ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM 41425

41425 Distribué par
zamfr ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM ANENARIN
INSTRUCTIONS e
POUR IVD " /H/' ; ; 100 C €
L’UTILISATION
INDICATION

Le test ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM est un test immunologique chimioluminescent (CLIA) pour la
détermination quantitative, avec l'appareil ZENIT RA Analyser, des anticorps spécifiques de classe IgM
dirigés contre la cardiolipine, dans des échantillons de sérum ou plasma humain (EDTA, Héparine).

Ce dosage est utilisé comme auxiliaire de diagnostic dans I'évaluation du syndrome d’anti-phospholipides
(APS).

ATTENTION: Toute décision médicale ne peut étre basée sur le résultat de ce seul test, mais doit étre

fondée sur I'évaluation de 'ensemble des données cliniques et de laboratoire disponibles.

SIGNIFICATION CLINIQUE

La présence d’anticorps anti-phospholipides (aPL) chez des patients avec thromboses veineuses et/ou
artérielles ou chez des patients avec des complications obstétriques est le marqueur de laboratoire principal
(avec le LAC) pour le diagnostic du “syndrome d’anticorps anti-phospholipides (APS)’ '

Selon les critéres de Sapporo, mis a jour en 2006 e diagnostic de I'APS peut étre défini en présence d’au
moins un critére clinique et un de laboratoire.

Les criteres de laboratoire prévoient la positivité persistante au fil du temps (12 semaines) a un titre
moyen/élevé d’anticorps anti-cardiolipine (aCL) et/ou anticorps anti-Bo-Glycoprotéine | (aB.GPI) et/ou
anticorps “lupus anticoagulant” (LAC).

Les anticorps aCL et a-B.GPI peuvent étre d’isotype G ou bien M et avoir un titre supérieur a 40 U/mL.

La présence d’anticorps anti-phospholipides fut démontrée pour la premiére fois en 1941 dans des
échantillons de patients avec diagnostic sérologique de syphilis 2. On démontra que le sérum de ces patients
interagissait avec le phospholipide cardiolipine, contenu dans les extraits de cceur de boeuf du test VDRL
(Veneral Disease Research Laboratory ) considéré spécifique pour le diagnostic de la syphilis.

La spécificité du dosage VDRL fut mise en discussion par un nombre important de faux positifs dans des
échantillons de patients avec des maladies auto-immunitaires systémiques et en absence de maladies
vénériennes. En 1983, Harris et al. ®, utilisant une méthode a sensibilité élevée pour la détermination des
anticorps anti-cardiolipine, trouvérent chez 61 % des patients avec LES des concentrations élevées de aCL,
démontrant une corrélation significative entre niveaux d’anticorps et les thromboses veineuses et artérielles,
le “lupus anticoagulant” et la thrombocytopénie.

En 1990, deux groupes indépendants de chercheurs *® ont démontré que pour mettre en évidence les
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anticorps anti-cardiolipine, la présence de la B2-Glycoprotéine | est indispensable.

La p2-Glycoprotéine | a un poids moléculaire d’environ 50 kDa, une concentration plasmatique d’environ
0.15-0.30 mg/mL et une fonction biologique peu claire encore aujourd’hui (elle semble capable de moduler le
métabolisme des lipoprotéines, d’interférer dans certaines réactions de coagulation et avoir un effet anti-
agrégeant piastrinique 6'9). Des études cristallographiques récentes ont défini la structure tridimensionnelle
de la protéine et son organisation en 5 domaines '®", fournissant des informations utiles sur le
fonctionnement de cette molécule.

En particulier, le domaine V présente de nombreux résidus de lysine qui sont responsables de l'interaction
électrostatique de la Bo-Glycoprotéine | avec les phospholipides anioniques des membranes cellulaires 2 A
travers le méme mécanisme, a lieu “in vitro” la liaison entre la B,-Glycoproténe et la cardiolipine adsorbée
sur la phase solide. Il a été largement démontré que les anticorps anti-cardiolipine de patients avec
syndrome d’anticorps anti-phospholipides reconnaissent une portion modifiée de la Bo-Glycoprotéine I; ces
auto-anticorps ne sont pas capables de reconnaitre la cardiolipine, la Bo-Glycoprotéine native non liée a des
phases solides ou a d’autres structures **'*'°.

