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PLAQUETTES
LYOPHILISEES

INSTRUCTIONS D’UTILISATION

DESCRIPTION DU PRODUIT

Les plaquettes lyophilisées sont une suspension standardisée et fixée de plaquettes
humaines, spécialement congue pour les tests d’agrégation plaquettaire. Utilisées
couramment dans les tests d’activité du cofacteur de la ristocétine, ces plaquettes
conservent la fonction essentielle du récepteur Gplb, garantissant des résultats précis
et fiables. La suspension de plaquettes humaines fixées au formol simplifie la détection
de l'inhibition du facteur von Willebrand (vVWF) dans les échantillons de plasma de
patients mélangés et de plasma groupé. Le processus de lyophilisation prolonge la
durée de conservation.

La solution saline tamponnée TRIS (TBS) est une solution saline tamponnée préparée
a 0,06 M contenant 0,01 % d’azoture de sodium comme conservateur.

Les plaquettes lyophilisées ont été optimisées pour une utilisation avec les
agrégometres a transmission lumineuse. Elles peuvent également étre utilisées avec
d’autres analyseurs turbidimétriques ou d’impédance, ainsi qu’avec des cytometres
en flux.

BUT PREVU

Les plaquettes lyophilisées sont une suspension standardisée et fixée de plaquettes
humaines, couramment utilisées comme composant d’un test d’activité du cofacteur
de la ristocétine.

DETECTION / MESURE

Les plaquettes lyophilisées sont utilisées, en association avec d’autres réactifs, diluants
et échantillons de controle, pour mesurer les variations de la transmission lumineuse
dans un échantillon de plasma pauvre en plaquettes (PPP).

FONCTION DU PRODUIT

Les plaquettes lyophilisées fournissent des informations essentielles sur I'activité
fonctionnelle du facteur von Willebrand (VWF). Ces plaquettes sont congues pour
contribuer a I'évaluation du syndrome de von Willebrand (vWS), en soutenant le diag-
nostic et la classification des troubles liés au VWF, qu'ils soient héréditaires ou acquis.

INFORMATIONS SPECIFIQUES FOURNIES
Les plaquettes lyophilisées ne sont pas destinées a la détection d’un trouble, d’'une
affection ou d’un facteur de risque spécifique.

Les plaquettes lyophilisées sont essentielles pour I'évaluation de l'activité et de la
fonction du facteur von Willebrand (VWF) au moyen du test du cofacteur vW. Elles
sont reconstituées et utilisées pour évaluer la capacité du vVWF a favoriser 'adhésion
et 'agrégation plaquettaires, des éléments essentiels du processus hémostatique.
Lorsqu’elles sont utilisées en association avec des réactifs spécifiques tels que la
ristocétine, les plaquettes lyophilisées facilitent le test du cofacteur de la ristocétine du
facteur von Willebrand (VWF), permettant la mesure de I'efficacité fonctionnelle du vVWF.

La solution saline tamponnée TRIS (TBS) utilisée dans les tests du facteur von
Willebrand (VWF) joue un réle essentiel en maintenant un pH stable d’environ 7,4 et
en ajustant la force ionique. Cela favorise des interactions optimales entre le vVWF, la
ristocétine et les plaquettes pendant le test du cofacteur vW. La TBS crée des con-
ditions qui reproduisent les contraintes de cisaillement physiologiques, essentielles
pour évaluer la capacité du vVWF a favoriser 'adhésion et I'agrégation plaquettaires. La
solution saline tamponnée TRIS (TBS) améliore la reproductibilité des résultats du test
entre différents laboratoires, fournissant des informations fiables sur la fonction du vVWF.

AUTOMATION

Les plaquettes lyophilisées sont destinées a étre utilisées avec des agrégometres
plaquettaires a transmission lumineuse semi-automatisés et automatisés. Ces
plaquettes peuvent également étre utilisées avec d’autres analyseurs turbidimétriques
ou d'impédance, ainsi qu'avec des cytométres en flux.

QUALITE / QUANTITE

Il n'existe pas de standards primaires pour les plaquettes lyophilisées. Les réponses
obtenues avec ces plaquettes dépendent de la concentration. Un donneur normal connu
doit étre testé avec chaque nouveau lot de plaquettes lyophilisées. Les organismes
de normalisation classent les tests d’activité du cofacteur de la ristocétine comme
semi-quantitatifs ou semi-qualitatifs.

Les plaquettes lyophilisées sont conditionnées sous forme de flacons de 1 x 10,0
mL de plaquettes lyophilisées, accompagnés de flacons de 1 x 10,0 mL de solution
saline tamponnée TRIS (TBS), ou sous forme de flacons de 3 x 4,0 mL de plaquettes
lyophilisées, accompagnés de flacons de 3 x 4,0 mL de solution saline tamponnée
TRIS (TBS).

