HEMOCLOT™ Quanti. VL
c € [REF] CK065K
[R1]3x2mL
IVD 3x1 mL

Souprava pro stanoveni activity Faktoru V Leiden.

PoUZITI:

HEMOCLOT™ Quanti. VL je reagencie pro in vitro kvantitativni stanoveni
Faktoru V Leiden (FV-L) v lidské citratové plazmé&, méfenim jeho rezistence
na inaktivaci Aktivovaného Proteinu C (APC) v pfitomnosti Proteinu S, za
pouziti koagulaéni metody manuaini nebo automatickeé.

SHRNUTI A VYSVETLENI:

Technické'2:

Aktivovany protein C hraje regula¢ni roli v koagulaénim procesu specifickou
inaktivaci aktivovaného Faktoru V (Va) a VIII (Vllla), v pfitomnosti
kofaktorli. Fenomen rezistence na aktivovany Protein C (APC) je v 90%
pfipadll zpusoben mutaci R506Q Faktoru V, “Faktor V Leiden”. Tato
mutace v exonu 10 (1691 G — A) Faktoru V nahrazuje arginine v pozici
506 za glutamin a zabranuje tak Stépeni této ¢asti faktoru APC.
Klinické?34:

FV-L mutace je nej¢astéjsi dédi¢ny rizikovy faktor trombofilie. Jeji rozSifeni
je v béloSské populaci kolem 5 %. Pacienti s touto mutaci maji zvySené
riziko vendzni trombézy, 3 az 7 krat u heterozygoti a az 80 krat u
homozygotu.

Tato genetickd anomalie mlze byt prokdzana koagulacnim méfenim v
pFitomnosti nebo absenci APC.

PRINCIP:

HEMOCLOT™ Quanti. VL je kvantitativni koagula¢ni test pro FV-L
méfenim jeho senzitivity na inaktivaci APC v pfitomnosti PS. Koagulaéni
test se provadi s nadbytkem APC a koagulacnich faktort (Protrombin,
Fibrinogen a PS). Koagulace je zapocata purifikovanym faktorem Xa (v
konstatni koncentraci) v pfitomnosti fosfolipidli a vapniku. Naméreny cas
koagulace (CT) je nepfimo umérny koncentraci FV-L v testovaném vzorku.
Normalni faktor V neni méfen.
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REAGENCIE:

Koagulaéni smés, lyofilizovano. Obsahuje lidsky Fibrinogen, lidsky
Protrombin, PS v uréité hladiné nastavéné pro méfeni, lidsky APC, heparin-
neutralizujici latku, BSA a stabilizatory.

3 x 2 ml lahvicky.

Cistény lidsky Faktor Xa, koncentrace optimalizovana pro méfeni,
lyofilizovano. Obsahuje krali¢i mozkovy cephalin (zdroj fosfollipidd) BSA a
stabilizatory.

3 x 1 ml lahvicky.

| Factor V Leiden |

UPOZORNENi A BEZPECNOSTNi OPATRENI:

o Nékteré reagencie obsazené v téchto soupravach obsahuji materidly
lidského a zvifeciho plvodu. Kdykoliv je pro pfipravu téchto reagencii
nutna lidska plazma, je potfebné testovat plazmu na protilatky proti HIV
1, HIV 2 a HCV a pro povrchovy antigen hepatitidy B schvalenymi metody
a vysledky musi byt negativni. Zadné testy nemohou zcela vylougit
pfitomnost infekénich agens. Z tohoto divodu je tfeba pfi manipulaci s
timto biologickym materidlem uCinit veSkera opatfeni nezbytna pfi
pouzivani potencialné infekénich produktd.

e Odpad musi byt likvidovan v souladu s pfislusnymi mistnimi pfedpisy.

e Pouzivejte pouze reagencie ze stejné série soupravy.

e Studie stability ukazuji, Ze reagencie mohou byt prepravovany pfi
pokojové teploté bez degradace.
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e Toto zafizeni pro diagnostické pouziti in vitro je uréeno pro odborné
pouziti v laboratofi.

PRIPRAVA REAGENCIi:

Zatku po vymrazovani opatrné vyjméte, aby se zabranilo ztratam produktu
pfi otevirani lahvicky.

Rekonstituujte obsah kazdé lahvi¢ky pfesné s 2 ml destilované vody.
Intenzivné protfepte az do Uplného rozpusténi. Vyhnéte se tvorbé pény.
Vlozte ji pfimo do analyzatoru podle navodu k pouziti.

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

Rekonstituujte obsah kazdé lahvi¢ky pfesné s 1 ml destilované vody.
Intenzivné protfepte az do Uplného rozpusténi. Vyhnéte se tvorbé pény.
Vlozte ji pfimo do analyzatoru podle navodu k pouZiti.

Pro manualni metodu nechte stabilizovat 30 minut pri pokojové teploté (18-
25°C), pred pouzitim homogenizujte.