Les connaissances acquises jusqu’a présent nous permettent de définir les anticorps anti-cardiolipine
comme des anticorps capables de se lier a des néoépitopes par la liaison entre la B.-Glycoprotéine et la
cardiolipine adsorbée sur une phase solide.

Il a été ensuite démontré *'®

que les anticorps anti-cardiolipine chez des patients avec des maladies auto-
immunitaires peuvent reconnaitre la B.-Glycoprotéine | directement adsorbée sur des microplaques de
polystyréne, traité aux UV ou irradié. Dans ce cas également, la reconnaissance de la molécule de la part
des auto-anticorps est déterminée par les modifications structurelles causées par la liaison de la protéine a

la phase solide.

PRINCIPE DE LA METHODE

Le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM pour la détermination quantitative des IgM spécifiques anti-
cardiolipine, dépendants de la B.-Glycoprotéine |, utilise une méthode immunologique indirecte a deux
étapes basée sur le principe de la chimioluminescence.

Le complexe cardiolipine- B.-Glycoprotéine | est utilisé pour revétir les particules magnétiques (phase solide)
et un anticorps anti-IgM humaines est marqué avec un dérivé de I'ester d’acridinium (conjugué).

Durant la premiéere incubation, les anticorps spécifiques se trouvant dans I'échantillon, dans les calibrateurs
ou dans les contrdles se lient a la phase solide.

Durant la deuxiéme incubation le conjugué réagit avec les anticorps anti-cardiolipine IgM séquestrés par la
phase solide.

Aprés chaque incubation, le matériel non lié a la phase solide est enlevé a travers aspiration et lavage
successif.

La quantité de conjugué marqué restant lié a la phase solide est évaluée a travers I'activation de la réaction
de chimioluminescence et mesure du signal lumineux. Le signal généré, exprimé en unités relatives de
lumiere (RLU, Relative Light Unit), est indicatif de la concentration des anticorps spécifiques dans
I'échantillon, les calibrateurs et les controles.
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AUTOMATISATION

L'appareil ZENIT RA Analyser réalise en automatique toutes les opérations prévues par le protocole de
dosage: ajout dans le récipient de réaction des échantillons, calibrateurs, contrdles, particules magnétiques,
conjugué et solutions d’activation de la chimioluminescence; séparation magnétique et lavage des
particules ; mesure de la lumiéere émise.

Le systéme calcule les résultats du dosage pour les échantillons et les contréles a travers une courbe de
calibration mémorisée et imprime un rapport qui inclut toutes les informations relatives au dosage et au

patient.

MATERIELS ET REACTIFS

Matériels et réactifs fournis

REAG 1 MP 2.5mL

Particules magnétiques revétues avec le complexe cardiolipine- Bo-Glycoprotéine | dans un Tampon
Phosphaté contenant des protéines stabilisantes, un tensioactif, du Pro-Clin 300 et de I'azide de sodium (<

0.1 %) comme conservateurs.

REAG 2 | CONJ 25 mL

Anticorps monoclonal de rat anti-lgM humaines marqué par un dérivé de I'ester d’acridinium (conjugué),
dans un Tampon Phosphaté contenant des protéines stabilisantes et de I'azide de sodium (< 0.1 %) comme

conservateur.

REAG 3 | DIL 25 mL

Solution de Dilution Echantillons: Tampon Phosphaté contenant de I'albumine de sérum bovin, un

tensioactif, un colorant bleu inerte, du Pro-Clin 300 et de la Gentamicine SO, comme conservateurs.

REAG 4 | CALA 1.6 mL

Sérum humain a faible concentration en anticorps anti-cardiolipine IgM dans un Tampon Phosphaté
contenant de I'albumine de sérum bovin, un tensioactif, un colorant bleu inerte, du Pro-Clin 300 et de la

Gentamicine SO, comme conservateurs.
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REAG 5 |CALB 1.6 mL

Sérum humain a forte concentration en anticorps anti-cardiolipine IgM dans un Tampon Phosphaté
contenant de I'albumine de sérum bovin, un tensioactif, un colorant bleu inerte, du Pro-Clin 300 et de la

Gentamicine SO, comme conservateurs

Tous les réactifs sont préts a 'usage.

Les réactifs 1, 2 et 3 sont assemblés en un seul ensemble qui constitue la cartouche réactifs.

Les concentrations des Calibrateurs sont exprimées en MPL/mL (Unités MPL) et tarées par rapport aux
standards de référence “Harris”. Les valeurs des concentrations, spécifiques par lot de produit, sont
enregistrées dans le DATA DISK inséré dans le kit.

