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HITAlert™ Kit

Diagnosis of Heparin Induced Thrombocytopenia
(HIT) by flow cytometry
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V¥ 30 tests [1i] package insert

This product is protected by US patent 5,763,201.
IQ Products is exclusive licensee of this patent.

Intended use

Immune heparin induced thrombocytopenia (HIT) is a
distinct syndrome in which laboratory detection of the
pathological HIT antibodies is diagnostically useful. The
HITAlert™ Kit, a qualitative, rapid, non-automated and flow
cytometric platelet activation assay, detects antibodies
based on their characteristic platelet-activating properties in
venous blood samples of patients suspected of HIT. This
HITAlert™ Kit should be used as a screening test and only be
executed and interpreted by well-trained and authorized
laboratory technicians. The results should always be used in
conjunction with clinical findings and other serological tests.

Principle of the test

Immune heparin induced thrombocytopenia (HIT) is a
distinct syndrome in which laboratory detection of the
pathogenic HIT antibodies is diagnostically useful. This
platelet activation assay, which detects antibodies based on
their characteristic platelet-activating properties, is different
from the antigen assays, which measures antibodies reactive
to platelet factor 4 (PF4) - heparin complexes or PF4 -
polyanion complexes. Part of the pathogenic antibodies can
be specific for heparin complexes based on heparin and
interleukin-8 or heparin and neutrophil-activating peptide 2
though. The HITAlert™ Kit shows antibodies that recognize
heparin complexes independent of the second molecule and
it only shows those antibodies capable of inducing activation
of the platelets. The antibodies that bind to the complex are
able to bind to the Fcyll receptor on the platelet and activate
the platelet.

For the HITAlert™ Kit donor platelets (PRP) are used, which
are incubated in the presence of patient serum and in the
presence or absence of heparin. When pathogenic antibodies
are present the activation of the donor platelets is shown
using a platelet activation marker. By incubating the samples
with an antibody against platelets and the activation marker
this reaction can be visualized using flow cytometry. For the
evaluation of the stained sample a standard flow cytometer,
capable of detecting FITC (FL-1) and R-PE (FL-2)
fluorescence, and software are necessary.

For each suspected HIT patient a set of assay samples is
tested:
I. A sample of donor PRP with heparin; to show
background activation due to handling and to exclude
that the PRP donor is HIT positive.

II. A sample of PRP with Ca-ionophore; to have activated
thrombocytes, that can be used to set the flow
cytometer.

III. A sample of donor PRP with patient serum; to show
‘background’ activation due to the serum.

IV. A sample of donor PRP with patient serum and a
physiological concentration of heparin; to show
activation due to the presence of heparin complex
binding antibodies.

V.A sample of donor PRP with patient serum and excess of
heparin; this sample should show a decrease in platelet
activation in case of a positive sample IV, since immune
complexes are disrupted due to the high concentration
of heparin.
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It is advised always to include a sample of a known HIT II
positive patient (material NOT supplied).

HITAlert™ Kit content

Reagent A | Assay buffer 5 ml

Reagent B Heparin 150 pl
Platelet Activator :

Reagent C (Ca-Tonophore) 1 vial

Reagent D | Staining buffer 20 ml
Platelet marker

Reagent E (Monoclonal antibody) 200 ul
Platelet Activation marker

Reagent F (Recombinant Protein) 200 pl

Reagent G Heparin 1000 U/ml 150 pl

2.2 ml PP vials used for the sample incubation | 30

Each kit contains sufficient reagents to test 6 patients
(30 tests).

Laboratory material required but not included

- Flow cytometer

- Citrate blood collection tube, for instance Greiner Vacuette
454382

- Tubes fitting the flow cytometer

+ 70% or 96% ethanol

- Shaker (for instance ELISA plate shaker or platelet
agitator)

- Laboratory centrifuge

- Adjustable micropipettes and tips

¥4 Storage

Upon receipt, store kit at 2 to 8 °C. Avoid direct sunlight.
Reagents stored according to stated storage instructions are
stable until the expiration date indicated on the label. For
repeatedly testing store the reagents immediately after
usage at 2 to 8 °C and the dissolved reagent C at -20 °C.

A&%s  Warning and precautions

Reagents containing sodium azide may react with lead or
copper plumbing to form explosive metal azides. On disposal,
flush with large amounts of water to prevent azide build-up.
All reagents should be handled in accordance with good
laboratory practices using appropriate precautions. In
addition, handle all patient samples with appropriate
precautions. Do not pipette by mouth and wear gloves during
the procedure. For detailed information please find the Safety
Data Sheet on: www.igproducts.nl. Please be aware of the
obligation of users of this kit to notify the manufacturer and
designated authorities about incidents concerning this
product.

Substitution of components other than those provided in this
kit may lead to inconsistent or erroneous result.

The test must be performed by well-trained and authorized
laboratory technicians. Please contact the manufacturer
when the original kit is damaged.

Instrument Requirements

. Make sure that the flow cytometer is calibrated correctly
according to manufacturer’s instruction.

e It is advised to perform instrument calibration and
maintenance on regular basis.

e The flow cytometer should be operated by a technician
skilled in the art. Evaluation of the results should be
done by someone skilled in the interpretation of flow
cytometric data.
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Specimen Collection and Preparation
Platelet rich plasma (PRP)

Not all platelet donors have platelets suitable to make PRP
to use for functional assays. PRP from several different
donors should be tested with a patient sample known
positive for HIT. The donor most suitable will give the
highest activation in sample IV (patient sample with
physiological concentration of heparin). It also important to
screen the same platelet donors with a sample from
individuals known to be negative for HIT.

It is important that the platelet donor did not use platelet
inhibitors, like aspirin, or anti-inflammatory drugs, like
Ibuprofen, Advil, etc. during the last 3 to 4 days prior to
the blood draw. These agents can cause failure of the
assay, although reagent C may still work well.

Preparation of platelet rich plasma (PRP)

- Collect venous blood of a 0 blood type donor into a Citrate
Solution Evacuated Tube (for instance: 454382, Greiner
Vacuette), using aseptic venapuncture.

- Mix the blood with the citrate once by gently inverting the
tube. Prevent unnecessary agitation.

- The blood sample should be stored at room temperature
(20 to 25 °C) and processed directly after drawing.

- Spin the blood 5 minutes at 100g with low acceleration and
brake off.

- Remove the cap and collect the upper yellow fluid (this is
the PRP) into an empty tube. Stay well above the red and
white cell pellet! WBC and RBC are inconvenient in the test.

- Use the PRP within 2 hours.

Processing of a fresh patient sample

- Collect venous blood from the patient into a no additive
(serum) tube (for instance 454045, Greiner Vacuette),
using aseptic venapuncture.

* To collect the serum, allow 30 minutes for clot forming and
spin the tube 20 minutes at 1000g at RT.

- Remove the cap and collect the upper yellow fluid (serum)
into an empty tube. Stay well above the red and white cell
pellet and away from the clot.

- The serum sample should be stored at room temperature
(20 to 25 °C) until processing.

- Process serum sample within 12 hours after collection.
Serum can be stored for a longer period at -80 °C.

Processing of a frozen patient sample

- Frozen patient serum can also be used, for instance when
the sample should be tested on a different location. It is
advised to use serum that has only been frozen once.

- Store the samples on ice after thawing.

- Centrifuge the samples before use at high speed (20
minutes at 1000 g) to remove aggregates or filter them
through a 0.2 um centrifugal filter (for instance VWR 516-
0233).

Test Procedure HITAl/ert™ Kit

Do not use pre-warmed or heated (heat inactivated) patient
serum.

1. Dissolve reagent C in 200 pl 70% or 96% ethanol. This
is the reagent C stock solution.

2. Mix the reagent C stock solution well by vortexing or end
over end mixing.

3. Reagent C needs 15 to 30 minutes to dissolve completely
in ethanol. The dissolved material might show a little
precipitation.

4. This reagent C stock solution can be used directly for the

assay. Mark the vial properly and store the reagent C

stock solution after use at -20 °C, so it can also be used
for the next assays from the same Kkit.

Sample incubation

It is important that the steps are executed in the right
order and with care. Abrupt agitation will decrease the
reliability of the assay.

Perform the first incubation step (table 1) in the 2.2 ml
vials included in the kit.

Perform the assay by adding together the reagents from
left to right on the bottom of a 2 ml vial (Make sure you
use a new tip with every pipetting step):

Assay
Samples
Reagent A
PRP
Reagent B
Reagent G
Reagent C

—

35l
35 pl
30 i
25 pl 10 pl
25 pl 10 pl

10 pl

10 pl
10 pl

II
II1
v
\Y

5l

5ul

Table 1.
incubation.

Components together for sample

I:
II:
III:
1V:
V:

PRP with heparin

PRP with calcium ionophore

PRP with patient sample

PRP with patient sample and heparin

PRP with patient sample and 100 U/ml heparin

Mix the suspension carefully by pipetting up and down.
Avoid generating air bubbles.

Incubate the tubes at room temperature (20 to 25 °C)
on a horizontal orbital shaker for one hour. The speed of
the shaker must be fast enough to get a slight
movement of the samples. Avoid the generation of air
bubbles.

Staining of the samples

10. Prepare 5 tubes (suitable for flow cytometry) by labeling
them with I, II, III, IV and V.

Make in a new tube a mixture of 210 pl reagent D,
30 ul reagent E and 30 pl reagent F and mix well.

Add 45 pl of this mixture to each of the tubes from step
10. Store the tubes in the dark until part of the incubated
assay sample can be added.

After the one hour incubation (step 9) add 5 pl of the
assay sample mixture to the corresponding tube with
staining solution. Mix the samples by carefully pipetting
up and down. Avoid generation of air bubbles. Incubate
the mixture 15 minutes in the dark at room temperature
(20 to 25 °Q).

Add 400 pl reagent D to the tube.

The cells are now ready for acquisition and evaluation by
flow cytometry. Please run acquisition as soon as
possible and no later than 30 minutes after addition of
reagent D.

11.

12.

13.

14.
15.

Data collection

Adjustment of flow cytometer
For adjustment of the flow cytometer settings three tubes
are used (table 2):

- Label three tubes (suitable for the cytometer) with S1, S2

and S3.

- Add the different components to the tubes following table

2. Make sure to add 5 pl assay sample II in each tube.

- Mix the tubes carefully by pipetting up and down avoid

generating of air bubbles. Incubate 15 minutes in the
dark at RT.
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- Add 400 pl reagent D to each tube.
- Cells are now ready to use for set up of the flow

cytometer.
Tube Samples Reagent Reagent Reagent
(5 ul) D E F
S1 II 45 pl --- ---
S2 II 40 pl 5yl ---
S3 II 40 pl --- 5 ul

Table 2. Components to add together for adjustment of the
settings of the flow cytometer. Platelets are used from assay
sample II (step 4).

Analysis

Make three dot plots, a Forward scatter (FSC) vs.
Sideward Scatter (SSC) dot plot with logarithmic scale
to select the platelets, a R-PE vs. SSC dot plot to select
the platelet marker positive events and a FITC vs. R-PE
dot plot to determine the activation of the platelets.

Adjust the voltage settings for the FSC-SSC by use of
tube S1.

