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ADP
(ADENOSINA 5'-DIFOSFATO)

DESCRIPCION DEL PRODUCTO
ADP es una preparacion liofilizada de adenosina 5'-difosfato. La concentracion de trabajo del
reactivo reconstituido es 2 x 104 M , véase tabla 1.

USO PREVISTO
ADP esta indicado para usarse en los estudios rutinarios de agregacion plaquetaria en la evalu-
acion de disfunciones plaquetarias o de activacion plaquetaria.

PRINCIPIO

Cuando se afiade a plasma rico en plaquetas, el ADP estimula el cambio de forma de las plaque-
tas y su agregacion. La agregacion inducida por ADP exdgeno se llama agregacion primaria y es
reversible. Las plaquetas normales responderan mas al liberar el ADP enddgeno de sus granulos.
La liberacion del ADP endégeno produce una onda secundaria de agregacion que es irrevers-
ib|e.8,10‘11

PRECAUCIONES
ADP es para DIAGNOSTICO /N-VITRO EXCLUSIVAMENTE Y NO PARA INYECCION O IN-
GESTION.

NOTA PER L’'UTENTE: Qualsiasi incidente grave che si dovesse verificare in relazione a
questo dispositivo deve essere segnalato al fabbricante e all’autorita competente dello Stato
Membro in cui risiede I'utilizzatore e/o il paziente.

MATERIALES SUMINISTRADOS
ADP, 3 x 0,5 ml. Guarde a 2-8 °C antes de su reconstitucion.

MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

1. Agregémetro de plaquetas

2. Agua purificada (destilada, desionizada o de grado reactivo), pH 5,3-7,2
3. Pipeteadores (volumen de 0,5 ml; 0,45 mly 0,05 ml)

4. Barras agitadoras desechables

5. Cubetas para el agregémetro

INSTRUMENTACION

EI ADP funcionara segun se ha descrito cuando se utilice en la mayoria de los agregémetros
opticos de plaquetas’. Siga las instrucciones de funcionamiento del fabricante del agregémetro en
uso.

RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION DE LA MUESTRA A ANALIZAR

Consulte la normativa actual aprobada H21 A2 del NCCLS para obtener instrucciones detalladas
sobre la recogida y la preparacion de las muestras.®

1. PREPARACION DEL PACIENTE:
Los pacientes deben abstenerse de tomar aspirina o0 medicamentos que contengan aspirina,
otros medicamentos y complementos alimenticios conocidos por afectar la funcién plaquetaria
durante 7-10 dias antes de la recogida de muestras. Los pacientes deben ayunar y evitar los
alimentos grasos y los productos lacteos durante 12 horas antes de la recogida de muestras.®

2. RECOGIDA DE MUESTRAS:
La recogida de sangre debe realizarse con cuidado para evitar situaciones de estasis, hemolisis,
contaminacion por fluidos tisulares o la exposicion al vidrio. Mantenga las muestras a
temperatura ambiente.®

Lo siguientes factores pueden producir resultados incorrectos en la prueba; deben

rechazarse las muestras afectadas: hemdlisis, contaminacién con eritrocitos, lipemia, quilo,
ictericia, trombocitopenia (<75.000/mm?), codgulos en la muestra e hipofibrinogenemia. La reuti
lizacion de articulos desechables puede producir resultados incorrectos en la prueba.

Siga las precauciones estandares durante los procesos de recogida, preparacion y andlisis de
las muestras.?® Deseche los residuos biologicos y articulos afilados siguiendo las normas del
laboratorio.

Técnica con jeringuilla (recomendada)®

a. Utilice una aguja con aletas para la venipuncion.

b. Extraiga 9,0 ml de sangre con una jeringuilla de plastico. Evite una succién excesiva.

c. Retire la aguja de lajeringuilla y dispense la sangre suave e inmediatamente en un tubo
de plastico [polipropileno]* con 1,0 ml de anticoagulante citrato sodico 0,11 M. La relacién
de sangre:anticoagulante debe ser 9 partes de sangre y 1 parte de anticoagulante.®

d. Tape e invierta el tubo suavemente 4-5 veces para mezclar.

e. Mantenga a temperatura ambiente (de 15 a 28 °C)

NOTA: Cuando el hematdcrito del paciente es < 30% o >55%, los volumenes de sangre:anticoagu-
lante deben ajustarse.*

Técnica con tubo evacuado para recogida de muestras.

1. Utilice una aguja con aletas para la venipuncion.

2. Extraiga la sangre utilizando tubos (de plastico) con anticoagulante citrato sédico 0,11 M.
3. Invierta suavemente 4-5 veces para mezclar.

NOTA: Cuando se utilicen tubos de plastico para recogida de muestras por vacio, compruebe la
etiqueta para asegurarse que la concentracion del anticoagulante citrato es 0,11 M. Las tapas col-
oreadas no varian con concentraciones diferentes de citrato. Siga las instrucciones del fabricante
para la recogida de muestras.