DATA DISK

Mini-DVD contenant les informations concernant tous les produits de la ligne ZENIT RA (Réactifs,
Calibrateurs, Sérums de contrle) mises a jour au dernier lot de production a I'exclusion des produits
périmés a la date de compilation du nouveau DATA DISK.

Il suffit de conserver le DATA DISK avec le numéro de lot le plus élevé pour maintenir a jour les informations

nécessaires pour le fonctionnement correct du systeme.

Matériels et réactifs nécessaires mais non fournis dans le kit

Appareil ZENIT RA Code. No. 41400

- Cube Cuvette ZENIT RA * Code No. 41402

Emballage de 960 cuvettes.

- Liquide Systeme ZENIT RA * Code No. 41409

1 bouteille de 0.5 litre de solution 10x.

- Solution de Lavage ZENIT RA * Code No. 41407

1 bouteille de 0.5 litre de solution 20x.

- Set Trigger ZENIT RA * Code No. 41403
1 flacon de 250 mL de Trigger A (solution de préactivation)

1 flacon de 250 mL de Trigger B (solution d’activation)

- Solution D-SORB ZENIT RA Code No. 41436
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Emballage de 2 bouteilles de 1 litre de solution préte a I'usage.

- Systeme Vérification Cartouche ZENIT RA * Code No. 41401

- Top Cap Set ZENIT RA Code No. 41566

300 bouchons supérieurs pour la fermeture des récipients des calibrateurs aprés la premiére utilisation.
(*) Lappareil ZENIT RA Analyzer et les accessoires identifiés par I'astérisque sont fabriqués par

Immunodiagnostic Systems S.A., Rue E. Solvay, 101, B-4000 Liege, Belgique et distribués par A. Menarini
Diagnostics Srl.

Autres Réactifs recommandés

SET DE CONTROLE APS IgM ZENIT RA Code No. 41454
3 flacons de 1.5 mL de sérum humain négatif et 3 flacons de 1.5 mL de sérum humain positif pour anticorps

anti-cardiolipine.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Les réactifs fournis dans le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM sont exclusivement pour usage diagnostic in
vitro et non pour usage in vivo chez ’homme ou les animaux.

Ce produit doit étre utilisé par des utilisateurs professionnels en respectant strictement les instructions
reportées dans ce document.

La société Menarini ne peut étre tenue responsable de pertes ou dommages dus a une utilisation non

conforme aux instructions fournies.

Précautions de sécurité

Ce produit contient du matériel d’origine animale et doit donc étre manipulé comme s’il contenait des agents
infectieux.

Ce produit contient du matériel d’origine humaine. Toutes les unités de sérum ou de plasma utilisées pour la
fabrication des composants du Set de Controle ont été analysées par des méthodes approuvées par la FDA
et ont résulté non réactives a la présence de HBsAg, anti-HCV, anti-HIV1 et anti-HIV2.

Cependant, vu qu'aucune méthode d’analyse n’est capable de garantir 'absence d’agents pathogénes, tout
le matériel d’origine humaine doit étre considéré potentiellement infectieux et manipulé comme tel.

En cas d’emballage endommagé avec déversement des réactifs, effectuer la décontamination de la zone
intéressée avec une solution diluée d’'Hypochlorite de Soude aprés s’étre protégé avec des dispositifs de
protection individuelle (tablier, gants, lunettes).

Effectuer I'élimination du matériel utilisé pour le nettoyage et des déchets d’emballage impliqués dans le

déversement sur base des normes nationales pour I'élimination des déchets potentiellement infectés.
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Certains réactifs contiennent de I'azide de sodium comme conservateur. Etant donné que 'azide de sodium
peut réagir avec le plomb, le cuivre et le laiton plombé en formant des azides explosifs dans les
canalisations, il est recommandé de ne pas éliminer les réactifs ou les déchets dans les égouts mais de

suivre les normes nationales en matiére d’élimination des déchets potentiellement dangereux.

Précautions opérationnelles

Pour obtenir des résultats fiables, il faut s’en tenir étroitement & ces Instructions pour I'utilisation et suivre
scrupuleusement ce qui est indiqué dans le manuel opérationnel de I'appareil.

Les réactifs fournis dans le kit doivent étre utilisés exclusivement avec le systeme ZENIT RA Analyzer.

Les composants de la cartouche réactifs ne peuvent étre enlevés de la cartouche et réassemblés.

