C € ADP

0197

REF

AGOO1K

IVD

POUZITI:

ADP reagencie je destickovy agonista pro agregometrii svételné
prostupnosti (LTA), uréend pro automatické a poloautomatické méreni
agregace desticek v lidské citratové plazmé.

Tato metoda se pouZiva k diagndéze poruch funkce desticek, nebo jako
posouzeni odpovédi pacienta na léCbu. Reagencie je urCena pro in vitro
pouziti vySkolenym personalem v laboratofi.

SOUHRN:

Technicy:*3

Funkce desticek je mérena svételnou agregometrii (LTA). Metoda je
zaloZena na prostupnosti svétla vzorkem plazmy bohaté na desticky (PRP).
Prostupnost svétla skrz PRP je porovndna s referencni kyvetou obsahujici
plazmu chudou na desticky (PPP). V PPP je prostupnost svétla 100%,
v PRP 0%.

Po pfimichani destickového agonisty do PRP desticky agreguji, a
prostupnost svétla vzorkem stoupa.

Klinicky:3%

Schopnost desti¢ek reagovat na urcité agonisty je zakladem rozliseni typQ
poruch funkce desticek — vrozenych (Glanzmannova trombastenie,
Syndrom Sedych desti¢ek, Bernard-Soulier syndrom) nebo ziskanych
(myelodysplastické nebo myeloproliferativni, Waldestromova choroba,
mnohocetny myelom).

TéZ je metoda urcena ke kontrole efektu antiagregacni terapie léky jako
jsou Aspirin, thienopyridiny, NSAID, P.Y1, inhobitory receptord a GPlIb/Illa
inhibitory.

PRINCIP STANOVENi:

Po pfidani do plazmy bohaté na desticky (PRP) se adenosine 5'-difosfat
(ADP) véZe na P2Y1 a P2Y12 receptory na povrchu desti¢ek a indukuje
agregaci ve dvou fazich. Prvni faze indukovana ADP vyvola primarni vinu
agregace a pokud je stimul dostatecné silny, nasleduje druhd faze
agregace, pfi které je z granul desticek uvolnén jejich obsah — serotonin,
fibrinogen a endogenni ADP.7#

REAGENCIE:

|E| Adenosine-5'-difosfat (ADP) lyofilizovany ADP, pfiblizné 0,1umol.
Obsahuje stabilizatory.

Produkt neni klasifikovan jako nebezpecny a tudiz nepodléha znaceni dle
EC 1272/2008 [CLP].

UPOZORNENI:

o Likvidujte odpad dle lokalnich platnych pfedpisu.

o Jakékoliv zavainé prihody se souvislosti na tuto reagencii ohlaste
vyrobci nebo jeho zastupci ve vasem regionu.

e Shrnuti pro bezpecénost a vykon (SSP) je dostupné v Evropské databazi
zdravotnickych prostfedk( (Eudamed), nebo na Zadost od vyrobce.

e Pro zajisténi optimalniho vysledku testovani doporucujeme testovat
vzorky a kontroly bez prerusovani.

PRIPRAVA REAGENCII:
Reagencie jsou lyofilizované a uzaviené pod vakuem. Zatku odstranujte
opatrné, aby nedoslo ke ztraté lyofilizatu.

@ Pro agregometr:

Naredte kazdou lahvicku pfesné 0,5 ml destilované vody (200puM).
Michejte, dokud nedojde k Gplnému rozpusténi jejiho obsahu. Nechte
stabilizovat 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) za obcasného
promichani.

Konecna koncentrace (UM) l 10 I 5 I 2
Ptipravte nasledujici 10x roztoky:
10x ADP (uM) 100 50 20
ADP 200 pM (ul) 500 250 100
Fyziologicky roztok (pul) 500 750 900
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Pouziti pro analyzator

Naredte kaZzdou lahvicku presné 0,625 ml destilované vody (160uM).
Promichejte, dokud se UplIné nerozpusti. Nechte stabilizovat 30 minut pfi
pokojové teploté (18-25°C) za ob¢asného promichani.

