ZYMUTEST HIA IgM
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(# RK040B)

ELISA zur Bestimmung Heparin-abhangiger Antikérper vom Isotyp IgM

In-vitro-Diagnostikum

VERWENDUNGSZWECK:
Der ZYMUTEST® HIA IgM ELISA-Kit ist ein qualitativer Test zur Bestimmung Heparin-abhéngiger

Antikdrper vom IgM Isotyp in humanem Plasma, Serum und anderen biologischen Fliissigkeiten. Der
Test ist zum Gebrauch als in-vitro-Diagnostikum bestimmt.

TESTPRINZIP:

Verdiinntes Testplasma bzw. -serum oder andere verdiinnte biologische Fliissigkeit wird mit
Plattchenlysat (CLy) in die Vertiefungen der beschichteten Mikrotiterplatte pipettiert. Bei Anwesenheit
Heparin-abhangiger Antikorper vom IgM Isotyp werden Komplexe mit, in der Mikrotiterplatte im
Uberschuss vorhandenem, UF-Heparin gebildet. Nach anschlieBendem Waschschritt, werden die
gebundenen Antikdrper mit einem Immunkonjugat aus polyklonalem Anti-Human IgM-Antikdrper (-
spezifisch) und Peroxidase (HRP) inkubiert. Das Immunkonjugat reagiert spezifisch mit Antikbrpern
vom IgM Isotyp. Nach einem erneuten Waschschritt wird das Peroxidasesubstrat Tetramethylbenzidin
(TMB/H202) hinzupipettiert, welches zur Blaufarbung des Testansatzes fiihrt. Die Blauférbung schlagt
in eine Gelbfarbung um sobald die Reaktion durch Zugabe von Schwefelséure abgestoppt wird. Die
Intensitét dieser Férbung ist direkt proportional zur Menge der Heparin-abhangigen IgM Antikdrper in
der Probe.

PROBENMATERIAL:

- Humanes Plasma mit Trinatriumcitrat oder EDTA als Antikoagulanz

- Humanes Serum

- Jede andere biologische Flissigkeit in denen Heparin-abhéngige Antikérper vom IgM Isotyp
vorhanden sein kénnen.

REAGENZIEN:

1. COAT: ELISA-Mikrotiterplatte, enthalt 12 Mikrotiterstreifen mit je 8 Vertiefungen, beschichtet mit
biologisch verfligbarem unfraktioniertem Heparin, gesattigt und stabilisiert. Die Platte ist mit
einem Trockenmittel in einem versiegeltem Aluminiumbeutel verpackt.

2. 8D: 2 Flaschen mit je 50 ml HIA Probendiluent, gebrauchsfertig. Enthalt Natriumazid.

3. C+: 3 Flaschen HIA IgM Positivkontrolle, lyophilisiert. Nach Rekonstitution mit 1 m/ HIA
Probendiluent (SD) erhalt man die gebrauchsfertige Positivkontrolle (bereits 1:100 verdiinnt).
Die erwartete Reaktivitét ist auf dem Datenblatt angegeben, welches der Testpackung beiliegt.

4, C-: 3 Flaschen Negativkontrolle, lyophilisiert (verdinntes humanes Normalplasma). Nach
Rekonstitution mit 1 ml HIA Probendiluent (SD) erhdlt man die gebrauchsfertige
Negativkontrolle (bereits 1:100 verdtinnt).

5. CLy: 3 Flaschen Zelllysat, lyophilisiert. Nach Rekonstitution mit 2 m/ Aqua dest. erhalt man die
gebrauchsfertige Losung.

6. IC: 3 Flaschen Immunkonjugat (Anti-IgM ()-HRP-Immunkonjugat), HRP-gekoppelte Antikérper
spezifisch fir humanes IgM (), lyophilisiert. Nach Rekonstitution mit 7,5 m/ Konjugatdiluent
(CD) erhélt man das gebrauchsfertige Immunkonjugat.

7. CD: 1 Flasche mit 25 ml Konjugatdiluent, gebrauchsfertig.
8. WS: 1 Flasche mit 50 ml 20-fach konzentrierter Waschldsung.

