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Usage prévu

HiT Il est un enzyme-immunoessai en phase solide pour la détection quantitative d’anticorps
IgG, qui engendrent une thrombocytopénie induite par 'héparine (TIH) de type Il (en anglais
heparin-induced thrombocytopenia I, d’ou I'abréviation HiT II).

Application Clinique et Principe du Test

La thrombocytopénie sous héparine (HiT) constitue un effet secondaire grave de
I'néparinothérapie et survient chez 1-3 % des patients traités.

Deux types différents de thrombocytopénie sous héparine peuvent se produire : La HiT de
type | n'a aucune pertinence clinique et se caractérise par une baisse transitoire de la
numération plaquettaire, qui se rétablit au bout de quelques jours méme sous
héparinothérapie. La HIiT de type Il est une forme d'origine immunologique. La numération
plaquettaire chute de plus de 50 % par rapport a la référence 5 a 14 jours apres I'administration
d'héparine. Les patients affectés développent des anticorps reconnaissant des néoépitopes
exposés par un complexe de facteur plaquettaire 4 (PF4) et I'héparine. Les anticorps trouvés
appartiennent le plus souvent a la catégorie IgG. Les anticorps des catégories IgM et IgA
apparaissent toutefois rarement et leur effet pathogéne est encore controversé. Les auto-
anticorps HiT Il peuvent se lier au récepteur plaguettaire Fcylla et cette interaction déclenche
une activation des plaquettes entrainant une sécrétion de la thrombine coagulante. Par
ailleurs, des plaquettes activées libérent le PF4, ce qui perpétue le cycle d'activation de
plaquettes sous héparine. Cet effet est renforcé par une formation complexe de molécules de
type héparine (sulfate d'héparane) a la surface des cellules endothéliales avec un facteur
plagquettaire 4 qui peut étre reconnu par les auto-anticorps HiT II. Cela peut en retour produire
une expression de facteur tissulaire avec une activation ultérieure de la cascade de
coagulation et une génération de thrombine. Cela entraine une augmentation du risque de
nouvelles complications artérielles et veineuses qui peuvent étre mortelles chez 10 a 15 %
des patients.

Un diagnostic précoce et un nouvel anticoagulant alternatif adapté peut clairement réduire le
taux de complication.

Principe du test

Les échantillons de sérum dilué au 1:101éme sont incubés dans les microplaques
sensibilisées avec l'antigéne spécifique. Les anticorps du patient présents dans
'échantillon se lient a I'antigéne. La fraction non liée est alors éliminée par lavage. Des
immunoglobulines anti-humaines marquées a la peroxydase de raifort (conjugué) sont
ensuite incubées et réagissent avec le complexe antigéne-anticorps fixé sur les
microplaques. Le conjugué non lié est alors éliminé par lavage. L’addition de substrat
TMB (tétra-méthyl-benzidine) provoque une réaction enzymatique colorée (bleue),
stoppée par de I'acide dilué (la couleur vire alors au jaune). L’intensité de la couleur qui
se développe a partir du chromogéne dépend de la quantité de conjugué lié au complexe
antigéne-anticorps et est proportionnelle a la concentration initiale de chaque anticorps
dans I'échantillon patient.
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3 Contenu du kit

A RECONSTITUER

Coule

i ur du Couleur
Elément Quantité bouch de la Description / Contenu
solution
on
Concentré 5 x
. . Tris, chlorure de sodium (NaCl), sérum-albumine
Tampon échantillons (5x) 1x20ml Blanc Jaune bovine (BSA), azide de sodium < 0,1 %
(conservateur)
Concentré 50 x
Tampon de lavage (50x) 1x20ml Blanc Vert Tris, NaCl, Tween 20, azide de sodium < 0,1 %
(conservateur)
PRET A L’EMPLOI
5 Sro (lleIJe Couleur
Elément Quantité b de la Description / Contenu
ouch ;
solution
on
. P Matériel contréle (dilué), sérum-albumine bovine
Contrble négatif 1x15ml Vert Incolore (BSA), azide de sodium < 0,1 % (conservateur)
Controle positif 1x1,5ml Rouge = Jaune Matériel contréle (dilué), sérum-albumine bovine

