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cobas’

Analizzatori su cui il cobas ¢ pack pu¢ essere

impiegato

05852625 190 | Tina-quant Lipoprotein (a) Gen.2 (150 test) N. d'ident. 07 7504 5 | cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502

05852641 190 | Preciset Lp(a) Gen.2 (—>5x 1 mL) Codici 962-966
PreciControl Lp(a) Gen.2 (Liv. basso —>2 x 1 mL) Codice 137

2650 1 .

05852650 190 PreciControl Lp(a) Gen.2 (Liv. alto —> 2 x 1 mL) Codice 138

04489357 190 | Diluent NaCl 9 % (50 mL) N. d'ident. 07 6869 3

Italiano Reattivi - soluzioni pronte all'uso

Informazioni relative al sistema

Per gli analizzatori cobas ¢ 311/501:

LPA2: ACN 723

Per I'analizzatore cobas ¢ 502:

LPA2: ACN 8723

Finalita d’'uso

Test in vitro per la determinazione quantitativa della lipoproteina (a) nel
siero e nel plasma umani, impiegando sistemi Roche/Hitachi cobas c.

Sommario

La lipoproteina (a) &€ composta da una particella analoga alle LDL, alla
quale si lega, mediante un ponte disolfuro, 'apolipoproteina (a) specifica
per la lipoproteina (a). L’apolipoproteina (a) & altamente omologa al
plasminogeno. La lipoproteina (a) & una lipoproteina ricca di colesterolo,
sintetizzata nel fegato indipendentemente dai trigliceridi e non soggetta
allinfluenza dell'eta o della dieta.!

Vari studi non correlati fra loro hanno mostrato che la Lp(a) costituisce un
fattore di rischio prospettico indipendente per una cardiopatia coronarica. Il
consenso risulta comunque limitato in quanto e difficile confrontare i valori
di Lp(a) ottenuti in studi clinici diversi ed i test impiegati hanno mostrato forti
variazioni e differenti livelli di standardizzazione.??

Il problema principale relativo al rilevamento accurato della Lp(a) ¢ il
polimorfismo dimensionale dell'apolipoproteina a (apo (). | livelli di Lp(a)
variano drasticamente tra i soggetti e tra i gruppi etnici poiché il livello

& determinato prevalentemente dal gene apo (a) situato sul

cromosoma 6.5

A causa del numero altamente variabile dei domini KRINGLE 4 tipo 2, la
dimensione di apo (a) & compresa tra 187 e >662 kDa. Test che utilizzano
anticorpi diretti contro la parte variabile della molecola Lp(a), porterebbero
ad una sottostima di Lp(a) in pazienti dove la molecola apo (a) ha
dimensioni piu piccole rispetto a quelle presenti nel calibratore e ad una
sovrastima nei campioni dove apo (a) & presente con dimensioni maggiori
rispetto al calibratore. Data I'eterogeneita dimensionale non ha senso
misurare la massa di Lp(a). Per questo motivo, i valori devono essere
espressi in nanomoli per litro della proteina Lp(a).

Solo la standardizzazione di questi test contro un metodo indipendente
dalla dimensione di apo (a) portera a risultati corretti. Tali metodi impiegano
anticorpi che riconoscono 1 copia singola di apo (a) per particella. Se si usa
il Reagente internazionale di riferimento del'lOMS/IFCC (SRM2B),

& possibile raggiungere questo obiettivo.® Il valore di questo materiale

& stato assegnato impiegando due diversi test ELISA basati su anticorpi
monoclonali specifici per due diversi epitopi unici presenti in apo (a).”® Alte
concentrazioni sieriche di lipoproteina (a) sono associate alla
manifestazione prematura di aterosclerosi e di ictus. Quando le
concentrazioni di lipoproteina (a) superano i 75 nmol/L, il rischio coronarico
risulta circa raddoppiato. In combinazione con elevate concentrazioni di
colesterolo LDL, tale rischio aumenta di circa 6 volte. Un elevato livello di
lipoproteina (a) € considerato il parametro piu sensibile per lo sviluppo della
patologia cardiaca coronarica, indipendentemente da altre lipoproteine
plasmatiche. Per la valutazione del rischio totale di arteriosclerosi,

€ necessario determinare le lipoproteine (a) congiuntamente con il
colesterolo totale, con il colesterolo HDL e con il colesterolo LDL nonché
con i trigliceridi.

