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Trousse AGG/PAK™ 5

Trousse de réactifs d’agrégation plaquettaire

MODE D’EMPLOI

DESCRIPTION DU PRODUIT

AGG/PAK™ 5 est un kit combiné de réactifs d’agrégation plaquettaire contenant
les réactifs ADP (Adénosine-5-Diphosphate), Acide arachidonique (Arachidonate
de sodium), Collagéne (peau de veau soluble, type 1), Epinéphrine (Adrénaline) et
Ristocétine (Sulfate de ristocétine A).

Le réactif ADP est une préparation lyophilisée d’Adénosine-5-Diphosphate. Il constitue
un composant essentiel de 'agrégation plaquettaire. L'ADP agit comme un agoniste ou
activateur, se liant aux récepteurs plaquettaires et déclenchant une série d’événements
biochimiques conduisant a 'activation et a 'agrégation des plaquettes.

Le réactif a base d’acide arachidonique est une préparation lyophilisée du sel sodique
de I'acide arachidonique. Il s’agit d’'un acide gras essentiel présent dans les granules
des plaquettes et sur la membrane plaquettaire. Il est métabolisé en plusieurs étapes
et converti en thromboxane A2 (TXA2). Le réactif a base d’acide arachidonique induit
I'activation et I'agrégation des plaquettes.

Le réactif Collagéne est une préparation lyophilisée de collagene soluble issu de peau
de veau (type 1). Le réactif Collagéne induit un changement de forme des plaquettes et
active celles-ci. Les plaquettes activées liberent ensuite des composés thrombotiques
a partir de leurs granules, ce qui permet de recruter des plaquettes supplémentaires
vers le site de Iésion.

Le réactif Epinéphrine est une préparation stabilisée et lyophilisée de L-adrénaline
qui active le récepteur adrénergique GP lla, provoquant I'agrégation plaquettaire sans
modification de forme. Bien qu'il puisse renforcer la réponse des plaquettes a d’autres
agonistes, le réactif Epinéphrine est un agoniste faible (réversible). Il peut ou non
provoquer une réponse chez les individus sains.

Le réactif Ristocétine est une préparation lyophilisée de sulfate de ristocétine A, un
glycopeptide de structure chimique inconnue isolé a partir de Nocardia lurida. La
ristocétine contient plus de 90 % de ristocétine A.

Le kit combiné AGG/PAK™ 5 a été optimisé pour une utilisation avec des agrégomeétres
a transmission de lumiére. Il peut également étre utilisé avec d’autres analyseurs
turbidimétriques ou d'impédance, ainsi qu'avec des cytomeétres en flux.

OBJECTIF VISE

Le kit combiné AGG/PAK™ 5 est un kit pratique contenant une combinaison de réactifs
d’agrégation plaquettaire de routine utilisés pour provoquer des réponses d’agrégation
et/ou d’agglutination dans le plasma riche en plaquettes (PRP). Le kit comprend 'ADP,
I'acide arachidonique, le collagene, I'épinéphrine et la ristocétine.

DETECTION / MESURE

Les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 sont utilisés, en association avec d’autres
diluants et des échantillons de contréle, pour mesurer les variations de la transmis-
sion de la lumiére dans un échantillon d’essai de plasma riche en plaquettes (PRP).

FONCTION DU PRODUIT

Le kit combiné AGG/PAK™ 5 fournit des informations sur différents aspects de la
fonction / qualité plaquettaire. Ce kit aide a évaluer divers troubles plaquettaires acquis
et héréditaires ainsi que I'efficacité des thérapies antiplaquettaires.

INFORMATIONS SPECIFIQUES FOURNIES
Les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 ne sont pas destinés a la détection d'un
trouble, d’une affection ou d’un facteur de risque spécifique.

Le réactif ADP joue un role essentiel dans I'activation et I'agrégation plaquettaires.
Lorsque 'ADP se lie a des récepteurs spécifiques a la surface des plaquettes, tels que
P2Y1 et P2Y12, il initie des cascades de signalisation intracellulaire. Cette activation
induit des modifications rapides de la forme des plaquettes et la libération d’ions calcium
via les récepteurs P2Y1, tandis que I'activation de P2Y12 maintient la réponse, assurant
une agrégation stable. Le réactif ADP est utilisé pour stimuler I'activation et I'agréga-
tion plaquettaires en interagissant avec ces récepteurs. L'observation de I'agrégation
plaquettaire en réponse a 'ADP permet aux cliniciens d’évaluer la fonction / qualité
plaquettaire en lien avec des anomalies d’activation et d’agrégation. Ce processus est
essentiel pour comprendre la dynamique de formation du caillot et évaluer I'efficacité
des thérapies antiplaquettaires dans la prévention des événements thrombotiques.
L’ADP induit également la libération de médiateurs secondaires tels que le thromboxane
A2 (TXA2), amplifiant davantage I'activation et 'agrégation plaquettaires.

Le réactif a base d’acide arachidonique initie I'activation et 'agrégation plaquettaires via
la voie de I'acide arachidonique. Aprés liaison aux récepteurs de surface des plaquettes,
I'acide arachidonique est converti enzymatiquement en thromboxane A2 (TXA2),
facilitant les cascades de signalisation intracellulaire. Cela entraine des modifications
rapides de la forme des plaquettes et la libération d’ions calcium, éléments essentiels
pour une agrégation stable. L'observation de I'agrégation plaquettaire en réponse a

I'acide arachidonique permet aux cliniciens d’évaluer la fonction / qualité plaquettaire,
les anomalies et I'efficacité des thérapies antiplaquettaires. L'induction de médiateurs
secondaires tels que le thromboxane A2 (TXA2) amplifie encore I'activation plaquettaire.

