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Intended use
Fully automated latex enhanced immunoassay for the detection of total immunoglobulin in 
human citrated plasma that reacts with Platelet factor 4 (PF4) when complexed to heparin 
on the ACL TOP® Family. Heparin associated antibodies are commonly found in patients with 
heparin induced thrombocytopenia or thrombosis (HIT).

Summary and principle
Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is an immune complex mediated disorder that can 
cause morbidity and mortality in patients receiving heparin therapy1. HIT is considered a 
paradoxical disease in that anticoagulant is administered to prevent thrombosis; however the 
major clinical event in HIT is an increased risk for venous and/or arterial thrombosis2. HIT is 
suspected when patients treated with unfractionated heparin (UFH) or low molecular weight 
heparin (LMWH) show a decrease of platelet counts greater than 50% from baseline, typically 
between day 5 and 10 from the initiation of the anticoagulant treatment3. Cases of early-onset 
HIT and delayed-onset HIT have also been reported2. Prompt diagnosis is very important 
because heparin treatment must be suspended and alternative anticoagulants used in case of 
confirmed HIT.
Type II HIT, the immunoallergic type, is caused by the development of platelet-activating 
antibodies, mostly directed against Platelet Factor 4 when complexed with Heparin (PF4/H)4. 
These antibodies are the primary cause for inducing thrombosis both venous and arterial.  
The current working hypothesis is that early exposure to PF4 complexes, perhaps induced 
by endogenous non-heparin factors, leads to PF4 clustering and a T-cell-dependent antibody 
class switch of B-cells. Later in life, these B-cells become again transiently activated when PF4 
clusters are induced by heparin treatment2. Development of pathology is mainly associated 
with heparin-dependent antibodies of the IgG isotype1. However, the presence of only IgM 
and/or IgA was observed in some patients, including cases showing a thrombotic 
complication5.
PF4/H antibody testing combined with an appropriate clinical assessment has been proven to 
be very useful as an aid in the management of HIT suspected patients. Particularly, a negative 
result for a PF4/H antibody test can support the clinical decision to exclude the presence 
of HIT, and therefore continue heparin treatment2. A weak positivity for PF4 antibodies may 
indicate that the antibodies are non-platelet activating, while a strong positivity may indicate 
a higher risk for HIT. In both cases, confirmation with a functional test is recommended. A 
clinical reassessment supported by laboratory data should be performed before confirmation 
or exclusion of the diagnosis2.
The HemosIL HIT-Ab(PF4-H) kit is a latex particle enhanced immunoturbidimetric assay to detect 
total heparin associated antibodies found in HIT patients. A monoclonal antibody that mimics 
human HIT antibodies is coated onto latex particles6. In the presence of PF4 from human 
platelets complexed to polyvinyl sulfonate (PVS), and the patient sample, a competitive 
agglutination reaction occurs. The degree of agglutination is inversely proportional to the 
concentration of antibodies in the sample and is determined by measuring the decrease of 
transmitted light caused by the aggregates.

Composition
The HemosIL HIT- Ab(PF4-H) kit consists of:
R	 Latex Reagent (Cat. No. 0020301210): 2 vials x 1.8 mL of a suspension of polystyrene 

latex particles coated with purified mouse monoclonal anti-PF4-Heparin in Tris buffer, 
containing bovine serum albumin, stabilizers and preservative.

S	 Stabilizer (Cat. No. 0020301220): 2 vials x 3.2 mL of PBS buffer containing bovine 
serum albumin, stabilizers and preservative.

Com	 Complex (Cat. No. 0020301230): 2 vials x 0.8 mL of a solution of PF4-PVS complex 
(PF4 from human platelets complexed to PVS), in PBS buffer containing bovine serum 
albumin, stabilizers and preservative. Contains 0.02% Bronidox™ as a preservative.

C	 Calibrator (Cat. No. 0020301240): 2 vials x 1 mL of monoclonal anti-PF4-Heparin in 
PBS buffer containing bovine serum albumin, stabilizers and preservative.

Precautions and Warnings
The human material used in this product was tested by FDA approved test methods and found 
nonreactive for Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg), Anti-HCV and HIV 1/2 antibodies. Handle 
as if potentially infectious7.
All reagents except the Complex contain less than 0.1% sodium azide that may form explosive 
azides in metal plumbing. Use proper disposal procedures.
Latex Reagent, Stabilizer, Complex and Calibrator contain bovine material. All donor animals 
were sourced from BSE-free herds. The cattle received ante- and post mortem health 
inspection by a veterinarian, and they were apparently free from infectious and contagious 
material. However, the material should be treated as potentially infectious.
Latex Reagent, Complex and Calibrator are not classified as dangerous.

•	 Hazard class: none 
•	 Risk phrases: none 
•	 Safety phrases: none 

Stabilizer:
•	 Hazard class: Xn (Harmful) 
•	 Risk phrases: Harmful if swallowed (R22) 
•	 Safety phrases: If swallowed, seek medical advice immediately and show this 

container or label (S46)
This product is For in vitro Diagnostic Use.

Preparation
Latex Reagent: Gently invert several times to mix before use. Do not shake. Avoid foam 
formation. 
Stabilizer: Gently mix several times before use. Do not shake. Avoid foam formation.
Complex: Gently mix several times before use. Do not shake. Avoid foam formation.
Calibrator: Gently mix several times before use. Do not shake. Avoid foam formation.
Note: Bubbles on top of the liquids may interfere with the instrument's liquid sensors.

Reagent storage and stability
Unopened reagents and calibrators are stable until the expiration date shown on the vial labels 
when stored at 2-8°C.
Reagents Stability - Opened reagents are stable 2 months at 2-8°C in the original vial or 36 
hours when placed at 15°C on-board the ACL TOP Family continuously. When reagents are 
used for 4 hours on-board per test session and all vials are returned well capped to 2-8°C 
between sessions, the reagents are stable for an on-board cumulative time of up to 20 hours. 
This cumulative time on-board study was distributed over a period of 9 days. When used for 
2 hours on-board per test session and all vials are returned well capped to 2-8°C between 
sessions, the reagents are stable for an on-board cumulative time of up to 16 hours. This 
cumulative time on-board study was distributed over a period of 15 days. Do not freeze.
Calibrator - Use immediately after opening. Opened calibrator is stable 3 hours at 15-25°C 
on-board the ACL TOP Family

Instrument/test procedures
Refer to the appropriate IL instrument’s Operator’s Manual and/or Application Manual for the 
complete assay procedure instructions.

Specimen collection and preparation
Nine parts of freshly drawn venous blood are collected into one part of trisodium citrate. 
Refer to CLSI Document H21-A5 for further instructions on specimen collection, handling and 
storage8.
Thaw frozen samples rapidly at 37°C and centrifuge before testing, if necessary. After thawing 
the assay must be performed within 2 hours.

Additional reagents and control plasmas
The following is not supplied with the kit and must be purchased separately.
HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Controls	 Cat. No. 0020013200
Factor diluent			  Cat. No. 0009757600

Quality control
Two levels of control are recommended for a complete quality control program9. HemosIL 
HIT-Ab(PF4-H) Controls Low and High are designed for this program. Each laboratory should 
establish its own mean and standard deviation, and should establish a quality control program 
to monitor laboratory testing. Controls should be analyzed at least once every 8 hour shift, 
in accordance with good laboratory practice. Refer to the instrument’s Operator’s Manual for 
additional information. Refer to Westgard et al for identification and resolution of out-of-control 
situations10.

Traceability of calibrators and control materials
The reported values were determined over multiple runs on the ACL TOP Family System using 
specific lots of reagents and against an internal House Standard.
Since a HIT International Standard is not currently available, Arbitrary Units (U/mL) have been 
established studying a population of apparently healthy individuals and patients suspected of 
HIT.

Results
HIT-Ab(PF4-H) results are reported in U/mL (HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Arbitrary Units). 
Test Range: 
System	 Auto Rerun off		  Auto Rerun on 
ACL TOP Family	 0 - 5.7 U/mL 		  0 - 16 U/mL

When the rerun capability of the instrument is activated, the instrument makes an on-board 
dilution and corrects the final result for the dilution factor thereby expanding the measuring 
range to 16 U/mL. If the result still exceeds the expanded range, i.e. samples reporting above 
16 U/mL, then the sample should be manually diluted 1:10 with Factor diluent (50 µL of sample 
+ 450 µL of Factor diluent) and reassayed in the standard assay. The result must be multiplied 
by 10 to correct for the dilution.
Although a positive result obtained using this assay may indicate the presence of heparin-
associated antibodies, a positive result DOES NOT CONFIRM the diagnosis of HIT. Some 
patients may have naturally occurring antibodies to PF4.

Limitations/interfering substances
HIT-Ab(PF4-H) results on the ACL TOP Family are not affected by hemoglobin up to 495 mg/dL, 
bilirubin up to 18 mg/dL, triglycerides up to 250 mg/dL, rheumatoid factor up to 1000 IU/mL 
and human anti-mouse antibodies (HAMA) up to 1 µg/mL.
Samples from non-HIT suspected, heparin treated patients (either UFH or LMWH) were tested 
with the HemosIL HIT-Ab(PF4-H). For LMWH, all twenty results were below the recommended 
cut-off in a sample population with a heparin concentration range between 0.25-1.08 IU/mL. 
For UFH, two results out of twenty-two were slightly above the cut-off in a sample population 
with a heparin concentration range between 0.15-6.74 IU/mL. However, there was no dose-
response correlation between the HIT results and UFH concentration. 
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Verwendung
Vollautomatischer Latex-Immunoassay zur Bestimmung von Gesamt-Immunglobulinen 
in menschlichem Citratplasma, die mit Plättchenfaktor 4 (PF4), welcher mit Heparin 
komplexiert ist, reagieren. Zur Verwendung auf Gerinnungssystemen der ACL TOP® Familie. 
Heparin assoziierte Antikörper werden üblicherweise in Patienten mit Heparin induzierter 
Thrombozytopenie oder Thrombose (HIT) gefunden.

Testprinzip und Zusammenfassung
Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) ist eine durch Immunkomplexe vermittelte 
Störung, die zu Morbidität und Mortalität bei Patienten unter Heparintherapie führen kann1. 
HIT wird als paradoxe Erkrankung angesehen, bei der Antikoagulantien zur Verhinderung 
einer Thrombose eingesetzt werden, jedoch das klinische Ereignis der HIT ein erhöhtes Risiko 
für venöse und/oder arterielle Thrombosen ist2. Ein Verdacht auf eine HIT liegt vor, wenn 
Patienten, die mit unfraktioniertem Heparin (UFH) oder niedermolekularem Heparin (LMWH) 
behandelt werden, einen Abfall der Thrombozytenzahl um mehr als 50% vom Ausgangswert 
zwischen dem 5. und 10. Tag nach Beginn der Antikoagulation zeigen3. Fälle von früherem 
oder späterem Auftreten einer HIT wurden ebenfalls berichtet2. Die unverzügliche Diagnose 
ist von entscheidender Bedeutung, da die Heparinbehandlung eingestellt und in bestätigten 
Fällen einer HIT durch alternative Antikoagulantien ersetzt werden muss.
Die HIT Typ II, der immun-allergische Typ, wird durch die Entstehung von Plättchen-
aktivierenden Antikörpern verursacht, die hauptsächlich gegen den Komplex aus 
Plättchenfaktor 4 und Heparin (PF4/H) gerichtet sind4. Diese Antikörper sind der Hauptgrund 
für die Entwicklung einer Thrombose, sowohl venös als auch arteriell. Die derzeitige 
Hypothese lautet, dass eine frühere Exposition mit PF4/H-Komplexen (eventuell ausgelöst 
durch endogene Faktoren) zu einer weiteren PF4/H-Komplexierung führt. Damit einher geht 
auch eine Änderung der T-Zell-abhängigen Antikörper-Klasse der B-Zellen. Zu einem späteren 
Zeitpunkt werden diese B-Zellen wieder transient aktiviert, falls es zu PF4/H-Komplexierung 
durch die Behandlung mit Heparin kommt2. Die Entwicklung der Symptomatik ist hauptsächlich 
verbunden mit Heparin-abhängigen Antikörpern vom IgG Isotyp1. Jedoch wurde bei einigen 
Patienten nur die Anwesenheit von IgM und/oder IgA beobachtet. Dabei traten Fälle mit 
thrombotischen Komplikationen auf5.
Die Testung auf PF4/H Antikörper, kombiniert mit einer entsprechenden klinischen 
Einschätzung, zeigt sich als sinnvoll zur Unterstützung des Managements von Patienten 
mit Verdacht auf HIT. Besonders ein negatives Ergebnis eines PF4/H Antikörper Tests kann 
die klinische Entscheidung für den Ausschluss einer HIT und damit die Fortführung der 
Heparin-Behandlung unterstützen2. Ein schwach positives Ergebnis für PF4/H Antikörper 
kann dafür sprechen, dass die Antikörper nicht Plättchen-aktivierend sind. Ein stark positives 
Ergebnis dagegen kann für ein höheres Risiko einer HIT sprechen. In beiden Fällen wird 
die Bestätigung durch einen funktionellen Test empfohlen. Eine klinische Neubewertung, 
unterstützt durch die Laborergebnisse, sollte vor der Bestätigung oder dem Ausschluss der 
Diagnose stehen2.
Der HemosIL HIT-Ak(PF4-H) Kit ist ein Latexpartikel verstärkter immunturbidimetrischer Test zur 
Bestimmung von Heparin assoziierten Gesamtantikörpern, die bei HIT Patienten gefunden 
werden. Die Latexpartikel sind mit monoklonalen Antikörpern beschichtet, die humane 
HIT-Antikörper imitieren6. Bei Anwesenheit von PF4 aus humanen Thrombozyten, der mit 
Polyvinylsulfonat (PVS) komplexiert ist, und der Patientenprobe, findet eine kompetitive 
Agglutinationsreaktion statt. Der Grad der Agglutination ist indirekt proportional zur 
Konzentration der Antikörper in der Probe. Die Bestimmung erfolgt durch die Messung, der 
durch die Agglutination bedingten Abnahme der Lichtdurchlässigkeit.

