ZYMUTEST™ vWF:CBA
c € RK038A

96 testu

ELISA méfeni collagen vazaci aktivity von
Willebrandova Faktoru.

POUZITi:

ZYMUTEST™ vWF:CBA souprava je ELISA metoda pro in vitro
kvantitativni méfeni  kolagen vazaci aktivity lidského von
Willebrandova Faktoru (vVWF) v lidské plazmé.

PRINCIP STANOVEN::

Technicky:

VWF je multimerni protein produkovany v endotelnich bufkach a
megakaryocytech. Obiha v fecisti jako multimer o 500 az 20,000 kDa.
VvWF je mediator adheze destiCek na subendotel poSkozené cévy a
v komplexu s Faktorem VIII si prodluzuje poloCas v krevnim Fecisti.
Velmi veliké multimery VWF jsou proteolyticky stépeny ADAMTS13 na
méné aktivni formy. Biologicka funkce vVWF velkym dilem zavisi na
velikosti multimeru. Velké multimery maiji vétSi Sanci navazat desticky
na kolagen ale také vazbu desti¢ek v obéhovém fedisti'2.

Klinicky:

Deficit vVWF funkéni nebo kvantitativni vede kvon Willebrandové
chorobé (vVWD), ktera ma tfi typy:

— Typ 1: VWD je charakterizovana jako ¢asteCny kvantitativni
deficit VWF (nejcastésji).

— Typ 2: VWD je charakterizovana jako neobvykla adhezni
aktivita VWF. Je rozdélena na &tyfi subkategorie: 2A, 2B,
2M a 2N, v zavislosti na funkéni abnormalité.

— Typ 3: VWD je charakterizovana jako tézky kvantitativni
deficit vWF.

vWF:CBA méfeni je zalozeno na schopnosti VWF vazat kolagen.
Méfeni aktivity je uZite¢né pro lepsi charakteristiku vWD3.

PRINCIP:

Nejdfive je fedény méfeny vzorek pfidan do jamky potazené
fibrilarnim kolagenem. VWF je zachycen na pevnou fazi. Nasleduje
promyvaci krok, po kterém se pfida imunokonjugét, coz je kréali¢i
polyklonalni protildtka specifickd proti lidskému VvWF znagend
kfenovou peroxiddzou (HRP). Ta se navaZe na volné epitopy
znehybnéného VWF a nasleduje dalsi promyvani. Do jamek se pfida
3,3',5,5-Tetramethylbenzidine (TMB) a peroxid vodiku (H202) a
vytvofi se modré zbarveni. Reakce se zastavi kyselinou sirovou a
barva se zméni na Zlutou, méfenou pfi 450nm. Mnozstvi ziskané
barvy je pfimo umérné koncentraci vVWF:CBA v testovaném vzorku.

REAGENCIE:

1.|COAT| ELISA desticka: obsahuje 12 prouzk(i po 8 jamkach,
potazenych stabilizovanou kraliCi polyklonalni protilatkou specifickou
pro lidsky VWF, balenou v hlinikovém pouzdru hermeticky uzavfeném
spoleéné s desikantem. Obsahuje malé mnoZstvi Azidu Sodného
(0,9 g/l).

2, Diluent vzorku: 2 lahvicky po 50 ml, pfipraveno
k pouziti. Obsahuje proclin a BSA.

3. VWF kalibrator: 3 lahvigky po 2 ml, lyofilizovano.
Kazdou lahvigku rozpustte v 2 ml [SD ELISA), abyste ziskali standard
obsahujici ,,C%" lidského vVWF (Jiz fedéného 1:50). Koncentrace ,C*
je mezi 120 a 160%, podle 8arZe. Standard je v ndvaznosti na NIBSC
mezinérodni standard. Obsahuje BSA.

4. VWF Vysoka kontrola: 1 lahvicka po 0,5 ml, lyofilizovano.
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5. Cll vWF| vWF Nizka kontrola: 1 lahvicka po 0,5 ml, lyofilizovano.

6. IC ANTI-(h)-vWF HRP| Anti-(h)-vWF-HRP immunokonjugat: 3

lahviéky po 7,5 ml, polyklonalni protilatky specifické pro lidsky VWF

s navazanou HRP (kfenovou peroxidazou), lyofilizovano. Obsahuje

BSA.

7. Diluent Konjugatu: 1 lahvicka o 25 ml, pfipraveno k

pouziti. Obsahuje Proclin a BSA.

