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ADP
(ADENOSINE-5'-DIPHOSPHATE)

DESCRIPTION DU PRODUIT
ADP est une préparation lyophilisée d'adénosine-5'-diphosphate. La concentration active du réactif
reconstitué est de 200 uM, voir Tableau 1.

USAGE PREVU
ADP est utilisé dans les études d’agrégation plaquettaire de routine pour I'évaluation de dys-
fonctionnement ou d’activation plaquettaire et la thérapie antiplaquettaire.

PRINCIPE DU TEST

Ajouté au plasma riche en plaquettes, '’ADP incite celles-ci a changer de forme et a s’agréger.
L’agrégation induite par '’ADP exogéne est connue sous le nom d’agrégation primaire et est
réversible. Les plaquettes normales répondront en outre en libérant de 'ADP endogéne de leurs
granules. La libération d'ADP endogéne résulte en une vague d’agrégation secondaire qui est
irréversible #1011

PRECAUTIONS
L'ADP est destiné au DIAGNOSTIC IN VITRO UNIQUEMENT ET NE DOIT ETRE NI INJECTE OU
NI INGERE.

Note a I'intention de l'utilisateur : tout incident grave lié a ce produit doit étre signalé au fabricant et
a l'autorité compétente de I'Etat membre dans lequel I'utilisateur et/ou le patient sont établis.

MATERIEL FOURNI
ADP 3 x 0,5 ml. Conserver entre 2 ° to 8 °C avant reconstitution.

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

Agrégometre de plaquettes

Eau purifiée (distillée, désionisée ou de qualité réactif), pH 5,3 — 7,2
Pipettes (contenances de 0,5 ml, 0,45 ml, 0,05 ml)

Agitateurs jetables

Cuvettes pour agrégometre
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INSTRUMENTATION
L'ADP fonctionnera comme décrit lorsque utilisée avec la plupart des agrégomeétres optiques de
plaquettes.' Suivre les consignes du fabricant pour faire fonctionner I'agrégomeétre utilisé.

PRELEVEMENT DES SPECIMENS ET PREPARATION DES ECHANTILLONS A TESTER
Consulter la directive H21 A2 approuvée par NCCLS en vigueur pour prendre connaissance des
instructions détaillées.®

1. PREPARATION DU PATIENT :
Sept a 10 jours avant le prélevement du spécimen, les patients doivent s'abstenir de prendre de
I’'aspirine ou des médicaments qui contiennent de I'aspirine ou tout autre médicament et
supplément diététique connu pour modifier la fonction plaquettaire. Les patients doivent jetiner
et éviter les nourritures grasses et les produits laitiers pendant 12 heures précédant le
prélevement du spécimen.®

2. PRELEVEMENT DU SPECIMEN :
Le prélevement sanguin doit étre effectué avec soin pour éviter la stase, I'hémolyse, la
contamination par des liquides tissulaires ou I'exposition au verre. Garder les spécimens a
température ambiante.®

Chacun des facteurs suivants peut entrainer des résultats inexacts d’analyse, et les échantillons
affectés doivent étre rejetés : présence d’hémolyse, de contamination par des globules rouges,
de lipémie, de chyle, d'ictére, de caillots de thrombocytopénie (< 75 000 /mm?® dans le spécimen
et de I'hypofibrinogénémie. La réutilisation d'articles jetables peut entrainer I'inexactitude des
résultats d'analyse.

Suivre les précautions d’'usage pendant le prélévement des échantillons, la préparation de
I'étalon et le processus d’analyse.?® Jeter les objets contondants et les déchets biologiques
conformément au réglement du laboratoire.

