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Endotoxin Activity Assay (EAA")

For In Vitro Diagnostic Use Only

1. Intended Use

The EAA™ is a rapid in vitro diagnostic test that utilizes a specific
monoclonal antibody to measure the endotoxin activity in EDTA
whole blood specimens.

The information, when used in conjunction with microbial cultures and
other relevant diagnostic tests (i.e., ultrasound, bronchoscopy or CAT
scan) and clinical information (clinical signs, and/or radiographic test
results) can:
e Aid in the risk assessment of patients for progression to
severe sepsis.

e Direct the use of specific anti-endotoxin therapy

2. Endotoxin Activity Assay - Introduction

The EAA test assesses the level of endotoxin activity in the blood
specimen of a specific patient in a semi-quantitative way, distinguishing
3 groups - low, intermediate and high endotoxin activity.

Endotoxin or lipopolysaccharide (LPS) is a major cell wall constituent of
Gram-negative bacteria and the primary Gram-negative bacterial product
responsible for severe sepsis'?. Elevated endotoxin levels cause changes
in the expression of more than 300 genes and activated macrophages,
neutrophils, endothelial cells and the coagulation cascade producing the
sepsis cascade®.

This assay uses the biological response of the neutrophils in a patient’s
blood to an immunological complex of endotoxin and exogenous antibody
as a measure of the endotoxin activity in the patient*.

The assay reacts specifically with the Lipid A moiety of LPS of Gram-
negative bacteria and does not cross-react with cell wall constituents of
Gram-positive bacteria and other microorganisms.

3. Contents
3.1 EAA™ Kit

EAAST-20 1
EAA™ Trays 20
EAA™ Quality Control Trays 1
EAA™ Solution Vials 21
Instructions for Use 1

3.2 EAA™-Trays

Name Quantity | Description

Tube 1 2 Stabilizers and luminol-zymosan

Tube 2 2 Murine monoclonal anti-endotoxin
antibody, stabilizers and luminol-zymosan

Tube 3 2 Murine monoclonal anti-endotoxin

antibody, stabilizers and luminol-zymosan
Endotoxin (E. coli 055:B5) with stabilizers

LPS Max Tube | 1

Aliquot Tube 1 Empty tube

3.3 EAA™ Quality Control Trays
NET [ Quantity | Description
Tube 1 2 Stabilizers and luminol-zymosan

Low Control 1 Murine monoclonal antibody, stabilizers
Tube and luminol-zymosan

High Control | 1 Murine monoclonal anti-endotoxin
Tube antibody, stabilizers and luminol-zymosan

Tube 3 1

Murine monoclonal anti-endotoxin
antibody, stabilizers and luminol-zymosan

QC LPS Max | 1
Tube

QC Aliquot 1 Empty tube
Tube

Endotoxin (E. coli “055:B5”) with stabilizers




3.4 EAA™ Solution

Name Quantity
m ‘EAA‘M Solution ‘BmL/Vial

Description
‘ HBSS and Heparin Solution ‘

3.5 Accessories
Not supplied with the kit.

Combipipettor

500 pL micropipette

Sterile combipipette tips capable of delivering 40uL and 1000uL
1000uL micropipette tips

EDTA blood collection tubes

Timer

Luminometer (Berthold Smartline TL Tube or equivalent)

Incubating shaker capable of incubating samples at 37°C and
agitating at 100 rpm

Vortexer

4. Precautions

Use general laboratory precautions when handling and storing the
unopened assay materials.

The EAA™ contains lyophilized beaded reagents in borosilicate
glass test tubes. Under certain conditions (damaged packaging,
improper sealing of the pouches or improper storage) the beads
may shrink in the presence of excess humidity. Do not use tubes
that contain shrunken beads as test results may be inaccurate.

For manual pipetting of samples and controls, use individual pipette
tips to eliminate carryover of residual.

Do not use after the expiry date specified on the label.

Use recommended universal precautions® for handling used
solutions and human specimens.

e Handle or dispose of used EAA™ solution and all human blood
products using universal precautions.

¢ Do not pipette solutions by mouth.

e Clean up spills immediately with a 0.5% sodium hypochlorite solution.

5. Principle
A basal activity measurement (Tube 1) in the absence of the specific

anti-endotoxin antibody measures the non-specific oxidative burst of the
patient’s neutrophils. An additional control measurement including the
specific anti-endotoxin antibody and an excess of exogenous endotoxin

(Tube 3) measures the maximum oxidative burst of the patient’s
neutrophils. The test measurement (Tube 2) includes the specific

antibody to measure the actual level of endotoxin activity. The EAA result
is calculated by normalizing the chemiluminescence in the test sample
(Tube 2) against the maximum chemiluminescence (Tube 3), correcting
both measurements for the basal activity chemiluminescence (Tube 1).

5.1 Specimen Collection and Preparation
Only use EDTA anti-coagulated blood collection tubes to obtain
whole blood samples for this procedure. Guidelines recommended

by the NCCLS® should be followed when collecting, transporting and

processing patient samples. Samples must be collected in blood
collection tubes containing EDTA anti-coagulant by venipuncture

or through an indwelling catheter. If sampling through an indwelling
arterial or venous cannula or catheter, please flush the lines per your
facility’s policy prior to collecting blood in the EDTA anti-coagulated

tube. Blood samples may be stored for up to 180 minutes at an ambient

temperature range of 18°C to 25°C prior to analysis. Blood must
be thoroughly mixed for at least 20-30 seconds by gentle inversion
immediately prior to analysis.

A minimum of 1.5 mL of patient whole blood is suggested to run the
patient assay (1.0 mL required). A minimum of 1.5 mL of whole blood

is suggested to run the QC assay (1.0 mL required). Blood for QC test

may be an independent whole blood sample.



5.2 Instruction for use with Berthold Smartline TL Tube
Luminometer

NOTE: Prior to starting the EAA™ or EAA™ QC Test, ensure that Berthold
SmartLine TL Tube Luminometer is “ON”, and the heating incubator
shaker is “ON”, and warmed to the setting 37°C + 1.0°C.

5.2.1 EAA™ Test Procedure

Good laboratory practice suggests that the EAA be performed in
duplicate for each patient. The average of the duplicates is used to report
the EAA™ result. Each laboratory should develop and apply acceptable
CV’s for the acceptance of replicates. You can perform up to 3 patient
samples in one run.

1. Set up the EAA™ tubes for each patient sample in the supplied tube
racks and remove the caps.

2. Combipipette 1.0 mL of the EAA™ Solution into Tubes 1, 2 and 3 (in
duplicate).

3. After mixing the patient blood sample by gentle inversion, pipette 0.5
mL aliquots directly into the Aliquot Tube and the LPS MAX Tube.
Vortex the LPS MAX tube.

4. Place the rack(s) in the incubating shaker, close the lid and incubate
for 10 minutes.

5. Following the 10-minute incubation, open the lid, vortex the Aliquot
tube then combipipette 40 pL of blood into Tubes 1 and 2 (in
duplicate) using a sterile combipipette tip.

6. Vortex the LPS Max Tube, then combipipette 40 uL of blood into
Tubes 3 (in duplicate) using a sterile combipipette tip.

7. Vortex Tubes 1, 2 and 3 and place back into the rack(s) in the
incubating shaker, close the lid and start the motion (set at 100 rpm)
and the timer (set at 14 minutes).

8. Insert the EAA labeled chip card into the luminometer and press
Start.

9. Following the 14-minute incubation, follow the instructions on the
luminometer display for reading the EAA tubes in the proper order.

10. Vortex each tube gently, open the sample drawer and place the
tube in the sample holder, close the sample drawer and wait for an
RLU reading. Repeat for the next tube.

11. After all tubes are read, the EAA results are printed automatically on
the attached printout.

12. Repeat for each patient sample if applicable.

5.2.1.1 Interpretation of Results

Range .

(EAA" result) Interpretation of Results

0.0t0 0.39 Low endotoxin activity level represents a low
risk for progression to severe sepsis.

0.40to0 0.59 Intermediate endotoxin activity level
represents an elevated risk for severe sepsis.

> 0.60 High endotoxin activity level represents a high
risk for developing severe sepsis

5.2.2 EAA™QC Test Procedure

It is recommended that the QC test be run once per EAA™ kit box.
However, each laboratory may produce their own QC testing regimen
according to local standards.

1. Place the QC tubes into a supplied rack and remove the caps.
2. Combipipette 1.0 mL of the EAA™ Solution into each of the tubes.

3. Pipette 0.5 mL whole blood aliquots directly into the QC Aliquot
Tube and the QC LPS MAX Tube. Vortex the QC LPS MAX tube.

4. Place the rack in the incubating shaker, close the lid and incubate
for 10 minutes.

5. Following the 10-minute incubation, open the lid, vortex the QC
Aliquot tube then combipipette 40 pL of blood into both Tube 1’s
and the Low Control Tube using a sterile combipipette tip.

6. Vortex the QC LPS MAX Tube, then combipipette 40 pL of blood



into the High Control Tube first and then both Tube 3’s using a sterile
combipipette tip.

m 7. Vortex all tubes and place back into the tube rack in the incubating

shaker and start the motion (set at 100 rpm) and the timer (set at 14
minutes).

8. Insert the labeled EAA QC chip card into the luminometer and press
Start.

9. Following the 14-minute incubation, follow the instructions on the
luminometer display for reading the EAA QC tubes in the proper
order.

10. Vortex each tube gently, open the sample drawer and place the tube
in the sample holder, close the sample drawer and wait for an RLU
reading. Repeat for the next tube.

11. After all tubes are read, the EAA™ QC results are printed
automatically on the attached printout.

5.2.2.1 Interpretation of Results
EAA™ Solution QC is confirmed with the following results:

Interpretation of Results EAA™ Result

EAA Low QC 0.00-0.20
EAA High QC 0.80-1.50

If the QC test results for low or high control do not provide the desired
results, please repeat the test. If the repeated QC test results remain
outside acceptable limits, subsequent EAA results may be invalid. Please
notify your EAA™ representative as soon as possible.

5.3 Limitations

5.3.1 Analytical
* As with all immunoassays or immunochemical reactions, careful
technique is required.

e The user should be alert to the possible effects on results of
potential interferences from medications or unknown endogenous
substances. See Interfering Substances below.

5.3.2 Clinical
e The results of the EAA™ should be evaluated in context of all
laboratory findings and the total clinical status of the patient. In
cases where the laboratory results do not agree with the clinical
picture or history, additional tests should be performed.

¢ The findings of positive endotoxin results in patients without
severe sepsis have been reported previously in published studies.

¢ Results obtained on patients outside of the critical care setting
should be interpreted with caution as they may not be of a
significant clinical value.

5.4 Clinical Performance

The Multi-Center Endotoxin Detection in Critical lliness (MEDIC) trial
was a multi-center, prospective observational study, performed in 10
Intensive Care Units (ICUs) of academic hospitals in North America and
Europe. The presence of endotoxemia was evaluated on the first day
of the patients’ ICU stay to determine the odds of developing severe
sepsis within 24 hours of ICU admission. The target population for

the risk assessment study included all eligible patients enrolled in the
MEDIC trial on first day of ICU admission who had evaluable samples,
N=857. Patient demographics are shown in the following table.

Demographics and Baseline Features of Analyzed Patients

Characteristic

Age: mean (SD) median [IQR]* years 60 (£17) 62 [49, 74]
Gender (% male) 58.9%
Race (% Non-Caucasian) 15.8%

APACHEII: mean (SD) median [IQR]* 15.2 (£9,5) 14 [8, 21]




10

Characteristic

Days in ICU: mean (SD) median [IQR]* 5.4 (x10,9) 2.0 [1, 5]
Days in Hospital: mean (SD) median [IQR]* 23.3 (x27,0) 14.0 [7, 29]
ICU Mortality 13.3%

Hospital Mortality 19.9%

The critical care patient population is the most appropriate clinical
environment for EAA™ testing. The utility of the EAA™ test has only been
established for the critical care population. The relationship between
endotoxin levels and the risk for developing severe sepsis in critically

ill patients is intended as a supplement to currently available clinical
information to establish risk for severe sepsis on the first day of ICU stay.

5.5 Performance Characteristics

5.5.1 Interfering Substances
e Triglyceride levels up to 1000 mg/dL do not interfere with EAA
measurements. At triglyceride concentrations greater than 1500
mg/dL, a decrease in EAA results has been demonstrated. Grossly
lipemic samples should be avoided for use in the EAA™.

e Hemoglobin at 100 mg/dL does not interfere with EAA
measurements, while levels of 500 mg/dL attenuated low EAA™
measurements by less than EAA result of 0.03 and attenuated
elevated EAA readings by an average of 15%. Grossly hemolyzed
samples should be avoided for use in the EAA™.

e Exogenous infusion of endotoxin-free albumin into patients at levels
which increase plasma albumin by more than 10 g/L above the
upper limit of normal may lower EAA results. Samples from patients
with hyper-protein anomalies or receiving albumin therapies should
have protein determinations performed to ensure that elevated
albumin levels are not a source of interference with the EAA™.

5.5.2 Precision

Whole blood samples, neat and with added exogenous endotoxin,
were analyzed in eight replicates on each of three instruments. Both
the within-run and total precision was calculated according to NCCLS
procedures in EP5-A.

Sample 'N | Mean EAA™ | WithinRun ;?;i'ision
1SD  %CV 1SD  %CV

1 24 | 011 0015 14 |0023 22
2 24 0.20 0.030 15 0.029 14
3 24 030 0043 15 | 0042 14
4 24 | 050 0059 12 | 0064 13
5 24 | 052 0.036 7 o034 6
6 24 | 059 0.050 8 | 0.046

5.5.3 Analytical Sensitivity

A low EAA patient sample was used to estimate the sensitivity of the
EAA method. Twenty-four EAA determinations were made on a single
patient sample with a low EAA level; eight measurements on each of
three instruments. The mean EAA level of the patient was 0.11 with a
SD of 0.023. Sensitivity, by the two standard deviation method, is thus
estimated at EAA result of 0.046.

