HEMOCLOT™ Faktor Vlla
Ref CK092K

Koagulaéni méfeni kvantitativniho stanoveni
aktivity FVlla v purifikovaném nebo plazmatickém
médiu.

POUZITI:

HEMOCLOT™ Factor Vlla souprava je uréena pro kvantitativni stanoveni aktivity aktivovaného Faktoru VII (Vlia)
pomoci koagulaéni metody. Tento test se provadi na purifikovaném médiu nebo citratové plazmé manuaini nebo
automatizovanou metodou.

SHRNUTi:

FVlla je serine-estraza vnéjsi koagulacni cesty. V pfitomnosti fosfolipidti a vapniku tvofi s Tkaovym Faktorem (TF)
komplex, ktery aktivuje Faktor X na FXa.
HEMOCLOT™ Factor Vlla je koagulaéni test pro aktivitu FVIla a neni citlivy k Faktoru VII.

PRINCIP:

Vlla tvofi enzymaticky komplex s rekombinantni zkracenym lidskym Tkariovym Faktorem (rTTF). Takto zkraceny
protein nepodporuje aktivaci2 Faktoru VII. Koagulace je zahéjena piidanim Vapniku (Ca?*). Srazeci cas je
Zzaznamenam.

FVlla je limitujicim faktorem reakce, a proto je zde pfima Umémost mezi koncentraci FVlla a ziskanym ¢asem

srazeni.
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REAGENCIE:

R1: Faktor VIl deficitni plazma: Citratova lidska plazma deficitni na Faktor VII, pfipraveno imuno-depleci,
lyofilizovano v pfitomnosti glycerinu a stabilizatord.
3 lahvicky po 2 ml.

R2: Faktor Vlla Cof-Plps: Lidsky rekombinantni zkraceny TF (rTTF) a syntetické fosfolipidy v koncentraci nastavené
pro test. Lyofilizovano v pfitomnosti stabilizatord. Obsahuje BSA.
3 lahvicky po 2ml.

R3: Hepes BSA pufr: Specificky Hepes-BSA pufr, pH 7,40. Pfipraven k pouziti. Obsahuje BSA.
3 lahvicky po 25 ml
Reagent 3 obsahuje malé mnozstvi azidu sodného (0.9 g/, viz éast UPOZORNENI a VAROVANI.

UPOZORNENi a VAROVANi:

. S biologickymi produkty musi byt zachazeno jako s potencialné infekEnimi.

. Reagencie obsahuje azid sodny, ktery mlze reagovat s olovnatymi nebo médénymi ¢astmi odpadu za
vzniku vysoce explozivnich azidd kovd.

. Odpad likvidujte ve shodé s lokalnimi predpisy.

. Pouzivejte pouze reagencie ze stejné Sarze, nezaménujte jednotlivé reagenty mezi riznymi Sarzemi.
Reagencie jsou vzdy optimalizovany v ramci jedné Sarze.

L3 Sreagencii zachazejte tak, aby bylo zabranéno odpafovéni béhem pouzivani. Minimalizuje moznost
odpareni reagencie snizenim plochy kontaktu reagencie se vzduchem. Odpafovani snizuje stabilitu
reagencie v pristroji.

. Pro dobrou stabilitu uzavirejte lahvicky s reagencii vzdy jejimi originalnimi zatkami.

. Studie stability provedené po dobu 3 tydnu pfi teploté 30°C prokazaly, Ze reagencii je mozné bez poskozeni

prepravovat po kratkou dobu pii pokojové teploté.

. Lidska plazma pouzitd k pFipravé deficitni lidské plazmy byla testovana registrovanou
metodou a shledana negativni na pfitomnost antigenu Hepatitidy B, protilatek HIV a HCV.
Hovézi plazma pouZitd k pfipravé BSA byla testovana registrovanou metodou a shlednéna negativni na
pritomnost infekénich Cinitelt, hlavné pak bovinni spongiformni encefalitidu (BSE).

. Pouze pro stanoveni In Vitro

PRIPRAVA A STABILITA REAGENCI:

Reagencie jsou lyofilizované pod vakuem v jejich originalnich lahvickach. Vyvarujte se ztraty lyofilizatu pfi otevieni
lahvicky s lyofilizovanou reagencii. Zatku odstrariujte opatrné.