Technique a la seringue (recommandée)®

a. Utiliser une aiguille papillon pour la ponction veineuse.

b. Prélever 9,0 ml de sang dans une seringue en plastique. Eviter une succion excessive.

c. Retirer l'aiguille de la seringue et transvaser immédiatement et doucement le sang
dans un tube en plastique [polypropyléne]* contenant 1,0 ml d’anticoagulant au citrate
de sodium 0,11 M. La proportion doit étre de 9 parties de sang pour 1 partie
d'anticoagulant.®

d. Couvrir et retourner 4 - 5 fois doucement pour mélanger.

e. Conserver a température ambiante (entre 15 ° et 28 °C).

REMARQUE : lorsque I'hématocrite du patient est < 30 % ou > 55 %, les volumes de sang par
rapport a I'anticoagulant doivent étre ajustés.*

Technique du tube de prélévement sous vide
1. Utiliser une aiguille papillon pour la ponction veineuse.
2. Prélever le sang dans des tubes (en plastique) contenant I'anticoagulant au citrate de
sodium 0,11 M.
3. Retourner 4 a 5 fois doucement pour mélanger.

REMARQUE : si on utilise des tubes de prélevement en plastique sous vide, vérifier sur I'étiquette
que l'anticoagulant au citrate est bien a 0,11 M. La couleur des bouchons ne change pas avec les
différentes concentrations en citrate. Suivre les consignes du fabricant pour le prélevement des
spécimens.

PREPARATION DE PLASMA RICHE (PRP) ET PAUVRE (PPP) EN PLAQUETTES

1. Préparer du plasma riche en plaquettes en centrifugeant du sang anticoagulé a 150 x g
pendant 10 minutes a température ambiante (15 ° a 28 °C).

2. Vérifier qu’il n'y a pas de globules rouges dans la couche de plasma. Si des globules rouges
sont présents, recentrifuger a 150 x g pendant 5 minutes supplémentaires.

3. Au moyen d’'une pipette de transfert en plastique, observer et retirer avec soin la couche de
plaquettes sans déranger la couche leuco-plaquettaire ou des globules rouges, et transférer
dans un récipient étiqueté (PRP). Boucher le récipient et le laisser a température ambiante.

4. Préparer le plasma pauvre en plaquettes en centrifugeant le restant du spécimen de sang
a 2500 x g pendant 20 minutes. Veérifier que le plasma pauvre en plaquettes soit dépourvu
d’hémolyse, puis transférer dans un tube en plastique étiqueté PPP.

5. La numération plaquettaire du PRP doit étre de 250 000 + 50 000 /mm?. La numération
plaquettaire peut étre réduite par I'utilisation de PPP préparé a partir de I'échantillon.

REMARQUE : si de I'acide arachidonique est utilisé comme agoniste, ne pas ajuster la numéra-
tion plaquettaire.

RECONSTITUTION

REMARQUE : les réactifs doivent étre amenés a température ambiante (entre 15 ° et

28 °C) avant la reconstitution. Les réactifs conservés doivent étre amenés a température
ambiante avant d'étre utilisés.

Reconstituer un flacon d'ADP avec 0,5 ml d'eau purifiée.

CONSERVATION DES REACTIFS
L’ADP reconstitué est stable pendant 30 jours lorsqu’il est conservé entre 2 ° et 8 °C dans son
contenant d’origine hermétiquement fermé.

PROCEDURE DE TEST:

Le tests doivent étre effectués dans les 4 heures qui suivent la collecte de I'échantillon du

patient.®

1. Mettre le nombre de tubes nécessaires pour les tests dans la zone d'incubation et y
ajouter dans chaque un barreau magnétique.

2. Préparer le blan en pipettant 250uL de plasma pauvre en plagettes (PPP) dans la
cuvette. Attention, ne pas ajouter de barreau magnétique dans le blanc.

3. Pipetter 225 pL du plasma riche en plaquette (prp) et le mettre dans un tube préchauffé
avec un barreau magnétique. Faite cela pour chaque patient a tester.

4. Laisser toujours les tubes contenant les PRP dans les position d'incubation et
déclencher le chrono.

5. Faire le blanc: placer le PPP en position de test et appuyer sur 'blank'. Cela mettra la

ligne de base a 100%.