Select all platelets by using a region and exclude debris
and background noise by setting the appropriate FSC
threshold (see Cytogram 1). Do not make the gate too
tight on the lower left hand side. After activation of the
platelets part of the platelets will get smaller
(microvesicles). This gate can be checked by using
backgating of the activation marker and platelets marker
positive cells from step 5. Activate the region for the
next step in the evaluation.

0 W
FSCA

Cytogram 1. SSC (vertical) / FSC (horizontal) dot plot
and region to select the platelets.

Sample S1 is also used to adjust the FL-1 and FL-2
photomultiplier tube (PMT) voltages. Make a FL-1/FI-2
dot plot and set the FL-1/FL-2 baseline signals in the
lower left corner in an FL-1 vs. FL-2 dot plot (see
Cytogram 2).

Cytogram 2. Correct adjustment of the PMT voltages
for FL-2 (vertical) and FL-1 (horizontal) of the
unstained sample.

Sample S2 and S3 are used for adjusting the
compensation. These compensation settings between
FITC (FL-1) and R-PE (FL-2) fluorescence signals should
be optimized to separate the stimulated (FL-1 positive)
from the unstimulated (FL-1 negative) platelets correctly.
a. use sample S2 to adjust the compensation of R-PE
(FL-2) from the FITC (FL-1 ) channel (see
Cytogram 3).
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b. use sample S3 to adjust the compensation of FITC
(FL-1) from the R-PE (FL-2) channel (see
Cytogram 4).

P

Cytogram 3. Compensation of R-PE (FL-2, vertical)
signal from the FL-1 (horizontal) channel.

w o
FITC-A

Cytogram 4. Compensation of FITC (FL-1, horizontal)
signal from the FL-2 (vertical) channel.

Finally the assay samples can be analyzed one by one
after selecting the platelet marker (FL-2) positive events
in a SSC / FL-2 dot plot.

List mode files of at least 10.000 events should be
collected for FSC, SSC, and fluorescence signals for both
fluorochrome conjugated antibodies with the region
gated at the platelets (SSC/R-PE). Less than 10.000
events will influence the accuracy of the assay.

Make sure to select the intermediate positive events
also. These are platelet particles that are formed after
activation of the platelets.

FEA

Cytogram 5. Selection of R-PE-positive platelets in
SSC - R-PE plot.

The evaluation is done with the use of a quadrant, which
is set just below the platelet marker positive population
and just right to this population (see Cytogram 6 A, B,
C, D and E). The percentage of activated platelets is
expressed as percentage of the platelet population.
Make sure both regions, the one from Cytogram 1 and
the one from Cytogram 5 are both activated.
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Cytogram 6. Typical figures from one set of assay
samples of a positive patient performed with the
HITAlert™ kit and evaluated on a BD FACSCanto II
A. unstimulated sample (I.) B. Ca-ionophore stimulated
sample (II.) C. patient sample without heparin (III.)
D. patient sample with heparin (IV.) and E. patient
sample with excess of heparin (V.)

Results

The results of the evaluation of patient blood samples are a
qualitative and reliable source to determine the presence of
heparin complex specific pathogenic antibodies in peripheral
blood.

Results should be used in conjunction with clinical findings or
other serological tests.

Interpretation
Patient negative Patient very likely to be positive
for HIT for HIT
Sample I < 5% < 5%
Sample II | 80-100% 80-100%
Sample < 5% activation (less than) half of
III sample
v
Sample IV | < 5% > 8%
Sample V < 5% activation (less than) half of
sample
v

Table 3: Typical results for a patient negative for HIT and a
patient positive for HIT. A typical result for a patient positive
for HIT obtained with the HITAlert™ Kit is shown in cytogram
6 D. For sample IV intermediate activations can be observed
between 5 and 8%, these patient samples should be tested
again (see paragraph ‘Samples III, IV and V')

Sample I

The unstimulated platelet sample (I.) typically should have
less than 1% activation marker positive platelets. When this
percentage is higher than 5% the assay should be run again.
Preferably with different donor PRP.

Sample II

The Ca-ionophore stimulated sample (II.) typically should
have more than 80% activation marker positive platelets. A
percentage lower than 80% can be due to the fact that the
Ca-ionophore was not completely dissolved yet when used.

Samples III, IV and V

Typical results are shown in table 3. According to table 3, a
patient very likely to be positive for HIT should have an
activation = 8% in sample IV, comprising the PRP with
heparin and patient sample. While a patient negative for HIT
should have an activation of < 5 % in sample IV. Occasionally
an intermediate activation (5-8%) is observed in sample IV,
this patient should be tested again after drawing a new
sample and preferably with a different PRP donor.

There are exceptions to table 3:

The patient sample may already contain heparin-antibody
complexes from the circulation of the patient.

The number of activation marker positive events in sample
IV is > 8%, but there is no significant difference between
sample III and IV. Sample V will show an activation that is
significantly lower (typically half the activation or lower) than
sample IV. The activation of the platelets is heparin
dependent in that case and the result is indicative for HIT.
(See also limitations of the procedure)

The activation is heparin independent

The number of activation marker positive events in sample
IV is = 8%, but there is no ‘significant’ difference between
samples III, IV and V. Addition physiological or high
concentration of heparin does not influence the percentage
of activated platelets; the activation of the platelets isn't
heparin depended and generally the same in all three
samples.

s A
/™

[/ \

Activated platelets (%
of total)

concentration Heparin (U/ml

o

Figure 1: A typical figure for platelet activation at different
heparin concentrations. The heparin in Reagent B (in sample
IV) is added to the sample in the optimal concentration
heparin for activation. The heparin in Reagent G is
representing the excess concentration [ref 2].

Quality Control

All reagents in the HITAlert™ Kit are subject to quality
control.

Limitations of the Procedure

- Personnel experienced in aseptic techniques should
perform the collection of the blood sample.

- Personnel should be trained to handle a flow cytometer and
know how to interpret the data.

- The HITAlert™ Kit is intended for use in combination with a
flow cytometer and not for use with a hematology analyzer
or immunofluorescence microscope.

- Accurate results with a flow cytometer depend on correct
alignment and calibration of laser and detectors. The
laboratory should take care of proper calibration and
maintenance.
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* Quality control procedures should be performed regularly
as indicated in the operator’s manual supplied with the flow
cytometer.

* This assay might give false positive results when PRP
plasma is used from donors that have an A, B or AB positive
phenotype. Platelets should be obtained from a 0-donor.

* Unreliable results can be expected with patients that (are
known to) have a HAMA* response or have cold or
autoagglutinins. In the clinical study only samples have
been tested from persons without known clotting related
diseases, like ITP and others.

* Platelet aggregation and satellitism and red blood cell auto-
fluorescence may also result in unreliable results.

- Hemolitic, icteric, lipemic (of an excessive nature),
bacterial contaminated specimens, specimens from
patients with a myeloma or controls from other test kits
have not been tested and can produce erroneous results.

* This HITAlert™ Kit should be used as a screening test.
Results should be used in conjunction with clinical findings
and other serological tests.

* HAMA= Human Anti Mouse Antibody
Performance Characteristics

Analytical evaluation

The antibody used in this assay has been typed in the Human
Leucocyte Differentiation Antigens (HLDA) Workshop.
Furthermore, in-house study results showed provided
evidence for high sensitivity and accuracy of the assay.

Clinical evaluation

During the clinical study the HITAlert™ Kit has been
compared to IVD approved PF4 IgG ELISA (used according
to manufacturers’ instructions) at two study sites. Only part
of the study is represented here.

In total 195 suspected HIT samples have been tested.
Besides the ELISA data, known for all samples, the final
clinical diagnosis (n=149) and aggregation (n=44) data were
available for part of the samples.

The Receiver Operating Characteristic (ROC) curve is good
practice to compare a diagnostic assay, in this case the
HITAlert™ Kit, with the known clinical diagnosis of the
samples.

The ROC curve shows the trade-off between the sensitivity
(ability to detect the disease) and the specificity (ability to
detect lack of disease). To draw the ROC curves the data had
to be split in no HIT, low risk of HIT, intermediate risk of HIT
and positively diagnosed HIT.

The Receiver Operating Characteristic (ROC) curve indicates
that the best cut-off between positive and negative samples
is 8% activation. At this level the sensitivity of the assay to
discriminate between NO HIT and the diagnosis HIT is 78%
(95% confidence interval 40% - 97%) and the specificity is
98% (95% confidence interval 91% - 100%). The same 8%
cut-off was found in the combination of the samples with the
low and intermediate risk 4T scores compared to HIT.

This 8% cut-off is in line with the publication of Tomer et al
(2) resulting in a cut-off of 6.6% on a limited number of
samples. The same paper shows a sensitivity of 95% and
specificity of 100% when the flow method is compared to the
SRA.

At a cut-off of 5% activation the sensitivity is 78% (95%
confidence interval 40% - 97%) and the specificity is 87%
(95% confidence interval 77% - 94%).

The ROC curves for the comparison of the HITAlert™ Kit
against NO HIT (*healthy’; area under the curve 0.906 (95%
confidence interval 0.790 - 1.023)), low chance (area under

@r;h(ms'?s:ﬁnm
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the curve 0.884 (95% confidence interval 0.774 - 0.994))
and intermediate chance (area under the curve 0.790 (95%
confidence interval 0.610 - 0.970)) are plotted in figure 2.
From the respective curves it is clear that the assay
discriminates the HIT cases from the negative, the low risk
and the intermediate cases.

It can be concluded that the HITAlert™ Kit will positively
identify the patients with the highest 4T score.
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Figure 2. ROC curves of the HITAlert™ Kit data of patients
diagnosed positive for HIT against the patients diagnosed
negative for HIT (A), against the patients diagnosed with
intermediate risk of HIT (B) and against the patients with low
risk of HIT (C) (definition by 4T clinical score). Areas under
the curve are 0.906 (95% confidence interval 0.790 - 1.023)
, 0.790 (95% confidence interval 0.610 - 0.970) and 0.884
(95% confidence interval 0.774 — 0.994) respectively.

Regulatory status
At this time, the HITAlert™ kit is registered as an "in vitro
diagnostic medical device" in Peru, Switzerland, United
Kingdom and countries that belong to the European
Community. In all other countries, it should be labeled "for
research use only".

Page 7 of 21



PI IQP-396 - INT

Literature

1.

. Tomer, A. A sensitive and specific functional

Warkentin TE, and Heddle NM. Laboratory Diagnosis of
Immune Heparin-induced Thrombocytopenia. Current
Hematology Reports, 2003;2:148-157.

flow
cytometric assay for the diagnosis of heparin-induced
thrombocytopenia. Br J Haematol. 1997 Sep;98(3):648-
56.

. Tomer A, Masalunga C, and Abshire TC. Determination of

heparin-induced thrombocytopenia: a rapid flow
cytometric assay for direct demonstration of antibody-
mediated platelet activation. Am J Hematol. 1999
May;61(1):53-61.

. Greinacher A, Juhl D, Strobel U, Wessel A, Lubenow N,

Selleng K, Eichler P, and Warkentin TE. Heparin-induced
thrombocytopenia: a prospective study on the incidence,
platelet-activating capacity and clinical significance of
antiplatelet factor 4/heparin antibodies of the IgG, IgM,
and IgA classes. ] Thromb Haemost. 2007; 5; 1666.

