AZIENDA REGISTRATA ISO 13485

REAGENTE AL COLLAGENE 101562
Pelle di vitello solubile (Tipo I) J,sec

ISTRUZIONI PER L'USO ITALIANA - 1T

DESCRIZIONE DEL PRODOTTO

Il Reagente al Collagene € una preparazione liofilizzata di pelle di vitello solubile (Tipo
1). Il Reagente al Collagene induce la modificazione della forma piastrinica e attiva le
piastrine. Le piastrine attivate rilasciano quindi composti trombotici dai loro granuli,
che servono a reclutare ulteriori piastrine nel sito di lesione.

Il Reagente al Collagene & stato ottimizzato per I'uso con aggregometri a trasmissione
luminosa. Pud inoltre essere utilizzato con altri analizzatori turbidimetrici o aimpedenza,
nonché con citometri a flusso.

SCOPO PREVISTO

Il Reagente al Collagene (pelle di vitello solubile, Tipo I) € destinato all’'uso routinario
per indurre risposte di Plasma Ricco di Piastrine (PRP) all’attivazione, all'aggregazione
e all'inibizione.

RILEVAZIONE / MISURAZIONE

Il Reagente al Collagene é utilizzato, in combinazione con altri diluenti e campioni di
controllo, per misurare le variazioni della trasmissione della luce in un campione di
prova di Plasma Ricco di Piastrine (PRP).

FUNZIONE DEL PRODOTTO

Il Reagente al Collagene fornisce informazioni su diversi aspetti della funzione e/o
qualita piastrinica. Questo reagente aiuta nella valutazione di vari disturbi piastrinici
acquisiti ed ereditari o dell’efficacia delle terapie antiaggreganti.

INFORMAZIONI SPECIFICHE FORNITE
Il Reagente al Collagene non e destinato al rilevamento di uno specifico disturbo,
condizione o fattore di rischio.

Il Reagente al Collagene avvia I'attivazione e I'aggregazione piastrinica. Legandosi
ai recettori glicoproteici presenti sulla superficie delle piastrine, in particolare alla
glicoproteina VI (GP VI), il collagene innesca cascate di segnalazione intracellulari.
Cio determina rapide modificazioni della forma piastrinica e il rilascio di ioni calcio
attraverso i recettori GP VI, con un’attivazione sostenuta facilitata dall'integrina a231,
che garantisce un’aggregazione stabile.

Utilizzato per stimolare in modo preciso I'attivazione e I'aggregazione piastrinica, il
Reagente al Collagene interagisce con questi recettori, fornendo ai clinici uno strumento
per valutare la funzione e/o la qualita piastrinica e i disturbi associati ad anomalie
dell’attivazione piastrinica indotta dal collagene. Questo processo & fondamentale
per comprendere le dinamiche della formazione del coagulo e per valutare I'efficacia
delle terapie antiaggreganti che inibiscono gli eventi trombotici. Il collagene stimola
inoltre il rilascio di mediatori secondari, amplificando ulteriormente I'attivazione e
I'aggregazione piastrinica.

AUTOMAZIONE

Il Reagente al Collagene & destinato all’'uso con aggregometri piastrinici a trasmissione
luminosa, sia semi-automatici che automatici. Questo reagente pud inoltre essere uti-
lizzato con altri analizzatori turbidimetrici o a impedenza, nonché con citometri a flusso.

QUALITA / QUANTITA

Non esistono standard primari per il Reagente al Collagene. Le risposte a questo
reagente sono dipendenti dalla concentrazione. Un donatore normale noto dovrebbe
essere testato con ogni nuovo lotto di Reagente al Collagene. Le organizzazioni di
standardizzazione classificano I'aggregazione piastrinica indotta dal collagene come
semi-quantitativa o semi-qualitativa.

Il Reagente al Collagene é confezionato in 3 flaconcini da 0,5 mL. La concentrazione
di lavoro del collagene & 1,9 mg/mL.

TIPO DI CAMPIONE

Il campione di prova € preparato a partire da sangue intero anticoagulato con citrato
di sodio. Il campione di analisi & il Plasma Ricco di Piastrine (PRP). Il bianco di prova
¢ il Plasma Povero di Piastrine (PPP).

