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VERWENDUNGSZWECK

ACTICLOT® dPT™ ist ein Test zur qualitativen Bestimmung von Lupus Antikoagulans (LA) in Humanplasma. Der
Test kann mit Hilfe von teilautomatisierten und vollautomatisierten Gerinnungsautomaten durchgefiihrt werden.
Der Test ist nur fur diagnostische Anwendungen in vitro bestimmt, er ist nicht fiir Anwendungen in Mensch oder
Tier bestimmt.

ERKLARUNG DES TESTVERFAHRENS

Lupus Antikoagulans (LA) sind Phospholipid abhéngige Autoantikérper die mit Erkrankungen des
Autoimmunsystems wie dem Antiphospholipidsyndrom (APS) einhergehen.t2 Das primdre APS ist ein
pathologischer Zustand der durch ungeklarte Thrombosen, wiederholte Fehigeburten, Thrombozytopenien
und/oder neurologische Erkrankungen charakterisiert ist. Das sekundare APS entsteht wenn LA mit anderen
Autoimmunkrankheiten wie dem Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) einhergeht, wie es urspriinglich durch
Conley and Hartmann beschrieben wurde.3 LA sind gegen heterogene Komplexe anionischer Phospholipide (z.B.
Cardiolipin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin)* und Phospholipid bindender
gerichtet. Hauptproteine der LA Autoantigene sind p2GPI, Prothrombin und Annexin V. Antiphospholipid
Antikorper sind dadurch gekennzeichnet, dass sie die Gerinnungszeit in verschiedenen in vitro Gerinnungstest,
wie der Lupus sensitiven APTT, dem Kaolin Clotting Time (KCT) Test, dem Dilute Russell's Viper Venom Test
(dRVVT) und dem Dilute Prothrombin Time (dPT) Test verlangern.&¢ Aufgrund der heterogenen Beschaffenheit
der pathologischen Phospholipid abhé&ngigen Autoantikdrper, ist es weitgehend anerkannt das ein einzelner LA
Gerinnungstest nicht ausreicht, um alle LA Antikérper zu identifizieren. 1995, hat das “ISTH Scientific
Subcommittee on Antiphospholipid Antibodies (SSC)* empfohlen, dass jedes LA verdéchtige Plasma mit
mindestens zwei verschiedenen LA Diagnostik-Tests und in einem Mischversuch mit gepooltem Normalplasma
durchgefiihrt wird, um die Anwesenheit von Autoantikérpern oder Faktordefizienzen zu bestimmen.® Zusétzlich
empfiehlt das ISTH SSC, das die Diagnose von LA einen Nachweis der Phospholipid abhéngigen Natur der
Autoantikdrper bendtigt. Dies kann durch einen bestétigenden Gerinnungstest in Anwesenheit groer Mengen an
Phospholipiden ergénzt werden. Die Anwesenheit von LA wird dadurch “bestétigt’, das die Plasma-Gerinnungszeit
in Anwesenheit hoher Phospholipidkonzentrationen im Vergleich zu geringeren Phospholipidkonzentrationen in
einem LA “Screening” Test signifikant verkiirzt ist.

Klinische Studien haben gezeigt dass der Dilute Prothrombin Time Test ein effektiver LA Gerinnungstest ist und
das er LA nachweisen kann, die mit Hilfe anderer Tests wie z.B. der Lupus-sensitiven APTT und dem Dilute
Russell's Viper Venom Test nicht nachgewiesen werden kénnen.212 Durch Zusatz eines Dilute Prothrombin
TimeTests zu einer LA Testreihe wird die Sensitivitdt fiir den Nachweis von LA in Patientenproben erhght.813
ACTICLOT dPT st ein kompletter Dilute Prothrombin Time Test zum Screening und zur Bestétigung von
Phospholipid abhéngigen Autoantikdrpern. Das Screening Protokoll verwendet ein Aktivator Reagenz, das eine
einzigartige Zusammensetzung von relipidiertem rekombinanten Tissue Factor und Calcium beinhaltet. Durch
Verwendung des rekombinanten Tissue Factors wird das Testergebnis verbessert. Im Bestéatigungsprotokoll wird
ein einzigartige Zusammensetzung eines Phospholipid Reagenz verwendet, um die Phospholipid abhé&ngige Natur
von LA in Proben nachzuweisen, die im Screening Protokoll als positiv getestet wurden.

