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IMPORTANCIACLINICA
Afinalidade da coagulag&o sanguinea é formar um coagulo no local da leséo vascular. Além
da formagao do coagulo, que funciona como um tampéao para evitar a hemorragla esta agao

MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO.
-Tubo
- Pipeta automatica
-Banho Maria-37°C
-Cronémetro
-Recipiente para descarte de material
PREPARAGAO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Reagente TTPa(1): Pronto para uso. O reagente é estavel até a data de validade impressa
no rotulo quando armazenado entre 2 a 8°C em seu préprio frasco.
O reagente TTPa é uma preparacéo da cefalina do cérebro do coelho e do &cido elagico
com tampéo, estabilizadores e conservantes.
Cloreto de Calcio (0,02M)(2): Pronto para uso. O reagente ¢é estavel até a data de validade
impressa no rétulo quando armazenado entre 2 a 8°C em seu proprio frasco.
Obs.: O kit mantém o mesmo desempenho apos a primeira utilizagéo e é estavel até a data
de validade descrita no rétulo, desde que seja mantida nantemperatura indicada (2-8°C).
AMOSTRAS
1. Coleta de sangue com seringa: colher sangue venoso com seringa siliconizada ou
plastica. Imediatamente apds transferir @ ml de sangue para um tubo contendo 1 ml de citrato
de sodio a 3,2% ou 3,8% (pode ser 4,5 de sangue para 0,5 de citrato de sodio, manter sempre
arelagdo de 9 partes de sangue para 1 de citrato de sodio).
2. Coleta de sangue com tubo a vacuo: usar tubo a vacuo contendo citrato de sodio a 3,2%
ou 3,8% (tampa azul). Assegurar-se de que o tubo apds coleta esteja completo, uma vez que
arelagdo 9 partes de sangue e 1 parte de citrato de sodio é critica. Recomenda-se que a
coleta seja feita usando-se primeiro um tubo sem anticoagulante (tubo seco). No caso da
coleta ser somente para testes de coagulagéo, coletar dois tubos com citrato de sddio e
utilizar o segundo tubo para a realizagéo dos testes. Se coletas multiplas, a amostra para os
testes de coagulagao deve ser obtida apds a coleta de amostra em tubo sem anticoagulante
(tubo seco), sempre antes da coleta em tubo contendo EDTA.
3. Preparagao do plasma: logo apds a coleta misturar i ngue e 0
anncoagulanle centrifugar por 15 mlnulos a 2.500xg (aproxlmadamente 3000rpm) Se as
nao forem pi ite, 0 plasma deve ser transferido para um
tubo plasllco Plasma hemolizado ou contendo mais que 10.000 plaquetas/mm? ou com
presentes ndo séo recc para os testes de coagulaga
4. A do plasma: de plasma podem ser armazenadas em
temperatura ambiente (18 a 26°C) por até 2 horas; refrigeradas (2 a 8°C) por até 4 horas;
congeladas (- 20“0) por até 2 meses ou a -70°C por até 6 meses. O plasma pode ser
recer ao cor para assegurar que todas as células sejam
removidas. No momento de testar amostras congeladas elas devem ser rapidamente
ostestes nao devem
entrar em contato com vidro e ndo incuba-las a 37°C por mais do que 5 minutos para evitar a
perda dos fatores V e VII. Amostras mantidas por mais de 4 horas em temperatura ambiente
prolonga o TTPauma vez que o FVIII é labil.
PROCEDIMENTO
Este procedimento é para a realizagao manual dos testes. Para Sistemas Semi-Automaticos
ouAutomaticos consultar o manual de instrugdes do equipamento.
1. Pré-incubar o Cloreto de Calcio (0,02M) (2) a 37°C por no minimo 10 minutos.
2. Pipetar 100pl do plasma a ser testado ou do plasma controle em um tubo plastico. Incubar
a37°C por 1a2minutos.
3. Pipetar 100yl do reagente TTPa (1) no tubo contendo o plasma apos homogeneizar a
suspensao do reagente por inversao.
4. Incubar a 37°C por 3 minutos.
5.Apos esse tempo, pipetar 100l do Cloreto de Calcio (0,02M) (2) pré-incubado, disparando
slmu\(aneamenle o crondmetro.
6. D por leves
coagulagdo do plasma em segundos.
INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS
CALCULO DOS RESULTADOS
R -se realizar os testes em duplicata (amostras e controles) e calcular o tempo

de inversdo do tubo, registrar o tempo de

pro-coagulante deve ser restrita ao local da leséo, ou seja, ela ndo pode pelo
sistema  circulatorio. Assim, no momento em que ocorre a lesao vascular, também se
desencadeia a agao do sistema fibrinolitico e dos inibi fisioldgicos da coagulag&o.

O modelo proposto por Macfarlane e Davie & Ratnoff, em 1964, da “cascata” para explicar a
fisiologia da coagulagdo do sangue, usado ainda hoje por razées didaticas, divide a
coagulagao em uma via extrinseca e uma via intrinseca que convergem no ponto de ativagéao
do fator X (inicio da via final ou comum).