9. TMB: 1 Flasche mit 25 ml Peroxidasesubstrat: 3,3'5,5-Tetramethylbenzidin, enthalt
Wasserstoffperoxid, gebrauchsfertig.

10.  SA: 1 Flasche mit 6 ml 0,45M Schwefelséure (Stoppldsung), gebrauchsfertig.

Anmerkung: Es diirfen ausschlieBlich Komponenten aus derselben Packungscharge
miteinander verwendet werden. Gemischte Komponenten aus unterschiedlichen Packungs-
chargen diirfen fiir die Testdurchfiihrung nicht verwendet werden.

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND:

. 8-Kanal-Pipette oder Multipette zur Abgabe von Volumina von 50-300 pl.

. Pipetten zur Abgabe von Volumina von 0-20 pl, 20-200 ul und 200-1000 pl.

. Waschgerét und Schiittler fiir Mikrotiterplatten.

. Lesegerat/Photometer fiir Mikrotiterplatten mit einer Wellenlangeneinstellung von 450 nm.
. Aqua dest.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN, LAGERUNG UND STABILITAT:

In der Originalpackung bei 2-8°C gelagert, sind die ungedffneten Reagenzien bis zum aufgedruckten
Verfalldatum haltbar.

1. ELISA-Mikrotiterplatte(COAT): Den Aufbewahrungsbeutel offnen und die fir die jeweilige
Testserie erforderliche Anzahl an Mikrotiterstreifen entnehmen. Nach Entnahme miissen die
Mikrotiterstreifen innerhalb von 30 Minuten verwendet werden. Nicht benétigte Mikrotiterstreifen
kénnen, in Gegenwart des Trockenmittels und im Originalbeutel vor Feuchtigkeit geschiitzt, 8
Wochen bei 2-8°C im mitgelieferten Minigrip-Plastikbeutel gelagert werden.

2. HIA Probendiluent (SD): Gebrauchsfertig. Nach Offnen kann das Reagenz fiir 8 Wochen bei
2-8 °C unter der Voraussetzung, dass jegliche bakterielle Kontamination vermieden wird,
gelagert werden. Das Reagenz enthalt Natriumazid.
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Warnung: HIA Probendiluent (SD) enthélt Natriumazid, das mit Blei- bzw. Kupferarmaturen unter Bildung
hochexplosiver Metallazide reagieren kann. Bei Entsorgung der Losung in den Ausguss muss mit groen
Mengen Wasser nachgespiilt werden.

3. Positivkontrolle (C+): Um eine gebrauchsfertige Positivkontrolle zu erhalten, wird der Inhalt
einer Flasche mit 1 ml HIA Probendiluent (SD) rekonstituiert. Die Positivkontrolle entspricht
einem Plasma, das Heparin-abhangige Antikdrper vom IgM-Isotyp enthalt und liegt nach
Rekonstitution bereits als 1:100 Probenvorverdiinnung vor. Die rekonstituierte Positivkontrolle
ist, unter der Voraussetzung, dass jegliche bakterielle Kontamination vermieden wird, 2
Wochen bei 2-8°C oder 2 Monate bei -20°C oder tiefer stabil.

4. Negativkontrolle (C-): Um eine gebrauchsfertige Negativkontrolle zu erhalten, wird der Inhalt
einer Flasche mit 1 ml HIA Probendiluent (SD) rekonstituiert. Die Negativkontrolle entspricht
humanem Normalplasma und liegt nach Rekonstitution bereits als 1:700 Probenvorverdiinnung
vor. Die rekonstituierte Negativkontrolle ist, unter der Voraussetzung, dass jegliche bakterielle
Kontamination vermieden wird, 2 Wochen bei 2-8°C oder 2 Monate bei -20°C oder tiefer stabil.

5. Zelllysat (CLy): Um das gebrauchsfertige Reagenz zu erhalten, wird der Inhalt einer Flasche
mit 2 ml Aqua dest. rekonstituiert. Das rekonstituierte Reagenz ist, unter der Voraussetzung,
dass jegliche bakterielle Kontamination vermieden wird, 2 Wochen bei 2-8°C oder 2 Monate bei
-20°C oder tiefer stabil.