Inhalt
Die HemosIL HIT- Ab(PF4-H) Packung enthält:
R	 Latex Reagent (Art. Nr. 0020301210): 2 Flaschen x 1,8 mL einer Suspension 

aus Polystyrol-Latexpartikeln, die mit gereinigten monoklonalen Maus anti-PF4-
Heparin Antikörpern beschichtet sind, in Tris-Puffer. Sie enthalten zusätzlich bovines 
Serumalbumin, Stabilisatoren und Konservierungsmittel.

S	 Stabilizer (Art. Nr. 0020301220): 2 Flaschen x 3,2 mL mit PBS-Puffer, der bovines 
Serumalbumin, Stabilisatoren und Konservierungsmittel enthält.

Com	 Complex (Art. Nr. 0020301230): 2 Flaschen x 0,8 mL einer Lösung aus PF4-PVS 
Komplex (PF4 von humanen Thrombozyten, komplexiert mit PVS), in PBS-Puffer der 
bovines Serumalbumin, Stabilisatoren und Konservierungsmittel enthält. Enthält 0.02% 
Bronidox™ als Konservierungsmittel.

C	 Calibrator (Art. Nr. 0020301240): 2 Flaschen x 1 mL einer Lösung von monoklonalen 
anti-PF4-Heparin Antikörpern in PBS-Puffer, die bovines Serumalbumin, Stabilisatoren 
und Konservierungsmittel enthalten.

WARNUNG:
Das verwendete Humanmaterial in diesem Produkt wurde mit FDA anerkannten Testmethoden 
als nicht reaktiv für Hepatitis B Antigen (HBsAg), Anti HCV- und HIV 1/2-Antikörper getestet. 
Bitte als potentiell infektiöses Material behandeln7.
Alle Reagenzien mit Ausnahme des Komplexes enthalten weniger als 0,1% Natriumazid, 
welches in metallenen Abflussrohren potenziell explosive Azide bilden kann. Bitte die 
entsprechenden Abfallbeseitigungsvorschriften beachten.
Latex-Reagenz, Stabilisator, Komplex und Kalibrator enthalten bovines Material. Alle 
Spendertiere stammen aus BSE-freien Herden. Die Tiere durchliefen eine ante- und post-
mortem Gesundheitsüberprüfung durch einen Veterinär. Dabei zeigten sie sich offensichtlich 
frei von infektiösem und ansteckendem Material. Dennoch sollte die Materialien als potentiell 
infektiös behandelt werden.
Latex-Reagenz, Komplex und Kalibrator sind als nicht gefährlich eingestuft.

•	 Gefahrenklasse: keine 
•	 Risikoeinstufung: keine 
•	 Sicherheitseinstufung: keine 

Stabilisator:
•	 Gefahrenklasse: Xn (gesundheitsschädlich) 
•	 Risikoeinstufung: gesundheitsschädlich beim Verschlucken (R22) 
•	 Sicherheitseinstufung: Bei Verschlucken sofort ärztlichen Rat einholen und 

Verpackung oder Etikett vorzeigen (S46)
Dieses Produkt ist nur für die in vitro Diagnostik geeignet.

Herstellung
Latex Reagent: Vor Verwendung mehrmals vorsichtig schwenken zur Durchmischung. Nicht 
schütteln. Schaumbildung vermeiden. 
Stabilizer: Vor Verwendung mehrmals vorsichtig mischen. Nicht schütteln. Schaumbildung 
vermeiden. 
Complex: Vor Verwendung mehrmals vorsichtig mischen. Nicht schütteln. Schaumbildung 
vermeiden. 
Calibrator: Vor Verwendung mehrmals vorsichtig mischen. Nicht schütteln. Schaumbildung 
vermeiden.
Hinweis: Luftblasen an der Oberfläche der Reagenzien können die Flüssigkeitssensoren der 
Analysensysteme stören.

Lagerung und Haltbarkeit
Die ungeöffneten Reagenzien und der Kalibrator sind bei Lagerung von 2-8°C bis zu dem auf 
dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar.
Haltbarkeit der Reagenzien nach Öffnen: 
- bei 2-8°C in der Originalflasche: 2 Monate
- bei 15-25°C in Systemen der ACL TOP Familie: 36 Stunden (bei kontinuierlicher Lagerung 
im Gerät)
Wenn die Reagenzien pro Testlauf pro Tag für 4 Stunden im Gerät verwendet werden und alle 
Flaschen anschließend bis zum nächsten Testlauf mit den Originalkappen gut verschlossen 
bei 2-8°C gelagert werden, sind die Reagenzien insgesamt 20 Stunden im Gerät stabil. 
Diese Stabilitätstestung im Gerät erstreckte sich über einen Zeitraum von 9 Tagen. Wenn 
die Reagenzien pro Testlauf pro Tag für 2 Stunden im Gerät verwendet werden und alle 
Flaschen anschließend bis zum nächsten Testlauf mit den Originalkappen gut verschlossen 
bei 2-8°C gelagert werden, sind die Reagenzien insgesamt 16 Stunden im Gerät stabil. Diese 
Stabilitätstestung im Gerät erstreckte sich über einen Zeitraum von 15 Tagen. Nicht einfrieren.
Haltbarkeit des Kalibrators nach Öffnen: 
Sofort nach dem Öffnen verwenden.
- bei 15-25°C in Systemen der ACL TOP Familie: 3 Stunden

Bestimmungsansatz
Die ausführliche Beschreibung des Bestimmungsansatzes ist dem Geräte-Bedienerhandbuch 
und/oder dem Applikationshandbuch zu entnehmen.

Probenmaterial und Gewinnung
9 Teile frisches venöses Blut und 1 Teil Trinatriumcitratlösung werden sorgfältig in einem 
silikonisierten Glasröhrchen gemischt. Hinweise zur Aufbereitung des Blutes sind den 
Empfehlungen des Deutschen Instituts für Normung - DIN 58905 - oder dem CLSI Document 
H21-A5 zu entnehmen8.
Eingefrorene Plasmen sollten bei 37°C schnell aufgetaut und vor der Analyse zentrifugiert 
werden (z.B. bei trüben Plasmen). Aufgetaute Proben müssen innerhalb von 2 Stunden 
analysiert werden.

Zusätzliche Reagenzien und Kontrollmaterialien
Die folgenden Reagenzien sind nicht in der Packung enthalten und müssen zusätzlich bestellt 
werden:
HemosIL HIT-Ak(PF4-H)Kontrollen	 Art. Nr. 0020013200
Faktor Diluent	 Art. Nr. 0009757600

Qualitätskontrolle
Es ist gängige Laborpraxis, die Qualität der Analyse mit zwei unterschiedlichen Kontrollen zu 
überprüfen9. Die HemosIL HIT-Ak(PF4-H) Kontrollen Low und High sind dafür entwickelt worden. 
Jedes Labor sollte seinen eigenen Mittelwert und die Standardabweichung ermitteln und ein 
Qualitätskontrollprogramm erstellen, um die Laboranalysen zu überprüfen. Spätestens nach jeweils 
8 Stunden sollte eine Qualitätskontrolle durchgeführt werden. Weitere Informationen sind dem 
Bedienerhandbuch zu entnehmen. Algorithmen zur Beurteilung der Qualitätskontrollergebnisse 
siehe z. B. Westgard et al 10. Siehe auch “Richtlinien der Bundesärztekammer zur Qualitätssicherung 
laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen” in der jeweils gültigen Fassung.

Standardisierung des Kalibrators und der Kontrollmaterialien
Die angegebenen Referenzwerte wurden bei mehreren Läufen an Gerinnungssystemen der 
ACL TOP Familie unter Verwendung von spezifischen Reagenzchargen und gegen einen 
internen „Haus-Standard“ ermittelt.

Ergebnisse
Die HIT-Ak(PF4-H) Ergebnisse werden in U/mL (HemosIL HIT-Ak(PF4-H) arbiträre Units) dargestellt.
Testbereich: 
System	 Auto Rerun aus		  Auto Rerun an 
ACL TOP Famile	 0 - 5.7 U/mL 		  0 - 16 U/mL

Wenn die Rerun Option des Gerätes eingeschaltet ist, werden vom Gerät on-board 
Verdünnungen gemacht und das Endergebnis automatisch mit dem Verdünnungsfaktor 
korrigiert. Dadurch vergrößert sich der Testbereich auf 16 U/mL. Sollte das Ergebnis dann 
immer noch den Testbereich überschreiten, d.h. Proben über 16 U/mL, müssen die Proben 
nach einer manuellen Verdünnung von 1:10 mit Faktordiluent (50 µL Probe + 450 µL 
Faktordiluent) erneut im Standardtest gemessen werden. Das Resultat muss dann mit 10 

multipliziert werden um die Verdünnung zu korrigieren.
Obwohl ein positives Ergebnis mit diesem Test die Anwesenheit von Heparin assoziierten 
Antikörpern anzeigen kann, bestätigt ein positives Ergebnis nicht die Diagnose einer HIT. Bei 
einigen Patienten können natürlicherweise Antikörper gegen PF4 auftreten.

Einschränkungen
HIT-Ak(PF4-H) Ergebnisse auf Systemen der ACL TOP Familie werden durch Konzentrationen 
an Hämoglobin bis zu 495 mg/dL, Bilirubin bis zu 18 mg/dL, Triglyceriden bis zu 250 mg/dL, 
Rheumafaktor bis zu 1000 IU/mL und humanen Anti-Maus Antikörpern (HAMA) bis zu 1 µg/mL 
nicht beeinflusst.
Proben von Patienten, die nicht unter HIT Verdacht standen, aber mit Heparin behandelt 
wurden (UFH oder LMWH), wurden mit dem HemosIL HIT-Ak(PF4-H) Test untersucht. Bei 
den LMWH Patienten lagen alle 20 Ergebnisse unterhalb des empfohlenen Cut-off, bei 
Heparinkonzentrationen im Bereich von 0.25-1.08 IU/mL. Bei den UFH Patienten lagen 2 
von 22 Ergebnissen leicht oberhalb des Cut-off, bei Heparinkonzentrationen im Bereich von 
0.15-6.74 IU/mL. Es zeigte sich jedoch keine Dosis-abhängige Korrelation zwischen dem HIT 
Ergebnis und der UFH Konzentration.
Es wurden 26 Proben mit diagnostiziertem Antiphospholipid-Syndrom (APS) mit dem HemosIL 
HIT-Ak(PF4-H) Test untersucht. Alle 26 Proben ergaben ein negatives Ergebnis mit dem HemosIL 
HIT-Ak(PF4-H) Test. Es konnte damit gezeigt werden, dass der Test nicht durch APS-Antikörper 
beeinflusst wird.

