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DAZU DIENEN, DIE THROMBOZYTENFUNKTION ZU AKTIVIEREN UND ZU UBER-
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AggRecetin®

(Ristocetin-A-Sulfat)

100970 101241

IVD

Produktbeschreibung

AggRecetin (Ristocetin-A-Sulfat), ist ein Glykopeptid unbekannter chemischer Struktur,
welches aus Nocardia lurida isoliert wurde. AggRecetin enthalt mehr als 90 % Ristocetin-A.
Es wurde fiir die Verwendung mit Lichttransmissions-Aggregometern optimiert, kann aber
auch mit anderen turbidimetrischen Geréaten oder Impedanzanalysatoren verwendet werden.

VERWENDUNGSZWECK

Detektion/Messung

AggRecetin wird, zusammen mit anderen [VD-Produkten, Verdiinnungsmitteln und
Kontrollen, zur Messung der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat verwendet. Die Ristocetin-Co-
faktor-Aktivitiat liefert semiqualitative Informationen tber das Vorhandensein und zur
Mengenbestimmung des von-Willebrand-Faktors in Testproben.

Produktzweck

AggRecetin dient vorwiegend zur Feststellung des von-Willebrand-Syndroms oder des
Bernard-Soulier-Syndroms bei Personen, die Schleimhautblutungen, starke Menstrua-
tions-blutungen oder andere klinische Symptome einer Blutgerinnungsstérung aufweisen.
Die gesammelten Informationen werden, wenn sie von einer geschulten Person interpretiert
werden, zusammen mit anderen Informationen wie der Krankengeschichte, dem kdrperlichen
Zustand des Patienten sowie den Ergebnissen anderer medizinischer Tests und Labortests
verwendet, um zu einer fachlichen Einschatzung tber die Notwendigkeit weiterfihrender
Untersuchungen zum Zwecke der Diagnosestellung zu gelangen 891113

Gewinn spezifischer Informationen

AggRecetin allein ist nicht zur Erkennung oder Definition einer bestimmten gesundheitlichen
Storung, eines Zustands oder eines Risikofaktors bestimmt. In plattchenreichem Plasma
induziert es die Thrombozyten-Agglutination, deren Rate und Ausmaf von einem Licht-trans-
missions-Aggregometer erfasst und angezeigt wird. Bei bestimmungsgeméaRem Ge-brauch
liefern die, durch die Zugabe von AggRecetin zu einer Testprobe generierten, Daten dem
geschultem Fachpersonal Informationen, die eine Bewertung des physiologischen oder
pathologischen Zustandes einer Testprobe ermdglichen.

Automatisierung
AggRecetin ist ein Reagenz und daher nicht automatisiert, es ist jedoch fiir die Verwendung
in halbautomatischen und automatisierten Lichttransmissions- Aggregometern vorgesehen.

Qualitat/Quantitat

Es gibt keinen allgemeingiltigen Standard fir Testverfahren zur Ristocetin-induzierten
Thrombozytenaggregation oder Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat. Die Weltgesundheitsorgani-
sation gibt den von-Willebrand-Faktor-,Standard”, der fur diese Tests bereitgestellt wird, als
einen Schatzwert heraus. Aus diesem Grund wird der Test von verschiedenen Berufs- und
Standard-organisationen als halbqualitativ oder halbquantitativ bezeichnet.

Probentyp

Fir Ristocetin-induzierte Aggregations- oder RIPA-Tests wird Plattchenreiches Plasma
(PRP) von Menschen oder Tieren verwendet. Die Ergebnisse basieren auf dem Unterschied
im Ausmaf} der Aggregation bei hohen und niedrigen Konzentrationen von AggRecetin.

AggRecetin kann zusammen mit humanem oder tierischem plattchenarmen Plasma (PPP)
zusammen mit Referenzplasma, lyophilisierten, formalinfixierten Thrombozyten, Kontrollen
und Verdinnungsmitteln verwendet werden, um einen Ristocetin-Cofactor-Aktivitatstest
durchzufiihren. Die Testergebnisse werden aus einer Standardkurve interpoliert.

