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TECHNOZYM® vWF:CBA ELISA                  
 
 

PRODUKTBESKRIVNING 
 

AVSEDD ANVÄNDNING 
 

Von Willebrand Faktorn (vWF) är ett stort multifunktionellt glykoprotein med en nyckelställning i den 
primära hemostasen. Den har en multipel struktur och har flera funktioner: 
• Det är bärproteinet för Faktor VIII i Plasma; det bildar ett komplex och skyddar så Faktor VIII från 

en förtidig proteolytisk nedbrytning. 
• Det förmedlar plättaggregation genom att fästa sig själv 
      på plättmembranreceptorer (GP Ib GP IIb/IIIa) efter en tidigare plättaktivering. 
• Det spelar en roll i den primära hemostatsen genom att agera som en medlare 

emellan vidhäftade plättar och subendothelium (skadade vaskulärväggar). 
Vid karakteriseringen av de adhesiva egenskaperna undersöks sedvanligt plättaggregationen 
(Mätsystem = ristocetinberoende plättaggregation). Detta återspeglar dock inte vWF: s fysiologiska 
situation och funktion. 
För bestämning av vWF: s adhesiva egenskaper behöver man bindningen av vWF till kollagen. 
Bestämningen av en vWF-kollagenbindning motsvarar vWF:s fysiologiska funktion. 
 

KOMPOSITION 
 

1. ELISA-testremsor (12): var och en med 8 testdjup; belagd med humankollagen typ III; förpackade 
med torkmedel i aluminiumpåse. 
2. Tvättbuffertkoncentrat: (PBS; pH 7,3); detergenthaltig; 0,01 % merthiolat; 1flaska; 80 mL. 
3. Inkubationsbuffert: (PBS; pH 7,3); färgad innehållande stabilisatorprotein; 0,05 % proclin; 
1 flaska; 90 mL; färdig att användas 
4. Kalibratorer (Standards): numrerade; lyofiliserade; en flaska vardera. 
Koncentrationerna är satsberoende; konsultera flasketiketten! 
5. Kontrollplasman “high level” och “low level”: för riktighetskontroll; lyofiliserade; en flaska vardera. 
Koncentrationerna är satsberoende; konsultera flasketiketten! 
6. Konjugerad: polyklonal Anti-vWF-POX; blåfärgad; 1 flaska; 0,3 mL 
7. Kromogensubstrat: TMB (tetrametylbenzidin) 1 flaska, 12 mL, färdig att användas 
8. Stopplösning: svavelsyra 0,45 mol/l; 1 flaska; 12 mL, färdig att användas 
9. Adhesiv film: för ELISA-testremsor, 2 styck 
 

FÖLJANDE MATERIAL KRÄVS (medföljer inte testkitet) 
1. Destillerat vatten 
2. Rör för spädning av standard och prover 
3. Mätcylinder (1000 mL) 
4. Precisionspipetter (10, 100 och 1000 µL) 
5. Variabla pipetter (1000 µL) 
6. Flerkanal och/eller dispenspipetter (100 och 200 µL) 
7. ELISA-tvättapparat eller flerkanalpipetter 
8. ELISA-Reader med 450 nm filter (och 620 nm referensfilter om tillgängligt) 
 

VARNINGAR OCH SÄKERHETSFÖRESKRIFTER 
- Alla människoblod och plasma prov och produkter skall betraktas som potentiellt smittbärande och 

hanteras enligt lämpliga försiktighetsföreskrifter och i enlighet med gällande bestämmelser för 
biologisk säkerhet. Avfallshantering sker enligt sjukhusets bestämmelser. Kalibratorer och 
plasmakontroller är tillverkade av människoblod och varje enkelplasma använd i processen är 
HbsAg, HIV Ak och HCV-Ak negativ (se kitetikett eller flasketikett). 

- Stopplösningen (svavelsyra) kan irritera huden. Om du skulle få syra i ögonen, skölj omgående med 
mycket vatten och uppsök läkare! 

- Reagenserna innehåller delvis konserveringsmedel (merthiolat). Förtär inte! Undvik hud och 
slemhinnekontakt ! 

STABILITET OCH LAGRING 
Alla i förpackningen innehållna komponenter är hållbara till det tryckta förfallodatumet. Komponenternas 
hållbarhet efter öppning, rekonstitution resp. spädning kan hämtas från följande tabell. 
Om nödvändigt, kan prover, kontroller och kalibratorer frysas och tinas upp till fem gånger. Men 
framställning av passande rekommenderas. 
Material/reagens 
 Tillstånd Lagring Stabilitet 

Kalibratorer, 
Kontrollplasman 

efter rekonstitution: 
Rumstemperatur 

-20 °C 
8 timmar 

6 månader  

ELISA-testremsor efter öppning 2...8 °C med adhesiv film i 
aluminiumpåse med torkmedel Förfallodatum 

Tvättbuffertkoncentrat efter öppning 2...8 °C 6 månader 

Tvättbuffert 1+11,5 
koncentratsspädning 2...8 °C 3 veckor 

Inkubationsbuffert efter öppning 2...8 °C 2 månader 

Konjugat efter öppning 2...8 °C 6 månader 
Användarlösning Rumstemperatur 60 minuter 

Kromogensubstrat efter öppning 2...8 °C Förfallodatum 
 

TESTPROCEDUR 
 

PREPARERING AV REAGENSER 
 

Provmaterial: Plasma 
Plasmaseparation: Blanda 9 delar venöst blod  med 1 del natriumcitratlösning (0,11 mol/L) och 
centrifugera i 15 minuter vid en RCF av minst 2500 centrifugeringar (DIN 58905). Plasmaproven kan 
förvaras i rumstemperatur i 3 timmar, annars måste provet frysas omgående efter centrifugeringen. 
Hållbarhet  –20°C: 6 månader. 
 

PREPARERING AV REAGENSER 
 

1. Före start av test måste alla testkomponenter ha uppnått rumstemperatur. 
2. Framställning av tvättbuffert: Späd 1 volymenhet tvättbuffertkoncentrat med 11,5 volymenheter 

destillerat vatten (1+11,5). Blanda väl! (Spätt tvättbuffertkoncentrat = tvättbuffert). Eventuella 
kristallinutfällningar löses inom 10 min. vid +37 °C .  

3. Rekonstituera kalibratorer och kontrollplasman: Kalibratorer och kontrollplasman ska rekonstitueras 
med 500 µL destillerat vatten och efter en rekonstitutionstid på 15 minuter blandas i 10 sekunder 
(provblandare). Rekonstituerade komponenter är klara eller lätt grumliga.  

4. Späd kalibratorer, kontrollplasman och prover (1+25): 20 µL prov, 20 µL kalibratorer resp. 20 µL 
kontroller vardera med 500 µL inkubationsbuffert. Blanda i 10 sekunder! 

5. Framställning av konjugatanvändarlösning (1+50): Späd 1 volymenhet konjugat med 50 
volymenheter inkubationsbuffert. 

 

För 8 testfördjupningar: Blanda 20 µL konjugat med 1000 µL inkubationsbuffert. 
 

 

TESTPROCEDUR 
 

PROVINKUBATION 
 (Anvisningar 1,2) 

Pipettera spädda kalibratorer, 
kontrollplasman, prov i 
testfördjupningar. 
Täck testremsor med film 

100 µL 

Inkubera i rumstemperatur 45 minuter 
TVÄTTNING  
(Anvisningar 1,3,4) Tvättbuffert 3x200 µL 

KONJUGATREAKTION 
 (Anvisningar 1,2) 

Pipettera  konjugatanvändarlösning 
i testfördjupningar. Täck testremsor 
med film 

100 µL 

Inkubera i rumstemperatur 45 minuter 
TVÄTTNING  
(Anvisningar 1,3,4) Tvättbuffert 3x200 µL 

SUBSTRATREAKTION 
(Anvisningar 1,2) 

Pipettera substratlösning i 
testfördjupningar 
Täck testremsor med ny film 

100 µL 

Inkubera i rumstemperatur  15 minuter 

STOPP (Anvisningar 1,2) Pipettera stopplösning i 
testfördjupningar  100 µL 

MÄTNING (Anvisning 5) ELISA-Reader, 450nm 
10 sek. Skaka, 

mätning inom 10 
minuter 

 

Rumstemperatur: +20...25 °C 
 

Anvisning 
1. Reagenser från olika satser får inte kombineras. 
2. Precision och återfinning beror uteslutande bl.a. av följande faktorer: 
• God genomblandning av alla spädningssatser, 10 sek. på provblandare. 
• Genomföring av dubbelbestämningar. 
• Inkubation vid korrekt temperatur. 
• Noggrant iakttagande av pipetteringsserieföljd och tidstakt: 
• Den angivna tiden för provinkubation, konjugat- och substratreaktion startar efter pipettering av det 

sista provet. Inkubationstiderna ska inte variera mer än ± 10 % . 
• Vid provinkubation och konjugatreaktion får tiden för pipettering av de utspädda 

kalibratorerna/proverna/kontrollplasman resp. konjugatlösning ínte överstiga 60 sek. per ELISA-
testremsa (8 fördjupningar). 