(BSA), azide de sodium < 0,1 % (conservateur)

Concentration de chaque étalon : 0, 3, 10, 30, 100,
Etalons 6x1,5ml Blanc Jaune * 300 U/ml. Matériel d’étalon (dilué), azide de sodium <
0,1% (conservateur)

Contenu : Immunoglobulines conjuguées a la

Conjugue, 1gG 1x15ml Bleu Bleu peroxydase de raifort, sérum-albumine bovine (BSA)
. Tétraméthylbenzidine stabilisée et péroxyde
Substrat TMB 1x15ml Noir Incolore d'hydrogéne (TMB/H,0y)
Solution d’arrét 1x15ml Blanc Incolore Acide chlorhydrique & 1 M
. 12 barrettes Avec micro-puits sécables. Pour la sensibilisation de
Microplaque de 8 cupules S.0. S.0. la plaque, voir paragraphe 1.

* L'intensité de la coloration augmente avec la concentration

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

Lecteur de microplaques avec filtre de lecture a 450 nm et filtre de référence recommandé a 620 nm (600-690 nm). Verrerie
(bouteille de 100-1 000 ml), tubes a essai pour les dilutions. Agitateur Vortex, pipettes de précision (10, 100, 200, 500, 1000 pl)
ou multipipette réglable (100-1000 pl). Appareil de lavage pour microplaques (pipette a répétition ou multicanaux de 300 pl ou
systeme automatique), papier absorbant. Nos tests sont congus pour étre utilisés avec de I'eau purifiée, conformément a la
définition de la United States Pharmacopeia (USP 26 - NF 21) et de la Pharmacopée européenne (Eur.Ph. 4th ed.).

4  Stockage et durée de conservation

Conserver tous les réactifs et la microplaque entre a 2-8°C/35,6-46,4°F, dans leurs emballages
d‘origine. Une fois préparées, les solutions reconstituées conservées a 2-8°C/35,6-46,4°F sont
stables pendant 1 mois. Ne pas utiliser les réactifs ni la microplaque au-dela de la date de
péremption indiquée sur chaque composant. Eviter une exposition intense de la solution de
TMB a la lumiére. Conserver les microplaques dans leur pochette hermétiquement fermée,
avec le dessiccatif.
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Précautions d’emploi

5.2

Données relatives aux risques pour la santé

CE PRODUIT EST EXCLUSIVEMENT RESERVE A UN USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
Par conséquent, seul un personnel qualifié et spécialement formé dans le domaine des
méthodes de diagnostic in vitro peut réaliser 'essai. Bien que ce produit ne soit pas considéré
comme particulierement toxique ou dangereux dans des conditions d’usage prévues, les
recommandations suivantes doivent étre observées pour une sécurité maximale :

Recommandations et précautions

Ce kit contient des composants potentiellement dangereux. Bien que les réactifs du kit ne
soient pas classifiés comme des irritants pour les yeux et la peau, nous recommandons d’éviter
le contact de ces réactifs avec les yeux et avec la peau et d’utiliser des gants jetables.

ATTENTION! Les calibrateurs, les contrbles et les tampons contiennent de 'azide de sodium
(NaN3) comme conservateur. NaNs peut étre toxique en cas d’'ingestion ou d’absorption au
contact avec la peau ou les yeux. NaN3 peut réagir avec le plomb et le cuivre des canalisations
en formant des azides métalliques hautement explosifs. Pour prévenir 'accumulation d’azide,
rincer abondamment a I'eau lors du rejet. Référez-vous s’il vous plait aux procédures de
décontamination définies par le CDC ou d’autres directives locales/nationales.

Ne pas fumer, manger ou boire durant la manipulation du kit. Ne pas pipeter alabouche.