TYPE D’ECHANTILLON

L’échantillon a tester est préparé a partir de sang total anticoagulé au citrate de sodium,
et I'échantillon d’analyse est du plasma pauvre en plaquettes (PPP). Le blanc du test
est constitué de plaquettes lyophilisées et de solution saline tamponnée TRIS (TBS),
fournissant une ligne de base standardisée pour le test.

Le réactif ristocétine peut étre utilisé avec du plasma pauvre en plaquettes (PPP) hu-
main ou animal. Les résultats sont basés sur I'étendue et la vitesse de I'agglutination
plaquettaire, reflétant I'activité fonctionnelle du vVWF.

Les plasmas de référence, les plaquettes lyophilisées fixées au formol, les plasmas
de contrdle et les diluants sont utilisés pour réaliser un test d’activité du cofacteur de
la ristocétine. Les résultats du test sont déterminés par interpolation a partir d'une
courbe standard.

TESTING POPULATION

* Humain: La prévalence des troubles plaquettaires liés au facteur von Willebrand
est mondiale et peut varier selon la race, I'origine ethnique, le groupe sanguin
et d’autres facteurs. L'incidence est d’environ 2 %.

» Médicaments antiplaquettaires : La prévalence et I'incidence sont variables. Les
inhibiteurs de BTK et la vancomycine sont connus pour diminuer les résultats
du test RIPA. Un anticorps monoclonal (AcM) antiplaquettaire dirigé contre la
glycoprotéine (GP) Ib récemment développé, appelé OP-Fl, ainsi qu’un anticorps
monoclonal anti-GPlb largement étudié, connu sous le nom d’AP-1, éliminent
complétement I'agglutination plaquettaire induite par la ristocétine.

« Troubles plaquettaires héréditaires : La prévalence et I'incidence sont variables.
Les plaquettes provenant de personnes atteintes du syndrome de Bernard-Soulier
ne s’agglutinent pas lorsqu’elles sont exposées a la ristocétine. Contrairement
a la maladie de von Willebrand, les niveaux d’activité du facteur von Willebrand
et de I'antigéne du facteur von Willebrand restent dans les plages normales.

» Animal : La prévalence et I'incidence dépendent de I'espéce.

DIAGNOSTIC IN VITRO

Les plaquettes lyophilisées sont des réactifs de diagnostic in vitro destinés unique-
ment a un usage professionnel en laboratoire. Ces réactifs ne sont pas destinés a
étre injectés ni ingérés.

UTILISATEUR VISE
Les plaquettes lyophilisées sont destinées a un usage professionnel en laboratoire
par du personnel qualifié.

PRINCIPE DU TEST

Lorsqu’il est introduit dans un échantillon de plasma pauvre en plaquettes (PPP) a
37 °C, le réactif ristocétine induit 'agglutination plaquettaire en interagissant avec le
récepteur glycoprotéine Ib (GP Ib) situé a la surface des plaquettes, un processus
médié par le facteur von Willebrand (vVWF). Cette agrégation initiale, appelée agrégation
primaire, est caractérisée par un changement de forme des plaquettes et est réversible.
L’agrégation primaire peut étre suivie par la libération d’ADP endogéne provenant des
granules plaquettaires, ce qui déclenche une seconde vague d’agrégation irrévers-
ible. L'étendue et la vitesse des agrégations primaire et secondaire sont influencées
par l'activité fonctionnelle du VWF dans I'échantillon. L'agrégometre plaquettaire a
transmission lumineuse enregistre efficacement ces changements en affichant des
parametres tels que la phase de latence, le changement de forme, ainsi que la vitesse
et 'étendue de I'agrégation sur une période de test prédéterminée.

ETALONS ET CONTROLES

Aucun calibrateur ni contréle n’est requis pour les plaquettes lyophilisées. Un échan-
tillon provenant d’'un donneur connu doit étre testé avec chaque lot de plaquettes
lyophilisées. Les réponses dépendent de la concentration.

LIMITES DU REACTIF

Les plaquettes lyophilisées fonctionneront comme spécifié lorsque les instructions
d'utilisation sont respectées. Les plaquettes doivent étre utilisées avant la date de
péremption indiquée sur chaque flacon.

REACTIFS FOURNIS

101258: 1 flacon de plaquettes lyophilisées (10,0 mL)
1 flacon de solution saline tamponnée TRIS (TBS) (10,0 mL)

101595: 3 flacons de plaquettes lyophilisées (4,0 mL)
3 flacons de solution saline tamponnée TRIS (TBS) (4,0 mL)

REACTIFS ET MATERIELS REQUIS MAIS NON FOURNIS
» Eau purifiée (distillée, déionisée, qualité réactif), pH 5,3 — 7,2 pour la reconstitution

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

MATERIELS ET ACCESSOIRES

« Agrégometre plaquettaire (suivre les instructions d’utilisation du fabricant)
» Centrifugeuse



* Pipette électronique

+ Pointe de pipette @

» Tubules de test pour agrégométre (siliconés) @

« Barres d’agitation pour agrégométre (revétues de plastique) @

« Tubes et bouchons en plastique pour échantillons (pour dilutions) @
+  Agitateur Mécanique d’Echantillons

REMARQUE : LESARTICLES JETABLES, TELS QUE LES TUBES DE TEST, LES BARRES
D’AGITATION, LES TUBES D’ECHANTILLONS ET LES BOUCHONS, SONT UNIQUEMENT
DESTINES A UN USAGE UNIQUE.

