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REACTIVO DE COLAGENO 101562
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Piel de ternera soluble (Tipo I)

INSTRUCCIONES DE USO

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

El Reactivo de Colageno es una preparacion liofilizada de piel de ternera soluble (Tipo
1). El Reactivo de Colageno induce el cambio de forma plaquetaria y activa las plaque-
tas. Las plaquetas activadas liberan posteriormente compuestos trombéticos desde sus
granulos, los cuales sirven para reclutar plaquetas adicionales en el sitio de la lesion.

El Reactivo de Colageno ha sido optimizado para su uso con agregémetros de trans-
mision de luz. También puede utilizarse con otros analizadores turbidimétricos o de
impedancia, asi como con citémetros de flujo.

PROPOSITO PREVISTO

El Reactivo de Colageno (piel de ternera soluble, Tipo |) esta destinado al uso ruti-
nario para inducir respuestas de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) a la activacién,
agregacion e inhibicion.

DETECCION / MEDICION

El Reactivo de Colageno se utiliza, en conjunto con otros diluyentes y muestras de
control, para medir los cambios en la transmision de la luz en una muestra de ensayo
de Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

FUNCION DEL PRODUCTO

El Reactivo de Colageno proporciona informacién sobre diferentes aspectos de la
funcion y/o calidad plaquetaria. Este reactivo ayuda a evaluar diversos trastornos
plaquetarios adquiridos y hereditarios o la eficacia de las terapias antiagregantes.

INFORMACION ESPECIFICA PROPORCIONADA
El Reactivo de Colageno no esta destinado a la deteccion de un trastorno, condicion
o factor de riesgo especifico.

El Reactivo de Colageno inicia la activacion y agregacion plaquetaria. Al unirse a los
receptores glicoproteicos en la superficie de las plaquetas, en particular a la glico-
proteina VI (GP V), el colageno desencadena cascadas de sefializacion intracelular.
Esto provoca cambios rapidos en la forma plaquetaria y la liberacion de iones calcio a
través de los receptores GP VI, con una activacion sostenida facilitada por la integrina
a2pB1, lo que garantiza una agregacion estable.

Utilizado para estimular con precision la activacion y agregacion plaquetaria, el Reactivo
de Colageno interactiia con estos receptores, proporcionando a los clinicos un medio
para evaluar la funcién y/o calidad plaquetaria y los trastornos asociados a anomalias
de la activacion plaquetaria inducida por colageno. Este proceso es fundamental para
comprender la dinamica de la formacién del coagulo y para evaluar la eficacia de
las terapias antiagregantes que inhiben eventos trombéticos. El colageno también
induce la liberacién de mediadores secundarios, amplificando alin mas la activacion
y agregacion plaquetaria.

AUTOMATIZACION

El Reactivo de Colageno esta destinado a su uso en agregémetros plaquetarios de
transmision de luz, tanto semiautomatizados como automatizados. Este reactivo
también puede utilizarse con otros analizadores turbidimétricos o de impedancia, asi
como con citometros de flujo.

CALIDAD / CANTIDAD

No existen estandares primarios para el Reactivo de Colageno. Las re-
spuestas a este reactivo son dependientes de la concentracién. Un donante
normal conocido debe analizarse con cada nuevo lote del Reactivo de
Colageno. Las organizaciones de normalizacién clasifican la agregacion
plaquetaria inducida por coldgeno como semicuantitativa o semicualitativa.

El Reactivo de Colageno se presenta en 3 viales de 0,5 mL. La concentraciéon de
trabajo del colageno es de 1,9 mg/mL.

TIPO DE MUESTRA

El espécimen de prueba se prepara a partir de sangre total anticoagulada con citrato
de sodio. La muestra de ensayo es Plasma Rico en Plaquetas (PRP). El blanco de
prueba es Plasma Pobre en Plaquetas (PPP).

