UNA EMPRESA REGISTRADA BAJO LA NORMA ISO 13485

101258 101595
8°C
A

ESPANOL - ES

PLAQUETAS
LIOFILIZADAS

INSTRUCCIONES DE USO

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Las plaquetas liofilizadas son una suspension estandarizada y fijada de plaquetas
humanas, especificamente disefiadas para las pruebas de agregacion plaquetaria.
Utilizadas de forma rutinaria en los ensayos de actividad del cofactor de ristocetina,
estas plaquetas conservan la funcién critica del receptor Gplb, garantizando resul-
tados precisos y fiables. La suspensién de plaquetas humanas fijadas con formalina
simplifica la deteccién de la inhibicion del factor von Willebrand (vVWF) en muestras
de plasma de pacientes mezcladas y plasma combinado. El proceso de liofilizacién
prolonga la vida util.

La solucion salina tamponada con TRIS (TBS) es una solucién salina tamponada
preparada a 0,06 M que contiene 0,01 % de azida de sodio como conservante.

Las plaquetas liofilizadas han sido optimizadas para su uso con agregémetros de
transmisién de luz. También pueden utilizarse con otros analizadores turbidimétricos
o de impedancia, asi como con citémetros de flujo.

PROPOSITO PREVISTO
Las plaquetas liofilizadas son una suspensién estandarizada y fijada de plaquetas
humanas que se utiliza rutinariamente como componente de un ensayo de actividad
del cofactor de ristocetina.

DETECCION / MEDICION

Las plaquetas liofilizadas se utilizan, junto con otros reactivos, diluyentes y muestras
de control, para medir los cambios en la transmision de luz en una muestra de prueba
de plasma pobre en plaquetas (PPP).

FUNCION DEL PRODUCTO

Las plaquetas liofilizadas proporcionan informacion esencial sobre la actividad funcional
del factor von Willebrand (VWF). Estas plaquetas estan disefiadas para ayudar en la
evaluacion del sindrome de von Willebrand (vVWS), apoyando el diagndstico y la clas-
ificacion de los trastornos relacionados con el vVWF, ya sean hereditarios o adquiridos.

INFORMACION ESPECIFICA PROPORCIONADA
Las plaquetas liofilizadas no estan destinadas a la deteccion de un trastorno, condicion
o factor de riesgo especifico.

Las plaquetas liofilizadas son esenciales en la evaluacién de la actividad y funcion
del factor von Willebrand (vWF) mediante el ensayo del cofactor vW. Se reconstituyen
y se utilizan para evaluar la capacidad del vVWF de mediar la adhesién y agregacion
plaquetaria, componentes criticos del proceso hemostatico. Cuando se utilizan junto
con reactivos especificos como la ristocetina, las plaquetas liofilizadas facilitan el
ensayo del cofactor de ristocetina del factor von Willebrand (vVWF), permitiendo la
medicion de la efectividad funcional del vVWF.

La solucién salina tamponada con TRIS (TBS) en las pruebas del factor von Willebrand
(VWF) desempefia un papel fundamental al mantener un pH estable de aproximada-
mente 7,4 y ajustar la fuerza idnica. Esto facilita las interacciones éptimas entre el
VWEF, la ristocetina y las plaquetas durante el ensayo del cofactor vW. La TBS crea
condiciones que imitan el esfuerzo de cizallamiento fisiolégico, crucial para evaluar
la capacidad del vVWF de promover la adhesion y agregacion plaquetaria. La solucion
salina tamponada con TRIS (TBS) mejora la reproducibilidad de los resultados del
ensayo entre diferentes laboratorios, proporcionando informacion fiable sobre la
funcién del vVWF.

AUTOMATIZACION

Las plaquetas liofilizadas estan destinadas para su uso en agregémetros plaquetarios
de transmision de luz semiautomatizados y automatizados. Estas plaquetas también
pueden utilizarse con otros analizadores turbidimétricos o de impedancia, asi como
con citémetros de flujo.

CALIDAD / CANTIDAD

No existen estandares primarios para las plaquetas liofilizadas. Las respuestas a estas
plaquetas dependen de la concentracién. Se debe analizar un donante normal conocido
con cada nuevo lote de plaquetas liofilizadas. Las organizaciones de normalizacién
clasifican los ensayos de actividad del cofactor de ristocetina como semicuantitativos
o semicualitativos.

Las plaquetas liofilizadas se suministran envasadas como frascos de 1 x 10,0 mL de
plaquetas liofilizadas, con frascos de 1 x 10,0 mL de solucién salina tamponada con
TRIS (TBS), o como frascos de 3 x 4,0 mL de plaquetas liofilizadas, con frascos de 3
x 4,0 mL de solucién salina tamponada con TRIS (TBS).

