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POUZITI:

Destickovy agonista pro svételnou agregometrii (LTA) pro in vitro
kvantitativni stanoveni agregace desti¢ek v lidské citratové plazmé
automatickou nebo poloautomatickou metodou.

Tato metoda pfispéje k diagndze funkénich poruch desticek a méreni
ucinnosti antidesti¢kovych IéCiv.

Pouze pro pouZiti In Vitro v laboratofi vyskolenym persondlem.

SOUHRN:

Technicky:*3

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

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

PRINCIP STANOVEN:I:

Po pfidani arachidonové kyseliny do zdravé plazmy bohaté na desticky
(PRP) je indukovana tvorba thromboxanu A, enzymem cyklooxygenazou a
TX syntedzou. TXA2 je silny aktivator desticek potfebny pro agregaci po
reakci na nékteré stimuly.>”

REAGENCIE:
@Arachidonové kyselina, ptiblizné 7,5 umol, lyofilizovano. Obsahuje Tert-
butyl-4-methoxyphenol, Metabisulfat sodny a stabilizatory.

Varovani! H319: Zpulsobuje vazné podrazdéni oci.

UPOZORNENi:

e Sbiologickymi produkty musi byt zachazeno s opatrnosti jako
s potencialné nebezpeénym materialem.

o Likvidujte odpad dle lokélnich predpist.

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

e Dukladné si prectéte bezpecnostni list reagencie.

o P264: Dukladné si umyjte ruce po manipulaci.

e P280: Pouzivejte ochranné prostfedky — rukavice, obleceni, ochranu
oci a obliceje.

e P305+351+338: PRI STYKU S OCIMA: Opatrné vypléchnéte nékolik
minut vodou. Pokud je to mozné, odstrante kontaktni cocky. Dal
promyvejte.

e P337+313: Pfi podrazdéni odi: Vyhledejte Iékafskou pomoc.

o Drite mimo pfimé slunecni svétlo a teplo.

e Pro zajisténi optimalniho vysledku testovéani doporucujeme testovat
vzorky a kontroly bez pferusovani.

e Rekonstituovana reagencie, ktera zezloutne nebo davéd méné nez 50%
agregace s normalnimi destickami, by neméla byt poufZita.

PRIPRAVA REAGENCIi:
Reagencie jsou lyofilizované a uzaviené pod vakuem. Zatku odstranujte
opatrné, aby nedoslo ke ztraté lyofilizatu.
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PouZiti pro agregometr

Naredte kazdou lahvicku pfesné 0,5 ml destilované vody a mirné
michejte, dokud nedojde k upInému rozpusténi jejiho obsahu.

Nechte stabilizovat 30 minut pfi pokojové teploté (18-25°C), obcas
promichejte.

Arachidonovou kyselinu nafedte nasledovné (pfiklad pro 1ml):

Findlni koncentrace v testu (mM) I 1,5 | 1
Pfipravte nasledujici 10X roztok
10X Arachidonova kyselina pfiprava (mM) 15 10
Arachidonova kyselina 10 mM (pl) 1000 667
Fyziologicky roztok (ul) 0 333

Homogenizujte reagencii pfed pouZzitim.

PouZiti pro analyzator

Naredte kazdou lahvicku presné 0,625 ml destilované vody (10 mM),
opatrné promichejte, dokud se Uplné nerozpusti. Nechte stabilizovat 30
minut pfi pokojové teploté (18-25°C) za ob¢asného promichani.

Naredte Arachidonovou kyselinu nasledovné (ptiklad pro 1 ml):

Finalni koncentrace v testu (mM) I 1,5 | 1
Pripravte nésledujici 8X roztok
,8X“ Arachidonova kyselina pfiprava (mM) 12 8
Arachidonova kyselina 12 mM (pl) 1000 667
Fyziologicky roztok (ul) 0 333

Promichejte 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 nize (pokud je uchovavan
v originalni lahvicce, 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 aplikacni protokol pro dany

analyzator.

*Rozmrazujte pouze jednou, pfi pokojové teploté (18-25°C) a ihned
pouZijte.

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.
e Automaticky analyzator, jako jsou 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® 1.

