BIO/DATA
CORPORATION

Italian

Kit vW Factor Assay®

(Test sul Cofattore Ristocetina)

103025

DESCRIZIONE DEL PRODOTTO
Il kit VW Factor Assay® €& un sistema di reagenti e plasmi di controllo per la valutazione della Sin-
drome di von Willebrand.

UTILIZZO PREVISTO

Il kit vVW Factor Assay® (Cofattore Ristocetina) € un sistema di reagenti e plasmi di controllo che
provoca l'agglutinazione di piastrine liofilizzate in presenza di plasma povero di piastrine e ristocet-
ina del paziente per la valutazione della Sindrome di von Willebrand.

PRINCIPIO

Il cofattore della ristocetina € I'attivita in vitro del fattore di von Willebrand, responsabile dell'aggluti-
nazione delle piastrine in presenza di ristocetina.12-14 La diminuzione del fattore di von Willebrand
€ associata alla Sindrome di von Willebrand, rendendo cosi la quantificazione dell'attivita del co-
fattore ristocetina molto preziosa nella diagnosi e nella valutazione di questa coagulopatia.13-15
| livelli di attivita del cofattore ristocetina sono determinati dalla capacita, di un plasma di prova e
della ristocetina, di indurre I'agglutinazione di una sospensione piastrinica standardizzata. 16

PRECAUZIONI

Il VW Factor Assay & inteso SOLO PER USO PROFESSIONALE DI LABORATORIO, SOLO PER
USO DIAGNOSTICO IN VITRO E NON DEVE ESSERE INIETTATO O INGERITO. Il plasma e le
piastrine sono stati analizzati alla fonte e sono risultati negativi per HIV-1Ag, anti-HIV-1/2, antigene
di superficie dell'epatite B, anticorpi dell'epatite C, T-tropico di tipo | e Il (anti-HTLV I/1l) e negativi al
test sierologico per la sifilide. Tuttavia, tutto il plasma e le piastrine di origine umana devono essere
trattati come potenzialmente pericolosi.

NOTA PER L’'UTENTE: Qualsiasi incidente grave che si dovesse verificare in relazione a questo
dispositivo deve essere segnalato al fabbricante e all'autoritd competente dello Stato Membro in
cui risiede I'utilizzatore e/o il paziente.

MATERIALE FORNITO

1. Piastrine liofilizzate, 4.0mL. Conservare a 2° - 8° C prima della ricostituzione.

2. Reagente Ristocetina, 0.5mL. Conservare a 2° - 8° C prima della ricostituzione.

3. Plasma normale di Riferimento (Fattore di von Willebrand), 0,5 mL standardizzati al 90-110%
di attivita del fattore di von Willebrand con un materiale di riferimento tracciabile dell'Organiz-
zazione Mondiale della Sanita. Conservare a 2° - 8° C prima della ricostituzione.

4. Plasma di controllo anormale (Deficit del fattore di von Willebrand), 0.5mL. Conservare a
2° - 8° C prima della ricostituzione.

5. Soluzione Fisiologica, pH 7.5, 10.0mL. Conservare a 2° - 8° C.

6. Carta millimetrata, log-log a 2 cicli.

Nota: Per il kit da 10 test, viene fornita 1 fiala di ciascun prodotto sopra elencato; per il kit da 20 test,
vengono fornite 2 fiale di ciascun prodotto sopra elencato. Per volumi di test maggiori, i reagenti
di 2 o piu kit (stesso numero di lotto) possono essere messi in comune. La curva standard deve
essere derivata dal pool di reagenti. | componenti supplementari del test sono disponibili anche
singolarmente. (Fare riferimento a DISPONIBILITA' DEL PRODOTTO)

MATERIALE NECESSARIO MA NON FORNITO
1. Aggregometro piastrinico

2. Acqua purificata (distillata, deionizzata o di grado reagente), pH 5.3 - 7.2
3. Pipettatori (volumi da 4.0mL, 1.0mL, 0.5mL, 0.45mL, 0.05mL)
4. Barre di Agitazione Monouso
5. Provette per Aggregometro
6. Rocker (Dispositivo Meccanico di Rotazione)
STRUMENTAZIONE

Il VW Factor Assay funziona come descritto quando viene utilizzato sulla maggior parte degli ag-
gregati piastrinici ottici.1 Seguire le istruzioni del produttore per il funzionamento dell'aggregometro
in uso.