Referenzbereiche
Die Anwesenheit von PF4/H Antikörpern wird in der Normalbevölkerung nicht erwartet. 
Folgende Studien wurde mit dem HemosIL HIT-Ak(PF4-H) Test an Systemen der ACL TOP 
Familie durchgeführt um den optimalen Cut-off zu bestimmen.
131 Plasmaproben von offensichtlich gesunden Probanden (Blutspender) wurden getestet. 
Das 95% Referenzintervall lag bei 0-0.6 U/mL. Zusätzlich wurde eine Population von 51 
Patienten unter Heparintherapie (UFH und LMWH) ohne klinischen Verdacht auf eine HIT 
untersucht. Das 95% Referenzintervall lag bei 0-1.2 U/mL.
Abschließend wurde ein Methodenvergleich mit dem Serotonin Release Assay (SRA) 
bei 66 Patienten unter HIT-Verdacht (31 SRA positiv und 35 SRA negativ) durchgeführt. 
Auf Grund der ROC-Analyse wurde der optimale Cut-off mit 1.0 U/mL bestimmt (92.4% 
Übereinstimmung, CI% = 83.2% - 97.5%).
Basierend auf diesen Studienergebnissen wurde bestimmt, dass bei Patienten unter 
Heparintherapie die HemosIL HIT-Ak(PF4-H) Ergebnisse gleich oder größer 1.0 U/mL die 
Anwesenheit von HIT Antikörpern anzeigen können. Die Testergebnisse sollten bei der 
Diagnosestellung immer im Zusammenhang mit weiteren Informationen, wie z.B. dem 
klinischen Kontext, herangezogen werden.

Testcharakteristik
Präzision: Die Präzision im Lauf und von Tag zu Tag wurde bei mehreren Läufen bestimmt.
ACL TOP Famile	 Mittelwert (U/mL)	 VK% (im Lauf)	 VK% (Tag zu Tag)
HIT-Ak(PF4-H) Kontrolle niedriger Bereich	 0.7	 0.09 (SD)	 0.11 (SD)
HIT-Ak(PF4-H) Kontrolle hoher Bereich	 3.5	 4.9	 6.1
Schwach positive HIT-Ak(PF4-H) Probe	 1.6	 4.9	 8.1
Positive HIT-Ak(PF4-H) Plasmaprobe	 5.2	 2.8	 3.5
Stark positive HIT-Ak(PF4-H) Plasmaprobe	 10.0	 5.5	 9.5	
Die in dieser Präzisionstestung verwendete Charge der niedrigen Kontrolle ergab HIT-Ak(PF4-H) 
Ergebnisse unterhalb des Cut-off. 

Methodenvergleich:
Es wurde ein in-house Methodenvergleich mit 257 gefrorenen Proben von Patienten mit 
Verdacht auf eine HIT unter Verwendung eines kommerziell verfügbaren ELISA Tests 
durchgeführt.
Die unten aufgeführten Ergebnisse basieren auf einem Cut-off von 1.0 U/mL für den 
HemosIL HIT-Ak(PF4-H) Test.

HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Ergebnisse
+ -

ELISA 
Ergebnisse

+ 85 14
- 10 148

N	 % Co-Positivität (95% CI)	 % Co-Negativität (95% CI)	 % Übereinstimmung (95% CI)     
257	 85.9% (77.4% - 92.0%)	 93.7% (88.7% - 96.9%)	 90.7% (86.4% - 93.9%)

Klinische Leistungsfähigkeit:
Es wurde eine Multicenter-Studie an drei Krankenhäusern mit 414 Proben im Vergleich zu 
einem kommerziell verfügbaren ELISA Tests durchgeführt.
Die Proben waren von Patienten unter Heparinbehandlung, die HIT ähnliche Symptome 
zeigten und folglich unter Verdacht standen an einer HIT zu leiden.
Die unten aufgeführten Ergebnisse basieren auf einem Cut-off von 1.0 U/mL für den 
HemosIL HIT-Ak(PF4-H) Test.

HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Ergebnisse 
+ -

ELISA 
Ergebnisse

+ 50 33
- 18 313

Vergleichsmethode	 N	 %Co-Positivität (95% CI)	 Co-Negativität (95% CI)	 %Übereinstimmung (95% CI)     
ELISA Test	 414	 60.2% (48.9% -70.8%)	 94.6% (91.5% - 96.7%)	 87.7% (84.1% - 90.7%)
Die Ergebnisse der Präzision, des Methodenvergleichs und der klinischen Studien sind mit 
spezifischen Reagenzien- und Kontrollchargen ermittelt worden.

HemosIL®

Twenty six samples diagnosed with Antiphospholipid Syndrome (APS) were tested with 
the HemosIL HIT-Ab(PF4-H). All 26 samples reported negative with HemosIL HIT-Ab(PF4-H) 
demonstrating that the assay is not affected by APS antibodies 

Expected values
The presence of PF4/H antibodies in a normal population is not expected. A set of studies 
was performed to assess the optimal cut-off of HemosIL HIT-Ab(PF4-H) on the ACL TOP Family 
systems as described below.
131 plasma samples from apparently healthy individuals (blood bank donors) were tested. The 
95% reference interval was 0-0.6 U/mL. In addition, a population of 51 samples from heparin-
exposed patients (UFH and LMWH) with no clinical suspicion of HIT was tested. The 95% 
reference interval was 0-1.2 U/mL. 
Finally, a method comparison with the Serotonin Release Assay (SRA) on 66 plasma samples 
from HIT suspected patients (31 SRA positive and 35 SRA negative) indicated that the optimal 
cut-off determined by ROC analysis was 1.0 U/mL (92.4% Agreement, CI% = 83.2% - 97.5%).
Based on these studies it has been determined that on heparin treated patient samples, 
HemosIL HIT-Ab(PF4-H) results equal or higher than 1.0 U/mL may indicate the presence of 
HIT antibodies. The assay results should be used with other information, including the clinical 
context, in forming a diagnosis.

Performance characteristics
Precision: Within run (repeatability) and total (within device) precision was assessed over 
multiple runs.
ACL TOP Family	 Mean (U/mL)	 CV% (Within run)	 CV% (Total)
Low HIT-Ab(PF4-H) Control	 0.7	 0.09 (SD)	 0.11 (SD)
High HIT-Ab(PF4-H) Control	 3.5	 4.9	 6.1
Weakly Positive HIT-Ab(PF4-H) sample	 1.6	 4.9	 8.1
High HIT-Ab(PF4-H) plasma sample	 5.2	 2.8	 3.5
Very High HIT-Ab(PF4-H) plasma sample	 10.0	 5.5	 9.5
The specific lot of Low Control tested in the above precision studies reported HIT-Ab(PF4-H) 
results below the cut-off.

Method Comparison
An in-house method comparison was performed on 257 frozen samples from HIT suspected 
patients using a commercially available ELISA assay. 
The results summarized below are based on a cut-off of 1.0 U/mL for the HemosIL HIT-Ab(PF4-H) 
assay.

HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Results 
+ -

ELISA 
Results

+ 85 14
- 10 148

N	 % Co-Positivity (95% CI)	 % Co-Negativity (95% CI)	 % Agreement (95% CI)     
257	 85.9% (77.4% - 92.0%)	 93.7% (88.7% - 96.9%)	 90.7% (86.4% - 93.9%)

Clinical performance
A multicenter study was performed at three hospitals on 414 samples comparing with a 
commercially available ELISA assay. 
The samples were from patients exposed to heparin who showed HIT related symptoms and 
hence were suspected to suffer from HIT.
The results summarized below are based on a cut-off of 1.0 U/mL for the HemosIL HIT-Ab(PF4-H) 
assay.

HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Results
+ -

ELISA 
Results

+ 50 33
- 18 313

Predicate Device	 N	 % Co-Positivity (95% CI)	 % Co-Negativity (95% CI)	 % Agreement (95% CI)     
ELISA assay	 414	 60.2% (48.9% -70.8%)	 94.6% (91.5% - 96.7%)	 87.7% (84.1% - 90.7%)

The precision, method comparison and clinical study results were obtained using specific lots 
of reagents and controls.
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Aplicación
HemosIL HIT- Ab(PF4-H) es un inmunoensayo automatizado en los sistemas de la familia ACL 
TOP para la detección en plasma humano citratado de los anticuerpos totales que reaccionan 
con el factor plaquetario 4 (FP4) cuando está acomplejado con heparina. Los anticuerpos 
asociados a la heparina se encuentran habitualmente en pacientes con trombocitopenia 
inducida por heparina o trombosis (TIH).

Sumario y principio
La trombocitopenia inducida por heparina (TIH) es una enfermedad provocada por un 
inmunocomplejo, que puede causar elevada morbilidad y mortalidad en pacientes que reciben 
terapia con heparina.1 La TIH es una enfermedad paradójica ya que la administración de 
un anticoagulante para la prevención de trombosis, puede provocar un riesgo muy elevado 
de complicaciones trombóticas venosas y/o arteriales.2 Se sospecha la existencia de TIH, 
cuando los pacientes tratados con heparina no fraccionada (HNF) o con heparina de bajo 
peso molecular (HBPM) muestran un descenso del recuento de plaquetas superior al 50% del 
nivel basal, habitualmente entre el quinto y el décimo día del inicio del tratamiento.3 También 
se han descrito casos con un inicio más temprano o más tardío.2 El diagnóstico rápido es 
muy importante porque, de confirmarse un cuadro de TIH, el tratamiento con heparina debe 
suspenderse y usarse anticoagulantes alternativos.
La enfermedad de TIH de tipo II, el tipo inmunoalérgico, está causada por la aparición de 
anticuerpos activadores de las plaquetas, dirigidos principalmente contra el factor  
plaquetario 4 (FP4), cuando éste se encuentra formando un complejo con la heparina 
(FP4/H).4 Estos anticuerpos son la causa primaria de la inducción de la trombosis venosa 
y arterial. La actual hipótesis de trabajo es que una exposición temprana del individuo a los 
complejos de FP4/H, quizás inducida por factores endógenos no relacionados con la heparina, 
causaría la agregación del FP4/H y la activación de las células B mediante las células T. 
En otra época, más tardía, estas células B podrían activarse de nuevo, transitoriamente, en 
presencia de agregados de FP4/H inducidos por el tratamiento con heparina.2 La evolución 
de la patología está principalmente asociada con los anticuerpos dependientes de heparina 
del tipo IgG.1 Sin embargo la presencia de anticuerpos únicamente del tipo IgM y/o IgA se ha 
observado en algunos pacientes, incluyendo casos con complicaciones trombóticas.5

El análisis de anticuerpos anti-FP4/H combinado con una apropiada supervisión médica 
constituyen una gran ayuda en el manejo de los pacientes con sospecha de TIH. 
Particularmente, un resultado negativo de anticuerpos anti-FP4/H puede dar soporte a 
la decisión clínica de descartar la presencia de TIH y de continuar con el tratamiento de 
heparina.2 Un resultado débilmente positivo de anticuerpos anti-FP4/H puede indicar que los 
anticuerpos no llegarán a activar a las plaquetas, mientras que una fuerte positividad puede 
indicar un alto riesgo de TIH. En ambos casos, se recomienda la confirmación con un test 
funcional. Antes de proceder con la confirmación o exclusión del diagnóstico de TIH debe 
realizarse una nueva supervisión clínica teniendo en cuenta el resultado de las pruebas de 
laboratorio.2

El kit HemosIL HIT-Ab(PF4-H) es un inmunoensayo turbidimétrico de partículas de látex para la 
detección de anticuerpos totales asociados a la heparina presentes en los enfermos de TIH. 
Las partículas de látex se sensibilizan con un anticuerpo monoclonal que se asemeja a los 
anticuerpos humanos de TIH.6 Si se mezcla el reactivo látex con la muestra del paciente, en 
presencia de FP4 de plaquetas humanas previamente acomplejado con polivinil sulfonato 
(PVS), se produce una reacción de aglutinación competitiva, siendo el grado de aglutinación 
inversamente proporcional a la concentración de anticuerpos en la muestra, y se determina 
midiendo el descenso de la luz transmitida causado por los agregados.

Composición
El kit HemosIL HIT- Ab(PF4-H) contiene:
R	 Reactivo látex (Núm. Cat. 0020301210): 2 viales de 1,8 mL de una suspensión 

de partículas de látex de poliestireno sensibilizadas con anticuerpo monoclonal de 
ratón anti-FP4-heparina en tampón Tris, que contiene albúmina de suero bovino, 
estabilizantes y conservante.

