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Intended use

Results

Performance characteristics

The dRVVT Screen and HemosIL dRVVT Confirm assays are qualitative in-vitro diagnostic
products to aid in the detection of lupus anticoagulants in human citrated plasma by the diluted
Russell’s Viper Venom method, on IL Coagulation Systems. The HemosIL dRVVT Screen

and HemosIL dRVVT Confirm assays are intended to evaluate patients who have unexplained
prolonged APTT test results. The HemosIL dRVVT Screen and HemosIL dRVVT Confirm assays
should be used in parallel as an integrated test for Lupus Anticoagulant detection.

Summary and principle

Lupus Anticoagulants (LA) belong to the group of antiphospholipid antibodies which are directed
against negatively-charged phospholipids or complexes between phospholipids and proteins
(either B-2-glycoprotein | or clotting factors such as prothrombin). When determined by their
ability to prolong phospholipid-dependent tests (APTT, SCT, dRVVT), these antibodies are referred
as LA. Patients with LA are at increased risk of clinical complications such as thrombosis and
recurrent miscarriages.’2 %4

The dRVVT Screen and dRVVT Confirm assays are improved dRVVT reagents and intended to
simplify and standardize the detection of LA in clinical evaluations.™* The dRVVT Screen assay is
poor in phospholipid, making it sensitive to LA. The additional amount of phospholipid (bi-layers)
in dRVVT Confirm neutralizes LA to give shorter clotting times.

Russell’s Viper Venom, in the presence of calcium, directly activates factor X (in the test sample).
The dRVVT Screen and dRVVT Confirm assays are therefore unaffected by contact factor
abnormalities, factor VII, VIIl and IX deficiencies or inhibitors. Heparin interference up to 1 U/mL
is neutralized by polybrene. As a result, dRVVT Screen and dRVVT Confirm are more specific tests
for the evaluation of LA than APTT.>.®

dRVVT Screen and Confirm are an integrated test as referenced in the ISTH 2009 committee
recommendation for Lupus Anticoagulant Detection.®

Composition

Each dRVVT Screen assay consists of:

[S] dRVVT Screen (Cat. No. 0020301510): 10 x 2 mL vials of a lyophilized preparation containing
Russell’'s Viper Venom, phospholipids, calcium, polybrene, buffers, stabilizers, dyes and
preservative.

Each dRVVT Confirm assay consists of:

[C] dRVVT Confirm (Cat. No. 0020301610): 10 x 2 mL vials of a lyophilized preparation containing
Russell’'s Viper Venom, phospholipids, calcium, polybrene, buffers, stabilizers, dyes and
preservative.

PRECAUTIONS AND WARNINGS:

The dRVVT Screen and dRVVT Confirm contain bovine material. All donor animals were

sourced from BSE-free herds. The cattle received ante- and post-mortem health inspection by a
veterinarian, and they were apparently free from infectious and contagious material. However, the
material should be treated as potentially infectious.

The dRVVT Screen and dRVVT Confirm contain Russell Viper Venom Crude Extract.

The dRVVT Screen and dRVVT Confirm are not classified as hazardous.

Hazard class: None

Hazard statements: None

Precautionary statements: None

Supplemental hazard information: Up to 6.6% of the mixture consists of component of
unknown acute toxicity (oral, dermal, inhalation) for the human health and unknown hazard to
the aquatic environment.

This product is For in vitro Diagnostic Use.

Preparation

Dissolve the contents of each vial with 2 mL of CLSI Type CLR water or equivalent.t Replace
the stopper and swirl gently. Make sure of the complete reconstitution of the product. Keep the
reagent at 15-25°C for 30 minutes and invert to mix before use. Do not shake.

Reagent storage and stability

Unopened reagents are stable until the expiration date shown on the vial when stored at 2-8°C.
Stability after reconstitution: 15 days at 2-8°C in closed original vials, 3 days at 15°C in the original
vials on the ACL TOP® Family/ACL TOP Family 50 Seriest, 24 hours at 15-25°C in the original vials on
the ACL Elite®/Elite Pro and 24 hours at 15°C on the ACL 7000 systems. For optimal stability remove
reagents from the system and store them, closed, at 2-8°C, in their original vials. Do not freeze.

Instrument/test procedures

It is recommended that the dRVVT Screen and dRVVT Confirm be used together.
Refer to the appropriate IL instrument’s Operator's Manual for the complete assay procedure instructions.

Specimen collection, preparation and handling

Nine parts of freshly drawn venous blood are collected into one part 3.2% trisodium citrate. Refer
to CLSI Document H21-A5 for instructions on specimen collection, handling and storage.” The
ISTH LA Guidelines® recommend that for LA analysis the plasma samples should be platelet poor,
before analysis or freezing. The dRVVT Screen/dRVVT Confirm assays may be used with either
fresh or frozen samples.

Additional reagents and control plasmas

The following are not supplied with the kit and must be purchased separately.

Cat. No.
LA Positive Control 0020012500
LA Negative Control 0020012600
Cleaning agent 0009832700
Quality control

Normal and abnormal controls are recommended for a complete quality control program.?
HemosIL LA Positive Control and HemosIL LA Negative Control are designed for this program.
Each laboratory should establish its own mean and standard deviation and should establish

a quality control program to monitor laboratory testing. Controls should be analyzed at least
once every 8 hour shift in accordance to good laboratory practice. Refer to Westgard et al for
identification and resolution of out-of-control situtations.®

The following procedure should be used to calculate the dRVVT Screen and dRVVT Confirm ratios:

1. For each new lot of dRVVT Screen and dRVVT Confirm kits a new Normal Range should be
determined according to CLSI C28-A31.
2. Determine the Mean of each Normal Range in seconds.
3. The mean of the Normal Range will be used as a constant denominator in the calculations of ratios.
dRVVT Screen
1. The patient sample result in seconds is divided by the Mean of the dRVVT Screen Normal Range.
dRVVT Screen Ratio = Patient dRVVT Screen results (in seconds)
Mean of dRVVT Screen Normal Range (in seconds)
dRVVT Confirm
1. The patient sample result in seconds is divided by the Mean of the dRVVT Confirm Normal Range.
dRVVT Confirm Ratio = Patient dRVVT Confirm results (in seconds
Mean of dRVVT Confirm Normal Range (in seconds)
2. The ratio results from the dRVVT Screen is divided by the ratio result from dRVVT Confirm.
Normalized dRVVT Ratio =  dRVVT Screen Ratio
dRVVT Confirm Ratio
dRVVT Screen and Confirm assays as an integrated test should be used in parallel or as a single
procedure, in conjunction with the procedure outlined to calculate the normalized ratio.
Interpretation

1. The final result should be expressed as the Normalized dRVVT Ratio: NR.

2. If the dRVVT Screen and Confirm clotting times are prolonged then mixing studies should be
performed to investigate factor deficiencies or inhibitors. If the mixing test is still prolonged,
further studies should be performed to determine the interference or specific inhibitor to
clotting factors or the possible interference in combination with LA.

3. The dRVVT Screen and dRVVT Confirm assays, when used together, fulfill the requirements for
an “Integrated Test” as defined in the Guidelines for Lupus Anticoagulant Detection.?

Limitations/interfering substances

Interference studies were conducted on representative members of the IL Coagulation Families

listed below. Different concentrations of interferent were spiked into pooled normal plasma, weak

LA Positive plasma and high LA Positive plasma. The results demonstrated that dRVVT Screen/

dRVVT Confirm results were not affected by the following interferent concentrations.

Hemoglobin _Bilirubin _Triglycerides UF Heparin LMW Heparin

ACL TOP Family/ upto200 upto 10 up to 500 uptol uptol

ACL TOP Family 50 Series! mg/dL mg/dL mg/dL U/mL U/mL
Lo upto300 upto10 up to 500 upto1 upto 0.8

ACL Elite/Elite Pro modl  mgdl  mg/dl UmL U/mL
ACL 7000 upto200 upto10 up to 100 uptol upto 0.8

mg/dL mg/dL mg/dL U/mL U/mL

A normalized dRVVT ratio higher than the internal-study cut-off (NR > 1.2) was found in the
following plasma samples using dRVVT Screen/dRVVT Confirm:

ACL TOP ACL TOP 500CTS
Known LA Positive 100% (35/35) 100% (35/35)
Oral Anticoagulant Therapy 40% (2/5) 40% (2/5)

FH 20% (1/5) 0% (0/5)
LMWH 0% (0/5) 0% (0/5)
DIC 0% (0/5) 0% (0/5)
Factor Deficiency 0% (0/6) 0% (0/6)

LA assays based on different properties appear to be more or less sensitive to certain subgroups
of LAs. Therefore at least two tests, based on different properties, should be performed before the
possibility of LA is excluded.®

The dRVVT ratios may be elevated in patients on anti-vitamin K therapy. Additional confirmatory
tests prior to diagnosing or repeating dRVVT testing might be indicated when the patient is off
anti-vitamin K therapy.2

Expected values

A Normal Range study (n=120) was performed in-house, in accordance with CLSI C28-A3'°, using
dRVVT Screen/dRVVT Confirm, on representative members of the ACL TOP Family/ACL TOP

Family 50 Seriest, ACL Elite/Elite Pro and ACL 7000 systems with the following result(s):
NR Reference Interval

System Lower Limit Upper Limit
ACL TOP 0.92 (0.91-0.93) 1.11 (1.10-1.15)
ACL TOP 500 CTS 0.91(0.89-0.92) 1.13 (1.11-1.16)
ACL TOP Family 50 Seriest 0.91 (0.89-0.92) 1.13 (1.11-1.16)
ACL Elite/Elite Pro 0.91(0.88-0.92) 1.14 (1.11-1.18)
ACL 7000 0.91(0.75-0.93) 1.14 (1.11-1.24)
Cut-Off

The Normalized Ratio cut off was determined, using 40 normal samples and calculating the Mean
+3SD, with the following result(s):

System Normalized dRVVT Ratio Cut Off*
ACL TOP Family/ACL TOP Family 50 Seriest >1.2
ACL TOP 500 CTS >1.2
ACL Elite/Elite Pro >1.2
ACL 7000 >1.2

The results were obtained using a specific lot of reagent. Due to the many variables which may
affect results, each laboratory should establish its own Normalized Ratio Cut Off.
*When a sample is considered LA Positive.

Precision:

Precision was assessed utilizing specific lots of reagent on representative members of the ACL
TOP Family 50 Series'. Precision was evaluated in accordance with CLSI EP05-A3', for 20 days,
with 2 runs per day and 2 replicates per run for each sample (n=80), with the following results:

ACL TOP Family Mean Within run Between run Total
50 Seriest (dRVVT NR) (%CV) (%CV) (%CV)
LA Negative Control 1.01 0.8 0.9 1.3
LA Positive Control 1.67 0.8 1.2 2.3
Plasma Pool 1.09 0.6 0.7 12

Precision was assessed utilizing 3 lots of reagent on 3 representative members of the ACL TOP
Family (ACL TOP and ACL TOP 500 CTS) by three independent operators. Precision was evaluated
in accordance with CLSI EP05-A2%3, for 20 days, with 2 runs per day and 2 replicates per run for
each sample level (n=80/instrument/lot), with the following results:

ACL TOP Family Mean (Normalized dRVVT Ratio)
LA Negative Control 1.00
Weakly LA Positive 1.35
LA Positive Control 177

Within Run (%CV) Between Run (%CV)
HemosIL dRVVTNR  Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1
LA Negative Control 1.2 2.0 08 17 2.8 19 2.3 34 2.1
Weakly LA Positive 11 09 0.6 2.7 2.1 2.0 3.0 26 2.2
LA Positive Control 15 0.9 11 4.4 34 2.5 5.0 35 3.0
Precision was assessed with 3 lots of reagent on 3 representative members of the ACL Elite/
Elite Pro and ACL 7000 systems. Precision was evaluated with CLSI EP05-A2'3, for 20 days, with
2 runs per day and 2 replicates for each sample level (n = 80), with the following results from a
representative reagent lot and system:

Total (%CV)

Lot2 Lot3

Mean Within run Between run Total
ACL Elite/Elite Pro _(Normalized dRVVT Ratio) (%CV) (%CV) (%CV)
LA Negative Control 1.00 1.4 1.8 2.7
Weakly LA Positive 1.50 0.9 2.0 22
LA Positive Control 1.78 12 3.3 3.7

Mean Within run Between run Total
ACL 7000 (Normalized dRVVT Ratio) (%CV) (%CV) (%CV)
LA Negative Control 1.00 1.2 1.6 2.7
Weakly LA Positive 1.44 16 22 29
LA Positive Control 1.70 0.7 3.9 4.0
Method Comparison:

Method comparison on the ACL TOP Family 50 Seriest included 124 samples analyzed in duplicate
during a seven-day study on one ACL TOP 550 CTS (test) and one ACL TOP 500 CTS (predicate)
device using a specific lot of reagent, with the following results:

Cut-0ff dRUVT

(Means3SD) NR _ PPA  CI95% NPA  CI95% Overall Reference
O, 1p 1000% 893 989% 941  99.2%  dRWT Screen/Confim
Family 2 (32/32) 1000% (91/92) 99.8% (123/124) on an ACL TOP Family

The method comparison and analytical studies of HemosIL dRVVT Screen and dRVVT Confirm
were assessed using HemoslIL LA Controls, normal and abnormal plasma samples.

An in-house method comparison between HemosIL dRVVT and HemosIL LAC was performed

in accordance with EP09-A2', on 115 samples (80 Normal/35 LA Positive), on a representative
member of the ACL TOP Family (ACL TOP & ACL TOP 500 CTS). The Positive Percent Agreement
(PPA) and Negative Percent Agreement (NPA) were calculated with the following result(s):

Cut-0ff dRVVT
(Means3SD)  LACNR NR _ PPA_ CI95% NPA  CI95% Overall Reference
AGLTOP 12 o1p T000% 901~ T000% %54 100%
2 212 (3535 1000% (80/80) 1000% (115/115) gine
1000% 901- 100.0% 954  100% :
ACLTOP500CTS >1.2 12 (355 10000 (80/80) 100.0% (115/415) CoNfirm

Results were subsequently validated by 3 US field sites. Each site established its own cut-off, and
validated that cut-off with 100+ samples, with the following result(s):

cut-0ff LAC  dRWT
Mean+3SD NR NR PPA_ ClI95% NPA  Cl95% Overall Reference
Sie 1 12 12 7% 806 089% 941 97%

o S o G S Esn w
Site 2 P18 18 gt ss 7 (91/92) 998% (1377143) Soreen
Sites 13 s1p 1% 901 1000% 954 992%

: 2 (52/53) 997% (80/80) 100.0% (132/133)

An additional in-house method comparison was performed in accordance with EP09-A2'4, on 115
samples (80 Normal/35 LA Positive), on an ACL Elite/Elite Pro and on an ACL 7000, each was
tested vs. ACL TOP Family (dRVVT NR cut-off >1.2) using the same lot of HemosIL dRVVT.