Warnung: Das bei der Testdurchfiihrung verwendete CLy-Reagenz wird aus humanem Plattchenkonzentrat,
die Negativkontrolle aus humanem Plasma gewonnen. Diese wurden mit registrierten Methoden getestet
und als negativ firr HIV-Antikérper, HBs-Ag und HCV-Antikérper eingestuft. Kein Test kann jedoch die
vollstandige Abwesenheit infektidser Stoffe ausschlieRen. Jedes Produkt humanen Ursprungs muss deshalb
mit allen erforderlichen VorsichtsmaRnahmen als potenziell infektiés behandelt werden.

6. Anti-IgM(p)-HRP-Immunkonjugat (IC): Jede Flasche wird mit 7,56 ml Konjugatdiluent
rekonstituiert. Vor Gebrauch muss der Inhalt vollstdndig gel6st sein. Zur gleichméRigen
Durchmischung der Losung ist die Flasche leicht zu schwenken. Das rekonstituierte Konjugat
ist fur mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur, 4 Wochen bei 2-8°C oder 2 Monate bei
-20°C oder tiefer stabil.

7. Konjugatdiluent (CD): Gebrauchsfertig. Das rekonstituierte Reagenz ist, unter der
Voraussetzung, dass jegliche bakterielle Kontamination vermieden wird, 8 Wochen bei 2-8°C
stabil. Das Reagenz enthalt 0,05% Kathon CG.

8. Waschlosung (WS): Vorhandene Feststoffe sind durch Inkubation der Flasche fiir 15-30
Minuten bei 37°C im Wasserbad vollstandig in Ldsung zu bringen. Nach Durchmischung wird
die erforderliche Menge 1:20 in Aqua dest. verdiinnt (die in der Flasche enthaltenen 50 ml
erlauben die Herstellung von 1 Liter verdinnter Waschldsung). Die Waschldsung muss in der
Originalflasche bei 2-8°C gelagert und innerhalb von 8 Wochen nach Offnen verbraucht
werden. Die verdiinnte Waschldsung kann 7 Tagen, unter Vermeidung jeglicher bakteriellen
Kontamination, verwendet werden. Das Reagenz enthalt 0,05% Kathon CG.

9. TMB-Substrat (TMB): Gebrauchsfertig. Nach Offnen kann das Reagenz, unter Vermeidung
jeglicher bakteriellen Kontamination, 8 Wochen bei 2-8°C verwendet werden

10.  Stopplosung (SA): Gebrauchsfertig. @

Vorsichtsmalnahmen: Schwefelsaure ist auch in verdiinnter Konzentration von 0,45M &tzend. Wie ahnliche
chemische Substanzen muss Schwefelsaure mit gréRtmadglicher Vorsicht gehandhabt werden. Jeglicher Kontakt
mit Augen und Haut ist zu vermeiden. Bei der Handhabung sind Schutzbrille und Handschuhe zu tragen.

Anmerkungen: Vor Gebrauch ist die Testpackung fiir mindestens 30 Minuten auf Raumtemperatur zu bringen.
Ungedffnete Reagenzien sind bei 2-8°C zu lagern.

Stabilitatsstudien bei 30°C zeigen, dass die Reagenzien ohne Beeintrachtigung bei Raumtemperatur verschickt
werden konnen.

Bei sachgemaRem Gebrauch und sachgemaRer Lagerung entsprechend der empfohlenen Durchfiihrungs-
vorschriften und VorsichtsmaBnahmen, kann die Testpackung bei Bedarf streifenweise innerhalb eines
Zeitraumes von 2 Monaten benutzt werden.