5.5.4 Analytical Specificity

Endotoxin from the Gram-negative bacteria, E. coli 055:B5, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, S. enterides, E. coli 0127:B8 and S.
marcescens, and S. flexnevi induced an increase in EAA™ levels of

0.10 to 0.52 when 100 pg/mL of the endotoxin was added to a blood
sample with EAA result of 0.33. In addition, preparations of V. cholerae
LPS produced statistically significant increases in EAA results. No
reactivity is seen with up to 2000 pg/mL lipoteichoic acid extracts from
the following strains of Gram-positive bacteria: S. mutans, S. pyogenes,
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S. sanguis, S. faecalis, S. aureus and B. subtilis. Similarly, there was no
reactivity of yeast mannan up to 2000 pg/mL and cell wall extracts of C.
albicans and Aspergillus fumigatus.

5.5.5 Linearity of Results

The assay has been optimized to be highly sensitive to low levels of
endotoxin and to resist a high dose hook effect induced by grossly
high endotoxin levels. Therefore, the curve is curvilinear in shape.
When patient samples contain low levels of endotoxin, small increases
in endotoxin will result in significant increases in EAA results. Dilutions
are not required for samples that have generated high EAA results.

6. Storage and Stability

Store the EAA™ kit and its components (in the original sealed package) at
2-25°C. Do not use the EAA™ kit beyond the expiration date.
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Dosage de l'activité de I'endotoxine (EAA™)

Pour diagnostic in vitro uniquement

1. Utilisation Prévue I'endotoxine chez ce patient*. Le dosage réagit de maniére spécifique

Le dosage EAA™ est un test diagnostique in vitro rapide qui utilise un ala chaine de lipide A de la LPS des bactéries a Gram négatif et ne

anticorps monoclonal spécifique pour mesurer I'activité de I'endotoxine provoque pas de réaction croisée avec les composants de la paroi
dans des échantillons de sang total humain prélevé sur EDTA. cellulaire des bactéries a Gram positif et autres micro-organismes.

Ces informations, employées en association avec des cultures

microbiennes et d’autres tests diagnostiques pertinents (par ex. 3. Contenus
échographie, bronchoscopie ou tomodensitométrie), ainsi que les 3.1 Kit EAA™
informations cliniques (signes cliniques et résultats d’examens Nom Quantité
radiographiques) peuvent : EAAST-20 1

e Contribuer a I'évaluation chez les patients des risques de o

développement d’une sepsie grave. Plateaux EAA 20
e Orienter I'utilisation d’un traitement anti-endotoxine spécifique. Plateaux de contréle qualité EAA™ 1
Flacons de solution EAA™ 21

2. Dosage de I'activité de I'’endotoxine - Introduction Instructions d’utilisation 1
Le dosage EAA permet de mesurer le niveau d’activité de I'endotoxine dans
I'échantillon de sang d’'un patient de maniére semi-quantitative, en distinguant 3.2 Plateaux EAA™
3 groupes : activité de I'endotoxine faible, intermédiaire et élevée. Nom Quantité | Description
L'endotoxine ou lipopolysaccharide (LPS) est un constituant majeur de la Tube 1 2 Stabilisateurs et luminol-zymosan
paroi cellulaire des bactéries Gram négatives et elle constitue le principal Tube 2 2 Anticorps murin anti-endotoxine
produit bactérien Gram négatif responsable de la sepsie grave'2. Des monocloral, stabilisateurs et luminol-
niveaux élevés d’endotoxine provoquent des modifications de I'expression zymosan
de plus de 300 génes, I'activation des macrophages, des neutrophiles, Tube 3 2 Anticorps murin anti-endotoxine
des cellules endothéliales et de la cascade de coagulation, qui menent a monocloral, stabilisateurs et luminol-
la cascade de la sepsie®. zymosan
Ce dosage utilise la réponse biologique des neutrophiles présents dans Tube max LPS | 1 Endotoxine (E. coli 055:B5) avec
le sang d’un patient vis-a-vis d’un complexe immunologique constitué stabilisateurs
d’endotoxine et d’un anticorps exogene comme mesure de I'activité de Tube aliquote 1 Tube vide

14 15
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3.3 Plateaux de Controle Qualité EAA™
Nom Quantité | Description

Tube 1 2 Stabilisateurs et luminol-zymosan

Tube de contrdle 1 Anticorps murin monocloral,
faible stabilisateurs et luminol-zymosan
Tube de contrdle 1 Anticorps murin anti-endotoxine

élevé monocloral, stabilisateurs et
luminol-zymosan

Tube 3 2 Anticorps murin anti-endotoxine
monocloral, stabilisateurs et

luminol-zymosan

Tube max LPS CQ | 1 Endotoxine (E. coli 055:B5) avec

stabilisateurs

Tube aliquote CQ 1 Tube vide
3.4 Solution EAA™
Nom Quantité Description

‘ Solution EAA™ ‘ 8 mL/flacon

Solution saline équilibrée de Kank
et solution d’héparine

3.5 Accessoires
Non fournis avec le kit.

e Combipipette

e Micropipette 500 pL

e Embouts de pipette stériles pouvant délivrer 40 uL et 1000 uL
e Embouts de pipette 1000 uL

e Tubes EDTA de prélévement sanguin

e Chronometre

e Luminometre (Berthold Smartline TL Tube ou équivalent)

e Agitateur incubateur pouvant incuber des échantillons a 37 °C et
agiter a 100 t/min
e Agitateur-mélangeur vortex

4. Précautions
e Suivre les précautions générales de laboratoire pour la
manipulation et le stockage du matériel de dosage non ouvert.

e Le kit EAA™ contient des perles de réactifs lyophilisés dans des
tubes a essai en verre borosilicaté. Dans certaines conditions

(emballage abimé, mauvaise étanchéité des pochettes ou mauvais

stockage), les perles peuvent rétrécir sous I'effet d’'une humidité
excessive. Ne pas utiliser les tubes contenant des perles rétrécies
car les résultats des tests pourraient étre erronés.

e Utiliser des embouts de pipette individuels afin d’éliminer les
contaminations lors du pipetage manuel des échantillons ou des
contréles des résidus.

e Ne pas utiliser apres la date d’expiration indiquée sur I'étiquette.

e Suivre les précautions universelles recommandées® pour la
manipulation des solutions usagées et des échantillons humains.

e Manipuler et éliminer les solutions EAA™ usagées et tous les
produits sanguins humains en suivant les précautions universelles.

e Ne pas pipeter les solutions avec la bouche.

¢ Nettoyer immédiatement les éclaboussures avec une solution
d’hypochlorite de sodium a 0,5 %.

5. Principe

Une mesure de I'activité initiale (Tube 1) en 'absence de I'anticorps
anti-endotoxine spécifique permet de connaitre la stimulation non
spécifique du métabolisme oxydatif des neutrophiles du patient.

Une mesure de contrble supplémentaire comportant I'anticorps anti-
endotoxine spécifique et un excés d’endotoxine exogéne

(Tube 3) permet de connaitre la stimulation maximum du métabolisme
oxydatif des neutrophiles du patient. La mesure test (Tube 2) comporte
I’anticorps spécifique pour mesurer le niveau réel de I'activité de
I’endotoxine. Les résultats d’EAA sont calculés en normalisant

la chimiluminescence des échantillons (Tube 2) par rapport a la
chimiluminescence maximale (Tube 3), en corrigeant les deux mesures
selon la chimiluminescence de I'activité basale (Tube 1).
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5.1 Prélevement et Préparation des Echantillons

Utiliser uniquement des tubes de prélévement sanguin contenant un
anti-coagulant (EDTA) pour obtenir des échantillons de sang total pour
cette procédure. Les directives recommandées par le NCCLS® doivent
étre respectées lors du prélevement, du transport et du traitement des
échantillons de patient. Les échantillons doivent étre recueillis dans
des tubes a prélévement sanguin contenant un anti-coagulant, 'EDTA,
par ponction veineuse ou via un cathéter a demeure. Si le prélévement
se fait au moyen de canules ou cathéters artériels ou veineux, rincer
les tuyaux conformément a la politique de votre établissement avant
de prélever le sang dans un tube contenant un anti-coagulant (EDTA).
Les échantillons de sang peuvent étre conservés jusqu’a 180 minutes
a température ambiante entre 18 et 25 °C avant analyse. Le sang doit
étre soigneusement mélangé par inversion pendant au moins 20 a 30
secondes immédiatement avant I'analyse.

Il est recommandé de prélever chez le patient au minimum 1,5 mL de
sang total pour effectuer 'examen du patient (1,0 mL requis). Il est
recommandé d’utiliser au minimum 1,5 mL de sang total pour effectuer
I’'examen de CQ (1,0 mL requis). Le sang utilisé pour le test de CQ peut
provenir d’'un échantillon de sang total indépendant.

5.2 Mode d’emploi avec Luminométre Berthold

Smartline TL Tube

Remarque: Avant de commencer le dosage EAA™ ou le test de CQ
EAA™, assurez-vous que le luminometre Berthold SmartLine TL Tube
est allumé (« ON ») et que I'agitateur incubateur est allumé (« ON ») et
chauffé a 37 °C + 1,0 °C.

5.2.1 Procédure de test EAA™

Les bonnes pratiques de laboratoire recommandent d’exécuter deux
fois le dosage EAA pour chaque patient. La moyenne des deux dosages
est utilisée pour le rapport des résultats EAA™. Chaque laboratoire

doit développer et appliquer des CV acceptables pour déterminer
I'acceptation des mesures en double. Vous pouvez traiter jusqu’a 3
échantillons de patient en méme temps.

1. Placez les tubes EAA™ de chaque échantillon de patient dans le
portoir de tubes fourni et enlevez les bouchons.

2. Alaide d’une combipipette, placez 1,0 mL de la solution EAA™ dans
les tubes 1, 2 et 3 (en double).

3. Apres avoir mélangé I'’échantillon sanguin du patient par inversion,
pipetez des aliquotes de 0,5 ml directement dans le tube Aliquot et
le tube LPS MAX Tube. Agitez le tube LPS MAX au vortex.

4. Placez le(s) portoir(s) dans 'agitateur incubateur, fermez le
couvercle et incubez pendant 10 minutes.

5. Apres une incubation de 10 minutes, ouvrez le couvercle, agitez le
tube Aliquot au vortex puis, a I'aide d’'une combipipette, placez 40
pl de sang dans les tubes 1 et 2 (en double) en utilisant un embout
pour combipipette stérile.

6. Agitez le tube LPS MAX au vortex, puis a I'aide d’'une combipipette,
placez 40 pl de sang dans les tubes 3 (en double) en utilisant un
embout pour combipipette stérile.

7. Agitez les tubes 1, 2 et 3 au vortex et replacez-les dans le(s)
portoir(s) dans I'agitateur incubateur, fermez le couvercle et lancez
le mouvement (réglé sur 100 t/mn) et le chronomeétre (réglé sur 14
minutes).

8. Insérez la carte a puce étiquetée EAA dans le luminométre et
appuyez sur Démarrer.

9. Apres une incubation de 14 minutes, suivez les instructions qui
s’affichent sur I’écran du luminométre afin de lire les tubes EAA
dans le bon ordre.

10. Agitez chaque tube doucement au vortex, ouvrez le tiroir des
échantillons et placez le tube dans le porte-échantillon, fermez
le tiroir des échantillons et attendez la lecture RLU. Répétez
I'opération pour le tube suivant.

11. Aprés lecture de tous les tubes, les résultats du dosage EAA sont
imprimés automatiquement sur la sortie papier jointe.

12. Répétez 'opération pour chaque échantillon de patient si nécessaire.

19
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5.2.1.1 Interprétation des Résultats

Intervalle P ;

(résultat EAA™) Interprétation des résultats

0,0a0,39 Un niveau d’endotoxine faible représente un faible
risque de développement d’une sepsie grave.

0,40 a2 0,59 un niveau intermédiaire d’activité de I'endotoxine
indique un risque élevé de progression vers une
sepsie grave.

>0,60 Un niveau élevé d’activité de I'endotoxine indique un
risque élevé de développement d’une sepsie grave.

5.2.2 Procédure de test de CQ EAA™

Il est recommandé d’effectuer un test de CQ pour chaque kit EAA™.
Cependant, chaque laboratoire doit établir son propre schéma de test de
CQ en fontion des normes locales.

1. Placez les tubes CQ dans le portoir fourni et enlevez les bouchons.

2. Avlaide d’'une combipipette, placez 1,0 mL de la solution EAA™
dans chaque tube.

3. Pipetez des aliquotes de 0,5 ml de sang total directement dans les tubes
Aliquot CQ et LPS MAX CQ. Agitez le tube LPS MAX CQ au vortex.

4. Placez le portoir dans I'agitateur incubateur, fermez le couvercle et
incubez pendant 10 minutes.

5. Apres une incubation de 10 minutes, ouvrez le couvercle, agitez le
tube Aliquot CQ au vortex puis, a I'aide d’'une combipipette, placez
40 pl de sang dans le tube 1 et le tube Contréle Bas en utilisant un
embout pour combipipette stérile.

6. Agitez le tube LPS MAX CQ au vortex, puis, a I'aide d’'une
combipipette, placez 40 pl de sang tout d’abord dans le tube
Contrble Haut puis dans le tube 3 en utilisant un embout pour
combipipette stérile.

7. Agitez tous les tubes au vortex et replacez-les dans le portoir dans
I’agitateur incubateur et lancez le mouvement (réglé sur 100 t/mn) et
le chronometre (réglé sur 14 minutes).

8. Insérez la carte a puce étiquetée EAA CQ dans le luminométre et
appuyez sur Démarrer.

9. Apres une incubation de 14 minutes, suivez les instructions qui
s’affichent sur I’écran du luminométre afin de lire les tubes EAA CQ
dans le bon ordre.

10. Agitez chaque tube doucement au vortex, ouvrez le tiroir des
échantillons et placez le tube dans le porte-échantillon, fermez
le tiroir des échantillons et attendez la lecture RLU. Répétez
I'opération pour le tube suivant.

11. Apres lecture de tous les tubes, les résultats du dosage EAA™ CQ
sont imprimés automatiquement sur la sortie papier jointe.