Ne pas utiliser le kit apres la date de péremption.

PREPARATION DES REACTIFS

Les réactifs fournis dans le kit sont préts a 'usage.

CONSERVATION ET STABILITE DES REACTIFS

Conserver les réactifs fournis dans le kit entre 2-8 °C en position verticale et a I'obscurité.

Dans ces conditions, la cartouche réactifs et les calibrateurs non ouverts sont stables jusqu’a la date de
péremption.

Aprées ouverture, la cartouche réactifs peut étre utilisée pendant 60 jours si conservée au frigo entre 2-8 °C
ou bien dans la machine.

Apres ouverture, les calibrateurs peuvent étre utilisés pendant 60 jours si conservés au frigo entre 2-8 °C

ou bien si la permanence dans la machine ne dépasse pas les 6 heures par séance.

Ne pas congeler les réactifs et les calibrateurs.

PREPARATION ET CONSERVATION DES ECHANTILLONS

Le dosage doit étre effectué sur des échantillons humains de sérum et plasma (EDTA - Héparine).
L'utilisation d’échantillons lipémiques, hémolysés et troubles est déconseillée.

Si le dosage est effectué aprés plus de 8 heures du prélévement, séparer le sérum du caillot ou le plasma
des globules rouges en le transférant des éprouvettes primaires de séparation avec gel dans les éprouvettes
secondaires sans additifs.

Avant d’étre analysés, les échantillons peuvent étre conservés au frigo entre 2-8 °C pendant maximum 7
jours.

Si le dosage est réalisé aprés plus de 7 jours, conserver les échantillons congelés (< - 20 °C).

Eviter les congélations et décongélations répétées.
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PROCEDURE

Pour obtenir des prestations analytiques fiables, s’en tenir scrupuleusement aux instructions reportées dans

le manuel opérationnel de cet appareil.

Chargement des réactifs

Tous les réactifs fournis dans le kit sont préts a 'usage.

Avant d’insérer la cartouche réactifs dans le systéme, le récipient des particules magnétiques doit étre agité
par rotation horizontalement de fagon a favoriser la remise en suspension des particules. Réaliser 'opération
en évitant la formation de mousse.

Placer la cartouche réactifs dans la zone réactifs de I'appareil en utilisant la glissiere prévue et laisser en
agitation pendant au moins 30 minutes avant l'utilisation.

Le positionnement de la cartouche réactifs détermine en méme temps la lecture du code a barres
d’identification. Si I'étiquette de la cartouche est endommagée ou en cas de non lecture, les données
d’identification peuvent étre insérées manuellement.

L’appareil maintient automatiquement en agitation continue les particules magnétiques.

Si la cartouche réactifs est enlevée de I'appareil, la conserver verticalement, a 'obscurité et entre 2-8 °C.

Chargement des calibrateurs et des contrbles

Les calibrateurs et les contrOles ZENIT RA sont préts a 'usage. Laisser les calibrateurs et les controles a
température ambiante pendant 10 minutes. Agiter délicatement le contenu, manuellement ou au moyen du
vortex, en évitant la formation de mousse. Ne pas retourner le récipient et ne pas enlever le bouchon
perforateur de fermeture (bouchons jaunes pour les calibrateurs et bouchons verts ou bleus pour les

contrles).

Au cas ou I'on utilise les calibrateurs ou les contrbles pour la premiére fois, enfoncer le bouchon perforateur
a fond vers le bas. Par cette opération, la membrane qui scelle le récipient sera perforée en rendant possible
le prélevement du liquide qui y est contenu. L’abaissement du bouchon perforateur est signalé par la
couverture simultanée de la bande de couleur rouge se trouvant sur le cété supérieur de I'étiquette. (Voir Fig.
1 — Récipient scellé et Récipient perforé).

Au cas ou les calibrateurs ou les contréles ont déja été utilisés auparavant, le récipient sera équipé du
bouchon supérieur de fermeture (bouchon blanc) et la bande rouge de I'étiquette sera recouverte.

On ne peut charger sur I'appareil qu’exclusivement les récipients sans bouchon supérieur et avec la bande

rouge recouverte (Voir Fig. 1 — Récipient perforé).

Insérer dans I'appareil les calibrateurs ou les contréles dans la zone échantillons aprés lecture du code a
barres. Les données du code a barres peuvent aussi étre insérées manuellement en cas d’étiquette
endommageée ou en cas de non lecture.

