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Thrombo-Wellcotest
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Tubos de recogida de muestras:

20 tubos de vidrio con inhibidor de tripsina
de soja (aproximadamente 3600 unidades
NF/tubo) y veneno de Bothrops atrox
(> 10 pg/tubo) para la recogida de 2 ml de

sangre u orina.
Tampon con solucidn salina con glicina:

2 frascos (25 ml) con un pH del 8,2.
Conservante: Azida sddica al 0,1%.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

[IvD]

R30852601..

1. UTILIDAD

Thrombo-Wellcotest™ es un ensayo rapido semicuantitativo
para la deteccidon de los productos de la degradacion de la
fibrina o el fibrindgeno (PDF) en muestras de suero y orina
humanos. El ensayo Thrombo-Wellcotest se ha clasificado
como medianamente complicado segln la Ley de mejora de
los laboratorios clinicos (“Clinical Laboratory Improvement act”
CLIA8S).

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO

Ferriy Ferreira' demostraron por primera vez la existencia
de los productos de la degradacién del fibrinégeno (PDF)
producidos naturalmente en determinados sueros patoldgicos;
posteriormente, el desarrollo de inmunoensayos de inhibicién de
la hemaglutinacién®™® y la mejora de la sensibilidad permitieron
la deteccion de PDF en el 95% de los individuos normales.
La concentracién en reposo de aproximadamente 5 pg/ml*
aumenta con el ejercicios, la ansiedad y otras formas de estrés®;
no obstante, estos cambios son pequefios en comparacién
con las concentraciones muy elevadas que se presentan en las
trombosis de cualquier clase, entre las que se incluyen infartos
de miocardio o trombosis venosas después de intervenciones
quirurgicas’, y ciertos trastornos durante el embarazo. Cualquier
aumento en las concentraciones de PDF es un signo diagndstico
precoz de una tasa elevada de sedimentacion de fibrina o de
trombosis, y se han observado concentraciones elevadas en la
embolia pulmonar.

ES

El ensayo Thrombo-Wellcotest es especialmente atil para el
diagndstico de la coagulacion intravascular diseminada®.

Ha sido investigado la significacion de los PDF en orina. En los
individuos normales, la PDF urinaria no se puede detectar,
sin embargo, se han detectado concentraciones de hasta 100
ug/ml en ciertos trastornos renales’. Este ensayo ayuda en el
diagndstico diferencial de los pacientes con glomerulonefritis™ y
en el tratamiento de pacientes con trasplantes de rifion™"**.

Thrombo-Wellcotest es un ensayo sencillo y rdpido para la
investigacion de los pacientes con factor de riesgo. Este es un
ensayo de aglutinacién sobre portaobjetos en el que se mezcla
1 gota de muestra y 1 gota de suspension de latex durante 2
minutos agitando suavemente. Una aglutinacién al final del
ensayo indica la presencia de al menos 2 ug/ml de PDF en
la muestra analizada. Se puede determinar la concentracién
aproximada de PDF mediante el andlisis de las muestras en 2
diluciones diferentes.

El ensayo Thrombo-Wellcotest puede detectar la presencia de
los productos principales de la degradacién de la fibrina o el
fibrindgeno. Las concentraciones obtenidas con este ensayo de
latex se correlacionan bien con los resultados obtenidos con los
inmunoensayos de inhibicidn de la hemaglutinacién®***.

3. PRINCIPIOS BIOLOGICOS DEL PROCEDIMIENTO

Se obtienen anticuerpos contra preparaciones altamente
purificadas de los fragmentos D y E del fibringeno humano.
Después de absorber la fase sélida para eliminar los anticuerpos
frente a las demas proteinas séricas, se extraen los anticuerpos
especificos y con ellos se recubren por adsorcidn, las particulas
de latex en suspensidn en un tampon con solucidn salina con
glicina.

La sensibilidad del reactivo de latex esta ajustada de manera
que, en presencia de concentraciones de PDF de al menos 2 pg/
ml (equivalente al fibrindgeno), las particulas de latex se agrupen
para formar aglutinaciones macroscépicas.