5.2.2.1 Interprétation des Résultats
Le CQ de la solution EAA™ est confirmé avec les résultats suivants:

Interprétation des résultats | Résultat EAA™

CQ Bas EAA 0,00-0,20

CQ Haut EAA 0,80-1,50

Si le résultat du test de CQ pour un contréle faible ou élevé ne fournit pas

les résultats escomptés, il convient de répéter le test. Si les résultats du
nouveau test de CQ demeurent en dehors des limites acceptables, il se
peut que les résultats EAA consécutifs ne soient pas valables. Veuillez
en informer votre représentant EAA™ dés que possible.

5.3 Limites

5.3.1 Analytiques
e Comme pour tous les immunodosages ou réactions
immunochimiques il convient de procéder avec le plus grand soin.

e |'utilisateur doit étre avertit des effets possibles sur les résultats
des interférences potentielles dues a des médicaments ou a
des substances endogeénes inconnues. Voir Substances
interférentes ci-dessous.

21



5.3.2 Cliniques
e |Les résultats du dosage EAA™ doivent étre évalués dans le contexte
des résultats biologiques du patient et en fonction de son état
clinique global. Dans le cas ou les résultats biologiques sont en
désaccord avec le tableau clinique ou les antécédents du patient,

. des tests supplémentaires doivent &tre mis en ceuvre.
L]
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Des observations de résultats positifs vis-a-vis de I'’endotoxine
chez des patients ne présentant pas de sepsie grave ont déja été
rapportées dans des études publiées.

e |es résultats obtenus sur des patients en dehors du cadre des
soins intensifs doivent étre interprétés avec prudence car ils
peuvent ne pas étre d’une valeur clinique significative .

5.4 Performances Cliniques

L’essai Multi-Center Endotoxin Detection in Critical illness (MEDIC) est
une étude observationnelle, multicentrique, prospective, réalisée dans 10
services de soins intensifs (ICU) d’hépitaux universitaires en Amérique
du Nord et en Europe. La présence d’une endotoxémie a été évaluée lors
du premier jour de séjour des patients dans le service de soins intensifs
afin de déterminer les chances de développer une sepsie grave au cours
des 24 heures qui suivent 'admission dans le service de soins intensifs.
La population cible de I'Etude d’évaluation des risques comportait tous
les patients éligibles enrélés dans I'essai MEDIC lors du premier jour
d’admission dans le service de soins intensifs admission qui disposaient
d’échantillons évaluables, N=857. Les données démographiques des
patients sont présentées dans le tableau suivant.

Données démographiques et caractéristiques initiales
des patients analysés

Caractéristiques

Age : moyenne (E-T) médiane 60 (+17) 62 [49, 74]

Sexe (% masculin) 58,9%

Caractéristiques

Race (% non caucasien) 15,8%

APACHEII : moyenne (E-T) 15,2 (+9,5) 14 [8, 21]
Durée du séjour dans I'IlCU : moyenne (E-T) | 5,4 (x10,9) 2,0 [1, 5]
Durée du séjour a I’hdpital : moyenne 23,3 (x27,0) 14,0 [7, 29]
Mortalité dans I'lCU 13,3%

Mortalité a I’hopital 19,9%

La population des patients en soins intensifs constitue I'environnement
clinique le plus approprié pour I'évaluation du dosage EAA™. Lutilité du
dosage EAA™ n’a été validée que pour la population des patients en
soins intensifs. La relation entre les niveaux d’endotoxine et le risque de
développement d’une sepsie grave chez les patients gravement malades
est destinée a apporter un complément aux informations cliniques
actuellement disponibles afin d’établir le risque de sepsie grave au cours
du premier jour d séjour dans les services de soins intensifs.

5.5 Caractéristiques de Performance

5.5.1 Substances Interférentes
e Des taux de triglycérides jusqu’a 1000 mg/dl n’interférent pas
avec le dosage EAA. En cas de concentrations de triglycérides
supérieures a 1500 mg/dL, une diminution des résultats EAA a été
démontrée. Les échantillons fortement lipémiques ne doivent pas
étre utilisés pour les dosages EAA™.

e Un taux d’hémoglobine de 100 mg/dL n’interfere pas avec les
mesures EAA tandis qu’un taux de 500 mg/dL atténue les mesures
EAA™ faibles de moins de 0,03 % et les mesures EAA élevées de
15 % en moyenne. Il convient d’éviter I'utilisation d’échantillons
grossierement hémolysés dans le cadre de 'EAA™.

e Une perfusion exogene d’albumine exempte d’endotoxine chez
des patients a des niveaux qui font augmenter la concentration
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plasmatique en albumine de plus de 10 g/l au-dessus de la limite
normale supérieure sont susceptibles de faire diminuer les valeurs
du dosage EAA. Les échantillons provenant de patients porteurs
d’anomalies hyperprotéiniques ou recevant des traitements par
I'albumine doivent faire I'objet d’'une mesure des protéines afin de
s’assurer que les concentrations élevées en albumine ne constituent
par une source d’interférences avec le dosage EAA™.

5.5.2 Précision

Les échantillons de sang total, nets et additionnés d’endotoxine
endogéne, ont été analysés a huit reprises chacun sur trois instruments
La répétabilité et la reproductibilité ont été calculées conformément
aux procédures du NCCLS, EP5-A.

Echantillon | N E/I:Xremnne Dans Opérer ;?;?:Ii(;ion
1SD %CV  1E-T %CV

1 24 0,11 0,015 14 0,023 22
2 24 0,20 0,030 15 0,029 14
3 24 0,30 0,043 15 0,042 14
4 24 0,50 0,059 12 0,064 13
5 24 0,52 0,036 7 0,034

6 24 0,59 0,050 8 0,046 8

5.5.3 Sensibilité Analytique

Un échantillon de patient présentant un faible niveau d’EAA a été

utilisé pour estimer la sensibilité de la méthode EAA. Vingt-quatre
déterminations EAA™ ont été réalisées sur un échantillon de patient
unique présentant un niveau faible de EAA™; huit mesures sur chacun
des trois instruments. Le niveau moyen du dosage EAA™ du patient était
de 0,11 avec un E-T de 0,023. Le sensibilité, calculée par la méthode des
deux écart- types, a été ainsi estimée a un résultat EAA de 0,046.

5.5.4 Spécificité Analytique

Lendotoxine des bactéries a Gram négatif, E. coli 055:B5, P. aeruginosa,
K. pneumoniae, S. enterides, E. coli 0127:B8 et S. marcescens, et S.
flexnevi, a entrainé une augmentation des niveaux d’EAA™ de 0,10 a

0,52 lorsque 100 pg/mL de I'endotoxine étaient ajoutés a un échantillon
sanguin présentant un résultat d’EAA de 0,33. De plus, les préparations
de LPS de V. cholerae ont entrainé des augmentations statistiques
considérables dans les résultats EAA. Aucune réactivité n’a été observée
jusgqu’a 2000 pg/m d’extraits d’acide lipotéichoique provenant des
souches suivantes de bactéries Gram positives : S. mutans, S. pyogenes,
S. sanguis, S. faecalis, S. aureus et B. subtilis. De méme, il n’a été
observé aucune réactivité avec le mannane des levures jusqu’a 2000 pg/
ml et avec les extraits de paroi cellulaire de C. albicans et A. fumagatis.

5.5.5 Linéarité des Résultats

Le dosage a été optimisé pour étre hautement sensible a de faibles
niveaux d’endotoxine et pour résister a un effet crochet a haute

dose induit par des niveaux extrémement élevés d’endotoxine.

Par conséquent, la courbe présente un aspect curvilinéaire.

Lorsque les échantillons de patients présentent de faibles niveaux
d’endotoxine, de légéres augmentations de I’endotoxine entrainent
des augmentations considérables dans les résultats EAA. Il n’est pas
nécessaire de procéder a des dilutions pour les échantillons qui ont
généré des résultats élevées du dosage EAA.

6. Stockage et Stabilité

Conserver le kit EAA™ et ses composants (dans I'emballage d’origine) a
une température comprise entre 2 et 25 °C. Ne pas utiliser le kit EAA™
apres la date d’expiration.
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Endotoxin Activity Assay (EAA")

Nur Fiir Die In-vitro-Diagnostik

1. Verwendungszweck

Der EAA" ist ein in-vitro-diagnostischer Schnelltest, der mit einem
spezifischen monoklonalen Antikdrper die Endotoxinaktivitat in EDTA-
Vollblutproben misst.

Diese Informationen kénnen bei Verwendung in Verbindung mit
mikrobiellen Kulturen und anderen relevanten diagnostischen
Untersuchungen (z.B. Ultraschall, Bronchoskopie oder CT) und
klinischen Informationen (klinische Anzeichen und/oder réntgenologische
Ergebnisse):
¢ bei der Risikoanalyse von Patienten fiir die Entwicklung einer
schweren Sepsis helfen.

e die Anwendung einer bestimmten Anti-Endotoxin-Therapie steuern.

2. Endotoxin Activity Assay - Einleitung

Der EAA-Test dient zur semi-quantitativen Beurteilung der
Endotoxinaktivitét in der Blutprobe eines bestimmten Patienten, wobei
zwischen 3 Gruppen unterschieden wird: niedrige, intermediare und
hohe Endotoxinaktivitat.

Endotoxin bzw. Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Hauptbestandteil der
Zellwand von gramnegativen Bakterien und das wichtigste Produkt
gramnegativer Bakterien, das fir die schwere Sepsis verantwortlich
ist."2 Erhdhte Endotoxinspiegel verursachen Veranderungen in der
Expression von mehr als 300 Genen und aktivieren Makrophagen,
Neutrophile, Endothelzellen und die Gerinnungskaskade, was schlieBlich
zur Auslésung der Sepsiskaskade fiihrt.®

Dieser Test nutzt die biologische Reaktion der Neutrophilen im
Patientenblut auf den immunologischen Komplex von Endotoxin und
exogenem Antikdrper zur Bestimmung der Endotoxinaktivitat des

Patienten.* Der Test reagiert speziell mit dem Lipid-A-Anteil des
LPS gramnegativer Bakterien und findet keine Kreuzreaktion mit
den Zellwandbestandteilen grampositiver Bakterien und anderer
Mikroorganismen.

3. Inhalt

3.1 EAA™ Kit

EAAST-20 1

EAA"-Trays 20
EAA"™--Qualitatskontroll-Trays 1

EAA™--Lésungsflaschchen 21
Gebrauchsanleitung 1

3.2 EAA™-Trays

Name Anzahl | Beschreibung

Roéhrchen 1 2 Stabilisatoren und Luminol-
Zymosan

Rohrchen 2 2 Muriner monoklonaler
Anti-Endotoxin-Antikdrper,
Stabilisatoren und Luminol-
Zymosan

Roéhrchen 3 2 Muriner monoklonaler

Anti-Endotoxin-Antikdrper,
Stabilisatoren und Luminol-
Zymosan

Endotoxin (E. coli 055:B5) mit
Stabilisatoren

LPS-Max-Rohrchen

—

Aliquot-Réhrchen 1 Leeres Roéhrchen
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3.3 EAA™- Qualitatskontroll Trays

Name Anzahl Beschreibung

Réhrchen 1 2 Stabilisatoren und Luminol-Zymosan

Réhrchen Low | 1 Muriner monoklonaler Antikdrper,

Control Stabilisatoren und Luminol-Zymosan

Roéhrchen High | 1 Muriner monoklonaler Anti-Endotoxin-

Control Antikorper, Stabilisatoren und Luminol-
Zymosan

Roéhrchen 3 2 Muriner monoklonaler Anti-Endotoxin-
Antikérper, Stabilisatoren und Luminol-
Zymosan

QC LPS-Max- |1 Endotoxin (E. coli ,,055:B5%) mit

Roéhrchen Stabilisatoren

QC Aliquot- 1 Leeres Rohrchen

Rohrchen

3.4 EAA™- Lésung

Name

‘ EAA™ Lsung ‘ 8 mL/Flaschchen ‘ HBSS und Heparin-Lésung ‘

Anzahl

Beschreibung

3.5 Zubehor
Nicht im Kit inbegriffen.

Kombipipette
500-pL-Mikro|

pipette

Sterile Kombipipettenspitzen mit Pipettierkapazitat 40 uL und

1000 uL

1000-uL-Mikropipettenspitzen
EDTA-Blutentnahme-Rd&hrchen

Zeitmesser

Luminometer (Berthold SmartLine TL Tube oder aquivalent)

Inkubationsschittler, mit dem Proben bei 37 °C inkubiert und bei
100 U/min agitiert werden kénnen

Vortexmischer

4, VorsichtsmaBnahmen

Bei der Handhabung und Lagerung der ungeé&ffneten
Assaymaterialien sind die allgemeinen laborublichen
VorsichtsmaBnahmen zu beachten.

Der EAA™ enthélt lyophilisierte Reagenzkiigelchen in
Reagenzréhrchen aus Borosilikatglas. Unter bestimmten
Bedingungen (beschadigte Verpackung, unsachgeman
verschlossene Beutel oder unsachgemaéBe Lagerung) kdnnen die
Kigelchen bei bermaBiger Feuchtigkeit schrumpfen. Rohrchen,
die geschrumpfte Kiigelchen enthalten, dirfen nicht verwendet
werden, da dies zu falschen Testergebnissen flhren kann.

Beim manuellen Pipettieren fir jede Probe und Kontrolle eine
neue Pipettenspitze verwenden, um eine Verschleppung von
Restsubstanzen zu vermeiden.

Nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
verwenden.

Bei der Handhabung gebrauchter Lésungen und Humanproben
sind die empfohlenen allgemeingultigen VorsichtsmaBnahmen?®
zu beachten.

Gebrauchte EAA™-L6sung und alle menschlichen
Blutprodukte sind unter Anwendung der allgemeingtiltigen
VorsichtsmaBnahmen zu handhaben und zu entsorgen.

L&sungen nicht mit dem Mund pipettieren.