TESTPRINZIP

ACTICLOT dPT ist ein Gerinnungstest zum Nachweis von LA im Plasma. Die Gerinnung wird durch Aktivierung
des Tissue Factor abhangigen Gerinnungsweges (extrinsisch) durch Tissue Factor in Anwesenheit von Calcium
lonen ausgeldst. Der Tissue Factor bindet an Faktor Vlla, was zu eine Aktivierung von Faktor IX und Faktor X
bewirkt. Faktor Xa wandelt Prothrombin in Thrombin um, was zu einer Bildung von Clots, durch die Spaltung von
Fibrinogen zu Fibrin fuhrt. Die Aktivierung des Tissue Factor Weges umgeht den Kontakt Weg (intrinsisch) und
vermeidet jegliche Interferenzen die durch Faktor XII Defizienzen bedingt sind.

Im Screening Protokoll wird das Patientenplasma mit ACTICLOT LA Buffer™ und ACTICLOT dPT Activator™
gemischt. Die Gerinnungszeit wird mit halbautomatisierten oder automatisierten Methoden bestimmt. Ein positives
Ergebnis wird durch eine verlangerte Gerinnungszeit im Vergleich zu einem etablierten Normalbereich angezeigt.
Im Bestatigungsprotokoll wird das Patientenplasma mit den ACTICLOT LA Phospholipids™ und dem ACTICLOT
dPT Activator gemischt. Ein positives Ergebnis wird durch eine signifikante Verminderung der Gerinnungszeit im
Vergleich zur Gerinnungszeit im Screeningprotokoll angezeigt.
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Plasmen werden als LA positiv identifiziert, wenn sowohl das Screening als auch das Bestétigungsprotokoll
durchgefiihrt werden und beide Tests positiv sind (siehe auch Algorithmus zur Diagnostik von LA auf Seite 11).
Das Screening und das Bestatigungsprotokoll kénnen zur gleichen Zeit durchgefilhrt werden, so kann eine
schnellstmdgliche komplette Charakterisierung des Patientenplasmas gewahrleistet werden. Alternativ kénnen
Plasmen zuerst auf die Anwesenheit von LA untersucht werden und dann nochmals zur Bestatigung auf
Phospholipid abhangige Autoantikorper getestet werden.

REAGENZIEN

R1 LA Buffer™: 3 Flaschchen, 40 Tests pro Flaschchen, enthélt eine Mischung aus Puffer, Salzen und
inerten Zutaten

R2 LA Phospholipids™: 3 Flaschchen, 40 Tests pro Flaschchen, enthélt eine einzigartige Mischung
aus Phospholipiden, inerten Schutzmitteln und Zusétzen

R3 dPT Activator™: 6 Flaschchen, 40 Tests pro Flaschchen, enthélt eine Mischung aus rekombinantem
humanen Tissue Factor, Calcium, Phospholipiden, inerten Schutzmitteln und Zusétzen

WARNUNG

Die Reagenzien enthalten geringe Mengen an Natriumazid, die nach Reaktion mit Kupfer oder Bleirohren
explosive Verbindungen bilden kdnnen. Wenn diese Losungen Uber das Spiilbecken entsorgt werden, miissen
sie mit einer groen Menge Wasser verdiinnt werden.

Nur fur den in vitro Gebrauch geeignet. Nicht fur den Gebrauch in Menschen oder Tier geignet. Keine
Komponenten des Testkits nach dem Verfallsdatum verwenden. Keine Reagenzien aus verschiedenen
Chargen mischen. Mikrobielle Verunreinigungen sind zu vermeiden. Bei der Arbeit nicht rauchen, essen oder
trinken. Nicht mit dem Mund pipettieren. Laborschutzkleidung und Einweghandschuhe bei der Arbeit tragen und
Hénde anschlieRend waschen.

VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien sind lyophilisiert. Ungetffnete Reagenzien sind bis zu dem auf den Etiketten aufgedruckten
Verfallsdatum zu verwenden, wenn sie bei 2°-8°C gelagert werden. Die Reagenzien sind entsprechend der
untenstehenden Anleitung zu rekonstituieren.

1. LA Buffer™ (R1): Inhalt des Flaschchens in 3.0 mL gefiltertem deionisierten
oder destillietem Wasser losen. Reagenzien gut
durchmischen und  mindestens fir 15 min bei

Raumtemperatur inkubieren um ein vollstandiges Auflésen zu

gewahrleisten.
2. LA Phospholipids™ (R2): Inhalt des Flaschchens in 2.0 mL gefiltertem deionisierten
oder destilliertem Wasser losen. Reagenzien gut

durchmischen und  mindestens fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubieren um ein vollstandiges Auflésen zu
gewahrleisten.