Secondo la European Atherosclerosis Society la misurazione della Lp(a) va
raccomandata in casi selezionati ad altro rischio ed in soggetti con una
storia familiare di malattie cardiovascolari precoci.?

Principio del test

Test immunoturbidimetrico potenziato a particelle.' La lipoproteina (a)
umana agglutina particelle di lattice rivestite di anticorpi anti-Lp(a). Il
precipitato viene determinato turbidimetricamente a 800/660 nm.

R1 Tampone glicina: 170 mmol/L, pH 7.0; stabilizzatori; sieroalbumina
bovina; siero di coniglio: 0.1 %, conservante

R3  Particelle dilattice, rivestite di anticorpi (coniglio) policlonali
anti-lipoproteina (a) umana; tampone glicina: 170 mmol/L, pH 7.3,
sieroalbumina bovina; conservante

R1 si trova nella posizione B e R3 nella posizione C.

Precauzioni e avvertenze

Per uso diagnostico in vitro.

Osservare le precauzioni normalmente adottate durante la manipolazione
dei reagenti di laboratorio. _ o _

Lo smaltimento di tutti i rifiuti deve avvenire secondo le direttive locali.
Scheda dati di sicurezza disponibile su richiesta per gli utilizzatori
professionali.

Utilizzo dei reattivi

Pronti all'uso.

Prima dell'uso, capovolgere accuratamente il contenitore dei reattivi diverse
volte per assicurare che vengano miscelati i componenti dei reattivi.

Conservazione e stabilita

LPA2

Stabilita a 2-8 °C: Vedere la data di
scadenza indicata
sull'etichetta del
contenitore
portareagenti
cobas ¢ pack.

In uso e refrigerato a bordo dell'analizzatore: 6 settimane

Diluent NaCl 9 %

Stabilita a 2-8 °C: Vedere la data di scadenza
indicata sull'etichetta del
contenitore portareagenti

cobas ¢ pack.
In uso e refrigerato a bordo dell'analizzatore: 12 settimane

Prelievo e preparazione dei campioni

Per il prelievo e la preparazione dei campioni impiegare solo provette o
contenitori di raccolta adatti.

Solo i tipi di campione elencati di seguito sono stati testati e risultano
accettabili.

Siero.

Plasma: plasma con litio eparina 0 K-EDTA e K3-EDTA.

| tipi di campione elencati sono stati testati impiegando una selezione di
provette per il prelievo di campioni disponibili in commercio al momento
dell'analisi; non sono, quindi, state testate tutte le provette disponibili di tutte
le case produttrici. Alcuni sistemi per il prelievo di campioni di vari produttori
possono contenere diversi materiali e in alcuni casi possono interferire sui
risultati del test. Quando si trattano i campioni in provette primarie (sistemi
per il prelievo di campioni), seguire le istruzioni del produttore delle
provette.

Per l'uso di provette con K;-EDTA €& particolarmente importante far si che le
provette siano adeguatamente riempite.

| campioni contenenti precipitati devono essere centrifugati prima
dell'esecuzione del test.
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Per informazioni dettagliate relative alle possibili interferenze dai campioni,
consultare la sezione “Limiti del metodo — interferenze”.

Stabilita

Se i campioni non vengono analizzati entro 8 ore dal prelievo, conservarli a
2-8 °C.M

Se i campioni non vengono analizzati entro 48 ore dal prelievo, '
conservarli congelati ad una temperatura di -70 °C o inferiore. ™13
Scongelare i campioni congelati solo 1 volta. Il ripetuto congelamento e
scongelamento dei campioni pud causare un deterioramento dell'analita.
Materiali a disposizione

Per i reattivi, vedere la sezione “Reattivi — soluzioni pronte all'uso”.

Materiali necessari (ma non forniti)
= Vedere la sezione “Informazioni per ordini”.
Normale attrezzatura da laboratorio

Esecuzione

Per una performance ottimale del test, attenersi alle indicazioni riportate nel
presente documento per l'analizzatore in questione. Per le istruzioni
specifiche dell'analizzatore relative all'esecuzione del test, consultare il
manuale d'uso dello strumento.

