point of care

RISTOCETIN
Artikel-Nr.: 0203002

Gebrauchsanweisung

EDMA Nr.: 1302040100 IVD

Verwendungszweck:

Ristocetin ist fir die Routine-Aggregationsmessung bestimmt, um
Stérungen der Thrombozytenfunktion zu erkennen. Ristocetin wird
zur Feststellung des v. Willebrand Syndroms, zur Mengenbestimmung
des v. Willebrand Faktors und zur Identifikation des Bernard-Soulier-
Syndromes verwendet.

Produktbeschreibung:

Lyophilisiertes Ristocetin (Ristocetin Sulfat) ist eine Substanz von
unbekannter chemischer Struktur, welche aus Nocardia lurida isoliert
wird. Ristocetin enthalt mehr als 90 % Ristocetin A (Ristocetin Sulfat).
In Gegenwart des von Willebrand Faktors induziert Ristocetin eine
Agglutination der Thrombozyten im plattchenreichen Plasma oder in
der Standard Plattchen Suspension.

Warnhinweis:

Ristocetin ist nur fir in vitro Diagnostik bestimmt und darf nicht
injiziert werden.

Prinzip:

Nach Zugabe zu plattchenreichem Citratplasma stimuliert Ristocetin
die Thrombozyten zur Aggregation. Die Ristocetin induzierte
Aggregation kann entweder als Zwei-Phasen-Aggregation oder in
einer groBen Aggregationswelle vorkommen. Die erste Welle wird von
der Agglutination der Thrombozyten durch den von Willebrand Faktor
in Gegenwart von Ristocetin ausgeldst. Die zweite Welle entsteht
durch die Freisetzung von endogenem ADP aus den Plattchen.

Packungsinhalt:

1 Flasche mit 15,0 mg Ristocetin Lyophilisat
1 Flasche mit 1,0 ml Diluent
1 Gebrauchsanweisung

Lagerunqg des Reagenz:

Lagerung des Lyophilisats in ungedffneten Flaschen bei 2 - 8 °C bis
zum aufgedruckten Verfallsdatum.

Rekonstitution des Reagenz:

Bringen Sie das Ristocetin Reagenz auf Raumtemperatur 15 - 30°C.
Losen Sie den Inhalt der Flasche Ristocetin mit 1,0 ml Diluent auf.
Legen Sie die Reagenzflasche fir ca. 30 Minuten auf einen Rollen-
oder Reagenzmischer um eine homogene Durchmischung zu
erreichen.

Haltbarkeit des rekonstituierten Reagenz:

Das rekonstituierte Ristocetin Reagenz ist bei 2 - 8 °C in der gut
verschlossenen Originalflasche 7 Tage stabil.

Fir 1angere Lagerung kann das rekonstituierte Ristocetin bis zu

8 Wochen bei -20 °C eingefroren werden. Nach dem Auftauen muss
das Reagenz innerhalb von 8 Stunden verbraucht werden. Das
Reagenz muss wahrend der Auftauphase 30 Minuten lang leicht
geschuttelt werden.

Konzentrationsdefinition:

Die Zugabe des Diluents von 1 ml ergibt eine Flaschenkonzentration
von 15 mg/ml (Arbeitskonzentration). Die Endkonzentration in der
Probe betragt 1,5 mg/ml.

Gerite:

Ristocetin kann in den meisten Aggregometer eingesetzt werden.
Genaue Hinweise sind den jeweiligen Betriebsanleitungen der Geréate
zu entnehmen.

Wir empfehlen zur Messung der Thrombozytenfunktion die
Aggregationsprofiler PAP 4 und PAP 8.

Empfohlenes Material:

1. Aggregometer

2. Aggregometerkivetten
3. Rihrstabe

4. Pipetten

5. Zentrifuge

Blutentnahme und Herstellung des Citratplasmas:

Blut zur Durchfiihrung der Plattchenaggregation muss in Spritzen oder
Citratabnahmerdhrchen aus Kunststoff entnommen werden. Citratblut
oder plattchenreiches Plasma darf zu keiner Zeit mit Glas in
Berthrung kommen.

A. Blutentnahme

Die Blutentnahme sollte mit groBter Sorgfalt ausgefiihrt werden, um
eine Hamolyse und eine Kontamination mit Gewebeflissigkeit zu
vermeiden.

1. Spritzen-Entnahme-Technik
Entnehmen Sie 9,0 ml vendses Blut mit einer Kunststoffspritze.
Vermeiden Sie zu starken Sog.
Entfernen Sie die Nadel von der Spritze und iberfiihren Sie das
Blut in ein Kunststoffréhrchen, in dem sich 1 ml Natrium-Citrat
0,11 M befindet. Mischen Sie das Réhrchen schonend durch
vorsichtiges Schwenken.

2. Vakuum-Entnahme-Technik
Entnehmen Sie vendses Blut unter Verwendung von
Citratabnahmerdhrchen, die Natrium-Citrat 0,11 M in einem
Mischungsverhéltnis von 1: 9 enthalten. Mischen Sie das Réhrchen
schonend durch vorsichtiges Schwenken.

B. Herstellung des plattchenreichen und plattchenarmen Plasma
. Zentrifugieren Sie das Citratblut fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
und 150 x g.

2. Befinden sich noch Erythrozyten im plattchenreichem Plasma,
zentrifugieren Sie das Plasma erneut fir weitere 5 Minuten.

3. Uberfiihren Sie das plattchenreiche Plasma mit einer
Kunststoffpipette in ein mit PRP beschriftetes Kunststoffrohrchen
(PRP — platelet rich plasma). VerschlieBen Sie das Réhrchen
luftdicht und lassen es fir ca. 30 Minuten ruhig stehen, damit die
Thrombozyten sich erholen kénnen.