3. dPT™ Activator™ (R3): Inhalt des Flaschchens in 2.0 mL gefiltertem deionisierten
oder destilliertem Wasser losen. Reagenzien gut
durchmischen und  mindestens fir 15 min  bei
Raumtemperatur inkubieren um ein vollstandiges Auflésen zu
gewahrleisten.

NICHT VORTEXEN! BEI RAUMTEMPERATUR HALTEN!

NICHT KUHLEN! NICHT EINFRIEREN!

Stabilitat der rekonstituierten Reagenzien:

R1 R2 R3
g 10 Tage 10 Tage 8 Stunden
2°-8°C 2°-8°C o oo
¢ 18°-25°C 18°-25°C 1g%-25°C

Die rekonstituierten Reagenzien R1 und R2 kénnen aus dem Automaten innerhalb von 10 Tagen zuriick
gewonnen werden. Das rekonstituierte Reagenz R3 kann aus dem Automaten innerhalb von 8 Stunden zuriick
gewonnen werden (siehe auch obige Tabelle zur Temperaturempfindlichkeit).

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Fur den ACTICLOT dPT Test muss thrombozytenarmes Citratplasma verwendet werden. Siehe "Entnahme,
Transport und Behandlung von Blutproben zur Untersuchung in Plasma-basierenden Gerinnungs Tests";
Anerkannte Guidelines- Vierte Auflage”, NCCLS Dokument H21-A4, Vol. 23, No. 35, Dezember 2003.14 Das
Plasma sollte wie im folgenden beschrieben enthommen werden:

1. Mit einer Spritze oder silikonisierten Vakuumréhrchen, 9 Teile Blut entnehmen und auf einen Teil 3.2%
(0.109 M) Tri-Natriumzitrat (Dihydrat Form) Antikoagulations Losung geben.

2. Die Blutprobe bei mindestens 5,000 x g fur 10 Minuten zentrifugieren um thrombozytenarmes Plasma zu
erhalten. Das Plasma sollte weniger als Thrombozyten/uL enthalten. Thrombozyten kénnen auch entfernt
werden indem das Plasma durch einen 0.22 micron Filter gefiltert wird.

3. Das Plasma sollte bei 2°-8°C gelagert werden und innerhalb von 4 Stunden getestet werden. Alternativ
kann das Plasma bei —=70°C his zu 6 Monate gelagert werden

E 4 Stunden 6 Monate
' 2°-8°C -70°C

4. Gefrorenes Plasma sollte schnell bei 37°C aufgetaut werden. Aufgetautes Plasma sollte bei 2°- 8°C
gelagert und innerhalb von 4 Stunden getestet werden.

Beachte:

1. Wenn der Hamatokritwert in der urspriinglichen Blutprobe groRRer als 55% ist, konnen die Testergebnisse
des ACTICLOT dPT Tests ungenau sein und eine Anpassung an das Blut-zu-Antigoagulans Verhéltnis
kann erforderlich sein.

2. Keine ikterischen oder lipdmischen Proben mit photo-optischen Instrumenten untersuchen, da dadurch
falsche Gerinnungszeiten gemessen werden kénnen. Eine alternative manuelle oder teilautomatische
Testmethode ist empfehlenswert.

3. Der ACTICLOT dPT Test darf nicht mit hamolysierten Proben durchgefiihrt werden.

DURCHFUHRUNG

Kitkomponenten - Siehe Reagenzien

Notwendige Materialien die nicht mitgeliefert werden

LAtrol™ Normal Kontrollplasma (American Diagnostica Inc. REF 816N)
LAtrol™ Abnormal Kontrollplasma (American Diagnostica Inc. REF 816A)
Gepooltes Normalplasma (PNP)

0-200 pL, 200-1000 L, 1000-5000 pL Einkanalpipetten

0.22 um gefiltertes deionisiertes oder destilliertes Wasser
Vollautomatischer oder teilautomatischer Gerinnungsautomat
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ACTICLOT dPT Protokoll fiir den Screening Test
Teilautomatisierte Durchfiihrung fur den ST4

1. Ausreichend ACTICLOT dPT Activator und ACTICLOT LA Buffer in die auf 37°C erwdrmten Reagenzien
Behaltnisse eines ST4 geben.

2. 100 pL des Testplasmas (z.B. Patientenplasma, PNP, LA Positiv Kontrolle oder LA Negativ Kontrolle) in
eine Gerinnungskivette pipettieren. Fir 2 Minuten bei 37°C inkubieren.

3. 50 pL vorgewdrmten ACTICLOT LA Buffer in die Kivette mit dem Testplasma geben.