4. REACTIVOS

CONTENIDO DEL KIT

Thrombo-Wellcotest 20 ensayos (HA13/R30852601)

1.  Suspension de latex 1 frasco cuentagotas (tapon blanco)

2. Control positivo (suero) 1 frasco cuentagotas (tapdn rojo)
3. Control negativo (suero) 1 frasco cuentagotas (tapén azul)
4.  Tubos de recogida de muestras 20
5. Tampdn con solucién 2 frascos cuentagotas
salina con glicina (tapon blanco)
6. Portaobjetos 1
7. Pipetas desechables 25
8.  Bastoncillos para mezclar 1 paquete
desechables
9. Bulbo de goma 1
10. Instrucciones de uso 1

DESCRIPCION, PREPARACION PARA EL USO Y ALMACENAMIENTO

Si desea mds informacion, consulte el apartado Advertencias y
precauciones en este prospecto.

A a

Si el kit Thrombo-Wellcotest se almacena a una temperatura
entre 2° y 8°C, los reactivos se mantendran activos al menos
hasta la fecha de caducidad impresa en las etiquetas del envase.
Los tubos de recogida de muestras y el tampdn con solucién
salina con glicina se pueden almacenar a una temperatura entre
2°y 25°C.

Antes del uso, no es necesario purificar ni tratar los reactivos.

Suspension de latex:

3 ml de suspension al 0,75% de particulas
de latex de poliestireno recubiertas de
globulinas (de oveja) frente a la PDF en
tampdn con solucién salina con glicina.
Conservantes: Azida sédica al 0,1% y Micr-
o-protect® al 0,4%.

[controL [+ ] A\ Control positivo (suero):
1 ml de suero humano diluido en
tampodn con solucién salina con glicina
sin reactividad HBsAg, ni reactividad de
anticuerpos frente a VIH-1/VIH-2 ni VHC.
Conservante: Azida sddica al 0,1%.

[contro =] A\ Control negativo (suero):

1 ml de suero humano diluido en
tampdn con solucidn salina con glicina
sin reactividad HBsAg, ni reactividad de
anticuerpos frente a VIH-1/VIH-2 ni VHC.
Conservante: Azida sédica al 0,1%.

Para uso exclusivo en diagndstico in vitro.
Sélo para uso profesional.

Para mas informacion sobre los componentes potencialmente
peligrosos, consulte la ficha de seguridad del fabricante y el
etiquetado de los productos.

PRECAUCIONES DE SEGURIDA

1. ATENCION: Este kit contiene componentes de origen humano.
Al no existir métodos de andlisis que garanticen la inocuidad
de materiales de origen humano, todos los materiales de
origen humano deberan considerarse como potencialmente
infecciosos. El suero humano utilizado para producir los
controles ha sido analizado y no se ha encontrado reactividad
HBsAg, ni reactividad de anticuerpos frente a VIH ni VHC.
Manipule los reactivos de origen humano y las muestras de
acuerdo con los Procedimientos normalizados de trabajo.

2. Lasuspension de latex, los sueros de control positivo y negativo
y el tampdn con solucién salina con glicina contienen azida
sodica al 0,1%. Las azidas pueden reaccionar con el cobre y el
plomo de algunas cafierias y formar sales explosivas. Aunque
la cantidad usada en este kit sea minima, se recomienda
eliminar los materiales que contengan azidas junto con grandes
cantidades de agua.

3. Lostubos de recogida de muestras contienen concentraciones
bajas de sustancias nocivas. No se debe respirar el polvo y debe
evitarse el contacto con los ojos.

4. Después del uso, los materiales no desechables se deben
esterilizar. El método recomendado es la esterilizacion con
autoclave a una temperatura de 121°C durante al menos
15 minutos. Los materiales desechables se deben esterilizar
con autoclave o incinerar. Las salpicaduras de los materiales
potencialmente infecciosos se deben eliminar inmediatamente
con papel absorbente y se debe limpiar la zona contaminada
con un desinfectante bactericida adecuado o con alcohol al
70%. NO utilice hipoclorato de sodio. Los materiales utilizados
para limpiar las salpicaduras, incluidos los guantes, se deben
eliminar de igual modo que los desechos potencialmente
infecciosos.

5. Utilice guantes desechables y proteccién para los ojos cuando
manipule las muestras y realice el ensayo. Lavese bien las
manos cuando haya terminado el andlisis.

PRECAUCIONES DE MANIPULACION

1. El ensayo se debe realizar en condiciones de temperatura
ambiente dptimas (entre 20° y 25°C); para ello, deje que los
reactivos alcancen temperatura éptima antes del uso.

2. Antes delanilisis, la suspensién de latex se debe mezclar bien
agitandola con fuerza entre 3 y 4 veces. Los reactivos de latex
que presenten agregacidn cuando se dispensen por primera
vez pueden haber estado congelados y no se deben utilizar. Si
el latex no reacciona de la manera adecuada con los controles
positivo y negativo, esto es indicio de una descomposicion de
1 0 mas de los reactivos.

