ﬁﬂ] - STACLOT® DRVV

Deteccion de los lupus anticoagulantes

B/l - STACLOT® DRVV SCREEN
® Kit de 12 viales
(REF 00339) C€

5_'['4] - STACLOT® DRVV SCREEN 5
® Kit de 12 viales
(REF 00333) C€

ﬁﬂ] - STACLOT® DRVV CONFIRM
® Kit de 12 viales
(REF 00334) ( (

Noviembre 2009 Espariol 6

1/ UTILIZACION DE LOS KITS

Los kits STA® - Staclot® dRVV Screen y STA® - Staclot® dRVV Confirm
se utilizan para la deteccion en el plasma de los anticoagulantes ltpicos
(AL) mediante el tiempo de veneno de vibora Russell diluido (1) obtenido
en los aparatos de la linea STA® compatibles con estos reactivos.

2/ SUMARIO

Los anticoagulantes Iipicos son anticuerpos dirigidos contra los complejos
fosfolipidos/proteinas (4). Presentan la capacidad de alargar los tiempos
de coagulacién de las pruebas dependientes de los fosfolipidos.

Los anticoagulantes Ilpicos se asocian a numerosos estados clinicos:
enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso diseminado) (2), trombosis
(5), abortos espontaneos de repeticion (1), infecciones (4). Su presencia
puede ser persistente o transitoria (4).

3/ PRINCIPIO DEL TEST

Presente en los reactivos STA® - Staclot® dRVV Screen y STA® - Staclot®
dRVV Confirm, el veneno de vibora Russell, activador del factor X en
presencia de calcio, desencadena la coagulacion a este nivel y elimina la
interaccion de los factores situados en etapas anteriores (1). Por tanto,
esta prueba es independiente de las anomalias de la fase de contacto y de
las que afectan a los factores VIl y IX (déficits o inhibidores).

El test STA® - Staclot® dRVV Screen se realiza en presencia de una
concentracion baja de fosfolipidos lo que, en presencia de AL, alarga el
tiempo de coagulacién.

El STA® - Staclot® dRVV Confirm contiene una concentracion mayor de
fosfolipidos que neutralizan los AL presentes en el plasma a analizar. En
consecuencia, el tiempo de coagulacién observado con el STA® - Staclot®
dRVV Confirm sera mas corto que el encontrado con el STA® - Staclot®
dRVV Screen.

4/ COMPOSICION DE LOS KITS

Los reactivos STA® - Staclot® dRVV Screen y STA® - Staclot® dRVV
Confirm contienen veneno de vibora Russell, fosfolipidos, calcio y un
inhibidor de la heparina (HNF). Se presentan en forma liofilizada.

Estos reactivos contienen azida sédica (< 1 g/l) como conservante.

Es preciso eliminar con precaucién los reactivos que contienen azida sédica. Si estas
soluciones se vierten en el desagiie del lavabo, enjuagar con abundante agua para evitar la
formacién de azidas metélicas que, si estan concentradas, pueden provocar explosiones.

Estos reactivos contienen productos de origen humano y/o animal. Cuando se ha utilizado
plasma humano en la preparacién de estos reactivos, se excluye previamente la presencia
del antigeno HBs, de los anticuerpos anti-HCV, anti-HIV 1 y anti-HIV 2 con los
correspondientes andlisis. Sin embargo, ningun test puede garantizar de manera absoluta la
ausencia de agentes infecciosos. Por eso, estos reactivos de origen biolégico han de ser

i con las i i ya que se trata de productos potencialmente

infecciosos.

5/ PRECAUCIONES

Los estuches sin abrir se deben conservar a 2-8 °C. Estos reactivos se
destinan exclusivamente a un uso in vitro y deben ser manipulados por
personal de laboratorio. Los residuos se eliminaran con arreglo a la
reglamentacion local vigente.

Los kits STA® - Staclot® dRVV se han de utilizar en los aparatos de la linea
STA® compatibles con estos reactivos. Antes de su utilizacién, leer
atentamente el “Manual del operador” del instrumento utilizado. Tener
cuidado en el manejo de estos reactivos y las muestras.