El Reactivo de Colageno puede utilizarse con Plasma Rico en Plaquetas (PRP) hu-
mano o animal para pruebas rutinarias de agregacion plaquetaria. Los resultados se
basan en la concentracion, el grado y la velocidad de agregacion, comparados con
un blanco de Plasma Pobre en Plaquetas (PPP).

POBLACION DE PRUEBA
*  Humano: la prevalencia de los trastornos plaquetarios es global y puede variar
segun la raza, la etnia, el grupo sanguineo y otros factores. La incidencia es
variable.

« Farmacos antiagregantes plaquetarios: la prevalencia de una agregacion anormal
al Reactivo de Colageno, en funcion del uso estimado de aspirina, puede alca-
nzar hasta un tercio de la poblacién. Tanto el clopidogrel como la combinacion
de clopidogrel con aspirina pueden influir en la agregacion plaquetaria inducida
por colageno. La incidencia es variable.

« Trastornos plaquetarios hereditarios: la prevalencia y la incidencia son variables.
Existen 60 tipos de trastornos plaquetarios hereditarios que afectan aproximada-
mente al 0,3 % de la poblacion. Ciertos defectos plaquetarios hereditarios, como
la trombastenia de Glanzmann y la enfermedad del pool de almacenamiento,
no muestran respuesta al Reactivo de Colageno.

» Animal: la prevalencia y la incidencia dependen de la especie.

DIAGNOSTICO IN VITRO

El Reactivo de Colageno es un reactivo de diagnéstico in vitro destinado exclusiva-
mente al uso profesional en laboratorio. Este reactivo no esta destinado a la inyeccién
ni a la ingestion.

USUARIO PREVISTO
El Reactivo de Colageno esta destinado al uso profesional en laboratorio por personal
cualificado.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Cuando se introducen en una muestra de ensayo de Plasma Rico en Plaquetas (PRP)
agitada y mantenida a 37 °C, reactivos exégenos como ADP, acido araquidénico, colage-
no, epinefrina y ristocetina estimulan las plaquetas, induciendo un cambio de forma y su
agregacion. Esta agregacion inicial se denomina agregacion primaria y es reversible.
Sin embargo, las plaquetas normales poseen la capacidad de liberar ADP endégeno
desde sus granulos, lo que conduce a una segunda onda de agregacion, irreversible.

El agregoémetro plaquetario de transmision de luz capta eficazmente estos cambios
mostrando parametros como la fase de latencia, el cambio de forma, y la velocidad y
el grado de agregacion durante un periodo de prueba predeterminado.

CALIBRADORES Y CONTROLES

No se requieren calibradores ni controles para el Reactivo de Colageno. Una muestra
de un donante conocido debe analizarse con cada lote del Reactivo de Colageno. Las
respuestas son dependientes de la concentracion.

LIMITACIONES DEL REACTIVO

El Reactivo de Colageno funcionara segun lo especificado cuando se sigan las
Instrucciones de Uso. El reactivo debe utilizarse antes de la fecha de caducidad
impresa en cada vial.

REACTIVOS PROPORCIONADOS
101562: 3 viales de Reactivo de Colageno (0,5 mL)

REACTIVOS Y MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROPORCIONADOS

« Agua purificada (destilada, desionizada, grado reactivo), pH 5,3 — 7,2 para la
reconstitucion

« Solucion salina tamponada con TRIS (TBS) o solucién salina fisiolégica al
0,85% para diluciones

NOTA: EL USO DE SALINA DE BANCO DE SANGRE CAUSARA RESULTADOS ER-
RONEOS.

MATERIALES Y ACCESORIOS

« Agregémetro de plaquetas (seguir las Instrucciones de Uso del fabricante)
+ Centrifuga

» Pipeta electrénica

« Puntas de pipeta @

» Tubos de prueba para agregémetro (siliconizados) @

+ Barras agitadoras para agregémetro (revestidas de plastico) @

+  Tubos de muestra de plastico y tapas (para diluciones) @

NOTA: LOS ARTICULOS DESECHABLES COMO TUBOS DE PRUEBA, BARRAS
AGITADORAS, TUBOS DE MUESTRA Y TAPAS SON DE UN SOLO USO

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

J’ El Reactivo de Colageno no requiere proteccion de temperatura durante el envio.