. Tomer A. Sensitivity and specificity of laboratory tests for

the diagnosis of heparin- induced thrombocytopenia.
Laboratory Hematology. 1997;3:174-5.

. Warkentin TE, Sheppard JI, Raschke R, and Greinacher A.

Performance characteristics of a rapid assay for anti-
PF4/heparin antibodies: the particle immunofiltration
assay. J Thromb Haemost 2007; 5: 2308-10.

NEN EN ISO 15223-1 Medical devices - Symbols to be
used with medical device labels, labeling and information
to be supplied - Part 1: General requirements.

Warranty
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of the product. IQ Products bv is not liable for property
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Characterization

To ensure consistently high-quality reagents, each batch of
monoclonal antibody is tested for conformance with
characteristics of a standard reagent.

Vacuette® is a registered trademark of Greiner Bio-One,
Kremsmuenster, Austria
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HITAlert™ Kit

DurchfluBzytometrische Diagnose Immunheparin-
Induzierte Thrombozytopenie (HIT)

[REF]” 1QP-396 q
¥ 30 Tests [1i] Packungsbeilage

Dieses Produkt ist durch das US-Patent 5.763.201 geschitzt.
IQ Products ist alleiniger Lizenznehmer dieses Patents.

Verwendungszweck

Immunheparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) ist ein
eigenstandiges Syndrom, bei dem der Labornachweis der
pathologischen HIT-Antikérper diagnostisch nitzlich ist. Der
HITAlert™ Kit, ein  qualitativer, schneller, nicht
automatisierter und durchflusszytometrischer
Thrombozytenaktivierungsassay, der Antikérper anhand
ihrer charakteristischen thrombozytenaktivierenden
Eigenschaften in vendsen Blutproben von Patienten mit HIT-
Verdacht nachweist. Dieser HITAlert™ Kit sollte als
Screening-Test verwendet und nur von gut ausgebildeten
und autorisierten Labortechnikern durchgefihrt und
interpretiert werden. Die Ergebnisse sollten stets im
Zusammenhang mit den klinischen Befunden und anderen
serologischen Tests verwendet werden.

Testprinzip

Die immunologische heparin-induzierte Thrombozytopenie
(HIT) ist ein spezifisches Syndrom, bei dem der
Labornachweis von pathogenen HIT-Antikdérpern in der
Diagnostik hilfreich ist. Dieser Plattchen-Aktivierungstest,
der Antikdrper anhand ihrer charakteristischen
Plattchenaktivierungseigenschaften nachweist, unter-
scheidet sich von den Antigen-Tests, die Antikdrper messen,
die auf Plattchenfaktor 4-(PF4)-Heparinkomplexe oder
PF4/Polyanion-Komplexe reagieren. Ein Teil der pathogenen
Antikdrper kann jedoch spezifisch fir Heparinkomplexe auf
Heparin- und Interleukin-8-Basis oder auf Basis von Heparin
und dem Neutrophile-aktivierenden Peptid 2 sein. Das
HITAlert™ Kit zeigt Antikérper, die Heparinkomplexe
unabhangig vom zweiten Molekiil erkennen, und zeigt nur die
Antikorper, die in der Lage sind, eine Aktivierung der
Blutplattchen auszulésen. Die Antikdrper, die sich an den
Komplex binden, sind in der Lage, sich an den Fcy-Rezeptor
IT auf dem Blutplattchen zu binden und das Blutplattchen zu
aktivieren.

Fir den HITAlert™ Kit werden Blutplattchen (PRP) von
Spendern verwendet, die mit dem Patientenserum und mit
oder ohne Heparinzugabe inkubiert werden. Wenn pathogene
Antikdrper vorhanden sind, wird die Aktivierung der
Spender-Plattchen durch  einen Marker  fur die
Plattchenaktivierung angezeigt. Durch die Inkubation der
Proben mit einem Antikdrper gegen Blutplattchen und mit
dem Aktivierungsmarker kann diese Reaktion mithilfe von
Durchflusszytometrie sichtbar gemacht werden. Fir die
Auswertung der gefarbten Probe ist ein standardméaBiges
Durchflusszytometer, das in der Lage ist, die Fluoreszenzen
FITC (FL-1) und R-PE (FL-2) zu erkennen, sowie die
entsprechende Software erforderlich.

Bei jedem Patienten mit Verdacht auf HIT werden mehrere
Proben getestet:

I. Eine Probe des Spender-PRP mit Heparin; um die
Aktivierung im Hintergrund aufgrund der Bearbeitung
zu zeigen und um auszuschlieBen, dass der PRP-
Spender HIT-positiv ist.

II. Eine Probe des PRP mit Ca-Ionophor; um aktivierte
Thrombozyten zu gewinnen, die fur die Einstellung des
Durchflusszytometers verwendet werden kdnnen.
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III. Eine Probe des Spender-PRP mit Patientenserum; um
die Aktivierung ,im Hintergrund" aufgrund des Serums
Zu zeigen.

IV. Eine Probe des Spender-PRP mit Patientenserum und
einer physiologischen Heparinkonzentration; um die
Aktivierung aufgrund der Anwesenheit von Antikdrpern,
die sich an den Heparinkomplex binden, zu zeigen.

V. Eine Probe des Spender-PRP mit Patientenserum und
einem Uberschuss anHeparin; diese Probe sollte einen
Rickgang der Plattchenaktivierung im Fall einer
positiven Probe IV zeigen, da Immunkomplexe bei einer
hohen Heparinkonzentration gestért werden.

Es ist empfehlenswert, stets eine Probe eines bekannten HIT-

II-positiven Patienten einzubeziehen (NICHT im
Lieferumfang enthalten).
Inhalt HITAlert™ Kit
Reagens A | Testpuffer 5 ml
Reagens B | Heparin 150 pl
Plattchen-Aktivator 1
Reagens C (Ca-Ionophor) Phiole
Reagens D | Farbepuffer 20 ml
Plattchen-Marker
Reagens E (monoklonaler Antikdérper) 200 pl
Marker fur Plattchenaktivierung
Reagens F (rekombinantes Protein) 200 pl
Reagens G | Heparin 1000 U/ml 150 pl
2,2 ml PP-Phiolen zur Inkubation der Probe 30

Die Reagenzien in jedem Kit reichen zum Testen von 6
Patienten (30 Tests).
Erforderliches, nicht
Labormaterial

jedoch mitgeliefertes

- Durchflusszytometer

- Citratblut-Réhrchen, zum Beispiel Greiner Vacuette 454382

- Rdéhrchen, die auf das Durchflusszytometer passen

- 70 %-iges oder 96 %-iges Ethanol

- Rattler  (zum Beispiel ELISA-Plattenrittler  oder
Thrombozytenagitator)

- Laborzentrifuge

- Verstellbare Mikropipetten und Spitzen

VY4 Lagerung

Kit nach Erhalt bei 2 bis 8 ©°C lagern. Direkte
Sonneneinstrahlung vermeiden. Reagenzien, die gemaB den
angegebenen Lagerungshinweisen aufbewahrt werden, sind
bis zum Haltbarkeitsdatum auf dem Etikett stabil. Bei
mehrmaliger Verwendung Reagenzien sofort nach Gebrauch
wieder bei 2 bis 8 °C aufbewahren; Reagens C in geldstem
Zustand bei -20 °C.

A&  Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

Reagenzien mit Natriumazid kdnnen bei Kontakt mit Blei-
und Kupferrohren explosive Metallazide bilden. Bei der
Entsorgung mit viel Wasser nachspllen, um
Azidansammlungen zu vermeiden. Die Reagenzien sind
entsprechend der guten Laborpraxis zu verwenden. Es ist die
entsprechende Vorsicht walten zu lassen. Beim Umgang mit
den Patientenproben sind zusatzlich geeignete
VorsichtsmaBnahmen zu ergreifen. Nicht mit dem Mund
pipettieren. Wahrend des Verfahrens sind Handschuhe zu
tragen. Detaillierte  Informationen finden Sie im
Sicherheitsdatenblatt unter: www.igproducts.nl.

Bitte beachten Sie die Verpflichtung der Benutzer dieses Kits,
den Hersteller und die benannten Behdrden Uber Vorfélle in
Bezug auf dieses Produkt zu informieren.
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Der Austausch von Komponenten mit nicht im Kit
enthaltenen Substanzen kann zu widerspriichlichen oder
falschen Ergebnissen fiihren.

Der Test ist wvon gut geschulten, autorisierten
Labortechnikern durchzufilhren. Bei Beschadigungen am
Original-Kit kontaktieren Sie bitte den Hersteller.

Geradteanforderungen

e  Durchflusszytometer auf korrekte Kalibrierung
entsprechend der Herstelleranweisungen Gberprifen.

e Es wird empfohlen, das Gerat regelmaBig zu kalibrieren
und zu warten.

. Das Durchflusszytometer sollte von einem dafir
ausgebildeten  Techniker bedient werden. Die
Auswertung der Ergebnisse sollte durch eine Fachkraft
erfolgen, die dazu ausgebildet ist, die Daten des
Durchflusszytometers zu interpretieren.

Gewinnung und Aufbereitung der Proben
Pldattchenreiches Plasma (PRP)

Nicht alle Plattchenspender haben geeignete Plattchen flr
die Herstellung von PRP zur Verwendung fir funktionelle
Assays. Es sollte PRP von mehreren verschiedenen
Spendern mit einer Patientenprobe getestet werden, die
bekannterweise HIT-positiv ist. Der passendste Spender
wird in Probe IV (Patientenprobe mit physiologischer
Heparinkonzentration) die hdchste Aktivierung auslésen.
Es ist auBerdem wichtig, dieselben Plattchenspender mit
einer Probe von Personen, die bekannterweise HIT-negativ
sind, zu Uberprifen.

Es ist wichtig, dass der Plattchenspender in den letzten 3
bis 4 Tagen vor der Blutentnahme keine Plattchen-
hemmer, wie Aspirin, oder entziindungshemmende
Medikamente, wie Ibuprofen, Advil etc. eingenommen hat.
Diese Wirkstoffe kdnnen zu einem Fehlschlagen des Tests
fiihren, selbst wenn Reagens C noch seine Wirkung behalt.

Aufbereitung des plattchenreichen Plasmas (PRP)

- Venenblut eines Blutspenders mit Blutgruppe 0 entnehmen
und in ein leeres Rohrchen mit Citratlésung geben (zum
Beispiel: 454382, Greiner Vacuette). Aseptische
Venenpunktion verwenden.

- Das Blut durch vorsichtiges Umdrehen des Réhrchens mit
dem Citrat vermischen. Unnétige Bewegungen vermeiden.

- Die Blutprobe sollte bei Zimmertemperatur (20 bis 25 °C)
gelagert und unmittelbar nach der Entnahme verarbeitet
werden.

- Das Blut 5 Minuten lang bei 100 g und niedriger
Beschleunigung sowie deaktivierter Bremse rotieren
lassen.

- Deckel abnehmen und die oben angesammelte, gelbe
Flissigkeit, bei der es sich um das PRP handelt, in ein leeres
Réhrchen geben. Deutlich oberhalb der roten und weiBen
Thrombozytenpellets bleiben! WeiBe und rote
Blutkorperchen sind fir diesen Test unglnstig.