• Vid substratreaktion och vid stopp får pipetteringstiden för substratet resp. stopplösningen inte 
överskrida 10 sek. per ELISA-testremsa. Korta pipetteringstider erhålls genom användning av 
flerkanal resp. dispenspipettering. 

3. Markera testremsor med vattenfast penna, om de skulle falla ur hållaren under testen. 
4.  Efter det sista tvättförfarandet måste testfördjupningarna sugas torra och vändas upp ner och 

placeras på ett läskpapper. 
5.  Genom att mäta våglängdsskillnaden vid 450 nm och 620 nm (eller 690nm) förhöjs precisionen av 

testet. 
6.   Skaka 10 sekunder, mäta inom 10 minuter. 
  
 

BEGRÄNSNING FÖR TEST 
 

Reducerade nivåer av vWF:CBA är associerade med blodgrupp 0. 
vWF:CBA påverkas också av fysiskt arbete, havandeskap (av p-piller), etnisk tillhörighet och genom 
ökning av antigen med åldern. 
 

ANALYSRESULTAT 
 

BERÄKNING AV RESULTATEN 
Framställning av referenskurva:X-axel: Koncentration vWF:CBA IU/mL   (1 IU/mL = 100 %) 

  Y-axel: Extinktion 
Referenskruvan är linjär-linjär, värdena är peka till punkt eller med „ cubic spline“ 

 

Bedömning av referenskurva 
Giltigheten av testet kan kontrolleras på bas av de kalkylerade kontrollvärdena 
 

Exempel på en standardkurva: 
 

 
 

Koncentrationsbestämning av proverna 
 

• Avläs provkoncentrationerna på referenskurvan. 
• Skulle extinktionsvärdet av ett prov ligga högre än den högsta standarden, så måste provet 

förspädas  med inkubationsbuffert (1+1). Den uppmätta koncentrationen ska sedan 
multipliceras med spädningsfaktor 2. 

 

REFERENSOMRÅDE 
Normalområdet för vWF:CBA ligger emellan 0,4 – 2,5 IU/mL (40-250 %) (Fig 1). Det rekommenderas 
att varje laboratorium fastställer sitt eget normalområde. 
 

STANDARDISERING 
Det använda kalibreringsmaterialet är det av WHO International Standard för blodkoaguleringsfaktor 
VIII och vWF i human plasma. 
 

METODDATA 
 

Metodnoggranhet framgår av nedanstående. Resultaten från individuella laboratorier kan utfalla olika 
 

PRECISION 
 

Reproducerbarheten bestämdes med olika prover (innom serier och dag till dag) 
Nedanstående resultat erhölls: 
 

 Intra assay Inter assay 
 Prov 1 Prov 2 Prov 1 Prov 2 
N 24 24 10 10 
Mean (IU/mL) 1,372 1,630 1,366 0,306 
SD (IU/mL) 0,020 0,029 0,074 0,013 
CV (%) 1,47 % 1,75 % 5,39 % 4,13 % 

 
JÄMFÖRELSE AV METODER ELLER KORRELATION 
  

TECHNOZYM vWF:CBA (Technoclone) var korrelerad med två analyser som mäter 113 prover (24 
prover av normal individer och 89 prover av patienter med Von Willebrands sjukdom klassificeras som 
typ 1(n = 26), typ 2A/2B (n=11), typ 2M (n=45), typ 2N (n=4) och typ 3 (n=3)). 
Med Asserachrom vWF:CB av Stago (med hjälp av mänskligt kollagen typ III) en correlation på r=0,98, 
lutning = 0,90 observerades. Med Collagen analys från Life Diagnostics (användning av hästkollagen 
95 % av typ I, 5 %typ III), en korrelation på r = 0,99, lutning = 0,95 observerades. 
 

ANALYSENS INTERVAL: 
  

0,01 till 1,70 IU /mL  
Men den effektiva räckvidden av varje testkörning kommer att bero på det analyserade värdet från 
calibrator.1. 
 

DETEKTIONSGRÄNS: 
  

0,01 IU/mL 
 
 

LITTERATUR 
1) Blood 69; 1691 – 1695, 1987. The effect of ABO blood group on the diagnosis of vWD. Gill et al. 
2) Thromb Haemost 2000; 83: 127 – 35. Collagen Binding Assay for von Willebrand Factor (VWF:CBA) Detection 

of VWD and discrimination of VWD Subtypes, Depends on Collagen Source. E J Favaloro 
3) Haemophilia (Suppl. 3), 1998, 15 – 24. The determination of von Willebrand factor activity by collagen binding 
assay.  Siekmann et al. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



3 / 7 
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PRODUKTBESKRIVELSE 
 

ANVENDELSE 
 

Von Willebrand Faktor (vWF) er et stort, multifunktionelt glykoprotein med en nøgleposition i den 
primære hæmostase. Den findes i multimeter struktur, og den har flere funktioner:  
• Den er bæreproteinet for faktor VIII i plasma; den danner et kompleks og beskytter således faktor 

VIII mod for tidlig proteolytisk nedbrydning.  
• Den formidler blodplade-aggregation ved tilknytning til blodplade-membranreceptorer  
      (GP Ib GP IIb/IIIa) efter foregående blodpladeaktivering.  
• Den spiller en rolle ved den primære hæmostase ved formidling af blodpladeadhæsion til 

subendothel (skadet karvæg).  
Ved karakterisering af de adhæsive egenskaber undersøges normalt blodplade-aggregationen  
(målesystem = ristocetinafhængig blodplade-aggregation). Denne genspejler dog ikke vWF‘s 
fysiologiske situation og funktion.  
Til bestemmelse af vWF‘s adhæsive egenskaber benytter man vWF‘s binding til collager. Bestemmelse 
af en vWF-collage binding svarer til den fysiologiske funktion af vWF.  
 

SAMMENSÆTNING 
 

1. ELISA-teststrimmel (12): hver med 8 testfordybninger; belagt med humane collager type III; 
emballeret med tørmiddel i aluminiumpose.  
2. Vaskebufferkoncentrat: (PBS; pH 7,3); detergentholdigt; 0,01 % merthiolat; 1flaske; 80 mL. 
3. Inkubationsbuffer: (PBS; pH 7,3); farvet indeholder stabilisatorprotein; 0,05 % proclin; 
1 flaske; 90 mL; færdig til brug. 
4. Kalibratorer (standards): nummereret; lyofiliseret; en flaske hver 
De lotafhængige koncentrationer tages fra etiketten på flasken ! 
5. Kontrolplasmaer “high level” og “low level” til kontrol for korrekthed; lyofiliseret; en flaske hver. 
De lotafhængige koncentrationer tages fra etiketten på flasken ! 
6. Konjugat: polyklonal anti-vWF-POX; farvet blåt; 1 flaske; 0,3 mL 
7. Kromogen substrat: TMB (tetramethylbenzidin) 1 flaske, 12 mL, færdig til brug 
8. Stop-opløsning: svovlsyre 0,45 mol/l; 1 flaske; 12 mL, færdig til brug 
9. Klisterfolie: for ELISA-teststrimler, 2 stk. 
 

NØDVENDIGT MATERIALE (ikke indeholdt i testkit) 
1. Aqua dest 
2. Pipetter til fortynding af standarder og prøver 
3. Målecylinder (1000 mL) 
4. Præcisionspipetter (10, 100 und 1000 µL) 
5. Variabel pipette (1000 µL) 
6. Flerekanal- hhv. dispenseringspipetter (100 und 200 µL) 
7. ELISA-vaskeapparat eller flerkanalpipette 
8. ELISA-reader med 450 nm filter (og 620 nm referencefilter hvis til rådighed) 
 

ADVARSLER OG FORSIGTIGHEDSFORANSTALTNINGER 
- Alle humane blod- hhv. plasmaprodukterne og prøverne skal betragtes som potentiel infektiøse og 

skal behandles med den nødvendige omhu og i overensstemmelse med sikkerhedsforskrifterne; 
produkterne skal bortskaffes på samme måde som hospitalsaffald.  Kalibratorerne og 
kontrolplasmaerne, som er fremstillet af human blod, og hvert dertil anvendte enkelt plasma er 
HbsAg, HIV Ak og HCV-Ak negativ (se etiketten udenpå hhv. på flasken). 

- Stop-opløsning (svovlsyre) kan føre til hudirritationer. Skulle syren komme i øjnene, skal man straks 
skylle efter med rigelig vand og konsultere en læge !  