Mettre le tube de PRP en position de test et cliquer sur start.

Ajouter les 25 pL d'agrégant directement dans le tube (au travers du couvercle) en

évitant d'en mettre sur les bords du tube. Cliquer sure 'inject'.

8. Le test va se dérouler pendant la période définie par I'utilisateur (généralement 6 min).
D'autres fournisseurs peuvent spécifier d'autres temps.

No

AGREGATION BIPHASIQUE
Afin de démontrer les 2 vagues de la courbe, le PRP peut testé avec différentes dilution de
réactifs °.

Préparer les différentes dilutions d'ADP comme décrit ci-dessous
Utiliser toujours 0.85% ou 0.90% pour les dilutions

Tableau 1

ADP Saline Concentration active Concentration finale
———————————— 200 uM 20 uM
125 pL 125 pL 100 pM 10 uM
62 L 188 L 50 uM* 5uM
50 uL 200 pL 40 uM 4 uM
38 L 212 L 30 uM 3uM
25 uL 225 pL 20 uM** 2 uM
12 uL 238 L 10 pM 1 uM
25 pLof * 225 uL 5uM 0.5 uM
25 pL of ** 225 uL 2 uM 0.2 yM

CONTROLE DE QUALITE
Les laboratoires doivent suivre les pratiques du contréle de qualité généralement acceptées
lorsqu’une épreuve de compétence n'est pas disponible.

Pour assurer un fonctionnement adéquat de I'instrument et la bonne performance des réactifs,
un échantillon témoin doit étre évalué chaque jour ou les analyses sont effectuées. L'échantillon
témoin doit étre préparé de la méme maniére que I'échantillon d’analyse. Pour effectuer des
études sur I'agrégation des plaquettes, I'échantillon témoin doit étre composé de plasma frais
riche en plaquettes et prélevé sur un donneur normal (spécifié et qualifi€¢) qui n’a pas ingéré de
composés contenant de I'aspirine au cours des 10 jours précédant I'analyse et dont la fonction
plaquettaire a toujours été normale'?13.14,

RESULTADOS
Les modéles typiques d’agrégation ADP sont illustrés sur les Figures 1 - 3.
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Figure 1 Agrégation normale
(Concentration finale de 200 uM), Voir Tableau 1.

Figure 2 Agrégation normale
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La marque en pointe indique I'ajout de réactif. La désagrégation dépendante de la concentrat

(Concentration finale de 4 pM), Voir Tableau 1.
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Figure 3 Agrégation anormale
(Concentration finale de 2 pM), Voir Tableau 1.

ion peut étre observée avec certains PRP normaux. Ce phénomeéne est illustré en Figure 3.

ADP, a la concentration finale de 200 pM, induira une grande vague unique d’agrégation pour un
plasma normal riche en plaquettes. A une concentration finale (sous test) de 2uM to 10uM a

4 x 10 M, deux vagues d’agrégation peuvent étre observées (Voir Figure 2). La vague primaire
est la réponse a I'ADP exogene (réactif). La vague secondaire est due a la libération d'’ADP endog-
ene du pool non-métabolique de nucléotides (pool de stockage) contenu dans les plaquettes.®

VALEURS ATTENDUES

Les intervalles de valeurs attendues pour chaque réactif aux diverses concentrations utilisées pour

produire une agrégation plaquettaire doivent étre établis par chaque laboratoire, voir le tableau 24910
Tableau 2

REPONSES TYPIQUES D’AGREGATION PLAQUETTAIRE POUR DES DONNEURS NORMAUX

@ 250 000 PLAQUETTES /mm? [agrégation totale a 5 minutes]

