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vW Factor Assay®

(ensayo del cofactor ristocetina)

DESCRIPCION DEL PRODUCTO
El vW Factor Assay® es un sistema de reactivos y plasmas de control para la evaluacion del
sindrome de von Willebrand.

USO PREVISTO
El ensayo del factor vW es para la determinacion cuantitativa especifica de la actividad del
cofactor ristocetina en plasma.

PRINCIPIO

El cofactor ristocetina es la actividad in vitro del factor von Willebrand que es responsable de la
aglutinacion de las plaquetas en presencia de ristocetina.''* La disminucion del factor von
Willebrand se asocia con el sindrome de von Willebrand, lo que hace que la determinacion
cuantitativa de la actividad del cofactor ristocetina sea valiosa en el diagndstico y en la evaluacion
de esta coagulopatia.'' Los niveles de actividad del cofactor ristocetina se determinan por la
capacidad del plasma a analizar y de la ristocetina para inducir la aglutinacién de una suspension
de plaquetas estandarizada.'®

PRECAUCIONES

El ensayo del factor wW es para DIAGNOSTICO IN-VITRO EXCLUSIVAMENTE Y NO PARA
INYECCION O INGESTION. Se ha analizado el plasma y las plaquetas del medio fuente y se ha
encontrado que son negativos para la presencia de antigeno del VIH-1, anticuerpos anti VIH 1/2,
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B, anticuerpos contra el virus de la hepatitis C, virus
linfotréfico de células T humano, tipos | y Il (anti-HTLV I/ll) y negativos para sifilis mediante un
andlisis seroldgico.

Sin embargo, todos los plasmas y plaquetas de origen humano deben manipularse como si fueran
potencialmente peligrosos.

MATERIALES SUMINISTRADOS

. Plaquetas liofilizadas, 4,0 ml. Guarde a 2-8 °C antes de su reconstitucion.

2. Reactivo de ristocetina, 0,5 ml. Guarde a 2-8 °C antes de su reconstitucion.

3. Plasma normal de referencia (factor von Willebrand), 0,5 ml estandarizado para una actividad
del factor von Willebrand del 90-110% con un material de referencia trazable de la
Organizacion Mundial de la Salud. Guarde a 2-8 °C antes de su reconstitucion.

4. Plasma anémalo de control (deficiente en factor von Willebrand), 0,5 ml. Guarde a 2-8 °C antes

de su reconstitucion.

5. Solucién salina tamponada con Tris, pH 7,5; 10,0 ml. Guarde a 2-8 °C.

6. Papel grafico, logaritmico de 2 ciclos.

-

NOTA: En el kit de 10 ensayos, se suministra 1 vial de cada producto indicado; en el kit de 20
ensayos, se suministran 2 viales de cada reactivo. Para volimenes de andlisis mas grandes,
pueden agruparse los reactivos de 2 o mas kits (mismo numero de lote). La curva estandar debe
sacarse a partir de los reactivos agrupados. También se dispone de componentes
complementarios individuales para el ensayo. (Consulte “DISPONIBILIDAD DEL PRODUCTQO")

MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

1. Agregémetro de plaquetas

2. Agua purificada (destilada, desionizada o de grado reactivo), pH 5,3-7,2
3. Pipeteadores (volumen de 4,0 ml; 1,0 ml; 0,5 ml; 0,45 ml y 0,05 ml)

4. Barras agitadoras desechables

5. Cubetas para el agregémetro

6. Agitador (dispositivo de rotacion mecanica)

INSTRUMENTACION

El ensayo del factor vW funcionara segun se ha descrito cuando se utilice en la mayoria de los
agregometros opticos de plaquetas.’ Siga las instrucciones de funcionamiento del fabricante del
agregémetro en uso.

RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION DE LA MUESTRAAANALIZAR

Consulte la normativa aprobada actual H18 A2 del NCCLS para obtener instrucciones detalladas
sobre la recogida y preparacion de las muestras.®

1. PREPARACION DEL PACIENTE:
Los pacientes deben abstenerse de tomar aspirina o medicamentos que contengan aspirina,
otros medicamentos y complementos alimenticios conocidos por afectar la funcion
plaquetaria durante 7-10 dias antes de la recogida de muestras. Los pacientes deben ayunar y
evitar los alimentos grasos y los productos lacteos durante 12 horas antes de la recogida de
muestras.®

2. RECOGIDA DE MUESTRAS:
La recogida de sangre debe realizarse con cuidado para evitar situaciones de estasis,
hemdlisis, contaminacion por fluidos tisulares o la exposicion al vidrio. Mantenga las
muestras a temperatura ambiente.®

Los siguientes factores pueden producir resultados incorrectos en la prueba; deben
rechazarse las muestras afectadas: hemdlisis, contaminacién con eritrocitos, lipemia,
quilo, ictericia, trombocitopenia (<75.000/mm?), coagulos en la muestra e
hipofibrinogenemia. La reutilizacién de articulos desechables puede producir resultados
no correctos en la prueba.