3. Es importante mantener los frascos con cuentagotas en
posicion vertical y que las gotas se formen en la punta del
cuentagotas. Sila boca del frasco se humedece, séquela antes
de proseguir con el ensayo, ya que se formaria un volumen
incorrecto alrededor del extremo del cuentagotas y no en la
punta.

4. Los controles de suero se suministran diluidos y listos para su
uso (no es necesario prepararlos).

5. Antes de utilzaro, el portaobjetos se debe limpiar siguiendo
los procedimientos de laboratorio vigentes.

RECOGIDA Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA EL
ANALISIS

Muestras de suero:

Recoja la muestra de sangre por venipuntura de individuos
en reposo utilizando una jeringa seca sin causar una oclusién
prolongada de la vena. Inyecte 2 ml de la muestra de sangre a
través del tapon en uno de los tubos de recogida de muestras
suministrado con el kit o quite el tapén y afiada 2 ml de la muestra
de sangre. Se pueden recoger cantidades mas pequefias de sangre
(no menos de 0,5 ml) de nifios en tubos de recogida de muestras.

Mezcle inmediatamente los tubos invirtiéndolos suavemente varias
veces, después de lo cual, la sangre se coagula. No agite el tubo
mientras la sangre se estd coagulando. Los tubos de recogida de
muestras se pueden utilizar con el sistema Vacutainer® y se pueden
utilizar con agujas especiales en lugar de una jeringa normal.

Asegurese de etiquetar el tubo claramente con la identificacion
correcta del paciente.

Separe el coagulo de la pared para permitir la retraccion y deje
reposar el tubo a temperatura ambiente (entre 20° y 25°C) o
a una temperatura de 37°C entre 30 y 60 minutos, hasta que
pueda aspirar algunas gotas de suero con una pipeta Pasteur.
Puede acelerar la separacién del suero mediante centrifugacion.
Si es necesario, puede aclarar mediante centrifugacion el suero
separado.

Los tubos de recogida de muestras contienen veneno de Bothrops
atrox que causa la coagulacion rapida y total, incluso en presencia
de heparina y de otras antitrombinas!®*’,

Después de la recogida del suero centrifugado, la muestra se puede
almacenar antes del ensayo a una temperatura entre 2°y 8°C hasta
1semana o a unatemperatura entre -15° y -25°C durante periodos
de tiempo mas prolongados.

NOTA: Se puede observar una cierta hemdlisis en las muestras,
que no afecta a la capacidad del ensayo Thrombo-Wellcotest para
detectar PDF en las muestras ni causa resultados positivos falsos.

Con este ensayo no se pueden utilizar muestras de sangre
recogidas sin inhibidor de enzimas.

Muestras de orina:

Transfiera 2 ml de orina a un tubo de recogida de muestras
PDF (suministrado con este kit) etiquetado con el nombre del
donante. Mezcle bien el contenido invirtiendo el tubo tapado
varias veces. Los tubos de recogida de muestras contienen veneno
de Bothrops atrox e inhibidor de enzimas. Si la orina contuviese
sangre debido a trastornos renales, deje reposar el tubo durante
al menos 30 minutos a temperatura ambiente (entre 20° y 25°C)
para asegurarse de eliminar todos los materiales coagulables.
La presencia de inhibidor en los tubos evita la degradaciéon que

se pueda producir durante la incubacion. La orina contaminada
con sangre (especialmente de la menstruacion) puede contener
concentraciones de PDF que no son representativas del estado de
los rifiones; por lo tanto, no analice estas muestras, aunque, en este
caso, los resultados negativos pueden ser aceptables.

Filtre la orina con un disco de fibra de vidrio (Whatman GF/B o
equivalente) o con un filtro con membrana (el tamafio de los
poros debe ser igual o inferior a 8 um). También puede congelar
la orina a una temperatura entre -15° y -25°C durante una noche,
descongelarlay centrifugarla si el ensayo no es urgente. Si no trata
las muestras de orina de esta manera, puede obtener resultados
positivos falsos a una dilucién de hasta 1:4.

Si manipula las muestras de sangre y orina de la manera antes
indicada, no se necesitan otros aditivos para conservar las muestras
integras.

La presencia de factor reumatoide en las muestras de suero
puede causar en contadas ocasiones falsos positivos en andlisis
PDF posteriores con el ensayo Thrombo-Wellcotest, por lo que los
resultados de los pacientes que puedan tener artritis reumatoidea
se deben interpretar con cuidado.