TESTDURCHFUHRUNG:

Probengewinnung:

Blut (9 Volumenteile) wird in 0,109 M (oder 0,129 M) Citrat als Antikoagulanz (1 Volumenteil)
abgenommen. Nach Zentrifugation fir 20 Minuten bei 2.500g wird der Plasmauberstand
abgenommen. Das Citratplasma sollte innerhalb von 24 Stunden verwendet oder bei -20°C oder tiefer
eingefroren werden. Tiefgefrorenes Plasma kann bis zu 6 Monate gelagert und kurz vor Gebrauch fiir
15 Minuten bei 37°C aufgetaut werden. Aufgetaute Proben missen innerhalb von 2 Stunden
verwendet werden. Alternativ kann auch Na>-EDTA als Antikoagulanz und Serum verwendet werden,
Lagerung und Haltbarkeit entsprechen der von Citratplama.

Proben- oder Kontrollplasmen:

Die Proben werden 1:100 mit HIA Probendiluent (SD) verdiinnt. Falls sehr hohe Heparin-abhangiger
Antikdrpertiter vorhanden sind, miissen diese in Verdinnungen von mindest 1:200 oder 1:400 getestet
werden. Die Ergebnisse (Absorptionswerte A450) miissen in diesem Fall mit dem jeweiligen
Verdiinnungsfaktor (2 oder 4) multipliziert werden.

Die Kontrollen liegen bereits gebrauchsfertig 1:100 verdiinnt vor.
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Durchfiihrung:
Die fiir die jeweilige Testserie erforderliche Anzahl an Mikrotiterstreifen aus dem Aluminiumbeutel

entnehmen und in den mitgelieferten Rahmen einlegen. Die Zugabe der Reagenzien in die
Vertiefungen der Mikrotiterstreifen und die einzelnen Schritte der Testdurchfihrung erfolgen geméaf
folgendem Pipettierschema:

Reagenz Volumen Durchfiihrung
Cly 50l CLy in die Vemefmggn der Mikrotiterstreifen
pipettieren (a)
IgM Positivkontrolle —  IgM Positivkontrolle oder
—  Negativkontrolle oder
oder Negativkontrolle 200 i —  Verdiinnte Probe oder

—  Probendiluent

in die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen
pipettieren (a)

oder 1:100 verdiinnte Probe

oder Probendiluent (Blank)

EINSCHRANKUNGEN DES TESTES:

Durch ungeniigende Ausfiihrung der Waschschritte kann es zu hohen Absorptionswerten der
Negativkontrolle kommen. Wie bei allen Autoantikérpertesten kann es in klinischen Situationen wie
entziindlichen Zustanden, infektiésen Erkrankungen oder Autoimmunerkrankungen zu hohen
Hintergrundsignalen kommen, die im Graubereich bzw. im schwach positiven Bereich liegen kdnnen.
In diesem Fall ist eine spatere Probe auf die mdgliche Anwesenheit von Antikérpern zu tberpriifen.
Fehlerhafte Ergebnisse konnen durch bakterielle Kontamination der Testmaterialien, unzureichende
Inkubationszeiten, ungeniigendes Waschen bzw. Entleeren der Mikrotitervertiefungen, Streulicht-
exposition des Substrates, Auslassung von Testreagenzien, Inkubation bei hdheren oder niedrigeren
als den vorgeschriebenen Temperaturen oder Auslassung von Testschritten entstehen.

Die Ergebnisse dieses Testes sollten nicht als alleinige Grundlage fiir eine klinische Entscheidung
herangezogen werden. Obwohl eine positive Reaktion in diesem Test ein Hinweis auf Heparin-
induzierte Antikdrper sein kann, ist ein positiver Nachweis dieser Antikrper noch KEINE
BESTATIGUNG der Diagnose ‘Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT)'.