Spritzer sofort mit einer 0,5%-igen Natriumhypochloritlésung
aufwischen.
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5. Testprinzip

Eine Messung der Basalaktivitét (Réhrchen 1) ohne den spezifischen
Anti-Endotoxin-Antikérper misst den unspezifischen oxidativen Burst
der Neutrophilen des Patienten. Eine zusatzliche Kontrollmessung mit
dem sperzifischen Anti-Endotoxin-Antikérper und einem Uberschuss
an exogenem Endotoxin (R6hrchen 3) misst den maximalen oxidativen
Burst der Neutrophilen im Patientenblut. Die Testmessung (Réhrchen
2) mit dem spezifischen Antikdrper misst die Netto-Endotoxinaktivitat.
Das EAA-Ergebnis wird durch Normalisierung der Chemilumineszenz
in der Testprobe (Réhrchen 2) gegen die maximale Chemilumineszenz
(Roéhrchen 3) berechnet, wobei beide Messungen um die
Chemilumineszenz der Basalaktivitat (Réhrchen 1) korrigiert werden.

5.1 Probengewinnung und - Vorbereitung

Es durfen nur EDTA-antikoagulierte Blutentnahmerdhrchen zur
Entnahme von Vollblutproben fir dieses Verfahren benutzt werden.
Entnahme, Transport und Bearbeitung der Patientenproben

sollten die Richtlinien der NCCLS® beachtet werden. Die Proben
mussen durch Venenpunktion oder tber einen Verweilkatheter

in Blutentnahmerdhrchen, die EDTA-Antikoagulans enthalten,
entnommen werden. Wird die Probe durch eine Arterien- oder
Venenverweilkanile bzw. einen Verweilkatheter entnommen, spulen
Sie bitte den Zugang den Vorschriften lhrer Institution entsprechend
vor der Entnahme von Blut in das EDTA-antikoagulierte Réhrchen.
Die Blutproben kénnen vor der Analyse bis zu 180 Minuten bei
einem Umgebungstemperaturbereich von 18-25 °C gelagert werden.
Unmittelbar vor der Analyse muss das Blut fir mindestens 20-30
Sekunden durch vorsichtiges Umdrehen des Rohrchens griindlich
gemischt werden.

Fur die Durchfiihrung des Patientenassays wird ein Minimum von

1,5 mL Patienten-Vollblut empfohlen (1,0 mL sind Vorschrift). Fir die
Durchflihrung des QK-Tests wird ein Minimum von 1,5 mL Vollblut
empfohlen (1,0 mL sind Vorschrift). Das Blut fir den QK-Test kann eine
unabhangige Vollblutprobe sein.

5.2 Gebrauchsanleitung mit dem Berthold SmartLine TL
Tube Luminometer

Hinweis: Vor Beginn des EAA™ oder EAA™ -QK-Tests ist darauf

zu achten, dass das Berthold SmartLine TL Tube Luminometer
eingeschaltet ist und dass der Inkubatorschiittler eingeschaltet und auf
37 °C + 1,0 °C erhitzt ist.

5.2.1 EAA™-Testverfahren

GemaB der guten Laborpraxis sollte der EAA flr jeden Patienten
zweifach durchgefiihrt werden. Der Mittelwert des Duplikats wird zur
Berichterstattung des Ergebnisses des EAA™ verwendet. Jedes Labor
sollte akzeptable VKs fur die Akzeptanz von Mehrfachbestimmungen
ermitteln und anwenden. Es kénnen bis zu 3 Patientenproben in einem
Durchlauf analysiert werden.

1. Die EAA™Rohrchen fir jede Patientenprobe in die bereitgestellten
Roéhrchenracks stellen und die Verschlusskappen abnehmen.

2. Mit der Kombipipette 1,0 mL der EAA™-Ldsung in die Réhrchen 1, 2
und 3 pipettieren (zweifach).

3. Nach Durchmischen der Patientenprobe durch vorsichtiges
Umdrehen 0,5-ml-Aliquots direkt in das Aliquot-Réhrchen und
das LPS-MAX-Roéhrchen pipettieren. Das LPS-MAX-R6hrchen
vortexen.

4. Das (die) Rack(s) in den Inkubationsschuittler stellen, den Deckel
schlieBen und 10 Minuten inkubieren.

5. Nach der 10-minutigen Inkubation den Deckel 6ffnen, das Aliquot-
Roéhrchen vortexen und anschlieBend mit der Kombipipette und
einer sterilen Pipettenspitze 40 pl Blut in die Réhrchen 1 und 2
(jeweils doppelt) pipettieren.

6. Das LPS-MAX-Rohrchen vortexen, anschlieBend mit der
Kombipipette und einer sterilen Pipettenspitze 40 pl Blut in
Roéhrchen 3 (doppelt) pipettieren.

7. Die Rohrchen 1, 2 und 3 vortexen und wieder in das(die) Rack(s)
im Inkubationsschuttler stellen, den Deckel schlieBen und den
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Schuttler (eingestellt auf 100 rpm) und den Zeitmesser (eingestellt
auf 14 Minuten) starten.

8. Die EAA-Chipkarte in das Luminometer einflihren und Start
driicken.

9. Nach der 14-minltigen Inkubation die Anweisungen auf dem
Luminometer-Display zur Messung der EAA-RShrchen in der
richtigen Reihenfolge beachten.

10. Jedes Rohrchen vorsichtig vortexen, die Probenschublade
offnen und das Roéhrchen in den Probenhalter einsetzen, die
Probenschublade schlieBen und warten, bis eine RLU-Messung
durchgefihrt wird. Den Vorgang mit dem néchsten Réhrchen
wiederholen.

11. Wenn alle Réhrchen gemessen sind, werden die EAA-
Testergebnisse automatisch ausgedruckt.

12. Die Analyse fir jede weitere Patientenprobe wiederholen.

5.2.1.1 Interpretation der Ergebnisse

Bereich . .

(EAA™- Ergebnis) Interpretation der Ergebnisse

0,0 bis 0,39 Niedrige Endotoxinaktivitat bedeutet ein
niedriges Risiko fur die Entwicklung einer
schweren Sepsis.

0,40 bis 0,59 Intermedidre Endotoxinaktivitéat erhdhtes
Risiko fur schwere Sepsis.

> 0,60 Hohe Endotoxinaktivitat hohes Risiko flr die
Entwicklung einer schweren Sepsis.

5.2.2 EAA™- QK-Testverfahren
Es wird empfohlen, den QK-Test einmal pro EAA™ Kit-Box

durchzuflihren. Jedes Labor kann jedoch seine eigene QK-Testregelung

gemaB den lokalen Richtlinien festlegen.

10.

1.

Die QK-Rdéhrchen in ein bereitgestelltes Rack stellen und die
Verschlusskappen abnehmen.

Mit der Kombipipette 1,0 mL der EAA™ -Lésung in jedes Rohrchen
pipettieren.

0,5-ml-Vollblut-Aliquots direkt in das QC-Aliquot-Réhrchen und das
Réhrchen QC LPS MAX pipettieren. Das Réhrchen QC LPS MAX
vortexen.

Das Rack in den Inkubationsschiittler stellen, den Deckel schlieBen
und 10 Minuten inkubieren.

Nach der 10-minttigen Inkubation den Deckel 6ffnen, das QC-
Aliquot-Réhrchen vortexen und anschlieBend mit der Kombipipette
und einer sterilen Pipettenspitze 40 pl Blut in beide Tube-1-
Rohrchen und das Réhrchen Low Control pipettieren.

Das Roéhrchen QC LPS MAX vortexen, anschlieBend mit der
Kombipipette und einer sterilen Pipettenspitze 40 pl Blut zuerst
in das Rohrchen High Control und anschlieBend in beide Tube-3-
Réhrchen pipettieren.

Alle Réhrchen vortexen und wieder in das Rack im
Inkubationsschuttler stellen und den Schittler (eingestellt auf 100
rpm) und den Zeitmesser (eingestellt auf 14 Minuten) starten.

Die EAA-QC-Chipkarte in das Luminometer einflihren und Start
driicken.

Nach der 14-minutigen Inkubation die Anweisungen auf dem
Luminometer-Display zur Messung der EAA™-QK-Ro6hrchen in der
richtigen Reihenfolge beachten.

Jedes Roéhrchen vorsichtig vortexen, die Probenschublade
o6ffnen und das Rohrchen in den Probenhalter einsetzen, die
Probenschublade schlieBen und warten, bis eine RLU-Messung
durchgefiihrt wird. Den Vorgang mit dem néachsten Réhrchen
wiederholen.

Wenn alle Rohrchen gemessen sind, werden die EAA™-QK-
Ergebnisse automatisch ausgedruckt.
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5.2.2.1 Interpretation der Ergebnisse
EAA™-L6sungs-QK wird mit den folgenden Ergebnissen bestatigt:

Interpretation der Ergebnisse EAA™-Ergebnis

EAA Niedrige QK 0,00-0,20

EAA Hohe QK 0,80-1,50

Falls die wiederholten QK-Testergebnisse weiterhin auBerhalb der
akzeptablen Grenzen liegen, konnen die anschlieBenden EAA™-
Ergebnisse ungiiltig sein. Verstandigen Sie bitte so bald wie méglich
Ihren EAA™ Kundenberater.

5.3 Grenzen

5.3.1 Analytisch
* Wie bei allen Immunoassays oder immunchemischen Reaktionen
ist eine sorgféltige Technik erforderlich.

e Der Anwender sollte auf die mdglichen Auswirkungen potenzieller
Stoérungen durch Medikamente oder unbekannte endogene
Substanzen auf die Ergebnisse achten. Siehe Abschnitt
Interferierende Substanzen.

5.3.2 Klinisch
¢ Die Ergebnisse des EAA™ sollten im Zusammenhang mit allen
Laborbefunden und dem klinischen Gesamtzustand des Patienten
beurteilt werden. Falls die Laborergebnisse nicht mit dem
klinischen Bild oder Verlauf Ubereinstimmen, sollten weitere Tests
durchgefiihrt werden.

¢ In publizierten Studien wurden positive Endotoxin-Ergebnisse bei
Patienten ohne schwere Sepsis berichtet.

e Ergebnisse auBerhalb der kritischen Pflege Einstellung auf
Patienten erhalten sollten mit Vorsicht interpretiert werden, da sie
nicht von einem signifikanten klinischen Wert sein kann.

5.4 Klinische Leistungsfahigkeit

Die Multi-Center Endotoxin Detection in Critical lliness (MEDIC) Studie
war eine multizentrische, prospektive Beobachtungsstudie, die in 10
Intensivstationen von Universitatskliniken in Nordamerika und Europa
durchgefiihrt wurde. Das Vorliegen einer Endotoxdmie wurde am ersten
Tag des Aufenthalts der Patienten auf der Intensivstation untersucht,
um die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer schweren Sepsis
innerhalb von 24 Stunden nach Aufnahme in die Intensivstation zu
bestimmen. Die Zielpopulation fiir die Studie zur Risikoabschatzung
beinhaltete alle in Frage kommenden Patienten, die am ersten Tag ihrer
Aufnahme in die Intensivstation in die MEDIC-Studie aufgenommen
wurden und auswertbare Proben hatten (n=857). Die demografischen
Merkmale der Patienten sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Demografische und Ausgangsmerkmale der analysierten Patienten
Alter: Mittelwert (SD) Median 60 (+17) 62 [49, 74]
Geschlecht (% mannlich) 58,9%

Ethnische Zugehdrigkeit (% Nichtkaukasier) | 15,8%

APACHE-II: Mittelwert (SD) Median 15,2 (£9,5) 14 [8, 21]
Tage auf der ICU: Mittelwert (SD) 5,4 (£10,9) 2,0 [1, 5]
23,3 (+27,0) 14,0 [7, 29]
ICU-Mortalitat 13,3%

Tage im Krankenhaus: Mittelwert

Krankenhausmortalitat 19,9%

Die Population der Intensivpatienten ist die zweckmaBigste klinische
Umgebung fir die Durchfiihrung des EAA™-Tests. Der Nutzen des
EAA™-Tests wurde nur flr die Population der Intensivpatienten
nachgewiesen. Der Zusammenhang zwischen den Endotoxinspiegeln
und dem Risiko der Entwicklung einer schweren Sepsis bei
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Intensivpatienten soll als Ergdnzung zu den derzeit verfligbaren
klinischen Informationen zur Bestimmung des Risikos einer schweren
Sepsis am ersten Tag des Aufenthalts auf der Intensivstation dienen.

5.5 Leistungsdaten

5.5.1 Interferierende Substanzen
e Triglyceridspiegel bis zu 1000 mg/d| interferieren nicht mit den EAA-
Messungen. Bei Triglyceridspiegeln Gber 2500 mg/dL wurde eine
Abnahme der EAA-Ergebnisse nachgewiesen. Stark lipamische
Proben sollten fir den EAA™-Test nicht verwendet werden.

e Ein Hamoglobinspiegel von 100 mg/dL interferiert nicht mit den
EAA-Messungen, wahrend Hamoglobinspiegel von 500 mg/dL
niedrige EAA™-Messungen um weniger als ein EAA-Ergebnis von
0,03 abschwéachen und erhéhte EAA-Werte um durchschnittlich
15% abschwéachen. Die Verwendung von stark hamolysierten
Proben sollte fir den EAA™ vermieden werden.

e Die exogene Infusion von endotoxinfreiem Albumin bei Patienten
in Konzentrationen, die das Plasmaalbumin um mehr als
10 g/I Uber die obere Grenze des Normalbereichs erhéhen,
kann die EAA-Werte senken. In Proben von Patienten mit
Hyperproteindmien oder Patienten, die eine Albumintherapie
erhalten, sollten Proteinbestimmungen durchgefiihrt werden, um
sicherzustellen, dass keine erhéhten Albuminspiegel als Stérquelle
des EAA™ vorliegen.

5.5.2 Prazision

Vollblutproben wurden unbehandelt und versetzt mit exogenem
Endotoxin in acht Replikaten auf je drei Geraten analysiert. Es wurde
sowohl die Within-Run-Prazision als auch die Gesamtprazision gemaB
den im Dokument EP5-A beschriebenen NCCLS-Verfahren berechnet.