Tout matériel d’origine biologique utilisé dans certains réactifs de ce kit a été analysé avec des
méthodes homologuées et les résultats ont montré qu'il était négatif en ce qui concerne les
virus HbsAg, Hépatite C et HIV 1. Toutefois, aucun test ne peut garantir 'absence compléte
d’agents virals dans ce type de matériel. Par conséquent, il est nécessaire de manipuler ces
comme s’il s’agissait de transmetteurs potentiels de maladies infectieuses et conformément
aux conditions requises au niveau national.

Comme indiqué dans la table des matiéres, ce kit contient des substances d’origine animale ;
les manipuler conformément aux exigences nationales.

Reégles générales pour l'utilisation

Si les informations sur le produit, y compris I'étiquetage, sont défectueuses ou incorrectes,
contacter le fabricant ou le fournisseur du kit de test.

Ne pas mélanger ou substituer les contréles, calibrateurs, conjugués ou microplagues de lots
différents. Cela pourrait conduire a une variation des résultats.

Veiller a ce que tous les composants atteignent la température ambiante (20-32°C/68-89,6°F)
avant de les utiliser. Bien les agiter et suivre le schéma d’incubation recommandé pour une
réalisation optimale de I'essai.

Incubation: nous recommandons de réaliser le test a 30°C/86°F pour les systémes
automatiques.

Ne jamais exposer les composants a une température supérieure a 37°C / 98,6°F.

Toujours pipeter la solution de substrat avec des nouveaux embouts de pipette. Protéger ce
réactif de la lumiére. Ne jamais pipeter le conjugué avec des embouts de pipette utilisés au
préalable pour d’autres réactifs.

Un diagnostic clinique définitif ne doit pas étre basé uniquement sur les résultats de
I'essai réalisé, mais il doit étre élaboré par le médecin aprés avoir évalué tous les
résultats cliniques et des laboratoires. Il faut vérifier le diagnostic en utilisant
différentes méthodes diagnostiques.
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Recueil d’échantillons, manipulation et stockage

Utiliser de préférence des échantillons de sérum ou des échantillons de plasma citraté
fraichement prélevés avec 3,2 % ou 3,8 % de citrate de sodium comme anticoagulant. Les
prélevements de sang doivent étre conformes aux exigences nationales. Ne pas utiliser
d'échantillons ictériques, lipémiques, hémolysés ou contaminés par des bactéries. Les
échantillons de sang doivent étre prélevés dans des tubes propres, secs et vides. Apres la
centrifugation, les échantillons de plasma doivent étre utilisés immédiatement;
hermétiquement fermés, ils peuvent également étre conservés jusqu'a 8 heures a une
température de 2-8°C/35,6-46,4°F ou congelés a -20°C/-4°F pendant des périodes plus
longues. (Thomas : Labor und Diagnose ; CLSI Guideline GP44-A4)

Ne pas utiliser d'échantillons traités a I'héparine dans cet essai !

Procédure du Test

Préparations a effectuer avant la distribution

Diluer les réactifs concentrés :

Diluer le tampon échantillons concentré au 1:5éme avec de l'eau distillée (par ex. 20ml +
80ml).

Diluer le tampon de lavage concentré au 1:50éme avec de l‘eau distillée (par ex. 20ml +
980ml).

Pour éviter toute erreur, il est recommandé de marquer les bouchons des différents étalons.

Echantillons:

Diluer les échantillons sériques au 1:101éme avec le tampon échantillons (1x),

par ex. 1000 pl de tampon échantillons (1x) + 10 pl de sérum. Bien homogénéiser!
Lavage:

Préparer 20 ml de tampon de lavage dilué (1x) pour 8 cupules ou 200 ml pour 96 cupules
par ex. 4 ml de concentré + 196 ml d‘eau distillée

Lavage automatique:

Prendre en compte les volumes supplémentaires requis pour 'amorgage et les volumes morts
de l‘appareil.

Lavage manuel:

Eliminer le liquide des cupules en retournant la plaque. Tapoter fermement la plaque sur un
papier absorbant, en orientant les cupules vers le bas. Distribuer 300 ul de tampon de lavage
dilué dans chaque cupule et attendre 20 secondes. Réaliser toute la procédure trois fois.

