i-STAT®
BULLETIN TECHNIQUE

Procédure de linéarité de I'héparine
i-STAT Celite® ACT* et i-STAT Kaolin* ACT

INTRODUCTION

Les tests i-STAT Celite ACT et i-STAT Kaolin ACT sont destinés a une utilisation diagnostique in vitro.

Ce test peut étre effectué au chevet du patient en utilisant un sang veineux ou artériel. L'i-STAT Celite ACT
est couramment utilisé pour la surveillance des adultes pendant la chirurgie par pontage cardiopulmonaire
(CPB) et I'angioplastie coronale transluminale (PTCA). L'i-STAT Kaolin ACT est utilisé pour la surveillance de
I’anticoagulation de I’héparine pendant la chirurgie du pontage cardiopulmonaire (CPB), et peut étre utilisé en
présence d’aprotinine. Les tests de i-STAT ACT peuvent étre effectués en utilisant i-STAT Portable Clinical
Analyzer ou i-STAT 1 Analyzer. La plage rapportable du test i-STAT ACT est de 50 a 1000 secondes.

Les tests i-STAT ACT ont démontré une linéarité entre 0 et 6 unités d’héparine dans des échantillons de sang
provenant de volontaires normaux et sains.

Une courbe de sensibilité a I’héparine in vitro a été générée en ajoutant des quantités croissantes de cellules
a des aliquotes de sang de donneurs non normalisés (voir le graphique ci-dessous qui sert uniquement
d’exemple. Chaque patient présente une courbe dose-réponse unique.)
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Si une tentative est faite pour reproduire et démontrer les déclarations du fabricant en ce qui a trait a la sensibilité
et a la linéarité d’un test ACT, la procédure qui suit peut étre utilisée. Un test in vitro en laboratoire a la sensibilité
a I’héparine est une méthode globalement acceptée d’évaluation de la performance des tests ACT. Un degré
acceptable de linéarité dans une courbe de sensibilité de la réponse a la dose est une indication de validation de
la performance ACT. Les courbes de sensibilité de I’héparine sont générées soit en sang total de donneur citraté
ou frais, ou des concentrations progressives sont ajoutées a des aliquotes de I'échantillon de sang. Les tests
i-STAT ACT peuvent étre effectués en utilisant ces échantillons.

Lorsque vous effectuez la procédure sur un i-STAT Analyzer, exécutez les échantillons dans le Mode patient,
car il existe trop de niveaux pour les exécuter dans le Mode de vérification d’étalonnage.

PROCEDURE DE LINEARITE POUR L’UTILISATION DE SANG TOTAL CITRATE

Matériaux

Cartouches i-STAT Celite ACT ou cartouche i-STAT Kaolin ACT (14). Remarque : Toutes les
cartouches ne sont pas disponibles dans toutes les régions. Contactez votre représentant local pour
connaitre la disponibilité sur des marchés spécifiques.

Tubes a essai en plastique, sans additifs (7)

Grand tube de collecte pour la dilution d’héparine, 10 mL minimum, sans additifs (1)

Grand tube de collecte en plastique pour I'accumulation de sang, minimum de 10 mL, sans additifs (1)
1000 unités/mL d’héparine USP (poumon de bceuf ou de porc)

Saline isotonique (9 mL)

0,025 M de chlorure de calcium

Pipettes de précision (1000 L)

3,2 ou 3,8 % de citrate de sodium ont évacué les tubes de collecte de sang (top bleu) pour une
collecte de 9 mL (c.-a-d. des tubes de 2 x 4,5 mL).

Procédure
Remarque : Bien que les tests cliniques utilisent exclusivement du sang total frais, pour les besoins

de I’évaluation de I’ADN, le sang total citraté peut étre substitué.

Remarque : Lors de I'utilisation d’une source de sang citraté, les temps de coagulation peuvent étre

légérement supérieurs a ceux de I'utilisation de sang total frais.

Obtenir 14 cartouches i-STAT ACT et deux i-STAT Analyzers du méme modéle.