The Positive Percent Agreement (PPA) and Negative Percent Agreement (NPA) were calculated
with the following results:

cut-0ff dRVVT
(Mean+3SD) NR PPA_ ClI95% NPA  Cl95% Overall Reference
- T00.0% 901~ 1000%  95.4-  100% dRWVT Screen
ACLElte/Blite Pro >1.2 3505 100'0% (80/80) 100.0% (115/115) Confirm on
100.0% 901~ 100.0% 954-  100%  an AGLTOP
ACL 7000 >12 (35135) 100.0% (80/80) 100.0% (115/115)  Family

1 ACL TOP Family 50 Series = ACL TOP 350 CTS; ACL TOP 550 CTS; ACL TOP 750; ACL TOP 750 CTS;
ACL TOP 750 LAS
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Verwendung

HemosIL dRVVT Screen und HemoslIL dRVVT Confirm sind qualitative in vitro Diagnostik
Produkte, auf Basis des Diluted Russels Viper Venom Tests, zur Bestimmung von Lupus
Antikoagulantien in humane Citratplasma auf IL Analysensystemen. HemosIL dRVVT Screen und
HemosIL dRVVT Confirm sind bei Patienten mit unerklérlicher Verldngerung der APTT indiziert.
Der HemosIL dRVVT Screen und HemosIL dRVVT Confirm Test sollten parallel als ein integrierter
Test fiir Lupus Anticoagulantien verwendet werden.

Testprinzip und Zusammenfassung

Lupus-Antikoagulantien (LA) sind Antikérper, die gegen negativ geladene Phospholipide bzw.
Phospholipid-Protein-Komplexe (entweder beta-2-Glycoprotein 1 oder Gerinnungsfaktoren
wie Prothrombin) gerichtet sind und die Gerinnungszeit von Phospholipid-abhéngigen
Gerinnungstests (APTT, SCT, dRVVT) verldngern.

Patienten mit LA weisen ein erhohtes Risiko fiir klinische Komplikationen wie Thrombosen oder
habituelle Aborte auf." 234

Beim dRVVT Screen und dRVVT Confirm Test handelt es sich um verbesserte dRVVT Reagenzien,
die den Nachweis von LA in klinischen Untersuchungen vereinfachen und standardisieren
sollen."-3 Der Test dRVVT Screen enthélt Phospholipide in geringer Konzentration und ist deshalb
sensitiv gegeniiber LA. Beim Test dRVVT Confirm werden Phospholipide in hoher Konzentration
eingesetzt, wodurch LA-Antikérper neutralisiert und die Gerinnungszeit verkiirzt wird.

Der Extrakt des Schlangengifts Russells Viper Venom aktiviert in Anwesenheit von Calcium und
Phospholipiden den Faktor X (in der Plasmaprobe). Daher werden die Teste durch Kontaktfaktor-
Abnormalitaten, Faktor VII-, VIII- oder IX-Mangel, sowie Inhibitoren nicht beeinflusst. Stérungen durch
therapeutische Heparindosen (< 1 U/mL Heparin) werden durch Polybren neutralisiert. Daher ist die
Spezifitt bei dRVVT Screen und dRVVT Confirm fiir die Untersuchung von LA héher als bei der APTT.3.5

Wie in den Richtlinien des Komitee der ISTH 2009 zum Nachweis von LA beschrieben, sind
HemosIL dRVVT Screen und HemoslIL dRVVT Confirm sog., integrierte Tests".?

Inhalt

Jede dRVVT Screen Packung besteht aus:

[S] dRVVT Screen (Art. Nr. 0020301510): 10 Flaschen x 2 mL Iyophilisiertes Material, welches
Extrakt des Schlangengifts Russells Viper Venom, Phospholipide, Calcium, Polybren, Puffer,
Stabilisatoren, Farbstoffe und Konservierungsmittel enthélt.

Jede dRVVT Confirm Packung besteht aus:

dRVVT Confirm (Art Nr. 0020301610): 10 Flaschen x 2 mL lyophilisiertes Material, welches
Extrakt des Schlangengifts Russells Viper Venom, Phospholipide, Calcium, Polybren, Puffer,
Stabilisatoren, Farbstoffe und Konservierungsmittel enthalt.

Hinwesis:

dRVVT Screen und dRVVT Confirm beinhalten bovines Material. Alle Spendertiere stammen

aus BSE-freien Herden. Die Tiere wurden ante- und post-mortem einer veterinarmedizinischen

Gesundheitsiiberpriifung unterzogen. Sie zeigten sich dabei frei von infektiosem und

ansteckendem Material. Dennoch sollten die Materialien als potentiell infektios behandelt werden.

dRVVT Screen und dRVVT Confirm enthalten Russell Viper Venom Rohextrakt.

dRVVT Screen und dRVVT Confirm werden als nicht gefahrlich eingestuft.

Gefahrenklasse: Keine

Gefahrenhinweise: Keine

Sicherheitssatze: Keine

Erganzende Gefahrenmerkmale: Bis 6,6% dieses Gemisches besteht aus Inhaltsstoffen, deren
akute Toxizitét (orale, dermale, inhalatorische) fiir den Menschen und die Gewdsser nicht bekannt ist.
Dieses Produkt ist nur fiir die /in vitro Diagnostik geeignet.

Herstellung

Den Inhalt jeder Flasche mit jeweils 2 mL CLSI Wasser (CLRW) oder vergleichbarem (z. B. Aqua
bidest.) 16sen®. Das Reagenz fiir 30 Minuten bei 15-25°C inkubieren und unter vorsichtigem
Schwenken vor der Verwendung erneut mischen. Nicht schiitteln.

Lagerung und Haltbarkeit

Die ungedffneten Reagenzien sind bei Lagerung zwischen 2-8°C bis zu dem auf dem Etikett
angegebenen Verfallsdatum haltbar.
Haltbarkeit nach Rekonstitution:
 bei 2-8°C in der geschlossenen Originalflasche: 15 Tage
* bei 15°C in der Originalflasche in Systemen der ACL TOP® Familie/ACL TOP 50er Familie': 3 Tage
* bei 15-25°C in der Originalflasche in ACL Elite®/Elite Pro Systemen: 24 Stunden
 hei 15°C in der Originalflasche in ACL 7000 Systemen: 24 Stunden

Nicht einfrieren. Um eine optimale Stabilitét zu gewahrleisten, wird empfohlen das Reagenz
nach Gebrauch aus dem Gerat zu nehmen und in der Originalflasche verschlossen bei 2-8°C im
Kiihlschrank zu lagern.

Bestimmungsansatz

Es wird empfohlen den dRVVT Screen zusammen mit dem dRVVT Confirm einzusetzen.
Die ausfiihrliche Beschreibung des Bestimmungsansatzes ist dem IL Geréte-Bedienerhandbuch
zu entnehmen.

Probenmaterial und Gewinnung

9 Teile frisches venoses Blut werden mit 1 Teil 3,2%-ige Trinatriumcitratiosung gemischt. Weitere
Informationen zur Aufbereitung des Blutes sind den Empfehlungen des Deutschen Instituts fiir
Normung — DIN 58 905 — oder dem CLSI (ehemals NCCLS) Dokument H21-A5 zu entnehmen.”
GeméaB den LA-Richtlinien der ISTH? sollten die Plasmaproben fiir die LA-Analyse oder das
Einfrieren thrombozytenarm sein.

Fir die Tests dRVVT Screen/dRVVT Confirm kénnen frische oder eingefrorene Proben
verwendet werden.

Zusiétzliche Reagenzien und Kontrollplasmen

Die folgenden Materialien sind nicht in der Packung enthalten und miissen zusatzlich bestellt werden:

Nr.
LA Positivkontrolle 0020012500
LA Negativkontrolle 0020012600
Reinigungslésung (Clean B) 0009832700

Qualitétskontrolle

Es ist gdngige Laborpraxis, die Qualitét der Analyse mit Kontrollmaterialien im normalen sowie
im pathologischen Bereich zu (iberpriifen8. Es wird empfohlen, als Kontrollmaterial die oben
angegebenen Kontrollen zu verwenden. Jedes Labor sollte fiir das Qualitatskontroll-Programm
seinen eigenen Mittelwert und die Standardabweichung (s) ermitteln. Spétestens nach jeweils
8 Stunden sollte eine Qualitatskontrolle durchgefiihrt werden. Algorithmen zur Beurteilung der
Qualitatskontrollergebnisse siehe z.B. Westgard et al.®

Siehe auch ,Richtlinien der Bundesarztekammer zur Qualitatssicherung
laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen® in der jeweils giiltigen Fassung.

Ergebnisse

Zur Berechnung der Ratio dRVVT Screen/dRVVT Confirm wird folgendes Vorgehen empfohlen:

1. Fiir jede neue Charge dRVVT Screen und dRVVT Confirm sollte geméB CLSI C28-A3 ein neuer
Normbereich ermittelt werden'®.

2. Den Mittelwert in Sekunden jedes Normbereichs berechnen.

3. Diese Mittelwerte werden bei der Ratioberechnung als konstanter Nenner eingesetzt.

dRVVT Screen

1. Das Sekundenergebnis der Patientenprobe wird durch den Mittelwert des dRVVT Screen

Normbereichs dividiert.
dRVVT Screen Ratio = Patientenergebnis dRVVT Screen (in Sekunden)
Mittelwert dRVVT Screen Normalbereich (in Sekunden)

dRVVT Confirm
1. Das Sekundenergebnis der Patientenprobe wird durch den Mittelwert des dRVVT Confirm

Normbereichs dividiert.
dRVVT Confirm Ratio = Patientenergebnis dRVVT Confirm (in Sekunden
Mittelwert dRVVT Confirm Normalbereich (in Sekunden)

2. Die dRVVT Screen Ratio wird durch die dRVVT Confirm Ratio dividiert.
Normalisierte dRVVT Ratio = dRVVT Screen Ratio
dRVVT Confirm Ratio
HemoslIL dRVVT Screen und dRVVT Confirm sollten als “integrierte Tests” parallel oder in einem
gemeinsamen Arbeitsschritt, sowie in Verbindung mit der beschriebenen Ratio Berechnung
durchgefiihrt werden.

Interpretation

1. Das endgiiltige Ergebnis sollte als Normalisierte dRVVT Ratio (NR) ausgedriickt werden.

2. Wenn die dRVVT Screen und dRVVT Confirm Gerinnungszeiten verléngert sind, sollten Plasma-
Tauschversuche durchgefihrt werden, um Inhibitoren oder Faktorenmangel des Testplasmas zu
erkennen. Falls die Tauschversuche weiterhin verldngert sind, sollten weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden, um den Grund fiir die Stérung, wie z.B. Gerinnungsfaktor-spezifische
Inhibitoren oder Stérungen in Kombination mit LA zu untersuchen.

3. Entsprechend den neuesten Richtlinien zum LA-Nachweis erfiillen dRVVT Screen und dRVVT
Confirm die fiir ,,integrierte Tests" beschriebenen Voraussetzungen, wenn sie gemeinsam
eingesetzt werden.?

Einschrdnkungen

Es wurden mehrere Studien auf représentativen Geraten der IL Analysensysteme durchgefiihrt

um magliche Storfaktoren zu untersuchen. Dabei wurden verschiedene Konzentrationen von
Storsubstanzen zusammen mit Normalplasma, schwach positivem LA Plasma und stark positivem
LA Plasma eingesetzt. Die Studien ergaben, dass die Ergebnisse von dRVVT Screen/dRVVT
Confirm nicht durch die folgenden Stoff-Konzentrationen beeinflusst werden.

Hémoglobin __ Bilirubin __ Triglyceride UF Heparin LMW Heparin

ACL TOP Familie/ bis zu 200 bis zu 10 bis zu 500 bis zu 1 bis zu 1

ACL TOP 50er Familiet mg/dL mg/dL mg/dL U/mL U/mL
I bis zu 300 bis zu 10 bis zu 500 bis zu 1 bis zu 0,8

ACL Elte/Elite Pro modl  mgdl  mgdl u/mL u/mL
ACL 7000 bis zu 200 bis zu 10 bis zu 100 bis zu 1 bis zu 0,8

mg/dL mg/dL mg/dL U/mL U/mL

Bei Verwendung von dRVVT Screen/dRVVT Confirm wurde eine normalisierte dRVVT Ratio, die
hoher lag als der Cut-Off der internen Studie (NR > 1,2), in folgenden Plasmaproben gefunden:
ACL TOP ACL TOP 500 CTS
100% (35/35) 100% (35/35)
40% (2/5) 40% (2/5)

LA positiv bestatigt
Orale Antikoagulantientherapie

UFH 20% (1/5) 0% (0/5)
LMWH 0% (0/5) 0% (0/5)
DIC 0% (0/5) 0% (0/5)
Faktorenmangel 0% (0/6) 0% (0/6)

LA Tests basierend auf verschiedenen Testprinzipien scheinen auf bestimmte Subgruppen von LA mehr
oder weniger sensitiv zu reagieren. Daher sollten mindestens zwei Tests, basierend auf verschiedene
Testprinzipien, durchgefiihrt werden, bevor die Méglichkeit von LA ausgeschlossen wird.% 1!

Die dRVVT Ratios kénnen bei Patienten unter Anti-Vitamin-K Therapie erhoht sein. Zusétzliche
Bestatigungsmessungen vor der Diagnose oder wiederholte dRVVT Tests kdnnen nétig werden,
wenn die Anti-Vitamin-K Therapie beendet wird.'