O TTPaavalia a via intrinseca da coagulagao, portanto avalia os fatores VIII, IX, Xl e XII, bem
como os fatores X, V, Il e | da via comum.

OTTPa é usado para detecgao de i i dos fatores da coagulagéo da via
intrinseca ou comum, além de ser o teste de escolha para monitoramento da terapia de
anticoagulagao com heparina e para screening do anticoagulante lipico. Ele também &
sensivel a presenga de produtos de degradag&o da fibrina.

E o teste indicado, juntamente com o TP, quando ha queixas hemorragicas e nas rotinas pré-
operatorias.

PRINCIPIO DOMETODO

Para que haja a formagéo de um coagulo de fibrina pela via intrinseca da coagulagao é
necessaria a presenga dos fatores de coagulagao |, II, V, VII, VIII, IX, X, Xl e XII, além de um
lipidio plaquetario (fosfolipidio) e calcio.

Oreagente COAGULAGAO - TTPa fornece um fosfolipidio (cefalina), uma vez que o plasma
utilizado é pobre em plaquetas e, conseqiientemente, néo dispoe do lipidio plaquetario, um
ativador de contato (4cido elagico) e calcio (cloreto de calcio), o qual foi removido por
quelagao pelo uso do anticoagulante citrato de sddio. Portanto, quando o reagente TTPa
(cefalina + acido elagico) € adicionado a um plasma normal citratado determinara a ativagéo
do FXII, o qual por clivagem ativara o FXI. A partir dai torna-se necessaria a presenga do
célcio para que a ativagao dos outros fatores ocorra. O tempo levado para a formagao do
coagulo de fibrina apos a adigao do cloreto de calcio € medido em segundos e representa o
Tempo de Tromboplastina Parcial (TTPa). O grau de prolongamento do TTPa & proporcional
aconcentragao de heparina no plasma.

APRESENTAGAO DOKIT

731040-C - 40 determinagdes

1.Reagente-TTPa: 1 x4ml

2. Cloreto de Calcio (0,02M): 1 x 4ml

3. Instrugéo para uso

[EA 731080-C - 80 determinagées

1.Reagente-TTPa: 2x4ml

2. Cloreto de Calcio (0,02M): 2 x 4ml

3. Instrugdo para uso

731200-C - 200 determinagdes

1.Reagente-TTPa: 5x4ml

2. Cloreto de Calcio (0,02M): 5 x 4ml

3. Instrugdo para uso

médio. Adiferenca entre os resultados das duplicatas devem ser menores do que 5%. Repetir
oteste se necessario.

O resultado do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado € expresso em numeros de
segundos levados desde a adigao do reagente Cloreto de Calcio até a formagéo do coagulo
defibrina.

No resultado pode-se incluir o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado e a Relagéo entre o
Paciente e um Controle Normal (obtido pela determinag&o do TTPa de um plasma ou “pool”
de plasma conhecidamente normal).

VALORES ESPERADOS

Os resultados do TTPa s&o influenciados pelo método de detecgéo do coagulo de fibrina e
pode variar de laboratério para laboratério. Em geral, testes para TTPa com plasmas normais
apresentarao tempos de formagao do coagulo que variam de 24 a 39 segundos quando
realizados em um Coagulometro. No entanto, cada laboratério deveria estabelecer uma faixa
normal usando individuos de sua populagao de pacientes. Se ocorrer mudangas no método
usado (manual ou automatico), técnica de coleta de sangue ou anticoagulante usado, uma
nova faixa normal deveria ser estabelecida.

Faixas terapéuticas para monitoragdo de terapia com anticoagulante oral podem variar de
laboratério para laboratério. Assim, é recomendado que cada laboratério estabelega as
faixas de TTPa relevantes para sua respectiva populagéo de pacientes. A relagdo TTPa
Paciente/TTPa Normal deve ser menor que 1,3; valores iguais ou superiores significam
prolongamento do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado.

Resultados anormais obtidos com um plasma de um paciente que n&o faz uso de terapia com
anticoagulante pode indicar uma deficiéncia de um ou mais fatores da via intrinseca ou
comum da coagulagdo, ou da presenga de um inibidor de a\gum dos fatores deslas was [e]
resultado também pode ser devido a certos i tos. P tais
como a determinagdo do TP (Tempo de Protrombina) e estudos utilizando plasmas
deficientes de fatores s&o usualmente necessarios.

CONTROLE DE QUALIDADE

A confiabilidade do teste deve ser monitorada dentro de cada rotina usando plasmas
controles normais e anormais, tais como os Plasma Controle Nivel 1 (COD 733001-C),
Plasma Controle Nivel 2 (COD 733002-C) e Plasma Controle Nivel 3 (COD 733003-C) da
WAMA Di il Cada orio deveria uma faixa controle para
determinar a variagdo permitida na performance diaria de cada plasma controle.
CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Precisao: a precisao dentro da rotina foi avaliada usando os Plasmas Controles Niveis 1, 2
e 3 da WAMA Di 6 usando um pr manual, (MLA
Electra 900C) e um totalmente automatico (ACL-100). Os resultados sdo mostrados na
tabela.