Las sustancias que puedan estar presentes en la orina y que causan
aglutinaciones falsas se pueden eliminar realizando uno de los
métodos antes indicados.

Antes del andlisis, las muestras de orina se deben almacenar
a una temperatura entre -15° y -25°C (bajo estas condiciones
la concentracién de PDF no varia durante periodos de tiempo
prolongados). Después de la descongelacion, no se deben volver
a congelar las muestras, sino que se deben almacenar a una
temperatura entre 2°y 8°C.

6. PROCEDIMIENTO

EXTRACCION DEL TAPON HEMOGARD:

1. Sujetar el tubo de toma de muestra con una mano, colocando
el pulgar debajo del tapén HEMOGARD.

2. Con la otra mano sujetar el tapén HEMOGARD como ensefia
la figura.

3. Girarytirar del tap6n HEMOGARD con una mano presionando
a la vez sobre el mismo con el pulgar de la otra.

NOTA: NO SE RECOMIENDA EL USO DE UNA SOLA MANO PARA
RETIRAR EL TAPON HEMOGARD

Si la protecciéon exterior de plastico y el tapon de goma se
separasen, no volver a ensamblar. Retire el tapon de goma del
tubo con cuidado.

Todas las muestras de sangre y los materiales utilizados
en su extraccion o almacenamiento deben manipularse
cuidadosamente, y ser desechados segun las normas de seguridad
vigentes en cada pais o centro hospitalario.

REPOSICION DEL TAPON HEMOGARD:
1. Con una mano, sujetar el tubo de toma de muestra.

2. Con la otra mano, colocar el tapén HEMOGARD sobre el tubo
y presionar suavemente hasta su completa fijacion.

FORMA DE UTILIZACION

De cara a asegurar una correcta toma de la muestra, y para evitar
el posible derrame de reflujo desde el tubo, es importante tomar
las siguientes precauciones:

1. Escoger el lugar para la puncién.

2. Aplicar el torniquete. Preparar la zona con el antiséptico
apropiado.

3. Realizar la puncién con el brazo del paciente hacia abajo, de
forma que el tapén del tubo quede hacia arriba.

4. Empujar el tubo hasta el fondo del portatubos, perforando asi
el tapén.

5. Quitar el torniquete cuando la sangre empiece a llenar el
tubo.

6. El contenido del tubo no debe entrar en contacto con la aguja
durante la operacién.

ORDEN DE EXTRACCION RECOMENDADA:
1. Tubos de hemocultivo.

2. Tubos sin aditivos.

3. Tubos de coagulacién.

4. Tubos con aditivos.

No recomendado para determinaciones de zinc salvo que se
indique en la etiqueta.

MATERIALES SUMINISTRADOS:

Thrombo-Wellcotest contiene materiales suficientes para realizar
20 ensayos. Consulte el apartado Contenido del kit en este
prospecto.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

NOTA: Todos los ensayos se deben realizar a temperatura
ambiente 6ptima (entre 20° y 25°C).
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Procedimiento cualitativo para las muestras de suero
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1. Compruebe que la muestra no contenga células ni fibrina.
Diluya las muestras de suero de la manera siguiente:

2. Numere 2 tubos pequefios de vidrio o de pldstico como 1
y 2, respectivamente, e identifique de la misma manera 2
circulos sobre el portaobjetos.

3. Con un cuentagotas graduado (suministrado con el frasco
de tampdn) dispense 0,75 ml de tampdn con solucidn salina
con glicina en cada tubo.

4. Con una de las pipetas desechables con el bulbo
suministrado dispense 5 gotas de la muestra de suero en
eltubon?1y1gotaen el tubon??2.

5. Mezcle el contenido de cada tubo, que ahora contienen
diluciones de la muestra de suero al 1:5 y al 1:20,
respectivamente. Limpie la pipeta desechable con un poco
de agua o solucidn salina y transfiera con ella 1 gota del
tubo n? 2 al circulo n? 2 del portaobjetos y 1 gota del tubo
n2 1 al circulo n2 1. (Pipetee las gotas de muestra en este
orden.)

6. Mezcle bien la suspension de latex agitdndola entre 3y 4
veces y, a continuacion, afiada 1 gota de la suspension en
cada circulo del portaobjetos.

7. Agite las mezclas de suero/latex comenzando por la mezcla
del circulo n? 2. Extienda el liquido en los circulos con un
bastoncillo para mezclar desechable.