PREPARACION DEL PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP) Y PLASMA POBRE EN

PLAQUETAS (PPP)

1. Prepare el plasma rico en plaquetas centrifugando la sangre anticoagulada a 150 x g
durante 10 minutos a temperatura ambiente (de 15 a 28 °C).

2. Examine la presencia de hematies en la capa de plasma. Si hay hematies, vuelva a
centrifugar a 150 x g durante 5 minutos mas.

3. Con una pipeta plastica de transferencia, observe y retire con cuidado la capa de plaquetas
sin disgregar la capa leucocitica o los hematies y transfiera a un envase etiquetado (PRP).
Tape el recipiente y déjelo en reposo a temperatura ambiente.

4. Prepare el plasma pobre en plaquetas centrifugando la muestra de sangre restante a
2500 x g durante 20 minutos. Examine el plasma pobre en plaquetas en busca de
hemodlisis; a continuacion, transfiéralo a un tubo de plastico con la etiqueta PPP.

5. El recuento de plaquetas del PRP debe ser 250.000 + 50.000/mm?®. El recuento de
plaquetas puede verse reducido al utilizar PPP preparado a partir de la muestra.

NOTA: Si se utiliza acido araquidénico como un agonista, no ajuste el recuento de plaquetas.

RECONSTITUCION
NOTA: Los reactivos deben estar a temperatura ambiente (de 15 a 28 °C) antes de su recon-
stitucion. Los reactivos almacenados deben estar a temperatura ambiente antes de usarlos.

Reconstituya un vial de ADP con 0,5 ml de agua purificada.

ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO
EI ADP reconstituido es estable durante 30 dias cuando se almacena a 2-8 °C en su envase
original herméticamente cerrado.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

El andlisis debe completarse en las 3 horas siguientes a la recogida de las muestras.®

1. Coloque una barra agitadora en cada cubeta

2. Prepare un blanco para el agregémetro pipeteando 0,5 ml de plasma pobre en plaquetas en
una cubeta.

3. Pipetee 0,45 ml de plasma rico en plaquetas en una segunda cubeta. Incube a 37 °C
durante 3 minutos.

4. Ajuste, si es necesario, los valores de referencia del 0% y del 100% siguiendo las
instrucciones del fabricante del agregémetro en uso.

5. Afiada directamente 0,05 ml de ADP al plasma rico en plaquetas. No deje que el reactivo
chorree por la pared de la cubeta. La concentracion final de ADP en la mezcla a analizar
de plasma rico en plaquetas es 2 x 10°° M. Véase tabla 1.

6. Permita que se genere el patron de agregacion durante 5 minutos.

AGREGACION BIFASICA
Para demostrar 2 ondas distintas o agregacion “bifasica” por ADP, el plasma rico en plaquetas
puede analizarse con varias diluciones del reactivo.

Prepare las concentraciones diluidas de ADP de la siguiente manera:

1. Etiquete 2 tubos de ensayo: 4 x 10°My 2 x 10° M, véase tabla 1.

2. Aflada 0,4 ml de solucién salina en el tubo marcado 4 x 10° M, y 0,2 ml de solucién salina
en el tubo marcado 2 x 10° M.

3. Para llegar a la concentracion de 4 x 10-° M: afiada 0,1 ml de 2 x 10* M (del vial
reconstituido) al tubo con la etiqueta 4 x 10°°M. Mezcle (dilucion 1:5).

4. Para llegar a la concentracion de 2 x 10° M: afiada 0,2 ml de 4 x 10°M (del tubo de
concentracion 4 x 10°°M) al tubo con la etiqueta 2 x 10-°°M. Mezcle (dilucion 1:2).

5. Diluciones adicionales pueden ser preparadas utilizando las técnicas detalladas en 1-4

anteriormente.
Tabla 1
Concentracion de trabajo Concentracion final
Reconstituida 2x10“M N/D
Normal 2x10“M 2x10°M
Bifasica 2x10°Mupto4 x 10°M 2x10°Mupto4 x10°M
CONTROL DE CALIDAD

Los laboratorios deben seguir las practicas de control de calidad aceptadas generalmente cuando
no se dispone de un ensayo de aptitud.

Para garantizar el funcionamiento adecuado del instrumento y del reactivo, debe evaluarse una
muestra de control cada dia que se realicen los analisis. La muestra de control debe prepararse
de la misma manera que la muestra a analizar. Para los estudios cualitativos de agregacion
plaquetaria, el control debe estar compuesto de plasma fresco rico en plaquetas recogido de un
donante normal (especificado y cualificado) que no haya ingerido compuestos con aspirina en
los 10 dias anteriores al analisis y que tenga un historial de funcion plaquetaria normal.

RESULTADOS
Los patrones tipicos de agregacién por el ADP se ilustran en las figuras 1 - 3.

EI ADP, a la concentracion final de 2 x 10°° M, inducira una sola onda grande de agregacion en
plasma normal rico en plaquetas. A una concentracion final (en la prueba) de 2 x 10 M hasta
4 x 10 M, pueden observarse dos ondas de agregacion (véase figura 2). La onda primaria es
la respuesta al ADP exdgeno (reactivo). La onda secundaria se debe a la liberacién del ADP
endogeno del grupo no metabdlico de nucleétidos (grupo de almacenamiento) contenido en
las plaquetas.®
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Figura 1 Agregaciéon normal

(Concentracion final 2 X 10°M), véase tabla 1.