- Reagenserne indeholder delvis konserveringsmidler (merthiolat). Må ikke synkes ! Kontakt med hud 
eller slimhinder skal undgås ! 

 

OPBEVARING OG STABILITET 
Alle komponenterne i pakningen er holdbare til den påtrykte udløbsdato. Komponenternes holdbarhed 
efter åbning, rekonstitution hhv. fortynding er anført på følgende tabel.  
Hvis nødvendigt, kan prøver, kontrolplasmaer og kalibratorer nedfryses og optøs igen op til fem gange, 
fremstilling af egnede aliquots er dog mere anbefalelsesværdig.  
 

Materiale/reagens 
 

Tilstand Opbevaring Stabilitet 
Kalibratorer, 
Kontrollplasmaer 
 

Efter rekonstitution 
Rumtemperatur 

-20 °C 
8 timer 

6 måneder 

ELISA-Teststrimler efter åbning 2...8 °C med klisterfolie i 
alupose med tørmiddel udløbsdato 

Vaskebuffer-koncentrat efter åbning 2...8 °C 6 måneder 

Vaskebuffer 1+11,5 fortynding af 
koncentratet 2...8 °C 3 uger 

Inkubationsbuffer efter åbning 2...8 °C 2 måneder 

Konjugat 
efter åbning 2...8 °C 6 måneder 

Brugsopløsning rumtemperatur 60 minutter 
Kromogen substrat efter åbning 2...8 °C udløbsdato 

 

TEST PROCEDURE 
 

FORBEREDELSE AF PLASMA PRØVERNE 
 

Prøvemateriale: Plasma 
Plasma indvinding: 9 dele veneblod blandes med 1 del natrium-citratopløsning (0,11 mol/L) og 
centrifugeres i 15 min ved en RCF på min. 2500 (DIN 58905). Plasmaprøven kan opbevares i 3 timer 
ved rumtemperatur, ellers skal prøven nedfryses straks efter centrifugering. Holdbarhed –20 °C: 6 
måneder. 
 

FORBEREDELSE AF REAGENSET 
 

1. Før man begynder med testen, skal alle nødvendige testkomponenter bringes på rumtemperatur.  
2. Fremstilling af vaskebuffer: 1 volumendel vaskebufferkoncentrat fortyndes med 11,5 volumendele 

aqua dest. (1+11,5). Blandes godt ! (Fortyndet vaskebufferkoncentrat = vaskebuffer). Eventuelle 
krystalliske aflejringer opløses ved +37 °C indenfor 10 min.  

3. Rekonstituering af kalibratorer og kontrolplasmaer: Kalibratorerne og kontrolplasmaerne 
rekonstitueres med 500 µL Aqua dest. og blandes i 10 sekunder (prøveblander) efter en 
rekonstitutionstid på 15 minutter. Rekonstituerede komponenter er klar til let uklar.  

4. Fortynding af kalibratorer, kontrolplasmaer og prøver (1+25): 20 µL prøve, 20 µL kalibratorer hhv. 20 
µL kontrolplasmaer fortyndes hver med 500 µl inkubationsbuffer. Blandes i 10 sekunder! 

5. Fremstilling af konjugatbrugs-opløsning (1+50): 1 volumendel konjugat fortyndes med 50 
volumendele inkubationsbuffer. 

 

TESTMETODE 
 

PRØVEINKUBATION 
(henvisninger 1,2) 

Fortyndte kalibratorer, 
kontrolplasmaer, prøver pipetteres i 
testfordybninger. 
Teststrimmel dækkes med folie  

100 µl 

Inkuberes ved rumtemperatur  45 minutter 
VASKE (henvisninger 1,3,4) Vaskebuffer 3x200 µl 

KONJUGATREAKTION 
(henvisning 1,2) 

Konjugatbrugs-opløsning pipetteres i 
testfordybninger.  Teststrimmel dækkes 
med folie 

100 µl 

Inkuberes ved rumtemperatur 45 minutter 

VASKE (henvisninger 1,3,4) Vaskebuffer 3x200 µl 

SUBSTRATREAKTION 
(henvisninger 1,2) 

Substratopløsning pipetteres i 
testfordybninger. 
Teststrimmel dækkes med folie 

100 µl 

Inkuberes ved rumtemperatur 15 minutter 

STOP (henvisninger 1,2) Stop-opløsning pipetteres i 
testfordybninger  100 µl 

MÅLE (henvisning 5) ELISA-Reader, 450nm 
Rystes i 10 sek., 

måling indenfor 10 
minutter  

 

Rumtemperatur: +20...25 °C 
 

 

Henvisninger 
1.   Reagenser fra forskellige lots må ikke kombineres.  
2.   Præcision og genfinding afhænger afgørende af bl.a. følgende faktorer:  
• God gennemblanding af alle fortyndingssubstanser, 10 sek. på prøveblander. 
• Gennemførelse af dobbeltbestemmelser. 
• Inkubation ved den korrekte temperatur. 
• Nøje overholdelse af  pipetteringsrækkefølgen og tidselementet. 
• Den angivne tid for prøveinkubation, konjugat- og substratreaktion tages efter pipettering af den 

sidste prøve. Inkubationstider må ikke varieres med mere end  ± 10 %. 
• Ved prøveinkubation og konjugatreaktion må tiden for pipettering af de fortyndede kalibratorer/ 

prøver/ kontrolplasmaer hhv. konjugat-opløsning ikke overskride 60 sek. pr. ELISA-teststrimmel (8 
fordybninger).  

• Ved substratreaktion og ved stop må pipetteringstiden for substrat- hhv. stop-opløsning ikke 
overskride 10 sek. pr. ELISA teststrimmel. Korte pipetteringstider opnås ved anvendelse af 
flerekanal- hhv. dispenseringspipetter.  

3. Teststrimler markeres med vandfast stift, hvis de under test ved en fejltagelse skulle falde ud af 
holderen.  

4.  Efter den sidste vaskeproces skal testfordybningerne suges tom og bankes ud på trækpapir.  
5.  Ved differencebølgelængdemåling ved 450 nm og 620 nm (eller 690 nm) øges testens præcision. 
6.    Ryst 10 sek., Måle inden for 10 minutter. 
  
 

BEGRÆNSNING AF TESTGENNEMFØRING  
 

Formindsket spejl af  vWF:CBA er associeret med blodtype 0. 
vWF:CBA er også påvirket af fysisk arbejde, graviditet (ved orale kontraceptiver), etnisk tilhørsforhold 
og ved den aldersbetingede antigenforøgelse.  
 

ANALYSERESULTATER 
 

BEREGNING AF RESULTATERNE 
Fremstilling af referencekurve:X-akse: Koncentration vWF:CBA IU/ml   (1 IU/ml = 100 %) 

Y-akse: Ekstinktion 
Referencekurve er lineær-lineær, værdier er pege i retning af pege eller med  „cubic spline“ 

 

Vurdering af referencekurven 
Testens gyldighed kan kontrolleres på basis af de fastsatte kontrolværdier.  
 

Eksempel for en standardkurve: 
 

 
 

Koncentrationsbestemmelser af prøverne 
 

• Koncentrationer af prøverne aflæses på referencekurven. 
• Skulle ekstinktionsværdien af en prøve ligge højere end værdien af den højeste standard, skal 

prøven fortyndes med inkubationsbuffer (1+1). Den fastsatte koncentration multipliceres i dette 
tilfælde med fortyndingsfaktor 2.  

 

REFERENCEOMRÅDER 
Normalområdet for vWF:CBA ligger mellem 0,4 – 2,5 IU/mL (40-250 %) (Fig 1). Det anbefales, at hvert 
laboratorium bestemmer sit eget normalområde.  
 

STANDARDISERING 
Det anvendte kalibreringsmateriale er WHO international standard for koaguleringsfaktor  VIII og vWF i 
human plasma. 
 
PRÆSTATIONSKARAKTERISTIKA  
 

Performance data er nedenfor. Resultater opnået i de enkelte laboratorier kan variere. 
  

PRÆCISION 
 

Reproducerbarhed blev bestemt med forskellige prøver (i serie og dag til dag).  
Følgende resultater blev opnået: 
 

 Intra assay Inter assay 
 prøve 1 prøve 2 prøve 1 prøve 2 
N 24 24 10 10 
Mean (IU/mL) 1,372 1,630 1,366 0,306 
SD (IU/mL) 0,020 0,029 0,074 0,013 
CV (%) 1,47 % 1,75 % 5,39 % 4,13 % 

 
SAMMENLIGNING AF METODER ELLER KORRELATION 
  

TECHNOZYM vWF:CBA (Technoclone) blev korreleret med to tests, der måler 113 prøver (24 prøver 
af normale individer og 89 prøver af Von Willebrands sygdom er klassificeret som type 1 (n=26), type 
2A/2B (n=11), type 2M (n = 45), type 2N (n=4) og type 3 (n = 3)).  
Med Asserachrom vWF: CB af Stago (ved hjælp af humane kollagen type III), en correlation af r=0,98, 
hældning = 0,90 blev observeret. Med Kollagen analyse fra Life Diagnostics (ved hjælp af heste 
collagen 95 % af type I, 5 % type III), en correlation af r=0,99, hældningen = 0,95 blev observeret. 
 