Resultados da Preciséo dentro da Rotina

evaluates the VIII, IX, XI and XlI factors (extrinsic pathway) and X, V, Il, and | (common
pathway). APTT is the method of choice for monitoring intravenous heparin anticoagulant
therapy and for screening of coagulationlupus inhibitor. It is also sensitive to fibrin/fibrinogen

Correlagao: estudos de correlagao foram realizados contra um reagente TTPa do mercado
usando o Coagulometro MLA Electra 900C e o ACL-100. Os resultados sao mostrados
abaixo.
Resultados da Correlagao

Amostras Manual MLA _Elec"a QQOC ACL- 190 degradation. Itis also used, together with PT, in the pre-surgery routines and hemorrhagic
(semi-automatico) (automatico) complaints.
i 0, o 0, PRINCIPLE OF METHOD
Controle N[VQI 1 3.3% 2,0% 1.2% The capacity of blood to form a fibrin clot by way of the coagulation intrinsic pathway requires
Controle Nivel 2 1,3% 2,2% 06% factors |, Il, V, VII, VIII, IX, X, XI'e XII, platelet lipids and calcium.
Controle Nivel 3 42% 23% 0,8% COAGULATION APTT offers phospholipid (cephalin), since the plasma used is deficient in

platelets; consequently it does not have platelet lipids, a contact activator (ellagic acid) and
calcium which is removed by chelation through the use of sodium citrate anticoagulant.
Therefore, APTT reagent is added to a normal citrated plasma to determine FXII activation
which by cleavage will activate FXI.

Starting from this point, it is necessary the presence of calcium for the activation of other
factors. The time for fibrin clot formation, after the adding of calcium chloride, is measured in
seconds and represents the activated partial thromboplastin time (APTT). The APTT
prolonged level is proportional to the level of heparin in the plasma.

APTT T

Instrumentos Coeficiente de inago I pea
Regressao
MLA Electra 900C 0,938 0,727 6,96
ACL-100 0,930 0,952 3,76

Sensibilidade a Deficiéncia de Fatores: os TTPas obtidos com o reagente COAGULAGAO
— TTPa foram avaliados com plasmas deficientes de fator usando o Coagulometro MLA
Electra 900. Os resultados s&o mostrados na tabela abaixo.

Porcentagem Tempos de Coagulagao - TTPa em segundos
de Fator Fator VIII Fator IX Fator XI Fator XII
100% 284 257 258 259
60% 282 278 28,6 29,6
50% 28,7 283 30,2 315
40% 29,6 30,7 32,0 33,2
30% 33,5 311 34,3 35,1
20% 35,0 32,9 36,5 38,7
10% 414 36,7 424 45,7

Esses valores devem ser usados somente como guias. Cada laboratério deve estabelecer a
sensibilidade aos varios fatores usando seus proprios instrumentos, reagentes e técnicas.
Sensibilidade a Concentragées de Heparina: a sensibilidade relativa do reagente
COAGULAGAO - TTPa ao anticoagulante heparina pode ser determinada usando um
plasma normal com concentragdes conhecidas de heparina e medindo-se o TTPa. Os
resultados do quadro abaixo foram obtidos usando o reagente COAGULAGAO — TTPa e
um Coagulometro semi-automatico.

The APTT Reagent from WAMA Diagnéstica is a preparation of rabbit brain cephalin and
ellagic acid activator with buffer, stabilizers and preservatives. The reagent is provided ready
to use. Calcium chloride is provided separately and ready for use.

KIT PRESENTATION

731040-C — 40 Determinations

1.ReagentAPTT: 1x4 ml

2. Calcium chloride (0.02M): 1 x4 ml

3. Instructions for use

731040-C — 80 Determinations

1.ReagentAPTT:2x4 ml

2. Calcium chloride (0.02M): 2 x4 ml

3. Instructions for use

731200-C — 200 Determinations

1.ReagentAPTT:5x4 ml

2. Calcium chloride (0.02M): 5 x4 ml

3. Instructions for use

MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

-Tube

-Automatic pipette

-Double boiler-37°C

-Timer

- Container for material disposal

PREPARATION AND STABILITY

APTT Reagent (1): Ready for use. The reagent is stable to the expiry date shown on the label
when stored in the original vial at 2 to 8°C.

Calcium Chloride (0.02M) (2): Ready for use. Itis stable to the expiry date shown on the label
when stored in the original vial at 2 to 8°C.

Obs.: Kit presentes results after its first handling and it is stable up to expiration date if stored
at2-8°C.