STOCKAGE ET STABILITE

J/ Les plaquettes lyophilisées et la solution saline tamponnée TRIS (TBS) ne
nécessitent aucune protection thermique pendant le transport.

J/ A réception, conserver les plaquettes lyophilisées et la solution saline tampon-
née TRIS (TBS) entre 2 et 8 °C dans leur emballage d’origine.

J/ Les plaquettes lyophilisées remises en suspension sont stables pendant 30
jours lorsqu’elles sont conservées dans leur contenant d’origine hermétiquement
fermé entre 2 et 8 °C.

STERILITE
& Les plaquettes lyophilisées et la solution saline tamponnée TRIS (TBS) ne

sont pas des produits stériles. Veiller a ne pas contaminer les produits lors du
pipetage des réactifs reconstitués ou aliquotés.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Porter un équipement de protection individuelle (EPI) conformément aux
politiques et pratiques du laboratoire lors de la manipulation des plaquettes
lyophilisées et de la solution saline tamponnée TRIS (TBS).

B>

Respecter les précautions standard lors de la préparation des échantillons et
des spécimens de test.

Manipuler les plaquettes lyophilisées avec précaution afin d’éviter toute con-
tamination pendant I'utilisation.

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

Afin de garantir des résultats de test optimaux, un échantillon de controle prov-
enant d’un donneur connu doit étre analysé consécutivement, sans interruption.

Pour préserver la stabilité des réactifs, conserver les plaquettes lyophilisées
et la solution saline tamponnée TRIS (TBS) restantes dans leurs contenants
d’origine hermétiquement fermés.

Eliminer les matériaux aprés le test conformément aux réglementations appli-
cables et aux politiques du laboratoire.

REMARQUE A L'UTILISATEUR : TOUT INCIDENT GRAVE SURVENANT EN RELATION
AVEC CE PRODUIT DOIT ETRE SIGNALE AU FABRICANT AINSI QU'A LAUTORITE
COMPETENTE DE L'ETAT MEMBRE DANS LEQUEL L'UTILISATEUR ET/OU LE PATIENT
EST ETABLI.
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STATUT DU MATERIEL INFECTIEUX

La solution saline tamponnée Tris (TBS) ne contient aucun matériel infectieux. Les
plaquettes lyophilisées ont été soumises a un dépistage a la source et confirmées
négatives pour I'antigene du VIH-1 (VIH-1Ag), les anticorps anti-VIH-1/2, 'antigéne de
surface de I'hépatite B (HBsAQ), les anticorps contre I'hépatite C, les anticorps contre le
virus T-lymphotrope humain de type | et I (anti-HTLV l/ll), ainsi que la syphilis par des
tests sérologiques. Néanmoins, en raison de leur origine humaine, tous les plasmas et
plaquettes doivent étre manipulés comme des matériaux potentiellement dangereux.
Les spécimens et échantillons de test doivent étre considérés comme infectieux et
doivent étre manipulés comme s'ils étaient capables de transmettre une infection.
Aprés les tests, les spécimens et échantillons doivent étre éliminés conformément
aux réglementations applicables et aux politiques du laboratoire.

INSTALLATIONS SPECIALES
Les plaquettes lyophilisées et la solution saline tamponnée TRIS (TBS) ne nécessitent
pas l'utilisation d’installations spéciales dans un environnement de laboratoire.

PREPARATION POUR L’UTILISATION

A REMARQUE : LES PLAQUETTES LYOPHILISEES ET LA SOLUTION SALINE TAMPONNEE
TRIS (TBS) DOIVENT ETRE A TEMPERATURE AMBIANTE (15 — 28 °C) AVANT LA RE-
CONSTITUTION. LES PLAQUETTES, REACTIFS ET PLASMAS CONSERVES DOIVENT

ETRE AMENES A TEMPERATURE AMBIANTE AVANT UTILISATION.