TIPO DE MUESTRA

La muestra de prueba se prepara a partir de sangre total anticoagulada con citrato
de sodio, y la muestra de andlisis es plasma pobre en plaquetas (PPP). El blanco
del ensayo consiste en plaquetas liofilizadas y solucion salina tamponada con TRIS
(TBS), proporcionando una linea base estandarizada para el ensayo.

El reactivo de ristocetina puede utilizarse con plasma pobre en plaquetas (PPP) huma-
no o animal. Los resultados se basan en la magnitud y la velocidad de la aglutinacién
plaquetaria, reflejando la actividad funcional del vWF.

Los plasmas de referencia, las plaquetas liofilizadas fijadas con formalina, los plasmas
de control y los diluyentes se utilizan para realizar un ensayo de actividad del cofactor
de ristocetina. Los resultados del ensayo se determinan mediante interpolacion a
partir de una curva estandar.

POBLACION DE PRUEBA

« Humano: La prevalencia de los trastornos plaquetarios relacionados con el
factor von Willebrand es global y puede variar segun la raza, el origen étnico, el
grupo sanguineo y otros factores. La incidencia es de aproximadamente el 2 %.

« Farmacos antiplaquetarios: La prevalencia y la incidencia son variables. Se
sabe que los inhibidores de BTK y la vancomicina disminuyen los resultados de
RIPA. Un anticuerpo monoclonal (AcM) antiplaquetario contra la glicoproteina
(GP) Ib recientemente desarrollado, denominado OP-FI, junto con un anticuerpo
monoclonal anti-GPlb ampliamente estudiado conocido como AP-1, eliminan
completamente la aglutinacién plaquetaria inducida por la ristocetina.

« Trastornos plaquetarios hereditarios: La prevalencia y la incidencia son variables.
Las plaguetas derivadas de individuos con sindrome de Bernard-Soulier no se
aglutinan cuando se exponen a la ristocetina. A diferencia de la enfermedad de
von Willebrand, los niveles de actividad del factor von Willebrand y del antigeno
del factor von Willebrand permanecen dentro de los rangos normales.

* Animal: La prevalencia y la incidencia dependen de la especie.

DIAGNOSTICO IN VITRO

Las plaquetas liofilizadas son reactivos de diagnostico in vitro destinados Gnicamente
para uso profesional en laboratorio. Estos reactivos no estan destinados para inye-
ccioén ni ingestion.

USUARIO PREVISTO
Las plaquetas liofilizadas estan destinadas para uso profesional en laboratorio por
personal cualificado.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Cuando se introduce en una muestra de prueba de plasma pobre en plaquetas (PPP)
a 37 °C, el reactivo de ristocetina induce la aglutinacion plaquetaria al interactuar con
el receptor de glicoproteina Ib (GP Ib) en la superficie de las plaquetas, mediado por el
factor von Willebrand (vVWF). Esta agregacién inicial, denominada agregacion primaria,
se caracteriza por un cambio de forma en las plaquetas y es reversible. La agregacion
primaria puede ir seguida de la liberacion de ADP enddgeno desde los granulos
plaquetarios, lo que desencadena una segunda onda irreversible de agregacioén. La
magnitud y la velocidad de la agregacion primaria y secundaria estan influenciadas
por la actividad funcional del VWF en la muestra. El agregémetro plaquetario de
transmision de luz registra eficazmente estos cambios mostrando parametros como
la fase de latencia, el cambio de forma, y la velocidad y magnitud de la agregacion
durante un periodo de prueba predeterminado.

CALIBRADORES Y CONTROLES

No se requieren calibradores ni controles para las plaquetas liofilizadas. Se debe
analizar una muestra de un donante conocido con cada lote de plaquetas liofilizadas.
Las respuestas dependen de la concentracién.

LIMITACIONES DEL REACTIVO

Las plaquetas liofilizadas funcionaran segun lo especificado cuando se sigan las
Instrucciones de Uso. Las plaquetas deben utilizarse antes de la fecha de caducidad
impresa en cada frasco.

REACTIVOS PROPORCIONADOS
101258: 1 frasco de plaquetas liofilizadas (10,0 mL)
1 frasco de solucion salina tamponada con TRIS (TBS) (10,0 mL)

101595: 3 frascos de plaquetas liofilizadas (4,0 mL)
3 frascos de solucion salina tamponada con TRIS (TBS) (4,0 mL)

REACTIVOS Y MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROPORCIONADOS

« Agua purificada (destilada, desionizada, grado reactivo), pH 5,3 — 7,2 para la
reconstitucion

NOTA: EL USO DE SALINA DE BANCO DE SANGRE CAUSARA RESULTADOS ER-
RONEOS.