Les valeurs de la concentration des anticorps IgM anti-cardiolipine se trouvant dans les calibrateurs ou dans
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les contrbles sont enregistrées dans le DATA DISK et automatiquement transférées a I'analyseur. En cas

d’absence de transfert des données, on peut les insérer manuellement.

A la fin de la séance, les récipients des calibrateurs et des contrOles doivent étre refermés avec les
bouchons supérieurs prévus (bouchons blancs) et transférés a 2-8 °C jusqu’a leur utilisation successive (Voir

Fig. 1 — Récipient fermé).

Les calibrateurs peuvent étre utilisés au maximum quatre fois.

Figure 1: Layout récipient

Récipient scellé Récipient perforé Récipient fermé
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Chargement des échantillons

Identifier les échantillons en utilisant le lecteur code a barres et les placer dans I'appareil, dans le récipient
prévu. En cas d’absence de code a barres sur I'échantillon ou en cas de non lecture, les données
d’identification de I'échantillon peuvent étre insérées manuellement.

Sélectionner pour chaque échantillon les paramétres requis.

Calibration

L’'appareil ZENIT RA Analyzer utilise une courbe de calibration mémorisée (courbe maitresse), générée par
le producteur pour chaque lot de cartouche réactifs.

Les parameétres des “courbes maitresses”, ainsi que les valeurs des concentrations des calibrateurs, sont
mémorisées dans le DATA DISK et transférées dans la base de données de I'appareil.

Les calibrateurs A et B sont utilisés pour recalibrer la “courbe maitresse” en fonction tant de I'appareil utilisé
que des réactifs a bord.

Pour réaliser la recalibration, analyser en triple les deux calibrateurs A et B et en simple les contrbles. Les
valeurs de concentration obtenues avec les controles permettent de valider la nouvelle calibration.

Une fois que la recalibration de la “courbe maitresse” a été acceptée et mémorisée, tous les échantillons
successifs peuvent étre analysés sans calibration supplémentaire, sauf dans les cas suivants:

- quand on charge a bord de I'appareil une cartouche réactifs avec un nouveau lot;

- quand les valeurs des contrbles ne rentrent pas dans l'intervalle d’acceptabilité;
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- quand on effectue la procédure d’entretien de I'appareil;
- quand la validité de la “courbe maitresse” recalibrée est périmée.
La validité de la “courbe maitresse” recalibrée pour le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM est de 15 jours.

La gestion de la recalibration est mise en ceuvre en automatique par I'appareil.

Dosage
Appuyer sur la touche de mise en route.

1. Le systéme aspire 100 pL de Diluant Echantillons, 20 yL de Particules Magnétiques, 100 uL de Diluant
Echantillons et 6 uL d’échantillon ou contréle (pour les calibrateurs, le sérum positif est fourni prédilué
avec le Diluant Echantillons et le volume prélevé est de 106 pL). Les solutions et la suspension sont
distribuées dans la cuvette de réaction.

La cuvette de réaction est incubée dans le rotor a 37 °C pendant 10 minutes.

Apres cette phase d’incubation, les particules magnétiques sont séparées et lavées.

Dans la cuvette, on distribue 200 yL de conjugué.

La cuvette de réaction est incubée dans le rotor a 37 °C pendant 10 minutes.

o a s~ e DN

Aprés cette derniére phase d’incubation, les particules magnétiques sont séparées et lavées et la
cuvette est transférée dans la chambre de lecture.

7. La quantité de conjugué lié a la phase solide, exprimée en RLU, est directement proportionnelle a la
concentration en IgM anti-cardiolipine se trouvant dans I'échantillon.

8. Les réponses obtenues sont interpolées sur la courbe de tarage et transformées en concentrations.
Les échantillons avec des valeurs de concentration plus élevées que la limite supérieure de l'intervalle de

mesure peuvent étre dilués et retestés. La nouvelle valeur obtenue est multipliée, pour obtenir le résultat

final, par le facteur de dilution utilisé.

CONTROLE QUALITE

Pour assurer la validit¢é du dosage, on doit mesurer des sérums de contréle a différents niveaux de
concentration (au moins un sérum négatif et un sérum positif) chaque jour ou I'on effectue un dosage.

Si le laboratoire demande, pour la vérification des résultats du dosage, une utilisation plus fréquente ou un
nombre plus élevé de contrbles, effectuer les procédures de contréle qualité qui y sont établies.

