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Verwendungszweck
Bestimmung der gerinnungshemmenden Reaktion auf aktiviertes Protein C (APC) in humanem Plasma bei 
Individuen mit Verdacht auf Thrombophilie oder bei nachgewiesener Thrombophilie.

Hintergrund und Zusammenfassung
Die APC-Resistenz ist eine Störung des antikoagulatorischen Protein C-Systems, welche einen bedeutenden 
Risikofaktor für thromboembolische Erkrankungen darstellt. Der Phänotypus der APC-Resistenz ist durch 
eine anomal schwache antikoagulatorische Reaktion im Humanplasma bei Zugabe von humanem APC1-5 
gekennzeichnet. Die Ursache dafür liegt bei über 90% der Fälle in einer Genmutation des Faktors V. Diese Mutation 
führt zu einer Substitution der Aminosäure Arginin durch Glutamin (Arg506 ->Gln).6,7 Dadurch wird eine Spaltstelle 
des APC am Faktor Va so verändert, daß die Spaltung und Inaktivierung des Faktor Va gehemmt wird. Bei den 
restlichen Fällen tragen andere erbliche oder erworbene Faktoren zum Phänotypus der APC- Resistenz bei.8-10 
Coatest APC Resistance ist ein auf APTT-basierender Test zur Bestimmung der Reaktion auf humanes APC.11-12 
Die Verlängerung der basalen APTT-Gerinnungszeit ist nach Zugabe von APC im Plasma von Personen mit dem 
Phänotypus APC-Resistenz kürzer als bei Personen mit einer normalen Reaktion auf APC.

Messprinzip
Das Plasma wird während einer standardisierten Zeit mit dem APTT-Reagenz inkubiert. Durch Hinzufügen von 
CaCl2 wird mit und ohne humanes APC die Koagulation ausgelöst und die Zeit bis zur Gerinnselbildung gemessen.
REAGENZIEN
1. CaCl2 1 Flasche 

8 mL Calciumchlorid, 0,025 mol/L in Trispuffer mit 0,5% Rinderserumalbumin (BSA).
2. APTT Reagenz 1 Flasche 

16 mL gereinigte Phospholipide mit kolloidalem Silika als Kontaktaktivator. Enthält ein Konservierungsmittel. Vor 
Verwendung vorsichtig auf einem Vortex Mixer mischen.

3. APC/CaCl2 4 Flaschen 
Humanes APC, colyophilisiert mit CaCl2. Lösen mit 2,0 mL Wasser NCCLS Typ II.13 30 Minuten bei 
Raumtemperatur stehen lassen und vor Verwendung vorsichtig mischen. 

Die Reagenzien 2 und 3 sind bei verschiedenen Kit-Chargen nicht austauschbar.
ACHTUNG: Jede individuelle Blutspende, die zur Herstellung der Reagenzien verwendet wurde, ist mit FDA 
zugelassenen Methoden auf die Abwesenheit von Hepatitis B Oberflächenantigen und auf Antikörper gegen HIV 
1 bzw. 2 und Hepatitis C überprüft. Unabhängig davon sollten alle, aus menschlichen Blut gewonnenen, Proben 
und Produkte, wegen nie völlig auszuschließender Gefährdung durch Krankheitserreger, als potentiell infektiös 
angesehen und mit angemessener Sorgfalt gehandhabt werden.
APC/CaCl2

Gefahr
Gefahrenklasse: Sensitization-Respiratory, cat. 1
Gefahrenhinweise: Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden 
verursachen.
Sicherheitssätze: Einatmen von Staub/Rauch vermeiden. Bei Einatmen: Bei Atembeschwerden an die 

frische Luft bringen und in einer Position ruhigstellen, die das Atmen erleichtert. Bei Symptomen der Atemwege: 
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen. Inhalt/Behälter gemäß lokalen/regionalen/nationalen/internationalen 
Vorschriften zuführen.
Ergänzende Gefahrenmerkmale: EUH208: Enthält APC (Activated Protein C).  Kann allergische Reaktionen 
hervorrufen. EUH210: Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhältlich. Bis 3.97% dieses Gemisches besteht aus 
Inhaltsstoffen, deren akute Toxizität (dermal, inhalatorische) für den Menschen und die Gewässer nicht bekannt ist.
CaCl2 , APTT Reagent
Gefahrenklasse: keine
Gefahrenhinweise: keine
Sicherheitssätze: keine
Ergänzende Gefahrenmerkmale: 
CaCl2: keine
APTT Reagent: EUH208: Enthält 1,2-benzisothiazolin-3-one. Kann allergische Reaktionen hervorrufen. Bis 
20.85% dieses Gemisches besteht aus Inhaltsstoffen, deren akute Toxizität (orale, dermale, inhalatorische) für den 
Menschen und die Gewässer nicht bekannt ist.
Dieses Produkt ist nur für die in vitro Diagnostik geeignet.
Zusätzlich benötigte Materialien:
— Entionisiertes Wasser 0,22 µm filtriert oder Wasser NCCLS Typ II.13

— Kalibrierte Pipetten.
— Gerinnungsmeßgerät zur Bestimmung der Gerinnungszeit. Automatische bzw. halbautomatische 

Gerinnungsmeßgeräte mit mechanischer oder optischer Messmethodik können verwendet werden. 
ANMERKUNG: Bei Verwendung von automatischen oder halbautomatischen Geräten sind die Angaben des 
Geräteherstellers zu befolgen.

Haltbarkeit und Lagerungsbedingungen 
Die Reagenzien sind ungeöffnet bei 2-8°C zu lagern und bis zu dem, auf dem Etikett angegebenen, Datum 
verwendbar. Eine Kontamination mit Mikroorganismen ist zu vermeiden.
1. CaCl2  

Haltbarkeit der geöffneten Flasche: 1 Woche bei 15-25°C oder 1 Monat bei 2-8°C in der Originalflasche.
2. APTT Reagenz  

Haltbarkeit der geöffneten Flasche: 1 Woche bei 15-25°C oder 1 Monat bei 2-8°C in der Originalflasche.  
Nicht einfrieren!

3. APC/CaCl2  
Haltbarkeit nach dem Lösen: 2 Stunden bei 37°C, 8 Stunden bei 15-25°C, 5 Tage bei 2-8°C oder 3 Monate bei 
-20°C oder kälter in der Originalflasche. *Siehe ANMERKUNG. 

*ANMERKUNG: Das gefrorene Reagenz muß bei 37°C aufgetaut und vor Verwendung vorsichtig gemischt werden. 
Nicht wieder einfrieren!

Qualitätskontrolle
Zum Validieren der Testserien müssen Kontrollplasmen Level 1 und 2 verwendet werden. Diese sind separat 
bei Chromogenix erhältlich: Kontrollplasma Level 1 (Art.-Nr. 82 2650 63) und Kontrollplasma Level 2 (Art.-Nr. 82 
2668 63). Level 1 zeigt eine normale Reaktion auf APC, Level 2 eine anomale Reaktion. Bei jeder Charge wird 
ein Bereich der zu erwartenden APC Ratios angegeben. Treten Ergebnisse auf, die ausserhalb der angegebenen 
Grenzen liegen, so sollte nach einer vollständigen Prüfung der Reagenzien und der Funktion der Instrumente die 
Untersuchung wiederholt werden. (Zur Anwendung von Kontrollplasma Level 1 und 2 gemäss der Qualitätskontrolle 
siehe Abschnitt Kalibrierung).

Probengewinnung
Vor der Blutentnahme sollte der Patient 10 Minuten ruhen. 9 Teile Blut werden mit 1 Teil 0,1 mol/L Natriumcitrat 
gemischt und innerhalb von 7 Stunden bei 2000 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Innerhalb von 30 Minuten 
das Plasma vorsichtig von den Blutzellen trennen. Kontamination durch Thrombozyten vermeiden, nur Plasma 
1 om oberhalb des Buffy Coats verwenden. Die Plasmauntersuchung muß innerhalb von 8 Stunden nach der 
Blutabnahme erfolgen.12 Es besteht aber auch die Möglichkeit, die Blutproben rasch bei -70°C in 1 mL-Einheiten 
oder kleiner tiefzufrieren und diese bei -70°C höchstens drei Jahre lang aufzubewahren. Die Proben dürfen weder 
in einer Gefriertruhe mit einem automatischen Abtausystem aufbewahrt, noch wiederholt aufgetaut und wieder 
eingefroren werden. Die Proben sind als potentiell infektiös zu behandeln. Zusätzliche Informationen sind im 
NCCLS-Dokument H21-A314 zu finden. 

Testdurchführung
1.  Alle Reagenzien vor Verwendung auf Raumtemperatur bringen. Gefrorene Proben werden unter 

standardisierten Bedingungen rasch bei 37°C aufgetaut, um Aktivitätsverluste von labilen Gerinnungsfaktoren 
bzw. die Bildung von Kryopräzipitaten zu vermeiden.