Einige Patienten kdnnen natiirlich vorkommende Antikérper gegen PF4 oder andere Chemokine

o

60 Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) inkubieren (b)

Waschlésung 5 aufeinanderfolgende Waschschritte mit dem

(20-fach in Aqua dest. verdiinnt) 300 i Waschgerat durchfiihren (c).
(anti-Igh (p)[(l-loFr(‘é’lflgn::nunkonjugat 200 pl Das Immunkonjugat sofort nach dem Waschen in

rekonstituiert mit 7,5 ml Konjugatdiluent) die Mikrofitervertiefungen pipettieren (c)

60 Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) inkubieren (b)

Waschldsung 5 aufeinanderfolgende Waschschritte mit dem

(20-fach in Aqua dest. verdiinnt) 300 i Waschgerat durchfiihren (c).
Das Substrat sofort nach dem Waschen in die
Mikrotitervertiefungen pipettieren.
TMB/H;02-Substrat 200 i Anmerkung: Die Zugabe des Substrates muss,

Reihe fiir Reihe, genau und in exakten
Zeitintervallen durchgefiihrt werden (c,d)

Farbentwicklung fiir exakt 5 Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) ablaufen lassen (b)

In exakt den gleichen Zeitintervallen wie bei der
Zugabe des Substrates die Farbentwicklung durch
Zugabe von 0.45M Schwefelsaure abstoppen (c,d)

0,45M Schwefelsaure 50 pl

Nach 10 Minuten Wartezeit zur Stabilisierung die Absorption bei 450 nm (A450) messen (e) und den Blank-
Wert abziehen.

Anmerkungen:

a) Proben und Kontrollen sind so schnell wie mdglich (innerhalb von 10 Minuten) in die Mikrofitervertiefungen zu
pipettieren, um eine homogene immunologische Kinetik der Antikérperbindung zu gewahrleisten. Eine zu
lange Verzogerung zwischen der Abgabe in die erste und die letzte Mikrotitervertiefung kann die
immunologische Kinetik beeinflussen und zu falschen Ergebnissen fiihren.

b) Wahrend der Inkubationsphasen, insbesondere wahrend der Farbentwicklung, darf die Platte nicht dem direkten

Sonnenlicht ausgesetzt werden. Ein Mikrotiterplatten-Schiittler kann verwendet werden. Die Inkubationstemperatur

muss im Bereich 18-25°C liegen. Die Ergebnisse werden durch zu hohe (>25°C) bzw. zu niedrige (<18°C)

Temperaturen beeinflusst und die A450-Werte liegen dann dementsprechend zu hoch bzw. zu niedrig. Bei der

Auswertung der Ergebnisse ist dies unbedingt zu beriicksichtigen. Ein Mikrofiterplatten-Schilttler solite nur am

Beginn eines Inkubationsschrittes (Pipettieren der Proben, Zugabe Konjugat, Zugabe Substrat, Zugabe

Stoppldsung) fiir 1 bis 2 Minuten verwendet werden. Die A450-Werte sind signifikant erhoht, wenn die

Mikrotiterplatte tiber den gesamten Inkubationszeitraum geschilttelt wird.

Die Mikrotitervertiefungen diirfen zwischen der Zugabe einzelner Reagenzien oder nach einem Waschschritt

niemals vollstandig austrocknen. Um das Austrocknen der Mikrotitervertiefungen und damit eine

Beschadigung der immobilisierten Komponenten zu verhindern, muss das folgende Reagenz innerhalb der

nachsten 3 Minuten zugegeben werden. Falls erforderlich, konnen die Mikrotitervertiefungen mit Waschldsung

gefiillt verbleiben und erst kurz vor der Zugabe des folgenden Reagenz geleert werden. Die Einstellung des

Waschgerates muss, um eine Verringerung der Reaktivitdt zu vermeiden, ein schonendes Waschen der

Mikrotitervertiefungen ermdglichen.

d) Bei der Zugabe des Substrates miissen die Zeitintervalle, Reihe fiir Reihe, genau festgelegt und exakt
eingehalten werden. Dies gilt in gleicher Weise fiir die Zugabe der Stoppldsung.

e) Fiir eine bichromatische Ablesung kénnen Referenzwellenlangen von 690 nm oder 620 nm verwendet werden.

o

QUALITATSKONTROLLE:

- Die in der Testpackung enthaltenen Kontrollen erméglichen die Uberpriifung der korrekten
Durchfiihrung des Testes.

