LIAPHEN~ vWF:Ag

REF| 120206
R14x5 ml,[R2) 4x6 ml

Turbidimetricky latexovy immuassay pro
kvantitativni stanoveni VWF:Ag, tekuté reagencie
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POUZITI:

LIAPHEN™ vWF:Ag souprava je urena pro in vitro imunoturbidimetrické
kvantitativni stanoveni antigenu von Willebrandova faktoru (VWF:Ag) v lidské
citrdtové plazmé pfi pouziti manuélini nebo automatizované. Reagencie jsou
v tekuté formé, pfipraveny k pouziti.

SOUHRN:

Technicky:
VWF je multimerni protein produkovany v endotelidinich burikdch a
v megakaryocytech. V krvi cirkuluje jako multimer o hmotnosti od 500 do 20 000
kDa. VWF zprostfedkovava adhezi trombocytl k subendoteliainim vrstvam pii
poskozeni cévy a slouzi jako nosi¢ FVIII — ten ma diky vazbé na VWF delSi polocas
v krevnim obéhu.
Ultra velké multimery VWF jsou proteolyticky Stépeny metaloproteinazou
ADAMTS13 do menSich a méné aktivnich forem. Biologické funkce VWF zavisi na
velikosti multimeru. VétSi multimery vice vazi trombocyty ke kolagenu a podporuji
adhezi trombocytl v krevnim fecisti’ 2.
Klinicky:
VWF funkéni nebo kvantitativni deficit vede k von Willebrandové chorobé (VWCH),
jejiz formu délime do 3 skupin:

— Typ 1 - VWCH je charakterizovana kvantitativnim deficitem VvWF

(nejcastéjsi)
— Typ 2 - je abnormalni funkce VWF. Déli se do 4 podtypli — 2A, 2B, 2M a
2N, v zavislosti na typu abnormality.

—  Typ 3 - tézky kvantitativni deficit VWF
Deficit VWF mlze byt spojen s jinymi patologiemi, které jsou pak pficinou tzv
ziskané VWCH.
Koncentrace VWF se zvySuje pfi poSkozeni endotelu nebo pfi zanétus4.

PRINCIP TESTU:

LIAPHEN™ vWF:Ag je immunoturbidimetricky test zalozeny na reakci antigenu
s protildtkou. VWF jako antigen pfitomny ve vzorku se véZe na latexové Castice
s navazanou polyklonalni krali¢i protildtkou proti VWF. Tato vazba agreguje
latexové Castice a mira jejich agregace pfimo ovlivni absorbci svétla. Zména
absorbance je tedy pfimo umérma mnozstvi vVWF:Ag ve vzorku.

REAGENCIE:

Reakéni pufr, v tekuté formé.
4 lahvicky po 5 ml.

Latex, tekuté forma.

4 lahvicky po 6 ml.

Reagencie [R1] a[R2 obsahuji BSA a malé mnozstvi azidu sodného (0.9 g/).

UPOZORNENI A VAROVANI:

. Nekteré reagenci v soupravé obsahuji material zvifeciho pvodu, proto s nimi
musi byt zachazeno s opatrnosti jako s potencialné infek&nimi.

e  Pri kontaktu s médénym nebo olovénym odpadnim potrubim mize azid
sodny tvofit explozivni azidy kov(.

e Znehodnoceni odpadu by mélo byt vZdy v souladu s lokélnimi pfedpisy.

. UZivejte pouze reagencie stejné Sarze.

e  Studie stability prokazaly, Ze reagencie mohou byt pfevazeny za pokojové

teploty bez degradace.
. Pro pouziti In Vitro v profesionaini laboratofi.
PRIPRAVA REAGENCIi:

Reagencie jsou pfipraveny k pouziti; opatmé homogenizujte obsah,
predejdéte tvorbé pény. Viozte do analyzatoru dle aplikaéniho protokolu.

SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie musi byt skladovany pfi 2-8°C v jejich originalnich obalech.
Pak jsou stabilni do data expirace uvedeného na obalu.
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Stabilita reagencie po otevfeni v originalni lahviéce, ktera je hermeticky
uzaviena, v pfipadé Ze je zabranéno vypafovani a kontaminaci:

4 tydny pfi 2-8°C

2 tydny pri pokojové teploté (18-25°C)

Nemrazte.
Stabilita v analyzéatoru - viz aplikacni protokol.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY:

Reagencie:

e  Destilovana voda

e Imidazolovy pufr (AR021B/K/L/MIN) jako diluent

e  Kalibracni plazma s uréenou hladinou VWF:Ag s ndvaznosti na mezinarodni
standardy NIBSC pro vWF:Ag v plazmé, napfiklad:

Jméno produktu Reference
BIOPHEN ™ Plasma Calibrator 222 101
BIOPHEN ™ Normal Control Plasma 223 201
BIOPHEN ™ Abnormal Control Plasma 223 301

Material:
o Automat pro imunoturbidimetrické testy.
e  Kalibrované pipety, silikonové sklo nebo plast.

PRIPRAVA A ODBER VZORKU:

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

Vzorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich fadd.

Pro skladovani plazmy se odkazte na reference. .

POSTUP:

Souprava je uréena pro automatické kinetické metody. Test provadéjte pfi 37°C a
méfte turbiditu pfi 575nm (mohou byt pouZity i jiné vinové délky, v rozmezi 540 az
800 nm).

Provedeni méreni:

1. Rekonstituujte referencni pfipravky nebo kalibrator a kontrolni plazmy dle jejich
specifickych instrukci nebo dle internich doporuceni.

Pripravte kalibracni body v rozmezi od 0 do 150% (0 — 20 — 75 - 150% VWF: Ag)
vImidazol pufru. Redici pomér 4:15 odpovida ,C* koncentraci VWF:Ag pro
komer¢ni kalibratory.

2. Nafedte vzorky, kalibratory a kontroly Imidazolovym pufrem, jak je popsano
v tabulce nize:

Vzorek Reference Redéni
Kontroly 223201 /223 301 4:15
Vzorky - 4:15

Stanovte kalibraéni kfivku a provedte kontrolu kvality.

Pokud skladujete pfi pokojové teploté (18 — 25°C), testujte narfedéné plazmy rychle.
Presné koncentrace kalibratort a kontrol pro jejich Sarze jsou uvedeny v letaku
pfiloZzeném v jejich baleni.

3. Nize je pfiklad procesu pro CS-série analyzatory. Pfidejte nasledujici material
do reakenich kyvet a inkubujte pfi 37°C:

Reagencie Objem
Kalibrator, kontroly fedéné v Imidazolovém pufru 30l
Reakeéni pufr 60
Inkubace pfi 37°C po 130 sekund
R2}: Latex [ 100 pl

Promichejte a méfte kontinuainé optickou denzitu (mezi 20 a 50 sec) pfi 575 nm
pfi teploté 37°C.

Pokud jsou potfeba jiné reakéni objemy, musi byt vzdy zachovan pomér mezi
jednotlivymi slozkami testu. UZivatel je zodpovédny za validaci kazdé zmény
v doporu¢eném postupu, ktera by mohla mit vliv na vysledek.

Pro vy38i koncentrace (mezi 150% a 1600%) doporuCujeme pfedfedit
v Imidazolovém pufru (naméfené koncentrace pak nasobte pfed-diluénim
faktorem.)

Pro automatizované metody se odkazte na aplikacni protokol daného
analyzatoru, které jsou dostupné na vyzadani.
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KALIBRACE:

LIAPHEN™ vWF: Ag mGZze byt kalibrovan pro test vVWF: Ag antigen v lidské plazmé.
Kalibrace zahmujici kalibratni rozmezi je kdostani od Hyphen BioMed (viz
Reagencie a materiél potfebny, ale nepfitomny) a mize byt pouZita k stanoveni
kalibracni kfivky.

Kalibracni rozmezi je kolem 0 az 150% (na Sysmex CS-5100).

Kalibracni kfivka uvedena nize je pouze pfiklad. Pro vypocet vysledk( stanovte
vlastni kalibracni kfivku.
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KONTROLA KVALITY:

Pouziti komer¢nich kontrolnich materiald umozni validaci kalibraéni kfivky stejné
jako homogenity v sérii a mezi sériemi pfi pouziti stejné Sarze reagencie.