8. Agite suavemente el portaobjetos durante exactamente
2 minutos mientras examina la aglutinacién macroscépica.
Como ocurre con todas las reacciones de aglutinacion
sobre portaobjetos, los resultados se observan mejor
en luz natural difusa. Sin embargo, las aglutinaciones
obtenidas con el ensayo Thrombo-Wellcotest son
facilmente observables y reconocibles bajo iluminacién
normal. No utilice lupa. Determine la presencia o ausencia
de aglutinacion inmediatamente después de agitar el
portaobjetos durante 2 minutos. Si deja que la reaccion
se produzca durante mds tiempo, se pueden obtener
resultados falsos debidos a que la mezcla se ha secado en
el portaobjetos.

Procedimiento cualitativo para las muestras de orina

1. Compruebe que la muestra no parezca turbia ni que
presente precipitados. Diluya las muestras de orina de la
manera siguiente:

2. Coja un tubo pequefio de vidrio o de pldstico e identifique
2 circulos del portaobjetos como 1y 2.

3. Con un cuentagotas graduado (suministrado con el frasco
de tampdn) dispense 0,75 ml de tampdn con solucidn salina
con glicina en cada tubo.

4. Con una de las pipetas desechables con el bulbo
suministrado dispense 4 gotas de la muestra de orina en
el tampdn del tubo y dispense 1 gota de orina sin diluir en
el circulo n2 1 del portaobjetos. Devuelva la orina sobrante
al recipiente original.

5. Mezcle el contenido del tubo (diluido aproximadamente al
1:5) aspirando repetidamente con la pipeta desechable y,
a continuacion, dispense 1 gota de la dilucién en el circulo
n? 2 del portaobjetos.

6. Mezcle bien la suspension de latex agitdndola entre 3y 4
veces y, a continuacion, afiada 1 gota de la suspension en
cada circulo del portaobjetos.

7. Agite las mezclas de orina/ldtex comenzando por la mezcla
del circulo n? 2. Extienda el liquido en los circulos con un
bastoncillo para mezclar desechable.

8. Agite suavemente el portaobjetos durante exactamente 2
minutos mientras examina la aglutinaciéon macroscopica.
Como ocurre con todas las reacciones de aglutinacion
sobre portaobjetos, los resultados se observan mejor
en luz natural difusa. Sin embargo, las aglutinaciones
obtenidas con el ensayo Thrombo-Wellcotest son
facilmente observables y reconocibles bajo iluminacién
normal. No utilice lupa. Determine la presencia o ausencia
de aglutinacion inmediatamente después de agitar el
portaobjetos durante 2 minutos. Si deja que la reaccion
se produzca durante mas tiempo, se pueden obtener
resultados falsos debidos a que la mezcla se ha secado en
el portaobjetos.

Debido a las diferencias de las propiedades del suero y
de la orina, el volumen de 1 gota de suero es inferior al
volumen de 1 gota de orina al dispensarlas con las pipetas
suministradas. Por esta razén, los procedimientos para
preparar las diluciones al 1:5 de suero y de orina no son
iguales.

Procedimiento semicuantitativo para las muestras de suero

1. Prepare una dilucién al 1:10 de la muestra de suero
afiadiendo 0,1 ml de suero a 0,9 ml de tampdn con solucion
salina con glicina en un tubo.

2. Diluya la muestra en serie (cada dilucién debe doblar la
dilucién anterior) desde una dilucién al 1:10 hasta obtener
una dilucion al 1:320 de la manera siguiente:

Tubo: nel ne2 ne3 24 nes ne6
Sol.salina con glicina 09ml os5ml o05ml 05ml 05ml osml
Suero: o1ml

Dilucin: 110 1:20 140 1:80 1160 1320

3. Transfiera 1 gota de cada dilucién comenzando por
la dilucién al 1:320 para separar los circulos en el
portaobjetos, mediante la pipeta desechable y el bulbo
suministrados.

4. Mezcle bien la suspensién de latex agitandola entre 3y 4
veces y, a continuacion, afiada 1 gota de la suspension en
cada circulo del portaobjetos.

5. Con un bastoncillo para mezclar desechable, agite las
mezclas de suero/latex comenzando por la dilucién mas
alta.

6. Agite suavemente el portaobjetos durante exactamente
2 minutos mientras examina la aglutinacién macroscépica.

7. Eltitulo de punto final es la dltima dilucién de la muestra
de suero en la que aparece aglutinacion evidente.

Procedimiento semicuantitativo para las muestras de orina

1. Prepareunadiluciénal 1:2 de la muestra de orina afiadiendo
0,5 ml de orina a 0,5 ml de tampdn con solucidn salina con
glicina en un tubo.

