Faktor VIl Mangelplasma

# DP030A / DPO30K

Mangelplasma zur Bestimmung von Faktor VII
in Gerinnungstesten

q3

In-vitro-Diagnostikum

VERWENDUNGSZWECK:
Mit dem FVII Mangelplasma kann die Aktivitit von Faktor VII (FVII oder Proconvertin), in einem
Gerinnungstest mit Calcium-Thromboplastin, bestimmt werden.

TESTPRINZIP:

Die Methode basiert auf einem Gerinnungstest, bei dem alle Gerinnungsfaktoren, mit Ausnahme von FVII, der
aus dem Probenplasma stammt, durch das Mangelplasma in konstanter Menge und im Uberschuss zur
Verfligung gestellt werden. Der Gerinnungstest wird mit Calcium-Thromboplastin gestartet, wobei FVII der
limitierende Faktor ist. Die Gerinnungszeit ist umgekehrt proportional zur FVII Konzentration. Bi-logarithmisch
dargestellt, handelt es sich um einen umgekehrt linearen Zusammenhang zwischen der FVII Konzentration der
Probe und der korrespondierenden Gerinnungszeit.

PROBENMATERIAL:
Humanes Plasma mit Tri-Natriumcitrat als Antikoagulanz.

REAGENZIEN:

1 Flasche mit 1 ml (DP0O30A) oder 6 Flaschen mit 1 ml (DP030K) humanem Citratplasma mit FVII Mangel,
immunadsorbiert, lyophilisiert mit Glycin und Stabilisatoren. Das Plasma weist einen FVII Mangel (< 1%) auf,
alle anderen Gerinnungsfaktoren liegen im Normalbereich vor (> 50%).

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND:

Automatische Pipette mit Abgabevolumina von 20 pl, 50 pl und 100 pl.

Automatische Pipette mit variablen Abgabevolumina von 50 pl bis 1000 pl.

Halb- bzw. vollautomatischer Gerinnungsanalyzer, oder manuelles Koagulometer.

Wasserbad, Stoppuhr.

Aqua dest.

Imidazol-Puffer (#AR021A/AR021K/AR021L).

Normaler, humaner Citratplasma-Pool oder Faktor VIl Kalibrator (BIOPHEN® Plasma Kalibrator,

#222101).

e Qualitatskontrollplasmen Normal und Abnormal, titriert fiir Faktor VII (BIOPHEN® Normal Kontrollplasma,
#223201 und BIOPHEN® Abnormal Kontrollplasma, #223301).

e Calcium-Thromboplastin.

REKONSTITUTION UND STABILITAT DER REAGENZIEN:
Ungedffnete Reagenzien miissen bei 2-8°C in der Originalverpackung gelagert werden und sind dann bis zum
auf dem Etikett aufgedruckten Verfalldatum stabil.

Rekonstitution:
Den Inhalt der Flasche mit exakt 1 ml Aqua dest. rekonstituieren und bis zur vollstdndigen Aufldsung gut
schitteln (Vortex). Fir 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren. Den Inhalt vor jedem Gebrauch
homogenisieren.

Stabilitat nach Rekonstitution:

Stabilitét von FVII Mangelplasma in der Originalflasche unter Vermeidung jeglicher Kontamination:

- 8 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C)

- 24 Stunden bei 2-8°C

- 2 Monate bei -20°C oder kélter, in der Originalflasche oder einem Plastikrohrchen (vor Gebrauch
bei 37°C fiir mindestens 15 Minuten im Wasserbad auftauen).

Der Inhalt dieses Dokuments dient lediglich als Beispiel und ist unter Umsténden nicht aktuell. Die aktuellste Version kénnen Sie per E-Mail anfordern: info@coachrom.com
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Hinweis: Fiir eine optimale Testleistung missen alle Bestimmungen (Kalibration, Proben, Kontrolle) ohne
Unterbrechung durchgefiihrt werden.

Anmerkung: Die zur Herstellung verwendeten Plasmen wurden mit registrierten Methoden getestet und als
negativ fiir HIV-Antikérper, HBs-Ag und HCV-Antikdrper eingestuft. Kein Test kann jedoch die Anwesenheit
infektioser Stoffe vollstandig ausschlieBen. Jedes Produkt humanen Ursprungs, insbesondere Plasma, muss
deshalb mit allen erforderlichen Vorsichtsmanahmen als potentiell infektios behandelt werden.
Stabilitatsstudien bei 30°C zeigen, dass die Reagenzien ohne Beeintrachtigung bei Raumtemperatur
versendet werden kdnnen.

PROBENGEWINNUNG:

Blut (9 Volumenteile) wird in 0,109 M (oder 0,129 M) Citrat als Antikoagulanz (1 Volumenteil) abgenommen.
Das Blut muss bei 2.500 g fiir 20 Minuten zentrifugiert werden. Das Plasma muss bei Lagerung bei
Raumtemperatur (18-25°C) innerhalb von 4 Stunden gemessen werden.

Das Plasma darf nicht bei 2-8°C gelagert werden.

Weitere Vorschriften fiir die Probengewinnung, -handhabung und -lagerung sind im NCCLS Dokument H21-A2
verdffentlicht.

TESTDURCHFUHRUNG:

Kalibrationskurve:

1 ml Citrat-Plasmapool 1:10 mit Imidazol-Koller Puffer verdiinnen. Diese Verdiinnung entspricht einer
Konzentration von 100% FVII. Aus dieser Préparation werden die weiteren Kalibratorverdiinnungen wie folgt
hergestellt:

Faktor VII 6,25%" 12,5% 25% 50% 100%
Verdiinnung 1:160 1:80 1:40 1:20 1:10

Plasmapool 1:10 0,060 ml 0,125 ml 0,250 ml 0,500ml | 1,0ml
Imidazol Koller Puffer 0,900 ml 0,875 ml 0,750 ml 0,500ml | Oml

*diese zusétzliche Verdiinnung kann verwendet werden, falls eine hohe Prézision im unteren Messbereich
erforderlich ist (< 10%).