Zaclerite kontrolu kvality do kazdé série testd, dle doporuceni pro spravnou
laboratorni praxi. Kalibrace by méla byt provedena pro kazdou sérii testd, nejméné
pfi zméné Sarze reagencie, po vyznamné opravé nebo Udrzbé analyzatoru, nebo
kdyz jsou vysledky kontrol kvality mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof si musi definovat vlastni pfijatelné rozmezi a verifikovat prabéh
méfeni na analytickém systému.

VYSLEDEK:

e Na analyzatorech Sysmex CS je kalibraéni kfivka bilineamni s absorbanci pii
575 nm na ose Y a s koncentraci VWF:Ag v % na ose X.

e  Koncentrace VWF:Ag v testovaném vzorku je pfimo odectena z kalibraéni
kfivky, pokud je pouzito standartni fedéni.

e  Pokud je pouzito jiné fedéni vzorku, musi byt ziskany vysledek nasoben
dopliikovym diluénim faktorem.

o Vysledky by mély byt interpretovany ve shodé s posouzenim klinického a
biologického stavu pacienta.

LIMITY:

e Pro zajisténi optimalniho provedeni testu by mély byt dodrZeny technické
instrukce a specifikace validované vyrobcem Hyphen-BioMed. Laboratof je
odpovédna za validaci kazdé zmény, ktera méni tyto instrukce.

e  KaZdy reagent s neobvyklym vzhledem nebo se zndmkami kontaminace by
mél byt vyloucen.

e Jakékoliv podezielé vzorky nebo vzorky vykazujici znamky aktivace musi byt
znehodnoceny.

e Heterofilni protilatky mohou interferovat v testu a vést k abnormainé vysokym
vysledkim VWF:Ag.

e Pro mozny vliv Hook efektu odkazujeme na specifické aplikacni protokoly pro
pouzité analyzatory. Nebyl pozorovan zadny vliv koncentrace VWF:Ag do
1600% na pfistroji Sysmex CS-5100.

PREDPOKLADANE HODNOTY:

Referencni rozmezi bylo ziskdno méfenim vzorkd zdravych dospélych osob
(n=120) na analyzatoru Sysmex CS5100 (pramér 90%, 95. Percentil) - 62 az 169%
VWF:Ag

Presto by referenéni interval mél byt ovéfen pro konkrétni podminky.

Krevni skupina, speciainé KS 0, stejné tak jako vék, pohlavi, gravidita - ovliviiuji
koncentraci VWF:Ag v plazmé’.

VLASTNOSTI:
e  Dolni mez detekce je zavisld na pouZitém analyzatoru - na analyzatoru
Sysmex CS-5100 je <1%.

e  Mé&fené rozmezi zavisi na pouZitém analyzatoru (pfiblizné 3 az 1600%
VWF:Ag na Sysmex Cs-série s redukci, kdyz je test linedmi od 10 do 170%,
bez pfidavného fedéni).

e  Byly provedeny studie se 3 Sarzemi reagencii za poutziti pfistroje Sysmex CS-
5100. Provedeni bylo posuzovano méfenim kontrolnich plazem po dobu 5
dni, 2 série denné ve 3 opakovanich v kazdé sérii a pro kazdou kontrolu. Byly
ziskany nasledujici vysledky:

V sérii Mezi sériemi

Kontrola = 5 a&r% | CV% | SD | n | Pramér% | CV% | SD

normani | 40 102,8 22 123130 103,4 22 |23

patologickd | 40 39,8 46 |18 | 30 39,2 26 |10

L]
e  Korelace s referencni metodou (VWF:Ag — Siemens — versus LIAPHEN™

VWF:Ag na Sysmex CS-5100):
n="73 y=1,032x + 0,49 r=0,998
Interference:

Nebyly zaznamenany interference na Sysmex CS-5100 do nasledujicich
koncentraci:

. Heparin
Hemoglobin 1000 mg/dI (UFHILMWH) 2/2 IU/ml
Bilirubin .
(Volny) 60 mg/dl Rivaroxaban 400 ng/ml
Bilirubin .
(Vézany) 60 mg/dl Apixaban 400 ng/ml
Intralipidy 1000 mg/di Dabigatran 400 ng/ml
Revmatoidni
faktor 750 1U/ml
Odkazte se na aplikacni protokol specifického analyzatoru.
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a znaky jsou v seznamu ISO 15223-1 standard, viz dokument
definice symboli.
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