Il Reagente al Collagene puo essere utilizzato con Plasma Ricco di Piastrine (PRP)
umano o animale per test routinari di aggregazione piastrinica. | risultati si basano
sulla concentrazione, sull’entita e sulla velocita di aggregazione, confrontate con un
bianco di Plasma Povero di Piastrine (PPP).

POPOLAZIONE DA TESTARE

* Umano: la prevalenza dei disturbi piastrinici € globale e pud variare in base a
razza, etnia, gruppo sanguigno e ad altri fattori. L'incidenza & variabile.

« Farmaci antiaggreganti piastrinici: la prevalenza di un’aggregazione anomala
al Reagente al Collagene, in funzione dell’'uso stimato di aspirina, pud raggiun-

gere fino a un terzo della popolazione. Sia il clopidogrel sia la combinazione di
clopidogrel con aspirina possono influenzare 'aggregazione piastrinica indotta
dal collagene. L'incidenza & variabile.

« Disturbi piastrinici ereditari: la prevalenza e I'incidenza sono variabili. Esistono
circa 60 tipi di disturbi piastrinici ereditari che interessano approssimativamente
lo 0,3% della popolazione. Alcuni difetti piastrinici ereditari, come la tromboas-
tenia di Glanzmann e la malattia del pool di deposito, non mostrano risposta al
Reagente al Collagene.

» Animale: la prevalenza e I'incidenza sono dipendenti dalla specie.

DIAGNOSTICA IN VITRO

Il Reagente al Collagene & un reagente per diagnostica in vitro destinato esclusivamente
all'uso professionale in laboratorio. Questo reagente non & destinato all'iniezione né
all'ingestione.

UTILIZZATORE PREVISTO
Il Reagente al Collagene ¢ destinato all'uso professionale in laboratorio da parte di
personale qualificato.

PRINCIPIO DEL TEST

Quando introdotti in un campione di prova di Plasma Ricco di Piastrine (PRP) agitato
e mantenuto a 37 °C, reagenti esogeni quali ADP, acido arachidonico, collagene,
epinefrina e ristocetina stimolano le piastrine, inducendole a subire una modificazione
della forma e ad aggregarsi. Questa aggregazione iniziale € definita aggregazione
primaria ed € reversibile. Tuttavia, le piastrine normali possiedono la capacita di
rilasciare ADP endogeno dai loro granuli, determinando una seconda ondata di ag-
gregazione, irreversibile.

L'aggregometro piastrinico a trasmissione luminosa rileva efficacemente questi cam-
biamenti visualizzando parametri quali la fase di latenza, la modificazione della forma,
nonché la velocita e I'entita del’aggregazione durante un periodo di prova prestabilito.

CALIBRATORI E CONTROLLI

Non sono richiesti calibratori o controlli per il Reagente al Collagene. Un campione di
un donatore noto dovrebbe essere testato con ogni lotto di Reagente al Collagene.
Le risposte sono dipendenti dalla concentrazione.

LIMITAZIONI DEL REAGENTE

Il Reagente al Collagene funziona come specificato quando vengono seguite le Is-
truzioni per I'Uso. |l reagente deve essere utilizzato entro la data di scadenza indicata
su ciascun flaconcino.

REAGENTI FORNITI
101562: 3 flaconcini di Reagente al Collagene (0,5 mL)

REAGENTI E MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI

« Acqua purificata (distillata, deionizzata, grado reagente), pH 5,3 — 7,2 per la
ricostituzione

« Soluzione salina tamponata con TRIS (TBS) o soluzione fisiologica allo 0,85%
per le diluizioni

A NOTA: L'USO DI SALINA DA BANCA DEL SANGUE CAUSERA RISULTATI ERRATI.

MATERIALI E ACCESSORI

« Aggregometro piastrinico (seguire le Istruzioni per I'Uso del produttore)
+ Centrifuga

* Pipetta elettronica

* Puntali per pipetta @

+  Provette per aggregometro (siliconate) @

- Barrette magnetiche per aggregometro (rivestite in plastica) @

« Provette e tappi in plastica (per diluizioni) @

NOTA: GLI ARTICOLI MONOUSO COME PROVETTE, BARRETTE, CAMPIONI E TAPPI
SONO DA UTILIZZARE UNA SOLA VOLTA

CONSERVAZIONE E STABILITA

J/ Il Reagente al Collagene non richiede protezione dalla temperatura durante
la spedizione.