2. Diluya la muestra en serie (cada diluciéon debe doblar la
dilucién anterior) desde una dilucién al 1:2 hasta obtener
una dilucién al 1:64 de la manera siguiente:

Tubo: nel ne2 ne3 24 nes ne6
Sol.salina con glicina: osml o5ml 05ml 05ml 05ml o05ml

orina: 05ml
Mezcley transfiera lhl o5ml IUI o5ml IUI 05ml lU' 05ml IUI 05ml lll
14 18 116 132 164

Dilucin: 12

3. Transfiera 1 gota de cada dilucion comenzando por la
dilucién al 1:64 para separar los circulos en el portaobjetos,
mediante la pipeta desechable y el bulbo suministrados.

4. Mezcle bien la suspensién de latex agitdndola entre 3y 4

veces y, a continuacion, afiada 1 gota de la suspension en
cada circulo del portaobjetos.




5. Con un bastoncillo para mezclar desechable, agite las
mezclas de orina/latex comenzando por la dilucion mas
alta.

6. Agite suavemente el portaobjetos durante exactamente
2 minutos mientras examina la aglutinacién macroscépica.

7. Eltitulo de punto final es la Ultima dilucién de la muestra
de orina en la que aparece aglutinacién evidente.

7. RESULTADOS
Los resultados de este ensayo siempre se deben interpretar

conjuntamente con la historia clinica del paciente, la
presentacion clinica y otros datos.

LECTURA DE LOS RESULTADOS

Nota: Los resultados numéricos que se muestran mds adelante
son sélo una aproximacion.

Las reacciones POSITIVAS se indican por el desarrollo de
aglutinaciones en los 2 minutos en los que se mezclan las
suspensiones de latex con las muestras, en las que se observa
una aglutinacion visible de las particulas de latex (consulte la
ilustracion 2). La rapidez y la calidad de la aglutinacién dependen
de los antigenos, por lo que pueden aparecer aglutinaciones
mayores a los pocos segundos de comenzar a mezclar o
aglutinaciones pequefias que necesitan mds tiempo para
aparecer.

En las reacciones NEGATIVAS, el latex no se aglutina y el aspecto
lechoso apenas cambia durante todo el analisis de 2 minutos
(consulte la ilustracién 1). Sin embargo, debe tener en cuenta
que se puede observar una granulosidad débil en las muestras
negativas dependiendo de la capacidad visual del usuario.

Reaccidn tipica

(Hlustracién 1)

(llustracién 2)

Sin aglutinacion Con aglutinacién

Resultados cualitativos
Muestras de suero:

El ensayo Thrombo-Wellcotest estd ajustado a una sensibilidad de
2 pg/ml, por lo que una aglutinacién en cualquier circulo
del portaobjetos indica una concentracién de PDF de
2 ug/ml o superior en la dilucién de suero de ese circulo. Debido
a que las muestras de los circulos n2 1y n? 2 estan diluidas
aproximadamente al 1:5 y al 1:20, respectivamente, un resultado
positivo en el circulo n2 1 indica que en la muestra de suero hay
una concentracién de PDF de 10 pg/ml o superior, mientras que
una aglutinacion en el circulo n? 2 indica que la concentracién es
de 40 pg/ml o superior.

Nota: Si aparece una aglutinacion en el circulo n? 2, también
debe aparecer una aglutinacién en el circulo n? 1; en caso
contrario, el ensayo no se ha realizado correctamente y se debe
repetir.

Muestras de orina:

El ensayo Thrombo-Wellcotest esta ajustado a una sensibilidad
de 2 pg/ml, por lo que una aglutinacién en cualquier circulo
del portaobjetos indica una concentracién de PDF de 2 pg/ml o
superior en la dilucién de ese circulo. Debido a que la orina se
analiza sin diluir en el circulo n? 1 y a una dilucién al 1:5 en el
circulo n2 2, un resultado positivo en el circulo n2 1 indica que en
la muestra de orina hay una concentracion de PDF de 2 pg/ml o
superior, mientras que una aglutinacion en el circulo n? 2 indica
que la concentracién es de 10 pug/ml o superior.

Nota: Si aparece una aglutinacion en el circulo n? 2, también
debe aparecer una aglutinacién en el circulo n? 1; en caso
contrario, el ensayo no se ha realizado correctamente y se debe
repetir.