Siga las precauciones estandares durante los procesos de recogida, preparacion y andlisis de
las muestras.?® Deseche los residuos biolégicos y articulos afilados siguiendo las normas del
laboratorio.

NOTA: Cuando el hematdcrito del paciente es < 30% o >55%, los volumenes de
sangre:anticoagulante deben ajustarse.*

Técnica con tubo evacuado para recogida de muestras

1. Utilice una aguja con aletas para la venipuncion.

2. Extraiga la sangre utilizando tubos (de plastico) con anticoagulante
citrato sodico 0,11 M.

3. Invierta suavemente el tubo 4-5 veces para mezclar.

NOTA: Cuando se utilicen tubos de plastico para recogida de muestras por vacio, compruebe
la etiqueta para verificar que la concentracion del anticoagulante citrato es 0,11 M. Las tapas
coloreadas no varian con concentraciones diferentes de citrato. Siga las instrucciones del
fabricante para la recogida de muestras.

PREPARACION DEL PLASMA POBRE EN PLAQUETAS (PPP)

1. Centrifuge la sangre a 2500 x g por 20 minutos.

2. Separe el plasma de los globulos rojos y plaquetas, sin molestar la capa suave. La
plasma debe estar libre de globulos rojos y plaquetas.

3. Si el examen tiene que ser puesto en espera refrigere el plasma a 2°-8°C por un
maximo de 2 horas.

RECONSTITUCION

NOTA: Los reactivos deben estar a temperatura ambiente (15-28 °C) antes de su recon-
stitucion. Los reactivos almacenados deben equilibrarse a temperatura ambiente antes de
usarlos.

1. Resuspension de plaquetas liofilizadas: A un vial de plaquetas liofilizadas, afiada 4,0 ml de
la solucion salina tamponada con Tris suministrada, agite durante al menos 30 minutos. Las
plaquetas reconstituidas son estables durante 60 dias cuando se almacenan a 2-8 °C. Tras
la refrigeracion y antes de usar, también es necesario mezclarlas mecanicamente durante al
menos 30 minutos a temperatura ambiente para permitir que el reactivo se equilibre y se
desgasifique.

2. Reactivo de ristocetina: Reconstituya con 0,5 ml de agua purificada para obtener una
concentracion de trabajo de 10 mg/ml. Invierta suavemente para mezclar y deje que se
rehidrate durante 30 minutos a temperatura ambiente. La ristocetina reconstituida es
estable durante 7 dias cuando se almacena en su envase original cerrado a 2-8 °C.

3. Plasma normal de referencia: Reconstituya con 0,5 ml de agua purificada. Deje reposar
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Invierta suavemente para mezclar. El plasma
reconstituido es estable durante 8 horas cuando se almacena en su envase original cerrado
a 2-8 °C. Cuando se diluye, la estabilidad del plasma de referencia es 45 minutos a tem
peratura ambiente.

4. Plasma anémalo de control: Reconstituya con 0,5 ml de agua purificada. Deje reposar
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Invierta suavemente para mezclar. El plasma
reconstituido es estable durante 8 horas cuando se almacena en su envase original cerrado
a 2-8 °C. Cuando se diluye, la estabilidad del plasma de control es 45 minutos a
temperatura ambiente.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

ES ESENCIAL QUE SE PREPARE UNA CURVA ESTANDAR CON CADA SERIE DE

ENSAYOS.

A. Preparacion de las diluciones del plasma a analizar y del plasma normal de referencia
1. Prepare diluciones del plasma normal de referencia para la curva estandar de la

siguiente manera:

a. Marque 3 tubos: 100%, 50% y 25%.

b. Pipetee 0,2 ml de solucién salina tamponada con Tris en cada tubo.

c. Pipetee 0,2 ml de plasma normal de referencia en el tubo con la etiqueta
“100%”. Mezcle bien.

d. Transfiera 0,2 ml del tubo con la etiqueta “100%” al tubo con la etiqueta “50%".
Mezcle bien.

e. Transfiera 0,2 ml del tubo con la etiqueta “50%” al tubo con la etiqueta “25%”".
Mezcle bien.