1. Blood collection using syringe method: Draw venous blood into a plastic or siliconized
syringe. Immediately transfer 9 ml of blood into a tube containing 1 ml of 3.2% or 3.8% sodium
citrate solution alternatively (4.5 of blood to 0.5 of sodium citrate, keep the ratio of 9 parts

tube: Draw venous blood into a
vacuum tube containing 3 2% or 3.8% sodium citrate solution (blue cap). Insure that a full
draw has been obtained since the ratio of 9 parts blood to 1 part citrate is critical. It is

LIMITAGOES DO METODO

1. Resultados discrepantes podem ser prevenidos assegurando-se de que a relagéo entre
sangue e anticoagulante é de 9:1.

2. Amostras lipémicas, ictéricas e hemolisadas podem produzir erros na determinagéo do
TTPa.

3. Atraso na realizagéo do teste, dificuldade na coleta da amostra e venopungao proxima do
local de aplicagdo de terapia com heparina podem determinar resultados falsamente

prolongados de TTPa.
4. Os resultados do TTPa podem também vanar com a terapia de anticoagulagao
P do do tipo e do da via de administragdo e do

tempo de administragdo da ultima dose.

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS

1. Conjunto de reagentes somente para uso diagnéstico in vitro.

2.Nao usar reagentes apés a data de validade.

3. Ler cuidadosamente as instrugdes de uso antes de realizar o teste.

4. Os reagentes devem ser homogeneizados levemente por inversédo e tampados
imediatamente apds o uso.

5. As amostras a serem testadas e os controles devem ser utilizados ao mesmo tempo para
manter as mesmas condigdes do teste.
6. Nao ingerir. Evitar contato dos reagentes com a pele e os olhos.

7.Manusear todas as amostras como se fossem potencialmente infecciosas.

8. Descarte o material de acordo com a regulamentacéo local.

9. Utilizar as Boas Praticas de Laboratério (BPLs) na conservagéo, manuseio e descarte dos
materiais.

TERMO DE GARANTIA

AWAMA Diagnostica garante a troca deste conjunto diagnéstico, desde que o mesmo esteja
dentro do prazo de validade e seja comprovado por sua Assessoria Técnica que ndo houve
falhas na execugdo, manuseio e conservagao deste produto. AWAMA e seus distribuidores
naose i por falhas n do kit sob essas condigdes.

SUMARY

The aim of blood coagulation is to form a clot in the vascular lesion region. Besides the
formation of this clot, which acts as a blocker to avoid hemorraghia, this pro-coagulant action
should be restrict to the lesion region, that is, it cannot be widespread in the circulatory
system. Thus, the moment that occurs the vascular lesion, it also starts the fibrinolytic system
action and coagulation physiological inhibitors. The “cascade” model, proposed for
Macfarlane and David & Ratnoff, in 1964, in order to explain the blood coagulation physiology,
still used today for didactic reasons, divide the coagulation in extrinsic and intrinsic pathways
which converge on the activation point of X factor (start of the final pathway or common).
APTT is sensitive to deficiencies or inhibitors of extrinsic coagulation pathway, therefore,

that the collection be performed by using the first tube without anticoagulant
(dry tube). In case of collection only for coagulation tests, collect two tubes with sodium citrate
and use the second tube for coagulation tests. If multiple collections are needed, the sample
for coagulation test should be obtained after the collection in tube without anticoagulant (dry
tube), prior to collection in tube containing EDTA.
3. Plasma preparation: Mix well by inversion and centrifuge at 2.500xg (aproximated
3000rpm) for 15 minutes soon after the blood collection. Unless the samples are to be
processed immediately, transfer the plasma into a plastic tube. Plasma that is clearly
hemolyzed or contains >10.000 platelets per cubic meter or red cells is not suitable for
coagulation testing.
4. Plasma storage: Plasma samples may be stored at room temperature (18 a 26°C) for up to
2 hours; refrigerated (2 a 8°C) for up to 4 hours; frozen (- 20°C) for up to 2 months or at-70°C
for up to 6 months. Plasma may be re-centrifuged prior to freezing to assure that all cells are
removed. When testing frozen samples, they should be quickly thawed and tested
immediately. The samples must not have any contact with glass. Do not incubate at 37°C for
longer than 5 minutes to avoid the loss of factors V and VII. Samples stored for more than 4
hours atroom temperature can prolong the APTT, since FVIIlis labile.
PROCEDURE
This procedure is intended to use with manual testing. For semi-automated and automated
systems, please refer to your instrument manual.
1. Pre-incubate Calcium chloride (0,02M) (2) at 37°C for atleast 10 minutes.
2. Pipette 100 pl of test or control plasma into a test cuvette. Incubate at 37°C for 1 to 2
minutes.
3. Pipette 100 pl of the APTT reagent (1) to the cuvette containing plasma after mixing the
suspension of the reagent by invertion.
4. Incubate the mixture at 37°C for 3 minutes.
5. Rapidly add 100 pl of the pré-incubated Calcium chloride (0.02M) (2) and simultaneously
start the timer.
6. Slightly mixing by invertion the tube contents, record the clotting time in seconds.
CALCULATION OF RESULTS
It is recommended to calculate the mean clotting time of duplicate samples and controls.
Differences between duplicate results should be less than 5%. Repeat the test if necessary.
The APTT result may be reported in seconds from the adding of the Calcium chloride up to
form afibrin clot.
APTT and ratio of patient clotting time to mean normal clotting time (obtained from APTT from
plasma or pooled normal plasma) may also be reported in the test result.
EXPECTED VALUES
APTT results are influenced by the method of clot detection and can vary from laboratory to
laboratory. In general, APTT tests performed on a photo-optical coagulometer will give
clotting times for normal plasma in the range of 24 to 39 seconds. However, each laboratory
should establish a normal range using individuals representative of its patient population. A
new range should be established with any change of instrumentation, blood collection
techniques, or anticoagulant.
Therapeutic ranges for monitoring oral anticoagulation therapy will vary from laboratory to
laboratory. Therefore, itis essential that each laboratory establish relevant APTT ranges for its