Le réactif Collagéne initie I'activation et I'agrégation plaquettaires. En se liant aux
récepteurs glycoprotéiques a la surface des plaquettes, en particulier la glycoprotéine
VI (GP VI), le collagéne déclenche des cascades de signalisation intracellulaire. Cela
provoque des modifications rapides de la forme des plaquettes et la libération d’ions
calcium via les récepteurs GP VI, tandis qu’une activation soutenue est assurée par
l'intégrine a2B1, garantissant une agrégation stable. Utilisé pour stimuler précisément
I'activation et I'agrégation plaquettaires, le réactif Collagéne permet aux cliniciens
d’évaluer la fonction / qualité plaquettaire et les troubles liés a des anomalies de I'activa-
tion plaquettaire induite par le collagéne. Ce processus est essentiel pour comprendre
la formation du caillot et évaluer I'efficacité des thérapies antiplaquettaires visant a
prévenir les événements thrombotiques. Le collagene induit également la libération de
meédiateurs secondaires, amplifiant davantage I'activation et 'agrégation plaquettaires.

Le réactif Epinéphrine joue un réle important dans I'activation et I'agrégation plaquet-
taires. Lorsqu’elle se lie a des récepteurs spécifiques a la surface des plaquettes, en
particulier les récepteurs a2-adrénergiques, I'épinéphrine déclenche des cascades de
signalisation intracellulaire. Cette cascade induit des modifications rapides de la forme
des plaquettes et provoque la libération d’ions calcium, médiée par I'activation des
récepteurs a2-adrénergiques. La réponse soutenue, essentielle pour une agrégation
stable, est également facilitée par ces récepteurs. Le réactif Epinéphrine est utilisé
pour stimuler précisément I'activation et I'agrégation plaquettaires par interaction avec
ces récepteurs. L'observation de I'agrégation plaquettaire en réponse a I'épinéphrine
permet aux cliniciens d’évaluer la fonction / qualité plaquettaire ainsi que les trou-
bles associés a des anomalies de I'activation et de I'agrégation. Ce processus est
essentiel pour comprendre la dynamique de formation du caillot et évaluer I'efficacité
des thérapies antiplaquettaires dans la prévention des événements thrombotiques.
L'épinéphrine induit également la libération de médiateurs secondaires, amplifiant
I'activation et 'agrégation plaquettaires.

Le réactif Ristocétine est un réactif plaquettaire distinctif utilisé dans le cadre du test
d’agrégation plaquettaire induite par la ristocétine (RIPA). La ristocétine interagit avec
le facteur von Willebrand (VWF), une protéine plasmatique essentielle impliquée dans
I'adhésion et 'agrégation plaquettaires. Elle provoque un changement de conformation
du vVWF, exposant des sites de liaison pour la glycoprotéine Ib (GP Ib) des plaquettes.
Les récepteurs GP Ib des plaquettes se lient alors au vVWF, initiant I'adhésion plaquet-
taire, qui prépare les plaquettes a I'agrégation. En I'absence de facteur von Willebrand
(VWF) ou en présence de troubles de la fonction plaquettaire associés, I'agrégation
induite par la ristocétine est limitée en raison de I'incapacité des plaquettes a s’agréger
efficacement. Ainsi, le test RIPA fournit des informations précieuses sur la fonction /
qualité plaquettaire et I'activité du vVWF, contribuant a la caractérisation de la maladie
de von Willebrand (vWD) et des troubles hémorragiques associés. Cette méthode de
testjoue un role essentiel dans I'évaluation précise de la fonction / qualité plaquettaire.

AUTOMATISATION

Les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 sont destinés a étre utilisés avec des
agrégometres plaquettaires a transmission de lumiére, semi-automatisés et autom-
atisés. Ces réactifs peuvent également étre utilisés avec d’autres analyseurs turbi-
dimétriques ou d'impédance, ainsi qu’avec des cytométres en flux.

QUALITE / QUANTITE

Il nexiste pas d’étalons primaires pour les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5. Les
réponses a ces réactifs dépendent de la concentration. Un donneur normal connu
doit étre testé avec chaque nouveau lot de réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5. Les
organismes de normalisation classent I'agrégation plaquettaire induite par 'ADP, I'acide
arachidonique, le collagéne, I'épinéphrine et la ristocétine comme semi-quantitative
ou semi-qualitative.

Le kit combiné AGG/PAK™ 5 est conditionné avec 1 flacon de 0,5 mL de réactif ADP,
1 flacon de 0,5 mL de réactif a base d’acide arachidonique, 1 flacon de 0,5 mL de
réactif Collagéne, 1 flacon de 0,5 mL de réactif Epinéphrine et 1 flacon de 0,5 mL
de réactif Ristocétine. La concentration de travail de 'ADP est de 200 uM, celle de
I'acide arachidonique est de 5 mg/mL, celle du collagene est de 1,9 mg/mL, celle de
I'épinéphrine est de 100 uM et celle de la ristocétine est de 15 mg/mL.

TYPE DE SPECIMEN

L’échantillon & analyser est préparé a partir de sang total anticoagulé au citrate de
sodium. L’échantillon de test est le plasma riche en plaquettes (PRP). Le blanc de test
est le plasma pauvre en plaquettes (PPP).

Les réactifs ADP, acide arachidonique, collagene, épinéphrine et ristocétine peuvent
étre utilisés avec du plasma riche en plaquettes (PRP) humain ou animal pour des
tests d’agrégation plaquettaire de routine. Les résultats sont basés sur la concentra-
tion, I'ampleur et la vitesse de I'agrégation, en comparaison avec un blanc de plasma
pauvre en plaquettes (PPP).



POPULATION TESTEE

* Humain : Pour 'ADP, I'’Acide Arachidonique et le Collagéne, la prévalence des
troubles plaquettaires est mondiale et peut varier selon la race, I'origine ethnique,
le groupe sanguin et d’autres facteurs. L'incidence est variable. Pour I'Epinéph-
rine, la prévalence d’une agrégation anormale en réponse au réactif Epinéphrine
est de 16 a 20 % chez les personnes en bonne santé. Cette prévalence est
mondiale et peut varier selon la race, I'origine ethnique, le groupe sanguin et
d’autres facteurs. L'incidence est variable. Pour la Ristocétine, la prévalence des
troubles plaquettaires liés a la maladie de von Willebrand est mondiale et peut
varier selon la race, 'origine ethnique, le groupe sanguin et d’autres facteurs.
L'incidence est d’environ 2 %.