REMISE EN SUSPENSION DES PLAQUETTES LYOPHILISEES [:E]
Pour Préparer 4 mL de Plaquettes Lyophilisées

« Ajouter 4 mL de Solution Saline Tamponnée TRIS (TBS) au flacon de Plaquettes
Lyophilisées

» Mélanger mécaniquement sur un agitateur de spécimens a température ambiante
pendant 30 minutes

» Les Plaquettes Lyophilisées Remises en Suspension doivent étre conservées
bouchées avant utilisation

Pour Préparer 10 mL de Plaquettes Lyophilisées

» Ajouter 10 mL de Solution Saline Tamponnée TRIS (TBS) au flacon de Plaquettes
Lyophilisées

« Mélanger mécaniquement sur un agitateur de spécimens a température ambiante
pendant 30 minutes

» Les Plaquettes Lyophilisées Remises en Suspension doivent étre conservées
bouchées avant utilisation

A REMARQUE : APRES REFRIGERATION, MELANGER MECANIQUEMENT LES
PLAQUETTES LYOPHILISEES REMISES EN SUSPENSION SUR UN AGITATEUR
PENDANT AU MOINS 30 MINUTES A TEMPERATURE AMBIANTE AFIN D’EQUILI-

BRER ET DE DEGAZER LA SUSPENSION AVANT UTILISATION.

PREPARATION DU PATIENT

Les patients doivent s’abstenir de prendre de I'aspirine ou des médicaments et
produits contenant de l'aspirine, ainsi que tout autre médicament, supplément ou
boisson énergétique connus pour affecter la fonction plaquettaire, pendant 7 a 10
jours avant le prélévement de I'échantillon. Il est également recommandé d’éviter la
consommation d’aliments gras, de produits laitiers et le tabagisme pendant les 12
heures précédant le prélévement.

REMARQUE : UNE CONSULTATION MEDICALE EST REQUISE AVANT TOUT CHANGE-
MENT DE MEDICATION.

PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS

L'échantillon doit étre prélevé avec précaution afin d’éviter la stase, I'hémolyse, la
contamination par le liquide tissulaire et le contact avec le verre. Les échantillons
doivent étre conservés a température ambiante. Relachez le garrot dés que le sang
commence a s’écouler dans le dispositif de collecte.

((..)\ APPLIQUEZ LES PRECAUTIONS STANDARD TOUT AU LONG DES PROCESSUS

A DE PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS, DE PREPARATION DES ECHANTIL-
LONS ET D'’ANALYSE. ELIMINEZ LES OBJETS TRANCHANTS ET LES DECHETS
BIOLOGIQUES CONFORMEMENT AUX REGLEMENTATIONS APPLICABLES ET
AUX POLITIQUES DU LABORATOIRE.

Technique de prélevement d’échantillons par aspiration sous vide [:E]

» Utilisez un dispositif de prélévement avec aiguille papillon de calibre 21 ou 23
pour le prélévement d’échantillons.

* Prélevezz le sang dans des tubes de prélévement en plastique sous vide
contenant un anticoagulant citrate de sodium a 3,2 % (0,11 M).

+ Meélangez doucement le tube de prélévement 4 a 5 fois par inversion.

» Inscrivez I'heure de prélévement sur I'étiquette de I'échantillon.

» Conservez les tubes de prélévement a température ambiante.

* Remélangez les tubes avant la centrifugation.

Technique de prélévement 4 la seringue [ ]4]

» Utilisez un dispositif de prélévement avec aiguille papillon de calibre 21 ou 23
pour la ponction veineuse.

* Prélevezz 9,0 mL de sang dans une seringue en plastique, en évitant une
aspiration excessive.

» Pincez le tube de l'aiguille papillon et déconnectez la seringue.

» Transférez immédiatement et délicatement le sang dans un tube en plastique
(polypropyléne) contenant 1,0 mL d’anticoagulant citrate de sodium 0,11 M. Le
rapport sang/anticoagulant est de 9 parts de sang pour 1 part d’anticoagulant.

* Bouchez le tube en plastique.

+ Meélangez doucement le tube de prélévement 4 a 5 fois par inversion.

» Inscrivez I'heure de prélévement sur I'étiquette de I'échantillon.

» Conservez les tubes a température ambiante.

* Remélangez les tubes 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), CONCENTRATION RECOMMANDEE POUR LES
ETUDES DE LA FONCTION PLAQUETTAIRE.

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

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

« Examinez la couche de plasma pour détecter la présence de globules rouges.

« Si des globules rouges sont présents, recentrifugez pendant 5 minutes
supplémentaires.

» Utilisez une pipette pour transférer le plasma riche en plaquettes (PRP) dans un
récipient en plastique étiqueté PRP.

* Prélevez le PRP a un point juste en dessous du milieu du volume de PRP pour
obtenir un nombre de plaquettes constant (LE HAUT DU VOLUME CONTIENT



MOINS DE PLAQUETTES ET LE BAS EST PLUS CONCENTRE).
» Bouchez le récipient.
» Laissez le récipient reposer a température ambiante.

Plasma pauvre en plaquettes (PPP)

+ Centrifugez le reste de I'échantillon de plasma riche en plaquettes (PRP) a 2500
x g pendant 20 minutes.

