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DESCRIPTION DU PRODUIT

BETA/Pak® est un kit qui contient de 'ADP (adénosine-5'-diphosphate), du collagene soluble
et de la ristocétine. Tous les réactifs sont lyophilisés pour stockage a long terme et
stabilité.

USAGE PREVU
BETA/Pak est utilisé en études routine de I'agrégation plaquettaire pour le diagnostic différentiel
de désordres fonctionnels des plaquettes et du syndrome de von Willebrand.

PRINCIPE DU TEST

L'’ADP et le collagéne (Type 1) induisent des modeéles caractéristiques d'agrégation plaquettaire
dans le plasma normal riche en plaquettes. Les plaquettes de patients avec divers désordres
acquis et hérités de la fonction plaquettaire montrent des réponses anormales a ces réactifs.®10.1

En présence du facteur de von Willebrand, la ristocétine induit I'agrégation
plaquettaire. Cette réponse est diminuée ou absente dans le plasma riche en plaquettes
de patients avec syndrome de von Willebrand.*

PRECAUTIONS
Les réactifs BETA/Pak sont destinés au DIAGNOSTIC IN VITRO UNIQUEMENT ET NE
DOIVENT ETRE NI INJECTES OU NI INGERES.

MATERIEL FOURNI

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

2. Collagéne (Type I), 2 x 0,5 ml. Conserver entre 2 ° to 8 °C avant reconstitution.
3. Ristocétine 1 x 0,5 ml. Conserver entre 2 ° to 8 °C avant reconstitution.

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

1. Agrégometre de plaquettes

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

4. Agitateurs jetables

5. Cuvettes pour agrégomeétre

INSTRUMENTATION

L'épinéphrine fonctionnera comme décrit lorsque utilisée avec la plupart des agrégometres
optiques de plaquettes.* Suivre les consignes du fabricant pour faire fonctionner I'agrégometre
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 & 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 jeliner et éviter les nourritures grasses et les produits laitiers pendant 12
heures précédant le préléevement du spécimen.®

2. PRELEVEMENT DU SPECIMEN :
Le prélevement sanguin doit étre effectué avec soin pour éviter la stase, '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’ictéere, de caillots de thrombocytopénie
(< 75 000 /mm?) dans le spécimen et de I'hypofibrinogénémie. La réutilisation d'articles
jetables peut entrainer l'inexactitude des résultats d'analyse.

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

. 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).

o

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 préléevement 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
préléevement 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. Vérifier 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
numération 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.

1. Reconstituer un flacon d'ADP avec 0,5 ml d'eau purifiée.
2. Reconstituer un flacon de collagene avec 0,5 ml d'eau purifiée.
3. Reconstituer la ristocétine avec 0,5 ml d'eau purifiée.

Apres reconstitution, bien mélanger tous les réactifs avant de les utiliser.

CONSERVATION DES REACTIFS

L’ADP et le collagéne reconstitués sont stables pendant 30 jours lorsqu’ils sont conservés
entre 2 ° et 8 °C dans leur contenant d’origine hermétiquement fermé. La ristocétine
reconstituée est stable pendant 7 jours si entreposée a 2 °-8 °C ou peut étre congelée a
—20 °C jusqu'a 8 semaines.

PROCEDURE DU TEST

Le test doit étre effectué dans les 3 heures qui suivent le prélevement de I'échantillon.®

1. Mettre un agitateur dans chaque cuvette.

2. Préparer un contrdle d’agrégomeétre en pipetant 0,5 ml de plasma pauvre en plaquettes
dans une cuvette.

3. Pipeter 0,45 ml de plasma riche en plaquettes dans une seconde cuvette. Incuber a
37 °C pendant 3 minutes.

4. Au besoin, régler les références de 0 % et 100 % selon les instructions du fabricant
pour I'agrégometre utilisé.

5. Ajouter 0,05 ml de réactif directement au plasma riche en plaquettes. Ne pas laisser
le réactif couler le long de la paroi de la cuvette. La concentration finale de chaque
réactif dans le plasma a tester est de :

ADP 2 x10° M
Collagene 0,19 mg/ml
ristocétine 1,5 mg/ml

6. Laisser I'agrégation se former pendant 5 minutes.

AGREGATION BIPHASIQUE
Pour démontrer 2 vagues distinctes, ou agrégation ADP « biphasique », le plasma riche
en plaguettes peut étre testé avec diverses dilutions du réactif.®

Préparer les concentrations diluées d’ADP comme suit :

1. Etiqueter 2 tubes & essais : 4 x 10° M et 2 x 10° M, voir Tableau 1.

2. Ajouter 0,4 ml de sérum physiologique (sans agent de conservation) dans chacun
des tubes précités.

3. Pour arriver a 4 x 10° M : ajouter 0,1 ml de la solution a 2 x 10* M (du flacon
reconstitué) au tube étiqueté 4 x 10° M. Mélanger (une dilution de 1 pour 5).

4. Pour arriver a 2 x 10° M : ajouter 0,2 ml de la solution a 4 x 10° M (du tube a 4 x
10° M) au tube étiqueté 2 x 10° M. Mélanger (une dilution de 1 pour 2).

5. Des dilutions supplémentaires peuvent étre réalisées en utilisant des techniques
comme détaillé ci-dessus.

Tableau 1
Concentration active Concentration finale
Reconstitué 2 x 104 M N /D
Normal 2 x10* M 2x10°M
Biphasique 2 x 10° M jusqu'a 4 x 10° M |2 x 10° M jusqu'a 4 x 10° M

CONTROLE DE QUALITE
Les laboratoires doivent suivre les pratiques du controle 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 maniere 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 qualifié) qui n'a pas ingéré de composés contenant de 'aspirine au cours des 10 jours
précédant l'analyse et dont la fonction plaquettaire a toujours été normale.

