryvajici kalibratni rozmezi je k dispozici od HYPHEN BioMed (viz REAGENCIE A
MATERIAL POTREBNY, ALE NEPRITOMNY) a miize byt pouit k stanoveni kalibragni
kfivky.

e Kalibraéni rozmezi je od pfiblizné 10 do 100% (na CS-sérii).
Kalibraéni kfivka uvedené nize je pouze pfiklad. Pro mé&feni si musi laboratof stanovit
vlastni kalibragni kfivku.
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KONTROLA KVALITY:

Kontrola kvality umoZzriuje validovat kalibraéni kfivku a homogenitu reaktivity mezi
sériemi pii pouziti stejné SarZe reagencie.

Zaclenite kontrolu kvality do kazdé série testd, podle spravnych laboratornich postup,
pro validaci testu.

Nové kalibrace musi byt provedena nejméné pro kaZdou novou Sarzi reagencie, po
kazdé vyznamné opravé Ci Udrzbé pistroje, nebo kdyZ vysledek kontrol je mimo
pfijatelné meze.

Kazda laboratof si musi definovat vlastni pfijatelna rozmezi a verifikovat vykon testu na
pouZitém analytickém systému.

VYSLEDKY:

e Pro maualni endpoint metodu vykreslete kalibraéni kfivku lin-log s asem
koagulace (v sekundach) na ose Y a koncentraci FV-L (v %) na ose X.

e Koncentrace FV-L (%) v méfeném vzorku je pfimo odectena z kalibraéni kfivky,
pokud jsou pouZity doporu¢ena fedéni.

o Vysledky musi byt vyloZeny dle pacientova klinického a biologického stavu.

LIMITY:
e Pro zaji$téni optimalniho pribéhu testu a pro spinéni specifikaci by mély byt
dodrzeny instrukce validované vyrobcem HYPHEN BioMed.

o Reagencie s neobvyklym vzhledem nebo jevici znamky kontaminace, by mély byt
znehodnoceny.

e Vzorky podezielého vzhledu nebo vzorky vykazujici znamky aktivace musi byt
znehodnoceny.

o Ziskany koagulacni €as je citlivy na koncentraci Faktoru V; deficit Faktoru V (<25%)
u pacienttl s FV-L mutaci mlze zptsobit nespravné vysledky.

o Nevhodny zplisob odbéru vzorku a pfiprava plazmy mize zplsobit spotiebu
Faktoru V, coz mze vést k faleSné prodlouzenym ¢astim koagulace.

o Pritomnost aktivovanych koagulaénich faktorl mdze zkratit ¢as koagulace.

e Méfeni se mize provadét u pacientd s Heparinem (do 1 1U/ml) nebo s terapii
vitamin K antagonistou (VKA).

e Méfeni pacientl s lupus antikoagulans neni doporucena, protoze jeho interference
nebyla fadné provérena.

e Mozna interference mutaci, jako jsou FV Cambridge nebo FV Hong Kong, nebyla
provéfena.

OCEKAVANE HODNOTY:

FV-L koncentrace pro norméini plazmu je <10%. Kazda laboratof si musi stanovit
vlastni pfijatelné rozmezi.

Predpokladané hodnoty pro plazmu s R506Q mutaci jsou u heterozygotd bézné mezi
25 a 75% a u homozygotd >75%.

Interpretace vysledkd mize byt upravena porovnanim FV-L koncentrace pacienta ku
koagulacni aktivité Faktoru V (poméf 1,0 pro homozygoty kolem 0,5 a <0,1 pro
normalni jedince).

Molekularni biologie umoZiiuje konfirmaci klasifikace homozgotd nebo heterozygott pro
FV-L mutaci.

CHARAKTERISTIKA:

o Nizky detekeni limit metody zavisi na pouzittm analyzatoru (<2% na Sysmex
CS-5100).

o Meéfitelné rozmezi zavisi na pouzittm analyzatoru (kolem 5 do 120% FV-L pro
Sysmex CS-sérii).

e Studie vykonu byly provedeny vnittné na Sysmex CS-5100 na laboratornich
kontrolach po dobu 5 dni, 2 série denné a 3 opakovani kazdé série pro hladinu
kontroly. Byly ziskany nasledujici hodnoty:

Intra assay
Kontroly N Pramér V% sD
Kontrola 1 40 10,8 29 0,3
Kontrola 2 40 431 2,0 0,8
Inter assay
N Priimér CV% SD
Kontrola 1 30 11 2,8 0,3
Kontrola 2 30 447 2,4 11

o Korelace s referenéni metodou COATEST™ APC™ Resistence V na ACL Top vs
HEMOCLOT™ Quanti. V-L na Sysmex CS-5100:
99% shoda (n = 116).

o Interference:
Z4dné interference byly zji&tény na pfistroji Sysmex CS-5100 s molekulami do nize
uvedenych koncentraci:

Hemoglobin Bilirubin (Free) Bilirubin (Conjugated)
1000 mg/di 30 mg/d! 60 mg/d!
Intralipidy Heparin (UFHILMWH) Dabigatran
1000 mg/d| 2 |U/ml 50 ng/ml
Dale odkazujeme na specificky aplikacni protokol pro pouzity analyzator.
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SYMBOLY:
Pouzité znaky a symboly jsou ve shodé sISO 15223-1. Viz dokument definice
symbol.
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