+ Utilisez une pipette pour transférer le plasma pauvre en plaquettes (PPP) dans
un récipient en plastique étiqueté PPP.

+ Bouchez le récipient.

» Laissez le récipient reposer a température ambiante.

PROCEDURE DE DOSAGE [ [i]

Procédure de Courbe Standard en Trois Points du Test du Cofacteur de la
Ristocétine

REMARQUE : CECI EST UNE PROCEDURE GENERALE. SUIVRE LES INSTRUCTIONS
D'UTILISATION FOURNIES PAR LE FABRICANT DE LAGREGOMETRE UTILISE.

Préparer un Blanc pour Chaque Patient

REMARQUE : LORS DU TEST DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE, LE MEME
BLANC PEUT ETRE UTILISE POUR CHAQUE PUITS DE TEST DANS LA COURBE
STANDARD EN TROIS POINTS DU TEST DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE
ET DANS LE TEST PATIENT EN TROIS POINTS DU TEST DU COFACTEUR DE LA
RISTOCETINE, A CONDITION QUE TOUS LES TESTS SOIENT TERMINES DANS
LES QUATRE HEURES SUIVANT LA PREPARATION DU BLANC.

« Etiqueter un tube a essai avec la lettre « B » pour identifier le Blanc

» Pipeter 125 pL de Plaquettes Lyophilisées et 125 pL de Solution Saline Tam-
ponnée TRIS (TBS) dans le tube a essai (NE PAS AJOUTER DE BARREAU
D’AGITATION)

* Mettre le Blanc de c6té pour une utilisation ultérieure

REMARQUE : LE BLANC PREPARE EST STABLE PENDANT 4 HEURES A TEMPERA-
TURE AMBIANTE.

Préparer les Dilutions de la Courbe Standard

REMARQUE : LES DILUTIONS DOIVENT ETRE PREPAREES INDEPENDAMMENT
ET NON SOUS FORME DE DILUTIONS EN SERIE.

Utiliser la Procédure de Dilution Suivante pour une Courbe a 100 %, 50 % et 25 % :

. Etiqueter trois nouveaux tubes a essai : 100 %, 50 % et 25 %

« Dans le tube a essai étiqueté 100 % : Pipeter 200 L de Plasma de Référence
Normal vW (NRP) et 200 pL de Solution Saline Tamponnée TRIS (TBS)

« Retourner délicatement pour mélanger

* Dans le tube a essai étiqueté 50 % : Pipeter 100 pL de Plasma de Référence
Normal vW (NRP) et 300 pL de Solution Saline Tamponnée TRIS (TBS)

* Retourner délicatement pour mélanger

» Dans le tube a essai étiqueté 25 % : Pipeter 50 pL de Plasma de Référence
Normal vW (NRP) et 350 uL de Solution Saline Tamponnée TRIS (TBS)

* Retourner délicatement pour mélanger

« Mettre de coté les trois dilutions de Plasma de Référence Normal vW pour
une utilisation ultérieure

f REMARQUE : LES DILUTIONS SONT STABLES PENDANT 40 MINUTES A TEMPERA-
TURE AMBIANTE.

Préparer les Echantillons

« Etiqueter trois nouveaux tubes a essai : Puits n° 1 & 100 %, Puits n° 2 2 50 %
et Puitsn®3a25 %

» Placer les tubes a essai étiquetés dans les puits correspondants n° 1 a 3 des
puits d’incubation des échantillons agités

» Ajouter un barreau d’agitation dans chaque tube a essai

+ Pipeter 200 yL de Plaquettes Lyophilisées dans chaque tube a essai situé dans
les puits d'incubation des échantillons agités (S'ASSURER QU’IL N'Y A PAS
DE BULLES)

» Pipeter 25 pL de Réactif Ristocétine dans chaque tube a essai situé dans les puits
d’incubation des échantillons agités (S ASSURER QU’ILN'Y APAS DE BULLES)

+ Sélectionner le minuteur a I'écran pour chaque puits d’'incubation des échantillons
agités et le compte a rebours de réchauffement commencera

+ Les échantillons seront incubés a 37 °C pendant la durée prédéfinie

Définir la Ligne de Base a 100 % (Blanc)

+ Localiser le tube a essai du Blanc précédemment préparé et étiqueté « B »
+ Placer le tube a essai dans le puits de test n® 1

« Sélectionner BLANC pour activer le puits de test

+ Le bouton BLANC deviendra DEMARRER

» Reépéter le processus ci-dessus pour les puits de testn®2 etn® 3

Commencer le Test

» Lorsque le compte a rebours atteint 0:00, appuyer sur le bouton du minuteur
pour arréter chaque puits d’incubation des échantillons agités

» Transférer le tube a essai du puits d’'incubation des échantillons agités n° 1 vers
le puits de test n® 1

» Répéter 'étape ci-dessus pour chaque puits de test, en s’assurant que tous
les tubes a essai restent associés a leurs numéros de puits correspondants
pendant le transfert