R1: Reagencie 1: Faktor VI deficitni plazma
Nafedte kazdou lahvicku s pfesné 2 ml destilované vody a promichejte, dokud se obsah zcela nerozpusti. Nechte
stabilizovat po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) za obéasného promichani.
Tésné pred pouzitim jemné promichejte.
Stabilita fedéné reagencie, pfi zabranéni kontaminaci nebo odpafovani a uchovaného v pavodnich lahvickach:
= 3dny pii2-8°C.
= 48 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).
= 2 mésice pfi-20°C a méné*

R2: Reagencie 2: Faktor Vlla Cof-Plps
Rozpuste kazdou lahvicku s pfesné 2 ml destilované vody, opatrné michejte, dokud se obsah zcela nerozpusti.
Nechte reagencii inkubovat po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) za ob&asného promichani.
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Tésné pred pouzitim jemné promichejte.
Stabilita naredéné reagencie, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani a uchovaného v plvodnich lahvickach:
= 3dny pii 2-8°C.
= 48 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).
= 2 mésice pfi-20°C a méné*
*Rozmrazujte pouze jednou co nejrychleji pii 37°C, upravte dobu objemu reagencie. Stabilita reagencie po
rozmrazeni by méla byt testovana v laboratomich podminkach.
R3: Reagencie 3: Hepes-BSA pufr
Cira lahvicka, pFipravena k pouziti. Nechte stabilizovat 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) pred pouzitim.
Pred pouzitim promichejte.
Stabilita reagencie po otevieni, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani a pokud je skladovéana v originalnim
obalu:
= Do data expirace v originalni lahvicce pfi 2 — 8°C
SKLADOVANI:

Neoteviené reagencie by mély byt skladovany pii 2-8°C v jejich originalnich balenich. Za téchto podminek jsou
stabilni do data uvedeného na obalu.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:

Reagencie:
. Destilovana voda, pokud mozno sterilni.
. CaCl, 0,025M (ARO01B/KIL).
. Specifické kalibratory a kontroly se znamou koncentraci, jako je Mezinarodni Standard fro FVlla (NIBSC)?
nebo narodni referenéni pfipravy pro FVila.
. Specifické kalibratory a kontroly se znamou hladinou, jako napf.
Produkt Katalog. cislo
BIOPHEN™ Calibrator Factor Vila 226301
BIOPHEN™ FVlla Control Set 224901
Material:
. Vodni lazef, semi-automaticky nebo automaticky analyzator pro koagulace.
. Stopky, kalibrované pipety, plastové zkumavky nebo mikrotitraéni desticky.

PRIPRAVA PLAZMY a ODBER VZORKU:

Vzorek by mél byt pfipraven a skladovan ve shodé s doporu¢enimi (v USA CLSI H21-A5¢)
. Vzorek:
Lidska citratova plazma.
. Odbér:
Krev (9 objemd) musi byt odebrana do citratu sodného (1 objem, 0,109 M) pfimou venepunkci. Prvni odbérova
zkumavka by méla byt znehodnocena.
. Centrifugace:
Béhem 2 hodin musi byt krev odstfedéna pro ziskani plazmy chudé na desticky, napf. 15 minut pfi 2500 g za
pokojové teploty (18-25°C). Plazma miiZe byt pfenesena do plastovych zkumavek.
. Skladovani plazmy:
= 4 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C).
= 1 mésic zamrazena pfi -20°C.
= 18 mésicl zamrazena pfi -70°C®
Zmrazena plazma by méla byt rozmrazena rychle pfi 37°C, poté opatrné promichana a okamzité testovana.
Pripadny precipitat pfed testovanim rozmichejte.

POSTUP STANOVENi:

Souprava muze byt pouzita pro koagulatni metodu, automatickou nebo manualni (end-point). Testujte pfi 37°C a
méfte Cas srazeni, ktery je zpustén CaClz.

Automatizované metody:

Aplikace pro riizné analyzatory jsou k dispozici na vyzadani. Viz specifické aplikace a doporuceni pro kazdy
analyzator.