Figura 2 Agregacién normal
(Concentracion final 2 X 10 M), véase tabla 1.

Figura 3 Agregacion anémala
(Concentracion final 2 X 10-°M), véase tabla 1.

LEYENDA: Resultados de la agregacion plaquetaria inducida por ADP en plasma rico en plaquetas anémalo y normal.
La marca de flecha indica la adicion de reactivo. La desagregacion dependiende de la concentracion puede observarse en algunos PRP normales. Este fendémeno se ilustra en la figura 3.

VALORES ESPERADOS
Cada laboratorio debe establecer los intervalos esperados para cada uno de los reactivos a las
diferentes concentraciones utilizadas para inducir la agregacion plaquetaria, véase la tabla 2.4891°

Tabla 2

RESPUESTAS TiPICAS DE AGREGACION PLAQUETARIA PARA DONANTES NORMALES a

250.000 PLAQUETAS/mm?

[ agregacion total a los 5 minutos]

ADP Acido araquidénico Colageno Epinefrina
Conc. final 2.0x10°M 500ug/mL 0.19mg/mL 1.0x10* M
Fase de retardo
[seg.] <10 <=20 <60 0
Pendiente
primaria 38-67 >20 35-67 7-34
Agregacion total
(% alos 5 min) 63-89 65-90 61-99 54-101
Agregacion Dependiente de
bifasica la concentracién NO NO Si
Otros Puede mostrar | Puede que todos No duluir Los donantes
combio de forma donantes normales
norales no puden variar
tengan un PLT
CT~175k-300k
LIMITACIONES

Se requiere un historial detallado del paciente para hacer una interpretacion exacta de la prueba.
Se debe preguntar a los pacientes acerca de la ingestion reciente de cualquier medicamento,
ya que varios farmacos de venta con receta y de venta libre pueden interferir con la agregacion
plaquetaria. Sustancias como la cafeina, el tabaco, los extractos de hierbas (o complementos) y
el alcohol pueden afectar a los resultados.”®

CARACTERISTICAS DE EFICACIA
Los estudios han demostrado que este producto funcionara seguin se ha descrito antes de su fecha
de caducidad siempre que se sigan las instrucciones de almacenamiento y del procedimiento.

Linealidad:

La agregacion plaquetaria inducida por agonistas comunes (ADP, acido araquidonico, colageno
y epinefrina) es un sistema de analisis no lineal para los siguientes parametros: fase de retardo,
pendiente primaria, pendiente secundaria, respuesta bifasica y desagregacion. La falta de linealidad
esta causada por muchos factores tales como la quimica de la reaccion y la instrumentacion. La
agregacion plaquetaria mide un indice de respuesta o actividad que no es una medida cuantitativa
de los reactantes ni de su concentracion.

EXACTITUD, PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD

Exactitud

En la agregacion plaquetaria, la exactitud es un parametro relativo que depende del sistema de
analisis.
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Precision y reproducibilidad
Las limitaciones de la agregacion plaquetaria hacen dificil proporcionar los intervalos de repro-
ducibilidad o de precision tipicos. Sin embargo, hay un consenso basado en la experiencia para
estos parametros (véase a continuacion). Cada laboratorio debe establecer sus propios limites de
aceptabilidad de la prueba.

Reproducibilidad entre pruebas:

Reproducibilidad entre instrumentos:

Variacion entre lotes de reactivo:

Entre laboratorios (mismo sistema de andlisis):

mejor que + 7,5%
mejor que + 15%
mejor que + 10,5%
mejor que * 12,5%
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Para obtener una lista completa de los productos disponibles, visite nuestro sitio web www.bio-
datacorp.com o péngase en contacto con el servicio de atencién al cliente.

LA LINEA DE PRODUCTOS DE BIO/DATA CORPORATION INCLUYE REACTIVOS DE USO
GENERAL QUE DEBEN EMPLEARSE EN LABORATORIOS PROFESIONALES PARA INDU-
CIRY REGISTRAR LAACTIVIDAD Y LAS RESPUESTAS DE LA FUNCION PLAQUETARIA.

SE GA- RANTIZA QUE ESTE PRODUCTO FUNCIONARA SEGUN LO DESCRITO EN LAS
ETIQUE- TAS Y EN LAS INSTRUCCIONES DE USO. BIO/DATA CORPORATION NO OFRECE
ALEGACIONES NI GARANTIAS, NI EXPRESAS NI IMPLICITAS, DE LA APTITUD, IDONEIDAD
O COMERCIAL- IZACION DEL PRODUCTO PARA NINGUN OTRO FIN, Y EN NINGUN CASO
BIO/DATA CORPO- RATION SERA RESPONSABLE DE NINGUN DANO DERIVADO DE DICHA
GARANTIA EXPRESA.
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