Si l'on utilise des sérums de controle ZENIT RA, les valeurs attendues moyennes et les limites
d’acceptabilité sont celles reportées dans le DATA DISK se trouvant également dans I'emballage des
contrdles.

Si I'on utilisait des sérums de contrble différents, il faut, avant leur utilisation, définir les valeurs attendues
avec les réactifs et le systéme ZENIT RA.

Si la valeur des contréles ne rentrait pas dans l'intervalle d’acceptabilité spécifié, les résultats relatifs du
dosage ne seraient pas valides et les échantillons respectifs devraient étre analysés a nouveau.

Dans ce cas, il faut réaliser une procédure de recalibration avant la répétition du dosage.
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CALCUL ET INTERPRETATION DES RESULTATS

Calcul des résultats

La concentration des anticorps IgM anti-cardiolipine se trouvant dans les échantillons en examen est
calculée automatiquement par le systéme. Les valeurs peuvent étre visualisées a travers lecture sur I'écran
Oou impression.

Les concentrations sont exprimées en MPL U/mL.

Le calcul de la concentration en analyte de I'échantillon se fait a travers lecture de la réponse obtenue pour
chaque échantillon sur une courbe de calibration élaborée a travers un systéme de “fitting” logistique a
quatre paramétres (4PL, Y pondéré), corrigée périodiquement en fonction des réponses obtenues dans le

dosage des calibrateurs.

Pour des informations détaillées sur comment le systeme calcule les résultats, consulter le manuel

opérationnel du systéme.

Interprétation des résultats

La gamme de mesurabilité du dosage ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM est: 0.0 — 300 MPL U/mL.

Les valeurs inférieures a 0.0 MPL U/mL sont des valeurs extrapolées et peuvent étre reportées comme
“égales a 0.0 MPL U/mL".

Les valeurs supérieures a 300 U/mL peuvent étre reportées comme “supérieures a 300 MPL U/mL”, ou

testées a nouveau apres dilution.

Les résultats des échantillons peuvent étre interprétés de la fagon suivante:

(MPL U/mL) Interprétation
<10 L’échantillon doit étre considéré Négatif pour la présence de IgM anti-cardiolipine
220 L’échantillon doit étre considéré Positif pour la présence de IgM anti-cardiolipine

Les valeurs reportées ci-dessus doivent étre considérées uniquement comme valeurs suggérées. Chaque

laboratoire doit établir ses propres intervalles de référence.

LIMITES DU DOSAGE

Pour établir un diagnostique, les résultats obtenus avec le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM et le systéme
ZENIT RA Analyzer doivent étre utilisés avec d’autres données cliniques et de laboratoire a la disposition du
médecin.

La contamination bactérienne des échantillons et I'inactivation a la chaleur peuvent influencer le résultat du
dosage.

Les anticorps hétérophiles se trouvant dans les échantillons de sérum humain peuvent réagir avec les
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réactifs a base d'immunoglobulines, causant des interférences dans les dosages immunologiques in vitro.
Ces échantillons peuvent donner lieu a des valeurs anormales si analysés avec le kit ZENIT RA
CARDIOLIPINE IgM.

VALEURS ATTENDUES

On a analysé les échantillons de 99 donneurs sélectionnés au hasard pour vérifier la présence d’anticorps
IgM anti- cardiolipine.

Tous les échantillons analysés étaient négatifs, avec une valeur moyenne de 1.3 MPL U/mL et une déviation
standard de 1.48 MPL U/mL.

Avec les résultats obtenus, on a calculé la “Limit of Blank” (LoB = la plus haute valeur que I'on puisse
attendre dans une série d’échantillons qui ne contiennent pas I'analyte). La “Limit of Blank”, déterminée

comme le 95° percentile de la population négative, était égal a 4.3 MPL U/mL avec le lot de réactifs n° 2.

SENSIBILITE ET SPECIFICITE CLINIQUE

On a testé avec le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM un total de 344 échantillons dont 68 échantillons de
patients atteints du syndrome d’anticorps anti-phospholipides (APS), 46 échantillons de patients atteints de
maladies auto-immunitaires systémiques rhumatoides (7 conjonctives, 15 lupus érythémateux systémique,
24 arthrite rhumatoide), 30 échantillons de patients atteints de diverses pathologies infectieuses (5 HIV, 7
HBV, 18 HCV), 100 échantillons de sujets normaux et 100 échantillons de donneurs.