Referenzbereiche

In Ubereinstimmung mit der CLSI Richtlinie C28-A3'0, wurde mit dem dRVVT Screen/dRVVT
Confirm Test eine Studie (n=120) zur Bestimmung des Normalbereichs auf Systemen der ACL
TOP Familie/ACL TOP 50er Familief, ACL Elite/Elite Pro und ACL 7000 Systemen durchgefiihrt und
folgende Ergebnisse gefunden:

NR Referenzhbereich

System Untergrenze Obergrenze
ACL TOP 0,92 (0,91-0,93) 1,11 (1,10-1,15)
ACL TOP 500 CTS 0,91 (0,89-0,92) 1,13 (1,11-1,16)
ACL TOP 50er Familiet 0,91 (0,89 -0,92) 1,13 (1,11-1,16)
ACL Elite/Elite Pro 0,91 (0,88 - 0,92) 1,14 (1,11-1,18)
ACL 7000 0,91 (0,75 - 0,93) 1,14 (1,11-1,24)
Cut-0ff

Der Cut-Off der Normalisierten Ratio wurde unter Verwendung von 40 Normalproben und mittels
Kalkulation: Mittelwert plus 3fache Standardabweichung mit folgenden Ergebnissen ermittelt:

System Cut Off Normalisierte dRVVT Ratio*
ACL TOP Familie/ACL TOP 50er Familiet >1,2
ACL TOP 500 CTS >1,2
ACL Elite/Elite Pro >1,2
ACL 7000 >1,2

Die Ergebnisse sind mit einer spezifischen Reagenziencharge ermittelt worden. Aufgrund
verschiedener Variablen, die die Testergebnisse beeinflussen kdnnen, wird empfohlen, dass jedes
Labor seinen eigenen Cut-Off-Wert ermittelt.

*Wert ab dem eine Probe als LA-Positiv betrachtet wird.

Testcharakteristik

Die Methodenvergleiche und die analytischen Studien mit HemosIL dRVVT Screen und dRVVT
Confirm wurden auf Geraten der ACL TOP Familie und mit HemoslIL LA Kontrollen durchgefiihrt.
Prézision:

Die Prézision wurde anhand von spezifischen Reagenzchargen auf reprasentativen Systemen
der ACL TOP 50er Familiet beurteilt. Die Prézision wurde in Ubereinstimmung mit den CLSI
EP05-A3'® Richtlinien an 20 Tagen mit 2 Ldufen pro Tag und 2 Replikaten pro Lauf fiir jede
Probenkozentration (n=80/Gerat/Charge) mit den folgenden Ergebnissen ermittelt:
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ACL TOP Mittelwert im Lauf Tag zu Tag Gesamt ACL Elite/Elite Pro Mittelwert imLauf  TagzuTag  Gesamt
50er Familiet (Normalisierte dRVVT Ratio) (% VK) (% VK) (% VK) ; (Normalisierte dRVVT Ratio) (% VK) (% VK) (% VK)
LA Negativkontrolle 1,01 0,8 0,9 13 LA Negativkontrolle 1,00 14 1,8 2,7
LA Positivkontrolle 1,67 08 1,2 23 LA schwach positiv 1,50 09 2,0 2,2
Plasma Pool 1,09 06 0,7 1,2 LA Positivkontrolle 1,78 1,2 33 6 37
in Drasiai ; ; f f 5 " 5 Mittelwert im Lauf Tag zu Tag esamt
Die Prézision \lN.urde mit drei verschiedenen Reagenzcharger} auf drei lrepyasentatwen Geraten der ACL 7000 Normalisierte dRVVT Ratio (% VK) (% VK) (% VK)
ACL TOP Familie (ACL TOP und ACL TOP 500 CTS) von drei unterschiedlichen Personen ——___(Normalisierte dRVVT Ratio)
. A S . LA Negativkontrolle 1,00 1.2 1,6 2,7
durchgefiihrt. Entsprechend der CLSI EP05-A2 Richtline® wurde die Prézision an 20 Tagen mit je LA schwach positiv 144 16 2’ 29
2 Messungen pro Tag und zwei Wiederholungen pro Lauf fiir jedes Probenlevel (n=80/Gerat/ LA Positivkontrolle 1,70 07 39 40

Charge) ermittelt:

ACL TOP Mean (Normalized dRVVT Ratio)
LA Negativkontrolle 1,00
LA schwach positiv 1,35
LA Positivkontrolle 1,77
Im Lauf (% VK) Tag zu Tag (% VK) Gesamt (% VK)
HemosIL dRVVTNR  Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Llot2 Lot3

LA schwach positiv 11 0,9 0,6 2,7 2,1 2,0 3,0 2,6 2,2
LA Positivkontrolle 15 09 1,1 44 34 25 50 3,5 3,0
Die Prézision wurde mit drei verschiedenen Reagenzchargen auf drei reprasentativen Geréten

der ACL Elite/Elite Pro und ACL 7000 Systeme durchgefiihrt. Entsprechend der CLSI EP05-A2
Richtline' wurde die Prézision an 20 Tagen mit je 2 Messungen pro Tag und zwei Wiederholungen
pro Lauf fir jedes Probenlevel (n=80) gemessen. Dabei wurden mittels einer représentativen
Reagenzcharge und einem reprasentativen Gerat die folgenden Ergebnisse ermittelt:

Methodenvergleich

Bei einem Methodenvergleich mit Geraten der ACL TOP 50er Serie wurden 124 Proben innerhalb
von 7 Tagen in Doppelbestimmung auf einem ACL TOP 550 CTS (Testgerat) und einem ACL TOP
500 CTS (Vergleichsgerdt) mit einer spezifischen Reagenzcharge gemessen. Dabei wurden die
folgenden Daten ermittelt:

Cut-0ff dRVVT

Mittelwert+3SD) NR__ PPA C195% NPA Cl95% Gesamt Referenz
ACLTOPS0er ., 1000% 893- 989% 94,1- 992%  GRVVT Screen/Confirm
Familiet ©(32/32) 100,0% (91/92) 99,8% (123/124) am eine ACL TOP Familie

Die Methodenvergleiche und die analytischen Studien mit HemosIL dRVVT Screen und

dRVVT Confirm wurden mit HemoslIL LA Kontrollen, Normal-Plasmaproben und Abnormal-
Plasmaproben durchgefiihrt.

Es wurde ein Methodenvergleich zwischen HemosIL dRVVT und HemoslL LAC in
Ubereinstimmung mit der EP09-A2 Richtlinie', mit 115 Proben (80 Normal/35 LA Positiv), auf
einem reprasentativen Gerét der ACL TOP Familie (ACL TOP & ACL TOP 500 CTS) durchgefiihrt.
Die positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA) und die negative prozentuale Ubereinstimmung
(NPA) wurden mit den folgenden Ergebnissen ermittelt:

Cut-0ff LAC dRWVT
(Mittelwert+3SD) NR NR  PPA  C195% NPA Cl95% Gesamt Referenz
ACL TOP 512 512 100,0% 90,1- 100,0% 954-  100%
’ *© (35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115) LAC Screen/
100,0% 90,1- 100,0% 954-  100% Confirm

ACLTOP500CTS >1.2 > 12 (a5/a5) 100,0% (30/80) 100,0% (115/115)

Die Ergebnisse wurden anschlieBend in drei Laboratorien in den USA validiert. Jeder Standort
verwendete seinen eigenen Cut-Off Wert und validierte diesen Cut-Off mit mindestens 100 Proben.
Dabie wurden folgende Ergebnisse erzielt:

Cut-0ff dRVVT
(Mittelwert+3SD) LACNR NR PPA_ Cl95% NPA Cl95% Gesamt Referenz
Labor 1 512 512 92,7% 80,6- 989% 94,1- 97%
’ " (38/41) 97,5% (91/92) 99,8% (129/133)
Labor 2 213 »13 90,2% 79,0- 989% 941-  958% LAC Screen/
’ 7 (46/51) 957% (91/92) 99,8% (137/143)  Confirm
Labor 3 213 512 98,1% 90,1- 100,0% 954-  99,2%
’ = (52/53) 99,7% (80/80) 100,0% (132/133)

Es wurde ein zusétzlicher Methodenvergleich in Ubereinstimmung mit der EP09-A2 Richtlinie',

mit 115 Proben (80 Normal/35 LA Positiv), auf je einem reprasentativen Gerét der ACL Elite/Elite
Pro und ACL 7000 im Vergleich zur ACL TOP Familie (dRVVT NR Cut-Off > 1,2) mit einheitlicher
Reagenzcharge durchgefihrt. Die positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA) und die negative
prozentuale Ubereinstimmung (NPA) wurden mit den folgenden Ergebnissen ermittelt:

Cut-0ff dRWT

Mittelwert+3SD NR PPA_ CI95% NPA  Cl95% Gesamt Referenz
o 100,0% 90,1- 100,0% 954-  100%
ACLHite/Blite Pro >1.2 3555y 10009, (80/80) 100,0% (115/115) sCregf/\é\éIﬁrm
AGL 7000 12 1000% 901- 1000% 954-  100%  KETACTID
¢ (35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115) amilie

1 ACL TOP 50er Familie = ACL TOP 350 CTS; ACL TOP 550 CTS; ACL TOP 750; ACL TOP 750 CTS;
ACL TOP 750 LAS
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Aplicacion

Resultados

Caracteristicas Técnicas

Los ensayos HemosIL dRVVT Screen y HemosIL dRVVT Confirm son productos de diagnéstico
in-vitro cualitativos utilizados para la deteccion de anticoagulantes lipicos en plasma humano
citratado mediante el método de Veneno de Vibora de Russell Diluido en los Sistemas de
Coagulacion de IL. Los ensayos HemoslIL dRVVT Screen y HemoslIL dRVVT Confirm se usan para
evaluar pacientes con resultados prolongados de TTPA que no tienen explicacion. Los ensayos
HemosIL dRVVT Screen y HemosIL dRVVT Confirm pueden ser utilizados simultineamente como
un test integrado para la deteccion de Anticoagulantes Lipicos.

Principio

Los Anticoagulantes Lupicos (AL) pertenecen al grupo de anticuerpos antifosfolipidos que van
dirigidos contra fosfolipidos de carga negativa o contra complejos formados entre fosfolipidos

y proteinas (beta-2-glicoproteina | o factores de la coagulacion como la Protrombina). Cuando
estos anticuerpos se detectan por su capacidad de prolongar el tiempo de coagulacion en tests
fofolipido-dependientes (TTPA, SCT, dRVVT), se denominan AL. Los pacientes con AL presentan
un mayor riesgo de sufrir complicaciones clinicas como trombosis y abortos de repeticion." 234
Las presentaciones dRVVT Screen y dRVVT Confirm son reactivos de dRVVT perfeccionados que
pretenden simplificar y estandarizar la deteccion de AL en evaluaciones clinicas." ® El reactivo
dRVVT Screen es pobre en fosfolipidos, lo que le hace sensible al AL. La cantidad adicional de
fosfolipidos (bicapa) presentes en dRVVT Confirm neutraliza al AL, dando tiempos de coagulacion
maés cortos.

El Veneno de Vibora de Russell en presencia de calcio activa directamente el Factor X de la
muestra. Los tests dRVVT Screen y dRVVT Confirm ensayos no se ven, por lo tanto, afectados
por anormalidades en los factores de la fase de contacto, o deficiencias o inhibidores de los
factores VII, VIIl 'y IX. Las interferencias con Heparina son neutralizadas por polibrene hasta
concentraciones de 1 U/mL. En conclusion, dRVVT Screen y dRVVT Confirm son tests mas
especificos para la evaluacion del AL que el TTPA.%5

Los ensayos dRVVT Screen y Confirm se usan como test integrado para la deteccion del
Anticoagulante Lipico tal y como se describe en las recomendaciones del comité de la ISTH del 2009.

Composicion
Cada kit de dRVVT Screen consta de:

[S] dRVVT Screen (Cat. No. 0020301510): 10 x 2 mL viales de una preparacion liofilizada que
contiene Veneno de Vibora de Russell, fosfolipidos, calcio, polibrene, estabilizantes, colorantes
y conservantes.
Cada kit de dRVVT Confirm consta de:

dRVVT Confirm (Cat. No. 0020301610): 10 x 2 mL viales de una preparacion liofilizada que
contiene Veneno de Vibora de Russell, fosfolipidos, calcio, polibrene, estabilizantes, colorantes
y conservantes

PRECAUCION:

Los reactivos dRVVT Screen y dRVVT Confirm contienen material bovino. Todos los animals

donantes provinieron de rebafos libres de BSE. El ganado fue sometido a una inspeccion de

salud pre y post-mortem por un veterinario, y aparentemente estaba libre de material infeccioso y

contagioso. Sin embargo, el material deberia tratarse como potencialmente infeccioso.

dRVVT Screen y dRVVT Confirm contienen Extracto Crudo de Veneno de Vibora de Russell.

dRVVT Screen y dRVVT Confirm no estan clasificados como peligrosos.

Clase de peligro: Ninguna

Indicaciones de peligro: Ninguna

Consejos de prudencia: Ninguno

Informacion suplementaria sobre los peligros: Hasta el 6,6% de la mezcla esté constituido por

componentes con una toxicidad aguda (oral, dérmica, por inhalacion) para los seres humanos y

un peligro para el medio ambiente no conocidos.

Este producto es para Diagndstico in vitro.

Preparacion

Disolver el contenido de cada vial con 2 mL de agua CLR tipo CLSI o equivalente.5 Cerrar el vial
y homogeneizar suavemente. Comprobar la completa reconstitucion del producto. Mantener el
reactivo a 15-25°C durante 30 minutos y mezclar por inversion antes de utilizar. No agitar.
Conservacion y estabilidad de los reactivos

Los reactivos que no se hayan abierto son estables hasta la fecha de caducidad indicada en el vial
si se mantienen a 2-8°C. Estabilidad después de la reconstitucion: 15 dias a 2-8°C en los viales
originales tapados, 3 dias a 15°C en un analizador de la Familia ACL TOP®/Familia ACL TOP 50
Seriet, 24 horas a 15-25°C en los viales originales en el ACL Elite®/Elite Pro y 24 horas a 15°C en los
Sistemas ACL 7000. Para obtener una estabilidad ptima de los reactivos, sugerimos que acabado
el trabajo conserve los reactivos en su vial original cerrado y en nevera entre 2 y 8°C. No congelar.
Métodos de ensayo

Se recomienda procesar conjuntamente dRVVT Screen y dRVVT Confirm.

Por favor, consulte el correspondiente Manual del Operador del instrumento de IL para obtener
instrucciones completas del procedimiento del ensayo.

Recoleccidn, preparacion y manipulacién de las muestras

Recoger nueve partes de sangre venosa recién extraida en una parte de citrato trisodico 3,2%.

Para obtener mas informacion acerca de la recoleccion, manejo y almacenamiento de muestras,
referirse al Documento H21-A5 de CLSI.” Las guias de la ISTH para la deteccion del Anticoagulante
Ldpico® recomiendan que para el andlisis del AL, la muestra de plasma debe ser pobre en plaquetas
antes del analisis o antes de congelar el plasma.

Los ensayos dRVVT Screen y dRVVT Confirm pueden realizarse en muestras frescas o congeladas.
Reactivos adicionales y plasmas control

Los siguientes materiales no se suministran con el kit y deben adquirirse por separado.

