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Protein C (Chromogenic) en
Instructions for use

INTENDED PURPOSE
The Protein C (Chromogenic) kit is intended for carrying out chromogenic based haemostasis assays.

Protein C is a vitamin K dependent protein Whlch play§ an important role in the regulation of an(lcoagulam mechanisms. It can
inhibit coagulation by inactivating factors Va' and Vllla“® or, when activated, can stimulate fibrinolysis”. Protein C circulates as a
zymogen, and is converted to an active serine protease by the action of thrombin in the presence of thrombomodulin. Both
hereditary and acquired Protein C deficiencies have been shown to be a risk factor for development of venous thrombosis. Protein
C in plasma is activated by a specific fraction from the Agkistrodon contortrix snake venom. The amount of activated protein C
AF'CgJ is determined by monitoring the rate of hydrolysis of a protein C specific chromogenic substrate. The release of pNA is
measured at 405 nm and is proportional to the protein C level. The Helena Biosciences Europe Protein C (Chromogenic) assay is
intended for the quantitative determination of protein C in human plasma using a chromogenic assay method.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

The reagents contained in this kit are for in vitro diagnostic use only — DO NOT INGEST. Wear appropriate personal protective
equipment when handiing ﬁ" kit components. Refer to the producl safety declaration for the link to appropriate hazard and

y Dispose of with local regulations.

COMPOSITION

Component Content  Description Preparation

Protein C 6x2mL  Each vial contains 2.75 umol lyophilised Reconstitute each vial WI(I’\+2 mL of Protein C

Substrate pyro-Glu-Pro-Arg-pNA.HCI. Diluent. If cloudy, warm at *37°C for a few
minutes.

Protein C 6x2mL  Each vial contains O %umls of activator from Fleconsmule each vial with 2 mL deionised

Activator snake venom (Prot: water.

Protein C 3x5mL  Each vial contains lrls bufler with sodium Ready for use.

Diluent azide as a preservative.

Each kit contains Instructions For Use.

ITEMS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

1. C on i or operable at 405 nm.
2. REF 5185 Calibration Plasma.

3. Glacial acetic acid.

4. *37°C water bath or dry bath.

5. Laboratory timer

STORAGE, SHELF-LIFE AND STABILITY

Unopened reagents are stable until the given expiry date when stored under conditions indicated on the vial or kit label.
Protein C Substrate
Protein C Activator
Protein C Diluent

Reconstituted reagent is stable for 1 week at *2—*8°C or one month at -20°C.
Reconstituted reagent is stable 1 week at *2-"8°C or one month at -20°C.
Store at *2-'8°C.

SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION

Plastic or siliconised glass should be used throughout. Blood (9 parts) should be collected into 3.2% or 3.8% sodium cltrate
anucoagulan( (1 part). Separate plasma after centrifugation at 1500 x g for 15 minutes. Plasma should be kept at *2 —*8°C o
18 —"24°C. Testing should be comFleled within 4 hours of sample collection, orglasma can be stored frozen gt -20°C for 2 weeks
or -70°C for 6 months. Thaw quickly at *37°C prior to testing. Do not keep at *37°C for more than 5 minutes”. Erroneous results

may be caused by contamination wlth l}’ssue fluids or stasis. Avoid agltatlcn air bubbles or foaming. For the effects of commonly
administered drugs, refer to Young, et a

PROCEDURE

Prepare plasma standards (REF 5185) and patients' plasma samples as follows:
Important: Use only 0.85% NaCl solutions for dilutions.

Standard % Plasma Buffer

100% 100 pL Calibration Plasma + 300 pL saline
50% 50 pL Calibration Plasma + 350 pL saline
0% 400 pL saline only
Patient 100 pL plasma +300 L saline

A. End Point Method Assay
1. Toaglass or plastic test tube:
Add 100 pL standard or patients' plasma dilution.
Incubate at *37°C for 2 minutes.
Add 200 pL Protein C Activator and mix.
Incubate at *37°C for 5 minutes.
Add 200 pL Protein C Substrate and mix.
Incubate at *37°C for 10 minutes
Add 200 pL acetic acid and mix.
* Add 200 pL water (optional).
* Some spectrophotometers require a minimum of 1 mL volume in the cuvette.
2. Read absorbance at 405 nmin a 1 cm semi-micro cuvette against a blank prepared with deionised water. As many as ten
with the same stop watch by staggering pipetting steps at five second
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intervals.
B. Kinetic Method
Automated analyser required. Reler to. (he appropnale Instrument Operator Manual for detailed instructions or contact Helena

urope for guides. Example table:
Reagent Volume Time
Sample 75 uL 3:00
Protein C Activator 75 L 5:00
Protein C Subtrate 75 uL 5:00

Calibration Curve

Plot the absorbance oblalned for each of the pro(eln C slandards against proleln C % on llnear graph paper. The proleln C
concentration in dpanents plas
standard is used, the protein C concentratlon |n the patient’s speclmen should be ad]usted for lhe prolem C concentratlon |n the
stagdarddThe calibration curve shown below is an example only. A calibration curve must be obtained each time the assay is
performe:

Sample Calibration Curve

Delta Absorbance at 405nm

50
% Protein C

INTERPRETATION OF RESULTS

Protein C deficiencies, either congenital or acquired, may lead to serious events such as deep vein
thrombosis, or pulmonar embolism. Approximately 2-8% of all patients with venous thrombosis under the age of 40-45 years have
Protein C deficiencies. Patients with hereditary deficiencies generally present with venous thrombosis in young adulthood. The first
episode is usually spontaneous and associated with trauma or stress to the The prevalence of Protein C
deficiencies is one case per 300 people or approximately 0.33%.
Acquired Deficiencies
Decreased levels of protein C are observed in the following cases:

1. Hepatic disorders: hepatitis, cirrhosis.

2. DIC.

3. Oral anticoagulant therapies, in which cases the interpretation of test results is difficult if the patients have had a history of

thromboses and are receiving oral anticoagulant treatments.

Congenital Deficiencies
Two types of deficiencies can be observed:

1. Quantitative type I, in which (he functional and antigenic Ievels are simultaneously decreased.

2. Qualitative or type II, y a level and by a normal or subnormal immunological level.

LIMITATIONS

Icteric, i i interfere with absorbance readings, thus requiring the use of plasma blanks for
accurate results. Plasma blanks are also needed on patients when contact factor activation is suspected, such as DIC patients, or
from individuals on oral contraceptives where cold activation may occur. Blanks are obtained by substituting saline for the Protein C
Activator in the test reaction. Subtract the sample blank activity from the sample test activity.

The naturally-occul activator of protein C is thrombin in"the presence of thrombomodulin. The possible existence of clinical
protein C abnormalities not detectable by reactivity with the snake venom activator or with the chromogenic substrate used in this kit
should not behpreclud?d To assure accurate, reproducible results, use accurate pipetting devices and observe recommended

with particular o

QUALITY CONTROL

Each laboratory should establish a quality control program. Normal and abnormal control flasmas should be tested prior to each
batch of patient samples, to ensure satisfactory instrument and operator performance. If controls do not perform as expected,
atient results should be considered invalid.
elena Biosciences Europe supply the following controls available for use with this product:

REF 5301 Speciality Assayed Control N
REF 5302 Speciality Assayed Control A
REFERENCE VALUES

Reference values can vary between laboratories depending on the techniques and systems in use. For this reason each laboratory
should establish its own normal range. ﬁProleln C activity values are usuall x ressed in relative percentages compared to a pooled
normal plasma standard. Bertina et al’ reported a range of 65-145% ln althy individuals with dlmlnl§hed levels found following
anticoagulant therapy. There is apparently no difference in protein C betweon healthy males and females’.

The following reference values have been determined by Helena Biosciences Europe or their representatives using a photo-optical
coagulation instrument, using 17 plasmas of presumed healthy men and women.

Protein C activity % sD Range

105% 26.6 61.2-162.9%

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Helena Biosciences Europe or their representatives have determined the following performance characteristics as a guideline. Each
laboratory should establish it's own performance data.

Specificity
In studies where recovery of protein C plasma was determined after addition of various amounts of protein C to protein C deficient
plasma, the expected recovery was obtained.

Reproducibility

Intra-assay precision Inter-assay precision
n Protein C CV (%) n Protein C CV (%)
10 68.5 25 18 45.3 26
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Fiche technique

UTILISATION

Le kit Protein C (Chromogenic) est destiné a la réalisation des analyses chromogénes de I'hémostase.

Protein C (Chromogenic)
Anleitung d e

VERWENDUNGSZWECK
Das Protein C (Chromogenic)-Kit ist fiir chromogene Gerinnungstests vorgesehen.