ASSAYOMRÂDET: 
  

0,01 til 1,70 IU/mL 
Men den effektive rækkevidde af hver prøvekørsel vil afhænge af de analyserede værdi fra calibrator 1. 
 

DETEKTIONSGRÆNSE: 
  

0,01 IU/mL 
 
 

LITERATUR 
1) Blood 69; 1691 – 1695, 1987. The effect of ABO blood group on the diagnosis of vWD. Gill et al. 
2) Thromb Haemost 2000; 83: 127 – 35. Collagen Binding Assay for von Willebrand Factor (VWF:CBA) Detection 

of VWD and discrimination of VWD Subtypes, Depends on Collagen Source. E J Favaloro 
3) Haemophilia (Suppl. 3), 1998, 15 – 24. The determination of von Willebrand factor activity by collagen binding 
assay.  Siekmann et al. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

For 8 testfordybninger: 20 µl konjugat blandes med 1000 µl inkubationsbuffer. 
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TECHNOZYM® vWF:CBA ELISA     NO  
 
 

PRODUKTBESKRIVELSE 
 

BRUK 
 

Von Willebrand Faktor (vWF) er et stort, multifunksjonelt glykoprotein som har en viktig stilling i den 
primære hemostase. Det har en multippel struktur med flere funksjoner: 
• Det er bærerproteinet for Faktor VIII i plasmaet, det danner et kompleks og beskytter dermed 

Faktor VIII mot tidlig proteolytisk nedbryting. 
• Det opptrer som formidler for blodplateaggregasjon ved å hefte seg på platemembranreseptorene 

(GP Ib GP IIb/IIIa) etter forutgående plateaktivering.  
• Det spiller en rolle i den primære hemostase ved å formidle adhesjon av blodplater til subendotel 

(skadet karvegg). 
Ved karakteriseringen av de adhesive egenskapene undersøkes vanligvis blodplateaggregasjonen 
(målesystem = ristocetinavhengig plateaggregasjon). Denne gjenspeiler dog ikke vWFs fysiologiske 
situasjon og funksjon. For å bestemme vWFs adhesive egenskaper benytter man sWFs bindeevne til 
kollagen. Bestemmingen av en vWF-collagen binding tilsvarer vWFs fysiologiske funksjon. 
 

SAMMENSETNING 
 

1. ELISA-teststrips (12): hver enkelt har 8 fordypninger; belegg av humancollagen type III; pakket med 
tørkemiddel i aluminiumspose. 
2. Vaskebufferkonsentrat: (PBS; pH 7,3); inneholder detergent; 0,01 % merthiolat; 1 flaske; 80 ml. 
3. Inkubasjonsbuffer: (PBS; pH 7,3); farget inneholder stabilisatorprotein; 0,05 % proclin;  
1 flaske; 90 ml; klar til bruk 
4. Kalibratorer (standards): nummerert; lyofilisert; en flaske av hver. 
Konsentrasjonene er lot-avhengige, se flaskeetikettene! 
5. Kontrollplasma “high level” og “low level”: til kontroll; lyofilisert; en flaske av hver. 
Konsentrasjonene er lot-avhengige, se flaskeetikettene! 
6. Konjugat: polyklonal anti-vWF-POX; blåfarget; 1 flaske; 0,3 ml 
7. Kromogent substrat: TMB (tetrametylbenzidin) 1 flaske, 12 ml, klar til bruk 
8. Stoppløsning: svovelsyre 0,45 mol/l; 1 flaske; 12 ml, klar til bruk 
9. Selvklebende folier: til ELISA-teststrips, 2 stk. 
 

NØDVENDIG MATERIALE (ikke inkludert i testsettet) 
1. Aqua dest 
2. Testrør til fortynning av standarder og prøver 
3. Målesylinder (1000ml) 
4. Presisjonspipetter (10, 100 og 1000 µl) 
5. Variabel pipette (1000µl) 
6. Flerkanal- hhv. dispenserpipette (100 og 200 µl) 
7. ELISA-skylleapparat eller flerkanalpipette 
8. ELISA-Reader med 450 nm filter (og 620 nm referansefilter om tilgjengelig) 
9. Inkubator (37°C) 
 

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER - Alle blod- hhv. plasmaprodukter og prøver er å betrakte som potensielt infeksiøse. De må behandles 
med nødvendig forsiktighet og i henhold til sikkerhetsforskriftene, og de skal deponeres som 
sykehusavfall. Kalibratorene og kontrollene, fremstilt  av humant blod, og hver enkelt plasma til denne 
bruk, er HbsAg, HIV Ak og HCV Ak negativ (se etikett på utsiden og flaskeetikett). 

- Stoppløsningen (svovelsyre) kan irritere huden. Ved kontakt med øynene: skyll grundig med mye 
vann og kontakt lege! - Reagensene inneholder delvis konserveringsmidler (merthiolat). Må ikke svelges! Unngå kontakt med 
hud eller slimhinner! 

 

OPPBEVARING OG STABILITET 
Alle komponentene i pakken er holdbare til påtrykt forfallsdato. Komponentenes holdbarhet etter 
åpning, rekonstitusjon eller fortynning kan avleses i tabellen. 
Om nødvendig kan prøver, kontroller og kalibratorer fryses ned og tines opp inntil fem ganger, men 
framstilling av egnede alikvoter anbefales. 
.Material/Reagens 
 

Tilstand Oppbevaring Stabilitet 
Kalibratorer,  
kontrollplasma 
 

etter rekonstitusjon Romtemperatur 
-20 °C 

8 timer 
6 måneder 

ELISA-teststips etter åpning 
2...8 °C med klebefolie i 
aluminiumspose med 

tørkemiddel 
Forfallsdato 

Vaskebuffer-konsentrat etter åpning 2...8 °C 6 måneder 

Vaskebuffer 1+11,5  konsentrat-
fortynning 2...8 °C 3 uker 

Inkubasjonsbuffer etter åpning 2...8 °C 2 måneder 

Konjugat 
etter åpning 2...8 °C 6 måneder 
bruksløsning Romtemperatur 60 minutter 

Kromogent substrat etter åpning 2...8 °C Forfallsdato 
 

TESTPROSEDYRE 
 

FORBEREDELSE AV PLASMAPRØVER 
 

Prøvemateriale: Plasma 
Framstilling av plasma:Bland 9 deler veneblod  med 1 del natriumsitratløsning (0,11 mol/l) og 
sentrifuger i 15 min. ved en RCF på minst 2500 (DIN 58905). Plasmaprøven kan oppbevares i 3 timer 
ved romtemperatur, ellers bør den fryses ned rett etter sentrifugering. Holdbarhet ved –20 °C:  
6 måneder. 
 

FORBEREDELSE AV REAGENSEN 
 

1. Før teststart må alle nødvendige testkomponenter ha oppnådd romtemperatur. 
2. Framstilling av vaskebuffer: fortynn 1 volumdel vaskebufferkonsentrat med 11,5 volumdeler destillert 

vann (1+11,5). Bland godt! (Fortynnet vaskebuffer konsentrat = vaskebuffer) Eventuelle krystallinsk 
bunnfall løses opp i løpet  av 10 min. ved +37°C.  

3. Rekonstitusjon av kalibratorene og kontrollplasma: kalibratorene og kontrollplasma rekontstiueres 
med 500 µl. dest. vann og blandes i 10 sekunder etter en rekonstitusjonstid på 15 minutter. 
(Prøvemixer). Rekonstituerte komponenter er klare til lett blakkede. 

4. Fortynn kalibratorer, kontroll plasmaer og prøver (1+ 25): 20 µL prøver, 20 µL kalibratorer og / eller 
20 µL kontroller med 500 µL hver av inkubasjon buffer. Bland i 10 sekunder! 