- Die erwarteten A450-Werte der positiven bzw. negativen Kontrolle kénnen Schwankungen von
Charge zu Charge aufweisen. Bei Testdurchfiihrung bei Raumtemperatur (18-25°C) liegen
diese Werte allerdings immer wie folgt:

| P (Positivkontrolle C+): A450 > 1.0 | I N (Negativkontrolle C-): A450 < 0.25 I
Die erwarteten Werte fiir die Positivkontrolle (P) und Negativkontrolle (N) bei 20£1°C sind auf dem

Datenblatt angegeben, das der Testpackung beiliegt. Die gemessenen A450-Werte kénnen
entsprechend der tatséchlichen Temperatur bei der Testdurchfiihrung schwanken.

ANGABE DER ERGEBNISSE:

- Die Ergebnisse werden entsprechend der A450-Werte als positiv oder negativ angegeben.

- Bei Verwendung héherer Probenverdinnungen ist der entsprechende Verdiinnungsfaktor zu
berticksichtigen.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE:
Bei einer Testdurchfiihrung bei 20+1°C gelten folgende Ergebnisbereiche:

Positiv: A450 > 0.50
Schwach positiv: A450 > 0.30 bis < 0.50
Negativ: A450 < 0.30

Anmerkung: Wenn die Raumtemperatur bei der Testdurchfiihrung auRerhalb des empfohlenen Bereiches liegt, konnen
die Absorptionswerte beeinflusst werden. In diesem Fall kann die Positivkontrolle zur Anpassung der Grenzwerte
verwendet werden. Das Datenblatt, welches der Testpackung beiliegt, gibt den chargenspezifischen A450-Wert der
Positivkontrolle und den A450-Wert in % der Positivkontrolle an, welche dem cut-off entspricht. Der umgerechnete Wert
fiir den cut-off ist der entsprechende %-Wert der Absorption der Positivkontrolle in der jeweiligen Analysenserie.
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PATHOLOGISCHE VARIATIONEN:

Heparin-abhangige Antikérper sind Immunoglobuline, die im Plasma von Patienten mit Verdacht auf

Heparin-Induzierte Thrombozytopenie (HIT), Typ Il vorkommen. HIT, Typ Il, die immunallergische Va-

riante, tritt wahrend einer Heparinbehandlung auf [1-2] und ist eine der wesentlichen Komplikationen

dieser Therapie. Grundlage der Erkrankung ist die Entwicklung von Antikérpern gegen makro-
molekulare Heparin-Protein-(in der Regel Pléttchenfaktor 4) Komplexe [3-4]. Neben Antikdrpern gegen

PF4-Heparin wurden in einigen Patienten auch Antikdrper gegen andere Chemokine wie Neutrophil-

Activating Peptide (NAP2) und Interleukin-8 (IL-8) nachgewiesen [5]. Die Entwicklung einer Pathologie

ist im Wesentlichen mit Heparin-abhangigen Antikdrpern vom Isotyp IgG assoziiert. Wenn der Test

jedoch zur Bestimmung des Risikos zur Entwicklung einer klinischen Komplikation HIT eingesetzt wird,
ist die Bestimmung der globalen IgGAM Isotypen als prognostischer Marker dieser Komplikation
hilfreich. Nach dem ersten Auftreten einer HIT entwickeln sich entziindliche und/oder Pléttchen-
aktivierende Mechanismen, die mit unterschiedlichen medizinischen oder chirurgischen Zustanden
assoziiert sind und zu einer erhdhten Freisetzung von Chemokinen fiihren bzw. die Bildung von

Heparin-Komplexen mit Chemokinen (in der Regel PF4) beginstigen. Diese multimolekularen

Komplexe kdnnen antigen werden und die Bildung Heparin-abhéngiger Antikdrper induzieren. Die

Heterogenitét dieser Antikdrper kdnnte zumindest teilweise die Unterschiede zwischen dem klinischen

Verdacht einer HIT und biologischen Testen [6] erkldren. Oftmals bleiben Heparin-abhangige

Antikdrper asymptomatisch, im Speziellen Antikdrper vom Isotyp IgM. Die klinische Assoziation ist bei

hohen Antikérperkonzentrationen sowie dem Isotyp IgG hoher

ANWENDUNGEN:

Bestimmung humaner Heparin-abhéngiger Antikérper vom IgM Isotyp fiir Forschungsanwendungen

oder prospektive Studien Uber die Entwicklung einer HIT im Laufe einer Heparintherapie.