* Fermer les guides de pipette

+ Sélectionner DEMARRER pour le puits de test n° 1

» Pipeter 25 pL de la dilution précédemment préparée et étiquetée 100 % dans le
puits de test n° 1 (NE PAS LAISSER LE REACTIF COULER LE LONG DE LA
PAROI DU TUBE A ESSAI NI PERMETTRE A UEMBOUT DE LA PIPETTE DE
ROMPRE LA SURFACE DE L'ECHANTILLON)

« Sélectionner INJECTER pour le puits de test n°® 1

+ Sélectionner DEMARRER pour le puits de test n° 2

» Pipeter 25 pL de la dilution précédemment préparée et étiquetée 50 % dans le
puits de test n° 2 (NE PAS LAISSER LE REACTIF COULER LE LONG DE LA
PAROI DU TUBE A ESSAI NI PERMETTRE A LEMBOUT DE LA PIPETTE DE
ROMPRE LA SURFACE DE L'ECHANTILLON)

« Sélectionner INJECTER pour le puits de test n® 2

+ Sélectionner DEMARRER pour le puits de test n° 3

» Pipeter 25 pL de la dilution précédemment préparée et étiquetée 25 % dans le
puits de test n° 3 (NE PAS LAISSER LE REACTIF COULER LE LONG DE LA
PAROI DU TUBE A ESSAI NI PERMETTRE A UEMBOUT DE LA PIPETTE DE
ROMPRE LA SURFACE DE L'ECHANTILLON)

« Sélectionner INJECTER pour le puits de test n® 3

«  Letest s'exécutera maintenant pendant la durée prédéfinie (LES PROCEDURES
DE TEST D’AUTRES FABRICANTS PEUVENT SPECIFIER DES DUREES OU
DES VOLUMES DIFFERENTS)

Procédure de Test Patient en Trois Points du Test du Cofacteur de la Ristocétine

REMARQUE : CECI EST UNE PROCEDURE GENERALE. SUIVRE LES INSTRUCTIONS
D’UTILISATION FOURNIES PAR LE FABRICANT DE LAGREGOMETRE UTILISE.

Préparer un Blanc pour Chaque Patient

REMARQUE : LORS DU TEST DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE, LE MEME
BLANC PEUT ETRE UTILISE POUR CHAQUE PUITS DE TEST DANS LA COURBE
STANDARD EN TROIS POINTS DU TEST DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE
ET DANS LE TEST PATIENT EN TROIS POINTS DU TEST DU COFACTEUR DE LA
RISTOCETINE, A CONDITION QUE TOUS LES TESTS SOIENT TERMINES DANS
LES QUATRE HEURES SUIVANT LA PREPARATION DU BLANC.

« Utiliser le Blanc précédemment préparé pour la Courbe en Trois Points du Test
du Cofacteur de la Ristocétine

« SileBlanc a été préparé il y a plus de 4 heures, il n’est plus stable et un nouveau
Blanc doit étre préparé

» Pour préparer un nouveau Blanc, suivre les instructions de préparation du Blanc
indiquées dans cette notice d'utilisation (IFU), dans la section Procédure de
Courbe Standard en Trois Points du Test du Cofacteur de la Ristocétine

Préparer les Dilutions

- Etiqueter un a huit nouveaux tubes a essai avec l'identifiant de chaque patient
et le numéro de puits

» Pipeter 100 pL de I'échantillon patient dans le tube a essai étiqueté correspondant
pour chaque patient testé

» Pipeter 100 pL de Solution Saline Tamponnée TRIS (TBS) dans chaque tube
a essai

« Mettre les dilutions de c6té pour une utilisation ultérieure

Préparer les Echantillons

- Etiqueter un & huit nouveaux tubes a essai avec l'identifiant de chaque patient
et le numéro de puits

« Placer les tubes a essai étiquetés dans les puits correspondants n° 1 a 8 des
puits d’incubation des échantillons agités

« Ajouter un barreau d’agitation dans chaque tube a essai

» Pipeter 200 pL de Plaquettes Lyophilisées dans chaque tube a essai situé dans
les puits d'incubation des échantillons agités (SSASSURER QU’IL N'Y A PAS
DE BULLES)

» Pipeter 25 L de Ristocétine dans chaque tube a essai situé dans les puits
d’incubation des échantillons agités (S ASSURER QU’'ILN'Y APAS DE BULLES)

« Sélectionner le minuteur a I'écran pour chaque puits d’incubation des échantillons
agités et le compte a rebours de réchauffement commencera

* Les échantillons seront incubés a 37 °C pendant la durée prédéfinie

Définir la Ligne de Base a 100 % (Blanc)

* Localiser le tube a essai du Blanc précédemment préparé et étiqueté « B »