Dans la population présumée négative (46 échantillons de patients atteints de maladies auto-immunitaires
systémiques rhumatoides, 30 échantillons de patients atteints de diverses pathologies infectieuses, 100
échantillons de sujets normaux et 100 échantillons de donneurs) étudiée, 7 échantillons étaient positifs et
269 négatifs.

- Spécificité diagnostique: 97.5 % (269/276)

Dans la population présumée positive (68 échantillons de patients atteints du syndrome d’anticorps anti-
phospholipides) étudiée, 41 échantillons étaient négatifs et 27 positifs.

- Sensibilité diagnostique: 39.7 % (27/68)

Sur base des résultats de la spécificité et de la sensibilité diagnostique, 'accord diagnostique est de 86.0
% (296/344).

Des 68 échantillons de patients atteints du syndrome d’anticorps anti-phospholipides, 58 échantillons étaient
positifs avec le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgG (85.3 %).

PRESTATIONS

Avertissement: les données présentées ne représentent pas les spécifications de fonctionnement du Kkit,
mais constituent une démonstration expérimentale de comment fonctionne le kit dans ces spécifications de

la fagon prévue par le producteur.

Précision et Reproductibilité
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La précision et reproductibilit¢ du kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM ont été évaluées en utilisant un

protocole basé sur les lignes de conduite du document EP5-A2 de la Clinical and Laboratory Standards

(CLSI).

La précision a été calculée en analysant les résultats de 20 réplications de cinq sérums (un négatif et

quatre positifs avec différentes concentrations de anti-cardiolipine 1gG) réalisées avec deux lots différents de

réactifs lors de la méme séance expérimentale.

La concentration du sérum anti-cardiolipine IgM négatif (N3) était comprise dans l'intervalle de 0.0 a 0.0

MPL U/mL et de 0.0 a 0.0 MPL U/mL respectivement avec le lot de réactif n® 1 et n° 2.

Dans le tableau se trouvent les résultats obtenus avec les 4 sérums positifs.

Concentration

Echantillon Lot réactif n° DS CV %
movenne (MPL U/mL)

1 22.2 1.16 5.2
P1

2 20.8 0.92 4.4

1 47.8 2.50 5.2
P2

2 44.8 1.06 2.4

1 88.3 5.94 6.7
P3

2 87.2 3.54 4.1

1 182.2 7.83 4.3
P4

2 176.3 4.07 2.3

La reproductibilité a été calculée en analysant les résultats de la détermination de cinqg sérums (un négatif

et quatre positifs avec différentes concentrations de anti-cardiolipine IgM) réalisée en simple, en 30 séances

différentes, avec deux lots de réactifs différents.

La concentration du sérum anti-cardiolipine IgM négatif (N3) était comprise dans l'intervalle de 0.0 a 2.3 MPL

U/mL.

Dans le tableau se trouvent les résultats obtenus avec les 4 sérums positifs.

Concentration

Echantillon DS CV %
movenne (MPL U/mL)
P1 22.9 2.14 9.3
P2 54.6 4.15 7.6
P3 131.2 8.79 6.7
P4 162.2 14.68 9.1
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Linéarité des Dilutions
La linéarité des dilutions du kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM a été évaluée en utilisant un protocole basé

sur les lignes de conduite du document EP6-A de la Clinical and Laboratory Standards (CLSI).

On a dosé des dilutions scalaires de 3 sérums a concentration élevée de IgM anti-cardiolipine, réalisées
avec le Diluant Echantillons.

Les résultats de cette étude sont résumés dans le tableau suivant.

Facteur de Concentration Concentration Recouvrement
Echantillon L i
dilution mesurée (MPL U/mL) | attendue (MPL U/mL) %

1 86.5 - (100)
1

2 40.6 43.3 93.8

4 20.7 21.6 95.8

1 202.8 - (100)
2 2 81.0 101.4 79.9

4 39.9 50.7 78.7

8 19.0 254 74.8

1 64.4 - (100)
3

2 33.5 32.2 104.0

4 16.1 16.1 100.0

Il faut dans tous les cas souligner que tous les sérums, quand ils sont mesurés a des dilutions différentes, ne
peuvent fournir des résultats linéaires a I'intérieur de l'intervalle de mesurabilité car le résultat dépend non

seulement de la concentration mais aussi de I'affinité des anticorps se trouvant dans I'échantillon.