_/}/ Al ricevimento, conservare il Reagente al Collagene a 2-8 °C nella confezione
originale.

J}/ Il Reagente al Collagene ricostituito € stabile per 30 giorni se conservato nei
contenitori originali ben chiusi a 2-8 °C.



STERILITA

. Il Reagente al Collagene non & un prodotto sterile. Prestare attenzione a non
contaminare il prodotto durante il pipettaggio dei reagenti ricostituiti o aliquotati.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Indossare i DPI in conformita alle politiche e alle pratiche di laboratorio durante
la manipolazione del Reagente al Collagene.

Seguire le precauzioni standard durante la preparazione dei campioni e dei
materiali di prova.

Manipolare il Reagente al Collagene con cura per evitare contaminazioni
durante l'uso.

Evitare 'evaporazione del reagente limitando le superfici di scambio aria-liquido.

Per garantire risultati di prova ottimali, un campione di controllo di un donatore
noto dovrebbe essere analizzato in modo consecutivo, senza interruzioni.

Per preservare la stabilita del reagente, conservare il reagente rimanente nel
contenitore originale ben chiuso.

Smaltire i materiali post-test in conformita alle normative applicabili e alle
politiche di laboratorio.

NOTA PER L’'UTENTE: QUALSIASI INCIDENTE GRAVE LEGATO A QUESTO PRODOTTO
DEVE ESSERE SEGNALATO AL PRODUTTORE E ALLAUTORITA COMPETENTE DELLO
STATO MEMBRO IN CUI S| TROVANO L'UTENTE E/O IL PAZIENTE.
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STATO DEL MATERIALE INFETTIVO

Il Reagente al Collagene non contiene materiali infettivi. | campioni e i materiali di prova
devono essere considerati potenzialmente infettivi e devono essere manipolati come
se fossero in grado di trasmettere infezioni. Dopo I'esecuzione dei test, i campioni e
i materiali di prova devono essere smaltiti in conformita alle normative applicabili e
alle politiche di laboratorio.

STRUTTURE SPECIALI
Il Reagente al Collagene non richiede I'uso di strutture speciali all'interno dell’ambiente
di laboratorio.

PREPARAZIONE ALL’USO

NOTA: IL REAGENTE AL COLLAGENE DEVE ESSERE A TEMPERATURA AMBIENTE
(15-28 °C) PRIMA DELLA RICOSTITUZIONE. | REAGENTI CONSERVATI DEVONO
ESSERE PORTATI A TEMPERATURA AMBIENTE PRIMA DELL’USO.

RICOSTITUZIONE Dﬂ

La concentrazione di lavoro del collagene ricostituito € 1,9 mg/mL. Tutte le concentra-
zioni finali si basano sull'aggiunta di 25 L di Reagente al Collagene a un campione
di prova di 225 pL di Plasma Ricco di Piastrine (PRP).

» Ricostituire il Reagente al Collagene con 0,5 mL di acqua purificata.

+ Capovolgere delicatamente per miscelare.

+ Il Reagente al Collagene ricostituito deve essere mantenuto ben chiuso prima
dell’'uso.

PREPARAZIONE DEL PAZIENTE

| pazienti dovrebbero astenersi dall’assumere aspirina o prodotti contenenti aspirina,
cosi come altri farmaci, integratori o bevande energetiche noti per influenzare la
funzione piastrinica, per 7—10 giorni prima del prelievo del campione. L'ingestione di
alimenti grassi, latticini e il fumo devono essere evitati per 12 ore prima del prelievo
del campione.

NOTA: E NECESSARIA LA CONSULTAZIONE CON UN MEDICO PRIMA DI APPORTARE
QUALSIASI MODIFICA AL TRATTAMENTO FARMACOLOGICO.