Protein C ist ein Vitamin K-abhangiges Protejn, das in der Regulierung der Antikoagulanz-Mechanismen eine wichtige Rolle spleg
Es kann durch Inaktivierung der Faktoren Va' und Vllla® die Koagulation hemmen oder, wenn aktiviert, die Fibrinolyse stimulieren®.
Protein C zirkuliert als Zymogen im Blutkreislauf und wird durch Thrombin in Anwesenheit von Thrombomodulin in eine aktive

wohl der als auch der erworbene Protein C-Mangel hat sich bei der Entstehung von
Venenthrombosen als Hlslkolaklor erwiesen. Das Protein C im Plasma wird durch eine aus dem Gift der Schlan&e Agkistrodon
contortrix gewonnene spezifische Fraktion aktiviert. Die Menge an aktiviertem Protein C (APC) wird durch Uberprifen der
Hydrolyse-Geschwindigkeit eines_Protein C-spezifischen chromogenen Substrats bestimmt. Die Freisetzung von pNA wird bei
405 nm gemessen und ist zum Protein C-Wert proportional. Der Test Protein C (Chromogenic) der Firma Helena Biosciences
Europe ist zur quantitativen Bestimmung von Protein C in Humanplasma mittels einer chromogenen Testmethode bestimmt.

La protéine C est une protéine vitamine K dépendante qui joue un rdle |mpona|3
d’ antlo%a ulation. Elle peut inhiber la coagulation en inactivant les facteurs Va' et Vllla® ou sllmulev la llbnnolyse Iorsqu ‘elle est
activée”. Elle circule sous la forme d'un zymogéne et se transforme en sérine-protéase active sous I'action de la thrombine en
présence de thrombomoduline. Il a été démontre qu'un déficit en protéine C, qu'il soit héréditaire ou acquis, constitue un facteur de
risque de développement d’une thrombose veineuse. La protéine C du plasma est activée par une fraction spécifique provenant de
venin de serpent Agkistrodon contortrix. La quantité de protéine C activée (PCa) est déterminée en évaluant le taux d’hydrolyse
d’un substrat chromogénique speclll%le de la protéine C. La formation de pNA est mesurée & 405 nm et est proportionnelle au taux
de protéine C. Le dosage Protein C (Chromogenic) Helena Biosciences Europe utilisé pour la détermination quantitative de la
protéine C dans le plasma humain en utilisant une méthode de dosage chromogénique.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Les réactifs du kit sont a usage diagnostique in vitro uni — NE PAS Porter un équij de
individuelle approprié lors de la manipulation de tous les composants du kit. Consulter la llche de données de sécurité du produit
pour obtenir le lien vers les phrases de risque et les conseils de prudence le cas échéant. Eliminer les composants conformément
aux églementations locales.

COMPOSITION

Composant Contient  Description Préparation

Protein C 6x2mL  Chaque flacon contient 2,75 ymol de Fleconsmuer chaque flacon en aJoutant

Substrate pyro-Glu-Pro-Arg-pNA.HC lyophilisé. 0 mL de Diluant Protéine C. S'il est
xrcuble le chauffer quelques minutes a

Protein C 6x2mL  Chaque flacon contient 0,8 unités d activateur Reconstituer I'activateur en ajoutant

Activator provenant de venin de serpent (Protac”). 2,0 mL d’eau désionisée.

Protein C 3x5mL  Chaque flacon contient un tampon tris concentré Prét a I'emploi.

Diluent additionné d'azide de sodium comme conservateur.

Chaque kit contient une fiche technique.

MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

Spectrophotométre fonctionnant a 405 nm.
REF 5185 Calibration Plasma.

Acide acétique glacial.

Bain sec ou bain-marie & *37°C.
Chronometre de laboratoire.

Lol o S

CONSERVATION, DUREE DE VIE UTILE ET STABILITE

Les flacons de réactif non ouverts sont stables jusqu'a la date de péremption indiquée s'ils sont conservés dans les conditions
indiquées sur I'étiquette du kit ou du flacon.

Protein C Substrate
Protein C Activator
Protein C Diluent

Le réactif reconstitué est stable une semaine entre *2—-8°C ou un mois & -20°C.
Le réactif reconstitué est stable une semaine entre *2—~*8°C ou un mois & -20°C.
Conserver entre *2—*8°C.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser tout au long du prélévement du plastique ou du verre siliconé. Mélanger 9 volumes de sang et 1 volume de citrate de

sodium & 3,2% ou 3,8%. Séparer le plasma aprés centrifugation a 1500 x 9 pendant 15 minutes. Conserver le plasma entre

*2-'8°C ou *18 ‘24°C L'analyse doit étre (ermmee dans les 4 heures suivant le prélevement de I'échantillon; sinon, il est poss|ble

de congeler le plasma 2 semaineg & -20°C mois a -70°C. Décongeler rapidement a +37°C avant de réaliser I analyse Ne

laisser a *37°C plus de 5 minutes”. Il est ?usslble d’obtenir des résultats erronés en cas de conlammallog avec du liquide llssulalre

ou en cas de stase. Eviter d'agiter et de former des bulles d'air ou de I'¢écume. Se référer a Young, et a” pour connaitre les effets
es

PROCEDURE

Préparer des étalons de plasma (REF 5185) et des échantillons de plasma du patient de la maniére suivante :
Important: Utiliser uniquement des solutions de NaCl a 0,85% pour les dilutions.

Etalon % Plasma Tampon

100% 100 L de Calibration Plasma + 300 pL de solution physiologique

50% 50 pL de Calibration Plasma + 350 pL de solution physiologique

0% 400 L de solution physiologique uniquement
Patient 100 pL de plasma + 300 pL de solution physiologique

A. Dosage en point final

1. Dans un tube a essai en verre ou en plastique:

Ajouter 100 pL de dilution de plasma patient ou étalon.

Incuber 2 minutes & *37°C.

Ajouter 200 pL d’activateur et mélanger.

Incuber 5 minutes & *37°C.

Ajouter 200 pL de substrat Protéine C et mélanger.

Incuber 10 minutes a *37°C.

Ajouter 200 pL d’acide acétique et mélanger.

* Ajouter 200 pL d’eau (en option).

* Certains spectrophotométres exigent un volume minimum de 1 mL dans la cuvette.

2. Lire I'absorbance & 405 nm dans une cuvette semi-micro (1cm) par rapport & un blanc préparé avec de I'eau désionisée. Il
est possible de réaliser jusqu'a dix déterminations simultanément avec le méme chronometre en échelonnant les étapes de
pipetage a des intervalles de cinq secondes.

B. Méthode cinétique
Automate d'analyse nécessaire. Consulter le manuel d'utilisation de I'instrument aj fppropne pour obtenir des instructions détalllees
ou contacter Helena Biosciences Europe pour obtenir des notes d'application spécifiques & I'instrument. Tableau d'exemple
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Réactif Volume Temps
Echantillon 75 L 3:00
Protein C Activator 75pL 5:00
Protein C Subtrate 75 uL 5:00

Courbe d’étalonnage

Tracer une courbe, point par anl représentant I'absorbance obtenue avec chacun des étalons de cproléine C en fonction du % de
protéine C sur du’ papier millimétré, Il est possible de déterminer la concentration en protéine C des échantillons patients par
interpolation & partir de la courbe d'étalonnage. Si un étalon de protéine C industriel est utilisé, la concentration en protéine C de
I'échantillon patient doit étre ajustée en fonction de la concentration en protéine C de I'étalon. La courbe d'étalonnage ci-dessous
n'est indiquée qu’a titre d'exemple. Tracer une courbe d'étalonnage chaque fois que le dosage est réalisé.

Courbe d’étalonnage échantillon

Delta de I'absorbance a 405nm

50
% Protéine C

INTERPRETATION DES RESULTATS

Un déficit en protéine C, congénital ou acquis, peut conduire & des comphcanons thrombotiques graves comme une
thrombophlébite, une thrombose veineuse profonde ou une embolie pulmonaire. Entre 2 et 8% de I'ensemble des patients souffrant

WARNE UND VORSICHTSM.

Die in diesem Kit enthaltenen i r die von _in-vitro-Di; vorgesehen. NICHT

VERSCHLUCKEN. Tragen Sie beim Umgan mll sémtlichen Komponenlen des Kis geeignete Schutzausristung. Beachten Sie

%egebenenlalls die Verweise auf entsprechende Gefahren- und in der

nisorgen Sie die Komponenten gemaB den ortlichen Vorschriften.

ZUSAMMENSETZUNG

Komponente Inhalt Beschreibung Vorbereitung

Protein C 6x2mL  Jede: dschchen enthalt 2,75 ymol Jedes Flaschchen mit 2,0 mL Protein

Iyophilisiertes pyro-Glu-Pro-Arg-pNA.HCI. C-Vevdunnungspulfgr rekonstituieren. Bei Trlibung

einige Minuten bei *37°C anwarmen.

Protein C 6x2mL  Jedes Flaschchen enthéilt 0,8 Elnhe\gen Aktivator mit 2,0 mL entionisiertem Wasser

Activator Aktivator aus Schlangengift (Protac rekonstituieren.

Protein C 3x5mL  Jedes Flaschchen enthélt Tris-Puffer mit Gebrauchsfertig.