Manualni metoda:

1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly (doporucené 2 hladiny kolem 75 a 250mlU/ml), dle jejich specifickych
instrukci.

Pripravte kalibracni body v rozmezi 12,5 — 500mIU/ml. Rozpustte reagencie v R3 pufru v poméru 1:10.
2. Nafedte zkoumany vzorek, kontroly a kalibra¢ni roztoky v R3 pufru, jak je uvedeno nize:

Vzorek Prediedéni Redéni
Kontrola Ne 1:10
Vzorek (plazma) Ne 1:10
Vzorek Nastavte do optimalniho rozmezi
(FVlla v purifikovaném prostfedi) 25-400 miU/ml v R3 pufru 1:10

Sestavte kalibracni kfiivku a validujte ji kontrolami kvality. Pfi skladovani za pokojové teploty (18-25°C) testuje
nafedéné vzorky do 1 hodiny. Pfesné koncentrace kalibrator(i a kontrol jsou vzdy uvedeny na letaku piilozeném do
kazdého baleni.

Informace odpovidajici mezi ng/ml a IU/ml:

Koncentrace v ng/ml Koncentrace v IU/ml

20ng/ml 11U/ml

1ng/ml 501U/ml
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CHARAKTERISTIKA:

3. = - Objem o Nizky detekeni limit na analyzatoru Sysmex® CS-5100 je <1 mIU/ml.
Kalibratory, kontroly nebo vzorky (1:10 fedéné v R3) 50 pl ®  Pracovni rozmezi testu je od 5 do 500 miU/mi.
RA: FVII deficitni plazma, predinkubovana pfi 37°C 50 pl e HEMOCLOT™ Factor Vlla test neni citlivy na FVII pfi normalnich koncentracich.
Michejte a inkubujte pfi 37°C po 1 minutu, pak pridejte: o Nize uvedend studie byla provedena vyrobcem za pouziti 3 $arZi reagencii na pfistroji Sysmex® CS-5100.

R2: rTTF + Fosfolipidy, predinkubované pfi 37°C I 50 pl Vykonnost byla zjisténa laboratornimi kontrolami ze 40 hodnot (v jedné sérii) nebo mezi sériemi béhem 20 dni, 2

- * Michejte a inkubujte pfi 37°C po 2 minuty, pak pridejte: série za den, 3 duplikaty kazdé série pro kontrolu. Nasledujici data byla zji§téna:
CaCl, 0,025M (inkubované pfi 37°C a michang) | 50 l Intra assay Inter assay
M&fte Cas srazeni [ CT (sec) Kontrola Pronici Pramer
Pokud_ jso_u_ regkéni gbjemy jin(_é _r_\ei je_ uvede'no, musi byt strikiné zachovan pomér objemu. UZivatel je zodpovédny @ (mIU/ml) CV% SD @ (mIU/ml) CV% SD
za validaci jakychkoliv zmén a jejich vliv na vysledek. act 40 827 19 16 120 837 43 36
KALIBRACE:
HEMOCLOT™ Factor Vlla test mize byt kalibrovan pro testy FVlla v plazmé nebo purifikovaném prostredi. ' ac2 40 %15 22 36 120 %29 27 2
Kalibrator pokryvajici dynamické rozmezi metody je dostupna od HYPHEN BioMed (viz REAGENCIE A MATERIAL REFERENCES:

POZADOVANY, V KITU NEPRITOMNY) a mize byt pouzit pro stanoveni kalibraéni kfivky.
Pro bi-logaritmickou $kalu:

= Test je linearni do 500mIU/ml (do 1000mIU/ml na analyzatorech Sysmex® CS série a STA-R®).
Kalibracni kfivky uvedena nize, byla ziskana s mezinarodnim standardem NIBSC pro FVlla koncentrat na pfistroji
Sysmex® CS-5100 a je uvedena pouze jako priklad. Kalibrace by méla byt provedena pro kazdou sérii testu.
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KONTROLA KVALITY:

PouZiti kontrolnich plazem umoZiuje jak validaci shodnosti metody, tak i kontrolu homogenity v sérii a mezi sériemi
pfi pouZiti stejné Sarze reagencie.