» Meédicaments antiplaquettaires : Pour I'ADP, la prévalence et 'incidence sont
variables. 4 % de la population agée de plus de 40 ans prennent des médica-
ments antiplaquettaires autres que I'aspirine. Chez les adultes de plus de 40 ans,
33 % prennent un traitement antiplaquettaire, dont 16 % suivent une thérapie
antiplaquettaire double (DAPT) et 8 % une thérapie antiplaquettaire (APT). Pour
I’Acide Arachidonique, la prévalence d’'une agrégation anormale induite par ce
réactif, dépendante de la consommation d’aspirine, peut atteindre un tiers de
la population. Le Clopidogrel, seul ou en combinaison avec I'aspirine, peut in-
fluencer I'agrégation plaquettaire induite par I'’Acide Arachidonique. L'incidence
est variable. Pour le Collagéne, la prévalence d’'une agrégation anormale
induite par ce réactif, également dépendante de la consommation d’aspirine,
peut atteindre un tiers de la population. Le Clopidogrel, seul ou en combinaison
avec l'aspirine, peut influencer I'agrégation plaquettaire induite par le Collagéne.
L'incidence est variable. Pour 'Epinéphrine, la prévalence et I'incidence sont
variables. Des différences de réponse a I'Epinéphrine ont été observées entre
diverses populations. Des études ont démontré que la thérapie antiplaquettaire
double (DAPT) et I'aspirine peuvent influencer I'agrégation plaquettaire induite
par 'Epinéphrine. Pour la Ristocétine, la prévalence et I'incidence sont variables.
Les inhibiteurs de BTK et la vancomycine sont connus pour réduire les résultats
du test RIPA. Un anticorps monoclonal antiplaquettaire ciblant la glycoprotéine
(GP) Ib, désigné OP-FI, ainsi qu’un autre anticorps monoclonal anti-GPIb bien
étudié, AP-1, ont démontré une capacité a éliminer complétement I'agglutination
plaquettaire induite par la Ristocétine.

» Troubles plaquettaires héréditaires : Pour ’ADP, la prévalence et I'incidence sont
variables. |l existe 60 types de troubles plaquettaires héréditaires, impliquant
75 génes connus, avec une fréquence estimée de 5/1000, soit environ 1a 2 %
de la population. Pour I'Acide Arachidonique et le Collagéne, la prévalence et
l'incidence sont variables. Il existe 60 types de troubles plaquettaires héréditaires
qui affectent environ 0,3 % de la population. Certains défauts plaquettaires
héréditaires, comme I'asthénie thrombasthénique de Glanzmann et la maladie
du pool vide plaquettaire, ne présentent aucune réponse aux réactifs Acide
Arachidonique ou Collagéne. Pour I'Epinéphrine, la prévalence d’une réponse
anormale varie selon le type de trouble plaquettaire. L'incidence est variable.
Pour la Ristocétine, la prévalence et I'incidence sont variables. Les plaquettes
provenant d’'individus atteints du syndrome de Bernard-Soulier ne s’agglutinent
pas lorsgqu’elles sont exposées a la Ristocétine. Contrairement a la maladie de
von Willebrand, les niveaux d’activité du facteur von Willebrand et d’antigéne
von Willebrand restent dans les plages normales.

+ Animal : Pour 'ADP, I'Acide Arachidonique, le Collagéne, I'Epinéphrine et la
Ristocétine, la prévalence et I'incidence dépendent des espéces.

DIAGNOSTIC IN VITRO

Le contenu du kit combiné AGG/PAK™ 5 comprend des réactifs de diagnostic in vitro
destinés exclusivement a un usage professionnel en laboratoire. Ces réactifs ne sont
pas destinés a étre injectés ni ingérés.

UTILISATEUR VISE
Les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 sont destinés a un usage professionnel en
laboratoire par du personnel qualifié.

PRINCIPE DU TEST

Lorsqu'ils sont introduits dans un échantillon de plasma riche en plaquettes (PRP)
agité a 37 °C, des réactifs exogénes tels que I’ADP, I'acide arachidonique, le collagéne,
I'épinéphrine et la ristocétine stimulent les plaquettes, les amenant a subir un change-
ment de forme et a s’agréger. Cette agrégation initiale est appelée agrégation primaire
et elle est réversible. Cependant, les plaquettes normales posséedent la capacité de
libérer de 'ADP endogéne a partir de leurs granules, entrainant une seconde vague
d’agrégation, irréversible. L'agrégometre plaquettaire a transmission de lumiére permet
de capter efficacement ces changements en affichant des parametres tels que la phase
de latence, le changement de forme ainsi que la vitesse et 'ampleur de I'agrégation
sur une période de test prédéterminée.

Pour I'épinéphrine, une hyperréactivité peut étre observée. Dans ce cas, la procédure
des plaquettes collantes (Sticky Platelet Procedure) doit étre suivie pour confirmation.
Toutes les personnes en bonne santé ne présentent pas nécessairement une réponse
au réactif Epinéphrine.

ETALONS ET CONTROLES

Aucun étalon ni controle n’est requis pour le kit combiné AGG/PAK™ 5. Un échantil-
lon provenant d’un donneur normal connu doit étre testé avec chaque lot de réactifs
ADP, acide arachidonique, collagene, épinéphrine et ristocétine. Les réponses sont
dépendantes de la concentration.

LIMITES DES REACTIFS

Les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 fonctionnent conformément aux spécifications
lorsque les instructions d’utilisation sont respectées. Les réactifs doivent étre utilisés
avant la date de péremption indiquée sur chaque flacon.