MATERIALES Y ACCESORIOS

+ Agregometro de plaquetas (seguir las Instrucciones de Uso del fabricante)
* Centrifuga

+ Pipeta electrénica

+  Puntas de pipeta @

+  Tubos de prueba para agregémetro (siliconizados) @

+ Barras agitadoras para agregémetro (revestidas de plastico) @

+  Tubos de muestra de plastico y tapas (para diluciones) @

» Agitador Mecanico de Muestras

NOTA: LOS ARTICULOS DESECHABLES COMO TUBOS DE PRUEBA, BARRAS
AGITADORAS, TUBOS DE MUESTRA Y TAPAS SON DE UN SOLO USO

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

J/ Las plaquetas liofilizadas y la solucién salina tamponada con TRIS (TBS) no
requieren proteccion de temperatura durante el envio.

J/ Al recibirlas, almacenar las plaquetas liofilizadas y la solucién salina tamponada
con TRIS (TBS) entre 2 y 8 °C en su envase original.

J/ Las plaquetas liofilizadas resuspendidas son estables durante 30 dias cuando
se almacenan en su recipiente original, bien cerrado, entre 2y 8 °C.

ESTERILIDAD

& Las plaquetas liofilizadas y la solucién salina tamponada con TRIS (TBS) no
son productos estériles. Tenga cuidado de no contaminar los productos al
pipetear los reactivos reconstituidos o alicuotados.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

A Use equipo de proteccion personal (EPP) de acuerdo con las politicas y prac-
ticas del laboratorio al manipular las plaquetas liofilizadas y la solucién salina
tamponada con TRIS (TBS).

Sigalas precauciones estandar al preparar los especimenes y muestras de prueba.

Manipule las plaquetas liofilizadas con cuidado para evitar la contaminacion
durante su uso.

Evite laevaporacién del reactivo limitandolas superficies de intercambio aire-liquido.

Para garantizar resultados 6ptimos de la prueba, una muestra de control de
un donante conocido debe procesarse de forma consecutiva, sin interrupcion.

Para preservar la estabilidad del reactivo, almacene las plaquetas liofilizadas
y la solucién salina tamponada con TRIS (TBS) restantes en sus recipientes
originales bien cerrados.

Deseche los materiales posteriores a la prueba de acuerdo con las regulaciones
aplicables y las politicas del laboratorio.

NOTA PARA EL USUARIO: CUALQUIER INCIDENTE GRAVE RELACIONADO CON
ESTE PRODUCTO DEBERA SER REPORTADO AL FABRICANTE Y A LA AUTORIDAD
COMPETENTE DEL ESTADO MIEMBRO DONDE EL USUARIO Y/O PACIENTE ESTE
ESTABLECIDO.
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ESTADO DEL MATERIAL INFECCIOSO

La solucion salina tamponada con Tris (TBS) no contiene ninglin material infeccioso.
Las plaquetas liofilizadas han sido analizadas en el origen y se ha confirmado que son
negativas para el antigeno del VIH-1 (VIH-1Ag), anticuerpos anti-VIH-1/2, antigeno
de superficie de la hepatitis B (HBsAg), anticuerpos contra la hepatitis C, anticuerpos
contra el virus linfotrépico T humano tipo | y Il (anti-HTLV I/11) y sifilis mediante pruebas
seroldgicas. No obstante, debido a su origen humano, todos los plasmas y plaquetas
deben manipularse como materiales potencialmente peligrosos. Los especimenes y
muestras de prueba deben considerarse infecciosos y deben manipularse como si
fueran capaces de transmitir una infeccion. Después de las pruebas, los especimenes
y muestras deben desecharse de acuerdo con las regulaciones aplicables y las
politicas del laboratorio.

INSTALACIONES ESPECIALES
Las plaquetas liofilizadas y la solucién salina tamponada con TRIS (TBS) no requieren
el uso de instalaciones especiales dentro de un entorno de laboratorio.

PREPARACION PARA EL USO

NOTA: LAS PLAQUETAS LIOFILIZADAS Y LA SOLUCION SALINA TAMPONADA CON
TRIS (TBS) DEBEN ESTAR A TEMPERATURA AMBIENTE (15 — 28 °C) ANTES DE LA
RECONSTITUCION. LAS PLAQUETAS, REACTIVOS Y PLASMAS ALMACENADOS
DEBEN ALCANZAR LA TEMPERATURA AMBIENTE ANTES DE SU USO.

RESUSPENSION DE PLAQUETAS LIOFILIZADAS [E
Para Preparar 4 mL de Plaquetas Liofilizadas

+ Anadir 4 mL de Solucién Salina Tamponada con TRIS (TBS) al Frasco de
Plaquetas Liofilizadas

* Mezclar Mecanicamente en un Agitador de Muestras a Temperatura Ambiente
Durante 30 Minutos

» Las Plaquetas Liofilizadas Resuspendidas Deben Mantenerse Tapadas Antes
de su Uso

Para Preparar 10 mL de Plaquetas Liofilizadas

* Afadir 10 mL de Solucién Salina Tamponada con TRIS (TBS) al Frasco de
Plaquetas Liofilizadas

* Mezclar Mecanicamente en un Agitador de Muestras a Temperatura Ambiente
Durante 30 Minutos

» Las Plaquetas Liofilizadas Resuspendidas Deben Mantenerse Tapadas Antes
de su Uso

A NOTA: DESPUES DE LA REFRIGERACION, MEZCLAR MECANICAMENTE LAS PLA-
QUETAS LIOFILIZADAS RESUSPENDIDAS EN UN AGITADOR DURANTE AL MENOS
30 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE PARA EQUILIBRAR Y DESGASIFICAR

LA SUSPENSION ANTES DE SU USO.