Testpopulation

Mensch: Die weltweite Pravalenz des von-Willebrand-Syndroms kann abhangig von eth-
nischer Zugehdrigkeit, Blutgruppe und anderen Faktoren variieren. Die Inzidenz betragt ~2%.
Tier: Die Pravalenz sowie Inzidenz sind speziesabhangig.

In-Vitro Diagnostik
AggRecetin ist ein In-vitro-Diagnostikum, das nur fiir den professionellen Gebrauch im Labor
vorgesehen ist. Es ist nicht zur Injektion oder zur Einnahme bestimmt.

Vorgesehener Anwender
AggRecetin ist fur den Gebrauch durch qualifiziertes Laborpersonal bestimmt.

Prinzip

Nach Zugabe von AggRecetin zu plattchenreichem Plasma induziert es in Gegenwart des
von-Willebrand-Faktors eine passive Plattchenagglutination. Die Rate und das Ausmaf
der Blutplattchen-Agglutination kénnen unter Verwendung eines Lichttransmissions- Ag-
gregometers aufgezeichnet werden.

AggRecetin kann mit fixierten Blutplattchen verwendet werden, bei denen der Glykopro-
tein-GPlb-Rezeptor fir den Ristocetin-Cofaktor-Aktivitatstest und den Ristocetin-induzierten
Blutplattchenaggregationstest (RIPA) zur Verfligung steht. Bei verschiedenen Konzentra-
tionen von AggRecetin wird eine Agglutination in plattchenreichem Plasma induziert. 12131516

Kalibrierung und Kontrollen

Fir AggRecetin sind keine speziellen Kalibratoren oder Kontrollen erforderlich, da
seine Verwendung konzentrationsabhéngig ist. Es wird empfohlen, dass eine Probe
eines bekannten Spenders mit jeder AggRecetin-Charge getestet wird.

Reagenzbeschréankungen

AggRecetin funktioniert wie beschrieben, solange die Gebrauchsanweisung
genauestens befolgt wird und jede Durchstechflasche vor Ablauf des aufgedruckten
Verfallsdatum verwendet wird.

Packungsinhalt (Reagenzien

E 100970: 1 Flasche mit AggRecetin (15,0 mg) and 1 Flasche mit 2,0 ml Diluent®
101241: 1 Flasche mit AggRecetin (100,0 mg)

Erforderliche Reagenzien und Materialien (nicht im Lieferumfang enthalten)
Reagenzien

101241: 0,85 % physiologische Kochsalzlésung fiir das Verdiinnungsmittel

Materialien und Zubehor

Aggregometer (Gebrauchsanweisung des Herstellers unbedingt befolgen)
Zentrifuge

Elektronische Pi@tte

Pipettenspitzen

Aggregometerkiivetten (silikonisie ®

Ruhrstébe (kunststoffbeschichtet)

Plastik-Probenréhrchen und Deckel (fur Verdiinnungen) ®

f'ﬁ Hinweis: Einwegartikel wie Kiivetten, Rihrstébe, Probenréhrchen und
Deckel sind nur fiir den einmaligen Gebrauch vorgesehen.

Haltbarkeit und Lagerungshinweise
a AggRecetin erfordert fiir den Versand keinen Schutz vor Temperaturen.
Y, AggRecetin vor Gebrauch bei 2 — 8 °C in der Originalverpackung lagern.

a Im dicht verschlossenen Originalbehalter bei 2 — 8 °C gelagert, ist
A rekonstituiertes AggRecetin 7 Tage haltbar.

V- Zur Langzeitlagerung bis zu 8 Wochen sollte das rekonstituierte
/) AggRecetin bei -20 °C eingefroren werden.

W Nach dem Auftauen innerhalb von 8 Stunden zu verbrauchen. Beim
Y, Erreichen der Raumtemperatur muss AggRecetin 30 Minuten lang
umsichtig gemischt werden.