Mittlerer Innerhalb Gesamt
EAA-Wert Laufen* Prazision*
1SD %CV  1SD %CV

1 24 0,11 0,015 14 | 0,023 22
2 24 0,20 0,030 15 | 0,029 14
3 24 0,30 0,043 15 | 0,042 14
4 24 0,50 0,059 12 | 0,064 13
5 24 0,52 0,036 7 10,034
6 24 0,59 0,050 8 | 0,046 8

5.5.3 Analytische Sensitivitat

Eine Patientenprobe mit niedrigem EAA-Wert wurde zur Einschatzung
der Sensitivitat der EAA-Methode verwendet. Vierundzwanzig EAA-
Bestimmungen wurden mit einer einzelnen Patientenprobe mit
niedrigem EAA-Wert durchgefiihrt, und zwar acht Messungen auf je

drei Geraten. Der mittlere EAA-Wert des Patienten betrug 0,11 mit einer
SD von 0,023. Anhand der Methode Standardabweichung mal zwei wird

die Sensitivitat auf ein EAA-Ergebnis von 0,046 eingeschétzt.

5.5.4 Analytische Spezifitat

Endotoxin aus den gramnegativen Bakterien E. coli O55:B5, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, S. enterides, E. coli 0127:B8 und S.
marcescens sowie S. flexnevi induzierte eine Steigerung des EAA™-
Spiegels von 0,10 auf 0,52, als 100 pg/mL des Endotoxins zu einer
Blutprobe mit einem EAA-Wert von 0,33 hinzugegeben wurden.
AuBerdem fluhrten Praparate von V. cholerae LPS zu statistisch

signifikanten Steigerungen der EAA-Ergebnisse. Bei bis zu 2000 pg/ml

Lipoteichonsaureextrakten der folgenden Stdmme von grampositiven

Bakterien ist keine Reaktivitat zu beobachten: S. mutans, S. pyogenes,
S. sanguis, S. faecalis, S. aureus und B. subtilis. Auch Hefe-Mannan in
einer Konzentration von bis zu 2000 pg/ml und Zellwandextrakte von C.

albicans und A. fumigatus zeigten keine Reaktivitat.
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5.5.5 Linearitat der Ergebnisse

Der Test wurde so optimiert, dass er hoch sensitiv auf niedrige Spiegel
von Endotoxin ist und keinem High-Dose-Hook-Effekt durch stark
erhoéhte Endotoxinspiegel unterliegt. Daher ist die Kurve krummlinig.
Wenn Patientenproben niedrige Endotoxinspiegel enthalten, fiihren
geringfligige Anstiege des Endotoxins zu starken Anstiegen der
EAA-Werte. Verdiinnungen sind fur Proben, die hohe EAA-Werte
erzeugen, nicht erforderlich.

6. Lagerung und Stabilitat

Das EAA™-Kit und seine Bestandteile (im original verschlossenen
Verpackung) bei 2-25 °C lagern. Das EAA™-Kit darf nicht Uber sein
Verfallsdatum hinaus benutzt werden.
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Endotoxin Activity Assay (EAA")

Solo Per Uso Diagntostico In Vitro

1. Destinazione d’uso componente comune dell’LPS dei batteri Gram negative senza
EAA" " un testrapido, di diagnostica in vitro, che utilizza un anticorpo interagire con component della membrana cellulare dei batteri
monoclonale specifico per misurare I'attivita dell’endotossina in un Gram positivi o di altri microorganismi.
campione di sangue intero in provetta EDTA.
Il risultato, Se usato in associazione a colture microbiche e altri test 3. Contenuto
diagnostici pertinenti (come ecografia, broncoscopia o TAC) ed altre 3.1 EAA™ Kit
formazioni cliniche (sintomi, segni vitali, risultati radiografici) puo: Nome Quantita
. Supportarg la stratificazione del rischio di sviluppare una sepsi EAAST-20 1
per un paziente.
EAA™ confezione singola 20

e Guidare I'utilizzo di terapie specifiche anti-endotossina -
EAA™ Controllo Qualita confezione singola | 1

2. Endotoxin Activity Assay - Introduzione EAA™ Soluzione fiale 21

Il test EAA misura il livello dell’attivita endotossinica in un campione Istruzioni per I'uso 1

di sangue prelevato da un paziente specifico in maniera semi

quantitativa, distinguendo in 3 gruppi di alta, media e bassa attivita 3.2 EAA™ - Confezione Singola

endotossinica. Nome Quantita | Descrizione

L’endotossina o lipopolisaccaride (LPS) &€ un importante componente Tubo 1 2 Stabilizzanti e luminol-zymosan
della parete cellulare dei batteri Gram negativi responsabile della Tubo 2 2 Monoclonale murino stabilizzatori
sepsi severa'2. | livelli elevati di endotossina possono causare di anticorpi contro endotossine e
cambiamenti nell’espressione di piu di 300 geni e macrofagi attivati, luminol-zymosan

neutrofili, cellule endoteliali e dare origine alla cascata coagulativa Tubo 3 2 Monoclonale murino stabilizzatori
che produce la cascata settica®. di anticorpi contro endotossine e

luminol-zymosan

Questo dosaggio sfrutta la risposta biologica dei neutrofili nel

sangue del paziente a un complesso immunologico di endotossina LPS Max Tubo | 1 Endotossine (E. coli O55:B5) con
e anticorpo esogeno come misura dell’attivita endotossinica nel stabilizzatori
paziente“. Il test reagisce in maniera specifica con il Lipide A, Aliquota Tubo 1 Tubo vuoto
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3.3 EAA™ Controllo Qualita Confezione Singola

Nome Quantita | Descrizione

Tubo 1 2 Stabilizzanti e luminol-zymosan

Low Controllo 1 Monoclonale murino stabilizzatori

Tubo di anticorpi contro endotossine e
luminol-zymosan

Alta 1 Monoclonale murino stabilizzatori

Controllo Tubo di anticorpi contro endotossine e
luminol-zymosan

Tubo 3 2 Monoclonale murino stabilizzatori
di anticorpi contro endotossine e
luminol-zymosan

QC LPS Max Tubo | 1 Endotossine (E. coli 055:B5) con
stabilizzatori

QC Aliquota Tubo 1 Tubo vuoto

3.4 EAA™ Soluzione
Nome Quantita Descrizione

‘ EAA™ Soluzione ‘ 8 mL/fiale

‘ Soluzione HBSS ed eparina

3.5 Accessori
Non forniti assieme al kit.

e Pipetta a volume variabile (combinata) — in grado di erogare volumi
di 40 pl e 1000 pl e una

* micropipetta in grado di erogare un volume di 500 pl

e Puntali sterili per pipetta combinata e micropipetta delivering

40ulL e 1000uL

e Provette per prelievi di sangue in EDTA

e Timer

e Luminometro (Berthold Smartline TL Tube or equivalent)

e Incubating shaker capace di incubare campioni a 37°C ed

agitarlia 100 rpm
e Vortexer

4. Precauzioni

e Utilizarre cura e attenzioni tipiche da laboratorio nel maneggiare e
conservare | Componenti del test confezionati.

o |l test EAA™ utilizza sferette di reagent liofilizzati contenuti in
provette di vetro borosilicato. In alcune situazioni (confezioni
danneggiate, non perfettamente chiuse, o a seguito di
mantenimento in magazzini inadeguati) le sfere possono
deformarsi a causa dell’ umidita. Non usare il test se le sfere di

reafente appaiono deformate.

e |n caso di pipettatura manuale di campiono e controlli, usare
puntali di pipetta separati per eliminare le contaminazioni

reciproche.

e Non usare dopo la data di scadenza specificata sull’etichetta.

e Ultillizzare le "recommended universal precautions™ nel
maneggiare campioni biologici umani e rifuti.

e Maneggiare con cura i campioni residui di EAA™ solution e di
sangue umano usando le precedure correnti in materia.

e Non pipettare le soluzioni con la bocca.

¢ Pulire immediatamente gli spandimenti con una soluzione allo

0.5% di ipoclorito di sodio.

5. Principio di Funzionamento

Una misurazione dell’attivita basale ( provetta 1) in assenza dello
specifico anticorpo anti-endotossina misura il burst ossidativo non
specifico dei neutrofili del paziente. Una misurazione di controllo
supplementare includente lo specifico anticorpo anti-endotossina
e un eccesso di endotossina esogena (provetta 3) misura il burst
ossidativo massimo dei neutrofili del paziente. La misurazione di
prova (provetta 2) include I'anticorpo specifico per misurare il livello
esatto non diluito di attivita endotossinica. Il risultato EAA viene
calcolato normalizzando la chemi-luminescenza nel campione del
test (provetta 2) rispetto alla chemi-luminescenza massima (provetta
3), correggendo entrambe le misure per la chemi-luminescenza ad

attivita basale ( provetta 1).
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5.1 Raccolta del Campione e Preparazione

Utilizzare solamente provette EDTA anti-coagulanti per raccolta di sangue
intero. Seguire le direttive raccomandate dallo NCCLS® per il prelievo, il
trasporto e il trattamento dei campioni dei pazienti. | campioni devono
essere raccolti in provette per prelievi di sangue contenenti anticoagulante
(EDTA). If sampling through an indwelling arterial or venous cannula or
catheter, please flush the lines per your facility’s policy prior to collecting
blood in the EDTA anti-coagulated tube. | campioni di sangue possono
essere conservati per un massimo di 180 minuti a una temperatura
ambiente tra 18°C e 25°C prima dell’analisi. Prima dell’analisi, il sangue
deve essere miscelato accuratamente per almeno 20-30 secondi
capovolgendo la provetta senza agitare meccanicamente.

Si suggerisce di prelevare una quantita minima di 1.5 mL di sangue del
paziente per eseguire il test (essendo 1.0 mL in minimo teorico richiesto).
Si suggerisce di prelevare una quantita minima di 1.5 mL di sangue

del paziente per eseguire il QC test (essendo 1.0 mL in minimo teorico
richiesto). Non e’ necessario che il sangue usato per il QC test provvenga
dallo stesso paziente.

5.2 Istruzioni per L'uso del Test sul Luminometro

Berthold Smartline TL

NOTA: Prima di eseguire | test EAA™ o EAA™ QC Test, assicurarsi che
il luminometro Berthold SmartLine sia acceso “ON”, e che I'heating
incubator shaker sia acceso e abbia raggiunto la temperatura di lavoro
che deve essere settata a 37°C + 1.0°C.

5.2.1 EAA™ Procedura di Prova

La buona pratica di laboratorio (GLP) suggerisce che I’ EAA™ sia eseguito
in duplicato per ciascun paziente. La media dei duplicati rappresenta

il risultato EAA™ . Ogni laboratorio deve sviluppare e applicare CV
accettabili per I'accettazione delle repliche. E possibile eseguire fino a 3
campioni dii pazienti in un singolo run.

1. Preparare le provette EAA™ per ogni campione di paziente nel
portaprovette in dotazione e rimuovere i tappi.

2. Pipettare 1.0 mL della soluzione EAA™ nelle provette 1, 2, e 3 (in duplicato).

3. Dopo aver miscelato il campione di sangue capovolgendo senza
agitare, pipettare 0.5 mL di aliquota direttamente nella provetta
aliquota e nella provetta LPS MAX. Agitare la provetta LPS MAX.

4. Mettere i protaprovette nell’agitatore incubatore, chiudere il
coperchip e incubare per 10 minuti.

5. Trascorsii 10 minuti d’incubazione, aprire il coperchio, agitare la
provetta aliquota poi pipettare 40pL di sangue nelle provetta 1 e 2 (in
duplicato) usando un puntale sterile per pipetta.

6. Agitare la provetta LPS Max, poi pipettare 40 pL di sangue nella
provetta 3 (in duplicato) usando un puntale sterile per pipetta.

7. Agitare le provette 1, 2 e 3 e rimetterle nei portaprovette nell’agitatore

incubatore, chiudere il coperchio e avviare il moto (impostato a 100 -

rpm) e il timer (impostato a 14 minuti).

8. Inserire la scheda con chip etichettata EAA nel luminometro e
premere Avvio.

9. Trascorsii 14 minuti d’incubazione, seguire le istruzioni sul display
del luminometro per leggere le provette EAA™ nel giusto ordine.

10. Agitare delicatamente ogni provetta, aprire il cassetto dei campioni
e inserire la provetta nel portacampioni, chiudere il cassetto e
attendere il risultato RLU. Ripetere per la provetta successiva.

11. Una volta lette tutte le provette, i risultati EAA™ vengono stampati
automaticamente dal dispositivo di stampa integrato.

12. Ripetere per ogni campione paziente, se applicabile.

5.2.1.1 Interpretazione dei Risultati

RN Interpretazione dei risultati

(valori EAA™) P

0.0a0.39 un livello basso di attivita endotossinica rappresenta
un rischio basso di sepsi severa.

0.40 2 0.59 un livello intermedio di attivita endotossinica
rappresenta un rischio elevato di sepsi severa.

>0.60 un livello elevato di attivita endotossinica rappresenta
un rischio elevato di sviluppo di sepsi severa.
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5.2.2 Procedura per EAA™ QC Test (controllo qualita’)

Si raccomanda di eseguire un QC test per ogni confezione di EAA™. Ogni
laboratorio puo elaborare tuttavia un proprio regime di controlli secondo
gli standard locali.

1. Inserire le provette QC in uno dei portaprovette in dotazione e
togliere i tappi.

2. Pipettare 1.0 mL di “EAA™ Soultion” in ogni provetta.

3. Pipettare 0.5 mL di aliquote di sangue intero direttamente nella
provetta “QC aliquote” e nella provetta QC LPS MAX. Agitare la
provetta QC LPS MAX.

4. Mettere il portaprovette nell’agitatore incubatore, chiudere il
coperchio e incubare per 10 minuti.

5. Trascorsii 10 minuti d’incubazione, aprire il coperchio, agitare
la provetta CQ aliquota poi pipettare 40 pL di sangue sia nella
provetta 1 che nella provetta controllo basso usando un puntale
sterile per pipetta.

6. Agitare la provetta QC LPS MAX, poi pipettare 40 pL di sangue
prima nella provetta controllo alto e poi nella provetta 3 usando un
puntale sterile per pipetta.

7. Agitare tutte le provette e rimetterle nei portaprovette nell’agitatore
incubatore, poi avviare il moto (impostato a 100 rpm) e il timer
(impostato a 14 minuti).

8. Inserire la scheda con chip etichettata EAA QC nel luminometro e
premere Avvio.

9. Trascorsii 14 minuti d’incubazione, seguire le istruzioni sul display
del luminometro per leggere le provette EAA™ QC nel giusto ordine.