PREPARACION DEL PACIENTE

Los pacientes deben evitar tomar aspirina o productos que la contengan, asi como otros
medicamentos, suplementos o bebidas energéticas que afecten la funcién plaquetaria,
durante 7—10 dias antes de la recoleccion del espécimen. Debe evitarse el consumo de
alimentos grasos, productos lacteos y fumar durante 12 horas antes de la recoleccion.

NOTA: SE REQUIERE CONSULTA MEDICA ANTES DE REALIZAR CAMBIOS EN
MEDICACION.

RECOLECCION DE MUESTRAS

Recolecte el espécimen con cuidado para evitar estasis, hemolisis, contaminacién con
liquido tisular y exposicion al vidrio. Mantenga los especimenes a temperatura ambiente.
Libere el torniquete tan pronto como comience a fluir sangre al dispositivo de recoleccion.

f(- SIGA LAS PRECAUCIONES ESTANDAR DURANTE TODO EL PROCESO DE RE-
L' COLECCION, PREPARACION DE MUESTRAS Y ANALISIS. DESECHE OBJETOS
PUNZANTES Y RESIDUOS BIOLOGICOS SEGUN LAS NORMATIVAS APLICABLES.

Técnica de recoleccion con tubos evacuados EE]

» Use una aguja alada 21g o 23g.

» Recoja sangre en tubos plasticos con anticoagulante citrato de sodio al 3.2%
(0.11 M).

* Mezcle suavemente invirtiendo 4-5 veces.

« Escriba la hora de recoleccion en la etiqueta.

* Mantenga los tubos a temperatura ambiente.

* Mezcle nuevamente antes de centrifugar.

Técnica de recoleccion con jeringa U}]

» Use una aguja alada 21g o 23g.

« Extraiga 9.0 mL de sangre en una jeringa plastica evitando succion excesiva.

» Sujete el tubo de la aguja y desconecte la jeringa.

« Dispense suavemente en un tubo de polipropileno con 1.0 mL de citrato de
sodio 0.11 M. Relacién sangre/anticoagulante 9:1.

« Tape el tubo y mezcle suavemente invirtiendo 4-5 veces.

« Escriba la hora de recoleccion en la etiqueta.

* Mantenga los tubos a temperatura ambiente.

* Mezcle nuevamente antes de centrifugar.

A NOTA: CUANDO EL HEMATOCRITO DEL PACIENTE ES MENOR AL 30% O MAYOR AL

55%, DEBE AJUSTARSE LA RELACION SANGRE/ANTICOAGULANTE. LOS TUBOS EVA-

CUADOS DEBEN CONTENER CITRATO DE SODIO 3.2% (0.11 M), LA CONCENTRACION
RECOMENDADA PARA ESTUDIOS DE FUNCION PLAQUETARIA.

PREPARACION DE MUESTRAS [ [i]
Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

« Centrifugue la sangre anticoagulada a 150 x g por 10 minutos.

» Examine la capa de plasma para detectar eritrocitos.

« Si hay eritrocitos, centrifugue 5 minutos mas.

» Transfiera el PRP con pipeta a un recipiente plastico rotulado como PRP.

» Retirelo desde un punto justo debajo del centro del volumen para consistencia.
« Tape el recipiente y déjelo a temperatura ambiente.

Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)

» Centrifugue el resto del PRP a 2500 x g por 20 minutos.
» Transfiera con pipeta a un recipiente plastico rotulado como PPP.
« Tape el recipiente y mantenga a temperatura ambiente.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO [ [i]

Procedimiento de Curva Estandar de Tres Puntos del Ensayo del Cofactor de
Ristocetina

NOTA: ESTE ES UN PROCEDIMIENTO GENERAL. SIGA LAS INSTRUCCIONES DE
USO PROPORCIONADAS POR EL FABRICANTE DEL AGREGOMETRO UTILIZADO.



Preparar un Blanco para Cada Paciente

NOTA: EN LAS PRUEBAS DEL ENSAYO DEL COFACTOR DE RISTOCETINA, EL
MISMO BLANCO PUEDE UTILIZARSE PARA CADA POCILLO DE PRUEBA TANTO
EN LA CURVA ESTANDAR DE TRES PUNTOS DEL ENSAYO DEL COFACTOR
DE RISTOCETINA COMO EN LA PRUEBA DE PACIENTE DE TRES PUNTOS DEL
ENSAYO DEL COFACTOR DE RISTOCETINA, SIEMPRE QUE TODAS LAS PRUE-
BAS SE COMPLETEN DENTRO DE LAS CUATRO HORAS POSTERIORES A LA
PREPARACION DEL BLANCO.