J’ Al recibirlo, almacene el Reactivo de Colageno a 2—-8 °C en su envase original.



El Reactivo de Colageno reconstituido es estable durante 30 dias cuando se
almacena en sus envases originales bien cerrados a 2-8 °C.

ESTERILIDAD

g El Reactivo de Colageno no es un producto estéril. Tenga cuidado de no
contaminar el producto al pipetear los reactivos reconstituidos o alicuotados.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Use EPP de acuerdo con las politicas y practicas del laboratorio al manipular
el Reactivo de Colageno.

Siga las precauciones estandar al preparar los especimenes y las muestras
de ensayo.

Manipule el Reactivo de Colageno con cuidado para evitar la contaminacion
durante su uso.

Evite laevaporacion delreactivolimitando las superficies de intercambio aire—liquido.

Para garantizar resultados 6ptimos, una muestra de control de un donante
conocido debe analizarse de forma consecutiva, sin interrupciones.

Para preservar la estabilidad del reactivo, almacene el reactivo restante en su
envase original bien cerrado.

Elimine los materiales posteriores a la prueba de acuerdo con las normativas
aplicables y las politicas del laboratorio.

NOTA PARA EL USUARIO: CUALQUIER INCIDENTE GRAVE RELACIONADO CON
ESTE PRODUCTO DEBERA SER REPORTADO AL FABRICANTE Y A LA AUTORIDAD
COMPETENTE DEL ESTADO MIEMBRO DONDE EL USUARIO Y/O PACIENTE ESTE
ESTABLECIDO.
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ESTADO DEL MATERIAL INFECCIOSO

El Reactivo de Colageno no contiene materiales infecciosos. Los especimenes y
muestras de ensayo deben considerarse potencialmente infecciosos y deben ma-
nipularse como si fueran capaces de transmitir infecciones. Después de la prueba,
los especimenes y muestras deben eliminarse de conformidad con las normativas
aplicables y las politicas del laboratorio.

INSTALACIONES ESPECIALES
El Reactivo de Colageno no requiere el uso de instalaciones especiales dentro del
entorno de laboratorio.

PREPARACION PARA EL USO

NOTA: EL REACTIVO DE COLAGENO DEBE ESTAR A TEMPERATURA AMBIENTE
(15-28 °C) ANTES DE LA RECONSTITUCION. LOS REACTIVOS ALMACENADOS DEBEN
LLEVARSE A TEMPERATURA AMBIENTE ANTES DE SU USO.

RECONSTITUCION [i]

La concentracién de trabajo del colageno reconstituido es de 1,9 mg/mL. Todas las
concentraciones finales se basan en la adicion de 25 pL de Reactivo de Colageno a
una muestra de ensayo de 225 pL de Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

» Reconstituya el Reactivo de Colageno con 0,5 mL de agua purificada.
* Invierta suavemente para mezclar.
» ElReactivo de Colageno reconstituido debe mantenerse tapado antes de su uso.

PREPARACION DEL PACIENTE

Los pacientes deben evitar tomar aspirina o productos que la contengan, asi como
otros medicamentos, suplementos o bebidas energéticas que afecten la funcion
plaquetaria, durante 7—-10 dias antes de la recoleccion del espécimen. Debe evitarse
el consumo de alimentos grasos, productos lacteos y el habito de fumar durante 12
horas antes de la recoleccion.

NOTA: SE REQUIERE CONSULTA MEDICA ANTES DE REALIZAR CAMBIOS EN
MEDICACION.