N° Cat.
Control AL Positivo 0020012500
Control AL Negativo 0020012600
Agente de Limpieza 0009832700

Control de calidad

Para realizar un programa completo de control de calidad, se recomienda el uso de controles
normales y anormales.? Los controles adecuados para este programa son el HemoslIL Control AL
Negativo y el HemoslL Control AL Positivo. Cada laboratorio deberia establecer su propia media

y desviacion estdndar, y debe establecer un programa de control de calidad para monitorizar sus
resultados. Los controles deberian ser analizados al menos una vez por cada turno de 8 horas,

de acuerdo con la normativa de Buenas Précticas de Laboratorio. Consiltese la publicacion de
Westgard y col. para la identificacion y resolucion de situaciones anormales del control de calidad.?
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Para calcular los Ratios del dRVVT Screen y dRVVT Confirm se aconseja el método siguiente:

1. Para cada lote de dRVVT Screen y dRVVT Confirm deberia determinarse un nuevo Rango de
Normalidad de acuerdo con el documento C28-A310 de CLSI.

2. Calcular la Media de cada Rango de Normalidad en segundos.

3. Lamedia del Rango de Normalidad se utilizara como denominador constante en el célculo de
las ratios.

dRVVT Screen

1. El resultado en segundos del paciente se divide por la Media del Rango de Normalidad del

dRVVT Screen.
Ratio dRVVT Screen = Resultado del Paciente para dRVVT Screen (en segundos
Media del Rango de Normalidad del dRVVT Screen (en segundos)
dRVVT Confirm
1. Elresultado en segundos del paciente se divide por la Media del Rango de Normalidad del
dRVVT Confirm.
Ratio dRVVT Confirm = Resultado del Paciente para dRVVT Confirm (en sequndos

Media del Rango de Normalidad del dRVVT Confirm (en segundos)
2. Se divide la ratio de dRVVT Screen por la ratio de dRVVT Confirm.
Ratio Normalizada dRVVT =  Ratio dRVVT Screen
Ratio dRVVT Confirm
Los ensayos dRVVT Screen y Confirm pueden usarse en paralelo como test integrado o por
separado en combinacion con el procedimiento descrito para calcular el Ratio Normalizado.

Interpretacion

1. El resultado final se expresa como la Ratio Normalizada de dRVVT: RN.

2. Silos tiempos de coagulacion de dRVVT Screen y Confirm estan prolongados, se recomienda
realizar estudios de mezcla para investigar déficits o inhibidores de factores. Si el estudio de mezcla
alarga, deberfan realizarse estudios adicionales para determiner la interferencia o el inhibidor
especifico a los factores de coagulacion, o la posible interferencia en combinacion con AL.

3. Los ensayos dRVVT Screen y Confirm cuando se usen juntos, cumplen con los requisitos de
Test Integrado definidos en las Recomendaciones para la deteccion de Anticoagulante Lipico.?

Limitaciones/Interferencias

Los estudios de interferencias se llevaron a cabo en un analizador de las Familias de
Coagulémetros de IL que aparecen en la siguiente lista. Diferentes concentraciones de productos
interferentes se afiadieron a un pool de plasmas normal, a un plasma con AL débilmente positivo
y a un plasma con AL positivo alto. Los resultados demostraron que los resultados de los
ensayos DRVVT Screen y DRVVT Confirm no se afectaban por las siguientes concentraciones de
materiales interferentes:

Heparina
Hemoglobina _Bilirrubina _Triglicéridos Heparina NF BPM

Familia ACL TOP/ Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
Familia ACL TOP 50 Seriet 200 mg/dL 10 mg/dL 500 mg/dL 1U/mL 1 U/mL
. Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
ACL Eite/Elte Pro 300mg/dl 10mg/dl  500mg/dl  1Wml  08U/mL
ACL 7000 Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta
200mg/dL 10 mg/dL 100 mg/dL 1U/mL 0,8 U/mL

En las muestras de plasma siguientes se encontré un Ratio Normalizado de DRVVT mas alto que
el cut-off obtenido en un estudio interno (RN> 1.2):
ACL TOP
100% (35/35)
40% (2/5)

ACL TOP 500CTS
100% (35/35)
40% (2/5)

AL Positivos Conocidos
Terapia Anticoagulante Oral

Heparina NF 20% (1/5) 0% (0/5)
Heparina BPM 0% (0/5) 0% (0/5)
CID 0% (0/5) 0% (0/5)
Deficiencia de factores 0% (0/6) 0% (0/6)

Los ensayos de deteccion de AL basados en diferentes métodos parecen ser mas o menos sensibles
a ciertos subgrupos de anticoagulante ldpico. Por lo tanto, al menos dos ensayos, basados en
diferentes métodos, se deben realizar antes de la posibilidad de excluir la presencia de AL.3. 1!

Los ratios DRVVT pueden estar aumentados en pacientes que estén en tratamiento con anti-
vitamina K. Otras pruebas de confirmacion antes de diagnosticar o repetir las pruebas DRVVT
estan indicadas cuando el paciente esté sin tratamiento con anti-vitamina K.'2

Valores esperados

Un estudio interno para valorar el Rango Normalidad (n = 120) se llevé a cabo segtn CLSI
(28-A31, usando DRVVT Screen y DRVVT Confirm en analizadores de la Familia ACL TOP/Familia
ACL TOP 50 Serief, ACL Elite/Elite Pro y Sistemas AGL 7000 con los resultados siguientes:

RN Intervalo de Referencia

Sistema Limite Bajo Limite Alto
ACGL TOP 0,92 (0,91 - 0,93) 1,11 (1,10-1,15)
ACL TOP 500 CTS 0,91 (0,89 - 0,92) 1,13 (1,11-1,16)
Familia ACL TOP 50 Seriet 0,91 (0,89 - 0,92) 1,13 (1,11-1,16)
ACL Elite/Elite Pro 0,91 (0,88 - 0,92) 1,14 (1,11-1,18)
AGL 7000 0,91 (0,75 - 0,93) 1,14 (1,11-1,24)
Cut - Off

El Cut-Off del Ratio Normalizado se determing utilizando 40 muestras normales y calculando la
media + 3DS obteniendo los resultados siguientes:

Sistema Cut-off Ratio Normalizada dRVVT*
ACL TOP/Familia ACL TOP 50 Serief >1,2
ACL TOP 500 CTS >1,2
ACL Elite/Elite Pro >1,2
ACL 7000 >1,2

Los resultados se obtuvieron usando un lote especifico de reactivo. Debido a las variables que
pueden afectar los resultados, cada laboratorio deberia establecer su propio cut-off del Ratio
Normalizado.

*Cuando se considera que una muestra es Positiva para AL.

Precision:

La precision se determin utilizando lotes especificos de reactivo en modelos de la familia ACL TOP
50 Seriet empleados por usuarios. La precision se evalué conforme a las pautas CLSI EP05-A3',
durante 20 dias, procesando 2 series al dia y 2 replicados para cada nivel de muestra (n=80/

instrumento/lote).

Familia ACL TOP Media Intraserie  Interserie Total
50 Seriet (Ratio Normalizada dRVVT) (%CV) (%CV) (%CV)
Control AL Negativo 1,01 0,8 0,9 1,3
Control AL Positivo 1,67 0,8 1.2 23
Plasma Pool 1,09 0,6 0,7 1.2

La precision fue evaluada utilizando 3 lotes de reactivos en 3 analizadores representativos de la
Familia ACL TOP (ACL TOP y ACL TOP 500 CTS) por tres usuarios independientes. La precision se
evalud de acuerdo con CLSI EP05-A2'3, durante 20 dias, con dos series cada dia y 2 repeticiones
por serie para cada nivel de muestra (n = 80), con los siguientes resultados a partir de un lote y
sistema representativos:

ACL TOP Media (Ratio Normalizada dRVVT)
Control AL Negativo 1,00
AL Positivo débil 1,35
Control AL Positivo 1,77

Intra-serie (%CV) Inter-serie (%CV) Total (%CV)
HemosIL dRVVTRN Lote1 Lote? lote3 Lote1 Lote2 Lote3 Lote1 Lote2 Lote3
Control AL Negativo 12 2,0 0,8 17 28 19 2,3 34 21
AL Positivo débil 11 09 0,6 2,7 2,1 2,0 3,0 2,6 2,2
Control AL Positivo 15 0,9 1,1 44 34 2,5 50 35 3,0
Se estudi6 la precision con 3 lotes de reactivo en 3 miembros representativos de los sistemas
ACL Elite/Elite Pro y ACL 7000. La precision se evalué con CLSI EP05-A2'3, durante 20 dias, con 2
sesiones por dia y 2 replicados para cada nivel de muestra (n = 80), con los siguientes resultados
a partir de un lote y sistema representativos:

" . Media Intraserie  Interserie Total
ACLEIe/EIte Pro  (patio Normalizada dRWT)  (%CV)  (%CV)  (%CV)
Control AL Negativo 1,00 1,4 1,8 2,7
AL Positivo Débil 1,50 09 2,0 2,2
Control AL Positivo 1,78 1,2 33 3,7
ACL 7000 Media Intraserie  Interserie Total

(Ratio Normalizada dRVVT) (%CV) (%CV) (%CV)
Control AL Negativo 1,00 1,2 1,6 2,7
AL Positivo Débil 1,44 1,6 2,2 29
Control AL Positivo 1,70 0,7 39 4,0

Método de Comparacion

La comparacién de métodos realizada en instrumentos de la Familia ACL TOP serie 501 se efectud
con 124 muestras analizadas por duplicado durante un estudio de siete dias en un ACL TOP 550
CTS (test) y un analizador ACL TOP 500 CTS (referencia) usando un lote especifico de reactivo,
con los resultados siguientes:

Cut-0ff dRVT

Media+3SD RN PPA CI95% NPA Cl95% Global Referencia
Familia ACL TOP 512 100,0% 89,3- 989% 94,1- 99,2% dRVVT Screen/Confirm en
50 Seriet " (32/32) 100,0% (91/92) 99,8% (123/124)  un ACL TOP Familia

La comparacion de métodos y estudios analiticos de HemosIL DRVVT Screen y DRVVT Confirm
se realizaron utilizando analizadores de la Familia ACL TOP y controles HemoslIL LA, muestras de
plasma normales y anormales.

Se realiz6 un método de comparacion interno entre HemosIL dRVVT y HemosIL LAC se segln
EP09-A2' con 115 muestras (80 Normales/35 AL Positivos), en un analizador de la Familia ACL
TOP (ACL TOP y ACL TOP CTS 500). El Porcentaje de Concordancia Positiva (PPA) y el Porcentaje
de Concordancia Negativa (NPA) fueron los siguientes:

Cut-0ff LAC dRVVT
Media+35D) RN RN PPA  CI95% NPA  Cl95% Glohal Referencia
ACLTOP 12 19 T000% 001 T000%  %4-  100%
2 >12 (a5m5) 1000% (80/80) 100,0% (115/415) LAC Screen/
1000% 901~ 1000% 954-  100%  Confirm
ACLTOPS00CTS > 1.2 >12 (3535, 100,0% (80/80) 100.0% (115/115)

Los resultados fueron validados posteriormente en tres centros de EE. UU. Cada centro establecid
su propio cut-off, y se validd con 100 muestras +, con los resultados siguientes:

Cut-0ff LAC  dRWVT
(Media+3SD) RN RN PPA  CI95% NPA CI95%  Total  Referencia
Site 1 12 o1p S27% 806 989% 041 97%
" ©(38/41) 975% (91/92) 99.8% (129/133)
Site 2 13 513 902% 790- 989% O41-  958% LAC Screen/
: © (46/51) 957% (91/92) 99,8% (137/143) Confirm
site 3 13 s1p 981% 901- 1000% 954-  992%
: © (52/53) 99,7% (80/80) 100,0% (132/133)

Se realizd un método de comparacion interno de acuerdo a EP09-A2'4, con 115 muestras (80
Normales/35 AL Positivas), en un analizador ACL Elite/Elite Pro y un ACL 7000. Cada uno se

comparé vs. la Familia ACL TOP (RN dRVVT con un cut-off >1,2) utilizando el mismo lote de
HemosIL dRVVT.

Se calculé el Porcentaje de Acuerdo en Valores Positivos (Positivie Percent Agreement, PPA) y el
Porcentaje de Acuerdo en Valores Negativos (NPA), y dieron los siguientes resultados:

cut-0ff dRVVT
(Media+3SD) RN PPA_ Cl195% NPA CI95%  Global Referencia
. 100,0% 90,1- 100,0% 954-  100% dRWT

ACL Elite/Elite Pro > 1.2 a5a5) 100’09 (80/80) 100.0% (115/115) Screen/Confirm
enun

ACL 7000 J1p 1000% 901- 1000% 954 100%  analzadordela

(35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115) familia ACL TOP

1 Familia ACL TOP 50 Serie = ACL TOP 350 CTS; ACL TOP 550 CTS; ACL TOP 750;
ACL TOP 750 CTS; ACL TOP 750 LAS
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Utilisation

Résultats

Caractéristiques et performances

Les réactifs HemosIL dRVVT Screen et HemosIL dRVVT Confirm sont des tests qualitatifs

de diagnostic in vitro destinés a I'aide de la détection des lupus anticoagulants basés sur la
méthode au Venin Vipere Russell dilué, dans les plasmas humains citratés sur les analyseurs

de Coagulation IL. Les tests HemosIL dRVVT Screen et HemosIL dRVVT Confirm sont utilisés a
des fins d'investigations de patients dont les résultats de temps de coagulation TCA demeurent
inexpliqués. Les tests HemosIL dRVVT Screen et HemosIL dRVVT Confirm peuvent étre utilisés en
paralléle dans le cadre des méthodes intégrées de détection des Lupus Anticoagulants.

Principe

Les Lupus Anticoagulants (LA) appartiennent au groupe des anticorps antiphospholipides lesquels
sont directement dirigés contre les phospholipides chargés négativement ou des complexes entre
phospholipides et protéines (telle que la B-2-glycoprotéine 1 ou les facteurs pro coagulants telle
que la prothrombine). Ces anticorps sont désignés sous le nom de LA lorsqu’ils ont une capacité
a prolonger les tests phospholipides dépendants (TCA, SCT, dRVVT). Les patients ayant des LA
sont prédisposés a un risque accru de complications cliniques tels que les thromboses et les
avortements a répétition.!234

dRVVT Screen et dRVVT Confirm sont des tests dRVVT permettant d’améliorer, simplifier et
standardiser la détection des LA dans le cadre d’évaluations cliniques.”3 Le test dRVVT Screen est
pauvre en phospholipides ce qui le rend trés sensible aux LA. La concentration plus importante

de phospholipides (bi-couches) dans le test dRVVT Confirm neutralise les LA afin de donner des
temps de coagulation plus courts.