Etiquetar un tubo de ensayo con la letra “B” para identificar el Blanco

Pipetear 125 pL de Plaquetas Liofilizadas y 125 pyL de Solucion Salina Tam-
ponada con TRIS (TBS) en el tubo de ensayo (NO ANADIR UNA BARRA DE
AGITACION)

Colocar el Blanco aparte para su uso posterior

NOTA: EL BLANCO PREPARADO ES ESTABLE DURANTE 4 HORAS A TEMPERATURA
AMBIENTE.

Preparar Diluciones de la Curva Estandar

NOTA: LAS DILUCIONES DEBEN PREPARARSE DE FORMA INDEPENDIENTE Y
NO COMO DILUCIONES EN SERIE.

Utilizar el Siguiente Procedimiento de Dilucién para una Curva de 100 %, 50 %y 25 %:

Etiquetar tres tubos de ensayo nuevos: 100 %, 50 % y 25 %

En el tubo de ensayo etiquetado 100 %: Pipetear 200 pL de Plasma de Referencia
Normal vW (NRP) y 200 pL de Solucién Salina Tamponada con TRIS (TBS)
Invertir suavemente para mezclar

En el tubo de ensayo etiquetado 50 %: Pipetear 100 yL de Plasma de Referencia
Normal vW (NRP) y 300 pL de Solucién Salina Tamponada con TRIS (TBS)
Invertir suavemente para mezclar

En el tubo de ensayo etiquetado 25 %: Pipetear 50 pL de Plasma de Referencia
Normal vW (NRP) y 350 pL de Solucion Salina Tamponada con TRIS (TBS)
Invertir suavemente para mezclar

Colocar las tres diluciones de Plasma de Referencia Normal vW aparte para
Su uso posterior

NOTA: LAS DILUCIONES SON ESTABLES DURANTE 40 MINUTOS A TEMPERATURA
AMBIENTE.

Preparar Muestras

Etiquetar tres tubos de ensayo nuevos con 100 % Pocillo n.° 1, 50 % Pocillo
n.°2y 25 % Pocillon.®3

Colocar los tubos de ensayo etiquetados en los pocillos correspondientes n.°
1 - 3 de los Pocillos de Incubacion de Muestras Agitadas

Afadir una Barra de Agitacion a Cada Tubo de Ensayo

Pipetear 200 pL de Plaquetas Liofilizadas en cada tubo de ensayo ubicado en
los pocillos de incubacién de muestras agitadas (ASEGURESE DE QUE NO
HAYA BURBUJAS)

Pipetear 25 pL de Reactivo de Ristocetina en cada tubo de ensayo ubicado en
los pocillos de incubacion de muestras agitadas (ASEGURESE DE QUE NO
HAYA BURBUJAS)

Seleccionar el temporizador en pantalla para cada pocillo de incubacion de
muestras agitadas y comenzara la cuenta regresiva de calentamiento

Las muestras se incubaran a 37 °C durante el tiempo preestablecido

Establecer la Linea Base del 100 % (Blanco)

Localizar el tubo de ensayo del Blanco previamente preparado etiquetado “B”
Colocar el tubo de ensayo en el pocillo de prueba n.° 1

Seleccionar BLANCO para activar el pocillo de prueba

El botéon BLANCO cambiara a INICIAR

Repetir el proceso anterior para los pocillos de prueban.®2yn.°3

Comenzar la Prueba

Cuando la cuenta regresiva del temporizador alcance 0:00, presionar el botén
del temporizador para detener cada pocillo de incubacion de muestras agitadas
Transferir el tubo de ensayo del pocillo de incubacién de muestras agitadas n.°
1 al pocillo de prueba n.® 1

Repetir el paso anterior para cada pocillo de prueba, asegurandose de que todos
los tubos de ensayo permanezcan con sus nimeros de pocillo correspondientes
durante la transferencia

Cerrar las guias de pipeta

Seleccionar INICIAR para el pocillo de prueba n.° 1

Pipetear 25 pL de la dilucién previamente preparada etiquetada como 100 % en
el pocillo de prueban. 1 (NO PERMITIR QUE EL REACTIVO CORRAPOR LA
PARED DEL TUBO DE ENSAYO NI PERMITIR QUE LA PUNTA DE LA PIPETA
ROMPA LA SUPERFICIE DE LA MUESTRA)

Seleccionar INYECTAR para el pocillo de prueba n.° 1

Seleccionar INICIAR para el pocillo de prueba n.° 2

Pipetear 25 pL de la dilucion previamente preparada etiquetada como 50 % en
el pocillo de prueba n.°2 (NO PERMITIR QUE EL REACTIVO CORRAPOR LA
PARED DEL TUBO DE ENSAYO NI PERMITIR QUE LA PUNTA DE LA PIPETA
ROMPA LA SUPERFICIE DE LA MUESTRA)