Wir empfehlen die Verwendung des BIOPHEN® Plasma Kalibrators (#222101). Dessen Faktor VII Aktivitat ist
fiir jede Charge auf dem beiliegenden Datenblatt exakt angegeben.

Die verdlinnten Kalibratorlésungen miissen innerhalb von 2 Stunden bei Raumtemperatur verwendet werden.

Testplasmen:
Das Testplasma muss ebenfalls 1:10 mit Imidazol-Koller Puffer verdlinnt und innerhalb von 2 Stunden getestet
werden.

Testdurchfiihrung:

Manuelle Methode:

Calcium-Thromboplastin bei 37°C vorinkubieren.

In Testréhrchen oder Kiivetten wird nach folgendem Schema zugegeben:
- 100 pl FVII Mangelplasma.

- 100 pl Kalibratorldsung oder Testplasma 1:10 verdiinnt.

1 Minute bei 37°C inkubieren, dann zugeben und Stoppuhr starten:

- 200 pl Calcium-Thromboplastin (vorinkubiert bei 37°C).

Zeit bis zur Gerinnselbildung messen.

Automatisierte Methode:

Der Test kann mit halb- bzw. vollautomatischen Gerinnungsanalyzern wie STA-R, KC-4, KC-10, BCT, BCS,
usw. durchgefiihrt werden. Das Ublicherweise verwendete Programm zur Bestimmung der Gerinnungsfaktoren
im extrinsischen System - basierend auf der Thromboplastin-Methode mit Mangelplasma - kann verwendet
werden. Die entsprechenden Reagenzverhéltnisse miissen genau eingehalten werden. Ublicherweise werden
bei automatisierten Methoden die halben Volumina der manuellen Methode eingesetzt. Beim Einsatz von halb-
bzw. vollautomatischen ~ Gerinnungsanalyzern, besonders bei Analyzern mit  photometrischer
Gerinnseldetektion, sind die zu erwartenden Gerinnungszeiten etwas kiirzer.

ERGEBNISSE:

Die FVII Konzentration wird auf einem bi-logarithmischen Millimeterpapier auf der x-Achse (Abszisse) gegen
die korrespondierende Gerinnungszeit auf der y-Achse (Ordinate) aufgetragen. Die FVII Konzentration der
Probe kann von der Kalibrationskurve abgelesen werden.

Kalibrationsbeispiel: Bei der gezeigten Kalibrationskurve handelt es sich lediglich um ein Beispiel, das mit der
manuellen Methode (Neoplastin CI5, Diagnostica Stago) erstellt wurde.
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QUALITATSKONTROLLE:

Es sind verschiedene Qualitétskontrollen erhéltlich, z.B.:

BIOPHEN® Normal Kontrollplasma (#223201), BIOPHEN® Abnormal Kontrollplasma: (#223301)

Die Verwendung von Qualitatskontrollplasmen ermdglicht sowohl die Validierung der Kalibrationskurve als
auch der homogenen Reaktivitat von Analyse zu Analyse.

EINSCHRANKUNGEN DES TESTS:

o FEine Aktivierung der Probe wahrend der Blutentnahme oder Plasmagewinnung muss vermieden werden.
Plasmen mit ungewdhnlichem Aussehen oder Anzeichen fiir eine Gerinnselbildung sind zu verwerfen.

Um eine optimale Testleistung zu erzielen, wird empfohlen den gesamten Test (Kalibratoren, Kontrollen,
Proben) aus frisch hergestellten Ldsungen und ohne Unterbrechung durchzufiihren.

Fiir eine bessere Prézision kénnen Proben mit einem Ergebnis < 10% auch lediglich 1:5 verdinnt
gemessen werden. Die gemessenen Werte miissen dann durch 2 dividiert werden. Proben mit einem
Ergebnis > 100% konnen 1:20 verdiinnt gemessen werden. Das Ergebnis wird dann mit 2 multipliziert.

Fiir eine Probe mit FVII Mangel gilt: das Ergebnis sollte mit einer Messung der 1:5 Verdiinnung und/oder
einer weiteren Probe und/oder einem alternativen Testsystem Uberpriift werden. Ein méglicher zusatzlicher
Faktorenmangel muss Uberpriift werden.

In der Probe vorhandene Thrombin-Inhibitoren kénnen die FVII Konzentration der Probe beeinflussen.
Proben nicht bei 2-8°C lagern.

NORMALWERTE:
Ublicherweise liegt die Faktor VII Aktivitét bei > 60%.

ANWENDUNGEN:
- Bestimmung der Faktor VII Aktivitdt mit einem Gerinnungstest.
- Fiir Forschungsstudien, in denen eine Quelle mit Faktor VII Mangel benétigt wird.

TESTANDERUNGEN:

Die in diesem Test enthaltenen Gerinnungszeiten wurden mit Calcium-Thromboplastin von Biomérieux (Calcic
Thromboplastin) und von Diagnostica Stago (Neoplastin) gemessen. ErwartungsgemaR liegen sie bei < 30
Sekunden fiir 100% FVII Konzentration. Die Gerinnungszeiten und Testeigenschaften kénnen je nach
verwendetem Thromboplastinreagenz und Messgerat unterschiedlich sein. Sollwerte und Vertrauensbereiche
fiir Qualitatskontrollen miissen unter den jeweiligen Arbeitsbedingungen bestétigt bzw. angepasst werden.
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