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Soluplastin

Tromboplastina calcica para la determinacion del
Tiempo de Protrombina en una etapa

SIGNIFICACION CLINICA

El tiempo de protrombina o Tiempo de Quick es el test de

screening de mayor importancia clinica en la evaluaciéon

de desordenes de la via extrinseca de la coagulacion. Su

sensibilidad a alteraciones cuali y cuantitativas de factores

de la via extrinseca y comun, le permite ser empleado en:

- Deteccién de deficiencias simples o combinadas de facto-
res, por alteraciones hereditarias o adquiridas (hepatopa-
tias, deficiencia de vitamina K, etc.).

- Estudios prequirtrgicos.

- Determinacion especifica de la actividad de factores: Il,
V, Vily X.

- Monitoreo de terapia con anticoagulantes orales, por su
sensibilidad a factores vitamina K dependientes (ll, VIl y X).

FUNDAMENTOS DEL METODO

El método se basa en la medicion del tiempo de formacion
del coagulo de fibrina, al agregar una tromboplastina calcica
a un plasma citratado.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: liofilizado de tromboplastina de cerebro de
conejo con una concentracion final de 10 mM de cloruro
de calcio.

REACTIVOS NO PROVISTOS

- Agua bidestilada o desionizada.

- Solucién fisioldgica.

- Coagulation Calibrator de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

- Abrir el vial quitando el precinto metalico y retirando lenta-
mente el tapon de goma para evitar pérdidas del material.

- Agregar el volumen de agua bidestilada o desionizada
indicado en el rotulo. Tapar, dejar reposar 30 minutos a
temperatura ambiente y luego homogeneizar la solucion
por agitacién suave antes de su uso.

- Volver a homogeneizar cada vez que se emplee.

PRECAUCIONES

El reactivo es para uso diagndstico "in vitro".

Todas las muestras de pacientes deben manipularse como
si fueran capaces de transmitir infeccion.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivo A: estable en refrigerador (2-10°C) hasta la fecha
de vencimiento indicada en la caja.

Reactivo A reconstituido: una vez reconsitutuido el reactivo
es estable 5 dias en refrigerador (2-10°C). No congelar.

MUESTRA

Plasma citratado

a) Recoleccidn: obtener sangre cuidadosamente (evitando

estasis o trauma) y colocar en un tubo con anticoagulante

en proporcion 9 + 1 exacta (ejemplo: 4,5 ml de sangre +

0,5 ml de anticoagulante). Mezclar suavemente. Centrifugar

durante 15 minutos a 25009 y separar el plasma antes de

los 30 minutos. Es recomendable efectuar la extraccion con

jeringas plasticas.

b) Aditivos: para obtener el plasma se debe emplear Anti-

coagulante TP de Wiener lab. o citrato de sodio 130 mmol/l

(3,8%) o 109 mmol/l (3,2%).

c) Sustancias interferentes conocidas:

- No debe emplearse EDTA o heparina para obtener plasma.

- Las contaminaciones, visibles o no, son causa de tiempos
falsamente prolongados.

- Hemolisis y lipemias visibles dificultan la medicion foto-
optica de los resultados.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las

drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: el

plasma debe mantenerse a temperatura ambiente hasta el

momento de efectuar el ensayo (no conservar a 2-10°C) Este

periodo no debe prolongarse mas de 4 horas. En caso de no

procesarse en este lapso, el plasma puede congelarse hasta

2 semanas a -20°C. En este caso la muestra debe ser conge-

lada inmediatamente y debera ser descongelada rapidamente

a 37°C, no prolongando mas de 10 minutos este periodo.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Tubos de Khan o hemdlisis.

- Pipetas y micropipetas para medir los volumenes indicados.

- Bafio de agua a 37 + 1°C o coagulémetro semiautomatico
0 automatico.

- Cronémetro.

PROCEDIMIENTO
1- Precalentar el Reactivo A a 37°C (no mas de 20
minutos)
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2- En un tubo precalentado a 37°C, colocar 100 ul de
muestra.

Incubar 1 minuto en bafio de agua a 37°C.

3- Disparar el cronometro con el agregado de 200 pl del
Reactivo A precalentado. Previo al tiempo estimado de
coagulacion, sacar el tubo del bafio, deslizando sua-
vemente el contenido liquido desde el fondo hasta la
mitad del tubo y detener el crondmetro en el momento
de aparicion del coagulo.

4- Registrar el tiempo de formacién del coagulo.

5- Repetir la determinacién y promediar el resultado
para cada muestra. Si la diferencia entre los replicados
es mayor a 5%, se aconseja repetir el procedimiento.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Los resultados pueden expresarse de distintas formas:
1- Tiempo de Protrombina (TP) en segundos.

2- Porcentaje de Actividad Protrombinica (%TP)

Preparar una curva de calibracion para cada lote de reactivo
a partir de un plasma calibrador (Coagulation Calibrator de
Wiener lab.) o de un pool de plasmas frescos (por lo menos
20 plasmas de individuos sanos con TP entre 90-110%)
empleando solucion fisiolégica como diluyente:

Curva de Porcentaje de Actividad Protrombinica

Tubo N° SF Calibrador | Actividad | Actividad
(ml) (ml) (%) (%)
1 - 1,0 100* AxA1

2 0,3 0,7 70 Ax0,70

3 0,5 0,5 50 Ax 0,50

4 0,7 0,3 30 Ax0,30

5 0,8 0,2 20 Ax 0,20

6 0,9 0,1 10 Ax0,10

La preparacion de las diluciones debe realizarse inmediata-
mente antes de realizar la curva.