Seleccionar INYECTAR para el pocillo de prueba n.° 2

Seleccionar INICIAR para el pocillo de prueba n.° 3

Pipetear 25 pL de la dilucién previamente preparada etiquetada como 25 % en
el pocillo de prueban.°3 (NO PERMITIR QUE EL REACTIVO CORRAPOR LA
PARED DEL TUBO DE ENSAYO NI PERMITIR QUE LAPUNTADE LAPIPETA
ROMPA LA SUPERFICIE DE LA MUESTRA)

Seleccionar INYECTAR para el pocillo de prueba n.° 3

La prueba se ejecutara ahora durante el tiempo preestablecido (LOS PROCED-
IMIENTOS DE PRUEBA DE OTROS FABRICANTES PUEDEN ESPECIFICAR
TIEMPOS O VOLUMENES DIFERENTES)

Procedimiento de Prueba de Paciente de Tres Puntos del Ensayo del Cofactor
de Ristocetina

NOTA: ESTE ES UN PROCEDIMIENTO GENERAL. SIGA LAS INSTRUCCIONES DE
USO PROPORCIONADAS POR EL FABRICANTE DEL AGREGOMETRO UTILIZADO.

Preparar un Blanco para Cada Paciente

NOTA: EN LAS PRUEBAS DEL ENSAYO DEL COFACTOR DE RISTOCETINA, EL
MISMO BLANCO PUEDE UTILIZARSE PARA CADA POCILLO DE PRUEBA TANTO
EN LA CURVA ESTANDAR DE TRES PUNTOS DEL ENSAYO DEL COFACTOR DE
RISTOCETINA COMO EN LA PRUEBA DE PACIENTE DE TRES PUNTOS DEL EN-
SAYO DEL COFACTOR DE RISTOCETINA, SIEMPRE QUE TODAS LAS PRUEBAS
SE COMPLETEN DENTRO DE LAS CUATRO HORAS POSTERIORES A LA PREPA-
RACION DEL BLANCO.

Utilizar el Blanco previamente preparado para la Curva de Tres Puntos del
Ensayo del Cofactor de Ristocetina

Si el Blanco fue preparado hace mas de 4 horas, ya no es estable y se debe
preparar un nuevo Blanco

Para preparar un nuevo Blanco, seguir las instrucciones de preparacion del
Blanco ubicadas en estas Instrucciones de Uso (IFU), en la seccién Procedimien-
to de Curva Estandar de Tres Puntos del Ensayo del Cofactor de Ristocetina

Preparar Diluciones

Etiquetar de uno a ocho tubos de ensayo nuevos con el ID de cada paciente y
el nimero de pocillo

Pipetear 100 pL de la muestra del paciente en el tubo de ensayo etiquetado
correspondiente para cada paciente que se esta analizando

Pipetear 100 pL de Solucion Salina Tamponada con TRIS (TBS) en cada tubo
de ensayo

Colocar las diluciones aparte para su uso posterior

Preparar Muestras

Etiquetar de uno a ocho tubos de ensayo nuevos con el ID de cada paciente y
el nimero de pocillo

Colocar los tubos de ensayo etiquetados en los pocillos correspondientes n.°
1 - 8 de los pocillos de incubacion de muestras agitadas

Afadir una barra de agitacion a cada tubo de ensayo

Pipetear 200 pL de Plaquetas Liofilizadas en cada tubo de ensayo ubicado en
los pocillos de incubacion de muestras agitadas (ASEGURESE DE QUE NO
HAYA BURBUJAS)

Pipetear 25 pL de Ristocetina en cada tubo de ensayo ubicado en los pocillos de
incubacién de muestras agitadas (ASEGURESE DE QUE NO HAYABURBUJAS)
Seleccionar el temporizador en pantalla para cada pocillo de incubacion de
muestras agitadas y comenzara la cuenta regresiva de calentamiento

Las muestras se incubaran a 37 °C durante el tiempo preestablecido

Establecer la Linea Base del 100 % (Blanco)

Localizar el tubo de ensayo del Blanco previamente preparado etiquetado “B”
Colocar el tubo de ensayo en el pocillo de prueba n.® 1

Seleccionar BLANCO para activar el pocillo de prueba

El botén BLANCO cambiara a INICIAR

Repetir el proceso anterior para cada pocillo de prueba utilizado para el analisis

Comenzar la Prueba

Cuando la cuenta regresiva del temporizador alcance 0:00, presionar el boton
del temporizador para detener cada pocillo de incubacion de muestras agitadas
Transferir el tubo de ensayo del pocillo de incubacién de muestras agitadas n.°
1 al pocillo de prueba n.° 1