8.: Wash solution: 1 lahvicka o 50 mi 20krat

koncentrovaného. Obsahuje Proclin.

9. 3,3",5,5'-Tetramethylbenzidine: 1 lahvicka 25 ml substratu,

pfipraveno k pouZiti. Obsahuje hydrogen peroxidazu.

10. 0,45M Kyselina sirova: 1 lahvicka o 6 ml, pfipraveno k

pouziti.

VAROVANI A UPOZORNEN:i:

o Nekteré reagencie v soupravé obsahuji material zvifeciho ptvodu.
Zadna metoda testovani nem(ize kompletné vyloucit pitomnost
infekénich agens. Proto musi byt tyto reagencie povazovany za
potencionalné infekéni se vSemi odpovidajicimi bezpecnostnimi
opatfenimi.

o Kyselina sirova, i vfedéni na 0,45M, je Ziravina. Nakladejte s ni
proto s nalezitou opatrnostni a bezpeénostnimi predpisy jako
s jakoukaliv jinou Ziravinou. Zabrarite kontaktu s kizi a oima.

o QOdpad likvidujte dle pfisluSnych mistnich platnych regulaci.

o Pouzivejte pouze reagencie stejné Sarze.

o Studie stability prokazuji, Ze reagencie mohou byt pfepravovany
pii pokojové teploté bez degradace.

o Reagencie jsou pouze pro in vitro diagnostické pouZiti v laboratofi.

PRIPRAVA REAGENCIi:

Stabilizujte pasky a reagencie alespori 30 minut pfi pokojové teploté
pfed pouzitim. Opatrné sundejte z lahviek zatku, abyste zabranili
ztraté lyofilizatu.

Oteviete hlinikové pouzdro a vyjméte potiebné mnozstvi
pasku. Pasky pouZijte béhem 30 minut.

Nésledujici obsahy lahviéek rozpustte s:

0,5 ml destilované vody. Dobfe promichejte do
Uplného rozpusténi.

ICAL vWF| 2 ml [SD ELISA| abyste ziskali roztok s ,,C* % VWF (jiz
fedéného 1:50). Dobfe promichejte do UpIného rozpusténi.
IC_ANTI-(h)-vWF HRP| 7,5 ml alespofi 15 minut ped
pouzitim. Dobfe promichejte do Uplného rozpusténi.

ISD ELISA|[TMB] [Stop| [CD ELISA|

Reagencie pfipraveny k pouZziti.

S ELISA| lahvicku promichejte a nafedte 1:20 s destilovanou

vodou (50ml roztoku staéi na pfipravy 1 litru promyvaciho roztoku po
nafedéni).

Dle potfeby inkubujte ve vodni lazni pfi 37°C dokud se nerozpusti
pevné latky.
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SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie musi byt skladovany pfi 2 — 8°C v originalnim
baleni. Potom jsou stabilni aZ do data expirace uvedeném na obalu.

Nepouzité prouzky mohou byt skladovany pfi 2-8°C 4 tydny
v originalnim hlinikovém baleni (hermeticky uzavfen v pfitomnosti
desikant(), a v pfiloZzeném plastovém sacku (minigrip), chranéni pred
vlhkosti.

Stabilita reagencie po rozpusténi, pokud je zamezeno kontaminaci
nebo odpafovani a pokud je reagencie skladovana uzaviena, je:
CAL vWF|

= 8 hodin pfi pokojové teploté (18 — 25°C)

= 24hodinpfi2-8°C

= 8 hodin pifi pokojové teploté (18 — 25°C)

= 2 mésice pfi-20°C a méné*
IC ANTI-(h)-vWF HRP|

= A4tydnypii2-8°C

= 24 hodin pfi pokojové teploté (18 — 25°C)
*Rozmrazuijte pouze jednou co nejrychleji pi 37°C a ihned pouZijte.

Stabilita reagencie po otevieni, pokud je zamezeno kontaminaci nebo
odparovani a pokud je reagencie skladovana uzavren, je:
iSD ELISA|[CD ELISA| TMB
= Atydnypii2-8°C
= A4tydnypii2-8°C
= 7 dnipfi 2 - 8°C pro fedénou reagencii.
= 8tydnGpii2-8°C
MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:
Reagencie:
e Destilovana voda.
Material:
o 8smi kanalova opakovaci pipeta schopna davkovat 50-300 pl.
e Pipety o rliznych objemech od 0 do 20 pl, od 20 do 200 pl a od
200 do 1000 pl.
o Micro ELISA tfepacku desti¢ek a promyvaci pfistro].
o Ctetka micro ELISA destidek s vinovou délkou 450 nm.