Determinar el TP de cada dilucién por duplicado y graficar
en papel milimetrado las medias de TP en funcién de %
de actividad o en papel log-log para linealizar la curva de
calibracion.

*Cuando se utiliza el kit Coagulation Calibrator se consi-
dera como 100% el valor de actividad dada en el inserto de
dicho kit (A) y para el resto de las diluciones se multiplica
dicho valor por el factor de dilucién realizada.

La curva de calibracién debe realizarse cada vez que se
cambia de lote de reactivo o cuando el control de calidad
lo indique.

Para un coagulémetro semiautomatico, procesar las dilucio-
nes de la curva e ingresar las medias de TP obtenidas en
la metddica de calibracion del TP del instrumento. Con la
calibracion cargada en el instrumento, los TP (seg) de cada
muestra seran interpolados automaticamente por el software

del instrumento, obteniendo en cada caso la actividad pro-
trombinica correspondiente.

En el caso de un coagulémetro automatico, las diluciones
son realizadas por el instrumento y a partir de la curva de ca-
libracion obtenida, las muestras ensayadas son informadas
directamente con su % de actividad protrombinica.

3- Segun la World Health Organization (WHO), los resultados
de TP (segundos) de pacientes bajo tratamiento con anti-
coagulantes orales en fase estable, deben ser expresados
en INR o RIN (Razén Internacional Normatizada) para inde-
pendizarse del sistema de medicion (reactivo/Instrumento)
utilizado, a través de la siguiente formula:

RIN: (TP paciente / MNPT)S!

donde:

TP paciente: media del Tiempo de Protrombina del paciente
en segundos.

MNPT: media geométrica del TP de la poblacion normal
adulta. Se calcula para cada lote de reactivo con al menos
20 muestras de plasmas frescos de individuos adultos sanos.
ISI: indice de sensibilidad Internacional. Es obtenido para
cada sistema de medicion: reactivo/instrumento, a través de
las recomendaciones de la WHO.

Para un coagulémetro semiautomatico y automatico, ingresar
en la metddica los valores de I1SI y MNPT del sistema espe-
cifico: reactivo/instrumento. De esta manera, las muestras
ensayadas seran informadas directamente con su RIN
correspondiente.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Plasma Control normal - patolégico de Wiener lab.
Coagulation Control N - Coagulation Control P de Wiener lab.
Los controles son procesados de la misma manera que las
muestras.

VALORES DE REFERENCIA

70 -120%

10 -14 segundos (rango orientativo - depende del sistema
de medicion)

En general se recomienda que cada laboratorio establezca
sus propios intervalos de referencia, dentro de su poblacion
de pacientes.

Los rangos terapéuticos de RIN pueden variar segun las
indicaciones de la terapia con anticoagulantes orales.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.
Toda modificacién en la extraccion, relacion sangre/anti-
coagulante, procesamiento y conservacion de la muestra
ocasionara un resultado erréneo en la determinacion.

Las muestras hemolizadas y/o coaguladas deben ser descarta-
das. Conservar las muestras de plasma a temperatura ambiente
para evitar la activacién por baja temperatura. Ver MUESTRA.
La presencia de anticoagulante IUpico o inhibidores de la
trombina pueden afectar la determinacion alterando los
resultados.

La preincubacion del reactivo a 37°C, no debe exceder los
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20 minutos. Por otra parte, es conveniente que el reactivo re-
constituido permanezca en la heladera cuando no se usa, no
permaneciendo a temperatura ambiente por largos periodos.
Se requiere una nueva calibracién para cada lote de reactivos
e instrumento utilizado.

PERFORMANCE
a) Imprecision: evaluada a través del protocolo EP5A del
CLSI procesando: controles y muestras de pacientes.

Precision intraensayo

Muestra Nivel D.S. C.V.
Plasma Control normal 12,5seg +0,1seg 1,0%
Plasma Control patolégico 31,7seg +0,4seg 1,4%
Pool de plasmas normales 11,2seg +0,1seg 1,3%
Pool de plasmas patolégicos 154seg *0,2seg 1,3%

Precision total

Muestra Nivel D.S. C.V.
Plasma Control normal 125seg +04seg 2,9%
Plasma Control patolégico 31,7seg +1,0seg 3,2%
Pool de plasmas normales 11,2seg +0,3seg 3,0%
Pool de plasmas patolégicos 15,4 seg +0,4seg 2,4%

b) Correlacién: se compararon los resultados de RIN de
105 pacientes sanos y en fase estable de tratamiento con
anticoagulantes orales, obtenidos con Soluplastin y un kit
comercial de similar principio, obteniéndose los siguientes
parametros de correlacion:

y =0,9562 x + 0,1087 (R%= 0,9825)

PRESENTACION

- Kit para 100 determinaciones (10 x 2 ml) (Cod. 1705001).
- Kit para 200 determinaciones (10 x 4 ml) (Cod. 1705005).
- Kit para 320 determinaciones (8 x 8 ml) (Cod. 1705003).
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SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de
reactivos para diagndstico de Wiener lab.

por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios
para el diagnoéstico "in vitro"

c € Este producto cumple con los requerimientos previstos
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagnostico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo biolégico

Volumen después de la reconstitucion

Contenido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar instrucciones de uso

-] Calibrador

Control

Control Positivo

Control Negativo
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