6/ OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

La obtencién de la muestra debe ajustarse a las recomendaciones para los
examenes de hemostasis.

Obtencién de sangre sobre solucién de citrato trisédico 0,109 M: 1 vol.
de citrato por 9 vol. de sangre. Utilizar tubos de extraccion de plastico o
de vidrio siliconado.

Centrifugacién: se recomienda eliminar las plaquetas del plasma.
Realizar una primera centrifugacion durante 15 minutos a 2000-2500 g.
Separar el sobrenadante plasmatico y centrifugarlo una segunda vez
durante 15 minutos a 2000-2500 g. El nimero de plaquetas residuales
debe ser inferior a 10.10%! (< 10 000/mmq) (3).

Cuando se respetan estas condiciones en el tratamiento de la muestra,
el plasma se puede conservar:

4 horas a20+5°C

1 mes a —20 °C. Atemperar la muestra a 37 °C el tiempo necessario y
suficiente para que la descongelacion sea completa.

7/ CONSERVACION Y PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Preparacion

Reconstituir cada vial de:

— STA® - Staclot® dRVV Screen @ (REF 00339) con 2 ml de agua
destilada

— STA® - Staclot® dRVV Screen ® (REF 00333) con 5 ml de agua
destilada

— STA® - Staclot® dRVV Confirm (REF 00334) con 2 ml de agua
destilada.

Dejar que la solucién se estabilice durante 30 minutos a temperatura

ambiente (18-25 °C). Agitar para obtener una suspension homogénea.

Posteriormente, poner un STA® - mini Reducer nuevo (REF 00797) y la

cépsula operculada.

Conservacion

Liofilizados: a 2-8 °C, hasta la fecha de caducidad indicada en el estuche.

Reconstituidos: 72 horas con STA® - mini Reducer y cépsula operculada

en STA Compact® y STA-R®.

8/ REACTIVOS Y MATERIAL AUXILIAIRES

STA®- Control LA 1 + 2 (REF 00201): controles negativo y positivo en
AL.

STA® - mini Reducer (REF 00797).
Instrumento de la linea STA® que puede utilizar estos reactivos.

Equipamiento habitual en los laboratorios de andlisis clinicos
(centrifugadora, agua destilada...).

9/ PROCEDIMIENTO

9.

9.

9.

9.

1. Determinacién de los intervalos de referencia
En cada nuevo lote de STA® - Staclot® dRVV Screen y de STA® -
Staclot® dRVV Confirm, determinar los intervalos de referencia
utilizando un minimo de 20 plasmas humanos normales (6).
En cada serie se incluird un pool de plasmas humanos normales (pool
control), cuyo resultado debera situarse dentro de este intervalo; este
pool se utiliza para el célculo de los ratios (6).

2. Plasmas a analizar
Los plasmas a analizar se utilizan sin diluir. Se cargan en el
instrumento (ver el “Manual del operador” del aparato utilizado).
Seleccionar la(s) prueba(s) a efectuar en los plasmas de los
pacientes.

3. Controles
Los controles son necesarios para comprobar la exactitud y la
reproducibilidad de los resultados. Utilizar los STA® - Control LA 1y 2.
Preparar estos controles y transferir al instrumento las informaciones
contenidas en los cédigos de barras de la hoja. Estos controles se
utilizan sin diluir.

4. Determinacion del tiempo de coagulacién
Para la determinacion del tiempo de coagulacion, consultar el
protocolo descrito en los “Standardized Operating Procedures” del
instrumento.
La determinacién del tiempo de coagulacion de los plasmas a analizar
se realiza automéaticamente por el aparato segun se van cargando las
muestras.

10/ RESULTADOS
El tiempo de coagulacién de las muestras analizadas se muestra como
tiempo real en la unidad elegida por el operador en el panel de control del
instrumento (ver el “Manual del operador”).
Si el aparato sefiala que los resultados obtenidos para los controles se
sittan fuera de los intervalos indicados en la hoja incluida en el kit STA® -
Control LA 1 + 2, asegurarse del buen funcionamiento de todo el sistema:
condiciones operativas, reactivos, plasmas a analizar, etc. Si es necesario,
repetir las muestras.
10.1. STA® - Staclot® dRVV Screen
El resultado final se expresa en ratio Screen:

tiempo de coagulacion Screen (s) del plasma a analizar

tiempo de coagulacién Screen (s) del pool control

Ratio  _
Screen

Si el ratio Screen del paciente es superior a 1,20 el resultado no es
normal y se sospecha la presencia de AL.