ERGANZENDE TESTE:

o Der ZYMUTEST® HIA IgGAM Testkit (#RK040D) ist ein globaler Screening-Test, der alle humanen
Heparin-abhangigen Antikorper der Isotypen IgG, IgM, und IgA erfasst und fiir folgende
Anwendungen eingesetzt werden kann:

- Abschatzung des Risikos der Entwicklung einer HIT in Patienten, die mit Heparin (UFH oder
LMWH) behandelt werden: Ein Risikoindikator dafiir ist die Anwesenheit von Antikérpern.
Klinischer Verdacht auf HIT wahrend einer Heparintherapie (Hautnekrosen, Abfall der
Plattchenzahl auf <100.000/ul bzw. Abnahme der Plattchenzahl um mehr als 30% zwischen
zwei  aufeinanderfolgenden  Bestimmungen). Andere  mégliche  Ursachen  einer
Thrombozytopenie sollten dabei ausgeschlossen werden. Bei gleichzeitigem Vorliegen einer
Thrombozytopenie erlaubt ein positives IJGAM-Testergebnis die Bestatigung der Diagnose.

Heparin-abhéngige Antikdrper vom Isotyp 19G zeigen eine hohere Assoziation zur klinischen
Diagnose einer HIT. Der ZYMUTEST® HIA IgG Testkit (#RK040A) erzielt somit verbesserte
Spezifitét fir die klinische Komplikation HIT, zeigt jedoch geringere Sensitivitat, da Falle, die
ausschlieRlich mit Antikorpern von IgM bzw. IgA Isotyp assoziiert sind, nicht nachgewiesen werden.

Die unterschiedlichen Isotypen konnen spezifisch auch mit dem ZYMUTEST® HIA IgG, IgM, IgA
Testkit (#RK040E), der eine vollstandige Isotypisierung Heparin-abhangiger Antikérper ermdglicht,
bestimmt werden.

ERGANZENDE CHARAKTERISIERUNG POSITIVER PROBEN (FALLS ERFORDERLICH):

Falls erforderlich, kénnen positive Proben durch die Hemmung der Bindung in Gegenwart von Heparin
weitergehend charakterisiert werden. Fiir diesen Bestatigungstest werden zu 500ul der 1:100
verdiinnten Probe 10ul einer 100 IE/ml Ldsung von unfraktioniertem Heparin zugegeben und homogen
vermischt. Diese heparinisierte Probe (2 1U/ml Endkonzentration) wird dann als Probe im Test
verwendet. Die Heparin-abhangige Bindung der Antikérper an die Mikrotiterplatte wir dadurch in
nahezu allen Fallen gehemmt (Abnahme der A450-Werte um mehr als 50%). Diese Hemmung
bestétigt die Heparin-abhangige Bindung der Antikérper. In sehr wenigen Proben, die bereits in
Abwesenheit von Plattchenlysat positiv sind, wird diese Hemmung nicht beobachtet und der Test
ergibt ohne oder mit Heparin in der verdiinnten Probe ein positives Ergebnis: Dieses Resultat ist nach
gegenwartiger Kenntnis unklar und muss als nicht eindeutig erachtet werden. Zur Interpretation sind
andere Teste und Kriterien fiir die Diagnose einer HIT zu berticksichtigen.

TESTSPEZIFITAT UND -CHARAKTERISTIK:

Das optimierte Testsystem verwendet stabilisiertes, biologisch verfugbares, immobilisiertes Heparin
und ermdglicht vollstandige Reaktivitat mit Heparin-bindenden Proteinen und Antikérpern. Diese
zuverldssige Methode ermdglicht hohe Reproduzierbarkeit durch Identifizierung Heparin-abhangigen
Antikérper vom IgM Isotyp durch Nachahmung der Bindungsmechanismen der Antikérper in vivo an
Heparine.
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