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3x7,5mg
Ristocetin pro agregacni testy desticek

POUZITi:
Pro In Vitro diagnostické pouZiti pro stanoveni agregace trombocytd.

SOUHRN:

Ristocetinovy reagent je navrzen pro agregacni testy destiCek indukované
Ristonetinem (RIPA). Tento test se pouzivd ke stanoveni von Willebrandovy
choroby, specificky k zvyraznéni zvySené afinity von Willebrandova faktoru (VWF)
pro GPlb typ 2B a identifikaci Bemard — Soulierovy choroby. Ristocetinova
reagencie mize byt pouZzita s lyofilizovanymi destickami (AGO06A) pro test aktivity
Ristocetinového kofaktoru (VWF:RCo).

PRINCIP TESTU:

Ristocetin indukuje aglutinaci desticek v plazmé bohaté na desticky (PRP) tim, ze
napoméaha interakci von Willebrandova faktoru (VWF) s receptorem na destickéch,
glykoproteinem GPIb-V-IX. Takto podnicend aglutinace (RIPA) je pouZzita pro
méfeni pacientova PRP v pfitomnosti riiznych koncentraci Ristocetinu.

Ristocetin mUze byt také pouZit s lyofilizovanymi desti¢kami pro vVWF:RCo test.

REAGENCIE:
j Ristocetin: Lyofilizovano, obsahuije Tris a stabilizacni latky.

UPOZORNENi A VAROVAN:i:

. V8echny produkty biologického plUvodu musi byt povaZzovany za
potencionalné infekéni.

. Odpad by mél byt zlikvidovan podle lokalnich pfedpisu.

. S reagencii zachazejte opatrné, aby nedoSlo ke kontaminaci b&hem
pouzivani. Zabrarite téZ odpafovani reagencie.

. Pro zajisténi dobré stability zavirejte lahviéky jejich viastnimi zatkami.

. Stabilitni studie provadéné po dobu 3 tydn( pfi teploté 30°C prokazaly,
Ze reagencie mlze byt prepravovana za pokojové teploty po kratkou
dobu bez rizika poSkozeni.

. Pro optimalni vysledky testu doporu€ujeme, aby testy probihaly jeden za
druhym bez preruSovani.

. Pro In vitro diagnostické pouziti.

H319: Zpusobuje vazné podrazdéni odi.

H335: Mlze zpUsobit podrazdéni dychacich cest.

H315: Zpusobuje podrazdéni kize.

PRIPRAVA A STABILITA REAGENCIE:
Reagencie jsou lyofilizovany pod vakuem. Abyste zabranili ztraté produktu,
otevirejte lahvicky opatrné.

@ Ristocetin

Pro pouziti s agregometrem:

Rozpustte obsah lahvicky s presné 0,5 ml destilované vody, dobfe promichejte,
dokud se obsah zcela nerozpusti. Nechte reagencii stabilizovat 30 minut za
pokojové teploty (18 — 25°C), obcas promichejte.

Promichejte pfed pouzitim.

Pro pouziti s analyzatorem:

Rozpustte obsah lahvicky s presné 0,625 ml destilované vody, dobfe promichejte,
dokud se obsah zcela nerozpusti. Nechte reagencii stabilizovat 30 minut za
pokojové teploty (18 — 25°C), ob¢as promichejte.

Promichejte pfed pouzitim.

Stabilita reagencie po rozpusténi v originalni lahvicce, pokud je predejito
kontaminaci nebo odpafovani:

e Tdnipfi2-8°C

e 8 hodin za pokojové teploty (18 — 25°C)

e 2 mésice pii-20°C a méné*
*Rozmrazujte pouze jednou co nejrychleji pfi 37°C, upravte dobu inkubace objemu
reagencie. Stabilita rozmrazené reagencie by méla byt ovéfena pii laboratornich
podminkach.

SKLADOVACI PODMINKY:
Reagencie musi byt skladovany pfi 2-8°C v jejich originalnich obalech. Pak jsou
stabilni do data expirace uvedeného na obalu.
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REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY:

Reagencie:
o Destilovana voda.
o Fyziologicky roztok (0,9% NaCl).

Material:

o Svételny agregometr.

o Sysmex CS-série analyzator a pfisluSny material.
o Kalibrované pipety.

ODBER VZORKU A PRIPRAVA PLAZMY

Pfiprava a skladovani vzorku musi byt provedeno ve shodé s lokalnimi pfedpisy (v
USA CLSI H21-A58 pro dalsi informace). Pokud testujete trombocytopatii, pacient
nesmi dostat Zadnou medikaci, kterd upravuje funkci destiCek (napf.. Aspirin)
alespoii 10 dni pfedem. Pacient by se mél vyvarovat tunym jidlim, kofeinu a
mlécnym vyrobk(im alespori 12 hodin pred odbérem¢.

e Vzorek:

Lidské citratova plazma.

e Odbér vzorku:

Krev (9 dili) musi byt odebrana do 0,109 M citratového antikoagulancia (1 dil),
pfimou venepunkci. Prvni odebrana zkumavka by méla byt znehodnocena. Zakryjte
a opatmné obratte 4 az 5-krat. Udrzujte vzorek pfi pokojové teploté (18-25°C).
Nepouzivejte CTAD zkumavky pro odbér.

e Centrifugace:

1. Pfiprava plazmy bohaté PRP) a chudé na desticky (PPP):

2. pfipravte PRP centrifugaci citratové piné krve pfi 150g po dobu 10
minut za pokojové teploty (18-25°C)

3. prohlédnéte vrstvu plazmy, zda neobsahuje erytrocyty. Pokud ano,
centrifugujte znovu pfi 1509 jesté 5 minut.