Ejemplos

Muestra 1 - Suero

Resultado con una dilucién al 1:5 (circulo 1): positivo.
Resultado con una dilucién al 1:20 (circulo 2): positivo.

Por lo tanto, el suero contiene al menos 2 ug/ml en la dilucién al
1:20y la concentracién de PDF es de 40 pg/ml o superior.

Muestra 2 - Orina
Resultado con una muestra sin diluir (circulo 1): positivo.
Resultado con una dilucién al 1:5 (circulo 2): negativo.

Por lo tanto, la orina sin diluir contiene al menos 2 ug/ml, pero
menos de 2 pug/ml en la dilucién al 1:5. La concentracién de PDF
en la orina se encuentra en el intervalo entre 2 ug/mly 10 pg/
ml.

Resultados semicuantitativos
Calculo de los resultados

Las concentraciones de PDF en suero y orina se calculan
multiplicando la dilucién del titulo de punto final por 2 pug/ml.

Ejemplo: Suero

1/10e 1/20e 1/40e 1/80e

+H+ ++ + + - -

1/160e  1/320e

Concentracion de PDF: 80 x 2 = 160 pug/ml (aproximadamente).
CONTROL DE CALIDAD

Los reactivos son bastante estables, por lo que habitualmente
no es necesario incluir controles positivo y negativo en cada
sesion analitica. Sin embargo, si han transcurrido varios dias
desde el ultimo analisis, se recomienda que compruebe el
funcionamiento del ensayo analizando la suspensién de latex con
los controles diluidos suministrados con el kit. Dispense 1 gota
de cada control en el portaobjetos y siga con el procedimiento
cualitativo del ensayo a partir del paso 6. El control positivo
se debe aglutinar, mientras que el negativo no se aglutina. Si
es necesario que el procedimiento semicuantitativo sea mds
preciso, se recomienda que utilice una preparacién de referencia
adecuada con cada ensayo.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Las concentraciones de PDF obtenidas con Thrombo-
Wellcotest se correlacionan bien (r = 0,95) con los resultados
obtenidos con inmunoensayos convencionales de inhibicién
de la hemaglutinacion. Entre las muestras analizadas se
incluyé plasma desfibrinado®, muestras de suero de pacientes
con enfermedades renales y hepaticas, con carcinoma,
hipertiroidismo, embolia pulmonar, infarto tromboembdlico
y de miocardio® y muestras de orina de individuos normales y
muestras de pacientes con trasplantes renales recientes®.

Por lo tanto, se deben interpretar los resultados del ensayo

Thrombo-Wellcotest de la misma manera que los resultados de
los inmunoensayos de inhibicién de la hemaglutinacién.

Concentracion de PDF en suero

Debido a que la concentracién normal de PDF en suero es de
4,9 + 2,8 ug/ml*, las muestras con concentraciones normales o
ligeramente elevadas pueden presentar resultados negativos (no
se produce la aglutinacidn) en las 2 diluciones analizadas segun
el procedimiento antes descrito. Aunque se han observado
concentraciones no muy elevadas en muestras de pacientes
con diversas enfermedades, los ensayos de cribado para PDF
en suero pueden ser de importancia para el diagndstico en
la coagulacién intravascular diseminada® y en la enfermedad
obstructiva vascular aguda, ya que ambas enfermedades son
muy dificiles de detectar con fiabilidad sélo con un examen
clinico®.

La coagulacién intravascular diseminada (CID) se asocia con
una disminucién de la concentracidn circulante de fibrindgeno
y de muchos factores de coagulacién, y con un aumento en la
deposicion de fibrina y con la aparicién de una concentracién de
PDF elevada en el suero como consecuencia de una fibrinélisis
secundaria®. Existen muchas condiciones que pueden causar la
coagulacion intravascular diseminada como, por ejemplo, shock,
hipertermia, dafio tisular extendido, mordeduras de serpientes,
complicaciones del embarazo y hemdlisis intravascular aguda, en
la que se incluye las reacciones a transfusiones hemoliticas™. La
determinacién de la PDF circulante junto con otros ensayos para
detectar la coagulacidn (la cuantificacion de las plaquetas, el
tiempo de protrombina, el tamafio y la estabilidad del codgulo,
etc.) pueden servir para diagnosticar la coagulacién intravascular
diseminada y distinguirla de una enfermedad clinicamente
parecida aunque mucho menos frecuente, la fibrinogendlisis
patolégica®.