4. 50 pL vorgewdrmten ACTICLOT dPT Activator in die Kivette mit dem Testplasma geben. Sofort die Uhr
starten und die Gerinnungszeit protokollieren.

Automatisierte Durchfiihrung

Der ACTICLOT dPT Screening Test kann auf den meisten vollautomatisierten Gerinnungsautomaten
durchgefiihrt werden. Anwendungen fir spezielle automatisierte Geréte sind auf Anfrage erhaltlich.

1. ACTICLOT LA Buffer und ACTICLOT dPT Activator in die Reagenzbehéltnisse des automatisierten
Gerinnungsautomaten geben.

2. 100 pL Testplasma (z.B. Patientenplasma, PNP, LA Positiv Kontrolle oder LA Negativ Kontrolle) in die
Gerinnungskivette pipettieren.

3. 50 pL vorgewarmten ACTICLOT LA Buffer in die Kiivette mit dem Testplasma geben. Fiir 2 Minuten bei
37°C inkubieren.

4. 50 pL vorgewérmten (37°C) ACTICLOT dPT Activator in die Kilvette mit dem Testplasma geben.
Gerinnnungszeit protokollieren.

ACTICLOT dPT Protokoll fiir den Bestétigungstest
Teilautomatisierte Durchfiihrung fiir den ST4

1. Geniigend ACTICLOT dPT Activator und ACTICLOT LA Phospholipids in die auf 37°C vorgewarmten
Reagenzbehdltnisse des ST4 geben.

2. 100 pL Testplasma (z.B. Patientenplasma, PNP, LA Positiv Kontrolle oder LA Negativ Kontrolle) in die
Gerinnungskilvette pipettieren. Fiir 2 Minuten bei 37°C inkubieren.

3. 50 pL vorgewdrmte ACTICLOT LA Phospholipids in die Kilvette mit dem Testplasma geben.

4. 50 pL vorgewdrmten ACTICLOT dPT Activator in die Kivette mit dem Testplasma geben. Sofort die Uhr
starten und die Gerinnungszeit protokollieren.

Automatisierte Durchfiihrung

Das ACTICLOT dPT Bestatigungsprotokoll kann auf den meisten vollautomatisierten Gerinnungsautomaten
durchgefiihrt werden. Anwendungen fiir spezielle automatisierte Gerate sind auf Anfrage erhéltlich.

1. ACTICLOT LA Phospholipids und ACTICLOT dPT Activator in die Reagenzienbehdltnisse des
automatisierten Gerinnungsautomaten geben.

2. 100 pL Testplasma (z.B. Patientenplasma, PNP, LA Positiv Kontrolle oder LA Negativ Kontrolle) in eine
Gerinnungskiivette pipettieren.

3. 50 pL der vorgewarmten ACTICLOT LA Phospholipids in die Kilvette mit dem Testplasma pipettieren. Fiir
2 Minuten bei 37°C inkubieren.

4, 50 pL vorgewérmten (37°C) ACTICLOT dPT Activator in die Kiivette mit dem Testplasma geben.
Gerinnungszeit protokollieren.

NORMAL REFERENZBEREICH

Fir eine korrekte Durchfihrung des ACTICLOT dPT Tests sollte jedes Labor seinen eigenen Normal
Referenzbereich fur den Screening- und den Bestétigungstest erstellen. Es sollten mindestens 20 gesunde
Blutspender, Manner und Frauen im Erwachsenenalter, getestet werden um den Normal Referenzbereich zu
erstellen (siehe ERWARTETE WERTE). Wenn die Normal Referenzbereiche erstellt werden, muss die
Probenentnahme und Vorbereitung der Normalplasmen auf die gleiche Art und Weise erfolgen wie bei den zu
testenden Proben. Wenn ausschlieBlich gefrorene Proben getestet werden, sollte der Normalbereich ebenfalls
mit gefrorenen Normalplasmen erstellt werden. Es sollten keine gemischten Plasma Populationen, die aus
frischen und gefrorenen Proben stammen getestet werden um den Normal Referenzbereich fiir die Routine
Testung zu erstellen. Der Normal Referenzbereich sollte immer neu erstellt werden wenn die
Reagenziencharge oder der Gerinnungsautomat wechselt, oder mindestens einmal im Jahr. Die Normal
Referenz Bereichsdaten sollten (iber einen Zeitraum von mehreren Tagen beobachtet werden, um die Tag-zu-
Tag Variationen zu beriicksichtigen.