Roche non risponde delle performance delle applicazioni che non sono
state validate dalla stessa Roche — tali performance devono quindi essere
definite dall'utilizzatore.

Applicazione per il siero ed il plasma

Definizione del test per I'analizzatore cobas ¢ 311

Tipo di misura 2 Punti finale

Tempo di reazione / puntidi 10/ 26-49

misura

Lunghezze d'onda 800/660 nm

(sec./princ.)

Andamento della reazione  Crescente

Unita di misura nmol/L

Volumi dei reagenti Diluente (H20)

R1 133 L -

R3 33 L -

Volumi dei campioni Campione Diluizione del
campione
Campione Diluente

(NaCl)

Normale 2.0 L OpL OpL

Ridotto (Diluito) 8.0 L opL 1oL

Concentrato 2.0 uL OuL OuL

Definizione del test per I'analizzatore cobas ¢ 501

Tipo di misura 2 Punti finale

Tempo di reazione / punti di 10/ 40-60

misura

Lunghezze d'onda 800/660 nm

(sec./princ.)

Andamento della reazione  Crescente

Unita di misura nmol/L

Volumi dei reagenti Diluente (H20)

R1 133 L -

R3 33L -

Volumi dei campioni Campione Diluizione del
campione

cobas’

Campione Diluente

(NaCl)
Normale 2.0 uL 0oL 0oL
Ridotto (Diluito) 8.0 uL 10 UL 110 uL
Concentrato 2.0 L 0L 0L

Definizione del test per I'analizzatore cobas ¢ 502

Tipo di misura 2 Punti finale
Tempo di reazione / punti di 10/ 40-60
misura
Lunghezze d'onda 800/660 nm
(sec./princ.)
Andamento della reazione  Crescente
Unita di misura nmol/L
Volumi dei reagenti Diluente (H20)
R1 133 uL -
R3 33uL -
Volumi dei campioni Campione Diluizione del
campione
Campione Diluente
(NaCl)
Normale 2.0 uL oL 0L
Ridotto (Diluito) 8.0 uL 10 uL 110 uL
Concentrato 4.0 L 0L 0L
Calibrazione
Calibratori S1:H,0
S2-S6: Preciset Lp(a) Gen.2
Tipo di calibrazione Spline

Frequenza di calibr. Calibrazione completa

—a cambio di lotto del reattivo

- se richiesto dai procedimenti del controllo di
qualita

L'intervallo di calibrazione pud essere esteso in base a valori accettabili
della verifica di calibrazione da parte del laboratorio.

Tracciabilita: questo metodo € stato standardizzato contro il materiale di
riferimento SRM2B dell'lFCC per nmol/L.14

Controllo di qualita

Per il controllo di qualita, impiegare i materiali di controllo indicati nella
sezione “Informazioni per ordini”.

In aggiunta, é possibile utilizzare altro materiale di controllo appropriato.
Gli intervalli ed i limiti del controllo dovranno essere conformi alle esigenze
individuali di ogni laboratorio. | valori ottenuti devono rientrare nei limiti
definiti. Ogni laboratorio deve definire delle misure correttive da attuare nel
caso che alcuni valori siano al di fuori dei limiti definiti.

Per il controllo di qualita, attenersi alle normative vigenti e alle linee guida
locali.
Calcolo

| sistemi cobas c effettuano il calcolo automatico della concentrazione
dell'analita di ciascun campione.

Fattore di conversione:'s mg/dL = (nmol/L + 3.83) x 0.4587

Limiti del metodo - interferenze

Criterio di valutazione: recupero entro +6 nmol/L dei valori iniziali per
campioni < 60 nmol/L e entro 10 % per campioni > 60 nmol/L.

Ittero:'® nessuna interferenza significativa fino ad un indice | di 60 per la
bilirubina coniugata e non coniugata (concentrazione di bilirubina coniugata
e non coniugata: ca. 1026 pmol/L oppure 60 mg/dL).
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Emolisi:'® nessuna interferenza significativa fino ad un indice H di 1000
(concentrazione di emoglobina: ca. 621 pmol/L oppure 1000 mg/dL).