* Placer le tube a essai dans le puits de test n® 1

« Sélectionner BLANC pour activer le puits de test

+ Le bouton BLANC deviendra DEMARRER

» Répéter le processus ci-dessus pour chaque puits de test utilisé pour les tests

Commencer le Test

* Lorsque le compte a rebours atteint 0:00, appuyer sur le bouton du minuteur
pour arréter chaque puits d’incubation des échantillons agités



» Transférer le tube a essai du puits d’'incubation des échantillons agités n° 1 vers
le puits de test n® 1

+ Répéter I'étape ci-dessus pour chaque puits de test, en s’assurant que tous
les tubes a essai restent associés a leurs numéros de cellule correspondants
pendant le transfert

» Fermer les guides de pipette

+ Sélectionner DEMARRER pour le puits de test n° 1

» Pipeter 25 pL de la dilution patient précédemment préparée directement dans
le tube a essai du puits de test n® 1

+ VERIFIER QUE LES DILUTIONS PATIENT CORRECTES SONT TRANS-
FEREES VERS LE PUITS DE TEST PATIENT CORRECT (NE PAS LAISSER LE
REACTIF COULER LE LONG DE LAPAROI DU TUBE A ESSAI NI PERMETTRE
ALEMBOUT DE LAPIPETTE DE ROMPRE LA SURFACE DE LECHANTILLON)

+ Sélectionner INJECTER pour le puits de test n® 1

» Répéter la procédure ci-dessus pour chaque puits de test utilisé pour les tests

+  Letest s’'exécutera maintenant pendant la durée prédéfinie (LES PROCEDURES
DE TEST D’AUTRES FABRICANTS PEUVENT SPECIFIER DES DUREES OU
DES VOLUMES DIFFERENTS)

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

CHAQUE LABORATOIRE DOIT ETABLIR ET VALIDER SON PROPRE PROTOCOLE DE

TEST ET VERIFIER LES PERFORMANCES OBTENUES 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 d’assurer la performance et la cohérence du systéme de
test. Un nouveau contrdle doit étre inclus avec chaque série de tests et, de préférence,
avec chaque nouveau lot de réactif 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 de test.

Un plasma déficient en facteur von Willebrand est inclus comme contréle anormal et
doit étre analysé comme un plasma de test avec un résultat attendu d’activité < 45 %.
Ce controle garantit que le systeme de test est spécifique au facteur von Willebrand
et que I'agglutination ne sera pas influencée par d’autres protéines plasmatiques nor-
males. De plus, il est recommandé d’analyser le Plasma de Référence Normal v\W et
le Plasma de Contréle Anormal vW afin de valider les courbes standards.

RESULTATS

Le test du facteur von Willebrand (vVWF) utilise une courbe standard en trois points
pour déterminer le pourcentage d’activité du vVWF dans le plasma d’un patient. Com-
me illustré dans la Figure 1, la courbe standard est générée a l'aide de trois dilutions
connues de VWF, représentant généralement une activité de 100 %, 50 % et 25 %.
Le test mesure la réponse a ces concentrations et trace les valeurs afin d’établir une
courbe de référence.

Lorsque I'échantillon du patient est analysé, sa réponse est interpolée a partir de la
courbe standard afin de déterminer I'activité du vVWF en pourcentage du plasma normal
(activité de 100 %). Cliniquement, des niveaux d’activité du VWF compris dans la plage
normale (45-150 %) indiquent une fonction typique, tandis que des valeurs inférieures
a 45 % peuvent suggérer une maladie de von Willebrand (vWD). A T'inverse, une
activité élevée du VWF peut étre associée a certaines conditions ou certains troubles.

La Figure 2 illustre les principales phases de I'agrégation plaquettaire au cours du
temps, fournissant des informations sur la fonction plaquettaire. La déflexion initiale
vers le bas observée dans chaque courbe représente le changement de forme, au
cours duquel les plaquettes répondent a I'agoniste en subissant des modifications
morphologiques sans agrégation immédiate. Ceci est suivi par la phase d’agrégation pri-
maire, caractérisée par une tendance ascendante lorsque les plaquettes commencent
a s’'agglutiner, augmentant ainsi la transmission lumineuse. Le point d’agrégation max-
imale varie selon les courbes, reflétant des différences dans la réactivité plaquettaire.
Certains tracés, tels que ceux des canaux 6, 7 et 8, présentent une diminution apres
avoir atteint 'agrégation maximale, indiquant un profil d’agrégation réversible, tandis
que d’autres maintiennent I'agrégation, indiquant une forte réponse. Les variations du
temps de latence avant le début de I'agrégation mettent en évidence des différences
dans la cinétique d’activation plaquettaire. Ces caractéristiques permettent d’évaluer la
fonction plaquettaire et d’identifier d’éventuelles anomalies de la réponse d’agrégation.