Naredte rozpusténé ADP nasledovné (priklad pro 1ml):

Konec¢na koncentrace (LM) | 10 | 5 | 2
Pfipravte nasledujici 8x roztoky:
8x ADP (uM) 80 40 16
ADP 160 pM (pl) 500 250 100
Fyziologicky roztok (ul) 500 750 900

Homogenizujte reagencie pred kazdym pouZitim.

SKLADOVACI PODMINKY A STABILITA:
Reagencie musi byt skladovana pfi teploté 2-8°C ve svém originalnim
obalu. Pak je stabilni do data expirace uvedeného na krabicce.
Rozpusténa reagencie po otevieni je stabilni, viz niZze (pokud je
uchovdvan v originalni lahvic¢ce, uzavien originalni zatkou a je zabranéno
kontaminaci a odparovani):

= 7 dni pfi 2-8°C

= 24 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).

= 2 mésice pfi teploté -20°C a nizsi*

= Stabilita v analyzatoru: Viz specificky aplika¢ni protokol.
*Rozmrazujte co nejrychleji pfi teploté 37°C a ihned poufZijte.

REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:

e Laboratorni material.

o Fyziologicky roztok (0,9% NacCl).

e SB kyvety (064-1041-9) a SB Set tool (063-4151-5) pro CS a CN sérii
pfistroja.

e Automatické analyzatory, napt.: CS a CN série.

o Svételny agregometr.

Aplikaéni protokoly pro ostatni analyzatory mohou byt validovany

vyrobcem pfistroje dle nafizeni 2017/746 (EU), pokud neni modifikovan

zamysleny ucel reagencie.

PRIPRAVA PLAZMY (ODBER VZORKU):

Odbér, pfiprava a skladovani vzorki (Plazma bohatd na desticky a plazma
chuda na desticky), by méli byt provadény dle laboratornich a ostatnich
validnich rada® .

Krev (9 dild) opatrné odeberte do citratu trisodného (1 dil, 0,109M, 3,2%)
primou venepunkci.

CLSI H58-A a studie® : Mé&feni by mélo byt provedeno na Cerstvé krvi
maximalné 4 hodiny po odbéru.

PROVEDEN:

Destickovy agonista by mél byt pouzit pfi 2 uM. Pokud je agregace

desti¢ek abnormalni, pouzijte vyssi koncentrace ADP (5 nebo 10 uM)* 3.

HYPHEN BioMed ma k dispozici aplikacni protokoly pro definované

skupiny analyzatorG. Tyto protokoly obsahuji specifické postupy a

informace o vykonu a doplnuji informacu uvedené v tomto ptibalovém

letdku.

Agregometr:

1. Do kazdé kyvety vlozte michadlo.

2. Stanovte 100% bod agregace s kyvetou obsahujici 360 ul PPP.

3. Napipetujte 360 pl PRP do druhé kyvety. Inkubujte 2 minuty pfi 37°C a
stanovte 0% agregaci s PRP.

4. Pridejte 40 pl 10X ADP roztoku pfimo do kyvety s PRP dlouhou,
tenkou pipetou mimo okraj kyvety.

5. Pockejte 5 az 10 minut, aby se vyvinul agregacni profil vzorku.

Pokud jsou zapotfebi jiné reakéni objemy neZz jsou uvedeny vyse,

zachovejte striktné pomér reagencii.
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KONTROLA KVALITY:

Komercni kontroly nejsou dostupné.

Kontrolni vzorek, odebrany od zdravého pacienta bez 7adné znamé
abnormality funkce desticek, musi byt pfipraven stejnym zplsobem jako
méreny vzorek.

Kontrolu kvality zaclerite do kazdé série testl. Vidy pfi zméné Sarie
reagencie by méla byt provedena nova kontrola. Stejné tak po kazdé vétsi
udrzbé nebo opravé pfistroje, nebo pokud je vysledek kontroly mimo
oCekdvané meze — vidy je nutné zkontrolovat i ostatni parametry
systému.

VYSLEDKY:

o Vysledky jsou vypocteny z agregacni kfivky a z % maxima agregace.
Tyto parametry zavisi na pouZitém pfistroji a normdini hodnoty by
mély byt stanoveny laboratofi.

e Posouzeni vysledkd by mélo byt provedeno v kontextu klinického
stavu pacienta, poctu desticek, potencidlnich dopadd brannych léCiv a
jinych, preanalytickych vliva.t2 3

e Abnormadlini kfivky potvrdte opakovanim testu.

e Variace mezi SarZemi reagencie, méfena na 3 Sarzich, je %CV < 10%
(normalni vzorek).