Lipemia (Intralipid):'6 nessuna interferenza significativa fino ad un indice L
di 2000. Non esiste una buona correlazione tra I'indice L (corrisponde alla
torbidita) e la concentrazione di trigliceridi.

Fattori reumatoidi: nessuna interferenza significativa fino ad un livello di
1200 IU/mL.

Plasminogeno: nessuna reattivita crociata significativa nelle concentrazioni
testate (fino a 150 mg/dL).

Apolipoproteina B: nessuna reattivita crociata significativa nelle
concentrazioni testate (fino a 200 mg/dL).

Farmaci: non si & osservata alcuna interferenza a concentrazioni
terapeutiche impiegando le piti comuni famiglie di farmaci.”18

Effetto hook: non si riscontrano falsi risultati a concentrazioni di
lipoproteina (a) fino a 450 nmol/L.

In casi molto rari, la gammapatia, particolarmente di tipo IgM
(macroglobulinemia di Waldenstrom), pud causare risultati inaffidabili. '

Ai fini diagnostici, i risultati devono sempre essere valutati congiuntamente
con la storia clinica del paziente, con gli esami clinici e con altre evidenze
cliniche.

AZIONI RICHIESTE

Programmazione extra lavaggi: € assolutamente necessario effettuare
specifiche fasi di lavaggio se certe combinazioni di test vengono eseguite
insieme sui sistemi cobas c. La versione piu recente dell'elenco dei
possibili carry-over si trova allegata alle metodiche NaOHD - SMS -
SmpCIn1+2 - SCCS. Per ulteriori istruzioni, consultare il manuale d'uso.
Analizzatore cobas ¢ 502: tutte le programmazioni di extra lavaggi richieste
per evitare possibili carry-over sono disponibili tramite cobas link; in
determinati casi & comunque necessario effettuare inserimenti manuali.

E necessario implementare la procedura di extralavaggio (qualora
richiesta) prima di riportare i risultati di questo test.

Limiti ed intervalli

Intervallo di misura

Intervallo di misura: 7-240 nmol/L

Determinare i campioni con concentrazioni pil alte mediante la funzione
rerun. La diluizione dei campioni mediante la funzione rerun avviene nel
rapporto 1:3. | risultati ottenuti con i campioni diluiti mediante la funzione
rerun vengono automaticamente moltiplicati per il fattore 3.

Limiti inferiori di misura

Limite del bianco =6 nmol/L
Limite di sensibilita =7 nmol/L
Limite di quantificazione =20 nmol/L

I limite del bianco, il limite di sensibilita ed il limite di quantificazione sono
stati determinati in conformita ai requisiti EP17-A2 del CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute).

Il limite del bianco corrisponde al valore del 95° percentile ottenuto in

n 2 60 misurazioni di campioni privi di analiti in varie serie indipendenti 'una
dall'altra. Il limite del bianco corrisponde alla concentrazione al di sotto della
quale si riscontrano campioni privi di analiti con una probabilita del 95 %.

Il limite di sensibilita viene determinato in base al limite del bianco e alla
deviazione standard dei campioni con concentrazioni basse.

Il limite di sensibilita corrisponde alla concentrazione minima dell'analita che
puo essere rilevata (valore superiore al limite del bianco con una probabilita
del 95 %).

Il limite di quantificazione rappresenta la concentrazione minima dell'analita
che puo essere misurata in modo riproducibile con un errore totale

del 30 %. E stato determinato utilizzando campioni con basse
concentrazioni di Lp(a).

Valori di riferimento

Una concentrazione di Lp(a) di 30 mg/dL, corrispondente al 75° percentile
in una popolazione di riferimento caucasica maschile, costituisce un punto
di cutoff o valore soglia molto diffuso.202!