2. Eine ausreichende Menge an CaCl2 und APC/CaCl2 auf 37°±0,5°C erwärmen.
3. Einen Teil Plasma in ein Testströhrchen oder eine Küvette pipettieren und das gleiche Volumen APTT-

Reagenz hinzufügen. Bei 37°C fünf Minuten inkubieren. Geräte mit davon abweichenden, vorprogrammierten 
Inkubationszeiten können verwendet werden - verausgesetzt, die Inkubationszeit beträgt mindestens 3 Minuten. 

4. Einen Teil CaCl2 hinzufügen und gleichzeitig mit der Zeitmessung bis zur Fibrinbildung beginnen.
5. Einen zweiten Ansatz mit APC/CaCl2 anstelle von CaCl2 durchführen und abermals die Zeit bis zur Fibrinbildung 

stoppen.
ANMERKUNG: Bei Verwendung von automatischen Geräten ist es empfehlenswert, die Meßzeit für die 
Fibrinbildung auf 150 Sekunden einzustellen.

Resultate
Die APC Ratio für die Proben und Kontrollen ermitteln:
 Gerinnungszeit APC/CaCl2APC ratio =

 Gerinnungszeit CaCl2
Eine APC Ratio kleiner oder gleich dem cut-off Wert (siehe KALIBRIERUNG) weist auf den Phänotypus der APC 
Resistenz hin. Zur Bestätigung des Ergebnisses wird empfohlen, eine zweite Bestimmung mit einer weiteren 
entnommenen Plasmaprobe durchzuführen.
ANMERKUNG: Bei Verwendung von frischen Plasmaproben muß der Normalwert-Bereich mit frischen 
Plasmaproben gesunder Probanden erstellt werden; entsprechend bei Verwendung von gefrorenen Plasmaproben 
gesunder Probanden. In der Regel sind die APC Ratios bei frischen Plasmaproben etwas höher. 

Testeigenschaften
REPRODUZIERBARKEIT UND PRÄZISION
Die Genauigkeit der erhaltenen Blutgerinnungszeiten mit und ohne APC wurde durch die Analyse von drei 
Plasmaproben mit einer unterschiedlichen Reaktion auf APC ermittelt. Die Analysen wurden mit 5 Wiederholungen 
pro Plasma zu 7 verschiedenen Zeitpunkten durchgeführt.15

 CaCl2 (s) Innerhalb der Serien  Zwischen den Serien
Plasma mit starker Reaktion 29,9 CV = 1,8% CV = 4,2%
Kontrollplasma Level 1 32,0 CV = 2,0% CV = 3,9%
Kontrollplasma Level 2 32,2 CV = 1,1% CV = 0,8%
 APC/CaCl2 (s) Innerhalb der Serien Zwischen den Serien
Plasma mit starker Reaktion 122 CV = 2,4% CV = 2,0%
Kontrollplasma Level 1 116 CV = 4,3% CV = 5,0%
Kontrollplasma Level 2 64,5 CV = 1,4% CV = 1,6% 
 APC ratio Innerhalb der Serien 
Plasma mit starker Reaktion 4,1 CV = 5,0% 
Kontrollplasma Level 1 3,6 CV = 3,3% 
Kontrollplasma Level 2 2,0 CV = 1,4%
Generell zeigt die APC Ratio eine geringere Abweichung bei niedrigen Werten.  
Die oben angeführten Daten wurden auf einem Gerinnungsautomaten (ACL 300) erstellt. Doppelt bzw. 
Dreifachbestimmungen von 17-20 Plasmaproben mit 9 unterschiedlichen Gerätetypen zeigten zwischen den Serien 
einen CV von 2,0% (Bereich 0,3-4,2%) ohne APC und 3,9% (Bereich 0,8-11,3%) mit APC.

Kalibrierung
Die einer grenzwertigen Reaktion auf APC entsprechende APC Ratio kann abhängig vom verwendeten Gerät und 
der Geräteeinstellung leicht variieren. Es wird empfohlen, daß jedes Labor einen eigenen Normalbereich mittels 
folgendem Verfahren bestimmt:
1. Durchfürung von fünf voneinander unabgehängigen Dreifachbestimmungen einer Probe mit normaler Reaktion 

auf APC. Die inter- und intra-Variation der APC Ratios muß unter 7% liegen.
2. Die APC Ratio von 50 bis 100 Plasmaproben, welche von gesunden Personen im Alter von 20 bis 65 Jahren 

und in etwa zu gleichen Teilen von Männern und nicht schwangeren Frauen stammen, bestimmen. Die 
ausgewählten gesunden Personen sollten so weit wie möglich repräsentativ für die Regionalbevölkerung sein. 
Das Kontrollplasma Level 1 und Level 2 miteinbeziehen. Es sollte erkennbar sein, daß die Verteilung der APC 
Ratios keine Gauss-Verteilung ist.

3. Sicherstellen, daß die APC Ratios der Kontrollplasmen innerhalb der angegebenen Bereiche liegen.
4. Den Mittelwert der APC Ratios berechnen. Liegt dieser Wert bei 2,6 oder darunter, wird empfohlen, das APC/

CaCl2-Reagenz mit 1,5 mL Wasser anstatt mit 2,0 mL zu rekonstituieren, um eine bessere Diskriminierung der 
Werte zu erhalten.

5. Der cut-off Wert bei einer durchschnittliche Ratio von unter 3 beträgt 80% der ermittelten Durchschnittsratio. Ist 
die durchschnittliche Ratio größer als 3, beträgt der cut-off Wert 75% der Durchschnittsratio.

6. Die APC Ratio des Kontrollplasmas Level 1 muß innerhalb des Normalbereichs liegen. Die APC Ratio des 
Kontrollplasmas Level 2 muß unter dem cut-off Wert liegen.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
Ergibt die Analyse von zwei unabhängig voneinander abgenommenen Blutproben, daß der Patient den Phänotypus 
APC Resistenz zeigt, so wird eine genetische Untersuchung empfohlen, um gegebenenfalls die Mutation des Faktors 
V (Faktor V-Leiden) zu bestimmen.

Grenzen des Verfahrens/interferenzen
Der APTT-Wert muß innerhalb des Normalbereichs liegen. Plasmaproben mit einem erhöhten APTT-Wert, 
insbesondere aufgrund von Faktorenmangel des endogenen Systems oder aufgrund von Antiphospholipid 
Antikörpern (z.B. Lupus Antikoagulanzien), erlauben keine zuverlässigen Schlussfolgerungen bezüglich der Wirkung 
des APC Zusatzes. Die zu testenden Personen dürfen nicht unter einer Heparin- oder Vitamin-K-Antagonisten-
Therapie stehen. Die Vitamin K-Antagonisten Therapie müßte, nach sorgfältiger Risikoabwägung, für etwa eine 
Woche bis zum Erreichen des normalen Quick-Wertes unterbrochen werden. Wie bei allen APTT-basierenden 
Testen muß eine Kontaktaktivierung vermeiden werden, da diese zur Aktivierung der Faktoren VIII und V führen 
kann. Aus analogen Gründen ist es ebenfalls wichtig, jegliche Thrombozytenkontaminierung der Plasmaproben zu 
vermieden (siehe Probengewinnung).

Referenzwerte
Die an fünf verschiedenen Gerinnungsgeräten durchgeführt Analyse von 100 Plasmen gesunder Personen (51 
Männer und 49 Frauen, Alter: 20 bis 58 Jahre) ergab APC Ratios im Bereich von 2 bis 5. 

Intended use
To measure the anticoagulant response in human plasma to activated protein C (APC) in individuals with suspected 
or verified thromboembolic disease.

Background and summary 
APC resistance is a disorder in the protein C anticoagulant pathway, which constitutes an important risk factor for 
thromboembolic disease. The APC resistance phenotype is characterized by an abnormally low anticoagulant 
response in human plasma on addition of human APC 1-5. More than 90% of the cases are due to a mutation in the 
factor V gene. The mutation renders one of the APC cleavage sites in factor Va less susceptible to cleavage due to 
an amino acid substitution (Arg 506 ->Gln) 6,7.  
For remaining cases, other inherited or acquired conditions contribute to the APC resistance phenotype 8-10. Coatest 
APC Resistance provides an APTT-based assay for the determination of the response towards human APC 11,12. 
The prolongation of the basal APT clotting time after addition of APC is shorter in plasma from subjects with the 
APC resistance phenotype than from subjects with a normal response to APC.

Measurement principle 
Plasma is incubated with the APTT reagent for a standard period of time. Coagulation is triggered by the addition of 
CaCl2 in the absence and presence of human APC and the time for clot formation is recorded.
REAGENTS 
1. CaCl2 1 vial  

8 mL of calcium chloride, 0.025 mol/L, in Tris buffer containing 0.5% bovine serum albumin.
2. APTT reagent 1 vial 

16 mL of purified phospholipids with colloidal silica as contact activator. Contains a preservative. Mix thoroughly 
on a Vortex mixer before use.

3. APC/CaCl2 4 vials 
Human activated protein C colyophilized with CaCl2. Reconstitute with 2.0 mL of NCCLS type II water 13. Please  
note that a different reconstitution volume may be chosen (see Calibration). Allow to stand at 20-25°C for 30 min.  
Swirl gently before use. Do not shake.