4. Zentrifugieren Sie das im Abnahmerdhrchen verbleibende Blut fiir
ca. 20 Minuten bei Raumtemperatur und 1500 x g.

5. Uberfiihren Sie das plattchenarme Plasma mit einer
Kunststoffpipette in ein mit PPP beschriftetes Kunststoffréhrchen
(PPP — platelet poor plasma). VerschlieBen Sie das Réhrchen.

6. Bestimmen Sie die Thrombozytenzahl des PRP mit einem
Zellz&hler.

—_

Testdurchfiihrung PAP 4 (PAP 8):

Die Analyse des plattchenreichen Plasmas muss spatestens 4 Std.

nach der Blutentnahme abgeschlossen sein.

1. Stellen Sie einen Aggregometer Leerwert durch Pipettieren
von 500 pl (250 pl) plattchenarmen Plasma in eine Kivette ohne
Ruhrer her.

2. Pipettieren Sie 450 pl (225 pl) plattchenreiches Plasma in eine
mit einem Ruihrer vorgelegte zweite Kivette. Inkubation fir
3 Minuten bei 37°C.

3. Falls erforderlich, Einstellung der 0 und 100 % Grundlinie geman
den Anweisungen des Gerateherstellers.

4. Geben Sie 50pl (25pl) Ristocetin direkt in das plattchenreiche
Plasma und nicht an die Kivettenwand. Die Endkonzentration von
Ristocetin im plattchenreichen Plasma betragt 1,5 mg/ml.

Achtung: Mischen Sie vor jeder Reagenzentnahme die

Reagenzflasche nochmals gut auf.

5. Lassen Sie die Aggregationskurven fiir mindestens 6 Minuten

aufzeichnen.

Far die von Willebrand-Co-Faktor Bestimmung in Standard Plattchen
Suspension wird eine Arbeitskonzentration von 10 ng/ml, sowie
Referenzplasma bendtigt. Referenzplasma und Ristocetin fur diese
Untersuchung sind bei uns erhéltlich.

Ergebnisse:

Typische Ristocetin Aggregationsmuster sind in den Abbildungen 1
und 2 dargestellt. Ristocetin mit einer Endkonzentration von

1,5 mg/ml bewirkt bei normalem, pléattchenreichen Plasma eine groBe
einzelne Aggregationswelle.



Erwartungswerte (Normalwerte):

Der Normalbereich fir die Ristocetin Aggregation sollte von jedem
Labor selbst erstellt werden. Studien haben gezeigt, dass Ristocetin,
mit einer Endkonzentration von 1,5 mg/ml, im normalen,
plattchenreichen Plasma eine Endaggregation von 60 - 90 % bewirkt.
Eine abnormale Ristocetin Aggregation kann durch den v. Willebrand
Faktor oder das Bernard-Soulier-Syndrom verursacht werden und
erfordert weitere Auswertungen. Verminderte von Willebrand Faktor
Aktivitat in einem quantitativen Test deutet auf das von Willebrand
Syndrom hin. Trotzdem sollten keine definitiven Diagnosen dieser
Coagulopathie gestellt oder ausgeschlossen werden, ohne weitere
Laboruntersuchungen.

Hinweis: Das Vorhandensein von Erythrozyten im
plattchenreichem Plasma fiihrt zu einer falschlich verminderten
Gesamtaggregation. Das Vorhandensein von Thrombozyten im
plattchenarmen Plasma fiihrt zu einer félschlich erhéhten
Gesamtaggregation.

Einschrénkungen:

Falsche Ergebnisse werden beobachtet, wenn die Thrombozytenzahl
im plattchenreichen Plasma unter 75.000 / pl liegt.

Plattchenreiches Plasma, das nicht mindestens 30 Minuten vor der
Testdurchflihrung bei Raumtemperatur ruhend aufbewahrt wurde,
kann abnormale Ergebnisse liefern.

Qualitétskontrolle:

Um eine taglich gleich bleibende Reagenzqualitédt zu gewéhrleisten,
sollte eine Kontrollprobe wie eine Patientenprobe mitgefiihrt werden.
Fir die Kontrollprobe sollte frisches, plattchenreiches Plasma von
einem gesunden Spender, der wahrend der letzten 10 Tage keine
Medikamente eingenommen hat, verwendet werden.

Ausfiihrungsmerkmale:

Langzeitversuche haben gezeigt, dass Ristocetin bei richtiger
Lagerung einwandfreie Ergebnisse liefert.

Qualitatssicherung:

Dieses Produkt wird fiir méLab nach dem Qualitdtsmanagement DIN
EN ISO 13485:2003 hergestellt. méLab (iberwacht mit eigenem
Qualitdtsmanagement DIN EN ISO 13485 dieses Produkt. Es
unterliegt dem EDMA Kilassifikations- und Uberwachungssystem und
wird gemas der Richtlinie 98/79/EG in Verkehr gebracht.
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RISTOCETIN — NORMAL

Abb. 1: Ristocetin-induzierte Aggregation im normalen
plattchenreichen Plasma.
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Legende:

Resultate der Ristocetin induzierten Aggregation im normalen und
abnormalen plattchenreichen Plasma. Der Kurvenpeak bei 0 %
kennzeichnet die Reagenzzugabe.

Bestellhinweis Bestell-Nr.
Ristocetin 15,0 mg/ml 0203002

Weitere Produkte zur Messung der von Willebrand Faktor
Aktivitat:

Ristocetin 10,0 mg/ml 0203004
Lyophilisierte Plattchen 1x 10mi 0203030
Tris Puffer Salzlésung 500 ml 0203041
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RISTOCETIN — ABNORMAL

Abb. 2: Fehlende Ristocetin-induzierte Aggregation im
abnormalen plattchenreichen Plasma.