PRELIEVO DEI CAMPIONI E PREPARAZIONE DEL TEST

Per le istruzioni dettagliate sulla raccolta dei campioni e sulla loro preparazione, consultare le attuali
Linee Guida H18 A2 approvate dal’NCCLS.6

1. PREPARAZIONE DEL PAZIENTE
| pazienti devono astenersi dall'assunzione di aspirina o di altri medicinali contenenti aspiri-
na, nonché di preparati o integratori alimentari che hanno effetti sulla funzionalita piastrinica
durante i 7 — 10 giorni che precedono la raccolta del campione. | pazienti devono essere a
digiuno ed essersi astenuti dall’assunzione di cibi grassi e latticini durante le 12 ore prec-
edenti la raccolta del campione.6

2. PRELIEVO DEL CAMPIONE:
Il prelievo di sangue deve essere eseguito con attenzione per evitare stasi, emolisi, con-
taminazione da fluidi tissutali o esposizione al vetro. Conservare i campioni a temperatura
ambiente. 8

Ciascuno dei seguenti elementi pud causare l'imprecisione dei risultati del test; e i campioni in-
teressati devono essere scartati: emolisi, contaminazione dei globuli rossi, lipemia, chilosi, ittero,
trombocitopenia (<75.000/mm3), coaguli nel campione e ipofibrinogenemia. Il riutilizzo di materiale
monouso puo determinare inaccuratezza dei risultati d’analisi.

Osservare le precauzioni standard durante i processi di raccolta, preparazione e analisi dei campi-
oni.2,3 Smaltire gli oggetti taglienti e i rifiuti biologici in conformita alle regole di laboratorio.

NOTA: Quando I'ematocrito del paziente € <30% o >55%, € necessario regolare i volumi di sangue
e di anticoagulanti.4

Tecnica della Provetta Evacuata
1. Utilizzare un ago a farfalla per la venopuntura
2. Prelevare il sangue utilizzando provette (di plastica) contenenti Citrato di Sodio 0,11 M
come anticoagulante
3. Capovolgere delicatamente 4-5 volte per mescolare il contenuto.

NOTA: quando si utilizzano provette per il prelievo sottovuoto, controllare I'etichetta per accertar-
si che la concentrazione del citrato anticoagulante sia 0.11.M. | tappi colorati della provette infatti
non variano al variare delle concentrazioni di citrato. Seguire le istruzioni della ditta produttrice
per la raccolta del campione.

PREPARAZIONE DEL PLASMA POVERO DI PIASTRINE
1. Centrifugare il sangue a 2500 x g per 20 minuti.
2. Rimuovere il plasma dalle cellule, facendo attenzione a non disturbare il “buffy coat”. Il
plasma deve essere privo di globuli rossi e piastrine.
3. Se il test viene ritardato, refrigerare il plasma a 2° - 8° C per un massimo di 2 ore.

RICOSTITUZIONE

NOTA: | reagenti devono essere a temperatura ambiente (15° - 28°C) prima della ricostituzione.
Il reagente conservato deve essere portato a temperatura ambiente prima dell'uso.

1. Risospensione delle Piastrine Liofilizzate: Ad una fiala di piastrine liofilizzate, aggiungere
4,0 mL della Soluzione Fisiologica fornita, e lasciare riposare per almeno 30 minuti. Le pi-
astrine ricostituite sono stabili per 30 giorni se conservate a 2°-8°C. Dopo la refrigerazione
e prima dell'uso & inoltre necessario mescolare meccanicamente per almeno 30 minuti a
temperatura ambiente, per consentire al reagente di equilibrarsi e di degassificare.

2. Reagente Ristocetina: Ricostituire con 0,5 mL di acqua purificata per una concentrazione
di lavoro di 10 mg/mL. Invertire delicatamente per mescolare e lasciare reidratare per 30
minuti a temperatura ambiente. La Ristocetina ricostituita € stabile per 7 giorni se conser-
vata nel contenitore originale chiuso a 2°- 8°C.

3. Plasma Normale di Riferimento: Ricostituire con 0,5 mL di acqua purificata. Lasciare ripo-
sare per 20 minuti a temperatura ambiente. Invertire per miscelare. Il plasma ricostituito
¢ stabile per 8 ore se conservato nel contenitore originale chiuso a 2°-8°C. Quando viene
diluito, la stabilita del plasma di riferimento & di 45 minuti a temperatura ambiente.

4. Plasma di Controllo Anormale: Ricostituire con 0,5 mL di acqua purificata. Lasciare ripo-
sare per 20 minuti a temperatura ambiente. Invertire per miscelare. Il plasma ricostituito
¢ stabile per 8 ore se conservato nel contenitore originale, chiuso, a 2°-8°C. Se diluito, la
stabilita del plasma di controllo € di 45 minuti a temperatura ambiente.