- Das PRP innerhalb von 2 Stunden verwenden.

frisch enthommenen

Verarbeitung einer

Patientenprobe

- Mithilfe einer aseptischen Venenpunktion Venenblut des
Patienten entnehmen und in ein Réhrchen ohne Zusatz
(Serum) (zum Beispiel 454045, Greiner Vacuette) geben.

» Zur  Gewinnung des Serums 30 Minuten zur
Klumpenbildung ruhen lassen und das Rohrchen 20
Minuten bei 1000 g bei RT rotieren lassen.

- Deckel abnehmen und die oben angesammelte, gelbe
Flissigkeit (Serum) in ein leeres Réhrchen geben. Deutlich
oberhalb der roten und weiBen Thrombozytenpellets
bleiben. Klumpen nicht verwenden.

oducts
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- Die Serumprobe sollte bis zur Verwendung bei
Raumtemperatur (20 bis 25 °C) gelagert werden.

- Die Serumprobe innerhalb von 12 Stunden nach
Gewinnung verarbeiten. Serum kann bei -80 °C Uuber
langere Zeit gelagert werden.

Verarbeitung einer tiefgekiihlten Patientenprobe

- Tiefgekuhltes Patientenserum kann ebenfalls verwendet
werden, zum Beispiel, wenn eine Probe an einem anderen
Ort getestet werden soll. Es empfiehlt sich, nur Serum zu
verwenden, das nur ein Mal tiefgekihlt wurde.

- Die Proben nach dem Auftauen auf Eis lagern.

- Die Proben vor der Verwendung bei Hochgeschwindigkeit
(20 Minuten bei 1000 g) zentrifugieren oder durch einen
Zentrifugalfilter mit 0,2 ym (zum Beispiel VWR 5160233)
filtern, um Aggregate zu entfernen.

Testverfahren HITAlert™ Kit

Kein vorgewarmtes oder erhitztes
Patientenserum verwenden.

(hitzeinaktiviertes)

1. Reagens Cin 200 pl 70 %-igem oder 96 %-igem Ethanol
I6sen. Das ist die Vorratslésung von Reagens C.

2. Die Vorratslésung von Reagens C in einem Vortex oder
Uberkopfmischer griindlich mischen.

3. Reagens C bendtigt zur vollstandigen Losung in Ethanol
15 bis 30 Minuten. Das geloste Material kann eine
geringfugige Ausfallung aufweisen.

4. Diese Vorratslésung von Reagens C kann direkt fir den
Test verwendet werden. Die Phiole ordnungsgemaB
markieren und die Vorratslosung von Reagens C nach
Gebrauch bei -20 °C lagern, damit sie fir die nachsten
Tests mit diesem Kit zur Verfigung steht.

Inkubation der Proben

5. Es ist wichtig, die Schritte sorgfaltig und in der richtigen
Reihenfolge  auszufiihren.  Abrupte  Bewegungen
schranken die Verlasslichkeit des Tests ein.

6. Den ersten Inkubationsschritt (Tabelle 1) in den 2,2-ml-
Phiolen, die im Kit enthalten sind, ausfiihren.

7. Der Test wird durchgefiihrt, indem die Reagenzien am
Boden einer 2-ml-Phiole von links nach rechts einander
zugegeben werden (Bei jedem Pipettieren unbedingt
eine neue Spitze verwenden):

< 0 [C] @)

9] 9] 9] 192}

c C - c c C

] o =) ] ] 9]

o )} [ORe] )} )} )]

82 | 3 & 58 3 5 S

Fa o a ea o o o
I 35 pl 10 pl --- 5l - -
II 35 pl 10 pl --- — 5l
111 30 pl 10 pl 10 pl — -
v 25 pl 10 pl 10 pl 5ul --- -
\% 25 pl 10 pl 10 pl --- 5 ul ---

Tabelle 1. Zu vermischende Komponenten fir die
Inkubation der Probe.

I: PRP mit Heparin

II: PRP mit Calcium Ionophor

III: PRP mit Patientenprobe

IV: PRP mit Patientenprobe und Heparin

V: PRP mit Patientenprobe und 100 U/ml Heparin

8. Suspension vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren
vermischen. Luftblasen vermeiden.

9. Die Rohrchen bei Raumtemperatur (20 bis 25 °C) eine
Stunde lang auf einem horizontalen Rundschittler
inkubieren. Der Schittler muss schnell genug sein, um
eine leichte Bewegung der Proben =zu erzeugen.
Luftblasen vermeiden.
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bright fluorescence

Farben der Proben

10. 5 Réhrchen (fur Durchflusszytometrie geeignet) mit I, II,
ITI, IV und V beschriften.

11. In einem neuen Rohrchen eine Mischung mit 210 pl
Reagens D, 30 pl Reagens E und 30 pl Reagens F und
gut mischen.

12. 45 pl dieser Mischung jedem Réhrchen aus Schritt 10
hinzufligen. Die Rohrchen im Dunkeln lagern, bis ein Teil
der inkubierten Testprobe zugegeben werden kann.

13. Nach der einen Stunde Inkubationszeit (Schritt 9), 5 ul
des Testprobengemischs dem entsprechenden Réhrchen
mit der Farbeldsung hinzufiigen. Proben durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mischen. Luftblasen
vermeiden. Die Mischung bei Raumtemperatur (20 bis
25 °C) 15 Minuten lang im Dunkeln inkubieren.

14. Jedem Rohrchen 400 pl Reagens D hinzufligen.

15. Die Zellen sind jetzt flir die Erfassung und Auswertung
per Durchflusszytometrie bereit. Die Erfassung bitte so
schnell wie mdglich und spatestens 30 Minuten nach
Zugabe von Reagens D durchfuhren.

Datenerfassung
Einstellung des Durchflusszytometers

Fir die Einstellung des Durchflusszytometers werden drei
R6hrchen bendtigt (Tabelle 2):

- Drei Réhrchen (fir das Zytometer geeignet) mit S1, S2 und
S3 beschriften.

- Die verschiedenen Komponenten entsprechend Tabelle 2
zu den Roéhrchen hinzufiigen. Unbedingt darauf achten,
jedem Roéhrchen 5 pl von Testprobe II hinzuzufligen.

- Die Roéhrchen vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren
mischen. Dabei Luftblasen vermeiden. 15 Minuten im
Dunkeln bei RT inkubieren.

- Dem Rohrchen 400 pl Reagens D hinzufligen.

- Die  Zellen kénnen nun zur Einstellung des
Durchflusszytometers benutzt werden.

Réhrchen Proben Reagens Reagens Reagens
5 ul D E F
S1 I 45 pl --- ---
S2 I 40 pl 5ul ---
S3 II 40 pl --- 5ul

Tabelle 2. Komponenten, die fir die Einstellung des
Durchflusszytometers zu vermischen sind. Es werden
Plattchen aus Testprobe II (Schritt 4) verwendet.

Analyse

1. Drei Dot-Plots erstellen, einen Dot-Plot  zu
Vorwartsstreulicht (FSC) vs. Seitwartsstreulicht (SSC)
mit logarithmischer Skala zur Auswahl der Plattchen,
einen Dot-Plot zu R-PE vs. SSC zur Auswahl der positiven
Ereignisse der Plattchenmarker und einen Dot-Plot zu
FITC vs. R-PE zur Bestimmung der Aktivierung der
Plattchen.

2. Mit Roéhrchen S1 die Spannung fir den FSC-SSC
einstellen.

Unter Verwendung eines Analysefensters alle Plattchen
auswahlen und Zelltrimmer und Hintergrundgerdusche
durch  Einstellen des richtigen FSC-Grenzwerts
ausschlieBen (siehe Zytogramm 1). Das Gate auf der
unteren, linken Seite nicht zu eng machen. Nach
Aktivierung der Plattchen wird ein Teil der Plattchen
kleiner (Mikrovesikel).

Dieses Gate kann durch ,Backgating" des
Aktivierungsmarkers und der positiven Zellen des
Plattchenmarkers aus Schritt 5 Uberprift werden. Das
Analysefenster fir den nachsten Schritt der Auswertung
aktivieren.
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FSCA

Zytogramm 1. SSC (vertikal) / FSC (horizontal) Dot-
Plot und Analysefenster zur Auswahl der Plattchen.

Probe S1 wird auch fir die Einstellung der Spannungen
des FL-1- und FL-2-Photomultipliers (PMT) verwendet.
Einen FL-1/FL-2-Dot-Plot erstellen und die Basissignale in
der linken, unteren Ecke in einem FL-1 vs. FL-2 Dot-Plot
festlegen (siehe Zytogramm 2).

o

A

Zytogramm 2. Korrekte Einstellung der PMT-
Spannungen fur FL-2 (vertikal) und FL-1 (horizontal)
der ungefarbten Probe.

Die Proben S2 und S3 werden zur Einstellung der
Kompensation verwendet. Diese
Kompensationseinstellungen zwischen den
Fluoreszenzsignalen von FITC (FL-1) und R-PE (FL-2)
sollten so optimiert werden, dass die stimulierten (FL-1-
positiven) von den nicht stimulierten (FL-1-negativen)
Plattchen korrekt getrennt werden.
a. Probe S2 zur Einstellung der Kompensation von R-
PE (FL-2) im FITC-(FL-1)-Kanal (siehe Zytogramm
3) verwenden.
b. Probe S3 zur Einstellung der Kompensation von
FITC (FL-1) im R-PE-(FL-2)-Kanal (siehe
Zytogramm 4) verwenden.

Zytogramm 3. Kompensation des R-PE-Signals (FL-2,
vertikal) im FL-1-Kanal (horizontal).

it w0 o’
FITC-A

Zytogramm 4. Kompensation des FITC-Signals (FL-1,
horizontal) im FL-2-Kanal (vertikal).

Nach der Auswahl der positiven Ereignisse der
Plattchenmarker (FL-2) in einem SSC/FL-2-Dot-Plot
kdénnen die Testproben schlieBlich nacheinander
analysiert werden. Unbedingt auch die positiven
Zwischenereignisse auswéhlen. Dabei handelt es sich
um Plattchenpartikel, die nach der Aktivierung der
Plattchen geformt werden.
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Far beide fluorochrom-konjugierte Antikdrper sollten
mindestens 10.000 Ereignisse fir log FSC, log SSC und
log Fluoreszenzsignale mit einem Gate um die Region
der Plattchenpartikel im Listenmodus erfasst werden.
Bei Erfassung von weniger als 10.000 Ereignissen kann
es zu Ungenauigkeiten im Test kommen.

. -f--.-

L ]

Zytogramm 5. Auswahl von R-PE-positiven Plattchen
im SSC-R-PE-Diagramm.

5. Diese Auswertung erfolgt mithilfe eines Quadranten, der
unmittelbar unter der positiven Population des
Plattchenmarkers und unmittelbar rechts dieser
Population positioniert wird (siehe Zytogramm 6 A, B, C,
D und E). Die Prozentzahl der aktivierten Plattchen wird
als Prozentzahl der Plattchenpopulation ausgedrickt.
Unbedingt darauf achten, dass beide Analysefenster,
sowohl aus Zytogramm 1 als auch aus Zytogramm 5,
aktiviert sind.