RACCOLTA DEI CAMPIONI

Il campione deve essere raccolto con cura per evitare stasi, emolisi, contaminazione
con liquido tissutale ed esposizione al vetro. | campioni devono essere mantenuti a
temperatura ambiente. Rilasciare il laccio emostatico non appena il sangue inizia a
fluire nel dispositivo di raccolta.

((..)\ ADOTTARE PRECAUZIONI STANDARD DURANTE L'INTERA RACCOLTA DEL

AL CAMPIONE, LA PREPARAZIONE DEL CAMPIONE E | PROCESSI ANALITICI.
SMALTIRE OGGETTI TAGLIENTI E RIFIUTI BIOHAZARD SECONDO LE NORMATIVE
VIGENTI E LE POLITICHE DI LABORATORIO.

Tecnica di Raccolta con Provette Evacuate U}]

» Usare aghi a farfalla da 21g o0 23g

» Raccogliere il sangue in provette di plastica evacuate contenenti anticoagulante
citrato di sodio al 3,2% (0,11 M)

» Miscelare delicatamente la provetta 4-5 volte capovolgendola

* Annotare I'orario di prelievo sull’etichetta del campione

* Mantenere le provette a temperatura ambiente

» Rimescolare le provette prima della centrifugazione

Tecnica di Raccolta con Siringa EE]

» Usare aghi a farfalla da 21g o0 23g

* Prelevare 9,0 mL di sangue in una siringa di plastica evitando eccessiva
aspirazione

» Pinzare il tubo dell'ago e scollegare la siringa

« ersare immediatamente e delicatamente il sangue in una provetta di plastica
(polipropilene) contenente 1,0 mL di citrato di sodio 0,11 M

« Rapporto sangue/anticoagulante: 9:1

« Tappare la provetta

« Miscelare delicatamente 4-5 volte capovolgendo

* Annotare I'orario di prelievo

* Mantenere a temperatura ambiente

» Rimescolare prima della centrifugazione

A NOTA: SE L’EMATOCRITO DEL PAZIENTE E INFERIORE AL 30% O SUPERIORE AL

55%, IL RAPPORTO SANGUE/ANTICOAGULANTE DEVE ESSERE ADEGUATO. USARE

PROVETTE CON TAPPO BLU CONTENENTI 3,2% (0,11 M) DI CITRATO DI SODIO COME
RACCOMANDATO PER STUDI SULLA FUNZIONE PIASTRINICA.

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI EE]
Plasma Ricco di Piastrine (PRP)

» Centrifugare il sangue anticoagulato a 150 x g per 10 minuti a temperatura
ambiente

» Controllare la presenza di globuli rossi nel plasma

» Se presenti, centrifugare nuovamente per 5 minuti

« Trasferire il PRP con una pipetta in un contenitore etichettato PRP

* Prelevare il PRP poco sotto la meta del volume per garantire una conta
piastrinica coerente

« Tappare e lasciare a temperatura ambiente

Plasma Povero di Piastrine (PPP)

» Centrifugare il PRP rimanente a 2500 x g per 20 minuti
« Trasferire il PPP con una pipetta in un contenitore etichettato PPP
» Tappare e lasciare a temperatura ambiente

PROCEDURA DEL SAGGIO [ [i]

Procedura di Aggregazione di Routine

NOTA: QUESTA E UNA PROCEDURA GENERALE. SEGUIRE LE ISTRUZIONI DEL
PRODUTTORE DELL’AGGREGOMETRO UTILIZZATO.

Preparazione del Bianco per Ogni Paziente

NOTA: OGNI PAZIENTE DEVE AVERE IL PROPRIO BIANCO. IL BIANCO DI UN PAZIENTE
NON PUO ESSERE UTILIZZATO PER UN ALTRO PAZIENTE. IL BIANCO DEL PAZIENTE
DEVE ESSERE PREPARATO DAL CAMPIONE DI PLASMA POVERO DI PIASTRINE
(PPP) DELLO STESSO PAZIENTE. SE LO STESSO PAZIENTE VIENE TESTATO SU PIU
POZZETTI, E POSSIBILE UTILIZZARE LO STESSO BIANCO PER TALI POZZETTI.