Diluent Natriumazid als Konservierungsmittel.

Jedes Kit enthalt eine Gebrauchsanweisung.
ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE ARTIKEL

1. Spectrophotomeétre fonctionnant a 405 nm.
2. REF 5185 Calibration Plasma

3. Acide acétique glacial.

4. Bain sec ou bain-marie a ¥37°C.

5. Chronométre de laboratoire.

LAGERUNG, HALTBARKEIT UND STABILITAT

Ungedffnete Flea%enzlen sind unter den auf Verpackung oder Flaschchen angegebenen L i bis zum
Verfallsdatum stal

Protein C Substrate
Protein C Activator
Protein C Diluent

Rekonstituiertes Reagenz ist bei *2 ~*8°C eine Woche oder bei -20°C einen Monat stabil.
Rekonstituiertes Reagenz ist bei *2—8°C eine Woche oder bei -20°C einen Monat stabil.
Bei *2-78°C lagern.

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG

Nur Plastik oder Slllkonglas verwenden. Blut (9 Teile) sollte in 3,2% oder 3,8% Namumcnral als Annkoagulanz (1 Teil) entnommen

len. 15 Minuten bel 1500 g und Plasma Plasma bei *2 —'8°C oder *18 —'24°C lagern. Plasma

sollte innerhalb von 4 Stunden verarbeitet oder tief gefroren bei -20°C fir 2 Wochen oder -70°C fur 6 Monat gelagert werden. Vor

dem Testen schnell bei *37°C auftauen. Nicht langer als 5 Minuten bei *37°C belassen®. Fehlerhafte Resultate kénnen durch

Kontamination mit Gewebeflussigkeit oder Stase verursacht werde, /g\ Schitteln, Luftblasen oder Schaumbildung vermeiden. Fur die
haufig siehe Young et a

VORGEHENSWEISE

(REF 5185) und P:
Ur die Verdinnungen nur 0,85% Kochsalz-| Losung verwenden

Standards % Proben Puffer

100% 100 pL Calibration Plasma + 300 pL Kochsalz
50% 50 pL Calibration Plasma + 350 pL Kochsalz
0% 400 pL nur Kochsalz
Patient 100 pL Plasma + 300 pL Kochsalz

A. Endpunkt-Methode
1. In ein Glas- oder Plastikréhrchen:
1DD‘yL Standard- oder Patientenplasma-Verdinnung zufigen.
Bei "37°C 2 Minuten inkubieren.
ZOOtIL Aktivator zugeben und mischen.
Bei "37°C 5 Minuten inkubieren.
ZOOfL Protein C-Substrat zugeben und mischen.
Bei "37°C 10 Minuten inkubieren.
200 pL Eisessig zugeben und mischen.
* 200 pL Wasser zuftigen (optional).
* Einige Speklralfolomeler bendtigen ein Minimum von 1 mL Volumen in der Kivette.

2. Die Extinktion bei 405 nm in einer 1 cm Halbmikrokiivette gegen einen Leerwert aus entionisiertem Wasser ablesen. Es
kénnen mit derselben Stoppuhr bis zu 10 Bestimmungen gleichzeitig gestartet werden, indem die Pipettierschritte im
Abstand von fiinf Sekunden ausgefihrt werden.

B. Kinetische Methode

se.eoo0os

Automatlsches_An_aleegeral erforderlich. Siehe die Geréts fir %enaue Anweisungen
oder wenden Sie sich an Helena Biosciences Europe fiir spezielle anwendungs(echmsohe Hinweise. Beispiel-Tabelle:

Reagenz Volumen Zeit

Probe 75 L 3:00

Protein C Activator 75 uL 5:00

Protein C Subtrate 75 L 5:00

Kalibrationskurve
Dle Extinktionen der einzelnen Protein C-Standards ge?‘en Protein C % aul elnem linearen Millimeterpapier auﬂragen Die Protein
n dem kann N au len. Wird ein
kommerzneller Proleln C S(andard verwendel sollle die ﬁ'rolem C-l Konzenlranon in der Pa(len(enprobe aul‘ die Protein
K: in der Abbildung unten dient lediglich als Beispiel. Es

ie
muss far jeden Testlauf eine Kallbrallonskurve erslelll werden.

05 Proben-Kalibrationskurve
04
03

02

o1

Extinktion vib Delta bei 405 nm

50
% Protein C

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Protein C-Mangel, entweder angeboren oder erworben, kann zu thr reigni fuhren wie
Thrombophlebitis, tiefe Venenthrombose oder Lungenembolie. Ungefahr 2-8% aller Patienten unter 40-45 Jahren mit einer
Venenthrombose wiesen einen Protein C- Man?el auf. Bei Patienten mit hereditaren Mangelerscheinungen treten Venenthrombosen
in der Regel im lruhen Erwachsenenalter au Dle erste Ep|sode erelgne( slch fur gewohnhch sponlan und ist mit Trauma oder

uf den otein C-Mangels betragt 1 Fall auf 300 oder

ungefahr 0,33%.
Erworbenen Mangelzustéande
Ein verminderter Protein C-Spiegel wird in folgenden Fallen beobachtet:
1. Lebererkrankungen: Hepatitis, Zirrhose.
2. DIC.
3. Orale Antikoagulanztherapien, bei denen sich die Interpretation der Testergebnisse als schwierig erweist, wenn die
Patienten schon in der Anamnese Thrombosen aufwiesen und daher mit oralen Antikoagulanzien behandelt werden.
Angeborene Mangelzustinde
Zwei Arten von Mangelzusténden kdnnen beobachtet werden:
1. Quantitativ oder Typ I, bei dem die Antigen- und funktionalen Werte gleichzeitig vermindert sind.
2. Qualitativ oder Typ Il, der durch verminderte funktionale Werte und normale oder subnormale immunologische Werte
charakterisiert wird.

EINSCHRANKUNGEN

Ikterische, hamolytische odev therllpamlsche Proben stéren das Ablesen der Extinktionen und bendtigen daher fiir korrekte
Ergebnisse Proben-Leerw en-Leerwerte sind auch bei Patienten erforderlich, bei denen man eine Oberflachenfaktor-

d’une thrombose veineuse avant I'age de 40-45 ont un déficit en protéine C. Les patients ayant un déficit présentent en
général des thromboses veineuses au début de I'4 (.fe adulte. Le premier épisode est le plus souvent spontanée et associé a un
fraumatisme ou une agression des mécanismes de I'hémostase. Le taux de prévalence du déficit en protéine C est d'un cas pour
300 habitants, soit environ 0,33%.

Déficits acquis
Une diminution du taux de protéine C est observée dans les cas suivants:
1. Troubles hépatiques : hépatite, cirrhose.
2. CIVD.
3. Thérapie avec anticoagulants oraux ; dans ce cas, l'interprétation des résultats est problématique si les patients ont des
antécédents de thromboses et regoivent un traitement avec anticoagulants oraux.
Déficits congénitaux
Il est possible d’'observer deux types de déficits:
1. Déficit quantitatif ou de type I, dans quuel ilya une dlmmullon swmullanée des taux fonctionnel et antigénique.

2. Déficit qualitatif ou de type II, par une du taux et par un taux immunologique normal ou
légérement au-dessous de la normale.
LIMITES
ictériques, hé és et hyj émi interférent avec les mesures de |’ si bien qu'il est

d ullllser des blancs prepares avec du plasma pour avoir des résultats exacts. Il faut aussi utiliser ces blancs de plasma pour les
patients chez qui on soupgonne une activation du facteur de contact, comme en cas de CIVD, chez ceux qui sont sous
contraceptifs oraux ou il est possible qu'il se produise une activation par le froid. lls sont produits en substltuant I'activateur par de la
solution physiologique dans la réaction de I'analyse. Soustraire I'activité du blanc d’échantillon de I ‘activité de I'echantillon analyse

La thrombine, en présence de thrombomoduline, est l'activateur naturel de la protéine

vermutet (z. B. F‘atlenlen mit Verbrauch oder bei F nen, die orale Verhiitungsmittel einnehmen, bei
denen eine Kalteaktivierung auftreten kann. Beim Testansatz der Leerwerte wird der Aktivator durch Kochsalz ersetzt. Die Leerwert-
Aktivitat von der Proben-Aktivitat abziehen.

Der natrlich vorkommende Protein C-Aktivator ist Thrombin in Anwesenheit von Thrombomodulin. Ein mégliche Existenz klinischer
Protein C-Abnormalitaten, die durch Reaktion mit dem Schlangengm Aktlvator oder mit dem Chromogen-Substrat in diesem Kit
nicht nachzuweisen sind, darf nicht ausgeschlossen werden. Zum Erhalt richtiger,

verhwelnden und die emplohlenen Vorgehensweisen, ganz besonders im Hinblick auf ‘Inkubationszeiten und Inkubahonstemperatur
einhalten.