REACTIFS FOURNIS

107650: 1 fiole de réactif ADP (0,5 mL)
1 fiole de réactif Acide Arachidonique (0,5 mL)
1 fiole de réactif Collagéne (0,5 mL)
1 fiole de réactif Epinéphrine (0,5 mL)
1 fiole de réactif Ristocétine (0,5 mL)

REACTIFS ET MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNIS

« Eau purifiée (distillée, déionisée, qualité réactif), pH 5,3 — 7,2 pour la reconstitution
» Solution saline tamponnée au TRIS ou solution saline physiologique 0,85 %
pour les dilutions

REMARQUE : L'UTILISATION DE SOLUTION SALINE DE BANQUE DE SANG
PEUT ENTRAINER DES RESULTATS ERRONES.

MATERIEL ET ACCESSOIRES

« Agrégometre plaquettaire (suivre les instructions du fabricant)

» Centrifugeuse

« Pipette électronique

« Embouts de pipette @

«  Tubes de test pour agrégométre (siliconés) @

« Barres d’agitation pour agrégomeétre (revétues de plastique) @
+  Tubes et bouchons en plastique (pour les dilutions) @

REMARQUE : LES ARTICLES JETABLES TELS QUE LES TUBES DE TEST, BARRES
D’AGITATION, TUBES D’ECHANTILLON ET BOUCHONS SONT A USAGE UNIQUE
UNIQUEMENT

CONSERVATION ET STABILITE

J/ Les réactifs ADP, acide arachidonique, collagene, épinéphrine et ristocétine ne
nécessitent pas de protection thermique pendant le transport.

A réception, conserver les réactifs ADP, acide arachidonique, collagéne,
épinéphrine et ristocétine entre 2 et 8 °C dans leur emballage d’origine.

J/ Les réactifs ADP, collagéne et épinéphrine reconstitués sont stables pendant
30 jours lorsqu’ils sont conservés dans leurs flacons d’origine hermétiquement
fermés a2 -8 °C.
Le réactif ristocétine reconstitué est stable pendant 7 jours lorsqu'’il est conservé
dans son flacon d’origine hermétiquement fermé a 2 — 8 °C.

Les réactifs a base d’acide arachidonique reconstitués sont stables pendant 24
heures lorsqu’ils sont conservés dans leurs flacons d’origine hermétiquement
fermés a2 -8 °C.

J/ Les dilutions contenant le réactif ADP sont stables pendant 2 heures a
température ambiante.

STERILITE

ﬁ Les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 ne sont pas des produits stériles.
Veiller a ne pas contaminer le produit lors du pipetage des réactifs reconstitués
ou aliquotés.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

ﬁ Porter des EPI conformément aux politiques et aux pratiques du laboratoire
lors de la manipulation des réactifs ADP, acide arachidonique, collagéne,
épinéphrine et ristocétine.

Suivre les précautions standard lors de la préparation des échantillons et des
spécimens d’essai.

Manipuler les réactifs ADP, acide arachidonique, collagéne, épinéphrine et
ristocétine avec précaution afin d’éviter toute contamination pendant I'utilisation.

Eviter 'évaporation des réactifs en limitant les surfaces d’échange air-liquide.

Pour garantir des résultats optimaux, un échantillon de contrdle provenant d’'un
donneur connu doit étre analysé de maniére consécutive, sans interruption.

Pour préserver la stabilité des réactifs, conserver les réactifs restants dans
leurs flacons d’origine hermétiquement fermés.

Eliminer les matériaux aprés test conformément aux réglementations en vigueur
et aux politiques du laboratoire.

NOTE A L'UTILISATEUR : TOUT INCIDENT GRAVE LIE A CE PRODUIT DOIT ETRE
SIGNALE AU FABRICANT AINSI QU'A L'AUTORITE COMPETENTE DE L'ETAT MEMBRE
OU L'UTILISATEUR ET/OU LE PATIENT SONT ETABLIS.
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STATUT DES MATERIAUX INFECTIEUX

Les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 ne contiennent aucune matiére infectieuse.
Les spécimens et échantillons de test doivent étre considérés comme potentiellement
infectieux et manipulés comme s’ils pouvaient transmettre une infection. Apres anal-
yse, les spécimens et échantillons de test doivent étre éliminés conformément aux
réglementations en vigueur et aux politiques du laboratoire.

INSTALLATIONS SPECIALES
Les réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 ne nécessitent pas I'utilisation d’installations
spéciales dans un environnement de laboratoire.

PREPARATION A L’'UTILISATION

A REMARQUE : LES REACTIFS DU KIT COMBINE AGG/PAK™ 5 DOIVENT ETRE A

TEMPERATURE AMBIANTE (15 — 28 °C) AVANT RECONSTITUTION. LES REACTIFS

CONSERVES DOIVENT ETRE RAMENES A TEMPERATURE AMBIANTE AVANT
UTILISATION.

RECONSTITUTION EE]

La concentration de travail de '’ADP reconstitué est de 200 pM, celle du réactif a base
d’acide arachidonique est de 5 mg/mL, celle du collagene est de 1,9 mg/mL, celle
de I'épinéphrine est de 100 uM et celle de la ristocétine est de 15 mg/mL. Toutes les
concentrations finales sont basées sur I'ajout de 25 pL de réactif ADP, acide arachido-
nique, collagéne, épinéphrine ou ristocétine a un échantillon de test de plasma riche
en plaquettes (PRP) de 225 pL.

» Reconstituer les réactifs ADP, acide arachidonique, collagéne, épinéphrine et
ristocétine avec 0,5 mL d’eau purifiée.
* Inverser délicatement pour mélanger.

REMARQUE : LES REACTIFS D’ACIDE ARACHIDONIQUE ET D’EPINEPHRINE
PEUVENT APPARAITRE TROUBLES MAIS DEVIENDRONT CLAIRS A JAUNE PALE
EN QUELQUES MINUTES.

» Les réactifs ADP, acide arachidonique, collagéne, épinéphrine et ristocétine
reconstitués doivent étre maintenus fermés avant utilisation.

DILUTIONS

POUR LAGREGATION BIPHASIQUE

Afin de démontrer une agrégation biphasique induite par 'ADP, le plasma riche en
plaquettes (PRP) peut étre testé avec différentes dilutions du réactif. Des dilutions
supplémentaires peuvent étre réalisées afin de déterminer la concentration seuil.
La concentration seuil est la plus faible concentration qui déclenche une réponse
d’agrégation primaire.