Concentragao de heparina - (unidades/ml)| TTPa - Tempo de coagulagéo (em segundos) SPECIMEN COLLECTION
0,0 230
0,1 28,0
0,2 38,1 I;IoBoIc:,l;)dﬂ part sodlurrl:gltrate)n blood
03 59,0
04 76,1
05 99,4



respective patient population.

The ratio patient APTT/Mean Normal APTT should be up to 1.3. Higher or equal values mean
anAPTT prolonged.

Abnormal results obtained with a plasma from a patient not on anticoagulant therapy may
indicate a factor deficiency or the presence of an inhibitor. The result may also be due to the
effects of certain drugs and medications. Additional procedures such as the TP tests and
mixing studies using factor deficient plasma are usually required.

QUALITY CONTROL

The test performance should be monitored by using normal and abnormal coagulation control
plasmas such as Control Plasma Level 1 (COD 733001-C), Control Plasma Level 2 (COD
733002-C) and Control Plasma Level 3 (COD 733003-C) from WAMA Diagnéstica. Each
laboratory should establish control ranges in order to determine the allowed variation on
control plasma performance.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Precision: Within-run precision was assessed using Control Plasma Levels 1, 2 and 3 from
WAMA Diagnéstica, on manual, semi-automated and fully automated instruments. The
results are shown in the following table.

Within-run Precision Results

ESPANO

IMPORTANCIA CLINICA

La finalidad de la coagulacion sanguinea es formar un coagulo en el local de la lesion
vascular. Ademas de la formacion del coagulo, que funciona como un tampén para evitar la
hemorragia, esta accién pro-coagulante debe ser restringida al local de la lesion, o sea, no
puede diseminarse por el sistema circulatorio. Asi, en el momento em el que ocurre la lesion
vascular, también se desencadena la accion del sistema fibrinolitico y de los inhibidores
fisioldgicos de la coagulacion.

El modelo propuesto por Macfarlane y Davie & Ratnoff, en 1964, de la “cascada” para
explicar la fisiologia de la coagulacion de la sangre, usado aun hoy por razones didacticas,
divide la coagulacién en una via extrinseca y una via intrinseca que convergen en el punto de
activacion del factor X (inicio de la via final o comun).

El TTPa evalla la via intrinseca de la coagulacion, consecuentemente evalta los factores
VIILL IX, XI'y XII, asi como los factores X, V, Il y I de la via comn.

El TTPa es usado para la deteccién de deficiencias o inhibidores de los factores de la
coagulacion de la via intrinseca o comtn, ademas de ser el test de eleccion para monitorear
la terapia de anticoagulacién con heparina y para screening del anticoagulante lupico.
También es sensible a la presencia de productos de degradacion de lafibrina.

Es el test indicado, junto con el TP, cuando hay crisis hemorragicas y en las rutinas pre-

Sample Manual MLA Electra 900C Fully
(semi-automated) automated
Level 1 3,3% 2,0% 1,2%
Level 2 1,3% 2.2% 0,6%
Level 3 4,2% 2,3% 0,8%

Correlatlon Correlation studies were performed against the APTT reagent of a competitor
using a and a fully coagulometer. The results are shown in the
following table.

Correlation results

PRINCIPIO DEL METODO

Para que haya formacion de un coagulo de fibrina por via intrinseca de la coagulacion es
necesaria la presencia de los factores de coagulacion |, II, V, VII, VIII, IX, X, Xl y XII, ademas
de un lipido plaquetario (fosfolipido) y calcio.