Keimfreiheit

| AggRecetin ist kein steriles Produkt. Achten Sie darauf, das AggRecetin

beim Pipettieren des rekonstituierten oder aliquotierten Reagenzes nicht
Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

zu kontaminieren.
Tragen Sie beim Umgang mit AggRecetin eine PSA (gemal den
A Laborrichtlinien und -praktiken).
Befolgen Sie bei der Probenvorbereitung und beim Umgang mit
Testproben die Ublichen Vorsichtsmalnahmen.
Seien Sie vorsichtig beim Umgang mit AggRecetin, um eine
Kontamination wahrend des Gebrauchs zu vermeiden.
Vermeiden Sie eine Verdunstung der Reagenzien, indem Sie
potentielle Luft-Flissigkeits-Austauschflachen beschranken.
Um optimale Testergebnisse zu gewahrleisten, sollten ein bekannter
Spender oder Kontrollen verwendet werden und Tests nacheinander
und ohne Unterbrechung durchgefiihrt werden.
Um die Stabilitdt der Reagenzien zu erhalten, verschlieRen Sie die
Flaschchen nach Gebrauch mit der jeweiligen Originalkappe.
Entsorgen Sie nach abgeschlossenen Tests anfallende Materialien
gemaR den geltenden Vorschriften und Laborrichtlinien.2®

Zusammenhang mit diesem Produkt muss dem Hersteller und der
zustandigen Behorde des jeweiligen Mitgliedstaats gemeldet werden,
in dem der Anwender/und/oder Patient niedergelassen ist.

0 Anwenderhinweis: Jedes schwerwiegende Vorkommnis im

Infektioses Material
AggRecetin selbst sowie sein Verdinnungsmittel enthalten keine infektidsen
Materialien. Probenmaterial und andere Proben missen als infektids angesehen



werden und sollten so behandelt werden, als ob sie Infektionen tbertragen kdnnten. Nach
Abschluss eines Tests sollten sie gemaR den geltenden Vorschriften und Laborrichtlinien
entsorgt werden.

Gefahrenbereich
AggRecetin erfordert keine Verwendung spezieller Einrichtungsgegensténde oder Bereiche
innerhalb der Laborumgebung.

Vorbereitung fiir den Gebrauch
Hinweis: AggRecetin muss vor der Rekonstitution auf Raumtemperatur
/ﬂ/ (15 — 28 °C) gebracht werden. Andere gelagerte Reagenzien mussen vor
Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden.

Rekonstitution des Reagenz

100970: 15,0 mg AggRecetin. Arbeitskonzentration 15,0 mg/ml. Beachten Sie die
nachstehende Tabelle, um die gewiinschten Arbeits- und Endkonzentrationen vorzubere-
iten. Alle Endkonzentrationen basieren auf der Zugabe von 25 ul AggRecetin zu einer 225
ul Testprobe.

Geben Sie die gewahlte Menge Verdiinnungsmittel in das AggRecetin-Flaschchen. Vor-
sichtiges Mischen durch Umdrehen. Lassen Sie das AggRecetin stehen, bis es vollstandig
aufgeldst ist.

Verdiinnungstabelle

Zu 1"5 mg Ag_g Re_cetin Arbeitskonzentration Endkonzentration (Test-
Ver-dinnungsmittel in der . probe)
(rekonstituiert)
ge-nannten Menge
hinzufiigen

1.00 mL 15 mg/mL 1.5 mg/mL
1.07 mL 14 mg/mL 1.4 mg/mL
1.15mL 13 mg/mL 1.3 mg/mL
1.25mL 12 mg/mL 1.2 mg/mL
1.36 mL 11 mg/mL 1.1 mg/mL
1.50 mL 10 mg/mL 1.0 mg/mL

Weitere Verdiinnungen kénnen mit 0,85 % (physiologischer) Kochsalzldsung vorgenom-
men werden.
Hinweis: Verwenden Sie keine Blutbank-Kochsalzlésung

101241: 100 mg AggRecetin.

- Geben Sie 15 mg AggRecetin in ein 10-ml-Glasflaschchen.

- Mit Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS) oder 0,85 %iger physiologischer Kochsal-
zl6ésung rekonstituieren.

- Rekonstituiertes AggRecetin vor Gebrauch verschlielen.

- Siehe Verdunnungstabelle, um die firr die gewiinschte Konzentration erforderliche
Verdlinnungsmittelmenge zu bestimmen.

- Zum Mischen fiir 30 Minuten mit einer Probenwippe vorsichtig umdrehen.