QUALITATSKONTROLLE

Jedes Labor muss fiir eine eigene Qualitatskontrolle sorgen. Vor jeder Testreihe mit Panen(enproben muissen normale und
abnormale Konlrollplasmen geleslel werden um eine zufrieden stellende Liegen
ind die Patientenergebnisse nicht zu verwenden

In Verblndung mit dlesem Produkl bietet Helena Biosciences Europe die folgenden Kontrollen an:

REF 5301 Speciality Assayed Control N
REF 5302 Speciality Assayed Control A
REFERENZWERTE

Referenzwerte konnen je nach Technik und verwendetem System von Labor zu Labor unterschiedlich sein. Aus diesem Grund
sollte jedes Labor seinen eigenen Normalwertbereich erstellen. Die Werte der Protein C-Aktivitat werden | der Regel als relative
Prozentsétze im Vergleich mit einem gepoolten, normalen Plasma-Standard ausgedriickt. Bertina e berichten von_einem
Bereich zwischen 65-145% bei Personen mit Werten na;h einer Anllkoagulanz Therapie. Es gibt
anscheinend in Bezug auf Protein € keinen Unterschied zwischen Mannern und Frau

Die folgenden referenzwerte wurden von Helena Biosciences Europe oder |n ‘ihrem Auftrag mit einem fotooptischen

cliniques de la protéine C, non détectables lors de la réaction avec lactivateur de venin de serpent ou avec le substrat
chromogeénique utilisés dans ce kit, n'est pas a exclure. Afin de garanllr la reproductibilité des résultats, utiliser des dispositifs de
pipetage precis et observer les tout it la et la durée
d'incubation.

CONTROLE QUALITE

Chagque laboratoire doit établir un programme de contréle qualité. Les plasmas de contrdle, normaux et anormaux, doivent étre
testés avant chaque lot d'échantillons patients afin de sassurer que linstrument et I'opérateur offrent des performances
satisfaisantes. S'ils ne donnent pas les résultats prévus, les résultats du patient doivent étre considérés comme non valables.
Helena Biosciences Europe distribue les contréles suivants & utiliser avec ce produit :

REF 5301 Speciality Assayed Control N

REF 5302 Speciality Assayed Control A

VALEURS DE REFERENCE

Les valeurs de référence ﬁeuvenl varier d'un laboratoire a l'autre suivant les techniques et les systemes utilisés. C'est pour cette
raison qu'il appartient & chaque laboratoire de déterminer ses propres valeurs usuelles. Le tgux d'activité de la protéine est en
général exprimé en un pourcentage relatif par rapport & un pool de plasma normal. Bertina et al” a slginale des valeurs usuelles de
65-145% chez les individus sains et une dlmlnu;lon du taux chez les patients sous anticoagulants. 1l n’y a apparemment pas de
différence entre les lemmes et les hommes sains’.

Helena Biosciences Euroj u ses mandataires ont déterminé les valeurs de référence suivantes en utilisant un instrument de
coagulation photo-optique, en utilisant 17 plasmas provenant de femmes et d’hommes vraisemblablement sains.

Activité de la protéine C Ecart-type Valeurs usuelles

105% 26,6 61,2-162,9%
CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Helena Biosciences Europe ou ses représentants ont déterminé a titre indicatif les performances suivantes. Chaque laboratoire doit
établir ses propres données de performance.

Spécificité

Dans des études servant & déterminer la récupération de la protéine C apres I'ajout de diverses quantités de protéine C & un
plasma déficient en protéine C, la récupération attendue a été obtenue.

Reproductibilité

Précision intra-série Précision inter-séries
n Protéine C CV (%) n Protéine C CV (%)
10 68,5 25 18 45,3 2,6
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ermittelt, mit 17 Plasmen von anscheinend gesunder Mé&nner und Frauen.
Protein C-Aktivitat SD Bereich
105% 26,6 61,2-162,9%

LEISTUNGSMERKMALE

Die folgenden Leistungseigenschaften wurden von Helena Biosciences Europe oder in ihrem Auftrag als Richtlinien ermittelt: Jede
Labor muss seine eigenen Werte ermitteln.

Spe:
Bei Studien, in denen eine Wiederfindung des Protein C-Plasmas nach Zugabe verschiedener Mengen Protein C zu Protein
C-Mangelplasma bestimmt wurde, konnten die erwartete Wiederfindung erreicht werden.

Reproduzierbarkeit

Intra-assay-Prazision Inter-assay-Prazision
n Protein C CV (%) n Protein C CV (%)
10 68,5 25 18 45,3 2,6
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Protein C (Chromogenic) |t
Istruzioni per 'uso

SCOPO PREVISTO
Il kit Protein C (Chromogenic) & concepito per I'esecuzione di dosaggi di emostasi mediante test cromogenico.

La proteina C & una proteina vitamina K-dipendente, che svolge un importante ruolo pella regolazione dei meccanismi
anticoagulanti. (]uesl§ proteina & in grado di inibire la coagulazione inattivando i fattori Va' e Vllla® oppure, se attivata, Ja
stimolare Ia fibrinolisi®. La proteina C circola come zimogeno e viene trasformata in una serinproteasi attiva dallazione della
trombina in presenza di trombomodulina. Le carenze di proteina C, siano esse ereditarie 0 acquisite, sono risultate essere un
fattore di rischio per lo sviluppo di trombosi venosa. La proteina C nel plasma viene attivata da una frazione specifica proveniente
dal veleno del serpente Agkistrodon contortrix. La quantita di proteina C attivata (APC) viene determinata mommrando il tasso di
idrolisi di un substrato cromogenico specmco er la proteina C II nlascwo di pNA, che viene misurato a m, & proporzionale al
livello di proteina C. Dosa@glo di Protein C (¢ urope & stato 10rmu\at0 per la determinazione
quantitativa della proteina C in plasma umano utilizzando un me(odo dl dosaggio cromogenico.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

| reagenti contenuti |n questo kit sono desllnah esclusivamente alla diagnostica in vitro - NON INGERIRE. Indossare un'adeguata

protettiv: dur: i tutti | componenti del kit. Per conoscere i relativi simboli precauzionali
e di pericolo, \addove pertinente, lare nlenmenlo alla dlchlarazlone di sicurezza del prodotto. Smaltire i componenti conformemente
alle normative locali vigenti.

COMPOSIZIONE

Componente Contiene  Descrizione Preparazione

Protein C 6x2mL Ogni flacone contiene 2,75 ymol di Ricostituire ogni flacone con 2,0 mL di

Substrate pyro-Glu-Pro-Arg-pNA.HCI liofilizzato. diluente dellg proteina C. Se risulta torbido,
riscaldare a *37°C per alcuni minuti.

Protein C 6x2mL Ogni flacone contiene 0,8 unita di attlvatcr@ Ricostituire I'attivatore con 2,0 mL di acqua

Activator proveniente da veleno di serpente (Protac”). deionizzata.

Protein C 3x5mL Ogni flacone contiene tampone tris con sodio Pronto per I'uso.

Diluent azide come conservante.

Ogni kit contiene un Istruzioni per I'uso.
MATERIALI NECESSARI, MA NON IN DOTAZIONE
1. Spettrofotometro funzionante a 405 nm.
2. REF 5185 Calibration Plasma.
3. Acido acetico glaciale.
4. Bagnomaria o bagno secco a *37°C.
5. Timer da laboratorio.
CONSERVAZIONE, VITA UTILE E STABILITA
Lr?igtenti non aperti sono stabili fino alla data di scadenza indicata se conservati nelle condizioni riportate sul flacone o sull'etichetta
el kit.
Protein C Substrate
Protein C Activator
Protein C Diluent

Il reagente ricostituito & stabile per una settimana a *2~*8°C o per un mese a -20°C.
Il reagente ricostituito & stabile per una settimana a *2-*8°C o per un mese a -20°C.
Conservare a *2-"8°C.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Nel corso dell'intera procedura & necessario utilizzare plastica o vetro siliconizzato. Il sangue &9 parti) deve essere raccolto in sodio
citrato al 3,2% o al 3,8% come anncoagulante (1 parte Separare il plasma in seguito a centrifugazione a 1500 x g per 15 minuti. Il
plasma deve essere Conservalo 24°C. | test devono essere completati entro 4 ore dalla racco\ta dei campioni; in
alternativa, il plasma puo essere conserva(o conge\alo a- 20 C per 2 setymane 0 a-70°C per 6 mese. Decongelare rapidamente a
*37°C prima di eseguire i test. Non conservare a ~37°C per. oltre 5 minuti®. La contaminazione con Ilcﬁndl tissutali o la stasi possono
dare luogo a risultali erronei. Evitare Iagllaglone le bolle d’aria o la formazione di schiuma. Per gli effetti dei farmaci comunemente
somministrati fare riferimento a Young et aj

PROCEDURA

Preparare gli standard di plasma (REF 5185) e i campioni di plasma del paziente come illustrato di seguito:
Importante: Per le diluizioni utilizzare esclusivamente soluzioni di NaCl allo 0,85%.