2. Prepare la dilucién del plasma a analizar de la siguiente manera:

a. Etiquete un tubo (identificacion de la muestra) para cada plasma que se vaya
analizar.

b. Prepare una dilucién 1:2 de cada plasma a analizar pipeteando 0,1 ml de solucién
salina tamponada con Tris y 0,1 ml de plasma a analizar en el tubo. Mezcle bien.

B. Preparacion del blanco para el agregémetro: Pipetee 0,25 ml de plaquetas reconstituidas
y 0,25 ml de solucion salina tamponada con Tris en una cubeta del agregémetro y mezcle
bien. Este blanco se utilizara para establecer los valores de referencia del 100% para cada
dilucién durante todo el ensayo. Mezcle antes de ajustar el blanco cada vez.

C. Realizacién del ensayo:

1. Pipetee 0,4 ml de plaquetas reconstituidas en una cubeta del agregémetro.

2. Anada 0,05 ml de ristocetina en la cubeta, teniendo cuidado para evitar introducir
burbujas de aire.

3. Anada una barra agitadora nueva asegurandose que la barra agitadora esta a un lado.

Tenga cuidado para que no gotee por la pared de la cubeta.

. Incube la cubeta a 37 °C durante un minuto sin agitar.

. Ajuste el blanco siguiendo las instrucciones del fabricante del agregémetro en uso.

. Coloque la cubeta en el pocillo de analisis y contintie la incubacion durante 2 minutos

mas mientras agita.

7. Inicie el canal y afiada 0,05 ml de la dilucion “100%” del plasma normal de
referencia. No deje que la dilucion de plasma chorree por la pared de la cubeta. También,
tenga cuidado para no perturbar la suspension de plaquetas con la técnica de pipeteo.

8. Observe la aglutinacion en el registrador sobre cinta de papel hasta que la reaccién haya
terminado. (No se observa un aumento mayor de la transmision de la luz).

9. Repita los pasos 1-8 para las diluciones “50%”" y “25%" del plasma normal de
referencia, sustituyendo cada una de estas diluciones por la dilucién “100%” del plasma
normal de referencia en el paso 7 anterior.

10. Repita los pasos 1-8 para la dilucién del plasma a analizar, sustituyendo el plasma

a analizar con la dilucién “100%” del plasma normal de referencia en el paso 7.
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CONTROL DE CALIDAD

Un plasma deficiente en factor von Willebrand se incluye como control anémalo y debe
ensayarse como un plasma a analizar con un resultado de actividad previsto < 45%. Este
control garantiza que el sistema de ensayo es especifico del factor von Willebrand y que la
aglutinacion no se vera influenciada por otras proteinas plasmaticas normales. Ademas, se
sugiere que se ejecuten controles de los plasmas de referencia normal y anémalo ensayados
para validar las curvas estandar. (Véase “Disponibilidad del producto”).
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FIGURE 1 FIGURE 2
Draw a slope line along the steepest linear

portion of the agglutination curve.

Select two points on theline. Measure the Y (vertical) axis and
the X (horizontal) axis (see Figure 1). Calculate the Slope by
dividing the Y axis by the X axis. Multiplying the sum by 10 then

FIGURE 3
TEST PLASMAACTIVITY

Slope Value =46
von Willebrand Activity =90%

round off to the closest whole number.

RESULTADOS
A. Determine el valor de la pendiente:

1. Trace una linea a lo largo de la porcion lineal mas inclinada de cada curva de
aglutinacion (véase fig. 1). Aqui es donde se encuentra la velocidad de reaccion mas
alta y se produce inmediatamente después del inicio de la aglutinacion. Ademas, hay
una fase de retardo (tiempo de retraso) desde la adicién de la dilucion de plasma al
inicio de la aglutinacion. La fase de retardo aumenta a medida que la pendiente y el
grado de aglutinacion disminuyen y es util para diferenciar la aglutinacion real de los
cambios producidos por artefactos en la densidad dptica.

2. Seleccione dos puntos en la linea. Mida el eje Y (vertical) y el eje X (horizontal)

(véase figura 1).
3. Calcule la pendiente dividiendo el eje Y por el eje X, multiplicando la suma por 10,
a continuacion redondee hasta el nimero entero mas cercano.
PENDIENTE=(Y/X)10
ejemplo (véase figura 2). (8/1,75) = 4,57
4,57 x 10 =457
45,7 redondeado = 46
B. Preparacion de la curva estandar? (véase figura 3):

1. Utilice el papel de graficos suministrado para representar el porcentaje de actividad del
factor von Willebrand para las diluciones 100%, 50% y 25% del plasma normal de
referencia en el eje horizontal frente a su valor de pendiente correspondiente en el eje
vertical.