Microplaques:

Calculer le nombre de cupules requises pour effectuer le test. Retirer les cupules non utilisées
du cadre de la plague et les replacer dans le sac en plastique fourni, avec le dessiccatif ;
fermer hermétiguement et conserver entre (2-8°C/35,6-46,4°F).
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7.2 Schéma de pipetage

Nous suggérons de pipeter les étalons, contréles et échantillons de la fagon suivante.
Pour une interprétation QUANTITATIVE

1
A Cal A
B | CalA
C | CalB
D CalB
E CalC
F CalC
G | CalbD
H | CalD
CalA: Etalon A CalD: Etalon D
CalB: Etalon B CalE: Etalon E
CalC: Etalon C CalF: Etalon F

7.3 Etapes de travail

Etape Description

2
CalE | P1
CalE | P1
CalF | P2
CalF | P2
PC P3
PC P3
NC
NC

PC: Contrdle positif

NC: Controle négatif

P1: patient 1
P2: patient 2
P3: patient 3

1. \Vérifier que les préparations de I'étape 7.1 ci-dessus ont été réalisées avant le

pipetage.

Veiller a ce que tous les composants atteignent la température ambiante (20-32°C/68-
89,6°F) avant de les utiliser. Bien les agiter et suivre le schéma d’incubation
recommandé pour une réalisation optimale de I'essai.

2. Selon que l'utilisateur souhaite obtenir des résultats d’interprétation quantitatifs,

procéder comme suit :

CONTROLES ET ECHANTILLONS

3. Comme expligué dans le chapitre 7.2 ci-dessus, dans les
cupules indiquées, pipeter 100 pl de :

Etalons (CalA a CalF) pour l'interprétation

et 100 ul de chacun des composants suivants :

+100 pl e Contréle négatif (NC) et contréle positif (PC) et
e Sérum de patients dilué (P1, P2...)

u QUANTITATIVE

»

89,6°F.
30
5,
I

@ Incuber pendant 30 minutes a une température de 20-32°C/68-

Laver 3 fois avec 300 pl de tampon de lavage (dilué au

. - 1:50éme).

3x 300yl
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CONJUGUE
6.
Distribuer 100 pl de conjugué dans chaque cupule.
+100 pl
7.
Incuber pendant 30 minutes a une température de 20-32°C/68-
89,6°F.
30
8.
Laver 3 fois avec 300 yl de tampon de lavage (dilué au
- - 1:50éme).
3x 300ul
SUBSTRAT
9.
Distribuer 100 ul de substrat TMB dans chaque cupule.
+100 pl
10. §
Incuber pendant 30 minutes a une température de 20-32°C/68-
@ 89,6°F et a I'abri de la lumiére.
30
ARRET
11.
Distribuer 100 pl de solution d’arrét dans chaque cupule, dans
i - le méme ordre que pour la distribution du substrat.
+100 pl
12. Ty
@ Incuber pendant au moins 5 minutes.
5
13. Agiter la plaque avec précaution pendant 5 secondes.
14, O8O0y Lire l'absorbance & 450 nm dans les 30 minutes. Il est
450/620 nm conseillé d'utiliser la différence d'absorbance a 450 et 620 nm).
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Interprétation quantitative

Pour une interprétation quantitative, établir la courbe standard en tracant la densité optique
(DO) de chaque calibrateur (axe y) par rapport aux valeurs de concentration correspondantes
en U/ml (axe x). Pour obtenir de meilleurs résultats, nous recommandons des coordonnées
log/lin et un ajustement de courbe par logistique pondérée a 4 paramétres (4PL). A partir de
la DO de chaque échantillon, lire les concentrations d’anticorps correspondantes exprimées
en U/ml.