FITC-A : FITC-A x

Zytogramm 6. Typische Formen eines Sets Testproben
eines mit dem HITAlert™ Kit positiv getesteten Patienten.
Die Auswertung erfolgte mit einem BD FACSCanto II. A.
Nicht stimulierte Probe (I.) B. Mit Ca-Ionophor stimulierte
Probe (II.) C. Patientenprobe ohne Heparin (III.) D.
Patientenprobe mit Heparin (IV.) und E. Patientenprobe
mit einem Uberschuss an Heparin (V.)

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Untersuchung von Blutproben von
Patienten sind eine qualitative und verlassliche Quelle zur
Bestimmung des Vorhandenseins von pathogenen
Antikdrpern in peripherem Blut, die flir Heparin-Komplexe
spezifisch sind.

Die Ergebnisse sollten stets im Zusammenhang mit den
klinischen Befunden und anderen serologischen Tests
verwendet werden.
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version 8

Auswertung

HIT-negativer Patient, der sehr wahrscheinlich

Patient HIT-positiv ist
Probe I <5% <5%
Probe II 80-100 % 80-100 %

Probe III <5% Aktivierung von (weniger als)
der Halfte von Probe IV
Probe IV <5% > 8%

Probe V <5% Aktivierung von (weniger als)

der Halfte von Probe IV

Tabelle 3: Typische Ergebnisse eines HIT-negativen
Patienten und eines HIT-positiven Patienten. Ein typisches
Ergebnis eines HIT-positiven Patienten, das mit dem
HITAlert™ Kit gewonnen wurde, ist in Zytogramm 6 D
dargestellt. Bei der Probe IV kdnnen Zwischenaktivierungen
im Bereich zwischen 5 und 8% beobachtet werden. Diese
Patientenproben sollten erneut getestet werden (siehe
Abschnitt ,Proben III, IV und V*).

Probe I

Die nicht stimulierte Plattchenprobe (I.) sollte typischerweise
weniger als 1 % Plattchen mit positiver Reaktion auf den
Aktivierungsmarker aufweisen. Wenn diese Prozentzahl Gber
5 % liegt, sollte der Test wiederholt werden. Vorzugsweise
dann mit dem PRP eines anderen Spenders.

Probe II

Die Plattchen der mit Ca-Ionophor stimulierten Probe (II.)
sollten zu mehr als 80 % positiv auf den Aktivierungsmarker
ansprechen. Ein Prozentsatz unter 80 % konnte dadurch
verursacht worden sein, dass das Ca-Ionophor bei Gebrauch
noch nicht vollstandig geldst war.

Proben III, IV und V

Probe IV, das PRP mit Heparin und Patientenprobe, sollte
eine Aktivierung von k 8 % aufweisen. Tabelle 4 zeigt die
typischen Ergebnisse.

Samples III, IV and V

Typische Ergebnisse sind in Tabelle 3 gezeigt. GemaB Tabelle
3 sollte ein Patient, der sehr wahrscheinlich positiv fir HIT
ist, in Probe IV eine Aktivierung von > 8% aufweisen, die das
PRP mit Heparin und eine Patientenprobe umfasst. Ein
Patient mit negativem HIT sollte in Probe IV eine Aktivierung
von <5% haben. Gelegentlich wird in Probe IV eine
Zwischenaktivierung (5-8%) beobachtet. Dieser Patient
sollte nach Entnahme einer neuen Probe und vorzugsweise
mit einem anderen PRP-Spender erneut getestet werden.

Es gibt Ausnahmen zu Tabelle 3:

Die Patientenprobe kann bereits Heparin-Antikérper-
Komplexe aus dem Blutkreislauf des Patienten enthalten.
Die Anzahl der positiven Ereignisse des Aktivierungsmarkers
in Probe IV ist > 8%, aber es gibt keinen signifikanten
Unterschied zwischen Probe III und IV. Probe V zeigt eine
deutlich niedrigere Aktivierung als Probe IV (lblicherweise
die Halfte der Aktivierung oder weniger). Die Aktivierung der
Plattchen ist in diesem Fall heparin-abhédngig und das
Ergebnis eine Indikation auf HIT. (Siehe auch Grenzen des
Verfahrens)

Die Aktivierung ist heparin-unabhdngig

Die Anzahl der positiven Ereignisse des Aktivierungsmarkers
in Probe IV ist > 8%, aber es gibt keinen ,signifikanten®
Unterschied zwischen den Proben III, IV und V. Eine
zusatzliche physiologische oder hohe Heparinkonzentration
ergibt keine Veranderung in der Prozentzahl der aktivierten
Plattchen. Die Aktivierung der Plattchen ist nicht heparin-
abhdngig und das Ergebnis in allen drei Proben anndhernd
gleich.
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Abbildung 1: Typische Form fir die Plattchenaktivierung bei
verschiedenen Heparinkonzentrationen. Das Heparin in
Reagens B (in Probe IV) wird der Probe in der optimalen
Heparinkonzentration fur die Aktivierung zugegeben. Das
Heparin in Reagens G stellt die Uberschussige Konzentration
dar [Ref. 2]

Qualitdatskontrolle

Alle Reagenzien des  HITAlert™ Kit

Qualitatskontrollen.

unterliegen

Grenzen des Verfahrens

- Die Entnahme der Blutproben st durch Personal
sicherzustellen, das mit aseptischen Techniken Erfahrung
hat.

- Die Mitarbeiter sollten zum Umgang mit einem
Durchflusszytometer geschult werden und wissen, wie die
Daten auszuwerten sind.

- Das HITAlert™ Kit ist zur Verwendung in Kombination mit
einem Durchflusszytometer und nicht zur Verwendung mit
einem Hamatologie-Analysegerat oder einem
Immunfluoreszenz-Mikroskop bestimmt.

- Die Genauigkeit der Ergebnisse des Durchflusszytometers
hangt von der korrekten Ausrichtung und Kalibrierung der
Laser und Detektoren ab. Das Labor ist fur die
ordnungsgemaBe Kalibrierung und Wartung verantwortlich.

- Es sollten regelmdBige Qualitdtskontrollen entsprechend
der Angaben in der Bedienungsanleitung des Herstellers
zum Durchflusszytometer erfolgen.

- Dieser Test kann falsche positive Ergebnisse erzeugen,
wenn PRP-Plasma von Spendern verwendet wird, die
Phanotyp A, B oder AB positiv haben. Die Plattchen sollten
von einem Spender mit Typ 0 stammen.

* Unzuverlassige Ergebnisse kdnnen bei Patienten erwartet
werden, die (bekannterweise) eine HAMA-Antwort* zeigen
oder Kalte- oder Autoagglutinine besitzen. In der klinischen
Studie wurden nur Proben von Personen getestet, bei
denen keine Koagulationskrankheiten, wie ITP oder andere,
bekannt waren.

* Plattchenaggregation, Satellitenbildung und
Autofluoreszenz bei roten Blutzellen kénnen ebenfalls zu
unzuverlassigen Ergebnissen fuhren.

- Hamolytisch, ikterisch, lipamisch (UbermaBig) und
bakteriell verseuchte Proben, Proben von Patienten mit
einem Myelom sowie Kontrollen anderer Test-Kits wurden
nicht getestet und kdénnen zu fehlerhaften Ergebnissen
fihren.

* HAMA = Humane Anti-Maus-Antikérper

Leistungsmerkmale

Analytische Auswertung

Der Antikorper, der in diesem Test verwendet wurde, wurde
im HLDA-Workshop (Humane Leukozyten-Differenzierungs-
Antigene) typisiert. Darliber hinaus zeigten interne
Studienergebnisse, dass der Assay eine hohe Empfindlichkeit
und Genauigkeit aufweist.

Klinische Bewertung

In der klinischen Studie wurde das HITA/ert™ Kit mit einem
fur IVD zugelassenen PF4 IgG ELISA-Test (nach
Herstelleranweisungen durchgefiihrt) in zwei Prifzentren
verglichen. Hier wird nur ein Teil der Studie vorgestellt.
Insgesamt wurden 195 Proben mit Verdacht auf HIT
getestet. Neben den ELISA-Daten, die bei allen Proben
vorlagen, standen fir einen Teil der Proben Daten zur
endglltigen klinischen Diagnose (n=149) wund zur
Aggregation (n=44) zur Verfligung.

Bei einem Cut-off von 5% Aktivierung betragt die Sensitivitat
78% (95% Konfidenzintervall 40% - 97%) und die Spezifitat
87% (95% Konfidenzintervall 77% - 94%).

Die Receiver Operating Characteristic Curve (ROC-Kurve)
gehort zur guten Praxis und vergleicht einen diagnostischen
Test, hier das HITAlert™ Kit mit der bekannten klinischen
Diagnose der Proben.

Die ROC-Kurve zeigt den Ausgleich zwischen Sensitivitat
(Fahigkeit, die Krankheit zu erkennen) und Spezifitat
(Fahigkeit, das Fehlen einer Krankheit zu erkennen). Um die
ROC-Kurve zu zeichnen, mussten die Daten aufgeteilt
werden: in keine HIT, geringes Risiko fir HIT, moderates
Risiko fur HIT und positiv diagnostizierte HIT.

Die ROC-Kurve hat gezeigt, dass die beste Trenngrenze
zwischen positiven und negativen Proben bei einer
Aktivierung von 8 % madglich ist. Auf diesem Niveau liegt die
Sensitivitat des Tests bei der Unterscheidung zwischen
KEINE HIT und der Diagnose mit HIT bei 78 % (95 %
Konfidenzintervall 40 % - 97 %) und die Spezifitdt bei 98 %
(95 % Konfidenzintervall 91 % - 100 %). Dieselbe 8 %-
Grenze wurde in der Kombination der Proben mit geringem
und moderatem Risiko des 4T-Scores im Vergleich mit HIT-
positiven Proben festgestellt.

Diese 8%-Grenze deckt sich mit der Veroffentlichung von
Tomer et al. (2), die zu einer Trenngrenze bei 6,6 % bei einer
begrenzten Anzahl von Proben kommen. In dieser Arbeit wird
beim Vergleich der Durchflussmethode mit dem SRA eine
Sensitivitat von 95 % und eine Spezifitdt von 100 % gezeigt.

Die ROC-Kurven vom Vergleich des HITAlert™ Kit mit den
Flachen KEIN HIT (,gesunde" Flache unter der Kurve 0,906
(95 % Konfidenzintervall 0,790 - 1,023)), geringes Risiko
(Flache unter der Kurve 0,884 (95 % Konfidenzintervall
0,774 - 0,994)) und moderates Risiko (Flache unter der
Kurve 0,790 (95 % Konfidenzintervall 0,610 - 0,970)) sind
in Abbildung 2 eingezeichnet. Aus den jeweiligen Kurven geht
hervor, dass der Test die HIT-Féalle von den negativen Fallen
und den Fallen mit geringem und moderatem Risiko
unterscheidet.

Es kann geschlussfolgert werden, dass das HITAlert™ Kit die
Patienten mit dem héchsten 4T-Score korrekt identifiziert.
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Abbildung 2. ROC-Kurven der Daten des HITAlert™ Kit von
Patienten mit positiver HIT-Diagnose gegenliber Patienten
mit negative HIT-Diagnose (A), gegenliber Patienten mit der
Diagnose eines moderaten HIT-Risikos (B) und gegenlber
Patienten mit einem geringem HIT-Risiko (C) (Definition
nach dem klinischen 4T-Score). Die Flachen unter der Kurve
sind jeweils 0,906 (95 % Konfidenzintervall 0,790 - 1,023) ,
0,790 (95 % Konfidenzintervall 0,610 - 0,970) und 0,884
(95 % Konfidenzintervall 0,774 - 0,994).