La European Atherosclerosis Society raccomanda lo screening per valori
elevati di Lp(a) in soggetti a rischio intermedio o alto per malattie
cardiovascolari/CHD e definisce un livello desiderabile di Lp(a)

< 50 mg/dL.?2

cobas’

L'NHLBI raccomanda comungque di non usare la massa di Lp(a) e di usare
al suo posto l'unita nmol/L, che considera il numero di particelle. Inoltre,
raccomanda l'uso di test indipendenti dalla dimensione di apo (a)

e standardizzati secondo il materiale di riferimento SRM2B dell'IFCC.23

Secondo lo studio di Framingham, valori di dati superiori a 75 nmol/L sono
considerati un valore di cutoff per la presenza di un rischio aumentato.2

Livelli elevati di Lp(a) possono essere riscontrati nella maggior parte dei
gruppi razziali/etnici, con la prevalenza minore nei soggetti bianchi e
asiatici. | livelli mediani di Lp(a) in soggetti neri e negli indiani asiatici
provenienti da regioni meridionali sono 2-4 volte piu alti rispetto ai soggetti
bianchi, e fino al 68 % dei neri presentano livelli di Lp(a) > 75 nmol/L,
mentre nel 25 % circa dei bianchi si riscontrano livelli superiori a questa
soglia.2*

Per questo test non sono quindi stati stabiliti intervalli di riferimento relativi
alle popolazioni etniche diverse o agli stati patologici diversi. Dato che

i livelli di Lp(a) sono fortemente influenzati da fattori ereditari e variano in
base alla popolazione etnica, si consiglia che ogni laboratorio stabilisca
valori di riferimento propri.

Ogni laboratorio deve controllare I'applicabilita dei valori di riferimento alla

propria popolazione di pazienti e, se necessario, determinare intervalli di
riferimento propri.

Dati specifici sulla performance del test

Qui di seguito sono riportati i dati rappresentativi delle prestazioni sugli
analizzatori. | risultati dei singoli laboratori possono differire da questi.
Precisione

La ripetibilita e la precisione intermedia sono state determinate usando
campioni umani e controlli, eseguiti in conformita ai requisiti EP5 del CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (2 aliquote per serie, 2 serie al
giorno, 21 giorni). Sono stati ottenuti i seguenti risultati:

Ripetibilita

Campione Media DS cv

nmol/L nmol/L %
Liv. di contr. L per Lp(a) 40.7 0.6 15
Liv. di contr. H per Lp(a) 156 2 1.1
Siero umano 1 18.2 1.0 5.6
Siero umano 2 88.7 2.2 25
Siero umano 3 226 2 0.8

Precisione intermedia

Campione Media DS cv

nmol/L nmol/L %
Liv. di contr. L per Lp(a) 40.7 0.7 17
Liv. di contr. H per Lp(a) 156 2 1.2
Siero umano 1 18.2 1.5 8.0
Siero umano 2 88.7 27 3.0
Siero umano 3 226 2 1.1

Confronto tra metodi

| valori di lipoproteina (a) ottenuti per campioni di siero e di plasma umani
su un analizzatore cobas ¢ 501 (y) sono stati confrontati con quelli
determinati con il reagente corrispondente su un analizzatore

COBAS INTEGRA 800 (x).

Dimensione (n) del campione = 240

Passing/Bablok® Regressione lineare
y = 0.980x — 0.285 nmol/L y = 0.985x — 0.745 nmol/L
1=0.938 r=0.999

Le concentrazioni dei campioni erano comprese tra 7.61 e 234 nmol/L.

| valori di lipoproteina (a) ottenuti per campioni di siero e di plasma umani
su un analizzatore cobas ¢ 501 (y) sono stati confrontati con quelli
determinati con il metodo ELISA dei Northwest Lipid Metabolism and
Diabetes Research Laboratories, tracciabile al materiale di riferimento
SRM2B dell'OMS/IFCC (x).
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Dimensione (n) del campione = 105

Passing/Bablok? Regressione lineare
y = 0.935x + 0.606 nmol/L y = 0.942x + 0.105 nmol/L
T=0.947 r=0.995

Le concentrazioni dei campioni erano comprese tra 7.10 € 218 nmol/L.
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In questa metodica, per separare la parte intera da quella frazionaria in un
numero decimale si usa sempre il punto. |l separatore delle migliaia non
é utilizzato.

Simboli

Oltre a quelli indicati nello standard 1ISO 15223-1, Roche Diagnostics
impiega i seguenti simboli (per gli USA: per la definizione dei simboli
impiegati, vedere dialog.roche.com):

CONTENT Contenuto della confezione
% Volume dopo ricostituzione o mescolamento
GTIN Global Trade Item Number

Le aggiunte, cancellazioni o modifiche sono indicate mediante una linea verticale posizionata al margine.
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