El reactivo COAGULACION — TTPa provee un fosfolipido (cefalina), ya que el plasma
utilizado es pobre en plaquetas y, consecuentemente, no dispone del lipido plaquetario, un
activador de contacto (4cido eldgico) y calcio (cloruro de calcio), el cual fue removido por
quelacion por el uso del anticoagulante citrato de sodio. Por lo tanto, cuando el reactivo TTPa
(cefalina + acido elagico) es adicionado a un plasma normal citratado determina la activacion
del FXIl, el cual por escision activara el FXI. A partir de ahi se torna necesaria la presencia del
calcio para que la activacion de los otros factores ocurra. El tiempo llevado para la formacion
del coagulo de fibrina después de la adicion del cloruro de calcio es medido en segundos y
ina Parcial (TTPa). El grado de prolongacion del TTPa

Factor Sensitivity: APTT times obtained with APTT Coagulation were evaluated on factor-
deficient plasmas using a semi-automated coagulometer. The results are shown the
following table.

Percent APTT-Clotting Times (in seconds)

Factor Factor VIII Factor IX Factor XI Factor XII
100% 284 257 258 259
60% 282 278 286 296
50% 287 283 30,2 31,5
40% 29,6 30,7 32,0 332
30% 33,5 311 343 351
20% 35,0 32,9 36,5 38,7
10% 414 36,7 424 45,7

These values should be used as guidelines. Each laboratory should establish factor
sensitivity using their instruments, reagents and techniques.

Heparin Sensitivity: The heparin sensitivity of APTT COAGULATION from Wama
Diagnéstica can be determined using normal plasma with known levels of heparin and by
measuring the APTT. The following results were obtained using the APTT COAGULATION
and a semi-automated coagulomter.

Heparin Concentration (units/ml) APTT - Clotting Time (in seconds)
0,0 23,0
0,1 28,0
0,2 38,1
03 59,0
04 76,1
05 99,4

LIMITATIONS

1.To prevent discrepant results ensure the blood to anticoagulant ratiois 9:1.

2. Grossly lipemic, jaundiced and hemolysed samples may produce erroneous APTT values.
3. Delay in testing, difficulty in specimen collection and venipuncture above the site of a
heparin lock may resultin falsely prolonged APTT results.

4.APTT results can vary with anticoagulation therapy depending upon the type and dosage of
anticoagulant, the route for administration and the time of administration of the last dose.
PRECAUTIONS AND WARNINGS

1. Reagents for in vitro diagnostic use only.

2.Do not use the reagents after the expiration date.

3. Follow the instructions for use prior to testing.

4. The reagents should be well mixed by inversion and sealed immediately after use.

5. The samples and controls to be tested should be used simultaneously in order to maintain
the same test conditions.

6. Do notingest. Avoid skin and eyes contact.

7.Handle all samples as potentially infectious.

8. Disposal in accordance with local regulations.

9. Use Good Laboratorial Practice at storing, handling and material disposal.

WARRANT

WAMA Diagnostica reploces this kit since it is not beyound expiratin date. The returued kit
must be evaluated by Wama's techinical support. The warranty will be invalid and kit will
not be replace if techinical support finds evidence that running, houdling and storage were
not properly fallow ed.

Instruments Regression Slope Intercept
coeficient rep el Tiempo de Tr
Semi-Automated 0,938 0,727 6,96 es proporcional a la concentracion de heparina en el plasma.
Automated 0,930 0.952 3,76 REACTIVO CoAGULAC!oN—TTPa

Elreactivo COAGULACION - TPPade WAMA Diagnéstica es una preparacion liquida de
cefalina obtenida de cerebro de conejo, acido elagico, tampén, estabilizadores y
conservantes. El reactivo es suministrado pronto para ser usado. El cloruro de Calcio es
suministrado separadamente y pronto para ser usado.

PRESENTACION DEL KIT

731040-C - 40 determinaciones

1.Reactivo-TTPa: 1 x4ml

2. Cloruro de Calcio (0,02M): 1 x4ml

3. Instruccion de uso

731080-C - 80 determinaciones

1.Reactivo-TTPa: 2x4ml

2. Cloruro de Calcio (0,02M): 2 x 4ml

3. Instruccion de uso

731200-C - 200 determinaciones

1.Reactivo TTPa: 5 x 4ml

2. Cloruro de Calcio (0,02M): 5 x 4ml

3. Instruccion de uso

MATERIAL NECESARIO, NO SUMINISTRADO.

- Tubos plasticos para test

- Pipeta automatica

-Bafio Maria—37°C

- Cronémetro

- Recipiente para descartar material

PREPARACION Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS

Reactivo TTPa(1): Pronto para ser usado. El reactivo es estable hasta la fecha de
vencimiento impresa en el rétulo, siempre que sea almacenado entre 2 a 8°C en su propio
frasco.

Cloruro de Calcio (0,02M)(2): Pronto para ser usado. El reactivo es estable hasta la
fecha de vencimiento impresa en el rétulo, siempre que sea almacenado entre 2 a 8°C en
su propio frasco.

Obs.: El kit mantiene el mismo desempefio después del primer uso, y es estable hasta la
fecha de caducidad desde que sea mantenido en la temperatura de 2-8°C.

MUESTRAS

1. Colecta de sangre con jeringa: colectar sangre venosa con jeringa siliconizada o
plastica. Inmediatamente transferir 9 ml de sangre para un tubo conteniendo 1 ml de citrato
de sodio a 3,2% o 3,8% (puede ser 4,5 de sangre para 0,5 de citrato de sodio, mantener
siempre larelacion de 9 partes de sangre para 1 de citrato de sodio).