» Etichettare una provetta con la lettera “B”, numero del pozzetto e ID paziente
» Pipettare 250 pL di PPP (senza barra magnetica)

* Mettere da parte

» Ripetere per ogni paziente

Preparazione dei Campioni

« Etichettare da una a otto nuove provette con I'ID del paziente e il numero del
pozzetto di test

« Collocare le provette etichettate nel pozzetto corretto, dal n. 1 al n. 8, dei pozzetti
di incubazione agitati per campioni

» Aggiungere una barra magnetica in ciascuna provetta

» Pipettare 225 pL di campione di Plasma Ricco di Piastrine (PRP) in ciascuna

» provetta nei pozzetti di incubazione agitati (ASSICURARSI CHE NON CI SIANO
BOLLE)

» Selezionare il timer sullo schermo per ciascun pozzetto di incubazione agitato
in uso e iniziera il conto alla rovescia per il riscaldamento

* | campioni incubano a 37° C per il tempo preimpostato

» Impostare la baseline al 100% (Bianco)

 Inserire nel pozzetto di test n. 1 la provetta di Bianco precedentemente preparata
del paziente corrispondente

« Selezionare BLANK per attivare il pozzetto di test

* |l pulsante BLANK cambiera in START

» Ripetere i passaggi sopra descritti per ciascun pozzetto di test in uso

Avvio del Test

« Una volta che il timer del conto alla rovescia raggiunge 0:00, premere il pulsante
del timer per fermare ciascun pozzetto di incubazione agitato per campioni

« Trasferire la provetta dal pozzetto di incubazione agitato n. 1 al pozzetto ditestn. 1

* Ripetere il passaggio sopra descritto per ciascun pozzetto di test, assicurandosi
che tutte le provette restino associate al proprio numero di pozzetto durante il
trasferimento

* Chiudere le guide della pipetta

« Selezionare START per il pozzetto di test n. 1

+ Pipettare 25 pL di reagente direttamente nella provetta di test contenente
Plasma Ricco di Piastrine (PRP) nel pozzetto di test n. 1 (NON PERMETTERE
AL REAGENTE DI SCORRERE LUNGO LA PARETE DELLA PROVETTA O
CHE LA PUNTA DELLA PIPETTA ROMPA LA SUPERFICIE DEL CAMPIONE)



FIGURA 1: AGGREGAZIONE NORMALE DEL COLLAGENE
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FIGURA 2: AGGREGAZIONE ANOMALA DEL COLLAGENE
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+ Selezionare INJECT per il pozzetto di test n. 1

» Ripetere i passaggi sopra descritti per ciascun pozzetto di test in uso

|l test verra ora eseguito per il tempo preimpostato (LE PROCEDURE DI TEST
DI ALTRI PRODUTTORI POTREBBERO SPECIFICARE TEMPI O VOLUMI
DIFFERENTI)

NOTA: UTILIZZARE UN DONATORE CONOSCIUTO COME CAMPIONE DI CONTROLLO.
OGNI LABORATORIO DEVE STABILIRE E VALIDARE IL PROPRIO PROTOCOLLO DI
TEST.

CONTROLLO DI QUALITA

Per gli studi di aggregazione piastrinica, un donatore noto dovrebbe essere testato
nello stesso modo del paziente per garantire le prestazioni e la coerenza del sistema
di prova. Un nuovo controllo dovrebbe essere incluso con ogni serie di test e, preferib-
ilmente, con ogni nuovo lotto di reagente o dopo la manutenzione dello strumento.
Ogni laboratorio deve definire i propri intervalli accettabili per la propria popolazione
di pazienti e verificare le prestazioni attese del sistema di prova.

RISULTATI

I modelli tipici di aggregazione indotti dal Reagente al Collagene sono illustrati nelle
Figure 1 e 2, fornendo una rappresentazione dettagliata degli effetti del reagente sul
Plasma Ricco di Piastrine (PRP). Dopo I'aggiunta del Reagente al Collagene al PRP,
si verifica una fase di latenza iniziale durante la quale non si osserva aggregazione.
Al termine di questa fase di latenza, le piastrine normali mostrano una modificazione
evidente della forma. Successivamente alla modificazione della forma, si osserva una
singola ondata ampia di aggregazione, che dimostra la risposta robusta delle piastrine
al Reagente al Collagene.

| segni a picco nelle figure indicano i punti esatti in cui il reagente & stato aggiunto,
fornendo chiari punti di riferimento per la tempistica dell'introduzione del reagente e
per i suoi effetti sul processo di aggregazione.