SKLADOVANI A STABILITA:

Neoteviené reagencie musi byt skladovany pfi teploté 2-8°C ve svém
originalnim baleni. Za téchto podminek mohou byt pouzivany az do doby
exspirace vytisténé na soupravé.

Stabilita reagencie po rekonstituci bez jakychkoli kontaminaci
nebo vypafovani a skladované uzavriené je:

= 24 hodin pfi teploté 2-8°C.

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

= 1 mésic zmrazena pfi teploté -20°C nebo nizsi*

= Stabilita na palubé analyzatoru: viz specifické aplikace.
*Rozmrazte pouze jednou, co nejrychleji pfi 37°C a ihned pouzijte.

POZADOVANE REAGENCIE A MATERIAL (NEJSOU SOUGASTI
SOUPRAVY):

Reagencie:

o Destilovana voda.

o Imidazole Buffer (AR021B/AR021K/AR021L/AR021M/AR021N).
e CaCl20.025 M (AR001B/ARO01K/AROO1L).

o Specifické kalibratory a kontroly, jako jsou:

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

Také viz specificky navod k pouziti analyzatoru.

Materialy:

o Elektromagneticka vodni lazen, semi-automaticky nebo automaticky
pristroj pro koagulaéni méfeni.

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

ODBER A PRIPRAVA VZORKU:

Krev (9 dild) musi byt opatrné odebrana do antikoagulantu citratu
trisodného (1 dil) (0,109 M, 3,2%) pfimou venepunkci. Prvni zkumavku
zlikvidujte.

Vzorky by mély byt pfipravovany a skladovany v souladu s mistnimi pokyny
(pro USA viz pokyny CLSI H21-A5° s dal$imi informacemi o odbéru,
manipulaci a skladovani).

Informace o skladovani plazmy naleznete v referencich®.

POSTUP:

Souprava mGze byt pouzita pro manualni nebo automatickou metodu. Test
se provadi pfi 37°C a ¢as koagulace je méfen od pfidani kalciem.

Pro automatizované metody jsou aplikacni navody k dispozici na
vyzadani. Viz specifické aplikace a specificka opatfeni pro kazdy
analyzator.
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Metoda stanoveni :

1. Resuspendujte kalibratory a kontroly jak je uvedeno ve specifickych
instrukcich. Pro stanoveni kalibraéni kfivky a rozmezi nafedte kalibratory
v imidazolovém pufru podle pokynu nize (,C* definuje koncentraci FV-L,
odpovidajici 1:20 fedéni kalibratoru):

Kalibrator c1 Cc2 Cc3 C3 (2C)
FV-L (%) pfiblizné 10 25 50 100
. S 50uL 50uL 50uL 100pL
Obejm kalibrétoru of C1 of C2 of C3 of C3
Objem imidazolového pufru 950uL 950uL 950uL 900uL
2. Rozpustte vzorky v imidazolocém pufry, viz nize:
Vzorky Reference Redéni
Kontroly 223201 /223405 1:20
Vzorky - 1:20

Vytvorte kalibraéni kfivku a testujte s kontrolami kvality. Pokud jsou fedéné
vzorky skladovany pfi pokojové teploté (18-25°C), musi byt testovany
ihned. Pro kazdou sérii jsou koncentrace kalibratort a kontrol uvedené na
letaku dodavaném se soupravou.

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

Reagencie Objem

Koagulaéni smés 100 uL

Kalibratory, testované plazmy nebo kontroly 100 yL
Promichejte a inkubujte pfi 37°C presné 1 minutu

Cistény lidsky Faktor Xa | 50 plL

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

CaCl2 0.025M pfedem inkubovana pfi 37°C [ 100pL

Zaznamenejte piesny ¢as koagulace (CT, sekundy)

Pokud je pro pouzivanou metodu pozadovan jiny reakéni objem, nez vyse
uvedeny, musi byt pomér objemu pfisné dodrzen, aby byla zaruena
ucinnost testu. Uzivatel je zodpovédny za ovéfeni vSech zmén a jejich vlivu
na vSechny vysledky.

KALIBRACE:

Test HEMOCLOT™ Quanti. VL mGze byt pro analyzu kalibrovan riznymi
FV-L. Soupravy obsahujici kalibratory specifické pro tyto analyty a
zahrnujici dynamicky rozsah testu jsou dostupné u HYPHEN BioMed (viz
POZADOVANE REAGENCIE A MATERIAL (NEJSOU SOUCASTI
SOUPRAVY)') a mohou byt pouzity k vygenerovani kalibraéni kfivky
specifické pro testovany analyt.

e Kalibraéni rozmezi je kolem 10 az 100% (na CS-sérii).