RECOLECCION DE MUESTRAS

Recolecte el espécimen con cuidado para evitar estasis, hemolisis, contaminacién con
liquido tisular y exposicion al vidrio. Mantenga los especimenes a temperatura ambiente.
Libere el torniquete tan pronto como comience a fluir sangre al dispositivo de recoleccion.

f(.. SIGA LAS PRECAUCIONES ESTANDAR DURANTE TODO EL PROCESO DE RE-
L' COLECCION, PREPARACION DE MUESTRAS Y ANALISIS. DESECHE OBJETOS
PUNZANTES Y RESIDUOS BIOLOGICOS SEGUN LAS NORMATIVAS APLICABLES.

Técnica de recoleccion con tubos evacuados U}]

* Use una aguja alada 21g o 23g.

* Recoja sangre en tubos plasticos con anticoagulante citrato de sodio al 3.2%
(0.11 M).

* Mezcle suavemente invirtiendo 4-5 veces.

» Escriba la hora de recoleccion en la etiqueta.

* Mantenga los tubos a temperatura ambiente.
* Mezcle nuevamente antes de centrifugar.

Técnica de recoleccion con jeringa EE]

* Use una aguja alada 21g o 23g.

« Extraiga 9.0 mL de sangre en una jeringa plastica evitando succién excesiva.

« Sujete el tubo de la aguja y desconecte la jeringa.

» Dispense suavemente en un tubo de polipropileno con 1.0 mL de citrato de
sodio 0.11 M. Relacién sangre/anticoagulante 9:1.

» Tape el tubo y mezcle suavemente invirtiendo 4-5 veces.

« Escriba la hora de recoleccion en la etiqueta.

* Mantenga los tubos a temperatura ambiente.

* Mezcle nuevamente antes de centrifugar.

A NOTA: CUANDO EL HEMATOCRITO DEL PACIENTE ES MENOR AL 30% O MAYOR AL

55%, DEBE AJUSTARSE LA RELACION SANGRE/ANTICOAGULANTE. LOS TUBOS EVA-

CUADOS DEBEN CONTENER CITRATO DE SODIO 3.2% (0.11 M), LA CONCENTRACION
RECOMENDADA PARA ESTUDIOS DE FUNCION PLAQUETARIA.

PREPARACION DE MUESTRAS [ [i]
Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

» Centrifugue la sangre anticoagulada a 150 x g por 10 minutos.

« Examine la capa de plasma para detectar eritrocitos.

« Si hay eritrocitos, centrifugue 5 minutos mas.

« Transfiera el PRP con pipeta a un recipiente plastico rotulado como PRP.

« Retirelo desde un punto justo debajo del centro del volumen para consistencia.
» Tape el recipiente y déjelo a temperatura ambiente.

Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)

« Centrifugue el resto del PRP a 2500 x g por 20 minutos.
» Transfiera con pipeta a un recipiente plastico rotulado como PPP.
« Tape el recipiente y mantenga a temperatura ambiente.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO [ [i]
Procedimiento de agregacion rutinario

NOTA: ESTE ES UN PROCEDIMIENTO GENERAL. SIGA LAS INSTRUCCIONES DEL
FABRICANTE DEL AGREGOMETRO EN USO.

Preparar un Blanco para cada paciente

A NOTA: CADA PACIENTE DEBE TENER SU PROPIO BLANCO. NO SE PUEDE USAR

EL BLANCO DE OTRO PACIENTE. EL BLANCO DEBE PREPARARSE CON EL PPP DEL

MISMO PACIENTE. SI EL MISMO PACIENTE TIENE MULTIPLES PRUEBAS, PUEDE
USARSE EL MISMO BLANCO.

* Rotule un tubo de ensayo con la letra “B”, el numero de pocillo y el ID del paciente.
+ Pipetee 250 uL de PPP al tubo (NO ANADA BARRA DE AGITACION).

* Reserve el blanco para uso posterior.

» Repita los pasos anteriores para cada paciente.

Preparar Muestras

« Etiqueta de uno a ocho tubos de ensayo nuevos con el ID del paciente y el
numero de pozo de prueba.