Reagents 2 and 3 are not interchangeable between lots.
CAUTION: Each donor unit used in the preparation of human source reagent has been tested by FDA approved 
methods for the presence of Hepatitis B surface antigen and antibodies to HIV 1 and 2 and Hepatitis C and found 
to be negative. However, since no test can completely rule out the presence of these blood borne diseases, the 
handling and disposal of human source reagents from this product should be made with care.
APC/CaCl2

Danger
Hazard class: Sensitization-Respiratory, cat. 1
Hazard statements: May cause allergy or asthma symptoms or breathing difficulties if inhaled.
Precautionary statements: Avoid breathing dust/fume. If inhaled: If breathing is difficult, remove person 
to fresh air and keep comfortable for breathing. If experiencing respiratory symptoms: Call a poison 

center/doctor. Dispose of contents/container in accordance with local/regional/national/international regulations.
Supplemental hazard information: EUH208: Contains APC (Activated Protein C). May produce an allergic 
reaction. EUH210: Safety data sheet available on request. Up to 3.97% of the mixture consists of component of 
unknown acute toxicity (dermal, inhalation) for the human health and unknown hazard to the aquatic environment.
CaCl2 , APTT Reagent
Hazard class: None
Hazard statements: None
Precautionary statements: None
Supplemental hazard information: 
CaCl2: None
APTT Reagent:  EUH208: Contains 1,2-benzisothiazolin-3-one. May produce an allergic reaction.  Up to 20.85% 
of the mixture consists of component of unknown acute toxicity (oral, dermal, inhalation) for the human health and 
unknown hazard to the aquatic environment.
This product is for in vitro diagnostic use.
Materials required but not provided:
— Deionized water, filtered through 0.22 µm or NCCLS type II water 13.
— Calibrated pipettes.
— Automated or semi-automated coagulation instruments which, employ mechanical or optical detection, methods 

should be used.
NOTE: When using automated or semi-automated instruments, always refer to the operator manual from the 
instrument manufacturer for exact procedures.

Storage conditions and stability 
The sealed reagents are stable at 2-8°C until the expiry date printed on the label.  
Avoid contamination of the reagents by microorganisms.
1. CaCl2  

Opened reagent in the original vial is stable for 1 week at 15-25°C or 1 month at 2-8°C.
2. APTT reagent 

Opened reagent in the original vial is stable for 1 week at 15-25°C or 1 month at 2-8°C. Do not freeze!
3. APC/CaCl2 

Stability after reconstitution is 2 hours at 37°C, 8 hours at 15-25°C, 5 days at 2-8°C or 3 months at -20°C or  
below when stored in the original vial. *See NOTE.

*NOTE: Frozen reagent should be rapidly thawed at 37°C and gently mixed before use. Do not refreeze.

Quality controls 
Control Plasma Level 1 and 2 should be used for validation of the assay series. Control Plasma Level 1 (Art No: 82 
2650 63) and Control Plasma Level 2 (Art No: 82 2668 63) are also available separately from Chromogenix. Level 1 
shows a normal response and Level 2 an abnormal response to APC. Ranges of expected APC ratios are provided 
with each batch. If values outside the specified range are obtained, a complete check of reagents and instrument 
performance should be made and the analysis should be repeated. (See Calibration section for QC use of Control 
Plasma Level 1 and 2).

Specimen collection 
The patient should be at rest for 10 min. before sampling. Collect blood (9 volumes) in 0.1 mol/L sodium citrate (1 
volume) and centrifuge within 7 hours at 2000 x g for 20 min. at room temperature. Separate the plasma carefully 
from the blood cells within 30 min. Utilize only the middle portion of the plasma in order to avoid contamination of 
platelets. Analyze the plasma within 8 hours from blood sampling12. Alternatively, freeze rapidly at -70°C in aliquots 
of 1 mL or less and store for not more than 3 years at -70°C. Specimens should not be stored in a self defrosting 
freezer and not be thawed and refrozen before assay. Treat specimens as potentially infectious. For more information 
see NCCLS document H21-A3 14.

Procedure 
1.  All reagents must be brought to room temperature before use. Frozen plasma samples should be rapidly thawed 

at 37°C in a standardized way ensuring negligible losses of activity of labile coagulation factors and no presence 
of cryoprecipitate.

2.  Pre-warm (37±0.5°C) a sufficient volume of CaCl2 and APC/CaCl2.
3. Add one volume (50-100 µL) of plasma to a test tube or cuvette, then add an equal volume of the APTT reagent. 

Incubate at 37°C for 5 minutes. An instrument with a different preset, incubation time may be used provided it is 
at least 3 minutes.

4. Add one volume of CaCl2 and simultaneously begin timing of clot formation. Record the time for clot formation.
5. Perform a second analysis on the plasma, exchanging CaCl2 with APC/CaCl2 and record the time for clot 

formation.
NOTE: When using automated instruments, it is preferable to extend the time for detection of clot formation to at 
least 150 seconds.

Results 
Calculate the APC ratio for the samples and controls:
 Clot time APC/CaCl2APC ratio =

 Clot time CaCl2
A low response consistent with the APC resistance phenotype is indicated when the APC ratio is below or equal to 
the cut-off value (see Calibration). In case a low response is obtained, it is recommended that analysis of a second, 
independently collected sample is performed for confirmation.
NOTE: If fresh samples are used it is important that a normal range is derived from fresh plasma samples from 
healthy individuals. Likewise if frozen plasma is used, the normal range should be obtained from frozen plasmas. 
Fresh samples generally provide slightly higher APC ratios.

Performance Characteristics
REPEATABILITY AND PRECISION
The imprecision of the clotting times obtained in the presence and absence of APC has been determined through 
analyses of three plasma samples with various response to APC. The analyses were performed on 7 different 
occasions, including 5 replicates of each plasma according to NCCLS reference EP5-T215 .
 CaCl2 (s) CV% (Within series) CV% (Between series)
High response plasma 29.9 1.8 % 4.2% 
Control Plasma Level 1 32.0 2.0 % 3.9%
Control Plasma Level 2 32.2 1.1% 0.8%
 APC/CaCl2 (s) CV% (Within series) CV% (Between series)
High response plasma  122  2.4% 2.0% 
Control Plasma Level 1  116  4.3% 5.0%
Control Plasma Level 2  64.5  1.4% 1.6%
 APC ratio CV% (Between series)
High response plasma 4.1 5.0% 
Control Plasma Level 1 3.6 3.3%
Control Plasma Level 2 2.0 1.4%
In general the APC ratio shows a lower imprecision at low APC ratio values. The above study was performed on an 
ACL 300 instrument. Duplicate or triplicate analysis of 17-20 plasma samples on 9 different types of instruments 
resulted in within series CV = 2.0% (range 0.3-4.2%) in the absence of APC and 3.9% (range 0.8-11.3%) in the 
presence of APC.

Calibration
The actual APC ratio corresponding to a borderline response to APC may vary slightly due to the instrumentation 
used as well as the instrument condition. It is recommended that each user establishes the performance of his own 
instrument as well as arrives at an estimation of the APC resistance cut-off value by using the following procedure:
1. Perform five independent determinations of the APC ratio, using at least triplicates in each series, of a plasma 

sample with normal APC response. Confirm that the inter and intra assay variation of the APC ratio is below 7%.
2.  Determine the APC ratios for 50-100 plasma samples from healthy individuals in the age range 20-65 years, 

including about equal numbers of men and non-pregnant women. It is recommended that the selected healthy 
individuals reflect the regional community. Include Control Plasma Level 1 and Control Plasma Level 2. It should 
be recognized that the APC ratio distribution is not Gaussian.

3. Verify that the APC ratios for the Control Plasmas are within their specified ranges.
4.  Calculate the median APC ratio. If this value is 2.6 or lower, it is recommended that the APC/CaCl2 vial is 

reconstituted in 1.5 mL water instead of 2.0 mL, in order to obtain a higher resolution.
5.  Calculate the APC resistance cut-off value as 0.80 times the median APC ratio when below 3 and as 0.75 times 

the median APC ratio when 3 or higher.
6.  The APC ratio for the Control Plasma Level 1 should be within the normal range.  

 The APC ratio for the Control Plasma Level 2 should be below the cut-off value.

Interpretation of results 
If an individual is found to carry the APC resistance phenotype from analysis of two independently collected blood 
samples, a follow up analysis is recommended with a test for the presence of a factor V mutation.

Limitation/interfering factors
The APT time should be within the normal range. Plasma samples showing prolonged APT times due to e.g. 
deficiencies in intrinsic coagulation factors or the presence of phospholipid-protein antibodies will not allow a reliable 
conclusion to be made from the effect of addition of APC. Individuals to be investigated should not be on heparin 
or vitamin K antagonist therapy. Treatment should in the latter case be discontinued for at least one week until the 
baseline prothrombin time has been re-established. As with any APTT-based assay, care should be taken to avoid 
contact activation of samples since this may lead to activation of FVIII and FV. For similar reasons it is important to 
avoid platelet contamination of plasma samples (see under ”Specimen collection”).