Produktregistrierung

Der HITAlert™ Kit ist in Peru, der Schweiz, GroBbritannien
und allen Landern der Europdischen Union zur In-Vitro-
Diagnostik zugelassen. Fir alle anderen Landern ist dieses
Produkt nur fir Forschungszwecke bestimmt.
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Charakterisierung

Um eine gleichbleibend hohe Qualitat der Reagenzien zu
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auf Ubereinstimmung mit den Eigenschaften eines
normgerechten Reagens getestet.
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HITAlert™ Kit

Diagndéza Imunni heparinem indukovana
trombocytopenie (HIT) pritokovou cytometrii

Ce
[15] pfibalovy letdk

REF 7 IQP-396
V¥ 30 testl

Tento vyrobek je chrédnén podle patentu US 5 763 201.
Spole¢nost IQ Products je vyhradnim drzitelem tohoto
patentu.

Pouziti

Imunnitni heparinem indukovana trombocytopenie (HIT) je
klinicky vyrazny syndrom, u kterého je uzite¢na laboratorni
detekce patogennich protilatek HIT. Sada HITAlert™,
kvalitativni, rychly, neautomatizovany test, ktery pomoci
pritokové cytometrie detekuje protilatky na zékladé jejich
charakteristické aktivace krevnich desticek ve vzorcich
vendzni krve pacientl s podezfenim na HIT. Tato sada
HITAlert™ by méla byt pouzivana jako screeningovy test a
meéla by byt provadéna a interpretovana pouze vyskolenymi
a autorizovanymi laboratornimi techniky. Vysledky by mély
byt interpretovany vzdy ve spojeni s klinickymi nalezy, nebo
jinymi sérologickymi testy. Vysledky internich studii dale
prokazaly vysokou citlivost a presnost testu.

Princip testu

Imunitni heparinem indukovana trombocytopenie (HIT) je
syndrom, u kterého je uZitecnd Ilaboratorni detekce
patogennich protilatek HIT. Tento test detekuje protilatky na
zakladé jejich charakteristické aktivace krevnich desticek a
tim se li& od ostatnich antigennich testd, které méfi
protilatky aktivujici destiCkovy faktor 4 (PF 4) - heparinové
komplexy, nebo PF 4 - polyanion komplexy. Cast
patogennich protildtek mdZe byt specifickd pro komplexy
heparinu s jinymi proteiny (napf. interleukin 8, neutrofily
aktivujici peptid-2). HITAlert™ detekuje protilatky, které
rozpoznavaji heparinové komplexy nezavisle na druhé
molekule a prokazuje je jako protildatky schopné vyvolat
aktivaci krevnich desticek. Protildtky, které se vazou ke
komplexu, jsou schopné se vazat na receptor trombocytd
Fcgammall a tim trombocyty aktivovat.

Pro HITAlert™ kit se pouzivaji donorové desticky (PRP), které
se inkubuji za pritomnosti séra pacienta a za pfitomnosti,
nebo nepfitomnosti heparinu. Pokud jsou patogenni latky
pfitomny, je znazornéna aktivace donorovych desticek
pomoci markru pro aktivaci desti¢ek. Inkubaci vzork{l
s protilatkami proti destickam a s aktivaénim markrem lIze
reakci vizualizovat za pouZiti pritokové cytometrie.
K hodnoceni barveného vzorku je zapotrebi standardni
cytometr, ktery je schopny detekovat fluorescenci FITC (FL-
1) a R-PE (FL-2). K vyhodnoceni je zapotrebi software. Tento
kit je urcen k pouziti jako screeningovy test.

Pro kazdého pacienta s podezienim na HIT byla pouzita sada
vzork(:

I. Vzorek donorovych destiCek (PRP) s heparinem;
zobrazuje aktivaci pozadi v dlsledku manipulace
se vzorkem a vylucuje, Ze donor desticek (PRP) je
pozitivni na HIT

II. Vzorek PRP s Ca-ionoforem; aktivuje trombocyty, které
Ize pouzit k nastaveni cytometru

III. Vzorek donorovych desti¢ek (PRP) se sérem pacienta;
zobrazuje aktivaci pozadi v zavislosti na séru

IV. Vzorek donorovych desticek (PRP) se sérem pacienta a
fyziologickou koncentraci heparinu; prokazuje aktivaci
v dlsledku  pfitomnosti  heparinového  komplexu
vazajiciho protilatky

V. Vzorek donorovych desticek (PRP) se sérem pacienta a
prebytkem heparinu; tento vzorek by mél vykazovat
pokles aktivace trombocytl v pFipadé pozitivniho
vzorku IV, protoZze imunitni komplexy jsou naruseny
v disledku vysoké koncentrace heparinu.
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Doporucuje se vzdy pouzit vzorek zndmého pacienta,
pozitivniho na HIT II (tento material neni dodavan).

Obsah kitu

Reagencie A | Testovaci pufr 5 ml

Reagencie B | Heparin 150 pl

Reagencie C | Aktivator krevnich desticek 1 zkumavka
(Ca-Ionophore)

Reagencie D | Barvici roztok 20 ml

Reagencie E | Marker pro krevni desticky 200 pl
(Monoklonalni protilatka)

Reagencie F | Marker pro aktivaci
krevnich destic¢ek 200 pl
(Rekombinantni protein)

Reagencie G | Heparin 1000 U/ml 150 pl

2,2 ml PP zkumavky k inkubaci vzorkd 30

Kazdy kit obsahuje dostate¢né mnozstvi reagencii pro
testovani 6 pacientl (30 testl).

Doporuceny spotiebni material — neni soucasti

kitu

e  Prltokovy cytometr

e  Zkumavky na odbér krve s citratem, napfiklad Greiner
Vacuette 454382

e Zkumavky pro priitokovy cytometr

e 70% nebo 96% etanol

e Trepacka (napriklad tfepacka pro ELISA desticky nebo
trepacka pro krevni desticky)

e  Laboratorni centrifuga

¢ Nastavitelné pipety a Spicky

¥4 Skladovani

Uskladnéte pfi teploté 2 az 8 °C. Nevystavujte prfimému
slune¢nimu svétlu. Reagencie skladované dle uvedenych
pokynl pro skladovéni jsou stabilni do data exspirace
uvedeného na stitku. Pro opakované pouZiti ukladejte
reagencie ihned na teplotu 2 az 8 °C a rozpusténé cinidlo C
pii -20 °C.

A®$EL Varovani a opatieni

Reagencie obsahujici azid sodny mohou reagovat
s olovénou nebo médénou instalaci a tvofit vybusné azidy
kovd. Likvidace - proplachujte velkym mnoZstvim vody, aby
nedoslo k tvorbé azidu. Veskeré reagencie by méli byt
pouzivany v souladu se spravnou laboratorni praxi a to za
pouziti pFislusnych bezpecnostnich opatfeni. Se vzorky
pacientd zachazejte dle pfislusnych norem. Nepipetujte Usty
a béhem prace noste ochranné rukavice. Podrobné informace
najdete v bezpecnostnim listu na: www.igproducts.nl
Uvédomte si, prosim, povinnost uZivateld této sady
informovat vyrobce a urcené organy o udalostech tykajicich
se tohoto produktu.

Néhradou ¢&asti  kitu jinou reagencii mdze dojit
k nekonzistentnimu, nebo chybnému vysledku. S kitem
mohou pracovat jen fadné vyskoleni laboranti. Pokud je
plvodni sada poskozena, prosim kontaktujte vyrobce.

Pozadavky na pristroj

e Ujistéte se, ze je pratokovy cytometr spravné
nakalibrovan dle doporuceni vyrobce.

e  Doporucujeme provadét pravidelnou udrzbu a kalibraci
pristroje.

o  Pritokovy cytometr by mél obsluhovat pouze vyskoleny
laborant. Vyhodnoceni vysledkl by méla provadét pouze
kvalifikovana osoba, kterd je schopna interpretovat
vysledky z pritokového cytometru.
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Odbér a prFiprava vzorki
Plasma bohata na trombocyty (PRP)

Ne vsichni darci maji krevni desticky vhodné k pouziti pro
funkéni testy. PRP nékolika rliznych donorl by méla byt
testovana s pacientskymi vzorky, které jsou pozitivni na HIT.
NejvhodnéjsSim darcem bude jedinec s nejvyssi aktivitou ve
vzorku IV (vzorek pacienta s fyziologickou koncentraci
heparinu). Dllezité je také vySetfeni stejnych darcl se
vzorkem jedinc, ktefi jsou negativni na HIT.

Dilezité je, aby donor krevnich desti¢ek neuzival inhibitory
destic¢ek, jako napf. aspirin nebo protizapalové léky (napf.
Ibuprofen, Advil, atd.) posledni 3 - 4 dny pred odbérem krve.
Tyto inhibitory mohou zplsobit selhani testu, i kdyZ
reagencie C muze stéle fungovat dobre.

Priprava plasmy bohaté na desticky (PRP)

e Odeberte vendzni krev darce s krevni skupinou 0 do
zkumavky s citratem (napf. 454382, Greiner Vacuette)
za pouziti aseptické jehly.

e Jemné promichejte
neprotfepavejte.

e Vzorek krve skladujte pfi pokojové teploté (20 az 25 °C)
a zpracujte ihned po vytazeni.

e Odstfedte krev pfi 100 g po dobu 5 minut s nizkou
akceleraci.

e  Odstrante vicko a prevedte horni Zlutou kapalinu (PRP)
do Cdisté zkumavky. Odeberte jen Zzlutou kapalinu,
vyhnéte se Cervenym (RBC) a bilym (WBC) krvinkam!
WBC a RBC jsou pro test nevhodné.

e  PRP pouzijte do 2 hodin od stoceni.

zkumavku. Zbytecné

Zpracovani nového vzorku pacienta

e  Odeberte vendzni krev pacienta do zkumavky bez aditiv
(napf. 454045, Greiner Vacuette) za pouZiti aseptické
jehly.

e Po odbéru séra ho nechte 30 minut stat, utvofi se
srazenina a odstredujte 20 minut pfi 1000 g pfi pokojové
teploté.

e Odstrante vicko a prevedte horni Zlutou kapalinu
(sérum) do (Cisté zkumavky. Vyhnéte se bilym
a Cervenym krvinkam a srazeniné

e Vzorek séra skladujte pFi pokojové teploté (20 az 25 °C)
az do zpracovani.

e  Vzorek zpracujte do 12 hodin od odb&ru. Sérum mize
byt skladovano delsi dobu pfi teploté -80 °C.

Zpracovani zmrazeného vzorku pacienta

e Je mozné pouzit i zmrazené sérum, napf. pokud je
vzorek testovan na jiném misté, nez kde dochazelo
k odbéru. Doporucuje se pouzit sérum, které bylo
zamrazeno pouze jednou.

e  Po rozmrazeni uchovavejte vzorky na ledu.

e Vzorky pred pouzitim centrifugujte pfi vysoké rychlosti
(20 minut pFi 1000 g), aby doslo k oddéleni agregatd,
nebo pouzijte filtraci pres odstredivy filtr velikosti 0,2 pm
(napf. VWR 516-0233).