ADP Acide Collagéne Epinéphrine
arachidonique [Type 1]
Concentration
finale 20uM 500pg/mL 0.19mg/mL 100uM
Phase de
latence <10 <=20 <60 0
[sec]
Pente primaire 38-70 >20 35-67 7-45
Agrégation
totale 62-101 65-90 63-1099 54-101
(% @ 5min)
Agrégation Dépendent de
biphasique la concentration NON NON oul
Tous les donneurs Tous les donneurs
Autre Peut montrer un | normaux peuvent Ne pas diluer normaux peuvent
changement de ne pas étre ne pas étre
forme conformes & PLT conformes
CT~175k-300k
LIMITES

Un historique détaillé de la santé du patient est nécessaire a l'interprétation exacte des résultats.
On doit demander aux patients s'ils ont récemment pris des médicaments car un bon nombre de
médicaments prescrits ou non prescrits peuvent interférer avec I'agrégation plaguettaire. Des sub-
stances telles que caféine, tabac, extraits de plantes (ou compléments) et alcool peuvent affecter
les résultats de I'analyse.”®

CARACTERISTIQUES DES PERFORMANCES
Des études ont montré que ce produit fonctionnera comme décrit avant sa date de péremption si
les instructions de procédure et de conservation sont respectées.

Linéarité :

L’agrégation plaquettaire provoquée par des agonistes communs (ADP, acide arachidonique,
collagene et épinéphrine) est un systéme d’analyse non linéaire pour les parametres suivants:
phase de latence, pente primaire, pente secondaire, réponse biphasique et désagrégation. La non
linéarité est due a plusieurs facteurs tels que la chimie de la réaction et I'instrumentation. L'agré-
gation plaquettaire mesure un taux de réponse ou une activité qui ne constitue pas une mesure
quantitative des éléments réagissant ou de leur concentration.

EXACTITUDE, PRECISION ET REPRODUCTIBILITE

Exactitude

Dans I'agrégation plaquettaire, I'exactitude est un paramétre relatif qui dépend du systeme d'anal-
yse.
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Précision et reproductibilité
Les limites que présente d’agrégation plaquettaire font qu'il est difficile de fournir une précision typ-
ique ou des intervalles de reproductibilité. Toutefois, on applique a ces parameétres un consensus
fondé sur I'expérience (voir ci-dessous). Chaque laboratoire doit établir ses propres limites quant a
I'acceptabilité des dosages.

Reproductibilité d'une analyse a une autre :

Reproductibilité d’un instrument & un autre :

Variation du réactif d'un lot a un autre :

D’un laboratoire a un autre (systéme d’analyse identique) :

mieux que + 7,5 %
mieux que * 15 %
mieux que = 10,5 %
mieux que + 12,5 %
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Pour une liste compléte des produits disponibles s'il vous plait aller a notre site Web ou
www.biodatacorp.com contacter le service client ci-dessous.

LA GAMME DE PRODUITS BIO/DATA CORPORATION COMPREND DES REACTIFS A USAGE
GENERAL ET PROFESSIONNEL DE LABORATOIRE DESTINES A INDUIRE ET A SIGNAL-

ER L'ACTIVITE ET LES REPONSES DE LA FONCTION PLAQUETTAIRE. CE PRODUIT EST
GARANTI POUR FONCTIONNER COMME DECRIT DANS SON ETIQUETAGE, Y COMPRIS
LES INSTRUCTIONS D’'UTILISATION. BIO/DATA CORPO- RATION NE FAIT AUCUNE RE-
CLAMATION NI NE DONNE AUCUNE GARANTIE, EXPRESSE OU IMPLICITE, QUANT A LA
CAPACITE, UAPTITUDE OU LA QUALITE MARCHANDE POUR TOUT AUTRE USAGE. EN
AUCUN CAS BIO/ DATA CORPORATION NE POURRA ETRE TENUE RESPONSABLE DE TOUT
DOMMAGE CONSECUTIF RESULTANT DE LA GARANTIE EXPRIMEE CI-DESSUS.
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