REMARQUE : POUR LES DILUTIONS, UTILISER UNE SOLUTION SALINE TAMPONNEE
AU TRIS (TBS) OU UNE SOLUTION SALINE PHYSIOLOGIQUE A 0,85 %.

TABLEAU 1 : TABLEAU DE DILUTION DE L’ADP

. SOLUTION SALINE CONCENTRATION DE CONCENTRATION
REACTIF ADP
TAMPONNEE AU TRIS TRAVAIL FINALE
E— — 200 pM 20 pM
125 uM 125 uM 100 uM 10 uM
62 UM 188 uM 50 uM 5 uM
25 UM 225 uM 20 UM 2uM

PREPARATION DU PATIENT

Les patients doivent éviter de prendre de I'aspirine ou des médicaments et produits
contenant de I'aspirine, ainsi que d’autres médicaments, suppléments ou boissons
énergisantes connus pour affecter la fonction plaquettaire, pendant 7 a 10 jours avant
le prélévement du spécimen. La consommation d’aliments gras, de produits laitiers
et le tabagisme doivent étre évités dans les 12 heures précédant le prélévement.

REMARQUE : UNE CONSULTATION AVEC UN MEDECIN EST REQUISE AVANT TOUTE
MODIFICATION DE MEDICATION.

PRELEVEMENT DU SPECIMEN

Le prélevement doit étre effectué avec soin afin d’éviter la stase, 'hnémolyse, la
contamination par le liquide tissulaire et I'exposition au verre. Les spécimens doivent
étre maintenus a température ambiante. Le garrot doit étre relaché des que le sang
commence a s’écouler dans le dispositif de collecte.

f(. LES PRECAUTIONS STANDARD DOIVENT ETRE SUIVIES TOUT AU LONG DU

AL PRELEVEMENT, DE LA PREPARATION DES ECHANTILLONS ET DU PROCESSUS
ANALYTIQUE. LES OBJETS TRANCHANTS ET LES DECHETS BIOLOGIQUES DAN-
GEREUX DOIVENT ETRE ELIMINES CONFORMEMENT AUX REGLEMENTATIONS
EN VIGUEUR ET AUX POLITIQUES DU LABORATOIRE.

Technique de prélevement avec tubes sous vide [:E]

< Utiliser un ensemble de prélevement a ailettes avec aiguille de calibre 21g ou
23g pour le prélévement du spécimen

» Prélever le sang dans des tubes de prélevement en plastique sous vide con-
tenant un anticoagulant citrate de sodium 3,2 % (0,11 M)

* Mélanger doucement le tube de prélevement par inversion 4 a 5 fois

 Inscrire I'heure du prélévement sur I'étiquette du spécimen

* Maintenir les tubes de prélevement a température ambiante

* Remélanger les tubes de prélévement avant la centrifugation

Technique de prélévement avec seringue [:E]

« Utiliser un ensemble de prélévement a ailettes avec aiguille de calibre 21g ou
23g pour la ponction veineuse

« Prélever 9,0 mL de sang dans une seringue en plastique, en évitant une aspi-
ration excessive

» Pincer la tubulure de l'aiguille a ailettes et déconnecter la seringue

« Transférer immédiatement et délicatement le spécimen sanguin dans un tube
en plastique (polypropyléne) contenant 1,0 mL de citrate de sodium 0,11 M en
tant qu’anticoagulant. Le ratio sang/anticoagulant doit étre de 9 parts de sang
pour 1 part d’anticoagulant

« Fermer le tube en plastique

« Mélanger doucement le tube de prélevement par inversion 4 a 5 fois

* Inscrire I'heure du prélévement sur I'étiquette du spécimen

* Maintenir les tubes de prélévement a température ambiante

* Remélanger les tubes de prélévement avant la centrifugation

REMARQUE : LORSQUE L'HEMATOCRITE DU PATIENT EST INFERIEUR A 30 % OU
SUPERIEUR A 55 %, LE RAPPORT SANG/ANTICOAGULANT DOIT ETRE AJUSTE. LES
TUBES DE PRELEVEMENT SOUS VIDE A BOUCHON BLEU DOIVENT CONTENIR DU
CITRATE DE SODIUM A 3,2 % (0,11 M), CE QUI EST LA CONCENTRATION RECOM-
MANDEE POUR LES ETUDES SUR LA FONCTION PLAQUETTAIRE.

PREPARATION DE L'ECHANTILLON [ [i]
Plasma riche en plaquettes (PRP)

« Centrifuger le sang anticoagulé a 150 x g pendant 10 minutes a température
ambiante.

« Examiner la couche plasmatique pour détecter la présence de globules rouges.

« Sides globules rouges sont présents, recentrifuger pendant 5 minutes supplé-
mentaires.

« Utiliser une pipette pour transférer le PRP dans un contenant en plastique
étiqueté PRP.

« Prélever le PRP juste en dessous du milieu du volume total afin d’obtenir une
numération plaquettaire uniforme (LA PARTIE SUPERIEURE DU VOLUME
CONTIENT MOINS DE PLAQUETTES, TANDIS QUE LA PARTIE INFERIEURE
EST PLUS CONCENTREE)

* Fermer hermétiquement le contenant.

« Laisser reposer a température ambiante.

Plasma Pauvre en Plaquettes (PPP)

» Centrifuger le spécimen de sang PRP restant a 2500 x g pendant 20 minutes

« Utiliser une pipette pour transférer le PPP dans un contenant en plastique
étiqueté PPP

« Fermer hermétiquement le contenant

« Laisser reposer a température ambiante

PROCEDURE D’ESSAI [ ]3]
Procédure de routine pour I'agrégation

REMARQUE : IL S’AGIT D'UNE PROCEDURE GENERALE. SUIVEZ LES INSTRUCTIONS
D’UTILISATION FOURNIES PAR LE FABRICANT DE LAGGREGOMETRE UTILISE.