Le tracé du test du facteur von Willebrand (VWF) présenté dans la Figure 3 illustre
une réponse anormale de I'activité du vVWF, avec des résultats mesurant une activité
inférieure a 45 %. Cette activité réduite suggere une maladie de von Willebrand (VWD)
potentielle. Le tracé démontre une réponse plus faible que prévu par rapport a la
courbe standard, indiquant une altération de la fonction du VWF ou une diminution des
niveaux du facteur. Ces résultats anormaux peuvent étre associés aux variantes de
type 1 ou de type 2 de la vWD, a une déficience acquise en VWF ou a d’autres troubles
de la coagulation. Ces résultats soulignent la nécessité d’effectuer des tests supplé-
mentaires afin de caractériser avec précision la nature et la gravité de la déficience.

Il est essentiel d’interpréter ces résultats d’agrégation dans le contexte global de
I'état clinique du patient. Un diagnostic définitif ne doit étre établi qu’aprés des tests
supplémentaires et une évaluation complete. Les figures comprennent des marqueurs
d’injection indiquant les points précis d’ajout du réactif, fournissant des repéres clairs
pour comprendre le moment de 'introduction du réactif et ses effets immédiats sur le
processus d’agrégation.

FIGURE 1 : POURCENTAGE D’ACTIVITE DU TEST DU COFACTEUR DE LA RIS-
TOCETINE VW EN TROIS POINTS
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FIGURE 2 : TEST PATIENT NORMAL DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE VW
EN TROIS POINTS
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FIGURE 3 : TEST PATIENT ANORMAL DU COFACTEUR DE LA RISTOCETINE
VW EN TROIS POINTS
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VALEURS ATTENDUES
Chaque laboratoire doit établir des plages attendues pour chaque réactif aux différentes
concentrations utilisées pour induire I'agrégation.

Un résultat inférieur a 40 % du facteur von Willebrand est considéré comme anormal
et évocateur du syndrome de von Willebrand. Cependant, d’autres propriétés de la
molécule du facteur von Willebrand doivent étre prises en compte pour le diagnostic
des différentes formes du syndrome de von Willebrand. Etant donné que les plages
de référence du facteur von Willebrand dépendent du groupe sanguin, chaque lab-
oratoire doit établir des plages de référence spécifiques au groupe sanguin pour sa
population de patients.

Le Plasma de Contréle Anormal vW donnera des résultats du test du facteur von
Willebrand < 45 %. La capacité a générer une valeur quantitative dans cette plage
dépend de la sensibilité du systeme de test utilisé.



LIMITES

En agrégométrie par transmission lumineuse, la présence de globules rouges dans le
PRP entrainera une diminution de I'agrégation observée. La présence de plaquettes
dans le PPP entrainera une augmentation de I'agrégation finale. Des résultats er-
ronés peuvent survenir si la numération plaquettaire du PRP est inférieure a 75 000
plaquettes/cumm. Les numérations plaquettaires du PRP doivent étre effectuées
uniquement a l'aide de la méthode de I'hémocytométre. Les échantillons compromis
doivent étre rejetés.

Si les résultats sont anormaux, le test doit étre répété a une autre occasion. Chaque
laboratoire doit établir des plages de référence adaptées a la population qu’il dessert
et aux concentrations spécifiques de réactifs utilisées.

PERFORMANCE ANALYTIQUE

L’agrégation plaquettaire induite par des réactifs couramment utilisés, tels que le
réactif AggRecetin (Ristocétine), est un systéme de test non linéaire. Les réponses
sont basées sur la différence de transmission lumineuse entre le plasma riche en
plaquettes (PRP) et le plasma pauvre en plaquettes (PPP) du patient ; par conséquent,
les résultats sont propres a chaque patient. Certains parametres sont plus sujets a la
non-linéarité que d’autres. Ceux-ci comprennent la phase de latence, la pente primaire,
la pente secondaire, la réponse biphasique et la désagrégation. La non-linéarité est
causée par de nombreux facteurs tels que la chimie de la réaction et I'instrumentation.
L’agrégation plaquettaire affiche la vitesse de réponse ou I'activité et ne quantifie pas
les réactifs ni leurs concentrations.

Dans 'agrégation plaquettaire, I'exactitude est un paramétre relatif et dépend du sys-
teme de test. Les limites de I'agrégation plaquettaire rendent difficile I'établissement
de plages typiques de précision ou de reproductibilité.

La variabilité de la linéarité, de la précision et de la reproductibilité des résultats dans
les systémes de test basés sur le réactif AggRecetin (Ristocétine) est reconnue par
plusieurs organismes de normalisation. Le coefficient de variation (CV) généralement
accepté est de + 15 %.

Reproductibilité d’un test a I'autre : inférieure a+7,5%

Reproductibilité d’'un instrument a l'autre : inférieure a £ 15,0 %
Variabilité entre lots de réactifs : inférieure a £ 10,5 %
Variabilité entre laboratoires (systéme a systéme) : inférieure a + 12,5 %
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