Postup testovani pomoci kitu HITAlert™

Nepouzivejte predehraté, nebo tepelné inaktivované
sérum pacienta.

1. Rozpustte reagencii C v 200 ul 70% nebo 96% etanolu.
Tim vznikne zasobni roztok C.

2. Roztok dobfe promicheijte.

3. Pro celkové rozpusténi zasobniho roztoku v etanolu
pockejte 15 az 30 minut. Je mozné, Ze se v roztoku
objevi srazeniny.

4. Takto pfipraveny zasobni roztok C Ize pfimo pouZit. Poté
ho uchovavejte pfi -20 °C. Lze ho pouzit pro dalsi
stanoveni ze stejného kitu.

Inkubace vzorku

5. Je dlleZité, aby byly kroky provedeny opatrné a ve
spravném poradi. Prudké michani mlzZe sniZit
spolehlivost testu.

6. Provedte prvni inkubacéni krok (tabulka 1) v 2,2 ml
zkumavkach, které jsou soucasti kitu.

7. Do 2 ml zkumavek pridavejte reagencie zleva doprava
(ujistéte se, ze pouzivdte na kazdy pipetovaci krok
novou Spicku).
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I 35 pl 10 pl --- 5 ul - -
II 35l 10 pl --- — 5l
II1 30 pl 10 pl 10 pl - —
v 25 pl 10 pl 10 pl 5l -—- -
\% 25 pl 10 pl 10 pl --- 5 pl ---

Tabulka 1. Reagencie pridavané ke vzorku pro inkubaci.

I: PRP s heparinem

II: PRP s Ca-ionoforem

III: PRP se vzorkem pacienta

IV: PRP se vzorkem pacienta a heparinem

V: PRP se vzorkem pacienta a 100 U/ml heparinu

8. Roztok promichejte nasatim do Spicky a zpét. Dejte
pozor, aby se nevytvofily bublinky.

9. Inkubujte zkumavky pfi pokojové teploté (20 az 25 °C)
na horizontalni tfepacce po dobu jedné hodiny. Tfepani
musi byt dostatec¢né rychlé, ale zaroven se nesmi tvorit
bublinky.

Barveni vzorkd

10. PFipravte 5 zkumavek (vhodnych pro pritokovou
cytometrii) a oznacte je I, II, III, IV a V.

11. V nové zkumavce pripravte smés 210 pl ¢inidla D, 30 pl
¢inidla E a 30 ul ¢inidla F, dobfe promichejte.

12. Do kazdé zkumavky z 10. kroku pridejte 45 ul tohoto
¢inidla. Zkumavky uchovavejte v temnu az do doby, kdy
budou pripraveny inkubované vzorky.

13. Po 1 hodiné inkubace (9. krok), pfidejte 5 pl smési
vzorku do pfislusné zkumavky s barvivem. Opatrné
pomoci pipety smés promichejte. Dejte pozor, aby se
neutvorily bublinky. Tuto smés inkubujte 15 minut pfi
pokojové teploté (20 az 25 °C) a v temnu.

14. Pridejte 400 pl ¢inidla D.

15. Nyni jsou vzorky pfipraveny pro pritokovou cytometrii.
Prosim provedte stanoveni na cytometru co nejdrive a
ne pozdéji nez 30 minut od pridani Cinidla D.

Sbér dat

Nastaveni pritokového cytometru

Pro nastaveni pritokového cytometru se pouZivaji 3
zkumavky (tabulka 2):

e TH zkumavky (vhodné pro pritokovou cytometrii)
oznacte S1, S2 a S3.

e Dle tabulky 2 pridejte do zkumavek reagencie. Ujistéte
se, ze do kazdé zkumavky davate 5 pl vzorku II.

e  Opatrné zkumavky promichejte a dejte pozor, aby se
netvorily bublinky. Inkubujte pfi pokojové teploté a
v temnu po dobu 15 minut.

e Do kazdé zkumavky pridejte 400 pl Cinidla D.

e Nyni jsou vzorky pFipraveny k nastaveni pritokového
cytometru.
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Zkumavk Vzore Reagenci Reagenci Reagenci -
k (5
a eD eE eF
S]]
S1 II 45 pl --- ---
S2 II 40 pl 5 ul --- g
S3 II 40 pl --- 5l

Tabulka 2. Smés reagencii pro

nastaveni pritokového

cytometru. Trombocyty se pouzivaji z testovaciho vzorku II
(4. krok).

Analyza

1.

Vytvorte si tfi bodové grafy - Forward scatter (FSC) vs.
Sideward Scatter (SSC) s logaritmickou stupnici pro
vybér krevnich desticek, R-PE vs. SSC pro vybér
pozitivnich krevnich desti¢ek a FITC vs. R-PE k urceni
aktivace krevnich desticek.

Pomoci zkumavky S1 nastavte napéti pro FSC-SSC.

Pomoci oblasti vyberte vSechny krevni desticky a
nastavenim prislusné prahové hodnoty FSC
(Cytogram 1) vylucte Sum pozadi. Netvorte hranici pfilis
tésné na spodni levé strané. Po aktivaci krevnich
destiCek se hodnota snizi (mikrovesikuly). Tato hranice
se mize prekontrolovat pomoci zpétného posunu
aktivaénich markrl a desti¢kového markru pozitivnich
bunék z 5. kroku. Oblast aktivujte pro dalsi hodnoceni.
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Cytogram 1. SSC (vertikalni)/ FSC (horizontalni)
bodovy graf a oblast pro vybér krevnich desticek.

Vzorek S1 se také pouziva k nastaveni FL-1 a FL-2
fotonasobice (PMT). Vytvorte FL-1/ FL-2 bodovy graf
a nastavte zakladni signdl FL-1/ FL-2 v levém dolnim
rohu (Cytogram 2).

ot

10*
FITC-A

Cytogram 2. Spravné nastaveni PMT napéti pro FL-2
(vertikalni) a FL-1 (horizontalni) pro nezjistény vzorek.

Vzorek S2 a S3 se pouzivaji pro nastaveni kompenzace.
Toto kompenzacni nastaveni mezi fluorescencnim
signalem FITC (FL-1) a R-PE (FL-2) by mélo byt
optimalizovano tak, aby spravné oddélilo stimulované
(FL-1 pozitivni) od nestimulovanych (FL-1 negativni)
krevnich desticek.
a. Pouzijte vzorek S2 pro nastaveni kompenzace R-
PE (FL-2) z kanalu FITC (FL-1) (Cytogram 3).
b. PouZijte vzorek S3 pro nastaveni kompenzace
FITC (FL-1) z kanalu R-PE (FL-2) (Cytogram 4).
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I‘JFITC-IP
Cytogram 3. Kompenzace R-PE (FL-2, vertikalni) signalu
z FL-1 (horizontalni) kanalu.

1 o
FITC-A

Cytogram 4. Kompenzace FITC (FL-1, horizontalni)
signalu z FL-2 (vertikalni) kanalu.

Po vyb&ru pozitivnich markrl krevnich desti¢ek (FL-2)
mohou byt vzorky analyzovany pomoci SSC/ FL-2
bodového grafu. Ujistéte se, Ze jste také zvolili pozitivni
pomocné ¢astice. Jedna se o ¢astice trombocytl, které
se tvori po aktivaci krevnich desticek.

Pro FSC, SSC a fluorescencni signdly pro obé protilatky
konjugované s fluorochromem, které maji oblast
ukotvenou na krevni desti¢ce (SSC / R-PE) by mély byt
shromazdény soubory se seznamem nejméné 10 000
pripadd . Méné nez 10 000 pripadd ovlivni presnost
testu.

K
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i
R
i

!

PE positive platelets
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T
10° * 10°
PEA

Cytogram 5. Vybér R-PE pozitivnich krevnich desticek
v SSC - R-PE grafu.

Hodnoceni se provadi pomoci kvadrantu, ktery je
umistén tésné pod pozitivni populaci markeru krevnich
desticek a praveé k této populaci (viz. Cytogram 6A, B, C,
D a E). Procento aktivovanych destiek je vyjadieno jako
procento populace desticek. Ujistéte se, Ze oblasti
z Cytogramu 1 a Cytogramu 5 jsou obé aktivovany.



PI IQP-396 - INT

version 8

bright fluorescence

PEA

ool ol ol

FITC-A 2 FITC-A

Cytogram 6. Typicky vysledek z jedné sady testli pozitivniho
pacienta provedené pomoci kitu HITAlert™ a vyhodnocené
na BD FACSCanto II. A. nestimulovany vzorek (I.) B. vzorek
stimulovany Ca-ionoforem (II.) C. vzorek pacienta bez
heparinu (III.) D. vzorek pacienta s heparinem (IV) E. vzorek
pacienta s prebytkem heparinu (V.)

Vysledek
Vysledky hodnoceni krevnich vzorkl pacientd jsou
kvalitativnim a spolehlivym zdrojem pro stanoveni

pritomnosti specifickych patogennich heparinovych protilatek
v periferni krvi.

Vysledky by mély byt interpretovany vzdy ve spojeni s
klinickymi nalezy, nebo jinymi sérologickymi testy.

Interpretace
Pacient Pacient velmi
o pravdépodobné
negativni na HIT pozitivni na HIT
Vzorek I <5% < 5%
Vzorek II 80 - 100 % 80 - 100 %
Vzorek III <50 aktivace (méné nez)
poloviny vzorku IV
Vzorek IV <5% > 8 %
Vzorek V <50 aktivace (méné nez)
0 poloviny vzorku IV

Tabulka 3. Typicky vysledek pro pacienta negativniho na HIT
a pacienta pozitivniho na HIT. Typicky vysledek pacienta
pozitivniho na HIT pomoci soupravy HITAlert™ znazoriuje
Cytogram 6D. U vzorkd IV se mohou objevit meziprodukty
mezi 5 a 8%, tyto vzorky pacientd by mély byt znovu
testovany (viz odstavec "Vzorky III, IV a V").

Vzorek I

Nestimulovany vzorek desticek (I.) by mél mit méné nez 1
% pozitivnich aktivaénich markerd krevnich desti¢ek. Pokud
je toto procento vyssi nez 5 %, mél by se test znovu
opakovat. Pokud mozno s jinymi donory PRP.

Vzorek II

Vzorek II stimulovany Ca-ionoforem by mél mit vice nez 80
% pozitivnich aktivaénich markerd krevnich desti¢ek. Pokud
je hodnota nizSi nez 80 %, mohlo dojit ke Spatnému
rozpusténi Ca-ionoforu pred jeho pouzitim.

Vzorek III, IV, V

Typicky vysledek je znazornén v tabulce 3. Podle tabulky 3
by mél mit pacient s velmi pravdépodobnou pozitivitou pro
HIT aktivaci = 8% ve vzorku IV, zahrnujici PRP s heparinem
a vzorkem pacienta. Zatimco pacient negativni pro HIT by
meél mit ve vzorku IV aktivaci <5%. Prilezitostné je ve vzorku
IV pozorovana stredni aktivace (5-8%), tento pacient by mél
byt opétovné testovan po pripravé nového vzorku idealné s
jinym donorem PRP.

Z tabulky 3 existuji vyjimky:

Vzorek pacienta jiz mdZe obsahovat komplex heparinovych
protilatek.