5. Framstilling av konjugatbruksløsning (1+50): fortynn 1 volumdel konjugat med 50 volumdeler 
inkubasjonsbuffer. 

 

TESTPROSEDYRE 
 

PRØVEINKUBASJON 
(referanse 1,2) 

Fortynnede kalibratorer, 
kontrollplasma, prøver  pipetteres i 
testfordypningene. 
Teststrips dekkes til med folie 

100 µl 

Inkuberes ved romtemperatur  45 minutter 
VASKING (referanse 1,3,4) Vaskebuffer 3x200 µl 

KONJUGATREAKSJON 
(referanse 1,2) 

Konjugatbruksløsningen pipetteres 
i testfordypningene. Teststrips dekkes 
til med folie 

100 µl 

Inkuberes ved romtemperatur 45 minutter 
VASKING (referanse 1,3,4) Vaskebuffer 3x200 µl 

SUBSTRATREAKSJON 
(referanse 1,2) 

Substratløsningen pipetteres i 
testfordypningene.  
Teststrips dekkes til med folie 

100 µl 

Inkuberes ved romtemperatur 15 minutter 

STOPPE (referanse 1,2) Stoppløsningen pipetteres i 
testfordypningene. 100 µl 

MÅLING (referanse 5) ELISA-Reader, 450nm Rist i 10 sek., måles 
i løpet av 10 minutter 

Romtemperatur: +20...25 °C 

 
Merk 
1.   Reagenser fra forskjellige lots skal ikke kombineres. 
2. Presisjon og gjenfinning avhenger bl.a. av følgende faktorer: 
• Grundig blanding av alle løsningssubstanser, 10 sek. Prøvemixer. 
• Gjennomføring av dobbeltbestemmelser. 
• Inkubering ved korrekt temperatur. 
• Nøye overholdelse av rekkefølgen ved pipettering og av de angitte tidene : 
• Tid for prøveinkubasjon, konjugat- og substratreaksjon starter etter pipettering av den siste prøven. 

Inkubasjonstidene bør ikke variere mer enn ± 10 %. 
• Under prøveinkubasjon og konjugatreaksjon må tiden for pipettering av de fortynnede kalibratorene 

/ prøvene / kontrollplasmaene hhv. konjugatløsningen ikke overskride 60 sek. pr. ELISA-teststrip (8 
fordypninger). 

● Under substratreaksjon og ved stopp må pipetteringstiden for substrat- hhv. stoppløsningen ikke 
overskride 10 sek. pr. ELISA-teststrip. Korte pipetteringstider oppnås ved bruk av flerkanal- eller 
dispenserpipetter. 

3. Merk teststripene med vannfast penn i tilfelle de skulle falle ut av rammen under testing. 
4.  Etter siste vasking må testfordypningene suges tomme og bankes ut på absorberende papir. 
5.  Måling av differansen i bølgelengde ved 450 nm og 620 nm (eller 690 nm) øker presisjonen av 

testen. 
6.    Rist 10 sek., Måle innen 10 minutter. 
  
 

TESTINNSKRENKNINGER 
 

Redusert vWF:CBA nivå er knyttet til blodtype 0. 
Fysisk arbeid, svangerskap, orale prevensjonsmidler, etnisk tilknytning og aldersbetinget økning av 
antigen har innflytelse på vWF:CBA.  
 

ANALYSERESULTATER 
 

BEREGNING AV RESULTATENE 
Sett opp referansekurven: X-akse: Konsentrasjon vWF:CBA IU/ml   (1 IU/ml = 100 %) 

Y-akse: ekstinksjon 
Referansekurven er lilneær-lineær, verdiene er punkt mot punkt eller med „ cubic spline“ 

 

Evaluering av referansekurven 
De kalkulerte kontrollverdiene kan tjene som grunnlag for en overprøving av testen 
 

Eksempel på standardkuve: 
 

 
 

Konsentrasjonsmåling av prøvene  
 

• Konsentrasjonen av prøvene avleses på referansekurven. 
• Skulle en prøves ekstinksjonsverdi ligge over den høyeste standarden, må prøven forfortynnes 

med inkubasjonsbuffer (1+1). I dette tilfelle mulitpliseres den målte konsentrasjonen med 
fortynningsfaktor 2 

 

REFERANSEOMRÅDER 
Normalområde for vWF:CBA ligger mellom  0,4 – 2,5 IU/mL (40-250 %) (Fig 1). Det anbefales at hvert 
laboratorium bestemmer et eget normalområde. 
 

STANDARDISERING 
Det anvendte kalibrasjonsmaterialet er WHO International Standard for koagulasjonsfaktor VIII og  vWF 
i humant plasma. 
 

PERFORMANCE CHARACTERISTICS 
 

Nedunder vises performance data. Resultat oppnådd I de enkelte laboratorier kan variere. 
 

NØYAKTIGHET 
 

Reproduserbarhet ble bestemt med forskjellige prøver (i serier og dag till dag). 
De følgende resultat ble oppnådd: 
 

 Intra assay Inter assay 
 prøve 1 prøve 2 prøve 1 prøve 2 
N 24 24 10 10 
Mean (IU/mL) 1,372 1,630 1,366 0,306 
SD (IU/mL) 0,020 0,029 0,074 0,013 
CV (%) 1,47 % 1,75 % 5,39 % 4,13 % 

 

SAMMENLIGNING AV METODER ELLER KORRELASJON 
  

TECHNOZYM vWF:CBA (Technoclone) ble korrelert med to tester som måler 113 prøver (24 prøver av 
normale individer og 89 prøver avpasienter med Von Willebrands sykdom er klassifisert som type 1 
(n=26),type 2A/2B (n=11), type 2M (n=45), type 2N (n=4) og type 3 (n=3)).  
Med Asserachrom vWF:CB av Stago (ved hjelp av menneskelig kollagentype III), en korrelasjon på 
r=0,98 helling = 0.90 ble observert.Med Kollagen analyse fra Life Diagnostics (ved hjelp av 
hesteslektenkollagen 95 % av type I , og 5 % type III), en korrelasjon på r=0,99, helling =0,95 ble 
observert. 
 

ASSAY OMRÅDE: 
  

0,01 til 1,70 IU/ml 
Men den effektive rekkevidden av hvert testløp vil avhenge av analysert verdi fra calibrator 1. 
 

DETEKSJONSGRENSEN: 
  

0,01 IU/mL 
 

LITTERATUR 
1) Blood 69; 1691 – 1695, 1987. The effect of ABO blood group on the diagnosis of vWD. Gill et al. 
2) Thromb Haemost 2000; 83: 127 – 35. Collagen Binding Assay for von Willebrand Factor (VWF:CBA) Detection 

of VWD and discrimination of VWD Subtypes, Depends on Collagen Source. E J Favaloro 
3) Haemophilia (Suppl. 3), 1998, 15 – 24. The determination of von Willebrand factor activity by collagen binding 
assay.  Siekmann et al. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

For 8 testfordypninger: bland  20 µl konjugat med 1000 µl inkubasjonsbuffer. 
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TECHNOZYM®  vWF:CBA ELISA                                     PL  
 

 

OPIS PRODUKTU 
 

ZAMIERZONE ZASTOSOWANIE 
 

Czynnik von Willebranda (vWF) jest dużą, wielofunkcyjną glikoproteiną, zajmującą kluczową pozycję w 
pierwotnej hemostazie. Ma wieloraką strukturę i kilka funkcji: 
- Jest białkiem nośnikowym dla czynnika VIII w osoczu; tworzy kompleks i w ten sposób chroni 

czynnik VIII przed wczesnym rozkładem proteolitycznym. 
- Działa jako mediator agregacji płytek krwi poprzez przyłączanie się do receptorów błonowych 

płytek krwi (GP Ib i GP lIb/IIIa) po wcześniejszej aktywacji płytek krwi. 
- Odgrywa rolę w pierwotnej hemostazie, działając jako mediator między przylegającymi płytkami 

krwi a podśródbłonkiem (uszkodzoną ścianą naczynia). 
Aby przeanalizować właściwości adhezyjne, z reguły mierzy się agregację płytek krwi (system 
pomiarowy = agregacja płytek krwi zależna od rystocetyny). Nie odzwierciedla to jednak warunków 
fizjologicznych ani funkcji vWF. W celu określenia właściwości adhezyjnych vWF, jego zdolność 
wiązania z kolagenem służy jako parametr, który odpowiada fizjologicznej funkcji vWF. 
 

SKŁAD 
 

1. Paski testowe ELISA (12) z 8 dołkami każdy, pokryte ludzkim kolagenem typu III; środek suszący jest 
dostarczany w aluminiowej torebce. 

2. Koncentrat buforu płuczącego: (PBS; pH 7.3); zawierający detergent; 0.01% merthiolate; 1 butelka, 80 mL. 
3. Bufor inkubacyjny: (PBS; pH 7.3); zawiera białko stabilizujące; Proclin 300 i barwnik 1 butelka, 90 mL, 

gotowa do użycia. 
4. Kalibratory (Standardy) numerowane; liofilizowane; po 1 butelce.  