4.  pro pfeneseni plazmy pouZijte plastové pipety a plazmu s destickami
nasavejte do pipety opatrné, aby nebyl porusen buffy coat nebo vrstva
erytrocytd. Pfeneste do zkumavky s oznacenim PRP. Tuto zkumavku
zazatkujte a nechte stat za pokojové teploty.

5. pfipravte PPP centrifugaci dalSiho vzorku krve pii 2000 — 2500g po
dobu 15 minut. Prohlédnéte plazmu, zda neni hemolyticka. Potom
preneste do zkumavky oznacené PPP, zkumavku zazatkujte a nechte
stat pfi pokojové teploté.

6.  Ohledné vhodného poctu desticek v PRP plazmé se fidte doporucenim
ISTHS.

PROCEDURA:

Automaticka metoda:

Aplikace pro Sysmex CS-sérii analyzatorli je k dispozici na vyzadani. Odkazte se
na aplikacni protokol pro kazdy analyzator.

Agregometr: Ristocetin fedéni:
DoporuCujeme otestovat nasledujici koncentrace pfed vypsanim anomalie®

Willebrand/GPIb:

Vstupni koncentrace v (mg/ml) 12 5
Ristocetin 15 mg/ml () 120 60
Fyziologicky roztok (ul) 30 120

Finalni konc. v testu (mg/ml) 1,2 0,5
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Protokol
Test musi byt proveden do 3 hodin po odbéru vzorku.

CHARAKTERISTIKA:
Pfiklad normalni a abnormaini maximalni agregace (%):

1. VlozZte michadlo do kazdé kyvety

Normalni Abnormalni

2. Pripravte blank napipetovanim 360 pl PPP (plazmy chudé na desticky) do
kyvety. S touto kyvetou nastavite 100% agregaci.

Max agregace (%) 96 4

3. Pipetujte 360 pl PRP (plazmy bohaté na desticky) do dalsi kyvety. Inkubujte pfi
37°C 2 minuty. Nastavte s touto kyvetou 0% agregace.

4. Pridejte 40 pl ristocetinu (5 az 12 mg/ml) pfimo do PRP dlouhou, pfesnou
pipetou.
Reagencie nesmi stékat po sténé kyvety!

5. Nechte méfit agregaci 5 az 10 minut.

Kazda laboratof by mély vytvofit a validovat vlastni protokol, verifikovat vysledky
v pracovnich podminkéch (kombinace reagencie, pfistroje, protokolu).
Kazda laboratof je zodpovédna za validaci zmén a jejich dopad( na vysledky.

KONTROLA KVALITY:

Pouziti kontrol kvality ve shodé se spravnou laboratorni praxi umozni validovat
kombinaci homogenitu provedeni pro kazdou sérii testl a homogennost reaktivity
mezi sériemi, pokud je uzita stejna SarZe reagencie.

Kontrolni vzorek by mél byt pfipraven stejnym zplsobem, jako testovany vzorek.
Pro kvantitativni stanoveni agregace desti¢ek by méla kontrola byt pfipravena jako
PRP odebrand od normélniho darce ktery neuzival Iéky ovliviujici destiCkové
funkce nejméné 10 dni pfed odbérem a ma normaini funkci destiek ovéfenou
v minulosti.

Pro validaci testu zaclefite kontrolu kvality do kazdé série testd podle spravné
laboratorni praxe. Vzdy pfi zméné Sarze reagencie by méla byt provedena nova
kontrola. Stejné tak po kazdé vétSi udrzbé nebo opravé piistroje, nebo pokud je
vysledek kontroly mimo oCekavané meze — vzdy je nutné zkontrolovat i ostatni
parametry systému.

Kazda laboratof si musi stanovit viastni pfijatelné meze dle viastniho analytického
systému.

VYSLEDEK:
Pro posouzeni a interpretaci vysledku je potfeba znat i anamnézu pacienta.

substance interferujici s agregaci desticek. Latky jako tabak, kofein, alkohol, vitamin
C atd. mohou vysledek ovlivnit. Vzdy by mély byt vysledky posuzovany v kontextu
s klinickym stavem pacienta.

LIMITY:

e Pro ziskani optimalniho prabéhu testu je potfeba peclivé dodrzovat vechny
pracovni instrukce, které byly vyrobcem Hyphen-BioMed validovany. Laboratof
odpovida za validaci metody, pokud provede zmény vtomto doporueném
postupu.

e Reagencie neobvyklého vzhledu nebo jevici znamky kontaminace by méla byt
vyfazena z pouziti.

e Plazma vykazujici zndmky kontaminace nebo koagula by méla byt
znehodnocena.

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

OCEKAVANE VYSLEDKY:

Ocekavané rozmezi pro kazdou reagencii vriiznych koncentracich, stejné tak
provedeni testu, by mélo byt ovéfeno a stanoveno pro kazdou laboratof pro jeji
specifické podminky.

U normélnich osob je agregace zaznamenana alespori pfi pouziti koncentrace
1,2 mg/ml a neni pfi pouziti 0,5-0,7 mg/ml®.

U Bemard Soulierova syndromu a u von Willebrandovy choroby typu Ill je agregace
velmi nizka nebo zadna v kazdé koncentraci.

U pseudo-von Willebrandovy choroby a vWCh typu lIb jsou desticky hypersenzitivni
k ristocetinu, coz indukuje agregaci i pfi nizkych koncentracich (0,5 mg/ml).
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Obr.: Priklad normaini (vlevo) a abnormalni (vpravo) agregacni kfivky
s Ristocetinem (1,2 mg/ml).
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a znaky jsou v seznamu ISO 15223-1 standard, viz dokument
definice symbol.
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