Reference values
The APC ratios obtained from analysis of plasmas from 100 healthy individuals (51 men, 49 women, age range 
20-58 years) on five different coagulation instruments were in the range 2-5.
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Utilization prevue
Mesure de la réponse anticoagulante à la protéine C activée (APC) dans le plasma humain, chez les individus 
atteints de maladie thrombo-embolique soupçonnée ou avérée.

Contexte et resume
La résistance à l’APC est un trouble de la voie anticoagulante de la protéine C qui constitue un important facteur 
de risque de maladie thrombo-embolique. Le phénotype de résistance à l’APC se caractérise par une réponse 
anticoagulante anormalement faible dans le plasma humain lors de l’addition de l’APC humaine.1-5 
La responsabilité en revient dans plus de 90% des cas à une mutation du gène du facteur V. Cette mutation rend 
l’un des sites de clivage de l’APC au niveau du facteur Va moins apte au clivage par suite d’une substitution d’acides 
aminés (Arg506 -> Gln).6, 7 Pour les cas restants, d’autres pathologies héréditaires ou acquises contribuent au 
phénotype de résistance à l’APC.8 -10 Coatest APC Resistance fournit une méthode de détermination de la réponse 
à l’APC humaine basée sur le temps de céphaline-kaolin (APTT).11, 12 L’allongement du temps de céphaline-kaolin 
activé basal après addition de l’APC est moindre dans le plasma de sujets porteurs du phénotype de résistance à 
l’APC que chez ceux qui présentent une réponse normale à l’APC.

Principe de mesure
Le plasma est incubé pendant une durée standard avec le réactif mis en œuvre pour la mesure du temps de 
céphaline-kaolin. Après avoir déclenché la coagulation par l’addition de CaCl2 en l’absence et en présence de l’APC 
humaine, on enregistre le temps qui s’écoule jusqu’à la prise en masse du caillot.
REACTIFS
1. CaCl2    1 flacon 

8 mL de chlorure de calcium à 0,025 mol/L dans du tampon Tris contenant 0,5 % de sérum-albumine bovine.
2. Réactif APTT pour temps de céphaline-kaolin 1 flacon 

16 mL de phospholipides purifiés avec de la silice colloïdale comme activateur de contact. Contient un 
conservateur. Mélanger soigneusement à l’aide d’un vortex avant l’emploi.

3. APC/CaCl2    4 flacons 
Protéine C activée d’origine humaine, colyophilisée avec du CaCl2. Reconstituer à l’aide de 2,0 mL eau NCCLS  
type II.13 Laisser reposer pendant 30 minutes à une température de 20-25°C et mélanger prudemment avant  
l’emploi. 

Les réactifs 2 et 3 ne sont pas interchangeables entre lots.
ATTENTION: Chaque unité de donneur servant à la préparation de réactifs de source humaine a été soumise à 
une recherche de la présence d’antigène de surface de l’hépatite B et d’anticorps dirigés contre le VIH 1 et 2 et le 
virus de l’hépatite C au moyen de tests homologués par la FDA, qui ont donné des résultats négatifs. Toutefois, eu 
égard au fait qu’aucun test ne permet d’exclure à 100% la présence de ces maladies à diffusion par voie sanguine, il 
convient de manipuler et d’évacuer avec précaution les réactifs de source humaine à base de ce produit.
APC/CaCl2

Danger
Classe de danger: Sensitization-Respiratory, cat. 1
Indications de danger: Peut provoquer des symptômes allergiques ou d’asthme ou des difficultés 
respiratoires par inhalation.
Conseils de prudence: Éviter de respirer les poussières/fumées. EN CAS D’INHALATION: s’il 

y a difficulté à respirer, transporter la personne à l’extérieur et la maintenir dans une position où elle peut 
confortablement respirer. En cas de symptômes respiratoires: Appeler un CENTRE ANTIPOISON/un médecin. 
Éliminer le contenu/récipient conformément à la réglementation locale/régionale/nationale/internationale.
Informations additionnelles sur les dangers: EUH208: Contient APC (Activated Protein C). Peut produire une 
réaction allergique. EUH210: Fiche de données de sécurité disponible sur demande. Jusqu’à 3.97 % de ce mélange 
est constitué de composants dont la toxicité aiguë (cutanée, par inhalation) pour la santé humaine et l’écotoxicité 
pour le milieu aquatique sont inconnues.
CaCl2 , APTT Reagent
Classe de danger: Aucune
Indications de danger: Aucune
Conseils de prudence: Aucune
Informations additionnelles sur les dangers: CaCl2: Aucune
APTT Reagent:  EUH208: Contient 1,2-benzisothiazolin-3-one. Peut produire une réaction allergique.  Jusqu’à 
20.85 % de ce mélange est constitué de composants dont la toxicité aiguë (par voie orale, cutanée, par inhalation) 
pour la santé humaine et l’écotoxicité pour le milieu aquatique sont inconnues.
Ce produit est à usage diagnostique in vitro.
Materiel necessaire mais non fournIi:
— Eau désionisée, filtrée sur filtre de 0,22 µm, ou eau NCCLS type II.13 
— Pipette étalonnée. 
— Utiliser des appareils de mesure de la coagulation automatiques ou semi-automatiques basés sur des  
 méthodes de détection mécaniques ou optiques.
REMARQUE: Lors de l’utilisation d’appareils de mesure automatiques ou semi-automatiques, se rapporter toujours au 
manuel de l’opérateur, fourni par le fabricant de l’appareil, pour des procédures exactes.

Conditions de conservation et stabilité
Les réactifs scellés sont stables à des températures de 2 à 8°C jusqu’à la date de péremption imprimée sur 
l’étiquette. Eviter la contamination des réactifs par des microorganismes.
1. CaCl2 

Stable une fois le flacon entamé pendant 1 semaine à 15-25°C ou pendant 1 mois à 2-8°C dans le flacon  
d’origine.

2. Réactif APTT pour temps de céphaline-kaolin 
Stable une fois le flacon entamé pendant 1 semaine à 15-25°C ou 1 mois à 2-8°C dans le flacon d’origine. Ne 
pas congeler.

3. APC/CaCl2 
Stable après la reconstitution pendant 2 heures à 37°C, pendant 8 heures à 15-25°C, pendant 5 jours à 2-8°C  
ou pendant 3 mois à -20°C ou á des températures inférieures dans le flacon d’origine. *Voir REMARQUE. 

*REMARQUE: Décongeler à 37°C le réactif et mélanger prudemment avant l’emploi. Ne pas recongeler.

Contrôle de qualité
Des Contrôle plasmatique 1 et 2 doivent être utilisés aux fins de validation de la série de tests. L’on peut aussi se 
procurer séparément chez Chromogenix du Contrôle plasmatique 1 (art. n° 82 2650 63) et du Contrôle plasmatique 
2 (art. n° 82 2668 63). Contrôle plasmatique 1 présente une réponse normale à l’APC et le Contrôle plasmatique 
2 une réponse anormale. Des fourchettes de rapports de l’APC attendus sont communiquées avec chaque lot. 
L’obtention de valeurs hors des limites de la fourchette précisée devra conduire à répéter l’analyse, après avoir 
procédé à une vérification complète des réactifs et du fonctionnement des instruments. (Voir la section Etalonnage 
pour un emploi conforme au CQ des plasmas Contrôle plasmatique 1 et 2).

Recueil des échantillons
Effectuer le prélèvement après que le patient se soit reposé pendant 10 minutes. Recueillir le sang (9 volumes) sur 
du citrate de sodium à 0,1 mol/L (1 volume) et centrifuger à 2000 g, 20 minutes à la température ambiante, dans un 
délai maximal de 7 heures. Séparer soigneusement le plasma des éléments figurés dans les 30 minutes qui suivent. 
Afin d’éviter toute contamination par les plaquettes, on utilisera uniquement la portion intermédiaire du plasma. 
L’analyse du plasma doit intervenir dans les 8 heures suivant le prélèvement. Une alternative consiste à le congeler 
rapidement à -70°C en aliquotes de 1 mL ou moins, puis à le conserver pendant un maximum de 3 ans à -70°C. 
Les échantillons ne doivent pas être conservés dans un congélateur à dégivrage automatique, ni être décongelés 
et recongelés avant le test. Traiter les échantillons comme potentiellement infectieux. Pour tout complément 
d’informations, se reporter au document H21-A3 NCCLS.14 

Procedure
1.  Amener tous les réactifs à la température ambiante avant l’emploi. Décongeler rapidement à 37°C les 

prélèvements de plasma congelé de façon standardisée en veillant à exposer le prélèvement à une perte 
négligeable de l’activité des facteurs de coagulation labiles et en vérifiant l’absence de cryoprécipités.