Patientenvorbereitung

Patienten sollten in einem Zeitraum von 7 — 10 Tagen vor der Probenentnahme auf die
Einnahme von Aspirin oder Aspirin-haltigen Medikamenten und Produkten sowie anderen
Medikamenten, Nahrungserganzungsmitteln oder Energydrinks verzichten, von denen
bekannt ist, dass sie die Thrombozytenfunktion beeintrachtigen. Patienten sollten 12
Stunden vor der Probenentnahme auf den Verzehr von fetthaltigen Lebensmitteln und
Milchprodukten sowie auf das Rauchen verzichten.57.1415

Hinweis: Vor jeder Medikationsanderung oder Absetzen eines Medikaments ist Rick-
sprache mit dem behandelnden Arzt erforderlich.

Blutprobenentnahme

Die Probenentnahme sollte umsichtig erfolgen, um Stase, Hadmolyse, Kontamination
durch Gewebeflussigkeit und Kontakt mit Glas zu vermeiden. Die Proben missen bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden. Heben Sie den Blutstau auf, sobald das Blut in das
Entnahmegerat flief3t.

Standardvorkehrungen sollten wahrend der gesamten Probenentnahme,
ﬁ'% Probenvorbereitung und analytischen Prozesse eingehalten werden.
\" Entsorgen Sie scharfe und biogeféahrliche Abfélle gemaR den geltenden
Vorschriften und Laborrichtlinien.2,5,14,15

Vakuum-Entnahme-Technik: I:Iﬂ

- Verwenden Sie zur Probenentnahme ein 21-g- oder 23-g-Nadelentnahmeset mit Flligeln
(Butterfly-Kantile).

- Blut in ein kunststoffbeschichtetes Vakuumréhrchen mit 3,2 % Natriumcitrat-Antikoagulans
entnehmen.

- Zum Mischen, den Inhalt des Probenentnahmerdéhrchen vorsichtig 4-5 Mal Schwenken.
- Entnahmezeitpunkt auf dem Probenetikett vermerken.

- Lagerung des Probenentnahmerdhrchens bei Raumtemperatur.

- Probenentnahmerdhrchen vor der Zentrifugation erneut mischen.

Spritzen-Entnahme-Technik: [ji]

- Verwenden Sie zur Probenentnahme ein 21-g- oder 23-g-Nadelentnahmeset mit Fliigeln
(Butterfly-Kantle).

- Entnehmen Sie 9,0 ml Blut mit einer Kunststoffspritze und vermeiden Sie ibermafRigen Sog.
- Klemmen Sie den Flligelnadelschlauch ab und trennen Sie die Spritze.

-Geben Sie die Blutprobe sofort und vorsichtig in ein Kunststoffréhrchen (Polypropylen) mit
1,0 ml 0,11 M Natriumcitrat. Das Verhaltnis von Blut zu Antikoagulans betrégt 9 Teile Blut zu
einem Teil Antikoagulans (9:1).

- VerschlieBen Sie das Plastikrohrchen und mischen Sie es 4-5 Mal vorsichtig durch
Schwenken.

- Entnahmezeitpunkt auf dem Probenréhrchenetikett vermerken.

- Lagerung des Probenentnahmerdhrchens bei Raumtemperatur.

- Probenentnahmerdhrchen vor der Zentrifugation erneut mischen.

Hinweise:
Betragt der Hamatokrit des Patienten weniger als 30 % oder mehr als 55 %, muss
das Blut-Antikoagulans-Verhaltnis angepasst werden.368

Vakuumentnahmeréhrchen mit blauem Verschluss kénnen 3,2 % (0,11 M) oder
3,9 % (0,13 M) Natriumcitrat enthalten. 3,2 % (0,11 M) ist die empfohlene
Konzentration fiir Thrombozytenfunktionsstudien.

Probenvorbereitung EIE

Plattchenreiches Plasma (PRP)

- Zentrifugieren Sie die Probe fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur bei 150 x g.

- Untersuchen Sie das Plasma.