S	 Estabilizador (Núm. Cat. 0020301220): 2 viales de 3,2 mL de un tampón fosfato que 
contiene albúmina de suero bovino, estabilizantes y conservante.

Com	 Complejo (Núm. Cat. 0020301230): 2 viales x 0,8 mL de una solución de un complejo 
FP4-PVS (FP4 de plaquetas humanas acomplejadas con PVS), en tampón fosfato que 
contiene albúmina de suero bovino, estabilizantes y conservante. Contiene 0,02% de 
BronidoxTM como conservante.

C	 Calibrador (Núm. Cat. 0020301240): 2 viales de 1 mL de una solución de anticuerpo 
monoclonal anti-FP4-heparina en tampón fosfato que contiene albúmina de suero 
bovino, estabilizantes y conservante.

Medidas de Precaución y Advertencias
El material usado en este producto ha sido verificado por métodos aprobados por la FDA y ha 
resultado no reactivo al Antígeno de Superficie de la Hepatitis B (HBsAg), a los anticuerpos 
anti-HCV y anti-HIV 1/2. Manejar con precaución como si fuese potencialmente infeccioso.7

Todos los reactivos excepto el Complejo contienen azida sódica (<0,1%), que puede 
reaccionar con las tuberías metálicas dando lugar a azidas altamente explosivas. Tomar las 
precauciones adecuadas para su desecho.
El Reactivo Látex, el Estabilizador, el Complejo y el Calibrador contienen material de origen 
bovino. Todos los animales donantes proceden de estabularios libres de BSE. El ganado 
fue inspeccionado por un veterinario antes y después de su muerte, y aparentemente los 
animales estaban libres de material infeccioso o contagioso. Sin embargo, el material debe 
tratarse como potencialmente infeccioso.
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Utilisation
Le réactif HemosIL HIT- Ab(PF4-H) est un dosage immunologique Latex automatisé pour la 
détection des immunoglobulines totales réagissant avec le Facteur Plaquettaire 4 (PF4) 
complexé à l’héparine dans le plasma humain citraté sur les analyseurs de la famille ACL 
TOP®. Les anticorps associés à l’héparine se rencontrent le plus souvent chez les patients 
développant une thrombocytopénie ou une thrombose induite par l’héparine (TIH).

Principe
La thrombocytopénie induite par l’héparine (TIH) est un syndrome induit par la formation 
de complexes immuns qui peuvent entraîner morbidité et mortalité chez les patients traités 
par l’héparine1. La TIH est un syndrome que l’on peut considérer comme paradoxal dans le 
cadre duquel un anticoagulant est administré afin de prévenir la survenue de thrombose, mais 
pour lequel l’événement majeur est un accroissement du risque de thrombose veineuse et/
ou artérielle2. Une TIH est suspectée chez un patient traité par une héparine non fractionnée 
(HNF) ou de bas poids moléculaire (HBPM), lorsque chez celui-ci l’on constate une baisse 
de 50% du nombre de plaquettes par rapport au taux basal, et ce, typiquement 5 à 10 jours 
après le début du traitement anticoagulant3. Des cas de TIH plus précoces ou plus tardifs ont 
été également rapportés2. Un diagnostic rapide est important car le traitement à l’héparine 
doit être suspendu et une anticoagulation alternative doit être mise en place en cas de TIH 
confirmée.
La TIH de type II, type immunoallergique, est liée au développement d’anticorps activant les 
plaquettes, majoritairement dirigés contre le Facteur Plaquettaire 4 complexé à l’héparine 
(PF4/H)4. Ces anticorps sont la première cause induisant des thromboses veineuses et 
artérielles. L’hypothèse de travail actuelle repose sur une exposition précoce à des complexes 
PF4, peut-être induits par des facteurs endogènes non hépariniques, entraînant la formation 
d’amas de PF4 et une réponse immune cellules T dépendante puis cellules B dépendante. 
Au cours de la vie, ces cellules B peuvent être activées lors de la formation d’amas de 
PF4 induite par un traitement à l’héparine2. Le développement d’une pathologie est le plus 
souvent associée à des anticorps héparine dépendants de type IgG1. Cependant, la présence 
d’anticorps seulement de type IgM et/ou IgA a été également observée chez des patients, 
associée à des complications thrombotiques5.
Il a été montré que la détermination des anticorps anti-PF4/H associée à une évaluation 
clinique appropriée sont particulièrement utiles comme aide à la conduite thérapeutique chez 
des patients suspectés de TIH. En particulier, une réponse négative au test de détermination 
des anticorps anti-PF4/H vient à l’appui d’une décision clinique d’exclusion de la présence 
d’une TIH et de poursuite du traitement à l’héparine2. Une réponse positive faible pour la 
présence d’anticorps anti-PF4/H peut indiquer que ces anticorps n’activent pas les plaquettes, 
par contre une réponse positive forte peut être l’indicateur d’un risque élevé de TIH. Dans 
chaque cas, la confirmation par un test fonctionnel est recommandée. Une réévaluation 
clinique associée aux données du laboratoire pourrait être réalisée avant un diagnostic de 
confirmation ou d’exclusion de TIH2.
Le réactif HemosIL HIT- Ab(PF4-H) est un dosage immunologique Latex automatisé pour la 
détection des anticorps totaux associés à l’héparine chez les patients développant une TIH. 
Un anticorps monoclonal mimant les anticorps humains TIH est adsorbé sur les particules de 
latex6. En présence de PF4 issu de plaquettes d’origine humaine et complexé au sulfonate 
de polyvinyl (PVS) et d’échantillon de patient, une réaction d’agglutination compétitive se met 
en place. L’importance de l’agglutination est inversement proportionnelle à la concentration 
d’anticorps de l’échantillon et est déterminée en mesurant la diminution de la lumière 
transmise due à la formation d’aggrégats.

Composition
Le coffret HemosIL HIT- Ab(PF4-H) contient:
R	 Latex Reagent (Réf. 0020301210): 2 flacons de 1,8 ml d’une suspension de particules 

de latex en polystyrène adsorbées avec un anticorps monoclonal purifié de souris anti-
PF4-Héparine en tampon Tris, contenant également de l’albumine bovine sérique, des 
stabilisants et un conservateur.

S	 Stabilizer (Réf. 0020301220): 2 flacons de 3,2 ml de tampon PBS contenant de 
l’albumine bovine sérique, des stabilisants et un conservateur.

Com	 Complex (Réf. 0020301230): 2 flacons de 0,8 ml de complexe PF4-PVS en solution 
(PF4 provenant de plaquettes d’origine humaine complexé au PVS en tampon PBS 
contenant de l’albumine bovine sérique, des stabilisants et un conservateur (0.02% 
Bronidox™).

C	 Calibrator (Réf. 0020301240): 2 flacons de 1 ml d’anticorps anti-PF4-Héparine en 
tampon PBS, contenant également de l’albumine bovine sérique, des stabilisants et un 
conservateur.

PRECAUTIONS:
Ces réactifs contiennent des produits d’origine humaine. Ils ont été trouvés négatifs pour les 
anticorps anti VIH 1/2, anti VHC et l’antigène de surface de l’hépatite B (AgHBs), en utilisant 
des trousses de dépistage de 3ème génération ou approuvées par la FDA. Cependant, 
aucune technique ne permettant d’assurer l’absence totale du virus HIV ou de l’hépatite B ou 
de tout autre agent infectieux, ces réactifs sont à manipuler avec les précautions d’usage.7

Tous les réactifs excepté le complexe contiennent moins de 0,1% d’azide de sodium comme 
conservateur. L’azide de sodium peut former des azides de plomb ou de cuivre avec les 
canalisations du laboratoire, susceptibles d’exploser par percussion. Pour cette raison, il est 
conseillé d’éliminer les réactifs selon les procédures en vigueur localement.
Le réactif latex, le stabilisant, le complexe et le calibrateur contiennent des produits d’origine 
bovine. Les animaux sources ont été déterminés comme indemnes d’ESB. Les animaux 
sources ont été l’objet d’une inspection des services sanitaires vétérinaires ante et post 
mortem et déterminés comme indemnes de tout agent infectieux ou contagieux. Cependant, 
ce matériel doit être manipulé et considéré comme potentiellement infectieux.
Le réactif latex, le complexe et le calibrateur ne sont pas classés comme dangereux.

•	 Classification risque: Aucune 
•	 Phrases risque Aucune 
•	 Phrases sécurité: Aucune 

Stabilizer:
•	 Classification risque: Xn (Nocif) 
•	 Phrases risque Nocif en cas d’ingestion (R22) 
•	 Phrases sécurité: En cas d'ingestion, consulter immédiatement un médecin et lui 

montrer l'emballage ou l'étiquette (S46) 
Ce produit est à usage diagnostique in vitro.

Préparation
Latex Reagent: Mélanger doucement par inversion plusieurs fois avant utilisation. Ne pas 
agiter violemment. Eviter la formation de mousse.
Stabilizer: Mélanger doucement par inversion plusieurs fois avant utilisation. Ne pas agiter 
violemment. Eviter la formation de mousse.
Complex: Mélanger doucement par inversion plusieurs fois avant utilisation. Ne pas agiter 
violemment. Eviter la formation de mousse.
Calibrator: Mélanger doucement par inversion plusieurs fois avant utilisation. Ne pas agiter 
violemment. Eviter la formation de mousse.
Note : La présence de bulles d’air en surface du liquide peut entraîner des interférences avec 
les détecteurs fluidiques des instruments

Conservation et stabilité des réactifs
Conservés à 2-8°C, les réactifs et calibrateurs sont stables jusqu’à la date de péremption 
indiquée sur le flacon.
Stabilité des réactifs - Après ouverture les réactifs sont stables 2 mois à 2-8°C dans le flacon 
d’origine ou 36 heures à 15°C sur les analyseurs de la famille ACL TOP en continu. Si les 
réactifs sont placés à bord de l’analyseur pendant 4 heures puis remis au réfrigérateur entre 
les séries dans le flacon d’origine bouché, la stabilité cumulée à bord de l’analyseur est de 
20 heures. Cette étude de stabilité cumulée a été réalisée sur une période de 9 jours. Si les 
réactifs sont placés à bord de l’analyseur pendant 2 heures puis remis au réfrigérateur entre 
les séries dans le flacon d’origine bouché, la stabilité cumulée à bord de l’analyseur est de 16 
heures. Cette étude de stabilité cumulée a été réalisée sur une période de 15 jours. Ne pas 
congeler.
Calibrator - Utilser immédiatement après ouverture. La stabilité du réactif ouvert est de: 3 
heures à 15-25°C sur les analyseurs de la famille ACL TOP.

Procédures de test/Instrument
Se référer au mode d’emploi de l’instrument IL approprié et/ou au manuel d’application pour 
avoir des informations complètes sur les procédures de dosage.

Recueil des spécimens et préparation
9 parts de sang fraîchement prélevé sont collectées avec 1 part de citrate trisodique. Se 
référer au document CLSI H21-A5 ou au document GEHT (STV, numéro spécial, 1-40, 1998, 
et ses modifications parues sur le site du GEHT) pour plus d’informations sur le prélèvement 
des échantillons, leur manipulation et leur stockage.8

Les spécimens congelés doivent être décongelés rapidement à 37°C et centrifugés avant 
d’être dosés. Après décongélation le dosage doit être réalisé dans les 2 heures.

Réactifs auxiliaires et plasmas de contrôle
Non fournis avec la trousse, ils doivent faire l’objet d’une commande séparée.
HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Controls	 Réf. 0020013200
Diluant facteur 		  Réf. 0009757600

Contrôle de qualité
Deux niveaux de contrôle sont recommandés pour un programme de contrôle de qualité 
complet.9 Les contrôles HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Controls Haut et Bas sont spécifiques à ce 
programme. Chaque laboratoire doit établir sa propre moyenne et déviation standard et son 
programme de contrôle de qualité afin de vérifier l’état de fonctionnement de son système 
analytique. A titre d’exemple, les contrôles pourraient être analysés une fois toutes les 8 
heures en regard des bonnes pratiques de laboratoire. Se référer au mode d’emploi de 
l’instrument pour des informations complémentaires. Se reporter à Westgard et al pour 
l’identification et la résolution des contrôles hors limites.10

Traçabilité des valeurs des calibrateurs et contrôles
Les valeurs reportées dans les notices sont déterminées à partir d’essais multiples réalisés 
sur les analyseurs de la famille ACL TOP, en utilisant des lots spécifiques de réactifs, et ce, par 
rapport à un Standard Interne.