En utilisant une préparation pharmaceutique standard d’héparine (soit du tissu dérivé de la viande
de beeuf ou de porc de n’importe quel fabricant), diluez I’héparine a I'aide d’une solution saline a un
niveau de 100 unités/mL de volume total. Cela peut étre accompli en ajoutant 9 mL de solution saline
a 1 mL de USP standard injecté & 1000 unités/mL.

Etiqueter sept (7) tubes a essai en plastique de la maniére suivante : «A», «B», «C», «D», «E»,
«F» et «G». Diffusez les quantités suivantes d’héparine diluée dans les tubes a essai respectifs. La
concentration finale d’héparine dans les tubes a essai plastiques aprés I'ajout de sang et de calcium
peut étre trouvée dans le tableau ci-dessous.

b a e Concentration finale Unités totales
Quantité d’héparine (UL) | ypaparine (unités/mL)

A 0 0 0

B 10 1,0 1,0
C 20 2,0 2,0
D 30 3,0 3,0
E 40 4,0 4,0
F 50 5,0 5,0
G 60 6,0 6,0
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4. Obtenir au moins deux tubes a bouchon bleu de 4,5 cc (3,8 % ou 3,2 % de citrate de sodium). Mélangez
soigneusement les tubes bout a bout 10 fois. (Remarque : un total de 9 mL de sang total citraté est
nécessaire et rassemblé dans le tube de collecte le plus large)

5. Distribuer 0,70 mL de I’échantillon de sang citraté a chacun des sept tubes a essai préparés
a I’étape 3. («A», «B», «C», «D», «E»,» F «et» G»). Ce sont les tubes auxquels I’héparine
a déja été ajoutée. Apres avoir ajouté I’échantillon de sang, mélanger doucement les tubes par inversion.

6. A partir du tube a essai «A», ajouter 0,30 mL de chlorure de calcium de 0,025 M au tube. Mélanger
soigneusement. (Ne pas ajouter de chlorure de calcium au tube jusqu’a pouvoir faire fonctionner la (les)
cartouche (s) pour ce niveau d’héparine.)

7. Immédiatement, utiliser une pipette de transfert en plastique ou une seringue pour distribuer le mélange
dans le puits d’échantillon de 2 cartouches ACT. Commencer le test.

8. Enregistrer les résultats de 'ACT.

9. Répétez I'étape 6 jusqu’a 9 pour tous les tubes «B», «C», «D», «E», «F» et «G».
Remarque : Avant de tester les tubes B - G, mélanger doucement par inversion.

10. Enregistrez les temps de coagulation et tracez les diagrammes des résultats en utilisant. «Les secondes ACT
moyennes» sur I'axe des ordonnées et «Concentration d’héparine» (unités/mL) sur I'axe des abscisses.

Interprétation des résultats

L'inspection de la courbe dose-réponse identifiera une réponse de sensibilité linéaire. La linéarité est définie
de maniéere précise par le coefficient de corrélation (valeur r) de I’essai, ce qui devrait étre > 0,88.

Remarques :

En raison de la variabilité de la sensibilité a I’héparine, des niveaux élevés peuvent générer des résultats élevés hors de
portée. Une quantité intermédiaire d’héparine peut étre utilisée pour effectuer une linéarité (p. ex. 35 pL). Les valeurs
obtenues pour un niveau d’héparine donnée varieront selon les donneurs. Le type d’héparine (bceuf ou porcin), la
source du fabricant et le numéro de lot de la préparation de I’héparine influent également les résultats. La concentration
maximale de I’héparine sur laquelle le sang du donneur va coaguler dépend des caractéristiques physiologiques du
donneur. Les temps de coagulation extrémement élevés peuvent étre exclus de I'analyse.

PROCEDURE DE LINEARITE POUR L’UTILISATION DE SANG TOTAL FRAIS

Matériaux

e  Cartouches i-STAT Celite ACT ou i-STAT Kaolin ACT (14). Remarque : Toutes les cartouches ne sont pas
disponibles dans toutes les régions. Contactez votre représentant local pour connaitre la disponibilité sur
des marchés spécifiques.

e Tubes a essai en plastique, sans additifs (7)

e Grand tube de collecte en plastique pour la dilution de I’héparine, 20 mL, sans additifs (1)
e 1000 unités/mL d’héparine USP (poumon de bceuf ou de porc)

e  Saline isotonique (9 mL)

e  Pipettes de précision (1 000 pL)

Procédure
1. Obtenir 14 cartouches i-STAT ACT et au moins deux i-STAT Analyzers du méme modéle.