PROCEDURA DEL TEST
E ESSENZIALE CHE VENGA PREPARATA UNA CURVA STANDARD PER OGNI SERIE DI
ANALISI.

A. Preparazioni delle Diluzioni del Plasma Normale di Riferimento e del Plasma di Prova
1. Preparare le Diluizioni del Plasma Normale di Riferimento per la curva standard come
segue:
«  Etichettare 3 Provette: 100%, 50%, e 25%.
«  Pipettare 0.2mL di Soluzione Fisiologica in ogni provetta.
*  Pipettare 0.2mL di Plasma Normale di Riferimento nella provetta con I'etichetta
100%. Mescolare accuratamente.
«  Trasferire 0.2 mL dalla provetta etichettata 100% alla provetta etichettata 50%.
Mescolare accuratamente.
»  Trasferire 0.2 mL dalla provetta etichettata 50% alla provetta etichettata 25%.
Mescolare accuratamente.
2. Preparare la Diluzione del Plasma di Prova come segue:
. Etichettare una provetta (per identificazione del campione) per ogni plasma da
analizzare.
*  Preparare una diluizione 1:2 di ciascun plasma da analizzare pipettando 0.1 mL
di Soluzione Fisiologica e 0.1 mL di plasma da analizzare nella provetta. Mesco-
lare accuratamente.

B. Preparazione del valore di riferimento del’Aggregometro: Pipettare 0.25 ml di piastrine
ricostituite e 0.25 ml di Soluzione Fisiologica in una provetta dell'aggregometro e mesco-
lare accuratamente. Questa prova deve essere utilizzata per impostare le linee di base del
100% per ogni diluizione durante il test. Miscelare ogni volta prima di impostare il valore
di riferimento.

C. Esecuzione del Test:
1. Pipettare 0.4 ml di piastrine ricostituite in una provetta dell'aggregometro.
2. Aggiungere 0,05 mL di Ristocetina nella provetta, facendo attenzione a non introdurre
bolle d'aria.
3. Aggiungere una nuova barra di agitazione assicurandosi che questa sia sul suo lato.

Fare attenzione a non far cadere gocce sul lato della provetta.

Incubare la provetta a 37°C per un minuto senza agitare.

Impostare il valore di riferimento secondo le istruzioni del produttore dell'aggregomet-

ro in uso.

6. Posizionare la provetta nel pozzetto di test e lasciare che l'incubazione continui per
altri 2 minuti, agitando.

7. Avviare il canale e aggiungere 0.05 mL della diluizione al 100% del plasma normale di
riferimento. Non lasciare che la diluizione del plasma scorra lungo il lato della provetta.
Inoltre, prestare attenzione a non far colare la sospensione piastrinica con la tecnica
del pipettaggio.

8. Osservare |'agglutinazione sul registratore grafico fino al completamento della reazi-
one. (Non si osserva un ulteriore aumento della trasmissione della luce in condizioni
ottimali.)

9. Perlediluizioni al 50% e al 25% del Plasma Normale di Riferimento, ripetere i passag-
gi 1-8, sostituendo ciascuna di queste diluizioni con la diluizione al 100% di Plasma
Normale di Riferimento di cui al precedente passaggio 7.

10. Per la diluizione del plasma di prova, ripetere i passaggi 1-8, sostituendo il ~ plasma
di prova con la diluizione al 100% del Plasma Normale di Riferimento di cui al prec-
edente passaggio 7.

oA

CONTROLLO DI QUALITA’

Un plasma carente di fattore di von Willebrand & catalogato come controllo anormale e deve
essere considerato come un plasma di prova con un risultato atteso di < 45% di attivita. Questo
controllo assicura che il sistema di analisi sia specifico per il fattore di von Willebrand e che
I'agglutinazione non sia influenzata da altre proteine plasmatiche normali. Inoltre, si suggerisce
di eseguire controlli sul Plasma di Riferimento Normale e Anormale per convalidare le curve
standard.(Consultare Disponibilita del Prodotto.)
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Tracciare una linea di pendenza lungo la
porzione lineare piu ripida della curva di
agglutinazione.

Selezionare due punti sulla linea. Misurare |'asse Y (verticale) e
I'asse X (orizzontale) (vedere Figura 1). Calcolare la pendenza
dividendo l'asse Y per I'asse X. Moltiplicare la somma per 10 e

FIGURA 3

TEST DELLATTIVITA' PLASMATICA
Valore della Pendenza = 46

Attivita di von Willebrand = 90%

arrotondare al numero intero piu vicino.