Stężenia zależą od partii; należy zapoznać się z etykietą na fiolce. 
5. Plazmy kontrolne "niski poziom" i "wysoki poziom" do celów kontrolnych, liofilizowane; po 1 butelce. Stężenia 

zależą od partii; należy zapoznać się z etykietą na fiolce. 
6. Koniugat poliklonalny Anti-vWF-POX; barwiony na niebiesko; 1 butelka, 0.3 mL. 
7. Chromogen TMB (tetrametylobenzydyna); 1 butelka, 12 mL; gotowy do użycia. 
8. Roztwór zatrzymujący: kwas siarkowy 0.45 mol/L; 1 butelka 12 mL; gotowy do użycia. 
9. Folia samoprzylepna: do pasków testowych ELISA (2). 
 

WYMAGANE MATERIAŁY (ale nie dołączone do zestawu) 
 

1.   Woda destylowana 
2.   Probówki do rozcieńczania wzorca i próbek 
3.   Cylinder miarowy (1000 mL) 
4.   Pipety precyzyjne (10, 100 i 1000 µL) 
5.   Pipeta zmienna (1000 µL) 
6.   Pipety wielokanałowe i/lub dozujące (100 i 200 µL) 
7.   Płuczka ELISA lub pipeta wielokanałowa 
8.   Czytnik ELISA z filtrem 450 nm, z filtrem referencyjnym 620 nm, jeśli jest dostępny. 
 

STABILNOŚĆ I PRZECHOWYWANIE 
 

Wszystkie składniki zawarte w zestawie mogą być używane do upływu wskazanej daty ważności. Stabilność 
składników po otwarciu, rekonstytucji i/lub rozcieńczeniu można wywnioskować z poniższej tabeli: 
W razie potrzeby próbki, kontrole i kalibratory można zamrażać/rozmrażać do 5 razy. Zaleca się jednak 
wykonywanie podwielokrotności. 
 

Materiał/odczynnik Stan Przechowywanie Stabilność 

Kalibratory, plazmy 
kontrolne po rekonstytucji 

temperatura pokojowa 
-20 °C 

8 godzin 
6 miesięcy 

Pasek testowy 
ELISA po otwarciu 

2...8 °C z folią 
samoprzylepną w 
plastikowej torbie ze 
ś dki   

data ważności 

Koncentrat buforu 
płuczącego po otwarciu 2 ...8 °C 6 miesięcy 

Bufor myjący 1+11,5 rozcieńczenie 
koncentratu 2...8 °C 3 tygodnie 

Bufor inkubacyjny po otwarciu 2...8 °C 2 miesiące 

Koniugat 
po otwarciu 2...8 °C 6 miesięcy 

rozwiązanie robocze temperatura pokojowa 60 minut 

Chromogeniczny 
TMB 

po otwarciu 2...8 °C data ważności 
 

PROCEDURA TESTOWA 
 

PRZYGOTOWANIE PRÓBEK 
 

Materiał: plazma 
Uzyskanie osocza: zmieszać 9 części krwi żylnej z 1 częścią roztworu cytrynianu sodu 
(0.11 mol/L) i wirować przez 15 minut z prędkością co najmniej 2500 g (DIN 58905). Próbka 
osocza może być przechowywana przez 3 godziny w temperaturze pokojowej; w przeciwnym 
razie próbka powinna zostać zamrożona natychmiast po odwirowaniu. Stabilny w temperaturze 
-20 °C przez 6 miesięcy. 
 

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKA 
 

1. Przed rozpoczęciem testu wszystkie wymagane komponenty należy doprowadzić do temperatury 
pokojowej. 

2. Przygotowanie buforu płuczącego: Rozcieńczyć 1część objętościową koncentratu buforu 
płuczącego z11.5 częściami objętościowymi wody destylowanej (1+11.5). Dobrze wymieszać! 
(Rozcieńczony koncentrat buforu płuczącego = bufor płuczący). Mogą pojawić się krystaliczne 
osady, które rozpuszczą się w temperaturze 37°C w ciągu 10 minut. 

3. Odtwarzanie kalibratorów i plazm kontrolnych: 
Kalibratory i plazmy kontrolne są rekonstytuowane w 500 µL wody destylowanej i mieszane przez 
10 sekund po czasie rekonstytucji wynoszącym 15 minut (mieszadło typu vortex). Odtworzone 
składniki są klarowne lub lekko mętne.  

4. Rozcieńczanie kalibratorów, plazm kontrolnych i próbek (1+25): Rozcieńczyć 20 µL próbek, 20 µL 
kalibratorów i/lub 20 µL kontroli w 500 µL buforu inkubacyjnego. Mieszać przez 10 sekund! 

5. Przygotowanie roztworu roboczego koniugatu (1+50): Rozcieńczyć 1 część 
na objętość koniugatu z 50 częściami na objętość buforu inkubacyjnego:Dla 8 studzienek 
testowych: Wymieszać 20 µL koniugatu z 1000 µL buforu inkubacyjnego. 

 

WYDAJNOŚĆ TESTU 
 

INKUBACJA PRÓBKI 
(odniesienie 1, 2) 

Odmierzyć pipetą rozcieńczone kalibratory, 
rozcieńczone plazmy kontrolne i rozcieńczone 
próbki do studzienek testowych, przykryć paski 
testowe folią. 

100 µL 

Inkubować w temperaturze pokojowej 45 minut 
MYCIE (odniesienie 1,3,4) Bufor myjący 3 x 200 µL 

REAKCJA SPRZĘŻENIA 
(odniesienie 1,2) 

Odmierzyć pipetą roztwór roboczy koniugatu do 
studzienek, przykryć pasek testowy folią 100 µL 

Inkubować w temperaturze pokojowej 45 minut 
MYCIE (odniesienie 1,3,4) Bufor myjący 3 x 200 µL 

REAKCJA SUBSTRATU 
(odniesienie 1,2) 

Roztwór substratu z pipety 
do studzienek testowych przykryć paski testowe 

 

100 µL 

Inkubować w temperaturze pokojowej 15 minut 
ROZWIĄZANIE STOP  
(odniesienie 1,2) 

Odmierzyć pipetą roztwór zatrzymujący do 
studzienek 100 µL 

POMIAR (odniesienie 5, 6) Czytnik ELISA, 450 nm  
 

Referencje  

1. Nie wolno łączyć odczynników z różnych partii. 
2. Precyzja i wydajność zależą między innymi od następujących czynników: 
• Dokładne wymieszanie wszystkich substancji używanych do rozcieńczania. 
• Testuj kalibratory, kontrole i próbki w duplikatach. 
• Inkubację należy przeprowadzać w odpowiednich temperaturach (temperatura pokojowa wynosi 

20 ... 25 °C). 
• Ścisłe przestrzeganie kolejności pipetowania i wskazanego elementu czasowego: 
• Wskazany czas inkubacji próbki, reakcji koniugatu i substratu rozpoczyna się po odpipetowaniu 

ostatniej próbki. Czasy inkubacji nie powinny różnić się o więcej niż ±10%. 
• Podczas inkubacji próbki i reakcji koniugatu czas pipetowania rozcieńczonych 

kalibratorów/próbek/plazm kontrolnych i/lub roztworów koniugatu nie może przekraczać 60 sekund 
na pasek testowy ELISA (8 dołków). 

• Podczas reakcji substratu i zatrzymywania, czas potrzebny na pipetowanie substratu i/lub roztworu 
zatrzymującego nie może przekraczać 10 sekund na pasek testowy ELISA. Krótki czas 
pipetowania można zapewnić stosując pipety wielokanałowe i dozujące. 

3. Oznaczyć/numerować paski wodoodpornym pisakiem na wypadek, gdyby paski przypadkowo 
wypadły z ramki podczas testowania. 
4. Po ostatnim płukaniu studzienki należy dokładnie odessać, odwrócić do góry dnem i umieścić na 
bibule; delikatnie stukając, należy usunąć ostatnie pozostałości. 
5. Pomiar różnicy długości fal przy 450 i 620 nm lub przy 450 i 690 nm zwiększa precyzję testu. 
6. Wstrząsać 10 sekund, zmierzyć w ciągu 10 minut. 
 

OGRANICZENIA TESTU 
 

Obniżone poziomy vWF:CBA są związane z grupą krwi 0. 
Na vWF:CBA wpływają również ćwiczenia fizyczne, ciąża, stosowanie tabletek antykoncepcyjnych, 
grupa etniczna, a antygen wzrasta wraz z wiekiem. 
 

OSTRZEŻENIA I ŚRODKI OSTROŻNOŚCI 

- Wszystkie produkty z ludzkiej krwi lub osocza, a także próbki należy traktować jako potencjalnie 
zakaźne. Należy obchodzić się z nimi z odpowiednią ostrożnością i przy ścisłym przestrzeganiu 
przepisów bezpieczeństwa. Zasady dotyczące utylizacji są takie same, jak w przypadku utylizacji 
odpadów szpitalnych. 

- Kalibratory i osocza kontrolne są wytwarzane z ludzkiej krwi, a każde pojedyncze osocze biorące 
udział w procedurze jest HBsAg, HIV 1/2 Ab i HCV-Ab-negatywne (patrz etykiety na zestawie i/lub 
butelkach). 