Le venin de vipére Russell en présence de calcium active directement le facteur X (dans
I'échantillon testé). Les tests dRVVT Screen et dRVVT Confirm ne sont donc pas affectés par un
déficit en facteurs de la phase contact ou par un déficit en facteur VII, VIII et IX ou en inhibiteurs.
Linterférence avec I'héparine est supprimée par la présence de polybréne pour une concentration
inférieure a 1 U/ml. dRVVT Screen et dRVVT Confirm sont plus spécifiques de la détection des LA
que le TCA35

Composition
Chaque coffret de dRVVT Screen contient :

[S] dRVVT Screen (Réf. 0020301510) : 10 flacons de 2 ml d’'une préparation lyophilisée contenant
du venin de vipére Russell, des phospholipides, du calcium, du polybréne, du tampon, des
stabilisants, des colorants et un conservateur.Chaque coffret de dRVVT Confirm contient :

dRVVT Confirm (Réf. 0020301610) : 10 flacons de 2 ml d’une préparation lyophilisée
contenant du venin de vipére Russell, des phospholipides, du calcium, du polybréne, du
tampon, des stabilisants, des colorants et un conservateur.

PRECAUTIONS :

dRVVT Screen et dRVVT Confirm contiennent du matériel d’origine bovine. Les animaux sources

ont été déterminés comme indemnes d’ESB. Les animaux sources ont été I'objet d’une inspection

des services sanitaires vétérinaires ante et post mortem et déterminés comme indemnes de tout
agent infectieux ou contagieux. Cependant, ce matériel doit étre manipulé et considéré comme
potentiellement infectieux.

dRVVT Screen et dRVVT Confirm contiennent des extraits bruts de venin de vipere Russell.

dRVVT Screen et dRVVT Confirm ne sont pas classés comme dangereux.

Classe de danger : Aucun

Indications de danger : Aucun

Conseils de prudence : Aucun

Informations additi lles sur les d 1 Jusqu’a 6,6 % de ce mélange est constitué de

composants dont la toxicité aigué (par voie orale, cutanée, par inhalation) pour la santé humaine

et I'écotoxicité pour le milieu aquatique sont inconnues.

Ce produit est a usage diagnostique in vitro.

Préparation

Dissoudre le contenu de chaque flacon avec 2 ml d’eau de type CLR selon les normes CLSI

ou équivalent.® Replacer le capuchon et agiter doucement. Assurez-vous de la compléte
reconstitution du produit. Conserver le réactif a 15-25°C pendant 30 minutes et retourner le flacon
pour mélanger le contenu avant utilisation. Ne pas agiter violemment.

Conservation et stabilité du réactif

Conservés a 2-8°C, les réactifs sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur les flacons.
Stabilité apres reconstitution: 15 jours a 2-8°C dans le flacon d’origine bouché, 3 jours a 15°C
dans le flacon d’origine sur les analyseurs de la famille ACL TOP®/famille ACL TOP 50 Séries',

24 heures a 15-25°C dans le flacon d’origine sur les analyseurs ACL Elite®/Elite Pro et 24 heures
a15°C sur les analyseurs ACL 7000. Pour une stabilité optimale, retirer les réactifs du systéme et
les conserver fermés a 2-8°C dans le flacon d’origine. Ne pas congeler.

Procédures de test/Instrument

Il est recommandé de réaliser les 2 tests dRVVT Screen et dRVVT Confirm en méme temps.

Se référer au mode d’emploi de 'instrument IL approprié pour des informations complétes sur les
procédures de dosage.

Recueil des spécimens, préparation et manipulation

9 parts de sang fraichement prélevé sont collectées pour 1 part de citrate trisodique a 3,2 %. Se
référer au document CLSI H21-A5 ou au document GEHT (STV, numéro spécial, 1-40, 1998 et

ses modifications parues sur le site du GFHT) pour plus d’informations sur le prélevement des
échantillons, leur manipulation et leur stockage’. Le guide ISTH LA3 recommande d’utiliser des
plasmas pauvres en plaquettes dans le cadre de la détection des LA avant analyse ou congélation.
Les tests dRVVT Screen et dRVVT Confirm peuvent étre utilisés indifféremment sur des échantillons
frais ou congelés.

Réactifs auxiliaires et plasmas de contréle
Non fournis avec la trousse, ils doivent faire I'objet d’'une commande séparée.

Réf.
LA Positive Control 0020012500
LA Negative Control 0020012600
Cleaning agent 0009832700

Contrdle de qualité

Pour un programme de contrdle de qualité complet, IL recommande I'utilisation de contrdles,
normal et anormal.® Les controles HemosIL LA Positive Control et HemoslIL LA Negative Control
sont spécifiques a ce programme. Chaque laboratoire doit établir ses propres moyenne et écart
type et son programme de controle de qualité afin de vérifier I'état de fonctionnement de son
systéme analytique. A titre d’exemple, les contréles pourraient étre analysés une fois toutes

les 8 heures en regard des bonnes pratiques de laboratoire. Se reporter a Westgard et a/ pour
I'identification et la résolution des contrdles hors limites.?

La procédure suivante pourrait étre utilisée pour calculer les ratios dRVVT Screen et dRVVT Confirm.

1. Pour chaque nouveau lot de dRVVT Screen et dRVVT Confirm, une nouvelle valeur normale
pourrait étre déterminée en accord avec les documents CLS| C28-A3.1°

2. Déterminer les moyennes des valeurs normales en secondes.

3. La moyenne des Valeurs Normales sera utilisée comme dénominateur constant dans le calcul
des ratios.

dRVVT Screen

1. Le résultat en secondes du patient est divisé par la moyenne des Valeurs Normales en

dRVVT Screen.
Ratio dRVVT Screen = Résultats dRVVT Screen du patient (secondes)
Moyenne des Valeurs Normales dRVVT Screen (en secondes)
dRVVT Confirm
1. Le résultat en secondes du patient est divisé par la moyenne des Valeurs Normales en
dRVVT Confirm.
Ratio dRVVT Confirm = Résultats dRVVT Confirm du patient (secondes)

Moyenne des Valeurs Normales dRVVT Confirm (en secondes)
2. Le résultat du ratio dRVVT Screen est divisé par le résultat du ratio dRVVT Confirm.
Ratio dRVVT Normalisé =  Ratio dRVVT Screen
Ratios dRVVT Confirm
Les tests dRVVT Screen et dRVVT Confirm peuvent étre utilisés en parallele dans le cadre de
la méthode intégrée ou comme une procédure unique, et ce, en conjonction avec la procédure
décrite ci-dessus afin de calculer le Ratio Normalisé.

Interprétation

1. Le résultat final pourra étre exprimé en Ratio dRVVT Normalisé, NR.

2. Siles temps de coagulation obtenus avec dRVVT Screen et dRVVT Confirm sont allongés un
test de mélange doit étre exécuté afin d’explorer la présence éventuelle de déficits en facteurs
ou d’inhibiteurs. Si les temps de coagulation obtenus lors du test de mélange restent allongés,
des investigations complémentaires devront étre réalisées afin de déterminer I'interférence ou
l'inhibiteur combinés aux LA.

3. Les tests dRVVT Screen et dRVVT Confirm, lorsqu’ils sont utilisés ensemble, répondent aux
recommandations relatives aux « tests intégrés » définies dans le document « Guidelines for
Lupus Anticoagulant Detection? ».

Limites de la méthode et substances interférant avec celle-ci

Fidélité :

La fidélité a été évaluée en testant des lots spécifiques de réactifs sur des modéles d’analyseurs
représentatifs de la Famille ACL TOP Série 50t par des opérateurs différents. La fidélité a été
évaluée selon les recommandations du document CLSI EP05-A3'%, sur une période de 20 jours,
a raison de 2 séries par jour et 2 itérations de chaque niveau d’échantillon par série (n =80/
instrument / lot).

. . Moyenne Intra series Inter series  Total
Famille ACL TOP Série 50" (gatig Normaliss dRWVT)  (CV %) (CV%)  (CV %)
Controle LA Négatif 1,01 0,8 0,9 1,3
Contrdle LA Positif 1,67 0,8 1.2 2,3
Plasma Pool 1,09 0,6 0,7 12

La répétabilité (CV % intra séries) et la reproductibilité (CV % Inter séries et Total) ont été
évaluées en utilisant 3 lots différents de réactifs sur 3 analyseurs représentatifs de la famille ACL
TOP (ACL TOP et ACL TOP 500 CTS) par 3 utilisateurs différents. La fidélité a été évaluée selon les
recommandations du document CLSI EP05-A2'3, sur une période de 20 Jours a raison de 2 séries
par jour de 2 réplicates par série pour chaque niveau d’échantillon (n = 80 / instrument / lot). Les
données sont les suivantes :

Famille ACL TOP Moyenne (Ratio Normalisé dRVVT)

Contréle LA Négatif 1,00
Faiblement Positif LA 1,35
Controle LA Positif 1,77

CV % Intra Séries CV % Inter Séries CV % Total
HemosIL dRVVTNR  Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3
Controle LA Négatif 12 2,0 0,8 17 2,8 19 34

, , , , 21
Faiblement Positif LA~ 1,1 09 0,6 2,7 21 2,0 3,0 2,6 2,2
Contrdle LA Positif 15 09 11 44 34 25 5,0 35 3,0
La répétabilité (CV % intra séries) et la reproductibilité (CV % Inter séries et Total) ont été
évaluées en utilisant 3 lots différents de réactifs sur 3 analyseurs représentatifs de la famille ACL
Elite/Elite Pro et ACL 7000. La fidélité a été évaluée selon les recommandations du document CLSI
EP05-A2'3, sur une période de 20 Jours a raison de 2 séries par jour de 2 réplicates par série
pour chaque niveau d’échantillon (n = 80/ instrument / lot). Les données relatives & un lot et un
analyseur représentatifs sont les suivantes :

Les études d’interférences ont été réalisées sur des analyseurs représentatifs des familles
d’analyseurs IL listées ci-dessous. Différentes concentrations des molécules interférentes ont été
surchargées sur des pools de plasmas normaux, faiblement positifs en LA et fortement positifs
en LA. Les données de I'étude montrent que les résultats de dRVVT Screen et dRVVT Confirm ne
sont pas affectés jusqu’aux concentrations de molécules interférentes suivantes :

Héparine
Hémoglobine _Bilirubine _Triglycerides Héparine NF BPM

Famille ACL TOP/ Jusqu'a Jusqu'a Jusqu'a Jusqu'a Jusqu'a
Famille ACL TOP 50 Sériest 200 mg/dL 10 mg/dL 500 mg/dL 1 U/mL 1U/mL
I Jusqu'a Jusqu'a Jusqu'a Jusqua Jusqu'a

ACL Eite/Elite Pro 300 mg/dl  10mg/dl  500mg/dl 1 UmL 0.8 UmL
ACL 7000 Jusqu'a Jusqu'a Jusqu'a Jusqu'a Jusqu'a
200 mg/dL 10mg/dL 100 mg/dL 1 U/mL 0,8 U/mL

Des ratios dRVVT normalisés plus élevés que le cut-off (NR > 1,2) déterminé dans une étude interne,
ont été trouvés pour les plamsas suivants en utilisant les tests dRVVT Screen/dRVVT Confirm :

ACL TOP ACL TOP 500CTS
100% (35/35) 100% (35/35)

40% (2/5) 40% (2/5)

Positifs LA connus
Traitement Antigoagulant Oral

HNF 20% (1/5) 0% (0/5)
HBPM 0% (0/5) 0% (0/5)
CIVD 0% (0/5) 0% (0/5)
Déficits en Facteurs 0% (0/6) 0% (0/6)

Les tests de recherche de LA basés sur des principes différents peuvent se montrer plus ou moins
sensibles a certains sous groupes de LAs. Aussi, au moins deux tests de “screening” basés sur
des principes différents peuvent étre réalisés avant d’exclure toute présence de LA.3 1

Les ratios dRVVT peuvent étre élevés chez des patients sous thérapie anti vitamine K. Des tests de
confirmation ou les tests dRVVT réitérés apres arrét de la thérapie anti vitamine K peuvent s’avérer
nécessaires avant de poser un diagnostic définitif.'2

Valeurs attendues

Une étude des valeurs normales (n = 120) a été réalisée en interne selon les recommandations
du document CLSI C28-A3'0, en utilisant la trousse dRVVT Screen/dRVVT Confirm, sur des
analyseurs représentatifs de la famille ACL TOP/famille ACL TOP 50 Séries', ACL Elite/Elite Pro et
ACL 7000. Les données sont les suivantes :

Intervalle de Référence NR

Analyseurs Limite haute

ACL TOP 0,92 (0,91 - 0.93) 7,11 (1,10-1,15)
ACL TOP 500 CTS 0,91 (0,89 - 0,92) 113 (1.11-116)
Famille ACL TOP Série 50t 0,91 (0,89 - 0,92) 113 (1.11-1.16)
AGL Elite/Elite Pro 0,91 (0,88 - 0,92) 114 (1.11-118)
ACL 7000 0,91 (0,75 - 0,93) 114 (111-1.24)
Cut-0ff

Le Cut-Off du ratio normalisé a été déterminé a partir des résultats de 40 échantillons issus de
patients normaux et en calculant la moyenne + 3 ET. Les données sont les suivantes :

Analyseurs Cut-Off Ratio Normalisé*
ACL TOP/Famille ACL TOP 50 Sériest >1,2
ACL TOP 500 CTS >1,2
ACL Elite/Elite Pro >1,2
ACL 7000 >1,2

Ces résultats sont obtenus en utilisant un lot spécifique de réactifs. Du fait qu'un grand nombre de
variables peuvent affecter les résultats, nous recommandons a chaque laboratoire de vérifier son
propre Cut-Off de Ratio Normalisé.

*Quand un échantillon est considéré comme LA positif.