Résultats
Les résultats de HIT-Ab(PF4-H) obtenus avec avec le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H) sont reportés 
en U/ml (Unités arbitraires HemosIL HIT-Ab(PF4-H)).
Domaine de mesure: 
Analyseur	 Sans réanalyse automatique		 Avec réanalyse automatique 
Famille ACL TOP	 0 - 5.7 U/mL 		  0 - 16 U/mL
Lorsque la réanalyse automatique est activée, l’analyseur effectue automatiquement une 
dilution et corrige le résultat obtenu par le facteur de dilution étendant la linéarité jusqu’à 16 
U/ml. Si le résultat se trouve encore hors de la limite de linéarité, i.e. supérieur 16 U/ml, les 
spécimens doivent être dilués manuellement au 1:10 en diluant facteur (50 μl d’échantillon 
+ 450 μl de diluant facteur) et redosés en utilisant la programmation habituelle. Les résultats 
obtenus devront être multipliés par 10 afin de tenir compte de la dilution.
Aussi un résultat positif obtenu avec cette méthode de dosage peut indiquer la présence 
d’anticorps associés à l’héparine mais NE CONFIRME PAS le diagnostic de TIH. Certains 
patients peuvent avoir naturellement des anticorps anti-PF4.

Limites de la méthode et substances interférant avec celle-ci
Les résultats HIT-Ab(PF4-H) sur les analyseurs de la famille ACL TOP ne sont pas affectés 
par l’hémoglobine jusqu’à 495 mg/dl, par la bilirubine jusqu’à 18 mg/dl (180 mg/l), par les 
triglycérides jusqu’à 250 mg/dl (2,50 g/l), par les facteurs rhumatoïdes jusqu’à 1000 UI/ml et 
les anticorps humains anti-immunoglobulines de souris (HAMA) jusqu'à 1μg/mL.
Des échantillons issus de patients traités à l’héparine (HNF et HBPM) et non suspectés de TIH 
ont été testés avec le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H). Pour les HBPM, les 20 résultats obtenus 
étaient inférieurs au cut-off recommandé dans une population pour laquelle les concentrations 
d’héparine étaient comprises entre 0,25 et 1,08 UI/ml. Pour les HNF, 2 résultats parmi les 
20 ont été trouvés légèrement au-dessus du cut-off dans une population pour laquelle les 
concentrations d’héparine étaient comprises entre 0,15 et 6,74 UI/ml. Cependant, il n’existe 
pas de corrélation dose-réponse entre les résultats TIH et les concentrations HNF.
Vingt six échantillons issus de patients diagnostiqués comme développant un syndrome des 
antiphospholipides ont été testés avec le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H). Ces 26 échantillons 
ont été trouvés négatifs avec le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H), démontrant que le test n’est pas 
affecté par les anticorps SAPL.

Valeurs attendues
Les anticorps anti-PF4/Héparine ne sont pas en règle générale présents dans une population 
normale. Une série d’études a été réalisée afin de déterminer le cut-off optimal de la méthode 
utilisant le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H) sur les analyseurs de la famille ACL TOP, et est décrite 
ci-dessous.
131 Plasmas issus de patients apparemment sains (donneurs de banques du sang) ont 
été testés. L’intervalle de référence 95% est de 0 - 0,6 U/ml. De plus, 51 échantillons issus 
de patients traités à l’héparine (HNF et HBPM) mais n’ayant aucune suspicion clinique de 
développer une TIH, ont été testés. Dans ce cas l’intervalle de référence 95% est de 0 - 1,2 U/
ml.
Enfin, une comparaison de méthodes a été réalisée avec le test Serotonine Release Assay 
(SRA) sur 66 plasmas issus de patients suspectés de TIH (31 SRA positifs et 35 SRA 
négatifs), indiquant que le cut-off optimal déterminé par une analyse statistique ROC est de 
1,0 U/ml (Agrément : 92,4%, IC% = 83,2% - 97,5%).

Caractéristiques et performances
Fidélité: La précision intra-séries (répétabilité) et totale (reproductibilité intra-laboratoire) a été 
évaluée au cours d’essais multiples.
Famille ACL TOP	 Moyenne (U/mL)	 CV% (intra-série)	 CV% (Total)
Low HIT-Ab(PF4-H) Control	 0.7	 0.09 (SD)	 0.11 (SD)
High HIT-Ab(PF4-H) Control	 3.5	 4.9	 6.1
Echantillon faiblement Positif HIT-Ab(PF4-H)	 1.6	 4.9	 8.1
Echantillon fortement Positif HIT-Ab(PF4-H)	 5.2	 2.8	 3.5
Echantillon très fortement Positif HIT-Ab(PF4-H)	 10.0	 5.5	 9.5
Le lot spécifique de contrôle bas utilisé dans cette étude de fidélité donnait des résultats HIT-
Ab(PF4-H) inférieurs au cut-off.

Comparaison de méthodes
Une comparaison de méthodes interne a été réalisée sur 257 échantillons congelés issus de 
patients suspectés de TIH en utilisant le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H) et une technique ELISA.
Les résultats présentés ci-dessous sont donnés en tenant compte d’un cut-off de 1 U/ml pour 
le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H).

HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Résultats 
+ -

ELISA 
Résultats

+ 85 14
- 10 148

N	 % Co-Positivité (95% CI)	 % Co-Négativité (95% CI)	 % Agrément (95% CI)     
257	 85.9% (77.4% - 92.0%)	 93.7% (88.7% - 96.9%)	 90.7% (86.4% - 93.9%)

Performances cliniques :
Une étude multicentrique a été réalisée dans 3 centres hospitaliers et a porté sur 414 
échantillons comparant le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H) à différentes trousses commerciales 
ELISA.
Les échantillons étaient issus de patients exposés à l’héparine et dont les symptômes 
cliniques ainsi que les conséquences évoquaient une TIH.
Les résultats présentés ci-dessous sont donnés en tenant compte d’un cut-off de 1 U/ml pour 
le réactif HemosIL HIT-Ab(PF4-H).

HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Résultats 
+ -

ELISA 
Résultats

+ 50 33
- 18 313

Predicate Device	 N	 % Co-Positivité (95% CI)	 % Co-Négativité (95% CI)	 % Agrément (95% CI)     
ELISA assay	 414	 60.2% (48.9% -70.8%)	 94.6% (91.5% - 96.7%)	 87.7% (84.1% - 90.7%)
Les résultats des études de fidélité, de comparaison de méthodes et clinique ont été obtenus 
en utilisant des lots spécifiques de réactifs et de contrôles.

El Reactivo Látex, el Complejo y el Calibrador no se han clasificado como reactivos 
peligrosos.

•	 Indicaciones de peligro: ninguna 
•	 Frases R: ninguna 
•	 Frases S: ninguna 

Estabilizador:
•	 Indicaciones de peligro: Xn (Nocivo) 
•	 Frases R: Nocivo por ingestión (R22) 
•	 Frases S: En caso de ingestión, acúdase inmediatamente al médico y muéstresele 

la etiqueta o el envase (S46)
Este producto es para diagnóstico in vitro.

Preparación
Reactivo Látex: Mezclar suavemente el vial por inversión antes de usarlo. No agitar. Evitar la 
formación de espuma.
Estabilizador: Mezclar suavemente el vial antes de usarlo. No agitar. Evitar la formación de 
espuma.
Complejo: Mezclar suavemente el vial antes de usarlo. No agitar. Evitar la formación de 
espuma.
Calibrador: Mezclar suavemente el vial antes de usarlo. No agitar. Evitar la formación de 
espuma.
Nota: Las burbujas en la superficie de los líquidos pueden interferir con los sensores de nivel 
de líquido de los instrumentos.

Conservación y estabilidad de los reactivos
Los viales no abiertos y conservados a 2-8°C son estables hasta la fecha de caducidad 
indicada en la etiqueta.
Reactivos - Los reactivos una vez abiertos son estables durante 2 meses a 2-8°C en el vial 
original o 36 horas cuando se colocan a 15°C en los sistemas de la familia ACL TOP de una 
forma continuada. Cuando los reactivos se dejan en una sesión de 4 horas en el instrumento 
y los viales se conservan, entre sesión y sesión, bien tapados a 2-8°C, los reactivos son 
estables por un tiempo acumulado de hasta 20 horas. Este estudio de tiempo acumulado en 
el instrumento se distribuyó a lo largo de 9 días. Cuando los reactivos se dejan en una sesión 
de 2 horas en el instrumento y los viales se conservan, entre sesión y sesión, bien tapados 
a 2-8°C, los reactivos son estables por un tiempo acumulado de hasta 16 horas. Este estudio 
de tiempo acumulado en el instrumento se distribuyó a lo largo de 15 días. No congelar los 
reactivos. 
Calibrador - Usar inmediatamente después de abierto. El calibrador una vez abierto es 
estable 3 horas cuando se coloca a 15-25°C en los sistemas de la familia ACL TOP.

Método de ensayo
Las instrucciones completas del ensayo se encuentran en el correspondiente Manual del 
Usuario del instrumento y/o en el Manual de Aplicaciones.

Recolección y preparación de las muestras
Recoger nueve partes de sangre recién extraída por punción venosa sobre una parte de 
anticoagulante citrato trisódico. Para la recolección, manejo y conservación del plasma seguir 
las recomendaciones del Documento H21-A5 del CLSI.8

Si se han congelado las muestras, descongelarlas rápidamente a 37°C y centrifugarlas antes 
de analizarlas. Se debe realizar el ensayo de las mismas antes de transcurridas 2 horas de su 
descongelación y centrifugación.

Reactivos adicionales y plasmas de control
Los siguientes reactivos y controles no se suministran con el kit y deberán pedirse por 
separado.
HemosIL HIT- Ab(PF4-H) Controls	 Núm. Cat. 0020013200
Diluyente de factores		  Núm. Cat. 0009757600

Control de Calidad
Para realizar un programa completo de control de calidad, se recomienda el uso de dos 
niveles de control.9 Los controles HemosIL HIT- Ab(PF4-H) Bajo y Alto se han diseñado a tal 
efecto. Cada laboratorio debe establecer su propia media y desviación estándar, y debe 
realizar un programa de control de calidad para monitorizar sus resultados. Los controles 
deben ser analizados como mínimo una vez por cada turno de 8 horas, de acuerdo con la 
normativa de Buenas Prácticas del Laboratorio. El Manual del Usuario contiene información 
adicional. Consultar la publicación de Westgard et al para la identificación y resolución de 
situaciones anormales del control de calidad.10

Trazabilidad de los calibradores y controles
Los valores indicados fueron obtenidos a partir de múltiples determinaciones en los sistemas 
de la familia ACL TOP usando lotes específicos de reactivos y un Estándar interno.

Resultados
Los resultados de HIT- Ab(PF4-H) se informan en U/mL (Unidades Arbitrarias de HemosIL 
HIT-Ab(PF4-H)). 
Rango del test: 
Sistema	 Auto Rerun off		  Auto Rerun on 
Familia ACL TOP 	 0 - 5,7 U/mL 		  0 - 16 U/mL
Cuando el instrumento tiene activada la opción “rerun”, el instrumento realiza una dilución 
automática y corrige el resultado final por el factor de dilución, expandiendo el rango del test a 

16 U/mL. Si el resultado todavía es superior al rango válido expandido, es decir las muestras 
que informen resultados por encima de 16 U/mL, deben diluirse manualmente 1:10 con el 
Diluyente de factores (50 µL de muestra + 450 µL de Diluyente de factores) y reanalizarse 
como una muestra normal. Los resultados deben entonces multiplicarse por 10.
Aunque un resultado positivo obtenido usando este ensayo puede indicar la presencia de 
anticuerpos asociados a la heparina, un resultado positivo NO CONFIRMA el diagnóstico de 
TIH. Algunos pacientes pueden tener anticuerpos naturales anti-FP4.