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri intervalli attesi e le caratteristiche di prestazi-
one per questo reagente alle concentrazioni utilizzate per indurre I'aggregazione
piastrinica. Tali intervalli devono essere determinati utilizzando la strumentazione, le
procedure, gli intervalli di riferimento e la popolazione di pazienti specifici del laboratorio.

La letteratura pubblicata riporta che il Reagente al Collagene produce tipicamente
una risposta di aggregazione finale compresa tra 66-92% e una fase di latenza di
261 secondi, in condizioni di prova standard. Questo intervallo basato sulla letteratura
¢ fornito solo a scopo informativo generale; i laboratori devono verificare e stabilire i
propri intervalli attesi prima dell’'uso clinico.

TABELLA 1: RISULTATI DEL COLLAGENE OSSERVATI NEI DIFETTI DELLA
FUNZIONE PIASTRINICA

BIEEnTD REAGENTE

COLLAGENE
COME ASPIRINA ]
TROMBASTENIA ]
MALATTIA STORAGE POOL l
MALATTIA DI VON WILLEBRAND N
SINDROME BERNARD-SOULIER N

l = Aggregazione ridotta derivante da una diminuzione o assenza dell'onda secondaria

l l = Aggregazione ridotta deri da una diminuzione o dell'onda primaria e secondaria

N = Risposta normale

LIMITAZIONI
INel’'aggregometria a trasmissione luminosa, la presenza di globuli rossi nel PRP

comporta una riduzione dell’aggregazione osservata. La presenza di piastrine nel PPP
comporta un aumento dell’aggregazione finale. Possono verificarsi risultati spuri se
la conta piastrinica del PRP ¢ inferiore a 75.000 piastrine/mm?®. La conta piastrinica
del PRP pud essere eseguita esclusivamente mediante il metodo del emocitometro.
| campioni compromessi devono essere scartati.

Se i risultati sono anomali, il test deve essere ripetuto in un’altra occasione. Ogni
laboratorio deve stabilire intervalli di riferimento adattati alla popolazione servita e alle
specifiche concentrazioni di reagente utilizzate.

PRESTAZIONI ANALITICHE

L’aggregazione piastrinica, indotta da reagenti comunemente utilizzati come il Reagente
al Collagene, € un sistema di prova non lineare. Le risposte si basano sulla differenza
di trasmissione della luce tra il Plasma Ricco di Piastrine (PRP) e il Plasma Povero di
Piastrine (PPP) del paziente e, pertanto, i risultati sono specifici per ciascun paziente.
Alcuni parametri sono pitl soggetti alla non linearita rispetto ad altri, tra cui la fase
di latenza, la pendenza primaria, la pendenza secondaria, la risposta bifasica e la
disaggregazione. La non linearita & causata da numerosi fattori, quali la chimica della
reazione e la strumentazione. L'aggregazione piastrinica mostra la velocita di risposta
o l'attivita, ma non quantifica i reagenti né le loro concentrazioni.

Nell'aggregazione piastrinica, 'accuratezza € un parametro relativo e dipende dal
sistema di prova. Le limitazioni dell’aggregazione piastrinica rendono difficile fornire
intervalli tipici di precisione o riproducibilita.

La variabilita in termini di linearita, precisione e riproducibilita dei risultati nei sistemi di
prova basati sul Reagente al Collagene é riconosciuta da numerose organizzazioni di
standardizzazione. Il coefficiente di variazione (CV) comunemente accettato & + 15%.
Riproducibilita Test su Test: inferiore a + 7,5%
Riproducibilita Strumento su Strumento: inferiore a £ 15,0%
Variabilita da Lotto a Lotto di Reagente: inferiore a £ 10,5%
Variabilita Laboratorio su Laboratorio (Sistema su Sistema): inferiore a + 12,5%
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