VZOREK:

Krev (9 dild) musi byt odebrana do 0,109 M tri-sodného citratového
antikoagulancia (1 dil; 0,109M, 3,2%), pfimou venepunkci. Prvni
odebrana zkumavka by méla byt znehodnocena.

Vzorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich fadu.
Pro skladovani plazmy se odkazte na reference.

PRUBEH TESTU:
Metoda méreni:
1. Vzorky a kontroly nafedte v {SD ELISA| dle tabulky nize:

2. Stanovte kalibraéni rozmezi dle tabulky niZe s kalibratorem
CAL vWF| o koncentraci ,C* v %.

Koncentrace . ) ) )
VWF (%) c C:2 C4 | C:10 | C:20 0

Objem
CALvWE | Tm | 05ml | 025ml | 01ml | 0,05mI | 0

S B, 0 | 05ml | 075ml | 0.9ml | 0.95mI | 1 m

SD ELISA

Homogenizujte.

Redéni jsou stabilni 8 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).

3. Vlozte prouzky do pfiloZzenych ramecki. Pridejte nasledujici do
jamek ELISA destiCky a provedte méfeni dle nasledujici tabulky:

Reagencie Objem Postup

Pridejte reagencie nebo

VC:)’V\,’F nel‘i\(o 200 pl vzorek do odpovidajici jamky
re G:ZJ:OF y micro ELISA desti¢ky

SD ELISA (blank)

Inkubuijte po 1 hodinu pfi pokojové teploté (18-25°C) (a)

WS ELISA| 300 pl Provedte 5 promyti (b)

IC ANTI-(h)-vWF Pfidejte immunokonjugat do
HRP 200

jamek desti¢ky

Inkubuijte po 1 hodinu pfi pokojové teploté (18-25°C) (a)

WS ELISA| 300 pl Provedte 5 promyti (b)

Ihned po promyti pridejte
substrat (b, c).
Pozn: Distribuce substratu
musi byt pfesna objemem i
¢asovymi intervaly.

TMB 200 pl

Inkubuijte 5 minut pii pokojové teploté (18-25°C) (a)

DodrZujte stejné ¢asové
50 i

intervaly jako s pfidanim
substratu. (c)
Pockejte 10 minut, aby se mohlo zbarveni stabilizovat a pak
méfte absorbanci pfi 450 nm.
Odectéte od hodnot blank vzorku (d).

Vzorky Redéni
a 1:50
Vzorky 1:50

Pro pfedpokladanou VWF koncentraci nad ,C* v %, nafedte vzorky
1:100 (D=100) nebo vice.
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Distribujte nafedéné kalibratory, kontroly a vzorky co nejrychleji,
abyste ziskali homogenni kinetiku davkovani. Pfilis dlouha
prodleva (> 10 minut) mezi prvni a posledni jamkou mdze mit vliv
na imunologickou kinetiku a vydavat nepfesné vysledky (faleSné
nizké pro posledni jamky).

a) Zabrante vystaveni desticky pfimému slune¢nimu svitu béhem
inkubace, hlavné pak pfi zabarvovaci reakci. Mizete pouzit
tfepacCku micro ELISA desticek.

b) Nikdy nenechavejte jamky vyschnout mezi kroky postupu. Dal$i
reagencie musi byt pfidana do 3 minut. Vyschnuti jamek by mohlo
poskodit znehybnéné komponenty a snizit reaktivitu desticky.

Dle potfeby nechévejte promyvaci roztok v jamkach a odstrarite jej
tésné pred pfidanim dalSi reagencie. Promyvaci pfistroj musi byt
nastaven tak, aby prouzky promyval a vyprazdioval opatrné; jinak
mU0ze dojit k poSkozeni potahu jamek a snizeni jejich reaktivity.

c) Pro pfidani TMB substratu — asové intervaly mezi pipetovanim do
fadk( musi byt pfesné urCeny a stejné intervaly musi pak byt pfi
pipetovani zastavovaciho roztoku.

d) Pro bichromatické méfeni mlZzete pouzit vinovou délku 620 nebo
690 nm.
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KONTROLA KVALITY:

Pouziti kontrol slouzi k validaci vysledkd a homogenity méfeni v sérii
nebo mezi sériemi pro danou arZi reagencii.