Limitaciones/interferencias
Concentraciones de hemoglobina hasta 495 mg/dL, de bilirrubina hasta 18 mg/dL, de 
triglicéridos hasta 250 mg/dL, de factor reumatoide hasta 1000 UI/mL y de anticuerpos 
humanos anti-ratón (HAMA) hasta 1 µg/mL no afectan los resultados de HIT- Ab(PF4-H) en los 
sistemas de la familia ACL TOP.
Muestras de pacientes no sospechosos de TIH y de pacientes tratados con heparina (HNF 
o HBPM) fueron comprobadas con HemosIL HIT- Ab(PF4-H). Las 20 muestras de pacientes 
tratados con HBPM, con un rango de concentración de heparina de entre 0,25-1,08 UI/mL, 
dieron por debajo del cut-off recomendado. De las 22 muestras de pacientes tratados con 
HNF, con un rango de concentración de heparina de entre 0,15-6,74 UI/mL, solo 2 de 
ellas dieron ligeramente por encima del cut-off. Sin embargo, no hubo correlación entre los 
resultados de TIH y el nivel de concentración de heparina.
Se comprobaron 26 muestras de pacientes diagnosticados del síndrome de anticuerpos anti-
fosfolípidos (SAFL) con HemosIL HIT- Ab(PF4-H). Todas las muestras dieron resultado negativo 
con HemosIL HIT- Ab(PF4-H) demostrando que dichos anticuerpos no interfieren en el ensayo.

Valores esperados
No se debe esperar la presencia de anticuerpos anti-FP4/H en la población normal. A 
continuación se describen una serie de estudios realizados en los sistemas de la familia ACL 
TOP para determinar el cut-off más óptimo del kit HemosIL HIT- Ab(PF4-H).
Se comprobaron 131 muestras de plasma de individuos aparentemente sanos (donantes 
de banco de sangre). El intervalo de referencia del 95%, fue de 0-0,6 U/mL. También se 
comprobaron 51 muestras de una población de pacientes expuestos a heparina (HNF y 
HBPM) sin sospecha alguna de TIH. El intervalo de referencia del 95% fue de 0-1,2 U/mL. 
Finalmente, una comparación de métodos realizada con el ensayo de liberación de serotonina 
(SRA) utilizando 66 muestras de plasma de pacientes sospechosos de TIH (31 muestras 
SRA positivas y 35 SRA negativas) mostró que el cut-off óptimo determinado a través de los 
resultados del ensayo de SRA es de 1,0 U/mL (Concordancia 92,4%, CI% = 83,2% - 97,5%).
En base a estos estudios se ha determinado que en muestras de pacientes tratados con 
heparina, los resultados de HemosIL HIT- Ab(PF4-H) iguales o superiores a 1,0 U/mL 
pueden indicar la presencia de anticuerpos de TIH. Los resultados del ensayo deben 
usarse junto con el resto de información clínica, en la elaboración del diagnóstico.

Características técnicas
Precisión: El estudio de la precisión intraserie (repetibilidad) y total (dentro del ensayo) fue 
realizado en diferentes series.
ACL TOP	 Media (U/mL)	 CV% (Intraserie)	 CV% (Total)
Control bajo HIT- Ab(PF4-H)	 0,7	 0,09 (DS)	 0,11 (DS)
Control alto HIT- Ab(PF4-H) 	 3,5	 4,9	 6,1
Muestra débil HIT- Ab(PF4-H) 	 1,6	 4,9	 8,1
Muestra alta HIT- Ab(PF4-H) 	 5,2	 2,8	 3,5
Muestra muy alta HIT- Ab(PF4-H) 	 10,0	 5,5	 9,5
El control bajo comprobado en el estudio de precisión anterior siempre reportó resultados por 
debajo del cut-off.

Comparación de métodos
Se realizó internamente una comparación de métodos, con 257 muestras congeladas de 
pacientes sospechosos de TIH usando un kit de ELISA disponible comercialmente.
Los resultados resumidos a continuación se basan en un cut-off de 1,0 U/mL del kit HemosIL 
HIT- Ab(PF4-H).

HemosIL HIT-Ab(PF4-H) resultados 
+ -

ELISA 
resultados

+ 85 14
- 10 148

N	 % Co-Positividad (95% C.I.)	%Co-Negatividad (95% C.I.)	%Concordancia (95% C.I.)     
257	 85,9% (77,4% - 92,0%)	 93,7% (88,7% - 96,9%)	 90,7% (86,4% - 93,9%)

Evaluación clínica
Se realizó un estudio multi-céntrico en 3 hospitales, con 414 muestras comparando con un 
ensayo de ELISA disponible comercialmente.
Las muestras eran de pacientes expuestos a heparina que mostraban síntomas relacionados 
con TIH y que se sospechaba tenían TIH.
Los resultados resumidos a continuación se basan en un cut-off de 1,0 U/mL del kit HemosIL 
HIT- Ab(PF4-H).

HemosIL HIT-Ab(PF4-H) resultados 
+ -

ELISA 
resultados

+ 50 33
- 18 313

Ensayo comparativo	 N	 %Co-Positividad (95% CI)	 %Co-Negatividad (95% CI)	 %Concordancia (95% CI)     
Test de ELISA	 414	 60,2% (48,9% -70,8%)	 94,6% (91,5% - 96,7%)	 87,7% (84,1% - 90,7%)
La precisión y los datos de correlación se han obtenido usando lotes específicos de reactivos 
y de controles.
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Utilizzo
Test immunologico al lattice completamente automatizzato per la ricerca di anticorpi anti-PF4/
Eparina (PF4) sui Sistemi ACL TOP®. Anticorpi associati all’eparina si possono riscontrare in 
pazienti con Trombocitopenia Indotta da Eparina (HIT) o con Trombosi. 

Principio del metodo
La Trombocitopenia Indotta da Eparina (HIT) è una malattia autoimmune che può portare 
alla morte pazienti in terapia eparinica1. La HIT viene considerata una “malattia paradosso” in 
quanto un anticoagulante somministrato per prevenire un evento trombotico in realtà provoca 
una trombosi. La HIT comporta un incremento del rischio di trombosi venosa e/o arteriosa2. 
La HIT si manifesta in pazienti trattati con eparine non frazionate (ENF) o con eparine a basso 
peso molecolare (EBPM) con una riduzione della conta piastrinica superiore al 50 % rispetto ai 
valori basali, tipicamente fra il 5° e il 10° giorno dall’inizio del trattamento3. Casi di insorgenza 
precoce o ritardata di HIT sono stati comunque evidenziati2. Diagnosticare la HIT è molto 
importante poiché in casi di pazienti positivi alla HIT deve essere sospeso il trattamento in 
corso ed avviato un trattamento con un anticoagulante differente.
La HIT di tipo 1 è una trombocitopenia precoce, transitoria, che si risolve spontaneamente 
senza che sia necessario sospendere il farmaco. Questa è la forma più comune e si riscontra 
nel 10-20% dei pazienti trattati con eparina. Non ha una base immunologica e raramente si 
associa a trombosi periferica.
La HIT di tipo 2 è una forma di trombocitopenia su base immunologica il cui meccanismo è 
mediato da anticorpi IgG eparina-dipendenti diretti contro il complesso PF4/eparina (PF4/E)4. 
Questi anticorpi sono la causa primaria dell’insorgenza di una trombosi venosa o arteriosa. 
L’ipotesi attuale è che una precoce esposizione ai complessi con PF4, forse indotta da fattori 
endogeni e non da eparina, porti ad un clustering del PF4 e ad una modifica delle cellule B a 
cellule T. In seguito, le cellule B tornano ad essere transitoriamente attivate quando i cluster 
di PF4 sono dovuti a trattamento con Eparina. Lo sviluppo della patologia è legata soprattutto 
ad anticorpi IgG eparina-dipendenti1. Tuttavia anche la sola presenza di anticorpi IgM e/o IgA, 
osservata in alcuni pazienti, può essere associata a complicazioni trombotiche5. 
Il test per la rilevazione di anticorpi anti-PF4/E associato ad una adeguata valutazione clinica, 
ha dimostrato di essere molto utile come aiuto nella gestione dei pazienti con sospetta HIT. 
In particolare, un risultato negativo può essere d’aiuto alla decisione clinica di escludere la 
presenza di HIT e quindi continuare con la terapia eparinica2. Una debole positività del test 
può indicare che gli anticorpi non sono in grado di attivare le piastrine, mentre una forte 
positività può indicare un elevato rischio di HIT. In entrambi i casi si raccomanda la conferma 
della positività con un test funzionale. La conferma o meno della diagnosi dovrebbe essere 
supportata da una valutazione clinica accompagnata da dati di laboratorio2.
Il kit HemosIL HIT-Ab(PF4-H) è un test immunologico al lattice totalmente automatizzato per la 
ricerca di anticorpi diretti contro l’eparina in pazienti con sospetta HIT. L’anticorpo monoclonale 
adeso alle particelle di lattice svolge la funzione dell’anticorpo HIT6. Si verifica agglutinazione 
del reagente in caso di presenza di PF4 delle piastrine legate al polivinil-sulfonato (PVS) 
e campione del paziente. Il livello di agglutinazione è inversamente proporzionale alla 
concentrazione degli anticorpi del paziente ed è determinato misurando la riduzione della 
quantità di luce trasmessa, causata dagli aggregati. 

Composizione
Il kit HemosIL HIT- Ab(PF4-H) è composto da:
R	 Latex Reagent (Cat. No. 0020301210): 2 flaconi da 1.8 mL di sospensione di particelle 

di lattice coattate con un anticorpo monoclonale murino anti-PF4-Eparina in un buffer 
contenente albumina bovina serica, stabilizzanti e conservanti.

S 	 Stabilizer (Cat. No. 0020301220): 2 flaconi x 3.2 mL di un buffer PBS contenente 
albumina bovina serica, stabilizzanti e conservanti.

Com	 Complex (Cat. No. 0020301230): 2 vials da 0.8 mL di una soluzione del complesso 
PF4-PVS (PF4 di origine umana legato al PVS), in un buffer PBS contenente albumina 
bovina serica, stabilizzanti e conservanti. Contiene lo 0.02% di Bronidox™ come 
conservante.

C 	 Calibrator (Cat. No. 0020301240): 2 flaconi da 1 mL di anticorpo monoclonale anti-
PF4-Eparina in un buffer PBS buffer contenente albumina bovina serica, stabilizzanti e 
conservanti

ATTENZIONE:
Il materiale di origine umana utilizzato è stato verificato con metodi raccomandati da FDA, e 
non è stata riscontrata la presenza dell’antigene di superficie dell’epatite B (HBsAg) e degli 
anticorpi anti-HCV e anti-HIV 1/2. Trattare come potenzialmente infetto7.
Tutti i reagenti eccetto il Complex contengono meno dello 0,1% di sodio azide che potrebbe 
formare azidi esplosive a contatto con tubature metalliche. Prendere le dovute precauzioni per 
lo smaltimento.
Latex Reagent, Stabilizer, Complex e Calibrator contengono materiale di origine bovina, 
ottenuto da animali che non hanno mostrato sintomi di BSE né in vita né dopo la morte. Ciò 
nonostante il materiale dovrebbe essere trattato come potenzialmente infetto.
Latex Reagent, Complex e Calibrator non sono classificati come pericolosi.

•	 Simbolo di pericolo: nessuno
•	 Frasi di rischio: nessuna
•	 Consigli di prudenza: nessuno

Stabilizer:
•	 Simbolo di pericolo: Xn (Nocivo)
•	 Frasi di rischio: Nocivo per ingestione (R22)
•	 Consiglio di prudenza: In caso d'ingestione consultare immediatamente il medico e 

mostrargli il contenitore o l'etichetta. (S46)
Per uso diagnostico in vitro.

Utilização Prevista
Imunoensaio de latex automatizado melhorado para a detecção da imunoglobulina total no 
plasma humano citratado que reage com o Factor Plaquetário 4 (PF4) quando complexado 
com a heparina na Família ACL TOP® Family. Os anticorpos associados à heparina são 
normalmente encontrados em doentes com trombocitopénia induzida pela heparina ou 
trombose (HIT). 