Standard % Plasma Tampone

100% 100 L di Calibration Plasma + 300 pL di soluzione fisiologica
50% 50 L di Calibration Plasma +350 L di soluzione fisiologica
0% 400 L di sola soluzione fisiologica
Paziente 100 pL di plasma + 300 pL di soluzione fisiologica

A. Dosaggio con metodo end-point

1. Inuna provetta di prova in vetro o plastica:

Aggiungere 100 pL di diluizione di plasma standard o del paziente.
Incubare a *37°C per 2 minuti.

Aggiungere 200 pL di attivatore e miscelare.

Incubare a *37°C per 5 minuti.

Aggiungere 200 L di substrato per proteina C e miscelare.
Incubare a *37°C per 10 minuti.

Aggiungere 200 pL di acido acetico e miscelare.

Aggiungere (facoltativamente) 200 pL di acqua.

* Aleuni spellrolo(omem richiedono un volume minimo di 1 mL nella cuvetta.

2. Leggere I'assorbanza a 405 nm in una cuvetta semi-micro da 1 cm rispetto ad un blank preparato con acqua deionizzata.
Alcuni spettrofotometri richiedono un volume minimo di 1ml nella cuvetta. Con lo stesso cronometro possono essere
eseguite finoa 10 le fasi ad intervalli di 5 secondi.

B. Metodo cinetico
Richiesto analizzatore automatico. Fare riferimento al manuale utente dello strumento a[IJ_propna(o per istruzioni dettagliate oppure
contattare Helena Biosciences Europe per le note applicative specifiche dello strumento. Tabella esemplificativa:

se.ooo0Te

Reagente Volume Tempo
Campione 75 UL 3:00
Protein C Activator 75 L 5:00
Protein C Subtrate 75 uL 5:00

Curva di calibrazione

Tracciare I'assorbanza ottenuta per ciascuno degli standard per proteina C rispetto alla % proteina C utilizzando una carta per
grafici lineari. La concentrazione di proteina C nei campioni di plasma del paziente puo essere determinata per interpolazione dalla
curva di calibrazione. Se viene utilizzato uno standard per Protema C disponibile in commercio, la concentrazione di proteina C nel
campione del paziente deve essere adeguata in base alla concentrazione di protelna C preseme nello standard. La curva di
calibrazione sotto rappresentata viene fornita a titolo ricavare una curva di calibrazione
ogniqualvolta viene eseguito il dosaggio.

Curva di calibrazione dei campioni

Delta assorbanza a 405nm

50
% proteina C

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Le carenze di Protelna C, siano esse congenite o acquisite, possono portare agravl eventi trombotici quali tromboflebite, trombosi
delle vene profonde o embolia polmonare. Circa il 2-8% di tutti i pazienti colpiti da trombosi venosa al di sotto dei 40-45 anni di eta
presenta carenze di proteina C. | pazienti con carenze ereditarie presentano generalmente una trombosi venosa nella giovane eta
adulta. Il primo episodio € solitamente spontaneo ed associato a trauma o stress legato al meccanismo emostatico. La prevalenza
delle carenze di proteina C & pari ad un caso su 300 individui ovvero allo 0,33% circa.
Carenze acquisite
| livelli ridotti di proteina C si osservano nei seguenti casi:
1. Disordini epatici: epatite, cirrosi.
2. DIC.
3. Terapie anti i orali, in cui I e dei risultati del test appare dlfﬁcoltosa se i pazienti presentano
un’anamnesi di trombosi e sono in con farmaci
Carenze congenite
Possono essere osservati due tipi di carenze:
1. Carenze quantitative o di tipo |, in cui i livelli funzionali e antigenici si riducono simultaneamente.
2. Carenze qualitative o di tipo II, caratterizzate da un minore livello funzionale e da un livello immunologico normale o
subnormale.

LIMITAZIONI

| campioni itterici, emolizzati o iperlipemici interferiscono con le letture dell'assorbanza, richiedendo pertanto I'utilizzo di blank
plasmatici per I'ottenimento di risultati precisi. | blank plasmatici sono necessari anche nei pazienti in cui si sospetta un‘attivazione
del fattore per contatto, come i pazienti con DIC, oppure nei so?gem che assumono contraccettivi orali e in cui si potrebbe verificare
"attivazione a freddo. | blank vengono ottenuti sosmuendo [a soluzione salina con lattivatore nella reazione del test. Sottrarre
I attivita del blank campione dall’attivita del test car
L'attivatore naturale della proteina C & la Irombma |n presenza di trombomodulina. Non & da escludere la possibile esistenza di
anomalie cliniche della proteina C non rilevabili dalla reattivita con I'attivatore del veleno di sergeme o con il substrato cromogenico
utilizzato in questo kit. Per garantire risultati accurati e utilizzare i io precisi e rispettare le
ai tempi e alla dii ione.

CONTROLLO QUALITA

Ogni laboratorio deve definire un programma di controllo qualita. | plasmi di controllo normali e anomali devono essere testati prima
di ogni lotto di campioni di pazienti, per garantire un livello prestazionale soddisfacente sia per quanto riguarda lo strumento cheé)er
I'operatore. Qualora i controlli non funzionassero come previsto, i risultati relativi ai pazienti dovranno essere considerati non vali
Helena Biosciences Europe mette a disposizione i seguenti controlli utilizzabili con questo prodotto:

REF 5301 Speciality Assayed Control N

REF 5302 Speciality Assayed Control A

VALORI DI RIFERIMENTO

| valori di riferimento possono variare tra i singoli laboratori in funzione delle tecniche e dei sistemi utilizzati. Per tale motivo ciascun
laboratorio dovra elaborare un proprio range normale. | valori di attivita della proteina C vengono solitamente espressi in percentuali
relative rispetto ad uno standard di plasma normale in pool. Bertina et al” hanno segnalato un range di 65-145% in soggetti sani con
livelli ridotti riscontrati in seﬁulm a terapia gntlcoagulante Apparentemente non vi & alcuna differenza in termini di proteina C tra
individui sani di sesso maschile e femminile’

Le seguenti valori di riferimento sono state determinate da Helena Biosciences Europe o dai propri rappresentanti con I'utilizzo di
uno strumento di coagulazione foto-ottico, con 17 plasmi di uomini e donne ritenuti sani.

Attivita della proteina C DS Range
105% 26,6 61,2-162,9%

CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

Le caratteristiche prestazionali sotto riportate sono state determinate da Helena Biosciences Europe o dai propri rappresentanti a
titolo di linee guida. Ciascun laboratorio dovra pertanto elaborare i propri dati prestazionali.

Specifi

Ne: %ll studi in cui & stato determinato il ripristino dei livelli plasmatici di proteina C in seguito all'aggiunta di varie quantita di proteina
plasma carente, ¢ stato ottenuto il ripristino previsto.

Riproducibilita

Precisione intra-dosaggio Precisione tra i dosaggi
n Protein C CV (%) n Protein C CV (%)
10 68,5 25 18 45,3 2,6
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Protein C (Chromogenic) es
Instrucciones de uso

USO PREVISTO
El uso previsto del kit Protein C (Chromogenic) es realizar ensayos de hemostasia basados en la cromogenia.

La proteina C es una proteina dependiente de la vitamina K que desempefia un paPeL importante en la regulacion de los

Puede inhibir la 1 inactivando los factores Va'y Viila? o, cuando se activa, puede estimular
la hbrmohs\s La proteina C circula como zimégeno y se convierte en una proteasa de la serina activa mediante la accion de la
trombina e de Se ha que las de proteina C tanto hereditarias como

adqumdas son un factor de riesgo para el desarrollo de trombosis venosa. La proteina C en el plasma es activada por una fraccion

TecT-cuctema «XpomoreHHbii MpoteunH C»
MHCTPYKUWA

ru

HA3HAYEHUE

KomnnekT «XpomoreHHblii MpotenH C»

ana e Ha XPOMOreHHOi OCHOBE.

Mpoten C — 370 BUTaMMH-K-33BUCMbIA NPOTEMH, KOTOPbI WrPaeT BAKHYIO PONp B DEFyNMPOBAHMN MEXaHU3MOB
aHTUKoarynAumn. OH MOXET MHIrMBMpoBaTh KoarynAuvio nyTem nHakTueauwm chaktopos Va' u Villa® nubo B cnyyae aktmeaummn
MOXET CTUMynupoBaTb chnbpuHonns”. MpotenH C uwpkynvnpyer Kak npocpepmem N 13- aa Eosnewcmm TpombuHa B
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especifica del veneno de serpiente Agklslradan contortrix. La cantidad de proteina C activada (PCA) se delermma conlrolando la
tasa de hidrdlisis de un sustrato cromogeno especifico de la proteina C. La liberacion de pNA se mide a 4

al nivel de proteina C. El ensayo de Protein C (Chromogenic) de Helena Biosciences Europe esta dlsenado para \a determlnaclcn
cuantitativa de la proteina C en el plasma humano usando un método de ensayo cromogeno.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Los reactivos que contiene este kit son sélo para uso de diagnostico in vitro: NO INGERIR. Lleve el equipo de proteccion personal
adecuado cuando utilice todos los componentes del kit. Consulte la declaracién de seguridad del producto para saber mas sobre

las i de y riesgo. Desechar los componentes de conformidad con las normativas locales.