Valeurs Normales Equivoque Résultats Positifs
<12 U/ml 12 - 18 U/mi >18 U/ml

Exemple de courbe d‘étalonnage

Ne pas utiliser cet exemple pour l‘interprétation des résultats de patients !
Etalons IgG DO 450/620 nm CV % (Variation)

0 U/ml 0,025 0,0
3 U/ml 0,139 3,5
10 U/ml 0,283 4,3
30 U/ml 0,598 4,0
100 U/ml 1,224 3,6
300 U/ml 2,123 2,8

Exemple de calcul

Patient Réplications (D.O.) Moyenne (DO) Résultat (U/ml)
P01 0,793/0,801 0,797 47,7
P 02 0,308/0,333 0,321 12,1

Les échantillons supérieurs a la plage maximale de I'étalon doivent étre signalés par >Max. lls
doivent étre dilués correctement, puis retestés. Les échantillons inférieurs a la plage de I'étalon
doivent étre signalés par <Min.

Pour les données spécifiques du lot, se référer a la fiche de contrble ci-jointe. Les laboratoires
peuvent effectuer un contrdle qualité interne a I'aide de leurs propres contrbles et/ou de pools
sérigues internes, conformément a la Iégislation national.

Chaque laboratoire devrait établir ses propres valeurs normales sur la base de ses propres
techniques, contrdles, matériel et population de patients, selon ses procédures habituelles.

Si les valeurs des contrbles ne remplissent pas les critéres, le test n’est pas valide et doit étre
recommence.

Les problémes techniques suivants doivent étre vérifiés : Dates de péremption des réactifs
(préparés), conditions de stockage, pipettes, dispositifs, photometre, conditions d’incubation
et méthodes de lavage.

Si les composants testés affichent des valeurs aberrantes ou un écart quelconque ou si les
critéres de validation ne sont pas satisfaits sans cause explicable, contacter le fabricant ou le
fournisseur du kit de test.
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9 Données technigues
Type d‘échantillon: Sérum ou plasma citraté
Volume d‘échantillon: 10 pl plasma dilué au 1/101éme en tampon échantillons (1x)
Temps d‘incubation total: 90 minutes a température 20-32°C/68-89,6°F
Plage d‘étalonnage: 0-300 U/ml
Sensibilité analytique: 1,0 U/ml
Conservation: entre 2-8°C/35,6-46,4°F, dans les flacons d‘origine uniquement
Nombre de tests par coffret: 96 tests
10 Données relatives ala performance
10.1 Sensibilité analytique
La limite de détection est déterminée par au moins 8 échantillons de sérum négatifs testés 8
fois et le tampon d'échantillon a 1,0 U/ml testé 60 fois.
10.2 Spécificité et sensibilité
En utilisant des échantillons de sérum cliniquement définis, les échantillons présentant un état
immunitaire connu, une sensibilité diagnostique de 91 % et une spécificité de 97 % ont été
déterminés pour HiT II.
10.3 Linéarité

Pour déterminer la linéarité de HiT Il, des dilutions en série de sérum ont été mesurées. Les
résultats obtenus ont été comparés aux résultats attendus, lesquels ont été calculés par le
quotient de la valeur mesurée de la concentration la plus élevée suivante et le facteur de
dilution 2. La récupération correspond au pourcentage de la valeur mesurée par rapport a celle
attendue.

Echantillon  Facteur de Concentration de la Concentration Concentration Corrélation
Numéro Dilution sérum obtenue (U/ml) attendue (U/ml) (%)
1 1/100 100% 184 184 100,0
1/200 50% 101,5 91,8 110,6
1/400 25% 55,3 50,8 108,9
1/800 12,5% 28,4 27,6 102,9
1/1600 6,25% 13,4 14,2 94,4
2 1/100 100% 158 158 100,0
1/200 50% 86,9 78,9 110,1
1/400 25% 48 43,5 110,3
1/800 12,5% 24,7 24 102,9
1/1600 6,25% 11,6 12,4 93,5
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Serum concentration [%)]

Les échantillons de sérum testés affichent une corrélation linéaire entre la dilution des
échantillons et la concentration d'anticorps. Toutefois, du fait de la nature hétérogéne des auto-
anticorps humains, certains échantillons peuvent présenter un comportement non linéaire.