R Moyenne Intra séries Inter séries Total
ACLEIe/EIte Pro  (patio Normalisé dRWT)  (€V%)  (CV%)  (CV%)
Controle LA Négatif 1,00 14 1,8 2,7
Faiblement LA Positif 1,50 0,9 2,0 2,2
Controle LA Positif 1,78 1.2 33 3,7
ACL 7000 Moyenne Intra séries Inter séries Total

(Ratio Normalisé dRVVT) (CV%) (CV%) (CV %)
Controle LA Négatif 1,00 1,2 1,6 2,7
Faiblement LA Positif 1,44 1,6 2,2 29
Controle LA Positif 1,70 0,7 39 4,0

Comparaison de méthodes

La comparaison de méthodes sur les analyseurs de la famille ACL TOP série 50t portait sur une
cohorte de 124 échantillons analysés en double durant une période de sept jours. Les résultats
obtenus sur un analyseur ACL TOP 550 CTS (a tester) sont comparés a ceux obtenus sur un
analyseur ACL TOP 500 CTS (référence) en utilisant un lot spécifique de réactif. Les résultats sont
les suivants :

Cut-0ff dRVVT
Moyenne+3ET NR PAP_1C95% PAN IC95 % Total Référence
Famille ACL TOP 100,0% 89,3- 98,9% 94,1- 99,2% dRVVT Screen/ Confirm

Série 50 >12 (32/32) 100,0% (91/92) 99,8% (123/124) sur un ACL TOP Famille
Les études de comparaisons de méthodes et analytiques relatives au réactif HemosIL dRVVT
Screen et dRVVT Confirm ont été réalisées en utilisant les controles HemoslIL LA Controls et des
échantillons de plasma normaux et anormaux.

Une comparaison de méthodes interne a été réalisée entre les réactifs HemosIL dRVVT

et HemoslIL LAC selon les recommandations du document EP09-A2' sur des analyseurs
représentatifs de la famille ACL TOP (ACL TOP et ACL TOP 500 CTS), et portait sur 115
échantillons de patients (80 normaux / 35 Positifs LA). Le Pourcentage d’Agrément Positif (PAP)
et le Pourcentage d’Agrément Négatif (PAN) ont été calculés. Les données sont les suivantes :

Cut-0ff LAC  dRVVT

Moyenne+3ET; NR NR PAP__IC95% PAN 1C95% Total  Référence
7 = 7 . 9

ACLTOP s12 »12 100,0% 90,1- 100,0% 95,4 100 %

(35/35) 100,0 % (80/80) 100,0 % (115/115) LAC Screen/
100,0% 90,1- 100,0% 954- 100%  Confirm
(35/35) 100,0 % (80/80) 100,0 % (115/115)

Les résultats ont été validés a posteriori dans 3 sites américains. Chaque site a établi son propre
cut-off, et validé ce cut-off sur plus de 100 échantillons. Les données sont les suivantes :

ACLTOP500CTS >12 >12

Cut-0ff LAC dRWT
Moyenne+3ET NR NR PAP__IC95% PAN 1C95% Total Référence
Site 1 212 512 92,7% 806- 989% 941- 97%
’ T (38/41) 97,5% (91/92) 99,8 % (129/133)
Site 2 213 >13 902% 79,0- 989% 941- 958°% LAC Screen
’ 7 (46/51) 95,7 % (91/92) 99,8 % (137/143) /Confirm
si 98,1% 90,1- 1000% 954- 992 %
ite 3 >13  >12

(52/53) 99,7 % (80/80) 100,0 % (132/133)

Une comparaison de méthodes interne additionnelle a été réalisée selon les recommandations du
document EP09-A2'* sur un analyseur ACL Elite/Elite Pro et ACL 7000, chaque analyseur étant testé
en comparaison d’un analyseur de la famille ACL TOP (cut-off NR > 1.2) en utilisant le méme lot

de réactif HemosIL dRVVT, et portait sur 115 échantillons de patients (80 normaux / 35 Positifs LA).

Le Pourcentage d’Agrément Positif (PAP) et le Pourcentage d’Agrément Négatif (PAN) ont été
calculés. Les données sont les suivantes :

dRWT
Cut-0ff (Moyenne+3SD) NR PAP__ 1IC95% PAN IC95% Total Référence
. 1000% 901- 1000% 954- 100%  GRWT
ACL Elte/Elite Pro >12  (35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115) Screen/
. . . Confirm sur

AGL 7000 512 1000% 901- 1000% 954-  100% famije ACL

(35/35) 100,0% (80/80) 100,0 % (115/415)  1op

+ Famille ACL TOP Série 50 = ACL TOP 350 CTS; ACL TOP 550 CTS; ACL TOP 750; ACL TOP 750 CTS;
ACL TOP 750 LAS
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Utilizzo

Conservazione e stabilita dei reagenti

| kit HemosIL dRVVT Screen e HemosIL dRVVT Confirm sono dispositivi medico diagnostici in
vitro, per la ricerca qualitativa del Lupus Anticoagulante nel plasma umano citratato su sistemi di
coagulazione IL che utilizzano la metodica del test dRVVT (diluted Russell's Viper Venom Test).

| kit HemosIL dRVVT Screen e HemosIL dRVVT Confirm sono proposti per la valutazione dei
pazienti con risultati inspiegabilmente prolungati per il test APTT. | kit HemosIL dRVVT Screen

e HemoslIL dRVVT Confirm dovrebbero essere utilizzati congiuntamente, come un unico test
integrato, per la ricerca e la conferma della presenza del Lupus Anticoagulant.

Principio del metodo

L’Anticoagulante Lupico (LA) appartiene al gruppo degli anticorpi antifosfolipidi diretti contro i
fosfolipidi carichi negativamente o contro i complessi tra fosfolipidi e proteine (B-2-glicoproteina | o
fattori della coagulazione come la protrombina). Se questi anticorpi hanno la capacita di prolungare i
test fosfolipidi-dipendenti (APTT, SCT, dRVVT) vengono definiti come LA. Pazienti LA positivi hanno
un maggiore rischio di complicazioni cliniche quali la trombosi e aborti ricorrenti.!234

dRVVT Screen e dRVVT Confirm sono reagenti che utilizzano una metodica ottimizzata del test

dRVVT e consentono di semplificare e standardizzare la ricerca del LA nella diagnosi clinica.'®

11 reagente dRVVT Screen contiene una quantita ridotta fosfolipidi che lo rende sensibile alla

presenza di LA. | fosfolipidi (a doppio strato) aggiunti al reagente dRVVT Confirm, neutralizzando

I'eventuale la presenza di LA, accorciano i tempi di coagulazione rilevati con il test dRVVT Screen.

Il veleno di vipera Russell, in presenza di ioni calcio, attiva direttamente il Fattore X nei campioni in

esame. | kit dRVVT Screen e dRVVT Confirm non subiscono quindi interferenze causate da livelli

ridotti dei fattori della fase di contatto, da carenze di FVII, VIII e IX o dalla presenza di inibitori.

L'interferenza da Eparina fino a 1 U/mL & neutralizzata dal polibrene. dRVVT Screen e dRVVT

Confirm sono quindi test pil specifici dell’APTT per la ricerca del LA.2%

dRVVT Screen e dRVVT Confirm devono essere considerati un unico test integrato, come indicato

nella raccomandazione del 2009 del comitato ISTH per la ricerca del Lupus Anticoagulant.?

Composizione

Qgni kit dRVVT Screen & composto da:

[S] dRVVT Screen (Cat. No. 0020301510): 10 flaconi da 2 mL di una preparazione liofilizzata
contenente veleno di vipera Russell, fosfolipidi, calcio, polibrene, tampone, stabilizzanti,
coloranti e un conservante.

Ogni kit dRVVT Confirm & composto da:

dRVVT Confirm (Cat. No. 0020301610): 10 flaconi da 2 mL di una preparazione liofilizzata
contenente veleno di vipera Russell, fosfolipidi, calcio, polibrene, tampone, stabilizzanti,
coloranti e un conservante.

ATTENZIONE:

| kit dRVVT Screen e dRVVT Confirm contengono materiale di origine bovina ottenuto da animali

che non hanno mostrato sintomi di BSE ne’ in vita ne’ dopo la morte e, come evidenziato dalle

relative ispezioni veterinarie, erano apparentemente non affetti da ulteriori malattie infettive e

contagiose. Cio nonostante tale materiale dovrebbe essere trattato come potenzialmente infetto.

| kit dRVVT Screen e dRVVT Confirm contengono estratto di Veleno di Vipera Russell.

| kit dRVVT Screen e dRVVT Confirm sono classificati come non pericolosi.

Classe di pericolo: Nessuno

Indicazioni di pericolo: Nessuno

Consigli di prudenza: Nessuno

Informazioni supplementari sui pericoli: Fino al 6,6% di questa miscela & costituita da ingredienti

la cui tossicita acuta (per via orale, dermale, inalatoria) per la salute umana e la tossicita per

I'ambiente acquatico non & nota.

Per uso diagnostico in vitro.

Preparazione

Sciogliere il contenuto di ciascun flacone con 2 mL di acqua distillata Tipo CLR (CLSI) o equivalente.®
Tappare e miscelare delicatamente fino alla completa ricostituzione del materiale. Mantenere il
reagente a 15-25°C per 30 minuti e miscelarlo nuovamente prima dell'uso. Non agitare.

| reagenti sigillati sono stabili a 2-8°C fino alla data di scadenza stampata sull’etichetta. Stabilita
dopo ricostituzione: 15 giorni a 2-8°C nel flacone originale chiuso, o 3 giorni a 15°C a bordo degli
analizzatori della Famiglia ACL TOP®/Famiglia ACL TOP Serie 501 nel flacone originale, 24 ore a
15-25°C nel flacone originale su ACL Elite/Elite® Pro e 24 ore a 15°C su AGL 7000. Al termine dei
cicli lavorativi si consiglia di conservare il prodotto a 2-8°C nel flacone originale per una migliore
stabilita. Non congelare.

Metodo

E’ consigliabile utilizzare insieme i kit dRVVT Screen e dRVVT Confirm. Per le metodiche e le
procedure di lavoro fare riferimento al Manuale dell’Operatore.

Preparazione dei campioni

Aggiungere a nove parti di sangue fresco venoso una parte di trisodio citrato al 3,2%.

Per informazioni aggiuntive sulla preparazione, il trattamento e la conservazione dei campioni
fare riferimento al documento CLSI H21-A5.7 Le Linee Guida LA® del Comitato ISTH per la ricerca
dell’anticoagulante lupico (LA) raccomandano che per questi test siano utilizzati plasmi poveri di
piastrine prima dell'analisi o del congelamento.

| test dRVVT Screen e dRVVT Confirm possono essere utilizzati sia con campioni sia freschi
che congelati.

Reagenti ausiliari e plasmi di controllo
| seguenti reattivi non sono forniti insieme al kit e devono essere ordinati separatamente.

Codice
Plasma di Controllo LA Positivo 0020012500
Plasma di Controllo LA Negativo 0020012600
Soluzione Detergente (Clean B) 0009832700

Controllo di Qualita

Per un completo programma di controllo di qualita si raccomanda I'uso di plasmi normali e
patologici.t HemoslIL LA Positive Control e HemoslIL LA Negative Control sono indicati per questo
programma. Ogni laboratorio dovra stabilire i propri valori medi e le deviazioni standard per ogni
controllo e stabilire le procedure di analisi. | controlli dovranno essere analizzati almeno una volta
ogni 8 ore in accordo con le esigenze del laboratorio. Fare riferimento all'articolo di Westgard et a/
per identificare e risolvere anomalie relative ai dati del controllo qualita.®

Risultati

La seguente procedura dovrebbe essere utilizzata per calcolare i valori di ratio di dRVVT Screen e
dRVVT Confirm:

1. Per ogni nuovo lotto di dRVVT Screen e dRVVT Confirm dovrebbe essere determinato un
nuovo Intervallo di Normalita in accordo con il documento CLSI C28-A3.1

2. Determinare la Media di ogni Intervallo di Normalita in secondi.

3. Lamedia di ogni Intervallo di Normalita verra utilizzato come denominatore nei calcoli dei
valori di ratio.

dRVVT Screen

1. Il risultato in secondi del paziente deve essere diviso per la media dell’Intervallo di Normalita
del test dRVVT Screen.

Ratio dRVVT Screen = Risultato in secondi del paziente del test dRVVT Screen
Media dell'Intervallo di Normalita in secondi del test dRVVT Screen
dRVVT Confirm

1. Il risultato in secondi del paziente deve essere diviso per la media dell'Intervallo di Normalita
del test dRVVT Confirm.
Ratio dRVVT Confirm = Risultato in secondi del paziente del test dRVVT Confirm
Media dell'Intervallo di Normalita in secondi del test dRVVT Confirm

2. llrisultato in Ratio del test dRVVT Screen deve essere diviso per il risultato in Ratio del test
dRVVT Confirm.
Ratio Normalizzata dRVVT = Ratio dRVVT Screen
Ratio dRVVT Confirm
dRVVT Screen e dRVVT Confirm, essendo considerati come un test integrato, dovrebbero essere
utilizzati congiuntamente o in una procedura unica, in concomitanza con la modalita descritta per
calcolare il valore di Ratio Normalizzata.

Interpretazione

1. Il risultato finale dovrebbe essere espresso come Ratio Normalizzata dRVVT: RN.

2. Seitest dRVVT Screen e Confirm dovessero risultare allungati si consiglia di eseguire un test
della miscela per verificare I'eventuale carenza di fattori della coagulazione o la presenza di
inibitori. Se il risultato del test della miscela risultasse ancora allungato si consiglia di eseguire
delle indagini pit approfondite per determinare la presenza di specifici inibitori dei fattori della
coagulazione o una possibile interferenza in combinazione con LA.

3. Itest dRVVT Screen e Confirm, quando utilizzati insieme, soddisfano i requisiti per un “Test
integrato”, come definito nelle linee guida per la ricerca del LA.®

Limitazioni/Sostanze Interferenti

Studi di interferenza sono stati eseguiti su uno strumento rappresentativo della Sistemi di
Coagulazione IL riportati nella seguente tabella. In questi studi diverse concentrazioni di
interferente sono state aggiunte a un pool di plasmi normale, a un plasma debolmente positivo per
LA e a un plasma ad alta positivita per LA.

| risultati ottenuti hanno dimostrato che i kit dRVVT Screen e dRVVT Confirm non sono influenzati
dalle seguenti sostanze interferenti per concentrazioni fino a:

Eparina Eparina

Trigliceridi

Bilirubina

Emoglobina

Famiglia ACL TOP/

Famialia ACL TOP Serie 50 200 mg/dL 10 mg/dL 500 mg/dL 1 U/mL 1U/mL
ACL Elite/Elite Pro 300 mg/dL 10 mg/dL 500 mg/dL 1 U/mL 0,8 U/mL
ACL 7000 200 mg/dL  10mg/dL 100 mg/dL 1 U/mL 0,8 U/mL

Un valore di Ratio Normalizzata dRVVT superiore a quello ottenuto nello studio interno per la
determinazione del Cut-Off (RN > 1,2) ¢ stato trovato nei seguenti campioni di plasma:

ACL TOP ACL TOP 500 CTS
LA Positivo 100% (35/35) 100% (35/35)
Terapia Anticoagulante Orale 40% (2/5) 40% (2/5)
Eparina NF 20% (1/5) 0% (0/5)
Eparina BPM 0% (0/5) 0% (0/5)
CID 0% (0/5) 0% (0/5)
Carenze di Fattori 0% (0/6) 0% (0/6)

Test per la ricerca del LA basati su diverse metodologie sembrano essere piti 0 meno sensibili ad
alcuni sottogruppi di LA. Si consiglia quindi di eseguire almeno due test, basati su diversi principi
analitici, prima di poter escludere la presenza di LA.3. 1!

| valori di Ratio del test dRVVT possono essere aumentati in pazienti in terapia anti-vitamina K.
Prima di diagnosticare in questi casi la presenza di LA & consigliabile eseguire ulteriori test di
conferma o ripetere il test dRVVT dopo che il paziente ha sospeso la terapia anti-vitamina K.'?