Bestimmung der mittleren Screening Zeit und des Normal Referenzbereichs fiir den dPT Screening Test

Testen Sie die 20 Normalplasmen im Screening Test und bestimmen Sie die durchschnittliche Screening Zeit
(in Sekunden) fir die 20 Plasmen. Die mittlere Screening Zeit + 2 SD ist die obere Grenze des Normal
Referenzbereichs und wird als cut-off Wert benutzt, um zu bestimmen ob eine Patientenprobe im Screening
Test positiv ist.

Bestimmung der mittleren Bestatigungszeit fiir den Bestatigungstest

Testen Sie die 20 Normalplasmen im Bestatigungstest und bestimmen Sie die mittlere Bestatigungszeit.
Bestimmen Sie die mittlere Bestétigungszeit (in Sekunden) fiir die gleichen 20 Normalplasmen die Sie im
Screening Protokoll getestet haben.

BEACHTE: Zum Nachweis, dass die Probe LA positiv ist muss jedes Plasma im Screening- und im
Bestatigungstest getestet werden. Die mittlere Screening- und Bestatigungszeit der Normalplasmen wird zur
Berechnung verwendet, um die Anwesenheit von LA in Patientenproben nachzuweisen. Zwei Methoden zur
Berechnung von Patientenproben sind unten beschrieben: Screening Zeit/Bestatigungszeit (S/C) und der
normalisierte Quotient.

Bestimmung des Normal Referenzbereichs unter Verwendung des S/C Quotienten

Der S/C Quotient wird fiir jedes der 20 Normalplasmen erstellt indem die Screening Zeit durch die
Bestatigungszeit geteilt wird:

SIC Quotient = dPT Screening Zeit (sek) + dPT Bestatigungszeit (sek)

Bestimmen Sie den mittleren S/C Quotienten (+ 2 S.D) der 20 Normalplasmen. Der mittlere Normal S/C
Quotient + 2 SD wird verwendet um die obere Grenze des Normal Referenzbereichs festzulegen, um die
Anwesenheit von LA in den Proben nachzuweisen.

Bestimmung des Normal Referenzbereichs unter Verwendung des Normalisierten Quotienten

Teilen Sie die Screening Zeit jedes einzelnen Normalplasmas durch die mittlere Screening Zeit des Normal
Referenzbereichs (siehe oben). Als néchstes teilen Sie die Bestatigungszeit jedes Normalplasmas durch die
mittlere Bestatigungszeit des Normal Referenzbereichs (siehe oben). Der Normalisierte Quotient wird bestimmt
indem der normalisierte Screening Quotient durch den normalisierten Bestatigungsquotienten geteilt wird:

Normalisierter Normal Plasma dPT Screening Zeit (Sek) + Mittlere Normal dPT Screening Zeit (Sek)

Quotient = Normal Plasma dPT Bestatigungszeit (Sek) + Mittlere Normal dPT Bestatigungszeit (Sek)

Bestimmen Sie den mittleren Normalisierten Quotienten (+ 2 SD) der 20 Normalplasma Proben. Der mittlere
Normalisierte Quotient + 2 SD wird verwendet, um die obere Grenze des Normal Referenzbereichs
festzulegen, um die Anwesenheit von LA in den Proben nachzuweisen.
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INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Ein Algorithmus zum Testen von Patientenplasmen ist am Ende dieser Produktbeschreibung zu finden, um die
Interpretation der Ergebnisse zu verdeutlichen.

A. Patientenplasmen werden mit dem Screening Test getestet. Bestimmen Sie, ob die Gerinnungszeit der
Plasmaprobe unterhalb oder oberhalb der oberen Grenze des etablierten Normal Referenzbereichs liegt.

1. Falls das Plasma im Screening Test eine Gerinnungszeit (Sek) hat, die innerhalb des etablierten Normal
Referenzbereichs liegt, (Mittelwert + 2 SD), ist das Testergebnis negativ fiir LA.

2. Falls das Plasma im Screening Test eine Gerinnungszeit (Sek) hat, die oberhalb des etablierten Normal
Referenzbereichs liegt, (Mittelwert + 2 SD), besteht der Verdacht das die Probe LA positiv ist.

Plasmen die im ACTICLOT dPT Screening Test positiv getestet werden, missen im ACTICLOT dPT
Bestatigungsprotokoll nachgetestet werden, um die Anwesenheit von LA in der Plasmaprobe nachzuweisen.
Ein positives Ergebnis auf LA im ACTICLOT dPT Screening Test kann nur durch den ACTICLOT dPT
Bestatigungstest und durch keine andere LA Bestatigungsmethode bestatigt werden.