» Coloca los tubos etiquetados en el pozo correspondiente #1 - 8 de los pozos
de incubacién con agitacion.

» Afade una barra agitadora a cada tubo de ensayo.

* Pipetea 225 L de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) en cada tubo de ensayo
en los pozos de incubacién con agitacién (ASEGURATE DE QUE NO HAYA
BURBUJAS).

» Selecciona el temporizador en pantalla para cada pozo de incubacién en uso y
comenzara la cuenta regresiva de calentamiento.

« Las muestras se incubaran a 37°C durante el tiempo preestablecido.

Establecer el Blanco al 100% (Control Basal)

» Coloca el tubo de ensayo Blanco previamente preparado del paciente corre-
spondiente en el pozo de prueba #1.

» Selecciona BLANCO para activar el pozo de prueba.

* El botén BLANCO cambiara a INICIAR.

* Repite los pasos anteriores para cada pozo de prueba que se esté utilizando.

Iniciar la Prueba

* Una vez que el temporizador llegue a 0:00, presiona el boton del temporizador
para detener la incubacion con agitacion de cada pozo.

« Transfiere el tubo del pozo de incubacién #1 al pozo de prueba #1.

» Repite el paso anterior para cada pozo, asegurandote de que todos los tubos
permanezcan con su numero de pozo correspondiente durante la transferencia.

» Cierra las guias de pipeteo.

« Selecciona INICIAR para el pozo de prueba #1.

» Pipetea 25 pL de reactivo directamente en el tubo de ensayo de PRP en el
pozo de prueba #1 (NO PERMITAS QUE EL REACTIVO SE DESLICE POR LA
PARED DEL TUBO NI QUE LA PUNTA DE LA PIPETAROMPA LA SUPERFICIE
DE LA MUESTRA).

» Selecciona INYECTAR para el pozo de prueba #1.

« Repite los pasos anteriores para cada pozo de prueba en uso.



FIGURA 1: AGREGACION NORMAL DEL COLAGENO
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FIGURA 2: AGREGACION ANORMAL DEL COLAGENO
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» La prueba se ejecutara durante el tiempo preestablecido (OTROS PROCED-
IMIENTOS DE PRUEBA DE FABRICANTES PUEDEN ESPECIFICAR TIEMPOS
O VOLUMENES DIFERENTES).

NOTA: UTILIZA UN DONANTE CONOCIDO COMO MUESTRA DE CONTROL. CADA
LABORATORIO DEBE ESTABLECER Y VALIDAR SU PROPIO PROTOCOLO DE PRUEBA
Y VERIFICAR EL RENDIMIENTO DE SU SISTEMA DE PRUEBA (REACTIVOS, INSTRU-
MENTO Y PROTOCOLO DE PRUEBA).

CONTROL DE CALIDAD

Para los estudios de agregacion plaquetaria, un donante conocido debe analizarse
de la misma manera que el paciente para garantizar el rendimiento y la consistencia
del sistema de prueba. Debe incluirse un nuevo control con cada serie de pruebas y,
preferiblemente, con cada nuevo lote de reactivo o después del mantenimiento del
instrumento. Cada laboratorio debe definir sus rangos aceptables para su poblacion
de pacientes y verificar el rendimiento esperado del sistema de prueba.

RESULTADOS

Los patrones tipicos de agregacion inducidos por el Reactivo de Colageno se ilustran en
las Figuras 1y 2, proporcionando una representacion detallada de los efectos del reac-
tivo sobre el Plasma Rico en Plaquetas (PRP). Tras la adicion del Reactivo de Colageno
al PRP, se produce una fase de latencia inicial durante la cual no se observa agregacion.
Después de esta fase de latencia, las plaquetas normales presentan un cambio de forma
evidente. Tras el cambio de forma, se observa una unica onda grande de agregacion,
lo que demuestra la respuesta robusta de las plaquetas al Reactivo de Colageno.