RISULTATI
A. Determinazione del valore di pendenza:
1. Tracciare una linea lungo la porzione lineare piu ripida di ogni curva di agglutinazione (vedi
Fig. 1). Questo & il punto in cui la velocita di reazione & massima e si verifica subito dopo
l'inizio dell'agglutinazione. Inoltre, c'é una fase di latenza (tempo di ritardo) dall'aggiunta
della diluizione di plasma all'inizio dell'agglutinazione. Questa fase di latenza aumenta con
la diminuzione della pendenza e dell'estensione dell'agglutinazione ed ¢ utile per differenz-
iare I'agglutinazione effettiva dalle variazioni artefatte della densita ottica.
2. Selezionare due punti sulla linea. Misurare I'asse Y (verticale) e I'asse X (orizzontale) (ve-
dere Figura 1).
3. Calcolare la pendenza dividendo I'asse Y per I'asse X. Moltiplicare la somma per 10 e
arrotondare al numero intero piu vicino.
PENDENZA=(Y/X)10
esempio (vedi Figura 2):  (8/1.75) = 4.57
457 x10=45.7
45.7 arrotondato = 46

B. Preparazione della Curva Standard2 (Vedi Figura 3):

1. Utilizzando la carta millimetrata in dotazione, tracciare sull'asse orizzontale I'attivita per-
centuale del fattore di von Willebrand per le diluizioni al 100%, al 50% e al 25% del Plasma
Normale di Riferimento rispetto al corrispondente valore di pendenza sull'asse verticale.

2. Disegnare una linea che meglio si adatti attraverso questi punti.

C. Determinazione dell'attivita del fattore di von Willebrand del Plasma di Prova o del Plasma di
Controllo Anormale:
1. Tracciare il valore della pendenza del plasma in esame sull’asse verticale della curva stan-
dard
2. Leggere il corrispondente livello percentuale di attivita del fattore di von Willebrand sull’asse
orizzontale

D. Valori al di fuori dell'Intervallo della Curva Standard:

1. Valori superiori al 100% di attivita del fattore possono essere verificati preparando una
diluizione 1:4 del plasma in esame (3 parti di Soluzione Fisiologica, 1 parte di plasma in
esame), ripetendo la procedura di analisi e moltiplicando i risultati del test per due (2).

2. | valori inferiori al 25% di attivita del fattore possono essere testati ripetendo la procedura di
analisi sul plasma non diluito e dividendo i risultati del test per 2.

VALORI ATTESI

Un risultato inferiore al 40% del fattore di von Willebrand & considerato anormale e suggestivo della
sindrome di von Willebrand.7 Tuttavia, altre proprieta della molecola di von Willebrand devono
essere considerate per la diagnosi delle forme varianti della sindrome di von Willebrand. Poiché gli
intervalli di riferimento per il fattore di von Willebrand dipendono dal gruppo sanguigno, ogni labora-
torio deve stabilire intervalli di riferimento specifici per il proprio gruppo di pazienti.17

Il Plasma di Controllo Anormale restituira risultati del dosaggio del fattore di von Willebrand < 45%.
La capacita di generare un valore quantitativo in questo intervallo dipende dalla sensibilita del
sistema di analisi in uso.

LIMITAZIONI

La quantificazione del fattore di von Willebrand & considerata da alcuni il singolo test pit impor-
tante per la diagnosi della sindrome di von Willebrand. Tuttavia, la diagnosi delle forme varianti di
questa coagulopatia richiede una serie di valutazioni cliniche e di laboratorio, tra cui I'anamnesi
del paziente e della famiglia, il tempo di sanguinamento, I'antigene correlato al fattore VIII, I'attivita
coagulante del fattore VII13,4,9,10 e studi multimetrici.9,10 Per confermare la diagnosi possono
essere necessari test seriali.

PERFORMANCE

| componenti del vW Factor Assay sono stati testati sul plasma di pazienti con sindrome di von
Willebrand diagnosticata e di pazienti normali. Gli studi hanno dimostrato che I'accuratezza e la
sensibilita di questi componenti erano tali da rilevare livelli variabili di fattore di von Willebrand.
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Per un elenco completo dei prodotti disponibili, visitate il nostro sito web www.biodatacorp.com o contattate
il servizio clienti qui di seguito.

LALINEA DI PRODOTTI DI BIO/DATA CORPORATION COMPRENDE REAGENTI PER USO GENERALE
E PROFESSIONALE IN LABORATORIO, DESTINATI A INDURRE E SEGNALARE L'ATTIVITA E LE RIS-
POSTE DELLA FUNZIONE PIASTRINICA. QUESTO PRODOTTO E GARANTITO PER LE PRESTAZIONI
DESCRITTE NELL'ETICHETTATURA, COMPRESE LE ISTRUZIONI PER L'USO. BIO/DATA CORPORA-
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