Zaclefte kontroly kvality do kazdé série méfeni, podle pravidel
laboratorni praxe. Nova kalibraéni kfivka musi byt stanovena pro
kazdou sérii test.

Kazda laboratof si musi stanovit vlastni pfijatelné meze pro sv(j
analyticky systém a ovéfit jejich vykon.

VYSLEDKY:

e Ziskany OD450 se muze liSit podle teploty béhem pribéhu testu.

o Stanovte kalibraéni kfivku s OD 450 nm podél osy Y a koncentraci
VWF v % podél osy X sinterpolaéni metodou ,best fit (viz
pfilozeny letak k soupravé).

o Vysledky vzork( a kontrol jsou vyjadfeny v OD450, viz kalibraéni
kfivka.

o Koncentrace VWF:CBA (%) je pfimo odeCtena z kalibracni kfivky,
pokud je pouZzito standardni fedéni 1:50.

o Pokud je pouzito jiné fedéni, ziskané hodnoty musi byt nasobeny
pouzitym fedicim faktorem.

¢ Pro kalkulaci koncentrace VWF se mlize pouzit specificky software
(napf.: Dynex, Biolise, atd.).

e Pro [Cl VWF a [Cl VWF| jsou koncentrace pfimo odeéteny
z kalibra&ni kfivky.

o Vysledky musi byt vyloZzeny dle pacientova klinického a
biologického stavu.

LIMITY:

e Pro zajisténi optimalniho pribéhu testu a pro spinéni specifikaci
by mély byt dodrzeny instrukce validované vyrobcem HYPHEN
BioMed.

e Reagencie s neobvyklym vzhledem nebo jevici znamky
kontaminace, by mély byt znehodnoceny.

e Vzorky podezfelého vzhledu nebo vzorky vykazujici znamky
aktivace musi byt znehodnoceny.

e Pokud neni promyvaci krok postupu Fadné proveden, negativni
kontrola mlZe vykazovat vy$§i hodnoty absorbance. Abyste
zajistili  nespecifickou tvorbu zbarveni, zkontrolujte, jestli je
promyvaci krok spravné provadén.

OCEKAVANE HODNOTY:

Koncentrace vVWF:CBA v normalni lidské plazmé je kolem 10 pg/ml.
vWF:CBA ma velké rozmezi distribuce v populaci (od 50 do 160%).
Tato hladine je ovlivnéna ABO skupinou (25% snizeni u typu O),
pohlavim (vy3Si hladiny u zen), etnickou narodnosti (niz8i hladina u
bélodské populace).

Koncentrace VWF je pozitivné spojena s diabetes a zvy3uje se
s vékem.
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CHARAKTERISTIKA:

o Dynamické rozmezi: 0 aZ 150%.

Detekéni limit < 5%.

Intra-assay CV: 3-8%.

Inter-assay CV: 5-10%.

Interference: Nebyly zjistény Zadné interference do nasledujicich
koncentraci:

Heparin Bilirubin Hemoglobin
2 Ul/ml 0,05 mg/ml 5 mg/ml
REFERENCE:

1. Luo GP. et al. von Willebrand Factor: more than a regulator of
hemostasis and thrombosis. Acta Haematol, 2012.

2. Peyvandi F. et al. Role of von Willebrand Factor in the
haemostasis. Blood Transfus. 2011.

3. Schwameis M. et al, vVWF excess and ADAMTS13 deficiency: a
unifying pathomechanism linking inflammation to thrombosis in DIC,
malaria, and TTP. Thrombosis and Haemostasis. 2015.

4. Farkas P. et al, Complement activation, inflammation and relative
ADAMTS13 deficiency in secondary thrombotic microangiopathies.
Immunobiology. 2017.

5. CLSI Document GP44-A4: “Procedures for the handling and
processing of blood specimens for common laboratory tests”.

6. CLSI Document H21-A5: “Collection, transport, and processing of
blood specimens for testing plasma -based coagulation assays and
molecular hemostasis assays; approved guideline”. 2008.

SYMBOLY:

Pouzité symboly a znaky jsou uvedeny v seznamu ISO 15223-1
standard, viz dokument definice symbold.

ISD ELISA| [CD ELISA| WS ELISA: H317 Muze zplsobit alergickou
koZni reaki.

IVD



mailto:info@diagnostica.cz