Verwerfen Sie die Probe, wenn Hamolyse, lkterus, Lipamie oder Blutgerinnsel sichtbar sind.
- Entnehmen Sie die PRP-Schicht mit einer Kunststoff-Pipette, ohne die Leukozyten oder
roten Blutkdérperchen zu beriihren. Ubertragen Sie das PRP in ein vorbeschriftetes Kunstst-
offréhrchen und verschlieBen Sie es. Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

Plattchenarmes Plasma (PPP)

- Zentrifugieren Sie die verbleibende Probe fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur (2500 x g)
- Verwerfen Sie die Probe, wenn Hamolyse, Ikterus, Lipamie oder Blutgerinnsel sichtbar sind.
- Entnehmen Sie das PPP mit einer Kunststoff-Pipette.

- Ubertragen Sie das PPP in ein vorbeschriftetes Kunststoffréhrchen und verschlieRen Sie
es. Aufbewahrung bei Raumtemperatur. 3678910

Testdurchfiihrung [ji]
Hinweis: Dies ist ein allgemeines Vorgehen. Befolgen Sie die Gebrauchsanweisung des
Herstellers des verwendeten Aggregometers.

Ristocetin-induzierte Plattchenaggregation (RIPA):

- Bereiten Sie das PRP und PPP wie im Abschnitt ,Probenvorbereitung® beschrieben vor.

- Bereiten Sie die jeweils hohen und niedrigen Konzentrationen von AggRecetin vor, die im
Test verwendet werden sollen.

Ubliche Endkonzentrationen sind 1,2 oder 1,0 mg/ml fir hochdosiertes AggRecetin und 0,6
oder 0,5 mg/ml fur niedrigdosierte AggRecetin-Konzentrationen.

- Stellen Sie gemaR den Anweisungen des Aggregometer-Herstellers die 0- und
100-%-Baselines mit dem PPP und PRP ein.

- Pipettieren Sie je 225 pl PRP in zwei Testkivetten.

- Fligen Sie zu den Testkivetten einen Rihrstab hinzu.

- Inkubieren Sie das PRP gemalR den Herstelleranweisungen.

- Pipettieren Sie 25 pl hochdosiertes AggRecetin in eine Kiivette und starten Sie die
Aggregometer-Aufzeichnung.

- Pipettieren Sie 25 pl niedrig dosiertes AggRecetin in die zweite Kiivette und starten Sie
ebenfalls die Aggregometer-Aufzeichnung.

- Zeichnen Sie die Agglutinationsreaktionen fir einen Zeitraum von sechs Minuten auf.

Hinweise:

RIPA-Tests sollten doppelt ausgefiihrt werden.

Verwenden Sie fir die Kontrollproben einen bekannten Spender.

Jedes Labor sollte sein eigenes Testprotokoll erstellen und validieren und die resultie-
rende Leistungsfahigkeit seines Testsystems (Reagenzien, Instrumente, Testprotokoll)
Uberpriifen 8131415

Qualitatskontrolle

Fir Thrombozytenaggregationsstudien sollte zur Sicherstellung der Leistung und Kon-
sistenz des Testsystems ein bekannter Spender auf die gleiche Weise wie der Patient
getestet werden. Bei jeder Testserie oder zumindest bei jeder neuen Reagenziencharge
sowie nach Geratewartung sollte eine neue Kontrolle mitgefiihrt werden. Jedes Labor
muss eigene akzeptable Wertebereiche definieren und die Leistung des Testsystems
Uberprifen.

Ergebnisse

Hochdosiertes AggRecetin sollte bei Patienten ohne Blutgerinnungsstérung eine starke
einzelne Welle induzieren. Niedrig dosiertes AggRecetin sollte bei Patienten ohne Blut-
gerinnungsstérung keine Reaktion hervorrufen. Eine starke Reaktion auf niedrig dosiertes
AggRecetin deutet auf das Vorhandensein bestimmter Arten der von-Willebrand-Krank-
heit hin. Bei normalen Patienten gibt es wenig oder keine Reaktion auf niedrig dosiertes
AggRecetin. Die Ergebnisse missen im Zusammenhang mit dem klinischen Zustand

des Patienten interpretiert werden. Eine endgliltige Diagnose sollte erst nach Abschluss
weiterer Tests gestellt werden.