- Roztwór zatrzymujący (kwas siarkowy) może podrażniać skórę. Jeśli kwas dostanie się do oczu, 
należy natychmiast przemyć je wodą i skonsultować się z lekarzem. 

- Odczynniki czasami zawierają środki konserwujące (merthiolate). Uwaga na połknięcie! Unikać 
kontaktu ze skórą lub błonami śluzowymi. 

 
 

WYNIKI ANALIZY 
 

OBLICZANIE WYNIKÓW 
 

Ustawianie krzywej referencyjnej:     
Oś X: Stężenie vWF:CBA IU/ml (1 IU/ mL = 100%) 
Oś Y: Wymieranie 
Wykres jest liniowo-liniowy z punktem do punktu lub sześciennym splajnem 
 

Ocena krzywej referencyjnej 
 

- Ważność testu można sprawdzić na podstawie obliczonych wartości kontrolnych. 
 

Przykład krzywej standardowej. 
 

 
 
 

Pomiar stężenia próbek 
 

- Odczytać stężenie z krzywej referencyjnej. 
- Jeśli istnieją próbki o współczynnikach ekstynkcji wyższych niż najwyższy punkt na krzywej, należy je 

wstępnie rozcieńczyć buforem inkubacyjnym (1+1). Zmierzone stężenie należy następnie pomnożyć 
przez współczynnik rozcieńczenia 2. 

 

ZAKRES ODNIESIENIA 
 

Normalny zakres dla vWF:CBA wynosi od 0.4 do 2,5 IU/mL (40-250%) (ryc. 1).  
Zaleca się, aby poszczególne laboratoria ustaliły swój własny normalny zakres.  
 
 

STANDARYZACJA 
 

Zastosowanym materiałem kalibracyjnym jest międzynarodowy standard WHO dla czynnika 
krzepnięcia krwi VIII i czynnika von Willebranda w osoczu (ludzkim). 
 

CHARAKTERYSTYKA DZIAŁANIA 
 

Poniżej podano dane dotyczące wydajności. Wyniki uzyskane w poszczególnych laboratoriach mogą 
się różnić.  
 

PRECYZJA   
 

Odtwarzalność została określona dla różnych próbek (w serii i dzień po dniu). 
Uzyskano następujące wyniki:  
 

 Test wewnętrzny Test wewnętrzny 
 Próbka 1 Próbka 2 Próbka 1 Próbka 2 
N 24 24 10 10 
Średnia 
(IU/ml) 1.372 1.630 1.366 0.306 
SD (IU/ml) 0.020 0.029 0.074 0.013 
CV (%) 1.47 % 1.75 % 5.39 % 4.13 % 

 

PORÓWNANIE METOD LUB KORELACJI 
 

TECHNOZYM vWF:CBA (Technoclone) został skorelowany z dwoma testami mierzącymi 113 próbek (24 próbki 
osób zdrowych i 89 próbek pacjentów z VWD sklasyfikowanych jako typ 1 (n=26), typ 2A/2B (n=11), typ 2M 
(n=45), typ 2N (n=4) i typ 3 (n=3)).  
W przypadku testu Asserachrom vWF:CB firmy Stago (wykorzystującego ludzki kolagen typu III) zaobserwowano 
korelację r=0.98, nachylenie=0.90. W przypadku testu wiązania kolagenu firmy Life Diagnostics (przy użyciu 
kolagenu końskiego 95% typu I, 5% typu III) zaobserwowano korelację r=0.99, nachylenie = 0.95.  
 

ZAKRES TESTU:  
 

0.01 – 1.70 IU/mL  
Jednak efektywny zakres każdego testu będzie zależał od oznaczonej wartości kalibratora.1.  
 

GRANICA WYKRYWALNOŚCI:  
 

0.01 IU/ mL 
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6 / 7 

 

RU  TECHNOZYM® vWF:CBA ELISA    
 
 

ОПИСАНИЕ ПРОДУКТА 
 

НАЗНАЧЕНИЕ 
 

Фактор фон Виллебранда (vWF) является большим многофункциональным гликопротеином, 
занимающим ключевую позицию в первичном гемостазе. Он имеет сложную структуру с 
различными функциями: 
•   Он является носителем белка для фактора VIII в плазме; он образует комплекс и таким 
образом предохраняет фактор VIII от раннего протеолитического разложения. 
•   Он действует как медиатор в агрегации тромбоцитов включением себя в мембрану 

рецептора тромбоцита (GP Ib и GP lIb/IIIa) вслед за предшествующей активацией 
тромбоцита. 

•   Он принимает участие в первичном гемостазе, действуя как медиатор между 
адгезированными тромбоцитами и субэндотелием (поврежденные стенки сосудов). 

Для анализа адгезивных свойств как правило измеряется агрегация тромбоцитов 
(измерительная система = ристоцетин-зависимая агрегация тромбоцитов). 
Однако, это не отражает ни физиологических установок, ни функции vWF. Для определения 
адгезивных свойств vWF, его способность связываться с коллагеном служит как параметр, 
который соответствует физиологической функции vWF. 
 

СОСТАВ 
 

9. ИФА тест-стрипы (12) по 8 лунок каждый, покрытые человеческим коллагеном Тип III; 
Осушающий агент в алюминиевом пакете. 

10. Концентрат промывочного буфера: (PBS; pH 7.3); содержащий детергент; 0.01 % 
мертиолата; 1 флакон, 80 мл. 

      Инкубационный буфер: (PBS; pH 7.3); содержит белок-стабилизатор; 0,05 % Проклин 
11. ; и краситель 1 флакон, 90 мл, готов к использованию. 
12. Калибраторы (стандарты) пронумерованные; лиофилизованные; 1 флакон каждого.  

Концентрации лот-специфичны; см. наклейки на флаконах. 
13. контрольные плазмы «низкий» и «высокий» уровни для цеоей проверки, лиофилизованные, 1 

флакон кадой. Концентрации лот-специфичны; см. наклейки на флаконах.  
14. Коньюгат поликлональный анти-vWF-пероксидаза; синего цвета; 1 флакон, 0.3 мл. 
15. Хромоген TMB (тетраметилбензидин); 1 флакон, 12 мл; готов к использованию. 
16. Стоп-раствор: серная кислота 0.45 моль/л; 1 флакон 12 мл; готов к использованию. 
9. Адгезивная пленка для ИФА тест-стрипов (2). 
 

ПОТРЕБУЮТСЯ МАТЕРИАЛЫ  (не входят в набор) 
 

1.   Дистиллированная вода 
2.   Тест-пробирки для разведения стандартов и проб 
3.   Мерный цилиндр (1000 мл) 
4.   Прецизионные пипетки (5, 10, 100 и 1000 мкл) 
5.   Варипипетка (1000 мкл) 
6.   Многоканальные пипетки и/или диспенсеры (100 и 200 мкл) 
7.   ИФА-промыватель, или многоканальная питетка 
8.   ИФА ридер с фильтрами 450 и 620 нм  
 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЯ И ПРЕДОСТЕРЕЖЕНИЯ 
 

- Все продукты из человеческой крови или плазмы, а также пробы должны рассматриваться 
как потенциально инфицированные. Обращаться с ними следует осторожно и в строгом 
соответствии с правилами безопасности. Правила утилизации такие же, как для больничных 
отходов.  

- Калибраторы и контрольные плазмы сделаны из человеческой крови и любая 
индивидуальная плазма включенная в процедуру являются отрицательными по HBsAg, HIV 
1/2 Ab и HCV-Ab (см. наклейки на флаконах). Однако, со всеми продуктами из человеческой 
крови следует обращаться, как с потенциально инфицированным материалом.  

- Стоп-раствор (серная кислота) может раздражать кожу. Если кислота попала в глаз, 
немедленно промойте водой и обратитесь к врачу. 

- Реагенты иногда содержат консерванты (мертиолат). Избегайте заглатывания! Избегайте 
контакта с кожей и слизистыми оболочками. 

 

СТАБИЛЬНОСТЬ И ХРАНЕНИЕ 
 

Все компоненты набора могут использоваться до даты, указанной на наклейках. Стабильность 
на борту компонентов после вскрытия, растворения и/или разведения может отличаться от 
указанной в таблице ниже: 
Если необходимо, пробы, контроли и калибраторы могут быть заморожены/разморожены до 5 
раз, но рекомендуется делать аликвоты. 
 