B. Jedes Plasma das im Screening Test als positiv getestet wurde, wird im Bestétigungstest nachgetestet.
Bestimmen Sie den S/C Quotienten oder den Normalisierten Quotienten der Testplasmen.

1. Das Plasma ist als positiv fiir LA bestétigt, falls der S/C Quotient oder der Normalisierte Quotient groRer ist
als die obere Grenze die filr den etablierten Normal Referenzbereich (Mittelwert + 2 SD) erstellt wurde.

2. Das Plasma ist nicht als LA positiv bestatigt, falls der S/C Quotient oder der Normalisierte Quotient
innerhalb des Normal Referenzbereichs (Mittelwert + 2 SD) liegt. Mit diesen Plasmen sollten Mischstudien
durchgefiihrt werden (siehe unten).

MISCHSTUDIEN

Das Vorhandensein von biologischen Abnormalitdten wie Blutfaktor Defizienzen (z.B Faktor Il, V oder X
Defizienzen), oder Faktorinhibitoren (z.B. FVIII Inhibitor), oder die Einnahme von oralen Gerinnungshemmermn
(OAC; z.B. Coumadin™) kann angenommen werden, wenn das Plasma eine verlangerte ACTICLOT dPT
Screening Zeit hat, aber der S/C Quotient oder der Normalisierte Quotient in den Normal Referenzbereich
fallen. In diesem Fall, wird die Durchfiihrung von Mischstudien empfohlen. Eine Mischstudie wird durch
Zugabe von gleichen Mengen an Testplasma und gepooltem Normalplasma durchgefiihrt. Der ACTICLOT dPT
Screening- und Bestatigungstest sollte mit dem 1:1 gemischten Plasma durchgefiihrt werden.

1. Wenn die dPT Screening Zeit der 1:1 Mischung groRer ist als der durch das Labor erstellte Quotient des
Normal Referenzbereichs (Mittelwert + 2 SD), besteht der Verdacht von LA im Plasma. Wenn die dPT
Screening Zeit der 1:1 Mischung im Normalbereich liegt (Mittelwert + 2 SD), besteht der Verdacht auf eine
Blutfaktordefizienz. Falls gewiinscht kdnnen entsprechende Faktor Tests durchgefiihrt werden (siehe
Algorithmus).

2. Wenn der S/C Quotient oder der Normalisierte Quotient der 1:1 Mischung groRer ist als der durch das
Labor erstellte Quotient des Normal Referenzbereichs (Mittelwert + 2 SD), ist das Plasma LA positiv.
Wenn der S/C Quotient oder der Normalisierte Quotient der Mischung im Normalbereichs des Labors liegt
(Mittelwert + 2 SD), besteht der Verdacht auf andere Abnormalitéten (z.B. Coumadin, Faktor Inhibitor).

ERWARTETE WERTE

In Tabelle 1 sind typische Normal Referenzbereiche fiir den ACTICLOT dPT Screening- und Bestétigungstest,
Gerinnungszeiten und der S/C Quotient angegeben, wenn kommerzielle Gerinnungsautomaten verwendet
werden. Diese Ergebnisse sind nur als Hinweise zu verwenden. Gefrorene Plasmaproben von individuellen
Spendern wurden entweder von kommerziellen Anbietern bezogen oder gesammelt und in den Labors die den
Test durchfilhren entsprechend dem ,NCCLS Document H21-A4"4 vorbereitet. Spender waren Ménner und
Frauen im Erwachsenenalter mit normalen PT und APTT Werten. Weitere demographische Daten waren nicht
verfiighar.

TABELLE 1. Normal Referenzbereiche fiir den ACTICLOT dPT Test unter Verwendung von
kommerziellen

Gerinnunasautomat ACL® 300+ BCT® CA7000 MLA® 900C ST4 CO;T';C@
g (n=25) (n=32) (n=20) (n=93) (n=25) ( n:gf))

Screening Zeit (Sek) | 34.4+45 | 512+78 | 388+88 | 267+48 | 384442 | 366459
Bestatigungszeit (Sek) | 202+48 | 505+11.0 | 358+40 | 262452 | 349+85 | 357431