LIMITY:

e Pro ziskani optimalniho pribéhu testu je potfeba peclivé dodrZovat
vSechny pracovni instrukce, které byly vyrobcem Hyphen-BioMed
validovany.

e Reagencie neobvyklého vzhledu, obsahujici koagulum nebo jevici
zndmky kontaminace, by méla byt vyfazena z pouZiti.

o Vzorky neobvyklého vzhledu, nebo jevici znamky aktivace, by nemély
byt testovany.

o Jakékoliv zmény méfeni musi byt validovany laboratoti, aby se
zachoval vykon metody.

e Pokud je pocet desti¢ek mensi neZz 150 x 10°/l nebo vice nez 600 x
10°/1, naméfené vysledky mohou byt ovlivnény. Pocet desti¢ek u PRP
vzorkd nemusi byt upraven na standardizovanou hodnotu autologni
PPP3,

OCEKAVANE VYSLEDKY:

Stanoveny referenéni interval interni studie, ze vzork( zdravych jedincl
s2 uM ADP na agregometru (n=51), na CS sérii (n=50) a na CN sérii
(n=82), byl naméren mezi 56 a 98%, mezi 58 a 96% a mezi 57 a 96%
respektive (Centralni 90%, 95 percentil)*4.

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni referenéni rozmezi® 1% 15,

CHARAKTERISTIKA:

Studie vykonu byly provedeny dle CLSI smérnic.

Nasledujici ziskand data ukazuji typické vysledky — nejsou urceny pro
specifikaci ADP.

Matematickd analyza byla provedena validovanym statistickym
softwarem dle CLSI smérnic.

Pro automatické mérfeni jsou vykonnostni data v danym aplikacnich
protokolech.

Agregomert

Presnost

Studie presnosti byly provedeny s normalnim a abnormalnimi kontrolami,
1 série, 10 opakovani.

CS a CN série

Pfesnost

Studie presnosti byly provedeny na normalnich a abnormalnich vzorcich,
1 série, 10 opakovani.

CS série Opakovatelnost
Vzorek % Max agregace CV/SD
Normalni 88% CV=4,4%
Abnormalni 0,51% SD =0,62%
CN série Opakovatelnost
Vzorek % Max agregace CV%
Normalni 88% 6,9%
Abnormalni 28% 10,7%
Interference

Interference jsou definovany pouZitym analytickym systémem a jsou
vypsany v prislusném aplikacnim protokolu.
Klinicky vykon

Shoda
Agonista Referencni metoda Shoda (n=109)
ADP Helena reagent 95%
Citlivost/Specificita

Agonista N Citlivost Specificita Prosto;Rpc;)cl;nvkou

ADP 108 100% 91% 0,974
Agonista N PPV NPV LR+ LR-

ADP 108 91% 100 11,6 0

Opakovatelnost
Vzorek % Max agregace CV%
Normalni 71% 9,7%
Abnormalni 42% 10,0%
Interference
Nebyly zjistény interference molekul do nésledujicich koncentraci:
Bilirubin C Bilirubin F Intralipidy Hemoglobin
30 mg/dI 30 mg/dl 360 mg/dl 250 mg/dl
Klinicky vykon
Shoda
Agonista Referenéni metoda Shoda (n=109)
ADP (2uM) Helena reagent 99%

Citlivost/Specificita

Agonista N Citlivost Specificita ProstO{R;g:cl;rlvkou
ADP 109 100% 98% 0,993

Agonista N PPV NPV LR+ LR-
ADP 109 98% 100% 58 0

PPV = Pfedpokladand hodnota pozitivniho vysledku

NPV = Pfedpokladana hodnota negativniho vysledku

LR+ = Pomér pravdépodobnosti +

LR- = Pomér pravdépodobnosti -

Klinicky vykon byl definovén pfi ADP 2 uM pro antidestickova léciva a
normalni vzorky, a potvrzen pfi 10 uM pro krvécivy syndrom, dvojitou
antidesti¢kovou terapii a normalni vzorky.
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