Valori Attesi

E stato eseguito internamente uno studio (n=120), in accordo alle procedure indicate nel
documento CLSI C28-A3, per determinare I'intervallo di normalita dei kit dRVVT Screen e dRVVT
Confirm su uno strumento rappresentativo della Famiglia di analizzatori ACL TOP/Famiglia ACL
TOP Serie 501, ACL Elite/Elite Pro e ACL 7000 ottenendo i seguenti risultati.

Intervallo di Riferimento (Ratio Normalizzata dRVVT)

Sistema Limite Inferiore Limite Superiore
ACL TOP 0,92 (0,91-0,93) 1,11 (1,10-1,15)
ACL TOP 500 CTS 0,91 (0,89 -0,92) 1,13 (1,11-1,16)
Famiglia ACL TOP Serie 507 0,91 (0,89 - 0,92) 1,13 (1,11-1,16)
ACL Elite/Elite Pro 0,91 (0,88 - 0,92) 1,14 (1,11-1,18)
ACL 7000 0,91 (0,75 - 0,93) 1,14 (1,11-1,24)

K2 Instrumentation Laboratory

A Werfen Company Tel. +1 800 678 0710

Instrumentation Laboratory Company - Bedford, MA 01730-2443 (USA)
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Cut - Off

Il seguente valore di cut-off di Ratio Normalizzata & stato determinato analizzando 40 campioni
normali e calcolando la media + 3 DS (Deviazioni Standard):

Sistema Cut-Off dRVVT Ratio Normalizzata*
ACL TOP/Famiglia ACL TOP Serie 50t >1,2
ACL TOP 500 CTS >1,2
ACL Elite Pro >1,2
ACL 7000 >1,2

Tali risultati sono stati ottenuti con un lotto specifico di reagente. A causa delle numerose variabili
che possono influenzare i risultati, ogni laboratorio dovrebbe stabilire il proprio valore di Cut-Off
di Ratio Normalizzata.

*Valore oltre il quale il campione € considerato LA Positivo.

Prestazioni

Precisione:

La precisione & stata valutata utilizzando diversi specifici lotti di reagente su analizzatori
rappresentativi della Famiglia ACL TOP Serie 501 da parte di operatori indipendenti. La precisione
¢ stata valutata in accordo con il documento CLSI EP05-A3'® per 20 giorni, eseguendo 2 sessioni
giornaliere e 2 replicati per sessione per ciascun livello di campioni (n=80/strumento/lotto).

Famiglia ACL TOP Media Nella serie  Tra le serie Totale
Serie 50° (Ratio Normalizzata dRVVT) (%CV) (%CV) (%CV)
Plasma di Controllo

LA Negativo 101 08 09 13
Plasma di Controllo

LA Positivo 167 08 12 23
Plasma Pool 1,09 0,6 0,7 1.2

La precisione & stata valutata utilizzando 3 lotti di reagente su 3 strumenti rappresentativi della
Famiglia di analizzatori ACL TOP (ACL TOP e ACL TOP 500 CTS) da tre operatori indipendenti. |
test sono stati eseguiti in accordo con le procedure indicate nel documento CLSI EP05-A213, per
20 giorni, con 2 cicli al giorno e 2 replicati per ciclo per ogni livello di plasma di controllo (n = 80/
strumento/lotto), ottenendo i seguenti risultati:

Analizzatori Famiglia ACL TOP Media (Ratio Normalizzata dRVVT,

Controllo LA Negativo 1,00
Campione LA debolmente positivo 1,35
Controllo LA Positivo 1,77

CV % (nella serie) CV % (tra le serie) CV % (Totale)

HemosIL dRVVTRN _ Lotto1 Lotto 2 Lotto 3 Lotto 1 Lotto 2 Lotto 3 Lotto 1 Lotto 2 Lotto 3
Plasma di Controllo

LA Negativo 1,2 2,0 08 17 2,8 19 23 34 2,1
Campione

LA debolmente positivo " 09 06 27 21 20 30 26 22

Plasma di Controllo
LA Positiv 15 0,9 1,1 44 34 25 5,0 35 30

0
La precisione & stata valutata utilizzando 3 lotti di reagente su 3 strumenti rappresentativi dei
Sistemi di Coagulazione IL: ACL Elite/Elite Pro e ACL 7000. | test sono stati eseguiti in accordo
con le procedure indicate nel documento CLSI EP05-A213, per 20 giorni, con 2 cicli al giorno e
2 replicati per ciclo per ogni livello di plasma di controllo (n = 80/strumento/lotto), ottenendo i
seguenti risultati:

. " Media Nella serie Tra le serie Totale
ACLENte/Ete Pro  patio Normalizzata dRVVT)  (%CV)  (%CV)  (%CV)
Plasma di Controllo
LA Negativo 100 14 18 27
Campione
LA debolmente positivo 150 0.9 20 22
Plasma di Controllo
LA Positivo 1.78 12 33 87
ACL 7000 Media Nella serie Tra le serie Totale

(Ratio Normalizzata dRVVT) (%CV) (%CV) (%CV)
Plasma di Controllo
LA Negativo 1,00 12 16 27
Campione
LA debolmente positivo 144 16 22 29
Plasma di Controllo
LA Positivo 170 07 39 40
Correlazione

E’ stato condotto uno studio di correlazione con gli strumenti della Famiglia ACL TOP Serie 50t
analizzando 124 campioni in doppio in sette giorni utilizzando un sistema ACL TOP 550 CTS
(strumento sotto test), un sistema ACL TOP 500 CTS (strumento di riferimento) e uno specifico
lotto di reagente. Si sono ottenuti i seguenti risultati:

Cut-Off dRWT .
(Media+35D) RN PPA CI95% NPA Cl95% Totale  "etodo diRiferimento
Famiglia ACL 512 100,0% 89,3- 98,9% 94,1- 99,2% dRVVT Screen/Confirm su un
TOP Serie 500 > 2 (32/32) 100,0% (91/92) 99,8% (123/124)  ACL TOP Famiglia

Le prestazioni dei kit HemosIL dRVVT Screen e dRVVT Confirm sono state valutate sugli
analizzatori della Famiglia ACL TOP con I'impiego dei controlli HemoslIL Plasma di Controllo LA
Negativo e Plasma di Controllo LA Positivo, plasmi di pazienti normali e patologici.

Uno studio interno di comparazione fra HemosIL dRVVT e HemoslL LAC eseguito in accordo

con le procedure indicate nel documento CLSI EP09-A2,™ su 115 campioni (80 Normali/35 LA
positivi), su uno strumento rappresentativo della Famiglia di analizzatori ACL TOP (ACL TOP e ACL
TOP 500 CTS) utilizzando come riferimento i kit HemosIL LAC Screen e LAC Confirm. Le relative
percentuali di Co-Positivita (PPA - Positive Percent Agreement) e Co-Negativita (NPA - Negative
Percent Agreement) sono state calcolate ottenendo i seguenti risultati:

Cut-0ff LAC dRVVT Metodo di
Media+3SD RN RN PPA _CI95% NPA Cl95% Totale Riferimento
ACL TOP 512 512 100,0% 90,1- 100,0% 954-  100%
’ *© (35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115) LAC Screen/
9/ - 9, - 0/ 1
ACLTOP500CTS 512 12 100,0% 90,1- 100,0% 95,4 100% Confirm

(35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115)

Questi risultati sono stati successivamente validati da 3 centri negli Stati Uniti. Ogni centro aveva
stabilito il proprio cut-off, dopo averlo validato analizzando oltre 100 campioni, ottenendo i
seguenti risultati:

Cut-0ff LAC dRWT Metodo di
Media+3SD RN RN PPA Cl95% NPA Cl95% Totale _Riferimento
Centro 1 12 1o 027% 806 989% A1 o7%
' ©(38/41) 97.5% (91/92) 99.8% (129/133)
Centro 2 13 o1z 902% 790- 989% G1-  958%  LAC Screen/
’ S (46/51) 957% (91/92) 99,8% (137/143)  Confirm
Centro 3 013 >12 9B1% 901~ 1000% 954 992%

(52/53) 99,7% (80/80) 100,0% (132/133)

E stato eseguito un ulteriore studio interno di confronto, in accordo con le procedure indicate nel
documento EP09-A2'4, su 115 campioni (80 Normali/35 LA Positivi) fra ACL Elite/Elite Pro, ACL
7000 e ACL TOP (dRVVT RN cut-off >1.2) utilizzando lo stesso lotto di reagente HemosIL dRVVT.
Le relative percentuali di Co-Positivita (PPA - Positive Percent Agreement) e Co-Negativita (NPA -
Negative Percent Agreement) sono state calcolate ottenendo i seguenti risultati:

Cut-0ff dRWT Metodo di
(Media+3SD) RN PPA_ CI95% NPA Cl95% Totale Riferimento
. 1000% 901- 1000% 954- 100% GRVVT Screen/
ACL Elite/Elite Pro >12 (35/35) 1000% (80/80) 100.0% (115/115)  Gonirm st
- - Famiglia ACL

AGL 7000 L1p 100% 901- 1000% 954 100% g

(35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115)  TOP

T Famiglia ACL TOP Serie 50 = ACL TOP 350 CTS; ACL TOP 550 CTS; ACL TOP 750; ACL TOP 750 CTS;
ACL TOP 750 LAS
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Utilizag&o Prevista

Resultados

Caracteristicas de desempenho

0Os ensaios HemosIL dRVVT Screen e HemosIL dRVVT Confirm sdo produtos de diagnéstico in
vitro qualitativo para auxiliar na deteccao de anticoagulantes lipicos em plasma humano citratado
pelo método do veneno diluido da vibora Russell na Sistemas de Coagulacao IL. Os ensaios
HemosIL dRVVT Screen e HemosIL dRVVT Confirm destinam-se a avaliar doentes com resultados
prolongados e inexplicados nos testes APTT. Os ensaios HemosIL dRVVT Screen e HemosIL
dRVVT Confirm devem ser utilizados paralelamente como um teste integrado para a detecgéo de
anticoagulantes ldpicos.

Resumo e Principio

Os anticoagulantes lipicos (LA) pertencem ao grupo dos anticorpos antifosfolipidicos que séo
dirigidos contra fosfolipidos com carga negativa ou complexos entre fosfolipidos e proteinas (B-2-
glicoproteina | ou factores de coagulacao como a protrombina). Quando determinados pela sua
capacidade de prolongar testes dependentes de fosfolipidos (APTT, SCT, dRVVT), estes anticorpos
sao referidos como LA. Doentes com LA tém um risco aumentado de complicacdes clinicas tais
como, trombose e abortos recorrentes." 234

0 dRVVT Screen e dRVVT Confirm ensaios sdo reagentes dRVVT melhorados e destinam-se a
simplificar e a padronizar a deteccdo de LA em avaliagbes clinicas.”* O dRVVT Screen ensaio

é pobre em fosfolipidos, tornando-o sensivel ao LA. A quantidade adicional de fosfolipidos (bi-
camadas) no dRVVT Confirm neutraliza o LA para dar menores tempos de coagulagao.

0 veneno da vibora de Russell, na presenca de calcio, activa directamente o factor X (na amostra
de teste). 0 dRVVT Screen e dRVVT Confirm ensaios ndo sao afectados por anomalias em
factores de contacto, deficiéncias factor VI, VIIl e IX ou inibidores. A interferéncia da Heparina até
1 U/mL é neutralizada pelo polibrene. Como resultado, dRVVT Screen e dRVVT Confirm sdo testes
mais especificos para a avaliacao do LA do que a APTT.3.®

0Os ensaios dRVVT Screen e Confirm sao um teste integrado conforme referenciado nas
recomendacdes do Comité ISTH 2009 para a detecc@o dos anticoagulantes Itipicos.®

Composicao

Cada ensaio dRVVT Screen assay consiste em:

[S] dRVVT Screen (Cat. No. 0020301510): 10 x 2 mL frascos de uma preparagdo liofilizada com
veneno de vibora de Russell, fosfolipidos, célcio, polibrene, tampdes, estabilizantes, corantes
e conservante.
Cada ensaio dRVVT Confirm assay consiste em:

dRVVT Confirm (Cat. No. 0020301610): 10 x 2 mL frascos de uma preparacao liofilizada com
veneno de vibora de Russell, fosfolipidos, célcio, polibrene, tampdes, estabilizantes, corantes
e conservante.

PRECAUGOES E AVISOS:

0 dRVVT Screen e dRVVT Confirm contém material bovino. Todos os dadores animais foram

fornecidos a partir de manadas sem BSE. O gado recebeu uma inspeccao de salde ante- e

post-mortem, efectuada por um veterindrio, e aparentemente nao tinham material infeccioso e

contagioso. Contudo, o material deve ser tratado como potencialmente infeccioso.

0 dRVVT Screen e dRVVT Confirm contém extracto cru de veneno de vibora de Russell.

0 dRVVT Screen e dRVVT Confirm nao estdo classificados como perigosos.

Classe de perigo: Nenhuma

Adverténcias de perigo: Nenhuma

Recomendacdes de prudéncia: Nenhuma

Informacdes perigo 1 Até 6,6% da mistura é constituido por ingredientes cuja

toxicidade aguda (oral, dérmica, por inalacdo) para a satide humana e cujo risco para o ambiente

aquatico ndo sdo conhecidos.

Este produto é para utilizacdo em diagnéstico in vitro.

Preparagéao

Dissolva o contetido de cada frasco com 2 mL de agua CLSI Tipo CLR ou equivalente.6 Coloque a
tampa e rode ligeiramente. Assegure a reconstituicao completa do produto. Mantenha o reagente
a 15-25°C durante 30 minutos e inverta para misturar antes de utilizar Nao agite.