Zaclefite kontrolu kvality do kazdé série test, dle doporuceni pro laboratorni praci, aby byly vysledky testu validni.
Nova kalibrace by méla byt provedena prednostné pred kazdou sérii testli, nejméné vsak pro kazdou novou $arzi
reagencie, po vyznamné opravé nebo Udrzbé pouzivaného pfistroje, nebo kdyz jsou hodnoty kontrolnich plazem
mimo pfijateiné meze.

Kazda laboratof si musi definovat viastni pfijatelné rozmezi a ovéfit v komplexu celého analytického systému.

VYSLEDKY:

e Pii manualni metodé “End Point” pouZivejte bi-logaritmicky graficky papir, vyneste na osu Y naméfeny cas
srazeni (sec) a na osu X korespondujici koncentraci FVlla v mlU/ml.

« Koncentrace FVlla ve vzorkach je pfimo odectema z kalibracni kfivky, pokud byly zachovany standardni fedéni.
Pokud byly vzorky pfediedény, méfena koncentrace FVila musi byt nasobena pouzitym fedicim faktorem.

o Vysledky jsou vyjadeny v miU/ml FVIla.

o Vysledky z testované plazmy by mély byt interpretovany spolecné s klinickym stavem pacienta.

LIMITY:

e Pro zajisténi optimalniho pribéhu testu by mély byt peclivé dodrzovany instrukce validované vyrobcem

reagencie Hyphen-BioMed. Laborator je odpovédna za zmény, které provede v téchto instrukcich.

Kazdy reagent neobvyklého vzhledu musi byt z testovani vyfazen pro podezfeni z kontaminace.

Kazdy vzorek jevici znamky aktivace musi byt vyfazen z testovani.

Kazda plazma obsahujici koagulum nebo jevici znamky kontaminace musi byt vyfazena z testovani.

Vzorky méfené pfi >500mIU/ml mohou byt dale fedény (2krat a vice). Naméfené hodnoty pak musi byt upraveny

podle pouzitého fedéni.

e Pro mozné interference se odkazte na specifické aplikace analyzatoru. Na pfistroji Sysmex® CS-5100 nebyly
zaznamenany vyznamné zmény pro koncentrace Heparinu (UFH a LMWH) do 0,5IU/ML, bilirubinu do 30mg/dI,
hemoglobinu nepo intralipidii do 1000mg/d| a Apixabanu, Rivaroxabanu nebo Dabigatranu do 50ng/ml.

OCEKAVANE HODNOTY:

Terapeutické rozmezi® by mélo byt definovano podle mistnich aktuélnich pravidel. Hodnoty zdravych lidi se li$i mezi
laboratofemi, proto by si kazda laboratoF méla stanovit viastni normalni rozmezi.

Ve studii zdanlivé zdravych lidi (n=120) na analyzatoru Sysmex® CS-5100 byl stanoven nasledujici referenéni
interval (central 90%, 95té procento): 20 — 114 mIU/ml.

1. Giansily-Blaizot M, et al,. Study group of FVII deficiency. Analysis of biological phenotypes from 42 patients with
inherited factor VI deficiency: can biological tests predict the bleeding risk? Haematologica. 2004

2. Neuenschwander PF, et al,. Deletion of the membrane anchoring region of tissue factor abolishes autoactivation
of factor VII but not cofactor function. Analysis of a mutant with a selective deficiency in activity.J Biol Chem. 1992

3. WHO International Standard, Blood Coagulation Factor Vlla, Concentrate, Human, 2nd International Standard,
NIBSC 07/228.

4. CLSI Document H21-A5: “Collection, transport, and processing of blood specimens for testing plasma -based
coagulation assays and molecular hemostasis assays; approved guideline”. 2008

5. Woodhams B, et al,. Stability of coagulation proteins in frozen plasma. Blood coagulation and Fibrinolysis. 2001.
6. Logan AC and Goodnough LT. Recombinant factor Vlla: an assessment of evidence regarding its efficacy and
safety in the off-label setting. Hematology. 2010.

SYMBOLY:

Pouzité symboly jsou uvedeny v ISO 15223-1 standardu, viz dokument definice symbol(i
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