10. Agitare delicatamente ogni provetta, aprire il cassetto dei campioni
e inserire la provetta nel portacampioni, chiudere il cassetto e
attendere il risultato RLU. Ripetere per la provetta successiva.

11. Una volta lette tutte le provette, i risultati del QC EAA™ vengono
stampati automaticamente dal dispositivo di stampa integrato.

5.2.2.1 Interpretazione dei Risultati
La EAA™ Solution QC funziona correttamente se si ottengono | seguenti
valori:

Interpretazione dei Risultati EAA™ Risultato

EAA QC basso 0.00-0,20

EAA QC alto 0.80-1.50

Se i risultati del test di QC per controllo alto o basso non danno i
risultati desiderati, ripetere il test. Se anche ripetendo il test di QC i
risultati rimangono al di fuori dei limiti accettabili, i risultati successivi
dei test EAA™ potrebbero non essere validi. Segnalare il fatto al vostro
rappresentante EAA™ al pill presto.

5.3 Limiti

5.3.1 Analitici
e Come per tutti gli immuno-dosaggi o le reazioni immunochimiche,
si richiede una tecnica accurata.

e ['utilizzatore deve prestare attenzione per i possibili effetti sui
risultati delle interferenze potenziali dovute a farmaci o sostanze
endogene sconosciute. Vedere Sostanze interferenti piu avanti.

5.3.2 Clinici
e | risultati del’EAA™ dovrebbero essere valutati nel contesto di
tutti gli esami di laboratorio e dello stato clinico complessivo del
paziente. Nei casi in cui i risultati di laboratorio non concordano con
il quadro clinico o 'anamnesi, si dovranno eseguire esami ulteriori.

e Alcuni studi pubblicati in precedenza hanno riferito riscontri di
risultati positivi per I'endotossina in pazienti senza sepsi severa.

e |risultati di Test EAA ottenuti su pazienti non ricoverati in terapia
intensiva vanno interpretati con cautela visto che non ne &€ mai
stato valutato il significato clinico.
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5.4 Performance Clinica

Il trial “Rilevamento multicentrico dell’endotossina nelle patologie
critiche” (MEDIC) & uno studio d’osservazione multicentrico e prospettico
svolto in 10 unita di cura intensiva (ICU) in ambiente clinico universitario
in America del nord e in Europa. La presenza di endotossinemia ¢ stata
valutata il primo giorno di ricovero in ICU dei pazienti per determinare la
probabilita di sviluppo di una sepsi severa entro 24 ore dall’lammissione
all’ICU. La popolazione target per lo studio di valutazione del rischio
includeva tutti i pazienti eleggibili arruolati nel trial MEDIC al primo
giorno di ammissione all'lCU che avevano campioni valutabili, N=857. La
demografia dei pazienti & riportata nella tabella seguente.

Demografia e caratteristiche di baseline dei pazienti analizzati

Caratteristica

Eta: media (SD) mediana [IQR]* anni 60 (+17) 62 [49, 74]
Genere (% maschi) 58.9%

Razza (% non caucasici) 15.8%

APACHEII: media (SD) mediana [IQR]* 15.2 (+9,5) 14 [8, 21]
Giorni in ICU: media (SD) 5.4 (£10,9) 2.0 [1, 5]
Giorni in ospedale: media (SD) 23.3 (+27,0) 14.0 [7, 29]
Mortalita ICU 13.3%

Mortalita ospedale 19.9%

Lutilita dei test EAA™ e stata accertata solo per la popolazione in cura
critica. Il rapporto tra i livelli di endotossina e il rischio di sviluppo di sepsi
severe nei pazienti con patologie critiche € inteso come supplemento alle
informazioni cliniche disponibili correntemente per stabilire il rischio di
sepsi severa nella prima giornata di ricovero in ICU.

5.5 Caratteristiche della Performance

5.5.1 Sostanze Interferenti
¢ |livelli di trigliceridi fino a 1000 mg/dL non interferiscono con le

misurazioni EAA™. viceversa e’ stato dimostrato che concentrazioni
maggiori di 1500 mg/dL tendono a ridurre il valore EAA. Si dovrebbe
evitare I'uso di campioni fortemente lipemici nel’EAA™.

Emoglobina libera fino a concentrazioni di 100 mg/dLnon
interferisce con | risultati EAA™ mentre a livelli molto alti come 500
mg/dL tende ad attenuare significativamenteil segnale su pazienti
con bassa attivita’ endotossinica EAA < 0.3 e ridurre in generale di
circa 15% i valori alti di EAA. Si dovrebbe evitare I'uso di campioni
fortemente emolizzati nel test EAA™.

Linfusione esogena di albumina esente da endotossina nei pazienti
a livelli che aumentano I'albumina nel plasma di oltre il 10 g/L al di
sopra del limite superiore del normale pud abbassare i valori EAA.

| campioni da pazienti con anomalie iper-proteiche o che ricevono
terapie albuminiche devono essere sottoposti a determinazioni
proteiche per accertare che gli elevati livelli di albumina non siano
una fonte di interferenze con 'EAA™.

5.5.2 Precisione

Campioni di sangue intero, non diluiti e con aggiunta di endotossina
esogena, sono stati analizzati in otto replicati su ciascuno di tre
strumenti. E stata calcolata la precisione sia durante I'esecuzione che
totale secondo le procedure NCCLS in EP5-A.

Campione | N Medio EAA™ | Entro Gestire ;?;?:Ii?sione*
1SD %CV  1SD %CV

1 24 0.11 0.015 14 0.023 22
2 24 0.20 0.030 15 0.029 14
3 24 0.30 0.043 15 0.042 14
4 24 0.50 0.059 12 0.064 13
5 24 0.52 0.036 7 0.034

6 24 0.59 0.050 8 | 0.046
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5.5.3 Sensibilita Analitica

La sensibilita del test €’ stata valutata usando campioni di sangue

a bassa attivita’ endotossinica. Sono state eseguite ventiquattro
determinazioni EAA™ su un singolo campione paziente con basso livello
EAA™; otto misurazioni su ciascuno di tre strumenti. Il livello EAA™ medio
del paziente era di 0.11 con una SD di 0.023. La Sensitivita’ del test,
usando il metodo delle 2 deviazioni standard e’ di 0.046 EAA units.

5.5.4 Specificita Analitica

Endotossina proveniente da batteri diversi dal E. coli 055:B5, comeP.
aeruginosa, K. pneumoniae, S. enterides, E. coli 0127:B8, S. marcescens,
e S. flexnevi inducono aumenti dei valori EAA™ da 0.10 a 0.52 quando

100 pg/mL dell’endotossina specifica vengono aggiunti ad un campione
di sangue che abbia una attivita’ endotossinica originale diEAA =
0.33.L’aggiunta di endotossina di V. cholerae, inoltre, genera un aumento
statisticamente significativo dei livelli EAA. Non si € vista alcuna reattivita
fino a 2000 pg/mL di estratti dell’acido lipoteicoico dai seguenti ceppi di
batteri Gram positivi: S. mutans, S. pyogenes, S. sanguis, S. faecalis, S.
aureus e B. subtilis. Analogamente, non si € riscontrata alcuna reattivita del
mannano del lievito fino a 2000 pg/mL e degli estratti di parete cellulare di
C. albicans e A. fumagatis.

5.5.5 Linearita dei Risultati

Il dosaggio € stato ottimizzato per essere altamente sensibile a bassi
livelli di endotossina e per resistere all’effetto gancio ad alte dosi
indotto da livelli di endotossina evidentemente elevati. Pertanto la
curva ha andamento curvilineo. Piccolo aumenti della concentrazione
di endotossina producono incrementi di EAA maggiori su campioni a
bassa concentrazione che su campioni ad alta concentrazione. Non €’
necessario diluire i campioni per misurare alti livelli di EAA.

6. Stabilita’ e Conservazione delle Confezioni

Il kit EAA™ ed | suoi componenti devono essere conservati (sigillati nel
package originale) tra 2-25°C, e non devono essere utilizzati oltre la
data di scadenza.

7. Bibliografia:
1. Van Deventer SJH, et al. Endotoxemia: an early predictor of
septicemia in febrile patients. The Lancet (March 19) 1988; 605-609.

2. Parrillo JE, Parker MM, Natanson C, et al. Septic shock in humans:
advances in the understanding of pathogenesis, cardiovascular
dysfunction, and therapy. Ann Int Med 1990; 113: 227-242.

3. Zhao B, Bowden RAS, Stavchansky SA, et al. Human endothelial
cell response to gram-negative lipopolysaccharide assessed with
cDNA microarrays. Am J Cell Physiol 2001; 281: C1587-C1595.

4. Romaschin AD, et al. A rapid assay of endotoxin in whole blood
using autologous neutrophil dependent chemiluminescence. J. of
Immunology. Methods 1998; 212: 169-185.

5. NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 711
East Lancaster Avenue, Villanova, PA 19085) Document # M29-A
Protection of Laboratory Worker from Instrument Biohazards and

Infectious Disease Transmitted by Blood, Body Fluids and Tissues;
Approved Guideline, 1997.

6. NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 711
East Lancaster Avenue, Villanova, PA 19085) Document # H3-#a
Procedures for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by
Venipuncture — Third Edition; Approved Standard, 1991.

Solo Per Uso Diagntostico In Vitro

Ce

Fabbricato Da: Rappresentante autorizzato
Spectral Medical Inc. per I’'Europa:

135 The West Mall Dr. Rolf Keck

Toronto, ON, Canada M9C 1C2 RitterstraBe 25

+1.416.626.3233 D-77977 Rust/Baden, Germany
FAX: + 1.416.626.7383 +49.782.286.5111
www.spectraldx.com FAX: + 49.782.286.5113

Endotossina Activity Assay (EAA™) & un marchio registrato di Spectral Medical Inc.
53



54

AHanms aKTUBHOCTM 3HAOTOKCUHA (EAA™)

Tonbko 0ng OuaeHocmuku In Vitro

1. MpumeHeHne

AHanu3 akTVBHOCTU SHAOTOKCMHaA (EAA™) — 5To nabopaTopHbIN SKCNpecc-aHanns
LieSIbHOM KPOBY, KOTOPbIN NCMOSb3yeT onpefeneHHble MOHOKIOHa/bHble
aHTUTeNa, ANA U3MepPeHNA akTVBHOCTUN SHAOTOKCKHA B Npobax LieNbHOMN KpoBY
cEDTA (3ATA).

3Ta MHPOpMaLMA NPU NCMONb30BaHU B COYETaHUM C MOCEBOM Ha MUKPOdIopy
1 APYrUMU AUarHoCTUYeCKMY TecTamm (yNbTpa3ByKOBOE UCCIIejOBaHNE,
6POHXOCKOMMWA UM KOMMbloTepHas ToMorpadus) 1 KNMHNYeCcKne faHHble
(KNMHMYEeCKMe CUMNTOMbI M/UNK pe3ynbTaTbl PeHTreHorpadryeckoro
nccnesjoBaHNsA) MoryT:

* MOMOYb B OLlEHKE PNCKa Pa3BUTUA TAXENOro cencurca y nayneHTos;

« onpepennTb neveHve Ana HemTpanvsaunm AeNCcTBUA SHAOTOKCUHA

2. AHanus akTUBHOCTU 3HAOTOKCMHA - BBegeHune

AHann3 akTMBHOCTM SHAOTOKCUHA (EAA) NpoBOANTCA ANA OLLEHKN YPOBHA
AKTUNBHOCTN SHOOTOKCUHa B o6pa3u,e KPOBU KOHKPETHOro nauyneHTa
nonykonyecTBeHHbIM METOAO0M; BblAenaeTca 3 rpynnbl akTUBHOCTU
SHOOTOKCUHa — HU3KaA, cpeaHAAa n BbICOKaﬂ).

DHAOTOKCUH nnm nunononucaxapug A (JINC) sensetca obnuraTHbiM
KOMMOHEHTOM Hapy>XHOW KNeTOYHOWN MeMbpaHbl rpaMoTpuLaTeNbHbIX
6aKTepun N NepBUYHbLIM NPOAYKTOM rpaMoTpuLiaTeNibHbIX 6akTepuit,
OTBETCTBEHHbIM 3@ CENTUYECKUI LWOK' 2. BbICOKNI ypOBEHb SHAOTOKC/HA B
KPOBW BbI3bIBAET N3MEHEHUs B IKcnpeccum 6onee 300 reHOB, akTUBU3aLUIO
Makpodaros, HeTPOdUIOB, SHAOTENNANBbHBIX KNETOK, BbI3biBaeT
aKTMBaLMIO CUCTEMbI CBEPTbIBAHNA KPOBY, MPUBOAALLME, B UTOTE, K
Pa3BUTUIO CENTUYECKOTO NpoLuecca’.

3TOT aHanM3 UCMoNb3yeT GMONOrNYEeCKYIo peaKkL o HeTPOdUIOB B KPOBHK
nauvieHTa Ha UMMYHOIOTMYEeCKUA KOMMJIEKC SHAOTOKCKHA U SK30Te€HHbIX

aHTWTeN Kak Mepy akTUBHOCTM SHAOTOKCUHA Y NauneHTa*. PeareHT gna
aHanv3a BCTynaeT B peakLuio UCKIUNTENIbHO C MONEKYNoW nunuaa

A JINC rpamoTpuLaTenbHbIX 6aKTepuii, HO He B3aMOAENCTBYET C
aMeMeHTaMU KNeToUYHON MeMbpaHbl FPamMnoNioXKUTENbHbIX 6akTepuii 1
MHbIX MUKPOOPraHN3MOB.