S/C Quotient 118+0.12 | 1.02+0.12 | 1.08+0.26 | 1.02+0.16 | 1.11+0.19 | 1.03+0.09

a Daten von American Diagnostica Inc.16

QUALITATSKONTROLLE

Ein normales und ein abnormales LA Kontrollplasma sollte mit jeder Gruppe eines Testlaufs zusammen
getestet werden, mit einem Wechsel im Personal oder einer Arbeitsschicht, oder entsprechend den Leitlinien
des Testlabors. Die Kontrollen missen thrombozytenarm sein, mit weniger als Thrombozyten/pL. Normale
und Abnormale Kontrollen sind bei American Diagnostica Inc. (REF 816N und REF 816A) erhéltlich. Die Werte
fur die Normal und die Abnormal LA Kontrollplasmen sollten beide in die vom jeweiligen Labor etablierten
Kontrollwertbereiche fallen. Falls die Kontrollwerte nicht innerhalb der vom Labor zuvor etablierten
Kontrollgrenzen liegen und festgestellt wurde das die Geréte richtig funktionieren, sollten die Testergebnisse
verworfen werden und die Proben sollten nochmals mit frischen Reagenzien gemessen werden. Es sollten
korrekte Normal und Abnormal Kontrollen erhalten werden bevor Patientenproben getestet werden.

RUCKVERFOLGUNG DES STANDARDMATERIALS

Informationen beziiglich der Riickverfolgung des Standardmaterials sind auf Anfrage bei American Diagnostica
Inc. erhéltlich.

GRENZEN DES VERFAHRENS

Die ACTICLOT dPT Screening Zeit kann in Patienten mit angeborenen oder erworbenen Faktor Defizienzen
verlédngert sein. Angeborene Faktor Defizienzen kénnen bestimmt werden, indem die zuvor beschriebenen
Mischstudien durchgefiihrt werden. Plasmen die Faktor Inhibitoren enthalten (erworbene Defizienzen) kénnen
oder kénnen auch nicht durch Mischstudien identifiziert werden, da der Inhibitor mdglicherweise nicht
vollstandig durch das in den Mischstudien verwendete PNP neutralisiert wird.

Der ACTICLOT dPT Aktivator enthalt Stoffe, die unfraktioniertes Heparin bis zu einschlieBlich 1.0 U/mL
neutralisieren. Plasmen, die unfraktionierte Heparinkonzentrationen von mehr 1.0 U/mL enthalten, kdnnen
inkorrekte Ergebnisse liefern und sollten daher nicht mit diesem Test getestet werden.

Plasmen von Patienten, die mit  oder anderen oralen Gerinnungshemmern behandelt wurden, kénnen
verldngerte ACTICLOT dPT Screening und Bestétigungs Gerinnungszeiten haben. Mischstudien kénnen diese
Gerinnungszeiten bis zum Normalbereich verkiirzen, vorausgesetzt LA ist nicht vorhanden.

Kein LA Test alleine identifiziert alle LA positiven Proben. Das ISTH SSC empfiehlt, dass jede Probe bei der
Verdacht auf LA besteht mit 2 oder mehr LA Screening Tests getestet und zusétzlich mit mindestens einem
Bestatigungstest bestatigt wird der hohe Phospholipidkonzentrationen enthalt.®

LEISTUNGSMERKMALE
Prazision

ACTICLOT dPT Prézisionsstudien wurden von American Diagnostica Inc. und zwei weiteren unabhéngigen
Labors auf folgenden Gerinnungsautomaten durchgefiihrt:  300R, Dade Behring BCT®, Sysmex® CA-7000,
Instrumentation Laboratory MLA® 900C, Diagnostica Stago STart® 4 und STA Compact®. Die Teststudien
beinhalten multiple Tests, die Uber mehrere Tage unter Verwendung von kommerziellen Kontrollplasmen
durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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TAB. 2. Prézisionsdaten fur ACTICLOT dPT fiir Normale und Abnormale (Lupus Positive) Kontrollplasmen

TAB. 4. Klinische Studie II: Sensitivitat einer LA Testreihe mit ACTICLOT dPT, DVVtest/DVVconfirm und
aPTT.

ACTICLOT ~ ACTICLOT + AcTicLot
Anzahl der als LA positiv getesteten Plasmen
Anzahl der bekannten LA positiven Plasmen 23/29 25029 2829
Sensitivitat 78% 86% 97%

Gerinnunas- dPT Intra- Inter- dPT Intra- Inter-
automagtJ Kontrolle* Screening Assay Assay Bestéatigungstest ~ Assay Assay CV
(sek) CV (%) CV (%) (sek) CV (%) (%)