Nasledujici kalibraéni kfivky jsou pouze prikladem. Pro sérii metody je
nutné sestrojit kalibracni kfivky pro konkrétni podminky.
HEMOCLOT™ Quanti. VL

Cs-5100

8 16 32 64 128
Concentration (%)

KONTROLA KVALITY:

Pouziti kontrol kvality slouzi k validaci shody metod spolu s homogenitou
testu mezi sériemi pro danou sadu reagencii.

Za ucelem validace testu zahriite kontroly kvality do kazdé série podle
spravné laboratorni praxe. Nova kalibraéni kfivka by méla byt definovana
nejlépe pro kazdou sérii testli a alespor pro kazdou novou sadu reagencii
nebo po udrzbé analyzatoru, nebo kdyZz méfené hodnoty kontroly kvality
spadaji mimo akceptovatelny rozsah pro danou metodu.

Kazda laboratof si musi definovat a ovéfovat vlastni akceptovatelné
rozsahy v daném analytickém systému.

VYSLEDKY:

e Pro manualni endpoint metodu stanovte kalibraéni kfivku lin-log, s asem
koagulace (v sekundach) podél osy Y a koncentraci FV-L (v %) podél osy
X.

e Koncentrace FV-L (%) v testovaném vzorku je odvozena pfimo z
kalibracni kfivky, pokud je pouzita standardni diluce.

o Vysledky by mély byt interpretovany podle klinického a biologického
stavu pacienta.

HYPHEN BioMed
155 rue d’Eragny, 95000 Neuville-sur-Oise, France

OMEZENi:

o K zajisténi optimalniho vykonu testu a spinéni specifikaci je nutné se Fidit
technickymi instrukcemi ovéfenymi spole¢nosti HYPHEN BioMed.

o Jakékoliv reagencie vykazujici neobvyklé pfiznaky nebo znamky

kontaminace nesmi byt pouzity.

Jakékoliv podezfelé vzorky nebo ty, které vykazuji znamky aktivace,

nesmi byt pouzity.

Obdrzené koagulacni €asy jsou citlivé na koncentraci Faktoru V. Deficit

FV (<25%) u pacienta nesouciho mutaci FVL m(ze vést k nespravnému

vysledku.

Nespravny odbér vzorku a pfiprava plazmy mohou vést ke konzumpci

Faktoru V, a tim k prodlouzeni koagulaéniho ¢asu (CT).

PFitomnost aktivovanych koagulacnich faktortd muze zkratit koagulacni

¢as (CT).

Test muze byt proveden i u pacientll 1é¢enych heparinem (do 1 1U/ml)

nebo inhibitory K-vitaminu (AVK).

Testovani pacientd s lupus antikoagulant neni doporuceno, protoze

mozné interference v testu nebyly zatim Sifeji posouzeny.

Interference jinych mutaci - jako FV Cambridge nebo FV Hong-Kong

nebyly v testu posuzovany.

OCEKAVANE HODNOTY:

FV-L koncentrace v normalni plazmé je < 10%. Kazda laboratof si musi
stanovit své vistni normaini rozmezi.

Predpokladané hodnoty pro plazmu s R506Q mutaci, jsou pro hetozygoty
mezi 25 az 75% a pro homozygoty > 75%.

Porovnanim koncentrace FV-L ku koagulaéni aktivité Faktoru V (pomér
kolem 1,0 pro homozygoty, kolem 0,5 pro heterozygoty a <0,1 pro nomalni
vzorky) je mozné vylepsit interpretaci vysledkd.

Molekularni Biologie umoziiuje potvrzeni klasifikace heterozygotl a
homozygotu pro FV-L mutaci.

CHARAKTERISTIKA:

o Nizky limit detekce analyzatoru zavisi na analytickém systému (<2% pro
Sysmex CS-5100).

e Rozmezi méfeni zavisi na pouzitém analytickém systému (kolem 5 az
120 % FV-L na Sysmex CS-sérii).

e Studie vykonu byly provedeny vnititné 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 Inter assays

N Pramér | CV% | SD N Primér | CV% | SD
Kontrola 1 40 10.8 2.9 0.3 30 11.1 2.8 0.3
Kontrola2 | 40 431 2.0 0.8 30 44.7 2.4 1.1

o Korelace s referenéni metodou (COATEST™ APC™ Resistance V na
ACL Top vs HEMOCLOT™ Quanti. V-L na Sysmex CS-5100) :

99% shoda (n = 116).

o Interference:

Zadné interference byly zjistény na pfistroji Sysmex CS-5100 s molekulami

do nize uvedenych koncentraci:

Kontroly

Hemoglobin Bilirubin (Volny) Bilirubin (Vazany)
1000 mg/dL 30 mg/dL 60 mg/dL
Intralipidy Heparin (UFH/LMWH) Dabigatran
1000 mg/dL 2 lU/mL 50 ng/mL

Viz specificky navod k pouziti daného analyzatoru.
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a zna¢ky uvedené v normé I1SO 15223-1 viz dokument
definic symbold.

| Zmény oproti pfedchozi verzi.
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