COMPOSICION

Componente Contiene  Descripcion Preparacion

Protein C 6x2mL Cada vial contiene 2,75 Reconstituir cada vial con 2,0 mL de disolvente

Substrate pyro-Glu-Pro-Arg-| pNA CI Iloﬁllzada ge proteinas C. Si queda turbio, caliente a
37°C durante unos minutos.

Protein C 6x2mL  Cada vial contiene 0,8 unidades de Reconstituir el activador con 2,0 mL de agua

Activator activador de veneno de serpiente (F'rctac ).  desionizada.

Protein C 3x5mL Cada vial contiene tampon tris con azida de  Listo para su uso.

Diluent sodio como conservante.

Cada kit contiene instrucciones de uso.

ARTICULOS NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

Espectrofotometro que funcione a 405 nm.
REF 5185 Calibration Plasma.

Acido acetico glacial.

Bafio seco o bafio maria a *37°C.
Cronémetro de laboratorio.

Ll ol ol S

ALMACENAMIENTO, CADUCIDAD Y ESTABILIDAD

Los reactivos no abiertos son estables hasta la fecha de caducidad indicada cuando se conservan en las condiciones indicadas en
el vial o en la etiqueta del kit.

Protein C Substrate El reactivo reconstituido permancece estable durante una semana a *2-*8°C o un mes a -20°C.
Protein C Activator El reactivo reconstituido permancece estable durante una semana a *2-*8°C o un mes a -20°C.
Protein C Diluent Guardar a *2-8°C.

RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Debe usarse siempre plastico o vidrio siliconizado. Debe recogerse sangre (9 partes) en el anticoagulante citrato sodico al 3,2% o
al 3 8% (1 pane) S?arar el plasma después de la centrifugacion a 1500 x g durante 15 minutos. El plasma debe conservarse a

gruebas deberian terminarse en 4 horas desde la recogida de las muestras o el plasma puede
cansewarse congelado 3 20°C durante 2 semanas o -70:C durante 6 mes. Descongelar rapidamente a *37°C antes de realizar la
prueba. No conservar a *37°C durante mas de 5 minutos®. Pueden producirse erroneos por con liquidos
tisulares o estasia. Evitar la agitacion, las burbu]ﬁs de aire o la formacién de espuma. Para comprobar los efectos de los farmacos
que se suelen administrar, consultar Young, et al

PROCEDIMIENTO

Preparar estandares de plasma (REF 5185) y muestras de plasma del paciente como sigue:
Importante: Usar solo soluciones con NaCl al 0,85% para las diluciones.

Esténdares % Plasma Tampén

100% 100 pL Calibration Plasma + 300 pL solucion salina
50% 50 pL Calibration Plasma + 350 pL solucion salina
0% 400 L solucion salina sélo
Paciente 100 pL plasma + 300 pL solucion salina

A. Ensayo del método del punto final
1. Aun tubo de ensayo de vidrio o plastico:
Anadir 100 pL de dilucion de plasma de paciente o estandar.
Incubar a *37°C durante 2 minutos.
Afadir 200 L de activador y mezclar.
Incubar a *37°C durante 5 minutos.
Anadir 200 pL de sustrato de proteina C y mezclar.
Incubar a *37°C durante 10 minutos.
Anadir 200 pL de acido acético y mezclar.
* Anadir 200 pL de agua (opcional).
* Algunos espectrofo(ome(ros requieren un minimo de volumen de 1 mL en la cubeta.
2. Leer la absorbancia a 405 nm en una cubeta semi-micro de 1 cm frente a un blanco preparado con agua desionizada. Se

pueden reallzar hasta diez determinaciones simultaneamente con el mismo cronémetro, escalonando los pasos de
e cinco

PNOO RN

B. Método cmetlco

Se requiere el uso de un analizador automatizado. Consulte el manual del usuario del par:
detalladas 0 pongase en contacto con Helena Biosciences Europe para notas de aplicacion especificas del ms(rumenlo Tabla de
ejemplo:

Reactivo Volume Tiempo
Muestra 75 uL 3:00
Protein C Activator 75 pL 5:00
Protein C Subtrate 75 uL 5:00

Curva de calibracién

Representar la absorbancia obtenida para cada uno de los estandares de la proteina C frente al % de proteina C en papel
milimetrado lineal. La concentracion de proteina C en las muestras de plasma del paciente puede determinarse mediante
interpolacion a partir de la curva de calibracion. Si se usa un estandar comercial de proteina C, la concentracion de proteina C en la
muestra del paciente debe ajustarse para la concentracion de proteina C en el estandar. La curva de calibracion que se muestra a
continuacion es solo un ejemplo. Se debe obtener una curva de calibracion cada vez que se realiza el estudio.

Curva de calibracién de muestra

Absorbancia delta a 405nm

50
% Proteina C

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Las deficiencias de proteina S, congénitas o adquiridas, pueden llevar a acontecimientos trombéticos graves, como tromboflebitis,
trombosis venosa profunda o émbolia pulmonar. Aproximadamente el 2-8% de todos los pac\emes con trombosis venosa de edad
inferior a 40-45 aros tienen deficiencias en proteina C. Los pacientes con
trombosns venosas al principio de la edad adulta El primer eplsodlo suele ser esponlaneo y se asocia a Iraumallsmo 0 ataque
sobre el de la F de de proteina C es de un caso por 300 personas o
aproximadamente el 0,33%.
Deficiencias adquiridas
Se aprecian niveles mas bajos de proteina C en los siguientes casos:

1. Trastornos hepaticos: hepatitis, cirrosis.

2. CID.

3. Tralam\enlos anticogulantes orales, en cuyo caso, la interpretacion de los resultados de las pruebas es dificil si los

han tenido de y estan anticoagulantes orales.

Deficiencias congénitas
Se pueden apreciar dos tipos de deficiencias:

1. Tipo cuantitativo, |, en el que dismil i 4 los niveles y

2. Cualitativo o tipo Il, caracterizado por un nivel funcional mas bajo y un nivel inmunolégico normal o subnormal.

LIMITACIONES

Las muestras ictéricas, hemolizadas o hiperlipémicas interfieren con las lecturas de absorbancia, precisando asi el uso de blancos
de plasmadpara obtener resultados exactos. Se necesitan también blancos de plasma sobre los pacientes cuando se sospecha
activacion del factor por contacto, como los pacientes con CID o de los individuos que reciben anticonceptivos orales en los que
Euede producirse activacion por frio. Los blancos se realizan sustituyendo el activador por solucion salina en la reaccion de prueba.
estar la actividad del blanco de muestra de la actividad de la prueba de muestra.

El activador natural de la proteina C es la trombina en presencia de la trombomodulina. No debe excluirse la posible existencia de
anormalidades clinicas de la proteina C no detectables por la reactividad con el activador del veneno de serpiente o con el sustrato
cromogeno empleado en este kit. Para garantizar resultados reproducibles precisos, utilizar dispositivos de pipeteado precisos y
seguir los procedimientos recomendados con especial atencién a los tiempos y temperatura de incubacion.

CONTROL DE CALIDAD

de comrol de calidad. Los controles normales y anormales deben estudiarse antes
del i y el operador. Si los controles

no se realizan como se esperaba los resultados gel pacnenle deben considerarse invalidos.
Helena Biosciences Europe suministra los siguientes controles disponibles para usar con este producto:

REF 5301 Speciality Assayed Control N

REF 5302 Speciality Assayed Control A

VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia pueden variar entre los laboratorios dependiendo de las técnicas y sistemas usados. Por esta razén,

cada laboratorio debe establecer su propio intervalo normal. Los valores de actividad de la pr?;ema C suelen expresarse en
relativos en con un estandar de plasma normal acumulado. Bertina et al’. comunicaron un intervalo del

onpeag MOHUTOPUHIOM CKOPOCTW rMAponu3a NpoTenH-C-cneunduyHoro xpomoreHHoro cyﬁcmam
Bblxo,n I'IHK n3mepReTcA an 405 HM 1 YPOBHIO C. T «XPOMOTeHHbIN
MpotemH C» Hel Europe 1A KONMUYECTBEHHOTO ONPEAeNEHVA YPOBHA NPOTeNHA C B
nnasme KpoBM YenoseKa MeTonoM XPOMOTEHHOTO aHanMaa.