2. Préchauffer un volume suffisant de CaCl2 et d’APC/CaCl2 à 37±0,5°C.
3. Ajouter un volume de plasma dans l’éprouvette ou dans la cuvette, puis compléter par un volume identique 

du réactif pour le temps de céphaline-kaolin. Faire incuber à 37°C pendant 5 minutes. Un appareil de mesure, 
comportant une durée d’incubation differente, préréglée, peut être utilisé à condition que la durée soit au 
minimum de 3 minutes.

4. Ajouter un volume de CaCl2 et commencer simultanément à chronométrer la formation du caillot. Enregistrer le 
délai nécessaire à la formation du caillot.

5. Procéder à une seconde analyse du prélèvement plasmatique en remplaçant CaCl2 par APC/CaCl2 et 
enregistrer le délai de la formation du caillot.

REMARQUE: En cas d’utilisation d’instruments automatisés, il est préférable de prolonger jusqu’à un minimum de 
150 secondes la durée de détection de la prise en masse du caillot.

Résultats
Calculer le rapport de l’APC pour les prélèvements et les contrôles:
 Temps de coagulation APC/CaCl2Rapport de l’APC =

 Temps de coagulation CaCl2
Un rapport de l’APC inférieur ou égal à la valeur seuil (voir Etalonnage) indique une réponse faible correspondant au 
phénotype de résistance de l’APC. En cas d’obtention d’une telle réponse faible, il est recommandé de procéder à 
l’analyse d’un second échantillon recueilli séparément pour confirmation.
REMARQUE: Les échantillons de plasma frais ou congelés doivent être évalués par référence à une normale 
issue de l’analyse d’échantillons de plasma frais ou congelés – selon le cas – de sujets sains. Les échantillons frais 
donnent généralement des rapports de l’APC un peu plus élevés.

Evaluation du coffret
REPETABILITE ET PRECISION
L’imprécision des temps de coagulation obtenus en présence et en l’absence de l’APC été déterminée par analyse 
de trois échantillons de plasma présentant une réponse différente de l’APC. Les analyses ont été effectuées à 7 
reprises, y compris 5 reproductions de chaque plasma conformément à la référence EP5-T2 NCCLS.15

 CaCl2 (s) Intrasérie  Interséries
Réponse forte 29,9 CV = 1,8% CV = 4,2% 
Contrôle plasmatique 1 32,0 CV = 2,0% CV = 3,9% 
Contrôle plasmatique 2 32,2 CV = 1,1% CV = 0,8%
 APC/CaCl2 (s) Intrasérie  Interséries
Réponse forte 122 CV = 2,4% CV = 2,0% 
Contrôle plasmatique 1 116 CV = 4,3% CV = 5,0% 
Contrôle plasmatique 2  64,5 CV = 1,4% CV = 1,6%
 Rapport de l’APC Interséries
Réponse forte 4,1 CV = 5,0% 
Contrôle plasmatique 1 3,6 CV = 3,3%
Contrôle plasmatique 2 2,0 CV = 1,4%
D’une manière générale, l’imprécision du rapport de l’APC est d’autant moins grande que les valeurs de ce rapport 
sont faibles. L’étude ci-dessus a été réalisée sur un instrument ACL 300. L’analyse en double ou en triple de 17 à 20 
échantillons de plasma sur 9 types d’instruments différents, a abouti à un CV intrasérie égal respectivement à 2,0% 
(extrêmes: 0,3-4,2%) et 3,9% (extrêmes: 0,8-11,3%) en l’absence et en présence de l’APC.

Etalonnage
Le rapport effectif de l’APC qui correspond à une réponse limite à l’APC, est susceptible de légères variations dues 
à l’instrumentation utilisée, de même qu’à l’état de l’instrument. Il est recommandé que chaque utilisateur vérifie 
les performances de son instrument et parvienne à une estimation de la valeur seuil de résistance à l’APC en 
appliquant la procédure suivante:
1. Effectuer cinq déterminations indépendantes du rapport de l’APC – au moins en triple dans chaque série – d’un 

échantillon de plasma présentant une réponse normale à l’APC. Confirmer que la variation inter- et intratest du 
rapport de l’APC est inférieure à 7%.

2. Déterminer les rapports de l’APC pour 50 à 100 échantillons de plasma provenant de sujets sains âgés de 20 
à 65 ans, répartis en un nombre sensiblement égal d’hommes et de femmes non enceintes. Les individus sains 
sélectionnés seront autant que possible représentatifs de la communauté régionale. Inclure le plasma témoin 
niveau 1 et le plasma témoin niveau 2. La distribution du rapport de l’APC doit être reconnue non gaussienne.

3. S’assurer que les rapports de l’APC pour les plasmas témoins sont bien à l’intérieur de la fourchette précisée.
4. Calculer le rapport médian de l’APC. Si cette valeur est égale ou inférieure à 2,6,  

 il est conseillé, de manière à obtenir une résolution plus élevée, de reconstituer l’ampoule de APC/CaCl2 avec 
1,5 mL d’eau au lieu de 2,0 mL.

5. Calculer la valeur-seuil de résistance à l’APC en multipliant le rapport de l’APC médian par 0,75 s’il est inférieur 
à 3 et en multipliant le rapport de l’APC médian par 0,80 s’il est égal ou supérieur à 3.

6. Le rapport de l’APC pour le Contrôle plasmatique 1 doit se situer dans les limites de la normale. Le rapport de 
l’APC pour le Contrôle plasmatique 2 doit se situer en dessous de la valeur seuil.

Interpretation des résultats
Si l’analyse de deux échantillons de sang recueillis indépendamment révèle qu’un individu est porteur du phénotype 
de résistance à l’APC, il est recommandé de pratiquer une analyse de contrôle en recherchant l’existence éventuelle 
d’une mutation du facteur V.

Limitations/facteurs interferents
Le temps de céphaline-kaolin (APTT) doit se trouver dans les limites de la normale. Des échantillons de plasma 
présentant des temps de céphaline-kaolin allongés, par suite notamment de déficits en facteurs intrinsèques de 
la coagulation ou de l’existence d’anticorps dirigés contre les protéines des phospholipides, ne permettraient 
de tirer de l’effet de l’addition de l’APC aucune conclusion fiable. Les sujets à étudier ne doivent pas être sous 
héparinothérapie ou sous OAC. Dans ce dernier cas, le traitement sera arrêté pendant au minimum une semaine, 
jusqu’au rétablissement du temps de Quick de base. Comme pour tous les tests basés sur l’APC, on prendra soin 
d’éviter une activation de contact des échantillons, en raison du risque inhérent d’activation des facteurs VIII et V. 
Pour des motifs analogues, il importe de même d’éviter toute contamination plaquettaire des échantillons de plasma 
(voir à Recueil des échantillons).

Valeurs de reference
Les rapports de l’APC issus de l’analyse du plasma de 100 sujets sains (51 hommes et 49 femmes, âge: 20 à 58 
ans) sur cinq instruments de coagulation différents, se situaient dans une fourchette comprise entre 2 et 5.
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Uso
Per misurare la risposta anticoagulante alla Proteina C Attivata (APC) in plasma umano in soggetti con disturbi 
tromboembolici sospetti o confermati.

Introduzione
La resistenza alla APC é un disturbo nel percorso anticoagulante della proteina C, e rappresenta un importante 
fattore di rischio per eventi tromboembolici. Il fenotipo di resistenza alla APC é caratterizzato da una bassa risposta 
anticoagulante nel plasma dopo aggiunta di APC umana.1-5 Piú del 90% dei casi é dovuto a mutazione del gene 
del fattore V. Tale mutazione causa una sostituzione dell’aminoacido Arg in posizione 506, con Gln e rende uno dei 
siti di proteolisi del fattore V meno sensibili all’azione della APC.6,7 Negli altri casi, sono altre condizioni ereditarie o 
acquisite che contribuiscono al manifestarsi delle resistenza all’APC.8-10 Coatest APC Resistance é un metodo per la 
determinazione della risposta alla APC umana ed é basato sull’APTT (tempo di tromboplastina parziale attivata).11,12 
Il prolungamento del tempo di coagulazione basale di APTT dopo aggiunta di APC é piú breve nel plasma di 
soggetti con fenotipo APC-resistente che in quello di soggetti con risposta normale alla APC.

Principio del metodo
Il plasma viene incubato con il reagente APTT per un periodo di tempo standard. La coagulazione inizia con 
l’aggiunta di CaCl2 in assenza o presenza di APC umana. Il tempo di formazione di coagulo viene annotato.
REAGENTI
1. CaCl2 1 fiala 

8 mL di cloruro di calcio 0,025 mol/L in tampone Tris contenente 0,5% albumina di siero bovino. 
2. Reagente APTT 1 fiala 

16 mL di fosfolipidi purificati e silice colloidale come attivatore di contatto. Contiene conservante. Mescolare  
accuratamente prima dell’ uso in un miscelatore di tipo Vortex. 

3. APC/CaCl2 4 fiale 
Proteina C umana attivata co-liofilizzata con CaCl2. Ricostituire con 2,0 mL di acqua di tipo NCCLS II.13 Notare  
che si puó scegliere un diverso volume di ricostituzione (vedere Calibrazione). Lasciare riposare per 30 minuti a  
20-25°C. Miscelare leggermente il prodotto prima dell’uso, ma senza agitare o scuotere.