Материал/Реагент Состояние Хранение Стабильность 
Калибраторы, 
контрольные 
плазмы 

После растворения Комнатная температура 
-20 °C 

8 часов 
6 месяцев 

ИФА тест-стрипы После вскрытия 
2...8 °C с адгезивной 
пленкой в пластиковом 
пакете с осушителем  

Срок годности 

Концентрат 
промывочного 
буфера 

После вскрытия 2...8 °C 6 месяцев 

Промывочный 
буфер 

1+11,5 разведение 
концентрата 2...8 °C 3 недели 

Инкубационный 
буфер После вскрытия 2...8 °C 2 месяца 

Коньюгат После вскрытия 2...8 °C 6 месяцев 
Рабочий раствор Комнатная температура 60 минут 

Хромоген TMB После вскрытия 2...8 °C Срок годности 
 

ПРОЦЕДУРА ТЕСТА 
 

ПОДГОТОВКА ПРОБ 
 

Материал: плазма 
Получение плазмы: смешайте 9 частей венозной крови с 1 частью раствора цитрата натрия (0.11 
моль/л) и центрифугируйте 15 минут при минимум 2500 g (DIN 58905). Проба плазмы может 
храниться до 3 часов при комнатной температуре; в противном случае пробу следует заморозить 
немедленно после центрифугирования. Стабильность при -20 °C до 6 месяцев. 
 

ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ 
 

1. Перед запуском тестов все требуемые компоненты должны достигнуть комнатной 
температуры. 

2. Подготовка промывочного буфера: Разбавьте 1 часть концентрата промывочного буфера 11,5 
частями дистиллированной воды (1 + 11,5). Хорошо перемешайте! (Разбавленный концентрат 
промывочного буфера = промывочный буфер). Может быть кристаллический осадок, который 
будет растворяться при +37 °С в течение 10 минут. 

3. Растворение калибраторов и контрольных плазм: Калибраторы и контрольные плазмы 
растворяются в 500 мкл дистиллированной воды и перемешайте 10 секунд после 15 минут 
растворения (на вортексе). Растворенные компоненты прозрачные, или слегка мутные. 

     Разведений калибраторов и контролей не требуется! 
4. Разведение калибраторов, контрольных плазм и проб (1+25): разбавьте 20 мкл проб, 20 мкл 

калибраторов и/или 20 мкл контролей 500 мкл инкубационного буфера. Перемешайте 10 
секунд.. 

5. Подготовка рабочего раствора коньюгата (1 + 50): Разбавьте 1 часть коньюгата 50 частями 
инкубационного буфера. 

 

Для 8 лунок: смешайте 20 мкл коньюгата с 1000 мкл инкубационного буфера. 
 

ВЫПОЛНЕНИЕ ТЕСТА 
 

ИНКУБАЦИЯ ПРОБ 
(ссылки 1, 2) 

Разбавленные калибраторы 
Разбавленные контрольные 
плазмы 
Разбавленные пробы в лунки. 
Закройте стрипы пленкой. 

100 мкл 

Инкубируйте при комнатной 
температуре 45 минут 

ПРОМЫВКА (ссылки 1,3,4) Промывочный буфер 3 x 200 мкл 

 
 
 

 

РЕАКЦИЯ С КОНЬЮГАТОМ 
(ссылки 1,2) 

пипетируйте рабочий раствор 
коньюгата в лунки, закройте 
стрипы пленкой 

100 мкл 

Инкубируйте при комнатной 
температуре 45 минут 

ПРОМЫВКА (ссылки 1,3,4) Промывочный буфер 3 x 200 мкл 

РЕАКЦИЯ С СУБСТРАТОМ 
(ссылки 1,2) 

Пипетируйте раствор субстрата в 
лунки, закройте стрипы пленкой 

 
100 мкл 

Инкубируйте при комнатной 
температуре 15 минут 

СТОП РАСТВОР  (ссылки 1,2) Пипетируйте стоп-раствор в 
лунки 100 мкл 

ИЗМЕРЕНИЕ (ссылка 5) ИФА ридер, 450 нм 
Встряхните 10 

секунд, 
Измерьте в течение 

10 минут 
 

Комнатной температурой является +20... 25 °C  
 

Ссылки  

1. Реагенты разных лотов не должны комбинироваться. 
2. Точность и воспроизводимость, наряду с прочим, существенно зависит от следующих 
факторов:  
• Тщательного перемешивания всех веществ, используемых для разведения. 
• Тестируйте калибраторы, контроли и пробы в дублях.  
• Инкубацию должна проводиться при правильных температурах. 
• Строго соблюдайте порядок пипетирования и указанное время действий: 
• Указанное время инкубации проб, реакций с коньюгатом и субстратом начинается после 

пипетирования последней пробы. Время инкубации не должно варьироваться более чем на 
±10 %. 

• Для инкубации проб и реакции с коньюгатом время пипетирования разбавленных 
калибраторов/проб/контрольных плазм и/или раствора коньюгата не должно превышать 60 
секунд на стрип (8 лунок).  

• Для реакций с субстратом и стоп-раствором время, необходимое для пипетирования 
растворов субстрата и стоп-раствора не должно превышать 10 секунд на тест-стрип. 
Сокращение времени пипетирования может быть достигнуто использованием 
многоканальных пипеток, или диспенсера. 

3. Помечайте номер стрипа водостойким карандашом на случай выпадения стрипов в процессе 
тестирования. 
4. После последней промывки лунки должны быть тщательно осушены. Переверните плашку и 
осторожно постучите перевернутой плашкой по фильлтровальной бумаге для удаления остатка 
промывочного буфера.  
5. Измерение при 450 и 620 нм или при 450 и 690 нм, повышает точность. 
6. Встряхните 10 секунд, измерьте в течение 10 минут. 
 

ОГРАНИЧЕНИЯ ТЕСТА 
 

Пониженные уровни vWF:CBA связаны с группой крови 0. 
На vWF:CBA влияют также физические нагрузки, беременность, использование контрацептивов, 
принадлежность к определенным этническим группам и повышение антигена с возрастом.  
 

РЕЗУЛЬТАТЫ АНАЛИЗА 
 

РАСЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ 
 

Построение калибровочной кривой:  Ось X: - концентрация vWF:CBA МЕ/мл  
(1 МЕ/мл = 100 %) 

    Ось Y: - поглощение 
График строится с линейными осями с аппроксимацией от точки к точке, или кубический сплайн 
 

Оценка калибровочной кривой 
 

• Подтверждение теста может быть проверено на основе рассчитанных величин для контролей. 
 

Пример калибровочной кривой. 
 

 
 

Измерение концентрации проб 
 

• Считайте концентрацию с калибровочной кривой. 
• Если поглощение проб выше самой высокой точки кривой, они должны быть разбавлены 

инкубационным буфером (1+1). Измеренная концетрация затем умножается на фактор 
разведения 2. 

 

ДИАПАЗОН НОРМЫ 
 

Диапазон нормы для vWF:CBA находится между 0.4 – 2.5 МЕ/мл (40 – 250 %) (Рис.1). 
Рекомендуется каждой лаборатории утсановить свой собственный диапазон нормы. 
 

СТАНДАРТИЗАЦИЯ 
 

Использованным калибровочным материалом является международный стандарт ВОЗ для 
коагуляционного фактора VIII и фактора фон Виллебранда в плазме (человека).   
 

ХАРАКТЕРИСТИКИ ВЫПОЛНЕНИЯ 
Данные приведены ниже. Результаты, полученные в индивидуальных лабораториях, могут 
отличаться. 
 

ВОСПРОИЗВОДИМОСТЬ 
 

Воспроизводимость определялась с различными пробами (в серии и изо дня в день).  
Были получены следующие результаты: 
 

 Intra assay Inter assay 
 Проба 1 Проба 2 Проба 1 Проба 2 
N 24 24 10 10 
Mean (IU/mL) 1,372 1,630 1,366 0,306 
SD (IU/mL) 0,020 0,029 0,074 0,013 
CV (%) 1,47 % 1,75 % 5,39 % 4,13 % 

 

Сравнение методов, или корреляция 
 

TECHNOZYM vWF:CBA (Technoclone) сравнивался с двумя исследованиями в которых 
измерялись 113 проб (24 пробы здоровых индивидуумов и 89 проб пациентов с заболеванием 
фон Виллебранда, классифицированным как тип 1 (n=26), тип 2A/2B (n=11), тип 2M (n=45), тип 
2N (n=4) и тип 3 (n=3)). 
С Asserachrom vWF:CB от Stago (используя человеческий коллаген тип III), наблюдалась 
корреляция r=0.98, наклон=0.90. С Collagen Binding Assay от Life Diagnostics (используя 
лошадиный коллаген 95 % тип I, 5 % тип III), наблюдалась корреляция r=0.99, наклон = 0.95. 
 

Диапазон определения: 
 

0.01 – 1.70 МЕ/мл Однако, эффективный диапазон при тестировании будет зависеть от 
реального значения калибратора 1. 
 

Предел определения: 
 

0.01 МЕ/мл 
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normal distribution of normal plasma (Fig 1) and patient plasma (Fig 2 – 5) 
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