Las marcas de pico en las figuras indican los puntos exactos en los que se afiadio
el reactivo, proporcionando puntos de referencia claros para la temporizacién de la
introduccion del reactivo y sus efectos sobre el proceso de agregacion.

VALORES ESPERADOS

Cada laboratorio debe establecer sus propios rangos esperados y caracteristicas
de rendimiento para este reactivo en las concentraciones utilizadas para inducir
la agregacion plaquetaria. Estos rangos deben determinarse utilizando la instru-
mentacion, los procedimientos, los intervalos de referencia y la poblacion de pacientes
especificos del laboratorio.

La literatura publicada indica que el Reactivo de Colageno produce tipicamente una
respuesta de agregacion final en el rango de 66-92 % y una fase de latencia de 261
segundos, bajo condiciones de prueba estandar. Este rango basado en la literatura
se proporciona Unicamente con fines informativos generales; los laboratorios deben
verificar y establecer sus propios rangos esperados antes del uso clinico.

TABLA 1: RESULTADOS DEL COLAGENO OBSERVADOS EN DEFECTOS DE LA
FUNCION PLAQUETARIA

COLAGENO

DEFECTO
REACTIVO

TIPO ASPIRINA

ENFERMEDAD DE ALMACENAMIENTO

1
TROMBOCITOS 1
1
N

ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND

z

SINDROME DE BERNARD-SOULIER

1 = Agregacion Reducida por Disminucién o Ausencia de la Segunda Ola
1 1 =Agregacion Reducida por Disminucién o Ausencia de la Primera y Segunda Ola

N = Respuesta Normal

LIMITACIONES

En la agregometria por transmision de luz, la presencia de globulos rojos en
el PRP provocara una reduccion de la agregacion observada. La presencia de
plaquetas en el PPP provocara un aumento de la agregacion final. Pueden pro-
ducirse resultados espurios si el recuento plaquetario del PRP es inferior a 75.000
plaquetas/mm?. El recuento plaquetario del PRP solo puede realizarse mediante
el método del hemocitémetro. Las muestras comprometidas deben rechazarse.

Si los resultados son anormales, la prueba debe repetirse en otra ocasion. Cada
laboratorio debe establecer rangos de referencia adaptados a la poblacién a la que
presta servicio y a las concentraciones especificas de reactivo utilizadas.

DESEMPENO ANALITICO

La agregacion plaquetaria, inducida por reactivos de uso comun como el Reactivo de
Colageno, es un sistema de prueba no lineal. Las respuestas se basan en la diferencia
de transmision de la luz entre el Plasma Rico en Plaquetas (PRP) y el Plasma Pobre
en Plaquetas (PPP) del paciente y, por lo tanto, los resultados son especificos de cada
paciente. Algunos parametros son mas propensos a la no linealidad que otros, incluidos
la fase de latencia, la pendiente primaria, la pendiente secundaria, la respuesta bifasica
y la desagregacion. La no linealidad es causada por multiples factores, como la quimica
de la reaccion y la instrumentacion. La agregacion plaquetaria muestra la velocidad
de respuesta o actividad, pero no cuantifica los reactivos ni sus concentraciones.

En la agregacioén plaquetaria, la exactitud es un parametro relativo y depende del
sistema de prueba. Las limitaciones de la agregacion plaquetaria dificultan la provision
de rangos tipicos de precision o reproducibilidad.

La variabilidad en la linealidad, precisién y reproducibilidad de los resultados en los
sistemas de prueba basados en el Reactivo de Colageno es reconocida por multi-
ples organizaciones de normalizacién. El coeficiente de variacion (CV) cominmente
aceptado es de = 15 %.

Reproducibilidad de prueba a prueba: menos de + 7.5%
Reproducibilidad entre instrumentos: menos de = 15.0%
Variabilidad entre lotes de reactivo: menos de = 10.5%

De laboratorio a laboratorio (sistema a sistema): menos de + 12.5%
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