Préparation d’'un blanc pour chaque patient

REMARQUE : CHAQUE PATIENT DOIT AVOIR SON PROPRE BLANC. LE BLANC D'UN
PATIENT NE PEUT PAS ETRE UTILISE POUR UN AUTRE PATIENT. LE BLANC DOIT
ETRE PREPARE A PARTIR DU SPECIMEN DE PLASMA PAUVRE EN PLAQUETTES (PPP)
DU PATIENT. SI LE MEME PATIENT EST TESTE SUR PLUSIEURS PUITS DE TEST, LE
MEME BLANC PEUT ETRE UTILISE POUR CES PUITS.

- Etiqueter un tube & essai avec la lettre « B », le numéro du puits de test et I'ID
du patient pour identifier le blanc

* Pipeter 250 yL de Plasma Pauvre en Plaquettes (PPP) dans le tube a essai (NE
PAS AJOUTER D’AGITATEUR)

* Mettre le blanc de cété pour une utilisation ultérieure

* Répéter les étapes ci-dessus pour chaque patient

Préparation des échantillons de test

« Etiqueter un a huit nouveaux tubes a essai avec I''D du patient et le numéro
du puits de test

» Placer les tubes étiquetés dans les puits d’incubation d’échantillons agités, aux
positions 1 a 8 correspondantes

» Ajouter un agitateur dans chaque tube a essai

* Pipeter 225 yL de Plasma Riche en Plaquettes (PRP) dans chaque tube a
essai placé dans les puits d’'incubation agités (SSASSURER QU’IL N'Y A PAS
DE BULLES)

« Sélectionner le minuteur a I'écran pour chaque puits d’incubation agité utilisé ;
le compte a rebours de réchauffement commencera

» Les échantillons incuberont a 37 °C pour la durée préprogrammée

+ Définir la ligne de base a 100 % (blanc)



FIGURE 1 : AGREGATION NORMALE A L’ADP
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FIGURE 5 : AGREGATION NORMALE AU COLLAGENE
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FIGURE 2 : AGREGATION ANORMALE A L’ADP
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» Placer le tube de blanc du patient précédemment préparé dans le puits de test #1
« Sélectionner BLANK pour activer le puits de test

* Le bouton BLANK changera en START

* Répéter les étapes ci-dessus pour chaque puits de test utilisé

Démarrer le test

« Une fois que le compte a rebours atteint 0:00, appuyez sur le bouton du minuteur
pour arréter chaque puits d’incubation agité

« Transférez le tube a essai du puits d’incubation agité #1 vers le puits de test #1

* Répétez I'étape ci-dessus pour chaque puits de test, en vous assurant que
chaque tube a essai reste bien associé a son numéro de puits lors du transfert

* Fermez les guides de pipette

+ Sélectionnez START pour le puits de test #1

« Pipetez 25 pL de réactif directement dans le tube a essai contenant le Plasma
Riche en Plaquettes (PRP) dans le puits de test #1 (NE LAISSEZ PAS LE REAC-
TIF COULER LE LONG DE LA PAROI DU TUBE A ESSAI NI LA POINTE DE
LA PIPETTE PENETRER LA SURFACE DE L'ECHANTILLON)

+ Sélectionnez INJECT pour le puits de test #1

* Répétez les étapes ci-dessus pour chaque puits de test utilisé

+ Le test s’exécutera maintenant pour la durée préprogrammée (LES
PROCEDURES D’AUTRES FABRICANTS PEUVENT PREVOIR DIFFERENTS
TEMPS OU VOLUMES)

A REMARQUE : UTILISER UN DONNEUR CONNU COMME ECHANTILLON DE CONTROLE.

CHAQUE LABORATOIRE DOIT ETABLIR ET VALIDER SON PROPRE PROTOCOLE DE

TEST ET VERIFIER LA PERFORMANCE DE SON SYSTEME DE TEST (REACTIFS,
INSTRUMENT ET PROTOCOLE DE TEST).

CONTROLE DE QUALITE

Pour les études d’agrégation plaquettaire, un donneur connu doit étre testé de la
méme maniere que le patient afin de garantir la performance et la constance du
systéme d’essai. Un nouveau contrdle doit étre inclus avec chaque série d’analyses,
et de préférence avec chaque nouveau lot de réactifs ou aprés une maintenance de
l'instrument. Chaque laboratoire doit définir ses plages acceptables pour sa population
de patients et vérifier les performances attendues du systéme d’essai.

RESULTATS
Les profils d’agrégation des réactifs du kit combiné AGG/PAK™ 5 sont présentés
dans les Figures 1 a 10.

REACTIF ADP

Les profils d’agrégation typiques induits par le réactif ADP sont illustrés dans les
Figures 1 a 2. Lorsque le réactif ADP est utilisé a une concentration finale de 20 pM, il
induit une large onde unique d’agrégation dans le plasma riche en plaquettes (PRP)
normal. A des concentrations plus faibles, comprises entre 2 uM et 10 uM, deux ondes
distinctes d’agrégation peuvent étre observées. La premiére onde correspond a la
réponse immédiate a ’ADP exogeéne introduit par le réactif, tandis que la seconde
onde est due a la libération d’ADP endogene provenant du pool de stockage des
nucléotides dans les plaquettes.

Dans certains échantillons de PRP normal, une désagrégation dépendante de la
concentration peut étre observée, indiquant une réponse variable aux différentes
concentrations d’ADP. Les marques de repere (« spike marks ») dans les figures
indiquent les points auxquels le réactif a été ajouté, fournissant des repéres clairs



FIGURE 7 : AGREGATION NORMALE A L’EPINEPHRINE
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FIGURE 9 : AGREGATION PLAQUETTAIRE INDUITE PAR LA
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FIGURE 8 : AGREGATION ANORMALE A L’EPINEPHRINE

%

A

G

R

E

G

A

T

1

(o]

1 F 4 3 4 5 6
MINUTES
FIGURE 10 : AGREGATION PLAQUETTAIRE INDUITE PAR LA
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pour le moment de l'introduction du réactif et ses effets sur le processus d’agrégation.