I reagenti 2 e 3 non sono interscambiabili tra lotti diversi. 
ATTENZIONE: Ogni unitá di sangue utilizzata nella preparazione di reagenti di origine umana é stata analizzata con 
metoologia approvata dall’ FDA (agenzia USA per il controllo di alimenti e medicinali) per evidenziare una eventuale 
presenza di antigene di superficie dell’ epatite B, e di anticorpi anti a HIV 1 e 2 e anti epatite C, risultando negativa. 
Tuttavia, dato che nessun test puó completamente escludere la presenza di tali agenti patogeni nel sangue, i 
reagenti di origine umana contenuti nel kit vanno maneggiati ed eliminati con cautela. 
APC/CaCl2

Pericolo
Classe di pericolo: Sensitization-Respiratory, cat. 1
Indicazioni di pericolo: Può provocare sintomi allergici o asmatici o difficoltà respiratorie se inalato.
Consigli di prudenza: Evitare di respirare la polvere/i fumi. In caso di inalazione: Se la respirazione 
è difficile, trasportare l’infortunato all’aria aperta e mantenerlo a riposo in posizione che favorisca la 

respirazione. In caso di sintomi respiratori: contattare un CENTRO ANTIVELENI/un medico. Smaltire il prodotto/
recipiente in conformità alla regolamentazione locale/regionale/ nazionale/ internazionale. 
Informazioni supplementari sui pericoli: EUH208: Contiene APC (Activated Protein C). Può provocare una 
reazione allergica. EUH210: Scheda dati di sicurezza disponibile su richiesta. Fino al 3.97% di questa miscela è 
costituita da ingredienti la cui tossicità acuta (dermale, inalatoria) per la salute umana e la tossicità per l’ambiente 
acquatico non è nota.
CaCl2 , APTT Reagent
Classe di pericolo: Nessuno
Indicazioni di pericolo: Nessuno
Consigli di prudenza: Nessuno
Informazioni supplementari sui pericoli: 
CaCl2: Nessuno
APTT Reagent:  EUH208: Contiene 1,2-benzisothiazolin-3-one. Può provocare una reazione allergica.  Fino al 
20.85% di questa miscela è costituita da ingredienti la cui tossicità acuta (per via orale, dermale, inalatoria) per la 
salute umana e la tossicità per l’ambiente acquatico non è nota.
Per l’impiego diagnostico in vitro.
Materiali necessari ma non forniti 
— Acqua NCCLS tipo II.13 
— Pipette calibrate. 
— Strumenti per coagulazione automatici o semiautomatici da utilizzare con metodi di rilevamento meccanici o  
 ottici.
NOTA: Per assicurare delle procedure ottimali quando si utilizzano strumenti automatici o semiautomatici, riferirsi 
sempre al manuale d’uso del costruttore. 

Conservazione e stabilitá
I reagenti sigillati sono stabili a 2-8°C fino alla data di scadenza stampata sulla confezione. Evitare contaminazione 
microbica dei reagenti.
1. CaCl2  

Il reagente conservato nel contenitore originale aperto é stabile 7 giorni a 15-25°C o per 1 mese a 2-8°C.
2. Reagente APTT  

Il reagente conservato nel contenitore originale aperto é stabile 7 giorni a 15-25°C o per 1 mese a 2-8°C. Non  
congelare.

3. APC/CaCl2 
Dopo ricostituzione, rimane stabile per 2 ore a 37°C, 8 ore a 15-25°C, 5 giorni a 2-8°C, o 3 mesi a -20°C o  
inferiore se conservato nel contenitore originale. *Vedere la NOTA.

*NOTA: I reagenti congelati vanno rapidamente scongelati a 37°C e mescolati gentilmente prima dell’uso. Non 
ricongelare.

Controllo di qualitá
Usare plasmi di controllo livello 1 e 2 per convalidare la serie di test. Plasma di controllo livello 1 (Art. No. 82 2650 
63) e livello 2 (Art. No. 82 2668 63) sono entrambi disponibili separatamente dalla Chromogenix. Quello di livello 1 
mostra una riposta normale alla APC e quello di livello 2 una riposta anormale. Gli intervalli dei valori attesi di APC 
sono forniti con ogni lotto. Se si ottengono valori al di fuori degli intervalli specificati bisognerá eseguire un controllo 
completo dei reagenti e degli strumenti e ripetere l’analisi (vedere la sezione Calibrazione per il controllo di qualitá 
dei livelli 1 e 2 del plasma di controllo). 

Raccolta dei campioni
Il paziente deve restare a riposo per 10 minuti prima del prelievo. Nove parti di sangue raccolto vanno mescolate 
con una parte di citrato trisodico 0,1 mol/L. Centrifugare entro 7 ore a 2000 x g per 20 minuti a temperatura 
ambiente. Entro 30 minuti, separare accuratamente il plasma dagli eritrociti. Per evitare contaminazione da piastrine, 
utilizzare solo la porzione centrale del campione di plasma.12 Analizzare il plasma entro 8 ore dal prelievo di sangue. 
Alternativamente, congelare rapidamente a -70°C in aliquote di 1 mL o inferiori e conservare per non oltre 3 anni 
a -70°C. I campioni non vanno conservati in un congelatore autodisgelante e non vanno scongelati e disgelati e 
ricongelati prima del test. I campioni vanno trattati come materiale potenzialmente infetto. Per ulteriori informazioni 
vedere il documento NCCLS H21-A3.14

Procedimento
1. Tutti i reagenti vanno portati a temperatura ambiente prima dell’uso. I campioni di plasma congelati vanno 

rapidamente riscaldati a 37°C in modo standard per minimizzare le perdite di attività dei fattori labili di 
coagulazione e per evitare la formazione di crio-precipitati.

2. Portare a 37(±0,5°C) un volume sufficiente di CaCl2 e di APC/CaCl2.
3. Versare 1 volume (50-100 µL) di plasma in una provetta o cuvetta, aggiungere un volume uguale del reagente 

APTT. Incubare a 37°C per 5 minuti. Si pó utilizzare anche uno strumento con un tempo di incubazione giá 
prefissato e differente, purché sia di almeno 3 minuti. 

4. Aggiungere un volume di CaCl2 ed iniziare immediatamente il conteggio del tempo di coagulazione. Annotare il 
tempo di formazione del coagulo.

NOTA: Se si usa uno strumento automatico, si consiglia di prolungare il tempo di rilevamento del coagulo ad almeno 
150 secondi.

Risultati
Calcolare il rapporto APC per i campioni ed i controlli come segue:
 Tempo di coagulazione APC/CaCl2Rapporto APC =

 Tempo di coagulazione CaCl2
Un rapporto minore o uguale al valore prefissato (vedere Calibrazione) indica una bassa risposta corrispondente ad 
un fenotipo APC-resistente. Nel caso di bassa risposta, si consiglia di ottenere conferma ripetendo l’ analisi su un 
secondo campione ottenuto indipendentemente.
NOTA: Campioni di plasma fresco o congelato vanno analizzati in rapporto a campioni di plasma fresco o congelato 
ottenuti da soggetti sani. Campioni freschi in genere danno valori leggermente superiori.

Caratteristiche del metodo
ACCURATEZZA E PRECISIONE
Il grado di imprecisione dei tempi di coagulazione ottenuti in presenza o in assenza di APC é stato determinato 
mediante analisi di tre campioni di plasma con vari tipi di risposta alla APC. Le analisi furono eseguite in 7 occasioni 
diverse con 5 repliche per ogni campione di plasma secondo il riferimento NCCLSS EP5-T2.15

(CV = Coefficiente di Variazione)

 CaCl2 (sec) Intra-serie Inter-serie
Plasma ad alta risposta 29,9 CV = 1,8% CV = 4,2% 
Plasma di controllo Livello 1 32,0 CV = 2,0% CV = 3,9% 
Plasma di controllo Livello 2 32,2 CV = 1,1% CV = 0,8%
 APC/CaCl2 (sec) Intra-serie Inter-serie
Plasma ad alta risposta 122 CV = 2,4% CV = 2,0% 
Plasma di controllo Livello 1 116 CV = 4,3% CV = 5,0% 
Plasma di controllo Livello 2 64,5 CV = 1,4% CV = 1,6%
 rapporto APC Inter-serie
Plasma ad alta risposta 4,1 CV = 5,0% 
Plasma di controllo Livello 1 3,6 CV = 3,3% 
Plasma di controllo Livello 2 2,0 CV = 1,4%
In genere, il rapporto APC mostra un grado di imprecisione minore a valori bassi. Tale studio fu eseguito con uno 
strumento ACL. Analisi in duplicato o in triplicato di 17-20 campioni di plasma usando 9 differenti tipi di strumenti 
hanno dato valori di CV intra-serie pari a 2,0% (intervallo 0,3-4,2%) senza APC e a 3,9% (intervallo 0,8-11,3%) in 
presenza di APC.