Erwartungswerte

AggRecetin interagiert mit dem vVWF und dem GPlb-Membranrezeptor, um eine Blut-
plattchen-Agglutination zu verursachen. Herkémmliche Aggregationswege werden nicht
aktiviert und es findet keine Granulafreisetzung wahrend der anfanglichen Reaktion statt.
Individuelle Reaktionen auf niedrigere Konzentrationen von AggRecetin kdnnen unter-
schiedlich sein.3491®

Typische Aggregationsantworten fiir einen bekannten normalen Spender nach 6 Minuten
(250.000 plts/cumm)

AggRecetin AggRecetin AggRecetin
Endkonzentration 1.5 mg/mL 1.0 mg/mL 0.5 mg/mL
Lag-Phase (Sek.) 0 variiert -
Primaranstieg 32-63 15-34 >10
Endaggregation (% bei 6 68 - 106 55-80 0-10
Minuten)
Biphasische Nein variiert Nein
Aggregation
Sonstiges -- Proben normaler | Proben normaler
Spender kdénnen | Spender kénnen
abweichen abweichen

Einschriankungen

Bei der Lichttransmissions-Aggregometrie flihrt das Vorhandensein von roten Blutkdrperchen
im PRP dazu, dass die Aggregationsrate reduziert wird. Das Vorhandensein von Blutplattchen
im PPP fihrt zu einer erhdhten Endaggregation. Fehlerhafte Ergebnisse kdnnen auftre-
ten, wenn die PRP-Thrombozytenzahl weniger als 75.000 Thrombozyten/cumm betragt.
PRP-Thrombozytenzéhlungen kénnen nur mit der Hamozytometer-Methode durchgefiihrt
werden. Kompromittierte Proben missen zurlickgewiesen werden.

Wenn die Ergebnisse abweichend sind, sollte der Test bei einer anderen Gelegenheit wie-
derholt werden.

Jedes Labor muss Referenzbereiche fiir die vorhandene Testpopulation und die verwendeten
AggRectin-Konzentrationen festlegen.”#115

Leistung des Analyseverfahrens

Die Thrombozytenaggregation, die durch haufig verwendete Agonisten wie Ristocetin induziert
wird, ist ein nichtlineares Testsystem. Die Reaktionen basieren auf dem Unterschied zwischen
der Lichtdurchlassigkeit des plattchenreichen und des plattchenarmen Plasmas des Patienten.
Daher sind die Ergebnisse fir jeden Patienten einzigartig. Bestimmte Parameter sind anfalliger
fur Nichtlinearitat als andere. Dazu gehoren die Lag-Phase, der Primar- und Sekundaranstieg,
die biphasische Antwort und die Desaggregation. Die Nichtlinearitat ist durch Faktoren wie
Besonderheiten der chemischen Reaktionen und der verwendeten Gerate verursacht. Die
Thrombozytenaggregation misst die Reaktionsrate oder -aktivitat und ist kein quantitatives
Mag fiir die Reaktanten oder ihre Konzentrationen.89.10.11.15

Bei der Thrombozytenaggregation ist die Genauigkeit ein relativer Parameter und vom jewei-
ligen Testsystem abhangig. Die Einschrankungen der Thrombozytenaggregation machen es
schwierig, typische Bereiche fiir Genauigkeits- oder Wiederholbarkeitswerte vorherzusagen.

Die Eigenschaften Ristocetin-basierter Testsysteme und die Variabilitét der Linearitat,
Genauigkeit und Wiederholbarkeit der Ergebnisse wird von mehreren Standardis-
ierungs-organisationen und in anderen verdéffentlichten freiwilligen Konsensstandards
anerkannt. Der allgemein akzeptierte Variationskoeffizient betragt +/- 15 % (Clinical and
Laboratory Standards Institute (u.a.), Platelet Function Testing by Aggregometry, Approved
Guideline, H 58-A). Die WHO und ihr Laborpartner, das National Institute for Biological
Controls and Standards, stellen Schatzungen fiir Messungen des von-Willebrand-Faktors
bereit_1‘4,8,14‘15,16

Variationskoeffizient Testdurchfihrungen: unter +/-7.5%
Variationskoeffizient Gerate: unter +/- 15,0 %
Abweichungen in den Reagenzien-Chargen: unter +/-10,5%

Laboratory to Laboratory Variationskoeffizient

unterschiedlicher Labore (gleiches Testverfahren) unter +/-12,5%
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