Repetir el paso anterior para cada pocillo de prueba, asegurandose de que todos
los tubos de ensayo permanezcan con sus numeros de celda correspondientes
durante la transferencia

Cerrar las guias de pipeta

Seleccionar INICIAR para el pocillo de prueba n.° 1

Pipetear 25 plL de la dilucion del paciente previamente preparada directamente
en el tubo de ensayo del pocillo de prueba n.° 1

VERIFICAR QUE LAS DILUCIONES CORRECTAS DEL PACIENTE SE
TRANSFIERAN AL POCILLO DE PRUEBA CORRECTO DEL PACIENTE (NO
PERMITIR QUE EL REACTIVO CORRA POR LA PARED DEL TUBO DE EN-
SAYO NI PERMITIR QUE LA PUNTA DE LA PIPETA ROMPA LA SUPERFICIE
DE LA MUESTRA)

Seleccionar INYECTAR para el pocillo de prueba n.° 1

Repetir el procedimiento anterior para cada pocillo de prueba utilizado para
el andlisis

La prueba se ejecutara ahora durante el tiempo preestablecido (LOS PROCED-



IMIENTOS DE PRUEBA DE OTROS FABRICANTES PUEDEN ESPECIFICAR
TIEMPOS O VOLUMENES DIFERENTES)

A NOTA: UTILICE UN DONANTE CONOCIDO COMO MUESTRA DE CONTROL. CADA
LABORATORIO DEBE ESTABLECER Y VALIDAR SU PROPIO PROTOCOLO DE PRUEBA
Y VERIFICAR EL RENDIMIENTO RESULTANTE DE SU SISTEMA DE PRUEBA (REACTI-

VOS, INSTRUMENTO Y PROTOCOLO DE PRUEBA).

CONTROL DE CALIDAD

Para los estudios de agregacion plaquetaria, se debe analizar un donante conocido
de la misma manera que el paciente para garantizar el rendimiento y la consistencia
del sistema de prueba. Se debe incluir un nuevo control con cada serie de pruebas
y, preferiblemente, con cada nuevo lote de reactivo o después del mantenimiento del
instrumento. Cada laboratorio debe definir sus rangos aceptables para su poblacion
de pacientes y verificar el rendimiento esperado del sistema de prueba.

Se incluye un plasma deficiente en factor von Willebrand como control anormal y debe
analizarse como un plasma de prueba con un resultado esperado de actividad < 45
%. Este control garantiza que el sistema de ensayo sea especifico para el factor von
Willebrand y que la aglutinacion no esté influenciada por otras proteinas plasmaticas
normales. Ademas, se recomienda analizar el Plasma de Referencia Normal vW y el
Plasma de Control Anormal vW para validar las curvas estandar.

RESULTADOS

El ensayo del factor von Willebrand (vVWF) utiliza una curva estandar de tres puntos
para determinar el porcentaje de actividad del vVWF en el plasma de un paciente.
Como se ilustra en la Figura 1, la curva estandar se genera utilizando tres diluciones
conocidas de VWF, que normalmente representan una actividad del 100 %, 50 % y
25 %. El ensayo mide la respuesta a estas concentraciones y grafica los valores para
establecer una curva de referencia.

Cuando se analiza la muestra del paciente, su respuesta se interpola con la curva
estandar para determinar la actividad del vVWF como un porcentaje del plasma normal
(actividad del 100 %). Clinicamente, los niveles de actividad del vVWF dentro del rango
normal (45-150 %) indican una funcioén tipica, mientras que los valores inferiores al
45 % pueden sugerir enfermedad de von Willebrand (vWD). Por el contrario, una
actividad elevada del vVWF puede estar asociada con ciertas condiciones o trastornos.

La Figura 2 ilustra las fases clave de la agregacion plaquetaria a lo largo del tiempo,
proporcionando informacién sobre la funcién plaquetaria. La deflexion inicial descen-
dente observada en cada curva representa el cambio de forma, donde las plaquetas
responden al agonista experimentando alteraciones morfolégicas sin una agregacion
inmediata. Esto es seguido por la fase de agregacion primaria, caracterizada por
una tendencia ascendente a medida que las plaquetas comienzan a agruparse, au-
mentando la transmision de luz. El punto de agregacion maxima varia entre las curvas,
reflejando diferencias en la capacidad de respuesta plaquetaria. Ciertos trazados,
como los de los canales 6, 7 y 8, muestran una disminucién después de alcanzar
la agregacion maxima, indicando un patrén de agregacion reversible, mientras que
otros mantienen la agregacion, indicando una respuesta fuerte. Las variaciones en el
tiempo de latencia antes del inicio de la agregacién resaltan diferencias en la cinética
de activacion plaquetaria. Estas caracteristicas ayudan a evaluar la funcién plaquetaria
e identificar posibles anomalias en la respuesta de agregacion.