Calibrazione
Il rapporto APC ottenuto corrispondente ad una risposta limite alla APC puó variare leggermente in funzione del tipo 
e delle condizioni degli strumenti utilizzati. Si consiglia ad ogni utilizzatore di convalidare la funzionalitá dei propri 
strumenti e di determinare il valore limite della resistenza APC applicando il procedimento seguente:
1. Eseguire 5 determinazioni indipendenti del rapporto APC utilizzando un campione di plasma con risposta APC 

normale, in triplicato per ogni serie. Assicurarsi che la variabilitá inter- ed intra-serie del rapporto APC sia minore 
del 7%. 

2. Determinare i rapporti APC per 50-100 campioni di plasma di soggetti in buona salute tra 20 e 65 anni di età, 
compresi uomini e donne non gravide in numero circa uguale. Si consiglia di scegliere tali soggetti in modo che 
siano rappresentativi della comunità regionale sotto studio. Includere plasma di controllo di livello 1 e 2. Tener 
presente che la distribuzione del rapporto APC non é Gaussiana.

3. Verificare che i rapporti APC per i campioni di plasma di controllo siano entro i limiti specificati. 
4. Calcolare il valore mediano del rapporto. Se esso é 2,6 o inferiore, si consiglia di ricostituire la fiala di APC/CaCl2 

in 1,5 mL di acqua invece di 2,0 mL, in modo da ottenere una migliore risoluzione. 
5. Si puó ottenere una stima del valore limite della resistenza APC pari a 0,75 volte il valore mediano del rapporto 

APC se questo é superiore a 3, o a 0,80 volte di un valore mediano inferiore a 3.
6. Il rapporto APC per il livello 1 di plasma di controllo dovrebbe cadere entro l’intervallo normale. Quello per il livello 

2 dovrebbe essere inferiore al valore limite. 

Interpretazione dei risultati
Se, in seguito ad analisi di due campioni di sangue separatamente prelevati, un soggetto risulta essere portatore di 
fenotipo APC-resistente, si raccomanda di eseguire un test per determinare l’eventuale presenza di una mutazione 
del fattore V.

Limitazioni/fattori interferenti 
Il tempo di APTT dovrebbe trovarsi entro l’intervallo normale. Campioni plasmatici con tempi di APTT prolungati a 
causa, ad esempio, di carenze nei fattori intrinseci di coagulazione o della presenza di anticorpi fosfolipido-proteici, 
non permettono di raggiungere una conclusione attendibile sull’ effetto dell’aggiunta di APC. I soggetti sotto studio 
non devono essere in trattamento con eparina o antagonisti della vitamina K. In tal caso il trattamento deve essere 
interrotto per almeno una settimana fino a quando non si sia ristabilito il tempo base di protrombina. Come per tutti i 
test basati sull’APTT, bisogna evitare l’attivazione da contatto dei campioni poiché ció potrebbe causare l’attivazione 
di FVIII e FV. Per le stesse ragioni, è necessario evitare contaminazione piastrinica dei campioni plasmatici (vedere 
“Raccolta dei campioni”) 

Valori di riferimento
I rapporti di APC misurati nel plasma di 100 soggetti sani (51 maschi e 49 femmine, tra 20 e 58 anni di etá) usando 
5 diversi strumenti di analisi risultarono contenuti nell’ intervallo 2-5. 

Uso
Medir la respuesta anticoagulante del plasma humano ante la proteína C activada (APC) en los pacientes que 
padecen enfermedades tromboembólicas posibles o comprobadas.

Antecedentes y resumen
La resistencia a la APC es un desorden de la vía anticoagulante de la proteína C, que constituye un factor de 
riesgo importante en la enfermedad tromboembólica. El fenotipo de resistencia a la APC está caracterizado por 
una respuesta anticoagulante anormalmente baja del plasma humano al añadirse APC humano.1-5 Más del 90% 
de los casos se deben a una mutación en el gen del Factor V. Esta mutación hace que uno de los sitios de división 
del factor Va por la APC sea menos susceptible a la división, debido a una sustitución de un aminoácido (Arg506 
-> Gln).6,7 En los demás casos, los factores hereditarios o adquiridos contribuyen al fenotipo de resistencia* a la 
APC.8-10  
El Coatest APC™ Resistance suministra una prueba basada en APTT con el fin de determinar la respuesta ante la 
APC humana.11,12 La prolongación del tiempo de coagulación basal APTT después de añadir APC es más corta en 
el plasma de los pacientes que poseen el fenotipo de resistencia a la APC que en los pacientes con una respuesta 
normal ante la APC.

Fundamento del metódo
El plasma se incuba con el reactivo APTT durante un periodo de tiempo estandarizado. Se inicia la coagulación 
mediante la adición de CaCl2 en ausencia y en presencia de APC humana y se registra el tiempo de coagulación.
REACTIVOS
1. CaCl2 1 vial 

8 mL de cloruro de calcio, 0,025mol/L en tampón Tris que contiene 0,5% de albúmina de suero bovino.
2. Reactivo APTT 1 vial 

16 mL de fosfolípidos purificados con sílica coloidal como activador de contacto. Contiene un conservante. Mezclar 
completamente en un agitador de Vortex antes de usar.

3. APC/CaCl2 4 viales 
Proteína C humana activada, coliofilizada con CaCl2. Reconstituir con 2,0 mL de agua NCCLS de tipo II.13  
Obsérvese que es posible tomar un volumen de reconstitución diferente (ver Calibración). Dejar en reposo a  
20-25°C durante 30 minutos. Agitar suavemente antes de usar. No usar agitador Vortex o agitación fuerte.

Los reactivos 2 y 3 no son intercambiables entre un lote y otro.
PRECAUCION: Cada unidad de donantes utilizada para la preparación de reactivos de origen humana ha sido 
analizada mediante un método aprobado por la FDA para comprobar la presencia de antígenos de superficie de 
hepatitis B así como anticuerpos de VIH 1 y 2 y de hepatitis C, habiendo sido negativo el resultado. Sin embargo, no 
existe prueba alguna que pueda garantizar la ausencia de estas enfermedades transmitidas por vìa sanguìnea, por 
lo que la manipulación y desecho de estos productos deben efectuarse con cuidado.
APC/CaCl2

Peligro
Clase de peligro: Sensitization-Respiratory, cat. 1
Indicaciones de peligro:  Puede provocar síntomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en 
caso de inhalación.
Consejos de prudencia: Evitar respirar el polvo/el humo.  En caso de inhalación: Si respira con 

dificultad, Transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una posición que le facilite la respiracion. En caso 
de síntomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOG�A/médico. Eliminar el contenido/el recipiente de 
conformidad con la normativa local, regional, nacional o internacional.
Información suplementaria sobre los peligros: EUH208: Contiene APC (Activated Protein C). Puede provocar 
una reacción alérgica.
EUH210: Puede solicitarse la ficha de datos de seguridad. Hasta el 3.97% de la mezcla está constituido por 
componentes con una toxicidad aguda ( dérmica, por inhalación) para los seres humanos y un peligro para el medio 
ambiente no conocidos.
CaCl2 , APTT Reagent
Clase de peligro: Ninguna
Indicaciones de peligro: Ninguna   
Consejos de prudencia: Ninguna
Información suplementaria sobre los peligros: 
CaCl2: Ninguna 
APTT Reagent:  EUH208: Contiene 1,2-benzisothiazolin-3-one. Puede provocar una reacción alérgica.  Hasta el 
20.85% de la mezcla está constituido por componentes con una toxicidad aguda (orale, dérmica, por inhalación) 
para los seres humanos y un peligro para el medio ambiente no conocidos.
Este producto es para diagnóstico in vitro.
Materiales necesarios pero no suministrados:
— Agua NCCLS de tipo II13 ó agua desionizada filtrada a través de un filtro de de 0,22 µm. 
— Pipetas calibradas. 
— Deben usarse instrumentos automáticos o semiautomáticos de coagulación que empleen métodos de  
 detección mecánicos u óticos.
NOTA: Cuando se usen instrumentos automáticos o semiautomáticos, consultar siempre el manual de instrucciones 
del fabricante del instrumento para seguir exactamente los procedimientos.

Condiciones de almacenamiento y estabilidad
Los reactivos sellados son estables a temperatura entre 2 y 8°C hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. 
Debe evitarse la contaminación de los reactivos por microorganismos.
1. CaCl2 

El reactivo abierto dentro del vial original es estable durante 7 días a 15-25°C o un mes a temperatura entre  
2 y 8°C.

2. Reactivo APTT 
El reactivo abierto dentro del vial original es estable durante 7 días a 15-25°C o un mes a temperatura entre 
2 y 8°C. No congelar.

3. APC/CaCl2 
La estabilidad después de la reconstitución es de 2 horas a 37°C, de 8 horas entre 15 y 25°C, de 5 días entre 
2 y 8°C, y de tres meses a -20°C o temperatura inferior, siempre y cuando se almacene en el vial original. Ver 
la nota.

NOTA: El reactivo congelado debe ser descongelado rápidamente a 37°C y mezclado suavemente antes del uso. 
No congelar de nuevo.