REACTIF A BASE D’ACIDE ARACHIDONIQUE

Les profils d’agrégation typiques induits par le réactif a base d’acide arachidonique
sont illustrés dans les Figures 3 et 4. Ces profils offrent une vue d’ensemble de la
maniére dont le réactif interagit avec le plasma riche en plaquettes (PRP) dans dif-
férentes conditions.

L'ingestion d’'une dose unique de 600 mg d’aspirine a un impact significatif sur I'agré-
gation plaquettaire, entrainant 'absence d’agrégation induite par I'acide arachidonique
pendant une durée pouvant aller jusqu’a 5 jours, comme illustré dans la Figure 5. Cette
absence indique que I'aspirine inhibe efficacement la réponse d’agrégation, ce qui est
essentiel pour comprendre ses propriétés anticoagulantes.

De plus, un temps de réponse prolongé peut étre observé jusqu’a 8 jours aprés I'in-
gestion d’aspirine, comme indiqué dans la Figure 6. Ce temps de réponse prolongé
correspond au délai entre 'ajout du réactif a base d’acide arachidonique et le début
de I'agrégation, mettant en évidence I'effet prolongé de I'aspirine sur la fonction
plaquettaire.

Les marques de repére (« spike marks ») dans les figures indiquent les points auxquels
le réactif a été ajouté, fournissant des repéres clairs pour le moment de l'introduction
du réactif et ses effets sur le processus d’agrégation.

REACTIF COLLAGENE

Les profils d’agrégation typiques induits par le réactif Collagéne sont illustrés dans les
Figures 5 et 6, offrant une représentation détaillée des effets du réactif sur le plasma
riche en plaquettes (PRP). Aprés I'ajout du réactif Collagéne au PRP, une phase de
latence initiale se produit durant laquelle aucune agrégation n’est observée. Apres
cette phase de latence, les plaquettes normales présentent un changement de forme
notable. A la suite de ce changement de forme, une grande onde unique d’agrégation
est observée, démontrant la réponse robuste des plaquettes au réactif Collagene.

Les marques de repére (« spike marks ») dans les figures indiquent les points exacts
auxquels le réactif a été ajouté, fournissant des repéres clairs pour le moment de
l'introduction du réactif et ses effets sur le processus d’agrégation.

REACTIF EPINEPHRINE

Les profils d’agrégation typiques induits par le réactif Epinéphrine sont présentés
dans les Figures 7 et 8, offrant une vue d’ensemble de ses effets sur le plasma riche
en plaquettes (PRP). Lorsque le réactif Epinéphrine est ajouté @ un PRP normal, il
induit une réponse biphasique caractérisée par deux ondes distinctes d’agrégation.
La premiére onde représente la réponse initiale des plaquettes au réactif, tandis que
la seconde onde est due a la libération d’agonistes plaquettaires supplémentaires a
partir des granules des plaquettes, amplifiant ainsi le processus d’agrégation.

Cette réponse biphasique est caractéristique des échantillons de PRP sains, indiquant
une fonction plaquettaire normale. A l'inverse, une agrégation anormale a I'épinéphrine

est identifiée lorsque I'agrégation finale est inférieure a 30 %, comme illustré dans
la Figure 10. Une telle réponse réduite peut indiquer une dysfonction plaquettaire ou
d’autres anomalies hématologiques, fournissant des informations précieuses pour
I’évaluation clinique.

Les indicateurs de repére (« spike indicators ») dans les figures marquent les points
exacts auxquels le réactif est ajouté, offrant des repéres clairs pour le moment de
Iintroduction du réactif. Ces marqueurs sont essentiels pour corréler I'ajout du réactif
Epinéphrine avec les profils d’agrégation observés, permettant une analyse précise
de ses effets immédiats sur le processus d’agrégation.

REACTIF RISTOCETINE

Les profils d’agrégation typiques induits par le réactif Ristocétine sont présentés dans
les Figures 9 et 10, offrant une vue détaillée des effets du réactif sur le plasma riche en
plaquettes (PRP). L'agrégation induite par la ristocétine peut se manifester sous forme
d’une réponse biphasique ou d’une seule onde importante d’agrégation. La premiére
onde d’agrégation résulte de I'agglutination des plaquettes médiée par le facteur von
Willebrand en présence de ristocétine. Une seconde onde peut ensuite survenir en
raison de la libération d’ADP endogéne par les plaquettes, contribuant davantage au
processus d’agrégation.

Chez les patients ne présentant pas de trouble hémorragique, 'administration d’une
dose élevée de ristocétine entraine généralement une onde unique d’agrégation
importante. Cette réponse robuste est indicative d’une fonction plaquettaire normale
et d’une activité normale du facteur von Willebrand. A l'inverse, une faible dose de
ristocétine n’entraine généralement aucune réponse chez ces patients, la concentration
étant insuffisante pour induire une agrégation plaquettaire significative.

Cependant, une réponse marquée a une faible dose de ristocétine peut suggérer la
présence de certains types de maladie de von Willebrand. En revanche, les individus
normaux ne présentant pas de troubles hémorragiques montrent généralement peu
ou pas de réponse a de faibles doses de ristocétine.

Il est essentiel d’interpréter ces résultats d’agrégation dans le contexte clinique global
du patient. Un diagnostic définitif ne doit étre posé qu’aprés des analyses complémen-
taires et une évaluation approfondie. Les figures incluent des marques de repere («
spike marks ») indiquant les points précis d’ajout du réactif, fournissant des repéres
clairs pour comprendre le moment de I'introduction du réactif et ses effets immédiats
sur le processus d’agrégation.

VALEURS ATTENDUES

Chaque laboratoire doit établir ses propres plages attendues et caractéristiques de
performance pour ce réactif aux concentrations utilisées pour induire I'agrégation
plaquettaire. Ces plages doivent étre déterminées en utilisant I'instrumentation,
les procédures, les intervalles de référence et la population de patients propres au
laboratoire.