El trazado del ensayo del factor von Willebrand (VWF) mostrado en la Figura 3 ilustra
una respuesta anormal de la actividad del vVWF, con resultados que miden una activi-
dad inferior al 45 %. Esta actividad reducida sugiere una posible enfermedad de von
Willebrand (vWD). El trazado demuestra una respuesta mas débil de lo esperado en
comparacion con la curva estandar, indicando una alteracién de la funcion del vVWF o
niveles reducidos del factor. Estos resultados anormales pueden estar asociados con
variantes de VWD Tipo 1 o Tipo 2, deficiencia adquirida de VWF u otros trastornos de
coagulacioén. Estos hallazgos destacan la necesidad de realizar pruebas adicionales
para caracterizar con precision la naturaleza y la gravedad de la deficiencia.

Es esencial interpretar estos resultados de agregacién dentro del contexto general de
la condicion clinica del paciente. Un diagnostico definitivo solo debe realizarse después
de pruebas adicionales y una evaluacién completa. Las figuras incluyen marcas de
inyeccion que indican los puntos precisos de adicion del reactivo, proporcionando
puntos de referencia claros para comprender el momento de la introduccion del reactivo
y sus efectos inmediatos sobre el proceso de agregacion.

VALORES ESPERADOS
Cada laboratorio debe establecer rangos esperados para cada reactivo a las diferentes
concentraciones utilizadas para inducir la agregacion.

Un resultado inferior al 40 % del factor von Willebrand se considera anormal y sugestivo
del sindrome de von Willebrand. Sin embargo, se deben considerar otras propiedades
de la molécula del factor von Willebrand para el diagndstico de las formas variantes
del sindrome de von Willebrand. Debido a que los rangos de referencia del factor von
Willebrand dependen del grupo sanguineo, cada laboratorio debe establecer rangos
de referencia especificos segun el grupo sanguineo para su poblacién de pacientes.

El Plasma de Control Anormal vW producira resultados del ensayo del factor von
Willebrand < 45 %. La capacidad de generar un valor cuantitativo dentro de este rango
depende de la sensibilidad del sistema de ensayo utilizado.

FIGURA 1: PORCENTAJE DE ACTIVIDAD DEL ENSAYO DEL COFACTOR DE
RISTOCETINA VW DE TRES PUNTOS
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FIGURA 2: PRUEBA DE PACIENTE NORMAL DEL ENSAYO DEL COFACTOR DE
RISTOCETINA VW DE TRES PUNTOS
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FIGURA 3: PRUEBA DE PACIENTE ANORMAL DEL ENSAYO DEL COFACTOR
DE RISTOCETINA VW DE TRES PUNTOS
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LIMITACIONES

En la agregometria por transmisién de luz, la presencia de glébulos rojos en el PRP
hara que la agregacion observada disminuya. La presencia de plaquetas en el PPP
hara que la agregacion final aumente. Pueden producirse resultados erréneos si el
recuento de plaquetas del PRP es inferior a 75.000 plaquetas/cumm. Los recuentos
de plaquetas del PRP solo pueden realizarse utilizando el método del hemocitémetro.
Las muestras comprometidas deben rechazarse.

Si los resultados son anormales, la prueba debe repetirse en otra ocasion. Cada lab-
oratorio debe establecer rangos de referencia adaptados a la poblacién que atiende
y a las concentraciones especificas de reactivos utilizadas.

DESEMPENO ANALITICO
La agregacion plaquetaria, inducida por reactivos comunmente utilizados como el



React

ivo AggRecetin (Ristocetina), es un sistema de prueba no lineal. Las respuestas

se basan en la diferencia de transmision de luz entre el Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) y el Plasma Pobre en Plaquetas (PPP) del paciente y, por lo tanto, los resul-

tados

son unicos para ese paciente. Algunos parametros son mas propensos a la

no linealidad que otros. Estos incluyen la fase de latencia, la pendiente primaria, la
pendiente secundaria, la respuesta bifasica y la desagregacion. La no linealidad es
causada por muchos factores, como la quimica de la reaccion y la instrumentacion. La
agregacion plaquetaria muestra la velocidad de respuesta o la actividad y no cuantifica
los reactivos ni sus concentraciones.

En la

agregacion plaquetaria, la exactitud es un parametro relativo y depende del

sistema de prueba. Las limitaciones de la agregacién plaquetaria dificultan proporcionar
rangos tipicos de precision o reproducibilidad.

La va

riabilidad en la linealidad, precision y reproducibilidad de los resultados en

sistemas de prueba basados en el Reactivo AggRecetin (Ristocetina) es reconocida
por multiples organizaciones de normalizacién. El coeficiente de variacion (CV)
comunmente aceptado es de + 15 %.

Reproducibilidad de prueba a prueba: menos de + 7.5%
Reproducibilidad entre instrumentos: menos de + 15.0%
Variabilidad entre lotes de reactivo: menos de + 10.5%

De laboratorio a laboratorio (sistema a sistema): menos de + 12.5%
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