Resumo e princípio
A trombocitopénia induzida por heparina (HIT) é uma patologia mediada por imunocomplexos 
que pode causar morbilidade e mortalidade em doentes em terapêutica com heparina1. A HIT 
é considerada uma doença paradoxal, na qual é administrado anticoagulante para prevenir 
a trombose; contudo o acontecimento clínico mais importante na HIT é um aumento do 
risco para trombose venosa e/ou arterial2. Há suspeita de HIT quando os doentes tratados 
com heparina não fraccionada (HNF) ou com heparina de baixo peso molecular (HBPM) 
apresentam um decréscimo da contagem de plaquetas superior a 50% a partir da linha de 
base, tipicamente entre o dia 5 e 10 a partir do início do tratamento com anticoagulante3. 
Também têm sido notificados casos de HIT precoce e retardada2. O diagnóstico rápido é 
muito importante porque o tratamento com heparina tem de ser descontinuado e devem ser 
utilizados anticoagulantes alternativos no caso de HIT confirmada.
A HIT Tipo II, do tipo imunoalérgico, é causada pelo desenvolvimento de anticorpos 
activadores de plaquetas, maioritariamente dirigidos contra o Factor Plaquetário 4 quando 
complexado com heparina (PF4/H)4. Estes anticorpos são a causa primária de indução de 
trombose quer venosa, quer arterial. A hipótese de trabalho actual é de que, uma exposição 
precoce aos complexos PF4/H, talvez induzidos por factores endógenos não-heparinicos, 
conduz a um cluster PF4/H e a um “switch” de classe de anticorpos dos linfócitos B 
dependente dos linfócitos T. Mais tarde, estes linfócitos B são transitoriamente activados 
quando são induzidos clusters PF4/H, por tratamento com heparina2. O desenvolvimento 
da patologia está maioritariamente associado a anticorpos dependentes da heparina do 
isótipo IgG1. Contudo, a presença apenas de IgM e/ou IgA foi observada em alguns doentes, 
incluindo casos de complicação trombótica5. 	
A análise combinada de anticorpos PF4/H com uma avaliação clínica adequada demonstrou 
ser muito útil como auxiliar na gestão de doentes com suspeita de HIT. Particularmente, 
o resultado negativo para o teste de anticorpos PF4/H pode apoiar a decisão clínica de 
exclusão da presença de HIT, e portanto continuar o tratamento com heparina2. Uma 
positividade fraca para os anticorpos PF4/H pode indicar que os anticorpos não são 
activadores das plaquetas, enquanto uma positividade forte pode indicar um risco mais 
elevado para HIT. Em ambos os casos, recomenda-se a confirmação com um teste funcional. 
A reavaliação clínica apoiada em dados laboratoriais deve ser realizada antes da confirmação 
ou exclusão do diagnóstico2.
O kit HemosIL HIT-Ab(PF4-H) kit é um ensaio imunoturbidimétrico melhorado com partículas 
de látex, para detectar anticorpos totais associados à heparina nos doentes com HIT. Um 
anticorpo monoclonal que mimetiza os anticorpos HIT humanos reveste as partículas de 
latex6. Na presença de PF4 das plaquetas humanas complexadas com sulfonato de polivinilo 
(PVS), e a amostra do doente, ocorre uma reacção de aglutinação competitiva. O grau de 
aglutinação é inversamente proporcional à concentração de anticorpos na amostra e é 
determinado pela medição do decréscimo da luz transmitida causada pelos agregados.

Composição
O kit HemosIL HIT- Ab(PF4-H) consiste em:
R	 Latex Reagent (Cat. No. 0020301210): 2 frascos x 1.8 mL de uma suspensão de 

partículas de látex de poliestireno revestidas com anticorpo monoclonal de ratinho 
anti-PF4-Heparina em tampão Tris, com albumina sérica bovina, estabilizantes e 
conservante.

S 	 Stabilizer (Cat. No. 0020301220): 2 frascos x 3.2 mL de tampão PBS com albumina 
sérica bovina, estabilizantes e conservante.

Com	 Complex (Cat. No. 0020301230): 2 frascos x 0.8 mL de uma solução de complexo 
PF4-PVS (PF4 de plaquetas humanas complexadas com PVS), em tampão PBS com 
albumina sérica bovina, estabilizantes e conservante. Contém conservante Bronidox™ 
a 0.02%.

C 	 Calibrator (Cat. No. 0020301240): 2 frascos x 1 mL de anticorpo monoclonal anti-PF4-
Heparina em tampão PBS com albumina sérica bovina, estabilizantes e conservante.

PRECAUÇÕES E AVISOS:
O material de origem humana utilizado neste produto foi testado com métodos aprovados pela 
FDA e foi não-reactivo para o Antigénio de Superfície para a Hepatite B (HBsAg), e anticorpos 
Anti-HCV e HIV 1/2 Manipule como potencialmente infeccioso7.
Todos os reagentes, com excepção do Complex contêm azida sódica a 0.1% que pode formar 
azida sódica nas canalizações de metal. Use procedimentos adequados de eliminação.
O Latex Reagent, Stabilizer, Complex e Calibrator contêm material bovino. Todos os animais 
dadores vieram de manadas sem BSE. O gado foi inspeccionado ante e post-mortem por 
um veterinário, e aparentemente, não tinham material infeccioso e contagioso. Contudo, o 
material deve ser tratado como potencialmente infeccioso.
O Latex Reagent, Complex e Calibrator não estão classificados como perigosos.

•	 Classe de risco: nenhuma 
•	 Frases de risco: nenhuma
•	 Frases de segurança: nenhuma 

Stabilizer:
•	 Classe de risco: Xn (Nocivo)
•	 Frases de risco: Nocivo por ingestão (R22)
•	 Frases de segurança: Em caso de ingestão, consultar imediatamente o médico e 

mostrar-lhe a embalagem ou o rótulo (S46)
Este produto é para utilização em diagnóstico in vitro.

Preparação
Latex Reagent: Inverta várias vezes suavemente para misturar antes de utilizar. Não agite. 
Evite a formação de espuma.
Stabilizer: Inverta várias vezes suavemente para misturar antes de utilizar. Não agite. Evite a 
formação de espuma.
Complex: Inverta várias vezes suavemente para misturar antes de utilizar. Não agite. Evite a 
formação de espuma.
Calibrator: Inverta várias vezes suavemente para misturar antes de utilizar. Não agite. Evite a 
formação de espuma.
Nota: Bolhas de ar no cimo dos líquidos podem interferir com os sensores de líquidos dos 
instrumentos.

Conservação e estabilidade do reagente
Os reagentes e calibradores selados são estáveis até ao fim do prazo de validade impresso 
nos rótulos dos frascos, desde que conservados entre 2-8°C.
Estabilidade dos reagentes - Os reagentes abertos são estáveis durante 2 meses a 2-8°C no 
frasco original ou 36 horas quando colocado a 15°C no equipamento da Família ACL TOP 
continuamente. Quando os reagentes são usados durante 4 horas no aparelho por sessão de 
análise e todos os frascos são repostos com a tampa bem colocada a 2-8°C entre sessões, 
os reagentes têm estabilidade durante um período cumulativo de 20 horas. Este estudo de 
período de tempo cumulativo no equipamento foi distribuído ao longo de um período de 9 
dias. Quando utilizado durante 2 horas no aparelho por sessão de teste e todos os frascos 
são repostos com a tampa bem colocada a 2-8°C entre sessões, os reagentes são estáveis 
durante um período de tempo cumulativo de até 16 horas. Este estudo de período de tempo 
cumulativo no equipamento foi distribuído ao longo de um período de 15 dias. Não congelar.
Calibrator- Utilize imediatamente depois de abrir. O calibrador aberto é estável durante 3 
horas a 15-25°C no equipamento da Família ACL TOP.

Instrumento/Procedimentos de teste
Consulte o Manual de Operador do Instrumento IL adequado e/ou o Manual de Aplicação para 
obter as instruções completas do procedimento.

Colheita e preparação de amostras
Nove partes de sangue venoso recentemente colhido e misturado com uma parte de citrato 
trissódico. Consulte o documento CLSI H21-A5 para obter mais instruções sobre colheita da 
amostra, manipulação e conservação8.
Descongele as amostras congeladas rapidamente a 37°C e centrifugue antes de testar, se 
necessário. Depois de descongelar o ensaio tem de ser efectuado no prazo de 2 horas.

Reagentes adicionais e plasmas de controlo
Os seguintes materiais não são fornecidos com o kit e têm de ser adquiridos separadamente.
HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Controls	 Cat. No. 0020013200
Factor diluent			  Cat. No. 0009757600

Controlo de qualidade
Recomendam-se dois níveis de controlo para um programa completo de controlo de 
qualidade9. Os HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Controls Low e High foram concebidos para este 
programa. Cada laboratório deve estabelecer a sua média e desvio padrão, e deve 
estabelecer um programa de controlo de qualidade para monitorizar os testes laboratoriais. 
Os controlos devem ser analisados pelo menos uma vez, em cada turno de 8 horas, de 
acordo com as boas práticas de laboratório. Consulte o Manual do Operador do instrumento 
para obter informação adicional. Consulte Westgard et al para identificação e resolução de 
situações fora do controlo10.
Rastreabilidade de calibradores e materiais de controlo
Os valores notificados foram determinados ao longo de múltiplas análises no sistema Família 
ACL TOP com lotes específicos de reagentes e contra um padrão interno.

Resultados
Os resultados HIT-Ab(PF4-H) são notificados em U/mL (Unidades arbitrárias HemosIL HIT-
Ab(PF4-H) ). 
Intervalo do teste: 
Sistema	 Auto Rerun desligado		 Auto Rerun ligado 
Família ACL TOP	 0 - 5.7 U/mL 		  0 - 16 U/mL

Quando a capacidade de re-análise do instrumento está activada, o instrumento realiza uma 
diluição interna e corrige o resultado final para o factor de diluição, expandindo o intervalo de 
medição para 16 U/mL. Se o resultado ainda exceder o intervalo expandido, por ex. amostras 
acima de 16 U/mL, então a amostra deve ser diluída manualmente 1:10 com Factor diluent (50 
µL da amostra + 450 µL do Factor diluent) e re-analisado com o método padrão. O resultado 
deve ser multiplicado por 10 para corrigir a diluição.
Embora um resultado positivo obtido com este ensaio, possa indicar a presença de anticorpos 
associados a heparina, um resultado positivo NÃO CONFIRMA o diagnóstico de HIT. Nalguns 
doentes podem ocorrer naturalmente anticorpos contra PF4.

Limitações/substâncias interferentes				  
Os resultados HIT-Ab(PF4-H) na Família ACL TOP não são afectados pela hemoglobina até 495 
mg/dL, bilirrubina até 18 mg/dL, triglicéridos até 250 mg/dL, factor reumatóide até 1000 IU/mL 
e anticorpos humanos anti-ratinho (HAMA) até 1 µg/mL.
As amostras de doentes tratados com heparina (HNF ou HBPM), sem suspeita de foram 
testados com o HemosIL HIT-Ab(PF4-H). Para a HBPM, todos os vinte resultados estiveram 
abaixo do cut-off recomendado numa amostra populacional com um intervalo de concentração 
de heparina entre 0.25-1.08 IU/mL. Para a HNF, dois resultados em vinte estiveram 
ligeiramente acima do cut-off numa amostra populacional com um intervalo de concentração 
de heparina entre 0.15-6.74 IU/mL. Contudo, não houve uma correlação dose-resposta entre 
os resultados HIT e a concentração de HNF.

Foram analisadas com o HemosIL HIT-Ab(PF4-H)., vinte e seis amostras diagnosticadas com o 
Síndrome Antifosfolípidico (APS). Todas as amostras foram negativas com o HemosIL HIT-
Ab(PF4-H) demonstrando que o ensaio não é afectado pelos anticorpos APS.

Valores esperados
A presença de anticorpos PF4/H numa populaça normal não é expectável. foi realizado um 
conjunto de estudos para avaliar o cut-off óptimo do HemosIL HIT-Ab(PF4-H) nosso sistemas da 
Família ACL TOP conforme descrito a seguir.
Foram testadas 131 amostras de plasma de indivíduos aparentemente saudáveis (dadores 
de sangue). O intervalo de referência a 95% foi 0-0.6 U/mL. Adicionalmente, foi testada uma 
população de 51 amostras de doentes expostos à heparina (HNF e HBPM) sem suspeita 
clínica de HIT. O intervalo de referência a 95% foi 0-1.2 U/mL. 
Finalmente, efectuou-se uma comparação do método com o ensaio de libertação de 
serotonina (SRA) em 66 amostras de plasma de doentes com suspeita de HIT (31 SRA 
positivos e 35 SRA negativos) indicaram que o cut-off óptimo determinado por análise ROC foi 
1.0 U/mL (92.4% concordância, CI% = 83.2% - 97.5%).
Baseado nestes estudos determinou-se que em amostras de doentes tratados com heparina, 
os resultados HemosIL HIT-Ab(PF4-H) iguais ou superiores a 1.0 U/mL podem indicar a presença 
de anticorpos HIT . Os resultados do ensaio devem ser utilizados com outra informação, 
incluindo o contexto clínico, na formação de um diagnóstico.
Características de desempenho

Precisão:
A precisão intra-análise (repetibilidade) e total (intra-dispositivo) foi avaliada ao longo de várias 
análises.
Família ACL TOP	 Média (U/mL)	 CV% (intra-análise)	 CV% (Total)
Low HIT-Ab(PF4-H) Control	 0.7	 0.09 (SD)	 0.11 (SD)
High HIT-Ab(PF4-H) Control	 3.5	 4.9	 6.1
Weakly Positive HIT-Ab(PF4-H) sample	 1.6	 4.9	 8.1
High HIT-Ab(PF4-H) plasma sample	 5.2	 2.8	 3.5
Very High HIT-Ab(PF4-H) plasma sample	 10.0	 5.5	 9.5		
O lote específico de Low Control testado nos estudos de precisão supramencionados notificou 
resultados de HIT-Ab(PF4-H) abaixo do cut-off. 