3. CopepxaHue
3.1 Komnnekrt gna EAA™

HasBaHue Kon-Bo

EAAST-20 1
JloTkn EAA™ 20
JloTKn pnAa KoHTponA Kayectsa EAA™ 1
®nakoHbl ¢ pacTBopom ana EAA™ 21
VIHCTpYKLMM MO MCNONb30BaHMI0 1

3.2 Jlotok gna EAA™

HasBaHwue Kon-Bo OnuncaHne

Mpo6upka 1 2 CrabunusaTopbl 1 IIOMUHOM-3MMO3aH

Mpoburpka 2 2 MbILWWHbIE MOHOKTOHaMIbHbIE
A@HTUSHLOTOKCUYHbIE aHTUTENa,
CTabynnsaTopsbl v TOMUHON-3IMO3aH

Mpobupka 3 2 MblLWNHbIE MOHOKNOHAaJbHbIE
aHTUIH[OTOKCUYHbIE aHTUTENa,
cTabunmsaTopbl v IIOMUHON-3MMO3aH

Mpobupka c 1 SHpoTtokcuH (E. coli O55:B5) co

136b1TKOM JTNC cTabunusatopamm

Mpobupka ans 1 lMycTas npobupka

obpasua
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3.3 JloTok anA KoHTpona Kauecrea EAA™
HasBaHue Kon-Bo OnucaHune

Mpo6upka 1 2 Crabunusaropsbl v NIOMYHOM-3MMO3aH

Mpobupka c H13KUM | 1 MbIlWMHbIE MOHOKNIOHaNbHbIE
ypOBHEM aHTWTena, ctabunmsartopsbl 1
NIOMUHOS-3UMO3aH

MbiLWMHbIE MOHOKNIOHaNbHbIE
AHTUOHOOTOKCUYHbIE aHTUTEN A,
CTa6I/IﬂI/I3aT0pr N NIOMUHOJT-3MMO3aH

Mpobupka c 1
BbICOKMM YPOBHEM

Mpobupka 3 2 MbILUNHbIE MOHOKNOHAabHblE
AQHTN3HAOTOKCUYHBIE AHTUTENA,
CTabunM3aTopbl U IIOMUHOM-3MMO3aH
Mpobupka c 1 SHpoTokcuH (E. coli “055:B5”) co
n36biTkoM JINC gna cTabunusatopamm

KOHTPONIA KayeCTBa

Mpobupka gnn 1
obpasua gns
KOHTPOJIA KauecTBa

MycTan npo6upka

3.4 PactBop gna EAA™
HasBaHue Kon-Bo OnucaHne

PactBop EAA™ | 8 mn/dnakoH | CbanaHCMPOBaHHbIN CONEBON pacTBOP
XeHKca 1 renaprHOBbI pacTBOP

3.5 MpuHagnexHocTn
He 8x009m 8 komnsiekm.
«  KOMOVHMPOBaHHbI MUMNETOUHBI fo3aTop

+  MukponuneTtka 500 mkn

«  CrepunbHble HOCKKM A5 KOMOUNUNETOK eMKOCTbI0 40 MK 1 1000 MKn
+ Hocuku ana mmkponuneTok eMKocTblo 1000 MKn

« TMpobupku ana cbopa kposu ¢ SATA

+ Taiimep

« JllomuHomeTp (Berthold Smartline TL Tube nnu sKBnBaneHTHbIN)

+  VHKy6aLMOHHBI WeliKep, BbIMOHAIOLWMIA NHKY6aLmio 06pa3LoB npu
Temnepatype 37°C co ckopocTblo nepemeLwmBaHuna 100 06/MuH

- BopTeKkcHbI MuKcep

4. Mepbl npefoCTOPOKHOCTI
+ Wcnonb3yiiTe obLme nabopaTopHbie Mepbl NPefoCTOPOXKHOCTY NpY
pa60Te N XpaHeHUn 3anevyaTaHHbIX MaTepManoB AsAa aHanmsa.

« EAA™ copeput nmodunnsnpoBaHHble rpaHyIMpPOBaHHble peareHTbl
B 60POCUNNKATHBIX CTEKAHHBIX NPo6upKax. [Npy onpeaeneHHbIX
ycnoBuAx (Mpvi NOBPEXAeHM YNAaKOBKW, HENPaBUIbHON repmeTr3anmnm
MELLOYKOB UM HEMPABUbHOM XPaHeHWM) FPaHyibl MOTYT CKMMaTbCA
13-3a U36bITKa BNa>kHoCTU. He ncnonb3yinTe npobrpKu, cogepalymne
CKaTble rpaHysibl, MOCKOMbKY pe3ynbTaTbl aHam3a MoryT ObiTb
He0CTOBEPHbIMU.

-+ [pu pyyHOM NuneTnpoBaHum NPo6 1 KOHTPOEN NCMOMb3YINTe
VHAMBMAYaNbHbIE HOCUKM BO M36€XKaHne KOHTaMUHALMN 1
NOsB/IEHUS OCAfKa.

« He I/ICI'IOJ'Ib3yl7ITe MaTepwmranbl nocsie nCtev4eHUA CpokKa rogHoOCTH,
YKa3aHHOro Ha 3TUKeTKe.

« Vcnonb3yinTe pekoMmeHayemble yHUBepCasibHble Mepbl
NpPeaoCcTOPOXKHOCT® NP 06PaLLEHNM C NCMONb30BaHHbIMU
pacTBopamui 1 YenioBe4eckumm obpasuamu.

« Ob6palyaiiTechb C NCMONb30BaHHbIMU pacTBOpamu EAA™ 1 Bcemmn
npenapaTtamu YesioBe4eckon KpoBuM 1 yTUAN3NPYIATe 1X, cobntoaan
YHUBepcaibHble Mepbl NPeAOCTOPOXKHOCTU.

« He nunetupyinTe pacTBOpPbl PTOM.

- [ponuTble peareHTbl cnegyet Kak MOXHO GbicTpee NpombiTb 0,5%
pPacTBOPOM rMnoxnopuaa.

5. MpviHumn

MN3mepeHune 6asanbHon aktusHocT (Tube 1 (Mpobupka 1)) B oTCyTCTBUE
cneundryeckoro aHTM3HLOTOKCMYHOTO aHTUTeNa onpegensaeTt
Hecneundryecknin oKCMAaTBHBIN BCMIECK HENTPOdKIOB 6ONBHOTO.
[lononHuTesibHoe KOHTPONIbHOE M3MEpeHMe, BKIloUas crneyuduryeckme
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AHTUSHAOTOKCUYHbIE aHTUTeNa U U3GbITOK SK30reHHOTo SHAOTOKCMHa (Tube
3 (Mpobupka 3)), onpeaenaeT MakCMManbHbIi OKCUAATUBHbIN BCMIECK
HenTpodunos 6onbHoro. AHanntuyeckoe nsmeperue (Tube 2 (Mpoburpka
2)) BKNtoYaeT cneunduyeckmne aHTuTena ansa onpeaeneHns GoHoBoro
YPOBHA aKTUBHOCTW SHAOTOKCUHA. Pe3ynbTtaT EAA paccunTbiBaeTcs nyTem
HOpManm3auny xeMunioMUHeCLLeHU MY B TecTupyemom obpasue (Tube 2
(MpobupkKa 2)) OTHOCUTENBHO MaKCMManbHO xemunioMuHecueHunn (Tube 3
(Mpobupka 3)) c KoppeKLument 060mx pe3ynbTaToB Mo 6asanbHOM aKTUBHOCTU
xemuntommHecueHunnn (Tube 1 (Mpobupka 1)).

5.1 NMoaroroBKa n npoBefeHne aHann3a

[ina cbopa 06pa3LoB LenbHOM KPOBU /1A 3TON NpoLefypbl NCMONb3ynTe
TOMNbKO NPO6VPKM AnA 3abopa KpoBm ¢ aHTuKoarynaHTom SATA. Mpu cbope,
TPaHCMOPTUPOBKeE 1 06paboTKe NPob KPOBM AOMKHBI cobnofaTbca YkasaHua
NCCLS® (Mnu HOro pernameHTUPYIOLLEro OpraHa, JeNCTBYIOLLEro B Ballei
cTpaHe). O6pasLbl KPOBY AOMKHBI COOMPATHCA B MPOOUPKM C aHTUKOAryIAHTOM
S[TA BeHOMYHKLMEN 1y Yepes NOCTOAHHbIN KaTeTep. Ecniv npo6bl oTompatoTcs
Yepes NOCTOAHHYI0 apTepranbHyIo NV BEHO3HYIO KaHIOIO UK KaTeTep,
NPOMOITe CUCTEMY B COOTBETCTBIMM C MPaBUIaMI BalLero yupexaeHus

nepep 3a6opom KpoBu B NpobupKy ¢ aHTrKoarynaHtom SATA. Mpobbl Kposu
nepej aHasM3oM MOTyT XpaHUTbCA B TeyeHne 180 MUHYT NPy KOMHATHOMN
Temnepatype (18-25 rpagycos Lienbcus). Nepen npoBefeHnem aHanmnsa npoba
LOMKHA GbITb TLLATEIbHO NepemellaHa B TeueHune 20-30 ceKyHA akKypaTHbIMU
BpaLLaTenbHbIMU ABVXKEHNUAMM.

[inA BbINONHEHWA aHanM3a PeKoMeHAYyeTCA B3ATb MUHUMYM 1,5 MA1 LienibHOW
KpOBU NaumeHTa (Tpebyetcsa 1,0 mn). [1nA BbINONHEHVA aHann3a 1A KOHTPona
KauecTBa PEKOMEeHAYeTCA B3iTb MUHUMYM 1,5 M1 LlenibHOW KpoBK (TpebyeTcs
1,0 mn). Ins KOHTPOSIA KaueCTBa aHaNM3a MOXET ObITb B3AT OTAESbHbIN 06pasel
LieNTbHOW KPOBW.

5.2 VHCcTpyKumn no ncnonb3oBaHuio iloMmuHomeTpa Berthold
Smartline TL Tube

NpumeyaHue: MNepeg Hayanom aHanmsa EAA™ unu EAA™ QC ybefmtech, 4to
nomrHomeTp Berthold SmartLine TL Tube BKntoUeH, 1 HarpeBaTenbHbIii
Leikep-nHKy6aTop BKOYeH 1 pasorpeT go 37°C £ 1,0°C.

5.2.1 MNMpouepypa aHannsa EAA™

CornacHo nepefoBoii NpakTUKe 1abopaTopHbIX McciefoBaHmin EAA
NPOBOANTCA ABaX/Abl ANA KaxAoro naumeHTa. CpefHee 3HaueHne AByX
aHanM30B UCNOMb3yeTCA ANA OTYETHOCTY O pesynbratax EAA™. Kaxpaaa
nabopaTtopua onpefennTb NpUemMemMblil ypoBeHb JOMYCTVMOrO OTK/IOHeHMA
A7 NOBTOPHbBIX aHaNM30B. Bbl MOXeTe NPoBOAUTL NCCeoBaHMe 10 3-X NPo6

OT pa3HbIX NauneHToB O4HOBPEMEHHO.

1.

YctaHoBuTe npoburpkn EAA™ ¢ aHanmsamu Ana Ka>kaoro nauuneHTa B
LWITATUB ANA NPOBMPOK N CHUMUTE KPbILLKN.

Ncnonb3ya kombununetky 1,0 mn, nomectute pactsop EAA™ B
npobupku 1,2 1 3 (B ABYX 3K3emMnaApax).

OcTopoXHO NepemellaiTe obpaseLl, KpOBU NaLMeHTa, MNaaBHO
nokaumeas npobupky, BBegute 0,5 Mn o6pasLia HemocpenCTBEHHO B
npobupKy ansa obpasua (Aliquote Tube) n B npobupky c n3bbsiTkom JINC
(LPS MAX Tube). Mepemeluainte coaepxmnmoe npobrpKn ¢ n3bbITKom
JINC (LPS MAX Tube) Ha BuxpeBoii meLuanke.

[omecTuTe WTATUB B TepMOCTaT-LIENKEP, 3aKPOWTE KPbILLKY U
NHKY6UpyWTe B TeueHne 10 MUHYT.

Mocne 10-MUHYTHOW NHKY6aLMM OTKPOWTE KPbILWKY, NepemMeLuanTe
copepxnmoe npoburpkn c obpasyom (Aliquote Tube) Ha BUxpeBoiA
MeLuanke v, UCMosib3yA CTePUIIbHbIA HAKOHEYHNK KOMOVHNPOBaHHOM
nuneTku, BBeguTe 40 MKN KpoBu B Npobupkn 11 2 (Tube 1 n Tube 2) n B
nx gyonukaTbl.

MepemewariTe cogepxnmoe Nnpobupkm ¢ n3bbitkom JINMC (LPS MAX
Tube) Ha BUXpeBoOIl MelLanke, 3aTeM, MCMOJb3YA TOT XKe HAKOHEUHMK
KOMOVHMPOBaHHOW NUNeTKK, BBeauTe 40 MK/ KPOBM B MPO6GUPKY 3
(Tube 3) n B ee gy6nukKar.

MepemewaiTe Ha BUXpeBOW Melanke npobupkn 1,2 u 3 (Tube 1, Tube 2
1 Tube 3) 1 nomecTuTe NX 06PaTHO B LUTATUB, 3aT€M NOCTaBbTe WUTATUB B
TepmocTaT-LeiKep, 3aKpoWiTe KPbILKY, 3anycTuTe mewanky (Ha 100 06/
MWH) 1 Talimep (yCTaHOBEHHbIV Ha 14 MUHYT).

BcTaBbTe MapKknpoBaHHyto unn-kapTty EAA™ B niommHomeTp 1
HaxmuTe Myck.
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9. Mocne 14-MUHYTHON MHKY6ALM BbINOSHUTE MHCTPYKLMM, OTOBpaxaemblie
Ha 3KpaHe NIloMUHOMETPa AJ1A TOro, YTOObI MONTYUUTb AaHHble ANA MPO6UPOK
EAA B Hagnexaliem nopagke.

10. OCTOPOXHO NepemMeLlariTe Ha BUXPEBON MeLLasiKe Kaxayto Npobupky,
OTKpOWTe oTCeK AnA obpasua n nomectute npobupky 1 (Tube 1) B
nepxaTtenb ana obpasua, 3akpoinTe oTcek ana obpasua, NoJoXKAMTE MoKa
CUMTbIBAOTCA NOKa3zaHusA B eanHuuax RLU. MoBTopuTe Te e aencTema
Co criefyoWwnMy NpobupKamm B MOPsiAKe, yKa3biBa€MOM Ha Aucrniee
NIOMUHOMETpPaA.

11. MNocne cunTbiBaHUA NOKa3aHNM co Bcex Npobupok pesynbtatbl EAA
pacneuaTbiBaloTCA aBTOMaTNYeCKM Ha BbIBOAHOM NeyaTtalolem yCTponcTBe.