2. Traze la linea que “mejor se ajuste” a estos puntos.

C.Determinacion de la actividad del factor von Willebrand del plasma a analizar o del
plasma anémalo de control:

1. Represente el valor de la pendiente del plasma a analizar en el eje vertical de la curva
estandar.

2. Lea el porcentaje correspondiente del nivel de actividad del factor von Willebrand en
el eje horizontal.

D.Valores que estan fueran del limite de la curva estandar:

1. Los valores de actividad del factor superiores al 100% pueden verificarse preparando

una dilucion 1:4 del plasma a analizar (3 partes de solucién salina tamponada con Tris,
1 parte de plasma a analizar), repitiendo el procedimiento del ensayo y multiplicando
los resultados de la prueba por dos (2).

2. Los valores de la actividad del factor inferiores al 25% pueden analizarse repitiendo el
procedimiento de ensayo en plasma a analizar sin diluir y dividiendo los resultados de
la prueba por 2.

VALORES PREVISTOS

Un resultado del factor von Willebrand inferior al 40% se considera anémalo y hace pensar en el
sindrome de von Willebrand.” Sin embargo, deben considerarse otras propiedades de la molécu-
la del factor von Willebrand en el diagnéstico de las variantes del sindrome de von Willebrand.
Puesto que los valores de referencia del factor von Willebrand dependen del tipo sanguineo,
cada laboratorio debe establecer los valores de referencia especificos del tipo sanguineo para su
poblacion de pacientes."”

El plasma anémalo de control arrojara resultados en el ensayo del factor von Willebrand
<45%. La capacidad para generar un valor cuantitativo en este intervalo depende de la sensibili-
dad del sistema de analisis en uso.

LIMITACIONES

La determinacion cuantitativa de factor von Willebrand es considerada por algunas personas
como el ensayo mas importante para el diagnéstico del sindrome de von Willebrand. Sin em-
bargo, el diagnéstico de las variantes de esta coagulopatia necesita una serie de evaluaciones
clinicas y de laboratorio, incluyendo el historial del paciente y de su familia, tiempo de hemor-
ragia, antigeno relacionado con el factor VIl y actividad coagulante del factor VIII*4%1° y estudios
multiméricos.®'® Puede que se necesiten ensayos seriados para confirmar el diagnostico.

CARACTERISTICAS DE EFICACIA

Los componentes del ensayo del factor vW se analizaron con plasmas de pacientes diagnostica-
dos con sindrome de von Willebrand asi como con plasmas de pacientes normales. Los estudios
han demostrado que la exactitud y la sensibilidad de estos componentes es tal que se detectaron
concentraciones variables de factor von Willebrand.
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DISPONIBILIDAD DEL PRODUCTO

PRODUCTO CONTENIDO NETO NUMERO DE CATALOGO

VW Factor Assay® 10 determinaciones 101246
Ensayo factor vW 20 determinaciones 103025
ADP 3x0,5ml 101312
Acido araquidénico 3x0,5ml 101297
BETA/Pak®

(ADP, colageno, ristocetina) 1x 0,5 ml de cada uno 101580
Colageno 3x0,5ml 101562
Epinefrina 3x0,5ml 101311
Plaquetas liofilizadas 3x4ml 101595
Plaquetas liofilizadas 1x10 ml 101258
PAR/Pak® |1

(ADP, colageno, epinefrina) 2 x 0,5 ml de cada uno 101310
Ristocetina

AggRecetin® 1,5 mg/ml 15 mg 100968

AggRecetin  1,0-1,5 mg/ml 15 mg 100970

AggRecetin a granel 100 mg 101241
Plasma de control anémalo de vW 3x0,5ml 101270
Plasma de referencia normal de vW 3x0,5ml 101269
Plasma de control normal de vW 3x0,5ml 106426

SE GARANTIZA QUE ESTE PRODUCTO FUNCIONARA SEGUN LO DESCRITO EN LAS ETIQUETAS
Y EN LAS PUBLICACIONES DE BIO/DATA CORPORATION. BIO/DATA CORPORATION NIEGA CU-
ALQUIER GARANTIA IMPLICITA DE COMERCIALIZACION O IDONEIDAD PARA CUALQUIER OTRO
FIN'Y EN NINGUN CASO BIO/DATA CORPORATION SERA RESPONSABLE POR NINGUN DANO
CONSECUENCIAL DERIVADO DE LA SUSODICHA GARANTIA EXPRESA.
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