10.4 Précision

Afin de déterminer la précision de I'essai, on a évalué la variabilité (intra-test et inter-test) a
travers une analyse de reproductibilité sur trois échantillons de sérum sélectionnés pour
représenter un rang au-dessus de la courbe standard.

Intra- Essai Inter- Essai
Echantillon Moyenne CVv Echantillon Moyenne
Numéro (U/ml) (%) Numéro (U/ml)
1 13 5 1 13
2 22 5 2 22
3 63 4 3 63
4 192 7 4 192

10.5 Etalonnage

cv
(%)

11

Etant donné qu'il n’existe pas de calibration de référence internationale, cet essai est calibré
en unités arbitraires (U/ml).
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" EC Declaration of Conformity

" Déclaration CE de Conformité

" Declaracién CE de Conformidad

" Europaische Konformitat

" EupwTrdikr oupguwvia

" Déclaracéo CE de Conformidade

" 96 determinazioni " 96 tests
" 96 tests " 96 pruebas
" 96 Bestimmungen " 96 Trpoodiopiopoi
96 " 96 Testes
" Rispettare le istruzioni per I'uso " See instructions for use
" Voir les instructions d'utilisation " Ver las instrucciones de uso
” Gebrauchsanweisung beachten “ N&Bete utrdwn TIg 0dnyieg Xpriong
" Ver as instrucdes de uso
" Da utilizzarsi entro " Use by
“ Utilise avant le " Utilizar antes de
“ Verwendbar bis " XpRon péxpl
" Utilizar antes de
” Conservare a 2-8°C “ Store at 2-8°C (35.6-46.4°F)
8°C “ Conserver a 2-8°C " Conservar a 2-8°C

+2°C

" Lagerung bei 2-8°C

" ®uhdooetal oToug 2-8°C

” Conservar entre 2-8°C

" Prodotto da

“ Manufactured by

" Fabriqué par

" Fabricado por

" Hergestellt von

" Karaokeudderar amd

" Fabricado por

CON|+

" Controllo positivo

" Positive Control

" Controle Positif

" Control Positivo

" Positiv Kontrolle

" @eTIKOG 0pOG EAEYXOU

“ Controlo positivo

CON]| -

“ Controllo negativo

“ Negative Control

” Controle Négatif

“ Control Negativo

“ Negativ Kontrolle “ ApvnTikdg 0pdg EAEyxOU
 Controlo negativo
" Calibratore " Calibrator
" Etalon " Calibrador
CA L " Kalibrator " AvmidpaoTripio Babpovounong

" Calibrador
” Coniugato “ Conjugate
” Conjugé ” Conjugado

C O N J ~ Konjugat " Z0Ceuypa
“ Conjugado

MP

" Micropiastra rivestita

" Coated microtiter plate

" Microplague sensibilisée

" Microplaca sensibilizada

" Beschichtete Mikrotiterplatte

" ETKaAUPpEVN HIKPOTTAGKO

" Microplaca revestida

" Tampone di lavaggio

" Wash buffer

WASHB |50x

" Tampon de Lavage

" Solucién de lavado

“ Waschpuffer

“ PuBpioTiké Sidhupa TTAUoNg

" Solucéo de lavagem

” Tampone substrato

" Substrate buffer

SUB

" Substrat ” Tamp6n sustrato
" Substratpuffer " PUBIOTIKG SIGAUPA UTTOOTPWHATOG
" Substrato

STOP

” Reagente bloccante

“ Stop solution

" Solution d'Arrét

 Solucién de parada

" Stopreagenz

" AvTIBpacTApIo SIAKOTIAG avTidpaong

" Solucgo de paragem

" Tampone campione

" Sample buffer

SB | 5x

“ Tampon Echantillons

“ Tampo6n Muestras

" Probenpuffer

" PuBpIoTIkG SidAupa SelypdTwy

" Diluente de amostra