Po&et aktiva¢nich marker( ve vzorku IV je > 8 %, ale mezi
vzorkem III a IV neexistuje zadny vyznamny rozdil. Vzorek
V ukdze aktivaci (typicky polovina aktivace, nebo nizsi),
ktera je vyrazné nizsi nez u vzorku IV. Aktivace krevnich
destiCek je v tomto pripadé zavisla na heparinu a vysledek
na HIT je orientacni (nahlédnéte do omezeni postupu).

Aktivace je nezavisla na heparinu

Podet pozitivnich aktivacnich markerG ve vzorku IV je = 8 %,
ale neexistuje zadny vyznamny rozdil mezi vzorky III, IV a
V. Pfidani fyziologického heparinu, nebo heparinu ve
vysokych koncentracich neovliviiuje procento aktivovanych
destiCek; aktivace destiCek neni zavisla na heparinu, obecné
je stejna ve vsech tfech vzorcich.
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Obrézek 1. Typickd hodnota aktivovanych trombocytd pfi
rlznych koncentracich heparinu. Heparin v Reagencii B (ve
vzorku IV) se pridd do vzorku s optimalni koncentraci
heparinu pro aktivaci. Heparin v Reagencii G predstavuje
prebytek koncentrace [ref 2]

Kontrola kvality

VSechny reagencie kitu HITAlert™ jsou soucasti kontroly
kvality.

Omezeni postupu

e  Odbér vzorku za aseptickych podminek by méli provadét
jen zkuseni pracovnici.

e  Personal by mél byt prodkolen na préci s pritokovym
cytometrem a méli by mit zkusenosti s interpretaci dat.

e  Kit HITAlert™ je vyroben pro pouZiti na pratokovych
cytometrech, nikoliv pro pouZziti na hematologickych
analyzatorech, nebo imunofluorescencnich
mikroskopech.

e  Presné vysledky z pritokového cytometru jsou zavislé
na kalibraci laseru a detektorll. Laboratof by se méla
starat o spravnou kalibraci a udrzbu.

e  Postupy pro kontrolu kvality by mély byt provadény
pravidelné, jak je uvedeno v navodu na obsluhu,
dodavaného s pritokovym cytometrem.

e Tento test miZze poskytnout fale¥n& pozitivni vysledky,
pokud je pouZivana PRP plazma od darc{, ktefi maji A,
B nebo AB pozitivni fenotyp. Krevni desticky by mély byt
ziskany od darce s 0.

o Nespolehlivé vysledky Ize o&ekavat u pacientl, ktefi maji
(je to znamo) HAMA®, jsou nachlazeni, nebo maji
autoaglutininy. V klinické studii byly pouzivany pouze
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vzorky od osob bez problémd se srazlivosti, jako je ITP
a ostatni.

Agregace krevnich desticek a autofluorescence
gervenych krvinek mlZe rovnéZ vést k nespolehlivym
vysledkdm.

Hemolytické, ikterické, lipemické (nadmérnad povaha),
bakteridlné kontaminované vzorky, vzorky od pacientl
s myelomem nebo kontroly z jinych testovacich sad
nebyly testovany a mohou zplsobit chybné vysledky.
Sada HITAlert™ by méla byt pouzivana jako
screeningovy test. Vysledky by mély byt interpretovany
ve spojeni s klinickymi nalezy a dalSimi sérologickymi
testy.

HAMA = Lidska protilatka proti mysi
Vykonnostni charakteristika

Analytické hodnoceni

Protildtka pouzitd v tomto testu byla klasifikovdana v Human
Leucocyte Differentiation Antigens (HLDA) Workshop.
Vysledky internich studii dale prokazaly vysokou citlivost a
presnost testu

Klinické hodnoceni

Béhem klinické studie byl kit HITAlert™ porovnan s IVD
testem PF4 IgG ELISA (pouzivan podle pokynl vyrobce) ve
dvou studiich. Zde je pouze Cast studie.

Celkem bylo testovano 195 vzork( s podezfenim na HIT.
Data z ELISA testovani byly zndmé u vsech vzorkd, avsak
data o konecné klinické diagnéze (n = 149) a agregaci (n =
44) byly dostupné jenom u &asti vzorka.

Krivka Receiver Operating Characteristic (ROC) je dobrou
metodou pro srovnani diagnostického testu, v tomto pripadé
souboru HITAlert™ se znamou klinickou diagnézou.

Kfivka ROC vyjadfuje vztah mezi senzitivitou (schopnost
detekovat onemocnéni) a specificitou (schopnost odhalit
nepritomnost onemocnéni). K navrhu ROC kfivek byla data
rozdélena do skupin: bez HIT, nizké riziko HIT, stfedni riziko
HIT a pozitivné diagnostikované HIT.

Kfivka (ROC) ukazuje, Ze nejlepsi mezni hodnotou pro
rozlideni pozitivnich a negativnich vzorkl je 8 %. Na této
urovni dokaze test rozliSit skupiny bez HIT a s diagndzou HIT
so 78% senzitivitou (95% interval spolehlivosti 40 - 97 %) a
specificitou 98 % (95% interval spolehlivosti 91 - 100 %).
Stejnd 8% mezni hodnota byla stanovena pro rozliSeni
vzork{ s nizkym a stfedné rizikovym skére 4T ve srovnani s
HIT.

Limit 8 % je v souladu s publikaci Tomer et al. (2), kde
byl vysledny limit 6,6 % u omezeného poctu vzorkd. Stejny
Clanek uvadi senzitivitu 95 % a specificitu 100 % pfi
porovnani pritokové cytometrie se SRA.

PFi hranici 5 % aktivace je citlivost 78 % (95% interval
spolehlivosti: 40 % az 97 %) a specificita je 87 % (95%
interval spolehlivosti: 77 % az 94 %).

ROC krivky srovnavaci kit HITAlert™ se skupinou bez HIT
(,zdravy", plocha pod kfivkou 0,906 (95% interval
spolehlivosti 0,790 - 1,023)), nizké riziko (plocha pod
kfivkou 0,884 (95% interval spolehlivosti 0,774 - 0,994))
a stfedni riziko (plocha pod kfivkou 0,790 (95% interval
spolehlivosti 0,610 - 0,970)) jsou znazornény na obrazku 2.
Z prislusnych krivek je zfejmé, Ze test rozliSuje vzorky s HIT
na negativni, s nizkym a stfednim rizikem.

Lze konstatovat, Ze souprava HITAlert™ bude pozitivhé
identifikovat pacienty s nejvyssim skore 4T.
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Obrdzek 2. ROC k¥ivky z dat kitu HITAlert™ u pacientl
s pozitivni diagnézou na HIT proti pacientdm negativnim na
HIT (A), dale pacientl se stiednim rizikem na HIT (B) a
pacientd s nizkym rizikem na HIT (C) (definovéno klinickym
skore 4T). Oblasti pod kfivkou jsou v poradi 0,906 (95%
interval spolehlivosti 0,790 - 1,023), 0,790 (95% interval
spolehlivosti 0,610 0,970) a 0,884 (95% interval
spolehlivosti 0,774 - 0,994).

Regulacni status

V soucCasné dobé je sada HITAlert™ registrovana jako ,in
vitro diagnosticky zdravotnicky prostfedek®™ v Peru,
Svycarsku, Spojeném kralovstvi a zemich, které patfi do
Evropského spolecenstvi. Ve vSech ostatnich zemich by mél
byt oznacen jako , pouze pro vyzkumné pouziti®.
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Zaruka

Vyrobky nesou zaruku pouze v souladu s mnozstvim a
obsahem uvedenym na stitku v okamziku dodani. Neexistuji
zadné zaruky, vyjadrené nebo predpokladané, které
presahuji popis vyrobku popsaného na stitku. IQ Products
neodpovida za Skody na majetku, zranéni nebo ekonomické
ztraty zplsobené vyrobkem.

Charakterizace

Pro zajisténi vysoké kvality reagencii, je kazdad davka
monoklonalni protilatky testovana na shodu
s charakteristikami standardniho ¢inidla.

Vacuette® je registrovand ochranna znadmka spolecnosti
Greiner Bio-One,

Kremsmuenster, Rakousko

www.vacuette.gbo.com

Vysvétleni pouzitych symboli

Postupujte dle pokynu pouZziti
Katalogové Cislo
Dostatecny pro

@ﬁl)ﬁ

IVD In vitro diagnosticka zdravotnicka

A Zatizeni

EN Pozor, prectéte si prilozeny dokument
& Biologicka rizika

y'e Omezeni teploty (°C)

RUO Pouze pro vyzkumné ucely

—
(@)
3

Sériové Cislo

PouZijte do rrrr-mm-dd
Vyrobce

REP Opravnény zastupce v ES

Bl

Kontaktni informace

wd IQ Products BV

www.igproducts.nl

Rozenburglaan 13a

9727 DL Groningen

The Netherlands

= +31 (0)50 5757000

& +31 (0)50 5757002

“m Technical marketing@igproducts.nl

“# Orders orders@igproducts.nl
www.igproducts.nl

© 2025 - Produkty IQ bv. Véechna prava vyhrazena. Zadna
Cast téchto dél nesmi byt reprodukovana v zadné formeé bez
pisemného povoleni.
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Current version + | Version 8
release date
Previous version Version 7

Changes

1. The C€ is no longer shown in italics
2. removed (€ from table with
Explanation of used symbols

3. Layout front page updated

Justification

1. In response to a non-conformity
raised by the notified body.

2. C€is not a symbol, but a
abbreviation

3. Increase readability

Current version + | Version 7
release date
Previous version Version 6

Changes

Added UKCA logo to front page and
English version.

Justification

Showing UKCA logo on labelling
(either label or IFU) is required for
registration of this product in the
United Kingdom

Current version + | Version 6
release date 29-03-2023 (DD-MM-YYYY)
Previous version Version 5

Changes

Added ‘Regulatory status’ and
removed separate sentence about IVD
registration.

Justification

Better overview of IVD registrations.

Current version +
release date

Version 5
March 2023 (MM-YYYY)

Previous version

Version 4

Changes

Added CH-REP name and address.

Justification

Mentioning the name and address of
the CH-REP is required for registration
of this product in Switzerland. Since
registration is only applicable for
Switzerland, this information has not
been added to the Czech version.

Current version + | Version 4
release date 17-03-2022 (DD-MM-YYYY)
Previous version Version 3

Changes

Added UKCA label and UKRP address
to the English version only.

Justification

This product has officially been
registred at the MHRA in the UK as
consequence of the Brexit. Since
registration is only applicable for the
UK, this information has not been
added to non-English translations.

Current version +
release date

Version 3
01-09-2021 (DD-MM-YYYY)

Previous version

Version 2

Changes

1. Intended use updated, SDS
reference to SDS on IQ website and
change control.

2. deleted “'Results should be used in
conjunction with clinical findings or
other serological tests.”

3. The old package insert was
separated into a booklet version
(included with every kit) and a web
version. The booklet version includes
English, German and Czech.

4. Added ‘Diagnosis of Heparin
Induced Thrombocytopenia (HIT)

by flow cytometry’ to cover sheet.

5. Reference to web booklet with
additional languages

Justification

1. IVDR 2017/746 requirements

2. Deleted because the sentence was
already in the text

3. Environmental reasons

4. In line with other Package Inserts of
IQ Products.

5. Environmental reasons
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