Sensibilité Analytique
La sensibilité analytique du kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM, exprimée comme limite de détection (Limit

of Detection — LoD: c’est a dire la plus petite quantité d’analyte que la méthode est capable de mesurer) a

été évaluée en utilisant un protocole basé sur les lignes de conduite du document EP17-A de la Clinical and
Laboratory Standards (CLSI) et la formule pour le calcul LoD = LoB + Cg SDs (ou LoB représente la valeur de
la “Limit of Blank”, SD; la déviation standard estimée de la distribution de I'échantillon a faible concentration
et Cg est dérivé du 95 ° percentile de la distribution standard gaussienne).

On a utilisé 4 échantillons a faible concentration en analyte, déterminés en simple avec deux différents lots
de réactifs en 15 expériences différentes.

La limite de détection du kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgG est de 6.8 MPL U/mL.

Les valeurs de la limite de détection, ainsi que les considérations de caractére clinique et les résultats de

comparaison avec des méthodes de référence ont contribué a la définition de la valeur cut-off.
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Spécificité Analytique: Interférences

Une étude basée sur les lignes de conduite du document EP7-A2 de la CLSI a démontré que les prestations
du dosage ne sont pas influencées par la présence dans I'échantillon des substances potentiellement

interférentes reprises dans le tableau suivant, jusqu’a la concentration expérimentée.

Substances potentiellement interférentes Concentration maximale expérimentée
Bilirubine libre 20 mg/dL
Bilirubine conjuguée 28 mg/dL
Hémoglobine 1000 mg/dL
3000 mg/dL

Acides gras

L'utilisation d’échantillons lipémiques, hémolysés ou troubles est toutefois déconseillée.

Spécificité Analytique: Réactions croisées

Pour évaluer les réactions croisées potentielles de I'antigéne utilisé pour sensibiliser les microparticules, on
a mené une étude avec 24 échantillons, tous avec des niveaux élevés d’'autres auto-anticorps et négatifs
pour les anti-cardiolipine IgM.

Les échantillons utilisés étaient subdivisés comme suit: SS-A (2), SS-B (2), U1-snRNP (1), Jo-1 (3), Scl-70
(2), Cenp B (2), Histones (2), Nucléolaires (1), Gliadine/t-TG (3), CCP (1), RF (1), dsDNA (2), MPO (1), PR3
(1).

L’étude n’a montré aucune réaction croisée significative de I'antigéne en phase solide avec les autres auto-

anticorps.

Effet saturation a fortes doses

Certaines méthodes immunologiques employées pour la détermination d’échantillons contenant I'analyte a
des concentrations extrémement élevées peuvent fournir des niveaux apparents en analyte sous-estimés
(Effet hook).

La méthode utilisée dans le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE IgM, étant une méthode a deux incubations, ne
subit pas cet effet.

Un échantillon avec une concentration extrémement élevée (au-dessus de l'intervalle de mesure) de IgM

anti-cardiolipine a confirmé I'absence d’effet “hook” jusqu’a la concentration de 593 MPL U/mL.

Sensibilité et Spécificité Relative

La présence d’anticorps anti-cardiolipine IgM a été déterminée en utilisant le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE
IgM et une méthode de dosage ELISA disponible dans le commerce sur 245 échantillons dont 69
échantillons atteints du syndrome d’anticorps anti-phospholipides (APS), 46 échantillons de patients atteints
de maladies auto-immunitaires systémiques rhumatoides, 30 échantillons de patients atteints de diverses

pathologies infectieuses et 100 échantillons de sujets normaux.
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12 échantillons ont donné lieu a des résultats discordants entre le dosage ZENIT RA et le dosage ELISA
disponible dans le commerce.

La concordance relative est donc de 95.1 % (233/245).

La sensibilité relative est de 92.3 % (24/26).

La spécificité relative est de 95.4 % (209/219).

Calibration et préparation de référence

Le systeme est calibré par rapport aux sérums de référence “HARRIS” (Product no. 6495GM, Lot no.
021008), reconnus internationalement.

La quantité d’anticorps anti-cardiolipine IgM se trouvant dans le réactif de référence “ Human IgM Anti-
Cardiolipin Monoclonal Antibody EY2C9 20 ug/ml (CDC, Cat. No. 1S2718, Lot no. 05-0059 09/20/05)",
reconstitué avec 0.5 mL (concentration protéique: 20 ug/mL), testée avec le kit ZENIT RA CARDIOLIPINE
IgM, est de 300 MPL U/mL.
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