RESULTATS
Les modeles typiques d'agrégation sont illustrés aux Figures 1 - 6.
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ADP, a la concentration finale de 2 x 10° M, induira une grande vague unique d'agrégation
pour un plasma normal riche en plaquettes. A une concentration finale (sous test) de
2 x 10° M a 4 x 10° M, deux vagues d'agrégation peuvent étre observées (Voir Figure 2).
La vague primaire est la réponse a I'ADP exogéne (réactif). La vague secondaire est due
a la libération d'ADP endogéne du pool non métabolique de nucléotides (pool de stockage)
contenu dans les plaquettes.®

L'agrégation du collagéne se produit en une vague unique qui suit une phase de latence
pendant laquelle les plaquettes adhérent au collagene soluble. Pendant la phase de latence,
aucune agrégation n'est observée. L'agrégation induite par la ristocétine se produit soit
comme une réponse biphasique soit comme une grande vague d’agrégation.

La vague primaire est due a l'agrégation plaquettaire par le facteur von Willebrand en
présence de ristocétine. La vague secondaire est due a la libération d'’ADP endogéne des
plaquettes.

VALEURS ATTENDUES
Les intervalles de valeurs attendues pour chaque réactif aux concentrations utilisées pour
produire une agrégation plaquettaire doivent étre établis par chaque laboratoire, voir le
tableau 2.48910

} Tableau 2
REPONSES TYPIQUES D'AGREGATION PLAQUETTAIRE POUR DES DONNEURS
NORMAUX & 250 000 PLAQUETTES /mm? [ agrégation totale a5 minutes]

Acide 5 P
ADP arachidonique Collagéne [Type 1] Epinéphrine
Concentration
2,0x10°M 500 pg/m 0,19 mg/ml 1,0x10*M
finale
Phase de latence <10 <20 <60 0
[sec]
Pente primaire 38-67 65-90 61-99 54-101
Agrégation totale
(% @ 5 min) 63-89 65-90 61-99 54-101
Agrégation Dépendent de la NON NON oul
biphasique concentration
Tous les donneurs
Tous les donneurs
Peut montrer un normaux peuvent ormAUX peuvent
Autre changement de ne pas étre Ne pas diluer p,
L ne pas étre
forme conformes a PLT conformes
CT~175 k-300 k

Tableau 2 : Résultats de l'agrégation observée lors de défauts de la fonction
plaquettaire

REAGENT | ADP | COALAGEN | RISTOCETIN
DEFECT _ _
AEPIRIM-LIKE _Tnl M | T Yark
THRCMIEASTHENI& TY T H
STORAGE POOL DISEASE [ ¥ | T T ari
VON WELLEBRAND E¥MOROME | M H Fy
| BERNARD-SOULIER SYNDROME | N | M TY

= agrégation diminuée due a la baisse ou absence de vague secondaire.

' = agrégation diminuée due a la baisse ou absence de vague primaire ou secondaire.
= réponse normale

Z--l oy

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
plaquettaire. Des substances telles que caféine, tabac, extraits de plantes (ou compléments)
et alcool peuvent affecter les résultats de I'analyse.”®
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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 paramétres 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 l'instrumentation.
L’agrégation 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 parameétre relatif qui dépend du systeme
d'analyse.

Précision et reproductibilité

Les limites que présente d’agrégation plaquettaire font qu'il est difficile de fournir une
précision typique ou des intervalles de reproductibilité. Toutefois, on applique a ces paramétres
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 : mieux que £ 7,5 %
Reproductibilité d’un instrument a un autre : mieux que * 15 %

Variation du réactif d'un lot a un autre : mieux que + 10,5 %
D’un laboratoire a un autre (systeme d’analyse identique) : mieux que + 12,5 %
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DISPONIBILITE DES PRODUITS

PRODUIT CONTENU NET NUMERO CATALOGUE

BETA/Pak®

(ADP, collagéne, ristocétine) 1x 0,5 ml chacun 101580
ADP 3x0,5ml 101312
Acide arachidonique 3x0,5ml 101297
Collagene 3x0,5ml 101562
Epinéphrine 3x0,5ml 101311
Plaquettes lyophilisées 3x4ml 101595
Plaquettes lyophilisées 1x10ml 101258
PAR/Pak® I

(ADP, collagéne, ristocétine ) 2 x 0,5 ml chacun 101310
Ristocétine

AggRecetin® 1,5 mg/ml 15mg 100968

AggRecetin 1,0-1,5 mg/ml 15mg 100970

AggRecetin Brut 100 mg 101241
VW Factor Assay” 10 déterminations 101246
VW Factor Assay 20 déterminations 103025
Plasma témoin anormal pour VW 3x0,5ml 101270
Plasma de référence normal pour vW 3x0,5ml 101269

CE PRODUIT EST GARANTI POUR FONCTIONNER SELON LES TERMES ENONCES
SUR L'ETIQUETAGE ET LA DOCUMENTATION DE BIO/DATA CORPORATION ET BIO/
DATA CORPORATION RENIE TOUTE GARANTIE DE QUALITE MARCHANDE IMPLICITE
OU D’ADAPTATION A TOUT AUTRE FIN ; ET EN AUCUN CAS BIO/DATA NE SERA
RESPONSABLE DE TOUT DOMMAGE CONSECUTIF SURVENANT EN DEHORS DE LA
GARANTIE EXPRESSE SUSMENTIONNEE.
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