La littérature publiée indique que le réactif ADP produit généralement une agrégation
finale comprise entre 69 et 91 % avec une phase de latence = 15 secondes, le réactif
a base d’acide arachidonique produit généralement une agrégation finale comprise
entre 61 et 93 % avec une phase de latence = 25 secondes, le réactif Collagéne produit
généralement une agrégation finale comprise entre 66 et 92 % avec une phase de la-
tence 2 61 secondes, le réactif Epinéphrine produit généralement une agrégation finale
comprise entre 54 et 92 %, et la réponse d’agrégation finale RIPA est généralement
comprise entre 67 et 95 %, dans des conditions d’essai standard. Cette plage issue
de la littérature est fournie a titre d’information générale uniqguement ; les laboratoires
doivent vérifier et établir leurs propres plages attendues avant toute utilisation clinique.

LIMITATIONS

En agrégomeétrie par transmission de lumiere, la présence de globules rouges dans le
PRP entraine une diminution de I'agrégation observée. La présence de plaquettes dans
le PPP entraine une augmentation de I'agrégation finale. Des résultats erronés peuvent
survenir si le nombre de plaquettes dans le PRP est inférieur a 75 000 plaquettes /
mm?. Le dénombrement des plaquettes dans le PRP ne peut étre réalisé que par la
méthode de 'hémocytomeétre. Les échantillons compromis doivent étre rejetés.

Si les résultats sont anormaux, le test doit étre répété ultérieurement. Chaque labora-
toire doit établir des plages de référence adaptées a la population qu’il dessert ainsi
qu’aux concentrations spécifiques de réactifs utilisées.

TABLEAU 2 : RESULTATS OBSERVES AVEC L’ADP, L’ACIDE ARACHIDONIQUE,
LE COLLAGENE, L’EPINEPHRINE ET LA RISTOCETINE DANS LES DEFAUTS DE
LA FONCTION PLAQUETTAIRE

ACIDE REACTIF
DEFICIT REACTIF ADP N
ARACHIDONIQUE COLLAGENE
TYPE ASPIRINE l ou N l ou N l
THROMBASTHENIE l l l l l
MALDIE DU POOL VIDE PLAQUETTAIRE l l
MALADIE VON WILLEBRAND N N N
SYNDROME BERNARD-SOULIER N N N
7 REACTIF REACTIF
DEFICIT L X
EPINEPHRINE RISTOCETINE
ASPIRIN-AHNLICH l ou N l ou N
THROMBASTHENIE l l N
STORAGE-POOL-DISEASE l l ou N
(HEREDITARE THROMBOZYTOPATHIE)
VON-WILLEBRAND-KRANKHEIT N l l
BERNARD-SOULIER-SYNDROM N l l
] = Agrégation réduite due a une diminution ou absence de la seconde vague

1 | =Agrégation réduite due & une diminution ou absence de la premiére et seconde vague

N = Réponse normale

PERFORMANCE ANALYTIQUE

L'agrégation plaquettaire, induite par des réactifs couramment utilisés tels que I’ADP,
I'acide arachidonique, le collagéne, I'épinéphrine et la ristocétine, constitue un sys-
teme d’essai non linéaire. Les réponses sont basées sur la différence de transmission
lumineuse entre le plasma riche en plaquettes (PRP) du patient et le plasma pauvre
en plaquettes (PPP) et, par conséquent, les résultats sont propres a chaque patient.
Certains parametres sont plus sujets a la non-linéarité que d’autres, notamment la
phase de latence, la pente primaire, la pente secondaire, la réponse biphasique et la
désagrégation. Cette non-linéarité est due a de nombreux facteurs tels que la chimie
de réaction et I'instrumentation. L'agrégation plaquettaire refléte la vitesse ou I'activité
de la réponse et ne quantifie pas les réactifs ni leurs concentrations.

En agrégation plaquettaire, I'exactitude est un parametre relatif et dépend du systeme
d’'essai. Les limites de I'agrégation plaquettaire rendent difficile I'établissement de
plages typiques de précision ou de reproductibilité.

La variabilité en termes de linéarité, de précision et de reproductibilité des résultats
dans les systémes d’essai basés sur les réactifs ADP, acide arachidonique, collagéne,
épinéphrine et ristocétine est reconnue par plusieurs organismes de normalisation. Le
coefficient de variation (CV) généralement admis est de + 15 %.

Reproductibilité test a test : inférieure a £ 7,5 %
Reproductibilité d’un instrument a I'autre : inférieure a + 15,0 %
Variabilité d’un lot de réactifs a l'autre : inférieure a £ 10,5 %
Reproductibilité entre laboratoires (systeme a systeme) :  inférieure a + 12,5 %

SYMBOLES

Matiére biohazardeuse

Numéro de catalogue

Mise en garde

Produit marqué CE et enregistré
Consulter les instructions d'utilisation
Représentant de I'Union Européenne
Dispositif médical de diagnostic in vitro
Fabricant

A lire obligatoirement

Non stérile

Usage unique seulement

Limites de température

Produit marqué et enregistré au Royaume-Uni

Hes~ep o LE[HEa>E

Représentant du Royaume-Uni
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Numeéro de document: 107651 Révision : AB, mars 2026

Corrections éditoriales (typographiques) ; aucune modification du contenu ni
des informations réglementaires.

Mise a jour des informations de stockage et de stabilité : ajout d’une stabilité
de 24 heures apres reconstitution pour le réactif d’acide arachidonique et d'une
stabilité de 2 heures a température ambiante pour les dilutions d’ADP.
Révision des instructions de reconstitution du réactif de Ristocétine afin d’en
améliorer la clarté ; suppression de I'approche de dilution distincte de la Ris-
tocétine et ajout d’une reconstitution de la Ristocétine avec de 'eau purifiée.
Mise a jour de la section Résultats attendus : suppression du tableau des résul-
tats, ajout d’une déclaration des plages basée sur la littérature pour les réactifs
ADP, acide arachidonique, collagéne, épinéphrine et ristocétine, et clarification
du fait que les laboratoires doivent établir leurs propres plages attendues.
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