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

CLSI H58-A a studie® 1°: Méfeni by mélo byt provedeno na Cerstvé krvi
maximalné 4 hodiny po odbéru.
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PROTOKOL:

PouZivejte destickové agonisty pfi 1 mM. Pokud je destickova agregace
abnormalni, pouzijte pfi méreni vyssi koncentraci Arachidonové kyseliny
(napt.: 1,5 mM)¥ 3,

HYPHEN BioMed ma k dispozici aplikacni protokoly pro definované
skupiny analyzatorl. Tyto protokoly obsahuji specifické postupy a
informace o vykonu a doplfiuji informace uvedené v tomto pfibalovém
letdku.
Agregometr:
1. Do kazdé kyvety vlozte michadlo.
2. Stanovte 100% bod agregace s kyvetou obsahujici 360 pl PPP.
3. Napipetujte 360 ul PRP do druhé kyvety.
Inkubujte 2 minuty pfi 37°C a stanovte 0% agregaci s PRP.
4. Pridejte 40 pl 10X roztok Kyseliny Arachidonové pfimo do kyvety s PRP
dlouhou, tenkou pipetou mimo okraj kyvety.
5. Pockejte 5 aZz 10 minut, aby se vyvinul agregacni profil vzorku.
Pokud jsou zapotfebi jiné reakéni objemy, neZ jsou uvedeny vyse,
zachovejte striktné pomér reagencii.

KONTROLA KVALITY:

Komer¢ni kontroly nejsou dostupné.

Kontrolni vzorek, odebrany od zdravého pacienta bez zadné znamé
abnormality funkce desti¢ek, musi byt pfipraven stejnym zplisobem 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 pristroje, nebo pokud je vysledek kontroly mimo
oCekavané meze — vidy je nutné zkontrolovat i ostatni parametry
systému.

VYSLEDKY:

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

e Posouzeni vysledkl by mélo byt provedeno v kontextu klinického
stavu pacienta, poctu desticek, potencialnich dopadu brannych Iéciv a
jinych, preanalytickych vliv(.t 12

e Abnormadlni kfivky potvrdte opakovanim testu.

e Variace mezi SarZemi reagencie, mérena 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
znamky kontaminace, by méla byt vyfazena z pouziti.

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

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

e Pokud je pocet destiéek mensi nez 150 x 10°/l nebo vice nez 600 x
10°%/1, namérené 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
s1 mM Arachidonovou kyselinou na agregometru (n=50), na CS sérii
(n=50) a na CN sérii (n=74), byl naméren mezi 55 a 101%, mezi 64 a 98% a
mezi 78 a 95% respektive (Centralni 90%, 95 percentil)3.

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni referenéni rozmezi® 1% 14,

CHARAKTERISTIKA:

Studie vykonu byly provedeny dle CLSI smérnic.

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

Matematickd analyza byla provedena validovanym statistickym
softwarem dle CLSI smérnic.

Pro automatické méfeni jsou vykonnostni data v danym aplikacnich
protokolech.

Agregomert

Pfesnost

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

Opakovatelnost
Vzorek % Max agregace CV%
Normalni 76% 9,4%
Abnormalni 20% 26,8%
Interference
Nebyly zjistény interference molekul do ndsledujicich koncentraci:
Bilirubin C Bilirubin F Intralipidy Hemoglobin
30 mg/dl 30 mg/dl 360 mg/dl 250 mg/dl
Klinicky vykon
Shoda
Agonista Referencni metoda Shoda (n=113)
Arachidonové kyselina o
(1mM) Helena reagent 97%

Citlivost/Specificita

. - o s Prostor po kfivkou
Agonista N Citlivost Specificita (ROC)
Arachidonova | ) |5 96% 98% 0,998
kyselina
Agonista N PPV NPV LR+ LR-
Arachidonova | -, |5 98% 97% 10,97 0,00
kyselina
CS a CN série
PFesnost

Studie pfesnosti byly provedeny na normalnich a abnormalnich vzorcich,
1 série, 30 opakovani.

CS série Opakovatelnost
Vzorek % Max agregace CV%
Normalni 88% 3,0%
Abnormalni 13% 15,9%

CN série Opakovatelnost
Vzorek % Max agregace CV%
Normalni 89% 3,7%
Abnormalni 17% 12,3%

Interference

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

Shoda
Agonista Referencni metoda Sz (r’1=‘114)
(CS-série)
Arachidonova kyselina Helena reagent 93%

Citlivost/Specificita

. - I Prostor po kfivkou
Agonista N Citlivost Specificita (ROC)
Arachidonovd |45 95% 91% 0,983
kyselina
Agonista N PPV NPV LR+ LR-
Arachidonova | -, |5 91% 95% 54,96 0,04
kyselina

PPV = Pfedpokladand hodnota pozitivniho vysledku

NPV = Pfedpokladana hodnota negativniho vysledku

LR+ = Pomér pravdépodobnosti +

LR- = Pomér pravdépodobnosti -

Klinicky vykon byl definovdan pfi 1mM Arachidonové kyseliny pro
antidesti¢kova léCiva a normalni vzorky, a potvrzen pfi 1,5 mM pro
krvdacivy syndrom, dvojitou antidesti¢ckovou terapii a normalni vzorky.