Normal 32.8 25 51 30.2 38 53
ACL 300R

Abnormal 63.8 19 71 36.9 32 3.8

Normal 475 05 32 51.6 17 45
BCT

Abnormal 89.2 0.6 5.2 61.9 1.2 37

Normal 443 0.9 ND 379 2.0 ND
CA-7000

Abnormal 84.1 5.4 ND 48.6 33 ND

Normal 279 2.5 37 272 2.8 41
MLA 900C

Abnormal 51.6 2.4 8.6 305 15 37
STart4 Normal 38.1 0.7 ND 373 38 ND

Abnormal 60.6 6.5 ND 44.0 6.7 ND
STA Compact Normal 40.2 0.8 34 39.7 0.9 43

Abnormal 779 11 7.2 46.0 1.0 48

* American Diagnostica Inc. REF 816N, 816A ND: Nicht bestimmt

Sensitivitat und Spezifitat

In der Klinischen Studie |, wurde die Spezifitdt und Sensitivitdtt des ACTICLOT dPT Tests mit 20
Normalplasmen und 23 bekannten schwach LA positiven Plasmen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3
dargestellt. Die Ergebnisse des ACTICLOT dPT zusammen mit den kommerziell erhdltlichen LA Tests
DVVtest/DVVconfirm (von American Diagnostica Inc.) sind ebenfalls dargestellt:

TAB. 3. Klinische Studie | - Spezifitat und Sensitivitat

ACTICLOT dPT AB%Etglt_iandzT ACTICLOT dPT (S/C)
Screening Test T gung + DVV (TIC)
est
Anzahl der negativ getesteten Normalplasmen 20120 20120
Anzahl der getesteten Normalplasmen
Spezifitat 100% 100%
Anzahl der als LA positiv getesteten Plasmen
Anzahl der bekannten LA positiven Plasmen 21123 18/23 22023
Sensitivitat 91% 78% 95.6%

a Die Tests wurden auf einem CA-7000 Gerinnungsautomaten durchgefiihrt
b Nicht mitgeteilt

In der klinischen Studie Il, wurden 29 bekannte LA positive Plasmen mit ACTICLOT dPT, DVVtest/DVVconfirm
und einem kommerziell erhéltlichen LA sensitiven aPTT Reagenz getestet. Die Sensitivitat des ACTICLOT
dPT Tests, wenn er in einer LA Testreihe zusammen mit diesen Tests verwendet wurde ist in Tabelle 4
dargestellt . Die Sensitivitat erhohte sich wenn die Ergebnisse der einzelnen Tests kombiniert wurden.

a Die Tests wurden auf einem ACL® 300R Gerinnungsautomaten durchgefiihrt
b Die Tests wurden auf einem Sysmex CA-1500 Gerinnungsautomaten durchgefiihrt

Methodenvergleich

Zwei Methodenvergleichsstudien wurden mit dem ACTICLOT dPT und dem DVVtest® (REF 810)/DVVconfirm®
(REF 815) durchgefiihrt. In den Studien wurden Patientenproben verwendet die zuvor als LA positiv getestet
wurden oder im Normalbereich lagen. In der ersten Studie, die auf einem STA Compact durchgefiihrt wurde,
stimmten die Ergebnisse bei 49 von insgesamt 54 getesteten Patienten Proben (90.7%) tberein. In der zweiten
Studie die auf einem BCT Gerédt durchgefiihrt wurden, stimmten 82 von insgesamt 93 getesteten
Patientenproben (88.2%) Uberein.16
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Algorithmus zum Testen von Patientenproben mit dem ACTICLOT dPT Test

Plasma Eines Patienten
Der APS Symptome
Aufweist

dPT Screening Protokoll

NEIN _ _
Gerinnungszeit

Verlangert?

LA NEGATIV

Testen Sie Plasma Mit
Anderen LA Tests (dRVVT,
aPTT, KCT, etc.) oder APA
ELISAs

dPT Bestéatigungprotokoll

JA

War Das
Bestatigungprotokoll
Positiv?

NEIN®

Bereiten Sie Probe Fir
Mischstudien Mit
Plasmaprobe Plus PNP
(1:1) Vor

!

dPT Screening Protokoll

LA NEGATIV

Gerinnungszeit
Verléngert?

dPT Bestétigungstest

JA

Testen Sie
Faktordefizienzen
Inhibitoren Oder Orale
Gerinnungshemmer

War Der
Bestatigungstest
Positiv?

(1) Verdacht Auf LA

(2) Die verlangerte Gerinnungszeitim Screening Protokoll wurde nicht
signifikant durch das Bestatigungsprotokoll korrigiert.

(3) ELISA tests fir anti-B2GP1, anti-prothrombin, anti-cardiolipin,
anti-annexin V, etc.

11

LA POSITIV

—

Charakterisieren Sie
Spezifische

Antiphospholipid
Antikorper®

LA POSITIV
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