NPEAYNPEXAEHWA U MEPbI MPEAOCTOPOXXHOCTU

Copepalumecn B laHHOM Habope peareHTbl NpefiHasHayeHsl ToNbKo AnA in vitro pnarHocTukn— HE MPUHVIMATL BHYTPb! Mpu
paboTe CO BCEMM KOMMOHEHTaMM Haﬁopa MCnonb3osaTb COOTBETCTBYIOWME CPeacTBa anMsmnyaanoM 3awmTel. B cnydae
oM.

) T U3AENNA [NA O3H; C COOTBETCTI onacHoro
] Mepax P W. Ynanexue TOB B OTXOAb! Te B COOTBETCTBUM C
MECTHBIMM npaamnamm.
COCTAB
KomnoHeHT Coctae  Onucanve MoaroToeka
Cy6etpar 6X2M1 B KaXa0M (nakoHe CONEPKATCA BOCCTAHOBHTE KaXAbIi1 (PNAKOH C MOMOLLLIO 2 M)
npoTtenHa C 2,75 MKMONb NMOGMNN3NPOBaHHON pasbasuTens npotenHa C. Ecnv pacTBop MyTHbIA,
pyro-Glu-Pro-Arg-pNA.HCI. HarpesaiiTe €10 HECKO/IbKO MUHYT Npy
Temnepatype “37°C.
AkTuBaTop 6x2mn B kaxaom nakoHe COAEPXNTCA BoccTaHoBuTe Kaxablii (hnakoH ¢ NOMOLLbIO 2 M
npotenHa C 0,8 eavHmL, élKTleaTopa 13 3MEUHOro [EVIOHIBMPOBAHHOM BOAbI.
Apa (Protac”)
Pasbasutens 3x5mMn B Kaxaom hnakoHe CoaepxuTca [oTOB K ynoTpe6nexuio.
npotenHa C TPUC-6ychep ¢ a3aom HaTpuA B

KayecTBe KOHCepBaHTa.
1A KaXA0ro HAGOPA UMEETCA MHCTPYKLYAA 110 MPUMEHEHMIO.

Glu= mymMMHosaﬂ Kucnota
Pro = nponui
’\? = Kponmumm arpervposaHHbIil MMyHOrnobynuH G
pNA = nenTua-HyKnenHosan Kucnota
HCI - conanan kucnoTa

HEOBXOAUMbIE KOMMOHEHTbI, HE BK/TIOYEHHBIE B KOMMJIEKT MOCTABKU

KoarynomeTp unu cnektpochoTomeTp, paboTatowwmii npu 405 HM.
YHuBepcanbHblil kanubpatop Kat. Ne 5185.

JNepanan (kpuctannuyeckan) ngycHaﬁ Kucnota.

Bopanan 6aHA unu cyxanA BaHHa " 37°C.

NabopaTopHblii Taiimep.

XPAHEHUE, CPOK FOAHOCTM M YCTOW4MBOCTb

HesckpbiTbie ) ocTaloTcA cTabl no
chnakoHe unu 3TVKeTKe Habopa.

Lol o L

CpOKa rOAHOCTV MPU XPaHEHUU B YCOBUAX, YKa3aHHbIX Ha

Cy6ctpat npotenHa C~ BOCCTAHOBNEHHbIV peareHT craémneu B TeuyeHue 1 Heaenm npu Temneparype *2—*8°C unm oguH
MecAL npu Temnepatype -20°C

AkTyBaTOp NpoTENHa BoccTaHoBNEHHbI peareHT craﬁmnen B TeueHue 1 Heaenu npu Temnepatype *2—*8°C unm oguH
C MecAL npu TemnepaTtype -20°C.

Pasbasutens XpaHuTb npu Temnepatype *2-*8°C.

npotenHa C

OTBOP U MOArOTOBKA OEPA3LI0B

[Ana pa6oTbl CneayeT MCnonb3oBaTh TONLKO NNACcTUKOBbIE UK Kposb (9 yacTeit)
336MpaeTCA B NMPOBMPKY C aHTUKOAryNIAHTOM LMTPaTa Hatpua 3,2% wn 3, 0% (1 wacte). Otpenute nnagiy iocrie
ueHTpucyrposaHnA npu 1500 X r B Tedenwe 15 MuHYT. Mnasmy cneayeT XpaHUTb Npu TemnepaTtype oT “2°C ao *8°C mnu npn
Temnepatype o '18 fo "24°C. ViccneaoBatue AOMKHO GbiTh NPOBEAEHO B TEYEHWe 4 YacoB nocne 3abopa oﬁpa:!uoa nméo
nnaacmy Hoxno XPaHUTb B 3aMOPOXEHHOM BUfe B TeueHune 2 Heflenb Npu Temnepatype -20°C wnn 6 mecAues npu TemnepaType

-70°f lepen 6bICTPO e nnasmy npu '37°C. He xpanuTte nnasw

nonbllle 5 MAHYT". Omwﬁcwble PpesynbTarhl MOryT GbiTb 3acron wm 3ar TKaHEeBON >KMI:IKOCTHO
He ponyckaiiTe B I€HbI. i r

06bI4HO neKachaennblx CPeACTB CM. B AOKYMEHTE FHra 1 COaBTOpOB. (Voung, etal)’.

NPOLEAYPA

MNoaroToBbTe cTaHAapTHble 06pasubl (Kat. Ne 5185) nnaambl 1 06pasLibl NnasMbl nauveHTa cneayiowmm obpasom:
BaxHo: [1nA pa36aBeHnA 1cnonb3yiTe Tonbko pacteop 0,85% NaCl.

CraHpapT % Mnasma Bydep

100% 100 MKN yHUBepcanbHoro kanmbpaTopa + 300 mKkn conesoro pacTeopa

50% 50 MKN yHMBepcanbHoro kanubpaTopa + 350 MKn conesoro pacTeopa

0% TonbKo 400 MKN CONEBOro pacTsopa
nauveHT 100 MKkn nnasmbl + 300 mMKn conesoro pacTeopa

A. AHanu3 METoAoM KOHEYHbIX TO4EeK

1. B CTeK/IAHHYIO WM NNACTUKOBYIO NPOBUPKY:
}:Lodaane 100 mkn paasene»—«row CTaHAAPTHOI NNa3mbl MW NNa3Mbl KPOBM NaUMEHTa.
ViHKy6UpyiiTe 2 MuHyTel npy ~37°C.
[No6asbTe 200 Mkn aKmEaTopa npoTeMHa C v nepemeLwaiire.
WHKy6umpyiiTe 5 MUHYT npn
}:Loﬁaane 200 mkn cyﬁcmarg nporemna C v nepemewwaiite.
HKyﬁMpyvlTe 10 MuHyT npu *37°C.
No6asbTe 200 MKN YKCYCHOW KUCNOTbI U NepemeLuanTe.
* No6asbTe 200 MKA BOAI (AONONHUTENLHO).

* [INA HEKOTOPbIX CNEKTPOMETPOB TPEBYETCA KIoBETa 06LEMOM Kak MUHUMYM 1 mMA.

XooRmwow

2. W3mepbTe CneKTpaibHyIO NOr/owaTenbHyio npu 405 Hm B n4eckon kioseTe 1. cm 1
CpaBHUTE C KOHTPONBHOIA NPOBOIA, NPT nc Bo,qovl Mo)wo BLINONHATS O2HOBPEMEHHO
[ECATb aHANM30B C OHUM 1 Tem e nuneT 5 ceKyHa.

B. Kunetuueckuit metop

TpebyeTca amomamuecmm auanmamp W3yuuTe coOTBETCTBYIOWIEE PYKOBOACTBO ANIA One} 6pe\mpa npu6opa unu obpaTuTecs B
Helen: Europe 'BOM N0 3KCNyaTaLyy KOHKPETHOro npubopa. MpumepHan Tabnvua:

PeareHT O6bem Bpema
O6pasey 75 mMkn 3:00
AkTuBaTop npoTteuHa C 75 Mkn 5:00
Cy6cTpat npotenHa C 75 Mkn 5:00

Kanu6posouHan Kpusasa

BbluepTUTE Ha MUNIMMETPOBON Gymare KpUBYIO 3HAYEHUIA CNEKTPanbHOW NOrNOWATEeNbHOW CMOCOGHOCTM, MOMYHEHHbIX ANA
KAX[0r0 CTAHAGPTHOTO 0Bpa3ua NpoTenHa C, B CPaBHeHMN C MPOLEHTHbIM COQEPXaHNeM (%) npoTeuta C. oHuSKTpaLAA
npoTemHa Cs oﬁpaauax nnaaMbl KPOBM NauMeHTOB Or nyTrem PUBOM.
CTaHAapTHbIN 06pasel| npoTeuHa C, TO KOHLEHTpaLMio npoTerHa C B oﬁpaaue
nnaSMhl KpOBU nauueHTa neoﬁxoﬂmmo OTKOPPEKTMPOBaTb NO KOHUEHTpauwm npotenHa C B cTaHAapTHOM obpasue.

TMoka3aHHaR HIKe KaMBPOBOYHaRA KPUBAR — TONLKO NpUMep. KanmBpoBONHYIO KpUBYIO HEOBXOAVIMO BINEpUMBATL KaXabiil pas
NPV BBINONHEHNN aHANM3A.