2. En utilisant une préparation pharmaceutique standard d’héparine (soit du tissu dérivé de la viande de
beeuf ou de porc de n’importe quel fabricant), diluez I’héparine a I'aide d’une solution saline a un niveau de
100 unités/mL de volume total. Cela peut étre accompli en ajoutant 9 mL de solution saline a 1 mL de USP
standard injecté a 1000 unités/mL.

3. Etiqueter sept (7) tubes a essai en plastique de la maniére suivante : «A», «B», «C», «D», «E», «F» et «G».
4. Diffusez les quantités suivantes d’héparine diluée dans les tubes a essai respectifs. La concentration finale

d’héparine dans les tubes d’essai en plastique apres I'ajout de 1 mL de sang total frais et de calcium peut
étre trouvée dans le tableau ci-dessous.
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10.

Quantité d’héparine Concentration finale Unités totales

(uL) d’héparine (unités/mL) d’héparine

A 0 0 0

B 10 1,0 1,0
C 20 2,0 2,0
D 30 3,0 3,0
E 40 4,0 4,0
F 50 5,0 5,0
G 60 6,0 6,0

A I'aide d’une aiguille & ailettes, mais avec une seringue de 10 cc, récoltez 9 cc de sang total
frais d’'un donneur malade qui ne prend pas actuellement de médicament.

Distribuez avec précision 1 mL de sang frais total dans chacun des sept tubes d’essai
en plastique A a G (préparés au préalable) et mélangez-les délicatement par inversion.

En utilisant immédiatement une pipette ou une seringue en plastique, transférez environ 0,3 mL
de sang non-héparinisé du tube A et distribuez-le dans 2 cartouches ACT. Commencer le test.

Enregistrer les résultats de ’ACT.
Répétez I'étape 7 jusqu’a 9 pour tous les échantillons de sang «B», «C», «D», «E», «F» et «G».
Remarque : Avant de tester les tubes B a G, mélangez doucement par inversion.

Enregistrez les temps de coagulation et tracez les diagrammes des résultats en utilisant
«Les secondes ACT moyennes» sur I'axe des ordonnées et « Concentration d’héparine »
(unités/mL) sur I'axe des abscisses.

Interprétation des résultats

L'inspection de la courbe dose-réponse identifiera une réponse de sensibilité linéaire. La linéarité
est statistiquement définie de maniere précise par le coefficient de corrélation (valeur r) de I'essai,
qui devrait étre> 0,88.

Remarque :

En raison de la variabilité de la sensibilité a 'héparine, des niveaux élevés peuvent
générer des résultats élevés hors de portée. Une quantité intermédiaire d’héparine peut
étre utilisée pour effectuer une linéarité (p. ex. 35 pL). Les valeurs réelles obtenues
varieront selon les donneurs. Le type d’héparine (bceuf ou porcin), la source du fabricant
et le numéro de lot de la préparation de I’héparine influent également sur les résultats.
La concentration maximale de I'héparine sur laquelle le sang du donneur va coaguler
dépend des caractéristiques physiologiques du donneur. Les temps de coagulation
extrémement élevés peuvent étre exclus de 'analyse.
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Feuilles de collecte des données de linéarité de I’héparine

Nom de 'opérateur

Type d’échantillon | Sang total citré Sang total frais

Date Nom de I’établissement

Numéro de série
de ’Analyzer

i-STAT ACT Lot N°

Hep Conc (U/mL) Temps de coagulation (sec)
ACT 1 (sec) ACT 2 (sec) Moyenne (sec)
0
1
2
3
4
5
6

i-STAT est une marque commerciale du Abbott Group of Companies dans différentes juridictions.
Celite est une marque déposée de Celite Corporation, Santa Barbara, CA, Etats-Unis, pour ses produits en terre de diatomées.
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