Conservagao e estabilidade do reagente

0 reagente fechado é estavel até ao fim do prazo de validade impresso no frasco, desde que
conservado entre 2-8°C.

Estabilidade ap6s reconstituicao: 15 dias a 2-8°C nos recipientes originais fechados, 3 dias a
15°C no frasco original na Familia ACL TOP®/Familia ACL TOP Série 501, 24 horas a 15-25°C nos
frascos originais no ACL Elite®/Elite Pro e 24 horas a 15°C nos sistemas ACL 7000.

Para estabilidade 6ptima retire o reagente do sistema e conserve-o entre 2-8°C no frasco original.
Nao congele.

Instrumento/Procedimento do teste

Consulte o Manual do Operador do Instrumento IL para obter instrucdes completas acerca do ensaio.
Recomenda-se a utilizacdo conjunta do dRVVT Screen e dRVVT Confirm.

Colheita das amostras e preparagao

Colher nove partes de sangue venoso fresco numa parte de 3,2% de citrato trissddico.

Consulte 0 Documento CLSI H21-A5 para obter instrucdes acerca da colheita, manipulagao

e conservacao de amostras.” As Guidelines® da ISTH para a detec@o do Anticoagulante

Lipico recomendam o uso de amostras de plasma pobres em plaquetas, para a anélise do

AL, antes da andlise ou do congelamento.

0Os ensaios dRVVT Screen / dRVVT Confirm podem ser usados em amostras frescas ou congeladas.

Reagentes adicionais e plasmas de controlo

0Os seguintes nao sdo fornecidos com o kit e devem ser adquiridos separadamente.

Cat. No.
LA Positive Control 0020012500
LA Negative Control 0020012600
Cleaning agent 0009832700

Controlo de Qualidade

0Os controlos Normal e Anormal sdo recomendados para um programa de controlo de qualidade
completo.t O HemosIL LA Positive Control e HemosIL LA Negative Control foram concebidos
para este programa. Cada laboratdrio deve estabelecer a sua média e desvio padrao e deve
estabelecer um programa de controlo de qualidade para monitorizar os testes de laboratério.

0Os controlos devem ser analisados pelo menos uma vez, a cada turno de 8 horas, de acordo

com as boas praticas de laboratorio. Consulte o manual do operador do instrumento para obter
informac0es adicionais. Consulte Westgard et al para identificacéo e resolucdo para situagdes fora
do controlo.?

0 procedimento seguinte deve ser utilizado para calcular os récios do dRVVT Screen e dRVVT Confirm:

1. Para cada novo lote de kits dRVVT Screen e dRVVT Confirm deve ser determinado um Intervalo
Normal, de acordo com o CLSI C28-A31°.

2. Determine a media de cada Intervalo Normal em segundos.

3. Amédia de cada Intervalo Normal serd utilizado como o denominador constante no célculo
de récios.

dRVVT Screen

1. O resultado da amostra do doente em segundos é dividido pela média do Intervalo Normal do

dRVVT Screen.
Racio do dRVVT Screen = Resultados do dRVVT Screen do doente (em sequndos)
Média do Intervalo normal do dRVVT Screen (em segundos)
dRVVT Confirm

1. 0 resultado da amostra do doente em segundos é dividido pela média do Intervalo Normal do
dRVVT Confirm.
Racio do dRVVT Confirm =  Resultados do dRVVT Confirm do doente (em segundos)

Média do Intervalo Normal do dRVVT Confirm (em segundos)

2. 0 récio resulta da divisao do racio do dRVVT Screen pelo resultado do racio do dRVVT Confirm.
Récio normalizado dRVVT = Récio dRVVT Screen
Récio dRVVT Confirm

Os ensaios dRVVT Screen e Confirm s3o um teste integrado e devem ser utilizadas paralelamente
ou com um procedimento Gnico, em conjunto com o procedimento delineado para calcular o
racio normalizado.

Interpretagao

1. O resultado final deve ser expresso como o racio normalizado, récio dRVVT: NR.

2. Se os tempos de coagulagdo do dRVVT Screen e Confirm estdo prolongados, entdo devem realizar
estudos de mistura para investigar deficiéncias de factores ou inibidores. Se o teste de mistura
continua prolongado, devem realizar-se mais estudos para determinar a interferéncia ou inibidor
especifico dos factores de coagulagdo ou a possivel interferéncia em combinacao com LA.

0Os ensaios dRVVT Screen e dRVVT Confirm, quando utilizados em conjunto, preenchem

os requisitos de um “Teste Integrado” conforme definido nas Guidelines para deteccao do

anticoagulante lipico.3

Limitagdes/substancias interferentes

Os estudos de interferéncia foram realizados num membro representativo nas Familias de

coagulacao IL listadas a seguir. Baptizou-se o pool de plasma normal, plasma LA positivo fraco

e plasma LA positivo elevado com diferentes concentrages de interferentes. Os resultados

demonstraram que os resultados dRVVT Screen/ dRVVT Confirm ndo foram afectados pelas

seguintes concentragoes interferentes.

Heparina Heparina

Hemoglobina _Bilirrubina _Trigliceridos NF BPM

Familia ACL TOP/ até 200 até 10 até 500 até 1 até 1
Familia ACL TOP Série 501 mg/dL mg/dL mg/dL U/mL U/mL
T até 300 até 10 até 500 até 1 até 0,8

ACL Elte/Elite Pro mgdl  mgdl  mo/dl u/mL u/mL
até 200 até 10 até 100 até 1 até 0,8

ACL 7000 mg/dL mgdl  mgidL UimL UimL

Foi detectado um récio normalizado dRVVT mais elevado do que o cut-off do estudo interno (NR >
1.2) nas seguintes amostra de plasma com o dRVVT Screen/dRVVT Confirm:

ACL TOP ACL TOP 500CTS
LA Positivo conhecido 100% (35/35) 100% (35/35)
Terapéutica Anticoagulante Oral 40% (2/5) 40% (2/5)

20% (1/5) 0% (0/5)
HBPM 0% (0/5) 0% (0/5)
DIC 0% (0/5) 0% (0/5)
Deficiéncia de Factor 0% (0/6) 0% (0/6)

Os ensaios LA baseados em propriedades diferentes, parecem ser mais ou menos sensiveis para
determinados sub-grupos de LAs. Portanto devem ser efectuados, pelo menos 2 testes, baseados
em propriedades diferentes, antes da possibilidade de LA ser excluida.® '

Os récios dRVVT podem ser elevados em doentes com terap@utica anti-vitamina K. Testes
adicionais confirmatdrios, antes de diagnosticar ou de repetir o teste dRVVT, pode ser indicado
quando o doente nao estd a tomar terapéutica anti-vitamina K.'

Valores esperados

Foi realizado internamente um estudo de intervalo normal (n=120), de acordo com o documento CLSI
(C28-A3', com dRVVT Screen/dRVVT Confirm, em membros representativos da Familia ACL TOP/
Familia ACL TOP Série 501, ACL Elite/Elite Pro e sistemas ACL 7000 com os seguintes resultados:

Sistema Limite inferior Limite superior
ACGL TOP 0,92 (0,91 - 0,93) 1,11 (1,10-1,15)
ACL TOP 500 CTS 0,91 (0,89 - 0,92) 1,13 (1,11-1,16)
Famille ACL TOP Série 50t 0,91 (0,89 - 0,92) 1,13 (1,11-1,16)
ACL Elite/Elite Pro 0,91 (0,88 - 0,92) 1,14 (1,11-1,18)
ACL 7000 0,91 (0,75 - 0,93) 1,14 (1,11-1,24)
Cut - Off

0 cut-off do racio normalizado foi determinado, utilizando 40 amostras normais e calculando a
média + 3DP, com os resultados seguintes:

Sistema Cut off do récio normalizado dRVVT*
ACL TOP/Familia ACL TOP Série 501 >1,2
ACL TOP 500 CTS >1,2
ACL Elite/Elite Pro >1,2
ACL 7000 >1,2

Os resultados foram obtidos utilizando um lote especifico de reagente. Devido as muitas variaveis que
podem afectar os resultados, cada laboratério deve estabelecer o seu cut off de récio normalizado.
*quando a amostra é considerada LA Positiva.

Precis@o:

A precisao foi avaliada utilizando lotes de reagentes especificos em membros representativos da
Familia ACL TOP Série 50t por operadores independentes. A precisdo foi avaliada de acordo com
0 EP05-A3' do CLSI, durante 20 dias, com 2 execugdes por dia e 2 réplicas por execucao para
cada nivel de amostra (n=80/instrumento/lote).

Familia ACL TOP Média Intra-andlise Inter-analise Total
Série 50t (récio dRVVT normalizado) (%CV) (%CV) (%CV)
Controlo LA Negativo 1,01 0,8 0,9 1,3
Controlo LA Positivo 1,67 0,8 12 2,3
Plasma Pool 1,09 0,6 0,7 1.2

A precisdo foi avaliada utilizando 3 lotes de reagente em 3 membros representativos da Familia
ACL TOP (ACL TOP e ACL TOP 500 CTS) por 3 operadores independentes. A precisao foi avaliada
de acordo com a CLSI EP05-A2'3, durante 20 dias, com 2 analises/dia e 2 replicados por andlise
para cada nivel de amostra (n=80/instrumento/lote), com os resultados seguintes:

Familia ACL TOP Média (Racio normalizado dRVVT)

Controlo LA Negativo 1,00
LA Positivo fraco 1,35
Controlo LA Positivo 1,77

Intra-analise (%CV) Inter-analise (%CV) Total (%CV)
HemosIL dRVVTNR Lote1 Lote2 Lote3 Lote1 Lote2 Lote3 Lote1 Lote2 Lote3
Controlo LA Negativo 1,2 2,0 0,8 1,7 2,8 19 2,3 34 2,1
LA Positivo fraco 1.1 09 0,6 2,7 2,1 2,0 3,0 2,6 2.2
Controlo LA Positivo 15 0,9 1.1 44 34 25 5,0 35 3,0
A precisao foi avaliada com 3 lotes de reagente em 3 membros representativos dos sistemas ACL
Elite/Elite Pro e ACL 7000. A precisao foi avaliada com CLSI EP05-A2'3, durante 20 dias, com 2
andlises por dia e 2 replicados para cada nivel de amostra (n = 80), com os resultados seguintes
de um lote de reagente e sistema representativos:

R Média Intra-anélise Inter-anélise Total
ACL Elite/Elite Pro /0 4RUVT normalizado) __ (%CV) (%CY) (%CV)
LA Negative Control 1,00 14 1,8 2,7
Weakly LA Positive 1,50 0,9 2,0 2,2
LA Positive Control 1,78 12 33 3,7

Média Intra-anélise Inter-anélise

AcL 7000 (racio dRVVT normalizado) __(%CV) (ey) 1ol (%CV)
LA Negative Control 1,00 1,2 1,6 2,7
Weakly LA Positive 1,44 1,6 2,2 2,9
LA Positive Control 1,70 0,7 3,9 4,0
Comparacao do método

0 método de comparacdo na Série 50, Familia ACL TOP incluiu 124 amostras analisadas em
duplicado, durante um estudo de sete dias num ACL TOP 550 CTS (teste) e num dispositivo ACL
TOP 500 CTS (qualificado) utilizando um lote especifico de reagente, com os seguintes resultados:

Cut-0ff dRWT
Média+-3DP) NR___PPA IC95% NPA IC95% Total Referéncia
Famiglia ACL TOP 100,0% 89,3- 989% 94,1- 99,2% dRVVT Screen/ Confirm su

Serie 501 >12 (32/32) 100,0% (91/92) 99,8% (123/124)  um ACL TOP Familia

A comparacdo de métodos e estudos analiticos do HemosIL dRVVT Screen e dRVVT Confirm
foram avaliados utilizando os analisadores da Familia ACL TOP e Controlos HemosIL LA, amostras
de plasma normal e anormal.

Foi realizada internamente uma comparagdo de métodos entre HemosIL dRVVT e HemosIL LAC
foi, de acordo com o documento EP09-A2'¢, em 115 amostras (80 Normais/ 35 LA Positivas),
num membro representativo da Familia ACL TOP (ACL TOP & ACL TOP 500 CTS). A percentagem
positiva de concordéncia (PPA) e percentagem negativa de concordancia (NPA) foram calculados
com os resultados seguintes:

Cut-0ff dRWT
Média+-3DP) NR PPA_ 10 95% NPA IC 95% Total Referéncia
ACL TOP 519 100,0% 90,1- 100,0% 954-  100%
'™ (35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115) LAG Screen/ Confirm
o N o N o
ACLTOP500CTS 12 100,0% 90,1- 100,0% 954 100%

(35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/115)

Os resultados foram subsequentemente validados por 3 laboratérios norte-americanos. Cada
laboratdrio estabeleceu o seu cut-off e validou o seu cut-off com 100+ amostras, com os
seguintes resultados:

Cut-0ff LAC dRWT
Mean+3SD NR NR PPA_1C95% NPA IC95% Total _ Referéncia
Site 1 12 >12 92,7% 80,6- 989% 941-  97%
’ T (38/41) 97,5% (91/92) 99,8% (129/133)
Site 2 513 513 90,2% 79,0- 989% 941- 958% LAC Screen/
’ 7 (46/51) 95,7% (91/92) 99,8% (137/143)  Confirm
Si 98,1% 90,1- 100,0% 954- 99,2%
ite 3 >13 >12

(52/53) 99,7% (80/80) 100,0% (132/133)

Foi efectuada uma comparagao adicional com um método interno, de acordo com EP09-A2',
em 115 amostras (80 Normal/35 LA Positiva), num ACL Elite/Elite Pro e num ACL 7000, cada um
foi testado vs. Familia ACL TOP (dRVVT NR cut-off >1.2) com o mesmo lote de HemosIL dRVVT
percentagem positiva de concordancia (PPA) e percentagem negativa de concordancia (NPA)
foram calculados com os seguintes resultados:

- dRVVT
Cut-Off (Média+3DP) g ppp |co5% NPA  IC95%  Total  Referéncia
— 700,0% 90,1~ 100,0% 954-  100% dRVVT Screen/
AGL Elite/Elite Pro >12 (35/35) 100,0% (80/80) 100,0% (115/415) Confirm num
AGL 7000 qp 1000% 901- 1000% 954-  100%  Famiia ACL
2 (35/35) 100.0% (80/80) 100,0% (115/115)  TOP

T Familia ACL TOP Série 50 = ACL TOP 350 CTS; ACL TOP 550 CTS; ACL TOP 750; ACL TOP 750 CTS;
ACL TOP 750 LAS
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