»s o5 | MPMMepHan kanu6poBouHan KpuBan
H
3
;.':3 04
g2
28 03
5%
s
2
s 802
H
280
g3
=29}
£e
ge’
S5
E 0.1
H 0 2 75 100
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WHTEPNPETALUA PE3YJIbTATOB

BpoxaeHHbIii My NprobpeTeHHbIV AeuUNT NpoTenHa C MOXKET NPUBECTY K Cepbe3HbIM TPOMOGOTUYECKIM NPOABNEHUAM, TaKM
Kak TPOM60Ne6UT, rNyGoKniA TPOMGO3 BEH UU AMBONAN NErOYHbIX ap1epvu4 pYMepHO y 2-8% BCex naumemoa C TpOMG030M
BeH B Bo3pacTe 40-45 net Habniopanca aecuumt npoteuta C. Y nAecbnumTol Tpom603
BEH 06bI4HO BO3HMKAET B Nepuoz NonoBoro Hecuunt np C BCTP: y 113300 Henoeek WAV NPUMEPHO
B 33% Cryqanx
Mpuo6peTeHHblit AeUUNT
CHuxeHue yposHa npoTenHa C HabnioaaeTca B Cneaylowmx cnyJqanx:

1. Hapymenme paboTbl NEYEHN: renaTuT, UMppos.

2. BHYT oe caep

3. OpanbHas aHTMKOArynAHTHaA TepanuA. B aTom cnydae MHTepnpeTaumn Pesy/bTaToB UCCNEAOBAHMNA 3aTPYAHEHO, €C/N Y

naumeHTa B aHaMHe3e eCTb TPOMGO3 1 OH NONYHAET NeUeHNe OPasbHBIMI AHTUKOAryNAHTaMM.

BpoXaeHHbIN Aeuumt
[lechnumT MOXET BbITh ABYX THNOB:

1. KonmuecTseHHbil unv Tun |, npn KoTopom anoneMeHHo TOHIKEHBI waKumoHanthm W aHTUreHHbIN ypOBHM

2. KavectenHbiii unm Tun Il, xapak ypos

no C HOPMOIA MYECKM prEHeM
OrPAHUYEHMA
dKenywHole, 06pasiibl MOTYT MOMELWaTb W3MEPEHNIo CNEKTPasbHOIA MOrIoWaTebHOM

CMOCcOGHOCTM, B 3TOM Cnyyae N‘R MONY4EHNA TOYHBIX PE3yNbTaToOB TPEGYIOTCA XONOCTble NPo6bl NNasmbl. X0onocTbie Npobbl
NNIagMbl TAKKE HEOBXOMUMbI LA NALMEHTOB C NOAO3PEHNEM HA BHYTPEHHIOK aKTUBALMIO (DAKTOPa, HAMPUMEP, NALMEHTOB C
[BC: wwm nn, KOHTPALNTVBbI, y KOTOPbIX MOXET NPOM3ONTH «XONIOAHAA» aKTMBALMA.
XonocTele Npobbl NasMbl NONYHalOT 3aMELEHMeM akTMBaTopa npotevHa C COﬂesbIM paCTBOpOM B peakuui CccnenoBaHnA.
BbINTUTE 3HA4EHWE aKTUBHOCTY NyCTO NPOGbI 3 06pasLy;
TIPMPOAHLIM aKTMBATOPOM NpoTeNHa C renetcn TDOMBIH B MPCYTCTBNA TROMBOMORYIHA. Henbaﬂ VICKMIOUNTb BOSMOXHOE
Hanuume natosnoruin np C, Hi nyrem peakumit akTuBaropa
M3 3MEVHOrO AAA WM C NOMOUIbIO xpoMoreHHoro aKTMBATOPa, MCMONb3YEMOro B AAHHOM Haﬁope Y106kl NONY4MTL TOUHBIE,

65-145% en individuos sanos en los que se niveles después del anticoagulante.

no hay diferencia en la proteina C entre varones y mujeres sanos’.

Las s\gu\enles valores de referencla han sido determinadas por Helena Biosciences Europe o sus representantes usando un
tico, usando 17 plasmas de varones y mujeres presuntamente sanos.

Actividad de la proteina C DE Intervalo

105% 26,6 61,2-162,9%

CARACTERISTICAS FUNCIONALES

Helena Biosciences Europe o sus representantes han determinado las siguientes caracteristicas de rendimiento como directriz.
Cada laboratorio debe establecer sus propios datos de rendimiento.

Especificidad

En estudios en los que se determiné la recuperacion de proteina C del plasma después de la adicién de diversas cantidades de
proteina C a plasma deficitario en proteina C, se obtuvo la recuperacion esperada.

Reproductibilidad

Precision intra-ensayo Precisién inter-ensayo

n Protein C CV (%) n Protein C CV (%)
10 68,5 25 18 453 26
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Ie pesynbTaTbl, MCMOMb3YIATE TOYHbIE YCTPOWCTBA MUMETUPOBAHWA W BLINOMHANTE PEKOMEHAOBAHHbIE
1, TOYHO BpemA v Temneparypy.

KOHTPOJIb KAYECTBA

Kaxpaa naﬁopaTopmﬂ non)Kna BHEAPUTb nporpaMMy KOHTpONA Kayectsa. YTobbl 06ecneunTb yAoBNeTBOPUTENbHYIO paboTy
ecTUp K&XXA0i BbIGOPKM (Cepuv) 06pasLio nnasmbl K| gosw nauueHTa Heo6xoauMo

Bomonnr. TechlpoBane oépaauos HOPMaINbHOV KOHTPOMIbHOIA MNa3Mbl ¥ KOHTPOMb-NATONOMN. ECNI KOHTPOSbHbIE 06pa3Libl

He MOKa3blBAIOT OXMAAEMbIX XapaKTepUCTVK, PeaynbTaTbl WCCNEeAOBaHWA O0Pa3LOB MNa3Mbl KPOBWM MauMeHTa CYMTaloTCA

HEQeNCTBUTENbHBIMA.

KomnaHnua Helena Biosciences Europe nocTaenAeT cneayiolme KOHTPONbHbIe 06pasLibl, UCNONb3yeMble ¢ AaHHbIM NMPOAYKTOM:

Kar. Ne 5301 KOHTPO/b KaYecTBa, CrieUnabHbIe TeCTbl, HopMa
Kar. Ne 5302 KoHTponb Ka4ecTsa, cneuuasnbHble TecTbl, NaTonorua

HOPMAJIbHBIE MOKASATENN

KOHTpOnbHbIE 3HAYEHUA MOTYT GbiTb PA3NNYHBIMM B PasHbix NabopaTopuAx, B 3aBMCMMOCTU OT MCMOMb3YEMbIX METOA0B U
cucTem. B cBA3M ¢ 3TUM Kaxaan nabopaTopua qon»(Ha YCTaHOBUTbL coécmewum ‘AnanasoH HOpMaﬂbelX 3HaueHWin. 3HayeHna
aKTUBHOCTW npoTenHa C 06bIYHO LEeHTa i BbIGOPKOW
HOPMasIbHOM CTAHAAPTHOI MNa3Mbl. BEPTMHa " COaBTopbl (Bertina et a cooﬁu.xanw 47O nocne aHmKoarynnHTHom Tepanuu y

65-145%. Mo BCeit BUAMMOCTW, HET PasHWLbl B YPOBHAX

copepxaHuA npotenHa C n SﬂDpDEbIX My)K"IVIH VOKEHWMH ' .

Komnanua Helena Biosciences Europe unm ee npeacrasuTenu, uccnenosas nnasmy KpOEM 17 3aBEAOMO 3AOPOBbIX MyXHMH 1
XKEHLUMH C NOMOLLBIO (POTOONTHHECKOTO Koar 3

AKTUBHOCTb NpoTenHa C SD ﬂuana:on

105% 26,6 61,2-162,9%

SD = cpenHekBaapaTuyecKoe [CTaHAapTHOE] OTKOHEHIe
SKCNNYATAUMOHHBLIE XAPAKTEPUCTUKMN

B kavectee i Helena Europe unu ee r paboune
XapaKTepucTuku. Kaxxaan nabopaTopua [O/XHA YCTaHOBUTL CBOW paboune xapanepmcmkm
Cneuuqmunocvb

ceT C nnasmbl nocne p 06bEMOB NpoTenHa
C K nnasme, netbmumnom no npoteunty C, b0 nonyyeH i pesynbTat
BocnpoussoaMmocTb

B Npeenax aHaIMTUYECKON Cepnn MEXAY Pa3HbIMU aHAIUTUHECKVMU CepUAMM

Kon-so MpoteuH C CV (%) Kon-so Nporenn C CV (%)
10 68,5 25 18 45,3 2,6

CV = koathhnuneHT Bapraunm
JIUTEPATYPA
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