La embolia pulmonar se asocia con un aumento marcado en
la concentracion de PDF hasta niveles superiores a 40 pg/ml,
aunque las concentraciones mdaximas son temporales y puede
que no se observen, a menos que se recojan muestras de suero
a intervalos inmediatamente después del supuesto ataque.
En los casos de trombosis venosa profunda se suelen observar
concentraciones medias entre 10 ug/mly 40 pug/mly, en
algunas ocasiones, de hasta 100 pug/ml si se ha producido una
coagulacién masiva. En cambio, el estudio detallado mediante
venografia y gammagrafia después de inyectar fibrinégeno
marcado con I'*" ha demostrado que los pacientes que pueden
tener trombosis venosa profunda, pero que posteriormente no
se confirma, raramente presentan niveles de PDF superiores a 10
pug/ml.

El infarto de miocardio se asocia con concentraciones elevadas
de PDF en suero en el intervalo entre 40 pg/mly 160 pug/ml un
dia o 2 dias después del infarto. Después de que la concentracién
maxima haya disminuido, la monitorizacién posterior de los
niveles en el suero puede advertir de la extension del infarto o
complicaciones trombéticas secundarias’. Existen pruebas de
que las concentraciones de PDF en suero observadas durante
el estadio agudo estan relacionadas con la frecuencia de las
complicaciones posteriores?.

Concentracion de PDF en orina

La orina contiene normalmente menos de 0,25 pug/ml de
PDF’, por lo cual se obtienen resultados negativos (no se
produce aglutinacién) en ambos circulos cuando se analizan
de la manera descrita anteriormente. Los pacientes con
enfermedades renales presentan concentraciones elevadas y
existen pruebas de que las determinaciones diarias de PDF en
suero™ o en orina proporcionan informacién clinica util sobre el
tipo, la actividad y la gravedad de la enfermedad®. La
efectividad de determinados farmacos en el tratamiento
de glomerulonefritis proliferativas se puede monitorizar
controlando la excrecién de PDF durante el periodo de
administracién®. De manera parecida, cuando se produce un
rechazo después de un trasplante de rifidn, las concentraciones
de PDF pueden aumentar rdpidamente hasta alcanzar niveles
de 75 pg/ml>*. Si se monitorizan las concentraciones de PDF
en orina, se puede detectar el comienzo del rechazo antes
de que se manifieste de otras formas'. La concentracién
desciende rdpidamente cuando se reanuda el tratamiento
inmunosupresivo™. En el caso de infeccién del tracto urinario,
la determinacion de PDF en orina puede ser Util para localizar la
infeccién, ya que las concentraciones elevadas se asocian con las
infecciones del tracto superior y los pacientes con infecciones de
vejiga presentan concentraciones normales™.

8. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En las muestras de suero, la presencia del factor reumatoide
puede interferir con el ensayo y causar falsos positivos. Si se
supone que el paciente tiene artritis reumatoide, se recomienda
que realice un ensayo para la deteccién del factor reumatoide
junto con el ensayo Thrombo-Wellcotest. Si el resultado del
ensayo es negativo, la concentracién de PDF es valida. Sin
embargo, si ambos ensayos presentan resultados positivos, la
concentracion de PDF debe interpretarse con cuidado.

Las interferencias del factor reumatoide se pueden eliminar
reduciendo el suero con ditiotreitol o con 2-mercaptoetanol*.
Ciertas sustancias que pueden estar presentes en la orina
pueden causar aglutinaciones inespecificas. Estas sustancias
interferentes se pueden eliminar de la manera descrita en el
apartado Recogida de las muestras, bajo el titulo Muestras de
orina, en este prospecto.

9. RESULTADOS PREVISTOS

El [atex Thrombo-Wellcotest se aglutinara en presencia de PDF
con una concentracion de 2 ug/ml o mayor.

10. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL FUNCIONAMIENTO

El ensayo Thrombo-Wellcotest puede detectar el fibrindgeno
y todos los antigenos relacionados (mondmeros de la fibrina y
los fragmentos X, Y, D y E) en muestras de plasma, suero y orina
humanos. La sensibilidad del ensayo esta estandarizada en 2
ug/ml de PDF, pero la reactividad frente a las moléculas del
fibrindgeno intactas puede variar entre los lotes. Se recomienda
que si utiliza el ensayo Thrombo-Wellcotest para otros fines
diferentes a la determinacién de PDF en muestras de suero u
orina de la manera descrita en este prospecto, se utilice con
cada lote de reactivos una preparacidn estandar del material
adecuado.
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