Controles de calidad 
Los plasmas de control de nivel 1 y 2 deben usarse para la validación de las series de ensayos. Chromogenix 
también tiene a su disposició en forma separada el plasma de control de nivel 1 (artículo n° 82 2650 63) y el 
plasma de control de nivel 2 (artículo n° 82 2668 63). El nivel 1 muestra una respuesta normal y el nivel 2 muestra 
una respuesta anormal ante la APC. En cada lote se suministran los rangos de coeficientes APC esperados. Si se 
obtienen valores fuera del rango especificado, debe efectuarse una comprobación completa de los reactivos y de 
los instrumentos, y luego repetirse los análisis (ver las instrucciones de uso de los plasmas de control de nivel 1 y 
nivel 2 en la sección Calibración).

Toma de muestras
El paciente debe haber estado en reposo durante al menos diez minutos antes de tomar la muestra. Recoger la 
sangre (9 volúmenes) en 0,1 mL de citrato de sodio (1 volumen) y centrifugar dentro de las 7 horas siguientes a 
2.000 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente. Separar cuidadosamente el plasma de los glóbulos rojos 
dentro de los treinta minutos siguientes. Utilizar solamente la porción media de plasma con el fin de evitar la 
contaminación de plaquetas. Analizar el plasma dentro de las ocho horas siguientes a la toma de muestras.12 Como 
alternativa, el plasma puede congelarse rápidamente a -70°C en alícuotas de 1 mL o menos, y almacenar durante 
un máximo de tres anos a -70°C. Las muestras no deben almacenarse en un congelador de descongelación 
automática, y no deben descongelarse y congelarse nuevamente antes de la prueba. Las muestras deben tratarse 
como potencialmente infecciosas. Para más información ver el documento H21-A3 NCCLS.14

Procedimiento
1.  Todos los reactivos deben ser llevados a temperatura ambiente antes del uso. Las muestras de plasma 

congeladas deben ser descongeladas rápidamente a 37°C de forma estándar para cerciorarse de que las 
pérdidas de actividad de los factores de coagulación lábiles sean despreciables y que no exista presencia de 
crioprecipitado.

2.  Precalentar (37±0,5°C) un volumen suficiente de CaCl2 y APC/CaCl2.
3.  Añadir un volumen (50-100 µL) de plasma en un tubo de ensayo ó cubeta, y luego añadir un volumen igual de 

reactivo APTT. Incubar a 37°C durante cinco minutos.  
 Es posible utilizar un tiempo de incubación distinto en un instrumento con un ajuste diferente, siempre y cuando 
sea por lo menos de tres minutos.

4.  Añadir un volumen de CaCl2 y empezar simultáneamente a cronometrar la formación del coágulo. Registrar el 
tiempo de formación del coágulo.

5.  Efectuar un segundo análisis del plasma, cambiando el CaCl2 por APC/CaCl2, y registrar el tiempo necesario 
para la formación de coágulo.

NOTA: Si se usan instrumentos automáticos, es preferible aumentar el tiempo de detección de formación del 
coágulo hasta por lo menos  
150 segundos.

Resultados
Calcular el coeficiente de APC para las muestras y controles:
 Tiempo de coagulación APC/CaCl2Coeficiente APC =

 Tiempo de coagulación CaCl2
Cuando el coeficiente de APC es inferior o igual al valor de corte (ver la sección CALIBRACION), esto indica una 
respuesta baja, coherente con el fenotipo de resistencia a la APC. En caso de obtenerse respuestas bajas, se 
recomienda efectuar un análisis de una segunda muestra recogida independientemente para fines de confirmación.
NOTA: Las muestras de plasma fresco o congelado deben evaluarse contra un rango normal obtenido con el 
análisis de muestras de plasma fresco o congelado respectivamente, provenientes de individuos sanos. Las 
muestras frescas generalmente muestran unos coeficientes de APC ligeramente superiores. No utilizar muestras 
de plasma recongelado.

Caracteristicas de rendimiento
REPETIBILIDAD Y PRECISIÓN
La imprecisión de los tiempos de coagulación, obtenidos en presencia y en ausencia de APC, ha sido calculada 
mediante el análisis de tres muestras de plasma con diversas respuestas de la APC. Los análisis fueron efectuados 
en siete ocasiones distintas, incluyendo cinco réplicas de cada plasma, de acuerdo con la referencia EP5-T2 del 
NCCLS.15

 CaCl2 (s) Dentro de la serie De una a otra serie
Plasma de alta respuesta 29,9 CV = 1,8% CV = 4,2% 
Plasma de control nivel 1 32,0 CV = 2,0% CV = 3,9% 
Plasma de control nivel 2 32,2 CV = 1,1% CV = 0,8%
 APC/CaCl2 (s) Dentro de la serie De una a otra serie
Plasma de alta respuesta 122 CV = 2,4% CV = 2,0% 
Plasma de control nivel 1 116 CV = 4,3% CV = 5,0% 
Plasma de control nivel 2 64,5 CV = 1,4% CV = 1,6%
 Coeficiente APC Dentro de la serie 
Plasma de alta respuesta 4,1 CV = 5,0%  
Plasma de control nivel 1 3,6 CV = 3,3%  
Plasma de control nivel 2 2,0 CV = 1,4% 
En general, el coeficiente de APC muestra una imprecisión inferior en los valores bajos. El estudio anterior fue 
efectuado en un instrumento ACL. Los análisis duplicados y triplicados de 17 a 20 muestras de plasma en 9 tipos 
distintos de instrumentos dieron como resultado un CV = 2,0% dentro de la serie (rango 0,3-4,2%), en ausencia de 
APC, y de 3,9 (rango 0,8-11,3%) en presencia de APC.

Calibración
El coeficiente de APC efectivo que corresponde a una respuesta límite ante la APC puede variar ligeramente debido 
a la instrumentación que se utilice, así como al estado del instrumento. Se recomienda que cada usuario determine 
el rendimiento de sus propios instrumentos, y que efectúe una estimación del valor de corte de la resistencia a la 
APC, aplicando el procedimiento siguiente:
1. Efectuar cinco determinaciones independientes del coeficiente de APC, utilizando por lo menos triplicados 

en cada serie, de una muestra de plasma con respuesta normal a la APC. Confirmar que la variación de los 
coeficientes de APC intra- e inter-ensayo se encuentra por debajo del 7%.

2. Determinar los coeficientes de APC para 50-100 muestras de plasma de individuos sanos en un rango de 
edades entre 20 y 65 años, incluyendo el mismo número de varones y de mujeres no embarazadas. Se 
recomienda que los individuos sanos seleccionados sean un buen reflejo de la comunidad regional. Incluir el 
plasma de control de nivel 1 y el plasma de control de nivel 2. La distribución del coeficiente de APC no debería 
ser de Gauss.

3. Comprobar que los coeficientes de APC para los plasmas de control se encuentran dentro de los rangos 
especificados.

4. Calcular la mediana del coeficiente APC. Si esta magnitud es de 2,6 ó inferior, se recomienda que se 
reconstituya el vial APC/CaCl2 en 1,5 mL de agua, en vez de  
 2,0 mL, a fin de conseguir una resolución más elevada.

5. Se puede conseguir un estimado del valor de corte de la resistencia a la APC como 0,75 veces la mediana del 
coeficiente de APC para valores por encima de 3, y como 0,60 veces la mediana del coeficiente de APC para 
valores por debajo de 3.

6. El coeficiente de APC para el plasma de control de nivel 1 debe encontrarse dentro del rango normal; el 
coeficiente APC para el plasma de control de nivel 2 debe encontrarse por debajo del valor de corte.

Interpretación de los resultados
Cuando el análisis de dos muestras de sangre tomadas independientemente indique que una persona es portadora 
del fenotipo de resistencia APC, se recomienda efectuar un análisis de seguimiento con una prueba de presencia 
de mutació del factor V.

Limitaciones/factores de interferencia
El tiempo de APTT debe encontrarse dentro del rango normal. Las muestras de plasma que muestren tiempos 
de APTT prolongados debido, por ejemplo, a una deficiencia en los factores de coagulación de la via intrínseca, 
o a la presencia de anticuerpos antifosfolípido-proteína, no permitirán sacar conclusiones fiables debido al efecto 
de adición de la APC. Los pacientes estudiados no deben encontrarse siguiendo terapias de heparina o de 
antagonistas de la vitamina K. En este último caso debe descontinua se el tratamiento durante una semana por 
lo menos, hasta que el tiempo de protrombina de línea basal se haya restablecido. Tal como ocurre con cualquier 
ensayo basado en APTT, debe tenerse cuidado de evitar la activación por contacto de las muestras, ya que esto 
puede inducir una activación de FVIII y FV. Por esta misma razón «toma de muestras».

Valores de referencia
Los coeficientes APC obtenidos en el análisis de plasma de cien individuos sanos (51 hombres, 49 mujeres, en 
un rango de edades entre 20 y 58 años) en cinco instrumentos de coagulación distintos, se encontraron dentro del 
rango 2-5.
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