2. Colecta de sangre con tubo al vacio: usar tubo al vacio conteniendo citrato de sodio a
3,2% o 3,8% (tapa azul). Asegurarse de que el tubo de colecta esta completo, ya que la
relacion 9 partes de sangre y 1 parte de citrato de sodio es critica. Se recomienda que la
colecta se haga usandose primero un tubo sin anticoagulante (tubo seco). En caso de que la
colecta sea solamente para tests de coagulacion, colectar dos tubos con citrato de sodio y
utilizar el segundo tubo para la realizacion de los tests. Si las colectas son mdiltiples, la
muestra para los tests de coagulacién debe ser obtenida después de la colecta de una
muestra en tubo sin anticoagulante (tubo seco), siempre antes de la colecta en tubo
conteniendo EDTA.

3. Preparacion del plasma: Después de la colecta mezclar gentiimente por inversion la
sangre y el anticoagulante, centrifugar por 15 minutos a 2.500x.g (cerca de 3000rpm). Si las
muestras no van a ser procesadas inmediatamente, el plasma debe ser transferido para un
tubo plastico. Plasmas hemolizados o conteniendo mas de 10.000 plaqt o con

1. Pre-incubar el Cloruro de Calcio (0,02M) (2) a 37°C por, minimo, 10 minutos.

2. Pipetar 100ul del plasma a ser testeado o del plasma control en un tubo plastico. Incubar a

37°C por 1a2minutos.

3. Pipetar 100pl del reactivo TTPa (1) en el tubo conteniendo el plasma después de

homogeneizar la suspension del reactivo por inversion.

4. Incubara 37°C por 3 minutos.

5. Pasado ese tiempo, pipetar 100ul del Cloruro de Calcio (0,02M) (2) pre-incubado,

disparando simultaneamente el cronémetro.

6. Delicadamente por leves movimientos de inversion del tubo, registrar el tiempo de

coagulacién del plasma en segundos.

CALCULO DELOS RESULTADOS

Se recomlenda reallzar los tests en duplicata (muestras y controles) y calcular el tiempo
. La ia entre los re de las duplicatas deben ser menores que 5%.

Repetir el test si se considera necesario.

El resultado del Tiempo de Tromboplastina Parcial activado es expresado en nimeros de

segundos llevados desde la adicion del reactivo Cloruro de Calcio hasta la formacion del

coagulo de fibrina.

En el resultado se puede incluir el Tiempo de Tromboplastina Parcial activado y la Relacion

entre el Paciente y un Control Normal (obtenido por la determinacién del TTPa de un plasma

0 “pool” de plasma que se sabe normal).

VALORES ESPERADOS

Los resultados del TTPa son influenciados por el método de deteccién del coagulo de fibrinay

pueden variar de un laboratorio a otro. En general, tests para TTPa con plasmas normales

presentan tiempos de formacion del coagulo que varian de 24 a 39 segundos cuando se

realizan en un Coagulémetro. Sin embargo, cada laboratorio deberia establecer un rango

normal usando individuos de su poblacién de pacientes. Si ocurren cambios en el método

usado (manual o automatico), en la técnica de colecta de sangre o en el anticoagulante

usado, deberia ser establecido un nuevo rango normal.

Rangos terapéuticos para monitorear terapias con anticoagulante oral varian de un

laboratorio a otro. Por esto, es recomendado que cada laboratorio establezca los rangos de

TTPa para su de pacientes. La relacion TTPa

Paciente/TTPa Normal debe ser menor que 1,3; valores iguales o superiores significan la

prolongacion del Tiempo de Tromboplastina Parcial activado.

Resultados anormales obtenidos con un plasma de un paciente que no hace terapia con

anticoagulante pueden indicar la deficiencia de uno o mas factores de la via extrinseca o

comun de la coagulacion, o de la presencia de un inhibidor de alguno de los factores de estas

vias. El resultado también puede ser debido a ciertas drogas y medicamentos.

Procedimientos adicionales tales como la determinacién TP (Tiempo de Protrombina) y

estudios utilizando plasmas deficientes de factores son usualmente necesarios.

CONTROL DE CALIDAD

La confiabilidad del test deberia ser monitoreada dentro de cada rutina usando plasmas

controles normales y anormales, tales como los Plasma Control Nivel 1 (COD 733001-C),

Plasma COntroI Nivel 2 (COD 733002-C) y Plasma Control Nivel 3 (COD 733003-C) de

WAMA Di ica. Cad io deberia un rango control para determinar

lavariacion permitida en la performance diaria de cada plasma control.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

Precision: la precision dentro de la rutina fue evaluada usando los Plasmas Controles

Niveles 1,2y 3 de WAMA Di ica, usando un p 1to manual, semi-automatico

(MLA Electra 900C) y uno totalmente automatico (ACL-1 00). Los resultados son mostrados

en el siguiente cuadro.