REFERENCE:

1. Le Blanc J. et al. Advances in Platelet Function Testing-Light
Transmission Aggregometry and Beyond. J Clin Med. 2020.

2. Egashira M. et al. The Basic Evaluation of Light Transmission Platelet
Aggregation Method on an Automated Coagulation Analyzer CN-6000.
Sysmex Journal International. 2020.

3. Cattaneo M. et al. Recommendations for the Standardization of Light
Transmission Aggregometry: A Consensus of the Working Party from
the Platelet Physiology Subcommittee of SSC/ISTH. J Thromb
Haemost. 2013.

4. Michelson AD. et al. How | use laboratory monitoring of antiplatelet
therapy. Blood. 2017.

Distributor: Diagnostica s.r.o, Kostelecka 879/59, 196 00 Praha 9, Ceska republika, tel.+420 266 315 909, e-mail: info@diagnostica.cz, www.diagnostica.cz



mailto:info@diagnostica.cz

5. Yardumian DA. et al. Laboratory investigation of platelet function: a
review of methodology. J Clin Pathol. 1986..

6. Zhou L. et al. Platelet aggregation testing in platelet-rich plasma:
description of procedures with the aim to develop standards in the
field. Am J Clin Pathol. 2005.

7. Angiolillo DJ. et al. Basic principles of platelet biology and clinical
implications. Circ J. 2010.

8. Gresele P. Subcommittee on Platelet Physiology of the International
Society on Thrombosis and Hemostasis. Diagnosis of inherited platelet
function disorders: guidance from the SSC of the ISTH. J Thromb
Haemost. 2015.

9. McCabe White M. et al. Platelet protocols: research and clinical
laboratory procedures. Elsevier Science. 1999.

10. CLSI. Platelet Function Testing by Aggregometry; Approved Guideline.
CLSI document H58-A (ISBN 1-56238-683-2). CLSI, 940 West Valley
Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087 USA 2012.

11.Kaeng W.L. et al. Effects of Lifestyle on Hemostasis, Fibrinolysis, and
Platelet Reactivity. Arch Intern Med. 2003.

12.0las B. and Brys M. Effects of coffee, energy drinks and their
components on hemostasis: The hypothetical mechanisms of their
action. Food and Chemical Toxicology. 2019.

13.CLSI Document EP28-A3c: “Defining, Establishing, and Verifying
Reference Intervals in the Clinical Laboratory; Approved Guideline —
Third Edition”. 2010.

14. Munnix et al., Harmonizing light transmission aggregometry in the
Netherlands by implementation of the SSC-ISTH guideline, Platelets.

2021.
Katalogové &islo LOT| Cislo 3ar¥e In Vitro diagnosticky

8 - prostfedek

@ Numericky identifikaror ’—"‘Li\l Viz navod k pousiti WHO STD] WHO kad

_ reagencie standardu

4 Teplota ‘ Vyrobce E Y¥YY-MM-DD Expirace

c € CE znaéka s &islem e . CONTENTS| Obsah
—+ Rekonstituéni objem

certifikovaného organu

Numericky identifikator Viz aplikaéni protokol CONTAINS| Obsahuje

kontroly

Doba Expirace W Potet testl Jednotky

Cilové gl Skladujte mimo Numericky identifikétor

T — - -
TARGET VALUE| | o ,:‘1_\ slune¢ni svétlo kalibratoru

Identifikstor produktu Obsahuje material Obsahuje lidskou plazmu
biologického plvodu nebo derivaty
v oy UKCA zna&enf
DANGER| Nebezpeti Varovani EE konformity

Biologické riziko IAGBEPTANCE RANGEI Pfijatelné rozmezi

Bl

&

Distributor: Diagnostica s.r.o, Kostelecka 879/59, 196 00 Praha 9, Ceska republika, tel.+420 266 315 909, e-mail: info@diagnostica.cz, www.diagnostica.cz


mailto:info@diagnostica.cz