Comparação do método:
Foi efectuada uma comparação interna do método em 257 amostras congeladas de doentes 
com suspeita de HIT com um ensaio ELISA disponível no mercado. 
Os resultados resumidos a seguir, baseiam-se num cut-off de 1.0 U/mL para o ensaio 
HemosIL HIT-Ab(PF4-H). 

Resultados HemosIL HIT-Ab(PF4-H) 
+ -

Resultados 
ELISA

+ 85 14
- 10 148

N	 %Co-Positividade (95% CI)	 %Co-Negatividade (95% CI)	 %Concordância (95% CI)     
257	 85.9% (77.4% - 92.0%)	 93.7% (88.7% - 96.9%)	 90.7% (86.4% - 93.9%)	   

Desempenho clínico:
Foi realizado um estudo multicêntrico em três hospitais com 414 amostras comparando com 
um ensaio ELISA disponível no mercado. 
As amostras eram de doentes expostos à heparina que demonstraram sintomas relacionados 
com aHIT e portanto com suspeita de HIT.
Os resultados resumidos a seguir, baseiam-se num cut-off de 1.0 U/mL para o ensaio 
HemosIL HIT-Ab(PF4-H) .

Resultados HemosIL HIT-Ab(PF4-H) 
+ -

Resultados 
ELISA

+ 50 33
- 18 313

Dispositivo  
predicado	 N	 %Co-Positividade  (95% CI)	 %Co-Negatividade (95% CI)	 %Concordância (95% CI)     
ELISA assay	 414	 60.2% (48.9% -70.8%)	 94.6% (91.5% - 96.7%)	 87.7% (84.1% - 90.7%)
A precisão, comparação do método e resultados dos estudos clínicos foram obtidos utilizando 
lotes específicos de reagentes e controlos.
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Preparazione
Latex Reagent: Capovolgere delicatamente prima dell’uso. Il reagente è pronto all’uso. Evitare 
la formazione di schiuma.
Stabilizer: Capovolgere delicatamente prima dell’uso. Il reagente è pronto all’uso. Evitare la 
formazione di schiuma.
Complex: Capovolgere delicatamente prima dell’uso. Il reagente è pronto all’uso. Evitare la 
formazione di schiuma. 
Calibrator: Capovolgere delicatamente prima dell’uso. Il reagente è pronto all’uso. Evitare la 
formazione di schiuma.

Conservazione e stabilità dei reagenti
I reagenti e il calibrante sigillati sono stabili a 2-8°C fino alla data di scadenza stampata 
sull’etichetta.
Stabilità dei Reagenti: I reagenti aperti sono stabili per 2 mesi a 2-8°C nel flacone originale 
o 36 ore consecutive a 15°C a bordo dei Sistemi ACL TOP. Se i reagenti vengono lasciati 
a bordo per 4 ore e riposti a 2-8°C nel flacone originale chiuso, sono stabili per un tempo 
complessivo pari a 20 ore. Questo periodo di 20 ore deve essere distribuito in un arco di tempo 
massimo pari a 9 giorni. Se i reagenti vengono lasciati a bordo per 2 ore e riposti a 2-8°C nel 
flacone originale chiuso, sono stabili per un tempo complessivo pari a 16 ore. Questo periodo 
di 16 ore deve essere distribuito in un arco di tempo massimo pari a 15 giorni. Non congelare. 
Calibratori - Usare subito dopo l’apertura. Il calibratore è stabile per 3 ore a 15-25°C a bordo 
dei Sistemi ACL TOP. 

Metodo
Per le metodiche e le procedure di lavoro consultare il Manuale dell’Operatore dei Sistemi ACL 
TOP.

Preparazione dei campioni
Aggiungere a nove parti di sangue fresco venoso una parte di trisodio citrato. Per informazioni 
aggiuntive sulla preparazione, il trattamento e la conservazione dei campioni fare riferimento al 
documento CLSI H21-A58.
Scongelare rapidamente i campioni a 37°C e centrifugare il plasma prima di eseguire il test. 
Analizzare i campioni entro 2 ore dallo scongelamento.

Reagenti ausiliari e plasmi di controllo
I seguenti reattivi non sono forniti insieme al kit e devono essere ordinati separatamente:
HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Controls	 Cat. No. 0020013200
Factor diluent			  Cat. No. 0009757600

Controllo di qualità
Per un completo programma di controllo di qualità si raccomanda l’uso di due livelli di 
controllo9. Il kit HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Controls è indicato per questo programma. Ogni 
laboratorio deve definire i valori medi e le deviazioni standard per i controlli utilizzati nel proprio 
programma di controllo di qualità. I controlli dovrebbero essere analizzati almeno una volta 
ogni 8 ore. Riferirsi al Manuale dell’Operatore per ulteriori informazioni. Per i casi particolari 
fare riferimento all’articolo di Westgard et al10.

Calibratori e materiali di controllo 
I valori indicati sono stati assegnati eseguendo repliche successive sui Sistemi ACL TOP con 
l’impiego di un lotto specifico di reagente rispetto a uno Standard Interno (Aziendale).

Risultati
I risultati del test HIT-Ab(PF4-H) sono espressi in U/mL (HemosIL HIT-Ab(PF4-H) Unità Arbitrarie). 
Intervallo di misura: 
Sistema	 Auto Rerun off		  Auto Rerun on 
Sistemi ACL TOP	 0 - 5.7 U/mL 		  0 - 16 U/mL

Quando la funzionalità di rerun è attivata, lo strumento esegue in automatico una diluizione del 
campione e ricalcola il risultato finale per estendere la linearità fino a 16 U/mL. Se il risultato 
dovesse superare questo valore si consiglia di diluire manualmente il campione 1:10 con il 
Factor Diluent (50 µL di campione + 450 µL di Factor diluent) e di rieseguire il test standard. Il 
risultato dovrà essere moltiplicato per 10 per correggere la diluizione.
Nonostante un risultato positivo di questo test indichi la presenza di anticorpi anti-PF4/E, un 
risultato positivo NON CONFERMA la diagnosi di HIT. Alcuni pazienti possono avere questi 
anticorpi senza avere HIT.

Limitazioni / Sostanze Interferenti				  
I risultati del test HIT-Ab(PF4-H) su Sistemi ACL TOP non sono influenzati in presenza di livelli di 
emoglobina fino a 495 mg/dL, bilirubina fino a 18 mg/dL, trigliceridi fino a 250 mg/dL, fattore 
reumatoide fino a 1000 IU/mL e anticorpi anti-topo umani (HAMA) fino a 1 µg/mL.
Sono stati analizzati campioni di pazienti negativi alla HIT in trattamento eparinico (EBPM o 
ENF) con il kit HemosIL HIT-Ab(PF4-H) . Nel caso di EBPM, con concentrazione nel campione fra 
0.25 e 1.08 IU/mL , tutti i venti risultati sono stati al di sotto del cut-off consigliato. Nel caso di 
ENF, con concentrazione nel campione fra 0.15 e 6.74 IU/mL, solo due dei ventidue campioni 
analizzati hanno dato un risultato leggermente al di sopra del cut-off consigliato.
Sono stati analizzati con il kit HemosIL HIT-Ab(PF4-H) ventisei campioni con Sindrome da 
Anticorpi Antifosfolipidi confermata e nessuno di essi è risultato positivo, dimostrando così che 
il kit HemosIL HIT-Ab(PF4-H) non è influenzato da questa patologia.

Valori attesi
Non è prevista la presenza di anticorpi anti-PF4/E nella popolazione normale. Sono stati 
eseguiti una serie di studi per determinare il valore di cut-off da utilizzare sui Sistemi ACL TOP.
Sono stati analizzati 131 campioni di plasma da donatori sani. Il 95% dei risultati rientra 
nell’intervallo compreso fra 0 e 0.6 U/mL. Sono stati analizzati inoltre 51 campioni di pazienti 
sottoposti a trattamento eparinico (ENF e EBPM) non sospetti di HIT. Il 95% dei risultati rientra 
nell’intervallo compreso fra 0 e 1.2 U/mL. 
È stato poi effettuato uno studio comparativo con il metodo SRA (Serotonin Release Assay) su 
66 plasmi di pazienti con sospetta HIT (31 positivi al test SRA e 35 negativi al test SRA). Da 
questo studio risulta che il cut-off ottimale è pari a 1.0 U/mL. Tale cut-off è stato determinato 
tramite un analisi ROC (92.4% Agreement, CI% = 83.2% - 97.5%).
Basandosi su questi studi è stato definito che risultati del test maggiori o uguali a 1 U/mL 
indicano la presenza di anticorpi associabili alla HIT. Il risultato del test dovrebbe essere 
utilizzato insieme ad altre informazioni di carattere clinico per formulare la diagnosi.

Prestazioni
Precisione: La precisione, nella serie e totale (tra ciclo e ciclo e tra giorno e giorno), è stata 
verificata eseguendo numerosi test.
Sistemi ACL TOP	 Media (U/mL)	 CV% (Nella serie)	 CV% (Totale)
Low HIT-Ab(PF4-H) Control	 0.7	 0.09 (SD)	 0.11 (SD)
High HIT-Ab(PF4-H) Control	 3.5	 4.9	 6.1
Campione debolmente HIT - positivo	 1.6	 4.9	 8.1 
Campione HIT - positivo	 5.2	 2.8	 3.5 
Campione marcatamente HIT - positivo	 10.0	 5.5	 9.5	
Il lotto di Low Control utilizzato presentava risultati al di sotto del valore di cut-off. 

Comparazione fra diversi metodi:
Sono stati analizzati 257 campioni congelati di pazienti con sospetta HIT, confrontando il kit 
HemosIL HIT-Ab(PF4-H) e kit ELISA disponibili in commercio. 
Per il test HemosIL HIT-Ab(PF4-H) è stato utilizzato un cut-off pari a 1.0 U/mL. I risultati sono 
riportati qui di seguito.

Risultati HemosIL HIT-Ab(PF4-H) 
+ -

Risultati 
ELISA

+ 85 14
- 10 148

N	 % Co-Positivity (95% CI)	 % Co-Negativity (95% CI)	 % Agreement (95% CI)     
257	 85.9% (77.4% - 92.0%)	 93.7% (88.7% - 96.9%)	 90.7% (86.4% - 93.9%)	   

Studi Clinici:
É stato effettuato uno studio clinico multicentrico (tre differenti ospedali) nel corso del quale 
sono stati analizzati 414 pazienti, confrontando i risultati del kit HemosIL HIT-Ab(PF4-H) con 
alcuni metodi ELISA disponibili in commercio.
Sono stati raccolti campioni di pazienti sottoposti a terapia eparinica che hanno mostrato 
sintomi di HIT.
Per il test HemosIL HIT-Ab(PF4-H) è stato utilizzato un cut-off pari a 1.0 U/mL. I risultati sono 
riportati qui di seguito.

Risultati HemosIL HIT-Ab(PF4-H) 
+ -

Risultati 
ELISA

+ 50 33
- 18 313

Metodo di riferimento	 N	 % Co-Positivity (95% CI)	 % Co-Negativity (95% CI)	 % Agreement (95% CI)     
Test ELISA	 414	 60.2% (48.9% -70.8%)	 94.6% (91.5% - 96.7%)	 87.7% (84.1% - 90.7%)	  
Per valutare la precisione, la comparazione fra i diversi metodi e per eseguire i diversi studi 
clinici sono stati utilizzati lotti specifici di reagenti e controlli.
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