Resultados de la Precision Intra-Rutina

Sample Manual MLA Electra 900C Fully
(semi-automated) automated
Level 1 3.3% 2,0% 1,2%
Level 2 1,3% 2.2% 0,6%
Level 3 4.2% 2,3% 0,8%
Correlacion: estudios de correlacion fueron realizados contra el reactivo TTPa del mercado
usando un Coagulémetro semiautomatico y uno atico. Los r son
o de laCorrelacién
Instruments Regression Slope Intercept
coeficient
Semi-Automated 0,938 0,727 6,96
Automated 0,930 0,952 3,76

ibili a Defi ia de Factores: los TTPas obtenidos con el reactivo
COAGULACION — TTPa fueron evaluados con plasmas deficientes de factor usando un
C 6 iautomatico. Los son abajo.

hematies presentes no son recomendados para los tests de coagulacion.

Percent ATTP-Clotting Times (in seconds)

Factor Factor VIIl Factor IX Factor XI Factor XII
100% 284 257 258 259
60% 28,2 278 28,6 296
50% 28,7 283 30,2 315
40% 29,6 30,7 32,0 33,2
30% 335 31,1 34,3 351
20% 35,0 32,9 36,5 38,7
10% 414 36,7 424 457

4. Almacenamiento del plasma: muestras de plasma pueden ser
temperatura ambiente (18 a 26°C) hasta por 2 horas; refrigeradas (2 a 8°C) hasta por4horas
congeladas (- 20°C) hasta por 2 meses o a -70°C hasta por 6 meses. El plasma puede ser
recentrifugado previamente al congelamiento para asegurar que todas las células sean
removidas. En el momento de testear muestras congeladas, deben ser rapidamente
descongeladas y los tests Las almacenadas no deben
entrar en contacto con vidrio y no deben ser incubadas a 37°C por mas de 5 minutos para
evitar la pérdida de los factores V y VII. Muestras mantenidas por mas de 4 horas a
temperatura ambiente prolongan el TTPa, ya que el FVIIl es labil.

PROCEDIMIENTO

Este procedimiento es para la realizacion manual de los tests. Para Sistemas Semi-
Automaticos o Automaticos consultar el manual de instrucciones del equipamiento.

Esos valores deben ser usados solamente como gulas Cada laboratorio debe establecer la
sensibilidad a los diversos factores usando sus propios instrumentos, reactivos y técnicas.
Sensibilidad a Concentraciones de Heparina: la sensibilidad relativa del reactivo
COAGULACION — TTPa al anticoagulante heparina puede ser determinada usando un
plasma normal con concentraciones conocidas de heparina y midiéndose el TTPa. Los
resultados del cuadro fueron obtenidos usando el reactivo COAGULACION — TTPay un
Coagulémetro semiautomatico

Heparin Concentration (units/ml) APTT - Clotting Time (in seconds)
0,0 23,0
0,1 28,0
0,2 38,1
03 59,0
04 76,1
05 99,4

LIMITACIONES DEL METODO
1. Resultados discrepantes pueden ser prevenidos asegurandose de que la relacion entre
sangrey anncoagulanle seade9:1.
2. émi ictéricas y

pueden producir errores en la determinacion
del TTPa.

3. Atraso en la realizacion del test, dificultad en la colecta de la muestra y venopuncion
préxima al local de aplicacion de terapia con heparina pueden determinar resultados
falsamente prolongados de TTPa.

4. Los resultados del TTPa pueden también variar con la terapia de anticoagulacion
empleada, dependiendo del tipo y dosis del anticoagulante, de la via de administracién y del
tiempo de administracion de la Gltima dosis.

PRECAUCIONES YADVERTENCIAS

1. Conjunto de reactivos solamente para diagnéstico in vitro.

2. Nousardespués de la fecha de vencimiento.

3. Leer cuidadosamente las instrucciones de uso antes de realizar el test.

4. Los reactivos deben ser homogeneizados levemente por inversion y tapados
inmediatamente después del uso.

5. Las muestras testeadas y los controles deben ser utilizados al mismo tiempo para
mantener las mismas condiciones del test.

6. Noingerir. Evitar el contacto con la piel y con los ojos.

7. Manipular todas las muestras como si tuvieran agentes infecciosos.

8. Descarte de lo material de acuerdo con las regulaciones locales.

9. Seguir las Buenas Préacticas de Laboratorio (BPL) en la conservacién, manipulacién y
descarte de las muestras.

TERMINO DE GARANTIA

La WAMA Diagnostica garantiza el cambio de este conjunto diagnostico si desde el momento
que el mismo esté dentro el plazo de caducidad y sea comprobado por su accesoria técnica
de que no hubieron fallos en la ejecucion, manoseo y conservacion de este producto. La
WAMAy sus distribuidores no se responsabilizan por los fallos en el desempefio del kit bajo
sobre estas condiciones.
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