10.2. STA® - Staclot® dRVV Confirm
El resultado final se expresa en ratio normalizado:
tiempo de coagulacién Confirm (s) del plasma a analizar
tiempo de coagulacién Confirm (s) del pool control
ratio Screen
ratio Confirm

Ratio _
Confirm ™

Ratio normalizado =

10..

w

. Interpretacion de los resultados

La presencia de AL en la muestra se confirma cuando el valor del
ratio normalizado es superior o igual a 1,20. En el sindrome
Antifosfolipido (SAF), el caracter persistente del AL se debe
confirmar en una segunda muestra extraida al menos 12 semanas
después (7). El resultado debe interpretarse en funcién del estado
clinico y biolégico del paciente.

Para establecer la presencia de AL en un paciente, se recomienda
seguir las recomendaciones del Comité Cientifico y de
Estandarizacion de los AL (3).

En caso de un ratio Screen superior a 1,20, se pueden efectuar
pruebas en una mezcla compuesta por plasma paciente + pool
control para diferenciar un déficit en uno o varios factores de la
coagulacién (3, 6) o un tratamiento con antivitaminas K (6) de un
anticoagulante circulante.

Si el ratio normalizado es superior o igual a 1,20, la prueba STA® -
Staclot® dRVV Confirm permite confirmar la naturaleza anti-
fosfolipidica del anticoagulante circulante (3, 6).

11/ LIMITACIONES

e Las dos pruebas STA® - Staclot® dRVV Screen y STA® - Staclot® dRVV
Confirm se deben realizar al mismo tiempo y en la misma muestra.

e Para el estudio de los anticoagulantes IUpicos no se recomienda utilizar
muestras que contengan heparina (HNF y/o HBPM) (4). No obstante, el
método propuesto ha resultado insensible a la heparina no fraccionada
hasta concentraciones de 0,8 Ul/ml.

12/ VALORES NORMALES

Los anticoagulantes lupicos estdn ausentes en plasmas humanos
normales.

A titulo de ejemplo, se han ensayado 27 plasmas normales con el STA® -
Staclot® dRVV Screen. El ratio Screen de cada uno de estos plasmas
resulté inferior o igual a 1,20 (la media de los tiempos de coagulacion
obtenidos en estos plasmas fue de 39,8 segundos con una desviacion
estandar de 3,0 segundos). No obstante, se recomienda que cada
laboratorio determine sus propios valores normales.

13/ CARACTERISTICAS DEL METODO

¢ Sensibilidad
El sistema STA® - Staclot® dRVV Screen y STA® - Staclot® dRVV Confirm
muestra una buena sensibilidad frente a plasmas positivos en AL. 22
plasmas procedentes de pacientes conocidos en los que se ha
confirmado previamente la presencia de AL, se analizan con los kits
STA® - Staclot® dRVV. Los 22 plasmas resultan positivos (ratio
normalizado > 1,20).

Reproducibilidad

Se realizan estudios de reproducibilidad intra- e inter-series en
diferentes muestras con los reactivos STA® - Staclot® dRVV. Los
resultados obtenidos con STA-R® se incluyen en la siguiente tabla:

Reproducibilidad intra-serie | Reproducibilidad inter-series
Muestra |Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
Test Screen | Screen | Confirm | Screen | Screen | Confirm
_n 21 21 21 10 10 10
X (s) 42,5 94,7 45,4 35,4 97,5 47,0
DS (s) 0,2 0,3 0,3 0,8 2,9 1,9
CV (%) 0,5 0,4 0,6 2,2 3,0 41

Estudios de correlacién

Se compararon 90 plasmas en dos laboratorios con STA® - Staclot®
dRVV Screen y Confirm y otro test de dRVV screen y confirm
comercializado de forma oficial. La correlacién global fue del 92 %.
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