12. Tpun HEOBXOAUMOCTM MOBTOPUTE NPOLeAYPY ANA aHaNn3a KpoBu
LPYroro nauueHTa.

5.2.1.1 UnTepnpeTaumna pesynbratos

R NHTepnpeTayusa pe3ynbTaTtoB

(EAA" pe3ynbrar) pnp pesy

0,0-0,39 HW3Knin ypoBeHb SHAOTOKCMHA O3HaYaeT HU3KUIA PUCK
Pa3BUTUA TAXKENOro cencuca.

0,40-0,59 CpefHUN ypOBEeHb akTUBHOCTUN SHAOTOKCMHA
03HavaeT NOBbIWEHHbIV PUCK Pa3BUTUA TAXKENOTO
cencuca.

> 0,60 BbICOKII YPOBEHb aKTUBHOCTY SHAOTOKCVHA O3HayaeT
BbICOKII PUCK Pa3BUTVA TAXKENIOro cencuca.

5.2.2Mpouenypa aHannsa Kayecrsa EAA™

PekomeHzyeTcA NPOBOAMTL OAMH aHaNU3 KauyecTBa Ha KOPobKy ana EAA™.
OpHako Kaxpaas nabopatopua MOXeT pa3paboTaTb CBON COOCTBEHHDIN PEXNM
TectupoBaHua QC cornacHO MeCTHbIM CTaHAapTaM.

1. YctaHoBute npobupku QC B WTaTUB ANA NPOOUPOK 1 CHAMUTE KPbILIKN.

2. Wcnonb3ysa kombununetky 1,0 mn, nomectute pactsop EAA™ B Kaxayto
npoobupKy.

10.

11.

Beepute 0,5 Mn 06pasLa KPOBU HENOCPeACTBEHHO B MPOGUPKY Ans
o6pasua (QC Aliquot Tube) B npobupky c n3boitkom JINC ana tecta
KOoHTpona kayectsa (QC LPS MAX Tube). Mepemelualite copepxumoe
npo6upkm c ns36biTKom JINC fna Tecta KoHTpona Kavectsa (QC LPS
MAX Tube) Ha BUxpeBoil MeLuanke.

[MomecTnTe WTaTUB B TepMOCTaT-LIENKEP, 3aKPONTE KPbILLKY 1
UHKYOUpyiiTe B TeyeHre 10 MUHYT.

Mocne 10-MUHYTHOW MHKY6aLMW OTKPOWTE KPbILWKY, Nepemeluante
copepxnmoe npobupkn ana obpasua (QC Aliquot Tube) Ha BuxpeBoI
MeLLasKe 1, UCMoJib3ys CTEPUIbHbIA HAKOHEYHNK KOMOVUHUPOBaHHO
nuneTku, BBegmTe 40 MKN KpoBuy B 06e npoburpku 1 (Tube 1) n
KOHTPOJIbHYIO NPO6MPKY € H13KUM ypoBHeM (Low Control Tube).

MepemewariTe cogepxrmoe npobupku ¢ n3bbitkom JINC gns Tecta
KOHTponA KauectBa (QC LPS MAX Tube) Ha BuxpeBoOW MeLlanke, 3aTem,
NCMOMb3yA CTEPUIbHbIN HAKOHEYHUK KOMOVMHUPOBaHHON NUNETKN,
BBeAnTe 40 MKJ1 KPOBU B KOHTPOJIbHYI0 MPOOUPKY C BbICOKUM
ypoBHem (High Control Tube), a 3aTem B 06e npoburpku 3 (Tube 3).

MepemewanTe Ha BUXPEBOW Mellasnke BCe NPOBUpPKM 1 momecTute

X 06paTHO B LITaTMB, 3aTeM NOCTaBbTE WTAaTUB B TEPMOCTaT-LLIENKepP,
3anycTuTe mewarsnky (Ha 100 06/MuH) 1 Taimep (yCTaHOBNEHHBIN Ha
14 MUHYT).

BcTaBbTe MapkupoBaHHyto unn-kapty EAA™ QC B nloMMHOMETpP 1
HaxmuTe Myck.

Mocne 14-MUHYTHOW MHKY6aLMWN BbIMONHUTE UHCTPYKLUK,
oTobpakaemble Ha SKpaHe NIOMUHOMETPa AJIA TOro, YToObl MONYyUnTb
JaHHble ana npobupok EAA QC B Hagnexalem nopsake.

OCTOpOXHO NepemellanTe Ha BUXPEBOW MeLlaKe KaKayto Npobupky,
OTKpoOWTe OTCeK AnA obpasua n nomecTTe NPoOUpPKY B fepxaTtenb
ons obpasua, 3aKpoiTe oTcek Ana obpasLa, NoJoXKANTE NoKa
CUYMTbIBAOTCA NOKa3aHuA B eguHuuax RLU. MoBTopuTe Te e fencremna
C ApYyrow npo6upKoi.

Mocne cunTbiBaHWA NOKa3aHUii o BCeX NPobrpok pesynbtatel EAA™
QC pacneyaTtblBalOTCA aBTOMaTUYECKM .
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5.2.2.1 UHTepnpeTaumnna pesynbTatoB
KauectBo pactBopa EAA™ QC noaTBepxAaeTca cneayowmnummn pesynbtatamm:

MHTepnpeTauua pesynbraTtos Pesynbtat pactBopa gna EAA™

Husknin EAA QC 0,00-0,20

Bbicokuin EAA QC 0,80-1,50

Ecnu pesynbrathl QC TecTa gna Low (Huskoro) n High (Bbicokoro)
KOHTPOJIbHbIX YPOBHEI He COOTBETCTBYIOT OXKMAAEMbIM pe3ynibTaTaM, TO TecT
Heobxognmo noBTopUTb. ECnn noBTopHbIN QC TecT TakKe AacT pe3ynbraTbl
3a npejenamm oXunaaemblix BeMUNH, TO flaHHble aHann3a EAA™ ponxHbl
6bITb MOABEPrHYTbl COMHeHMI0. [oXKanyncra, HemMeaieHHo coobLmTe 06 SToM

npon3BoOAUTENIIO UK ero npencTaBuUTeNto.

5.3 OrpaHunuyeHus

5.3.1 AHanuTn4ecKue
. Heo6xo,qmma TOYHOCTb BbINOJIHEHNA NPOTOKONOB paﬁOTbI CO BCceMmn
MMMYHOJTOrnyeCcknmmn Ha60paM|/| N UMMYHOXUMNYECKMU peaKkunamn.

» [Monb3oBaTenb fOMXKeH 6bITb BHUMATENEH, MOCKOJ/bKY Ha pe3ynbTaTtbl
MOTYT BNNATb KaK MeaNLNHCKME NnpenapaTbl, Tak N HEN3BECTHbIE
SHJOreHHble BellecTBa. BnnaHve Bewwects paccmaTpumnBaeTCa aanee.

5.3.2 KnnHunuyeckue
+ Pe3ynbrathl EAA™ cneflyeT paccMaTpuBaTh B KOHTEKCTE BCe TaBOPaTOPHbIX
NCCNefoBaHuNii 1 06LLero KNMHNYEeCKOro COCTOAHNA NaumeHTa. B cnyvae,
ecny nabopaTopHble AaHHble He COOTBETCTBYIOT KIIMHNYECKOW KapTUHe
WIIN NCTOPUK 3ab0NeBaHNs, CNefyeT BbiNONHUTL JONOSHATENIbHOE
TecTMpoBaHue.

+ BbiAaBneHve No3nTUBHbIX Pe3ynbTaToB aKTUBHOCTN SHAOTOKCMHa Npu
OTCYTCTBUM TAXKEOro cencrca otmedanncb paHee B 0I'Iy6J1I/IKOBaHHbIX
MaTepunanax.

. Pe3yanaTb| , MONyYeHHble Ha NaUuneHTOB BHe VIHTEHCBHOMN Tepannn
cnefyeT MHTepnpeTmnpoBaTb C OCTOPOXKHOCTBIO, TaK Kak OHU He MOryT
NMeTb CyLLeCTBEHHOE KITMHNYeCKOe 3HavyeHne .

5.4 KnuHnuyeckas 3¢ppeKTnBHOCTD

CoBmecTHO ¢ 10 nHcTuTyTamm EBponbl n CeBepHo AMepukm ¢
OTAENeHNAMMN NHTEHCUMBHOW Tepanuu 6bi10 NPoBeAeHO MybTH-
LleHTPOBOE MCCefjoBaHMe Mo onpeaeseHnto akTMBHOCTUN SHAOTOKCUHA
npu Taxenbix coctoaHnax (MEDIC). Hannuune sHpoTokcemnn 66110
OLleHEHO Ha NepBbI AeHb HaxoxaeHnA nayneHToB B8 OPUT ana
onpefesieHNA prcka pa3BUTUA TAXKENOro cencuca B nepsble 24 yaca B
YCNOBUAX MHTEHCUBHOW Tepanuu. Lienesas rpynna gna nccnefoBaHus
Mo OLeHKe prcKa BK/oYana BCex BO3SMOXHbIX MaLMeHTOB, BOBIEYEHHbIX
B MEDIC Ha nepBble CyTK/ Noce HanpasneHna B nanaTy UHTEHCUBHON
Tepanuu C NoaAalLLNMNCA oleHKe 3HadyeHnammn, N=857. [lemorpadua
nauveHTOB NpeAcTaBeHa B cyiefytolien Tabnuue.

JJ,eM0rpa¢|/NeCK|/|e 1 OCHOBHbI€ 0COGEHHOCTU o6cne,qyeMb|x nayneHToB.

XapakTepucrtuka

Bo3pacT: cpeaHasa megmaHa (SD) 60 (+£17) 62 [49, 74]

Mon (% my»xckon) 58,9%

Paca (% He 6enblin) 15,8%

APACHE II: cpegHee 3HayeHue (SD) 15,2 (£9,5) 14 [8, 21]

[lHeln B nanaTe UHTEHCUBHOW Tepanuu: 5,4(+10,9) 2,0[1, 5]

cpenHee (SD)

[Hel B rocnuTane: cpepHee (SD) 23,3(+27,0)14,0[7,29]

CMepTHOCTb B OTAENIEHUN UHTEHCUBHOM 13,3%
Tepanuun
CMepTHOCTb B rocnuTane 19,9%

TectuposaHune EAA™ nyulue Bcero npoBOAUTb Y Nll0AEN, HAXOAALMXCA

B KPUTUYECKOM COCTOAHUN. IMEHHO ANA NAaUMEeHTOB B KPUTUYECKOM
COCTOSIHUN BbIN CO3AaH MeTog TecTnpoBaHua EAA™. CooTHoLweHMe

MeXJy YPOBHEM SHAOTOKCMHA U PUCKOM Pa3BUTUA TAXKENOro cencuca y
nayMeHToB B KPUTUYECKOM COCTOAHMM MOMOraeT AOMNOSIHUTb NMEIOLLY0CA
KNMHMYecKyto nHGopMaLuio Ana onpeaeneHns pucka pasBuTna TAXKENOro
cencuca Ha NepBbIf jeHb NOCTYNNeHNA B NanaTy MHTEHCUBHOM Tepanuun.
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5.5 KauecTBeHHble NoKasaTtenm

5.5.1 Bsaumopeicreue BelecTs
« Tpurnuuepuabl npu yposHe BnaoTb o 1000 mr/aJ1 He BAMAIOT Ha
n3mepenmns EAA. At Mpu KoHUeHTpauuax Tpurnnuepuga 6onee 1500 mr/
1 Habnofanocb cHkeHre pesynbratos EAA. Mpu nsmepenun EAA™ He
cnepyeT UCnosb3oBaTh MPOObl KPOBM C BbICOKUM COAEPKaHNeM Xupa.

« Temorno6uH B go3e 100 mr/an He BAUAET Ha nokasatenun EAA, Ho npu 500
MI/AN CHUXKAOTCA NOKa3aTenn H1U3Koro yposHa EAA™ meHee uem Ha 0,03
pesynbrata EAA 1 cHUXKaloTCA noBbllweHHble nokasaTtenu EAA B cpepHem
Ha 15%. He ncnonb3yite MakpoCKONMYeCKN reMosIM3npoBaHHble
ob6pasupl ons EAA™.

+ DK30reHHoe BBefleHne naumneHTam He cogepKallero SHAOTOKCUH
anbbyMuHa B KONMYecTBe, NOBbILLIAIOLLEM YPOBEHb anbbyMuHa B nnasme
6onee yem Ha 10 /N OTHOCUTENbHO BEPXHEN HOPMbI, MOXKET CHIXaTb
ypoBeHb EAA. MNpu 3a6ope KpoBK Y NaLUeHTOB C BbICOKOOENKOBbIMY
AHOManNUAMN UK NOJTyYaLLMMM anbOYMUHOBYIO Tepanuio cnegyet
NPOBOAUTL NpoLefypbl yaaneHns 6enKkos, ANA yBEPEHHOCTY B TOM, YTO
YPOBEeHb yAaNIeHHOrO anbbyMuHa He ABNAETCA MCTOYHUKOM UCKaXeHWA
3HayeHun EAA™.

5.5.2 TouHoCTb

Bbinu npoaHanusnpoBaHbl NPo6bI LiesibHOM KpoBU, 63 nprmMecei n npobbl
C pob6aBneHHbIM SHAOTOKCMHOM Ha Tpex Nprbopax B BOCbMU NMOBTOPAX.
CornacHo npouepype NCCLS B EP5-A 6binm nocuntaHbl 06Lias TOUHOCTb U
NOBTOPAEMOCTb pPe3y/ibTaToB.

O6uwas
TOYHOCTb*

CpepHee B pamkax
EAA” n3mepeHua*

1SD %CV  1SD %CV
1 24 0,11 0,015 14 0,023 22
2 24 0,20 0,030 15 0,029 14
3 24 0,30 0,043 15 0,042 14

CpenHee B pamkax O6wasn

EAA™ n3mepeHma* TOYHOCTB*
4 24 0,50 0,059 12 0,064 13
5 24 0,52 0,036 7 0,034 6
6 24 0,59 0,050 8 0,046 8

5.5.3 YyBcTBUTENBHOCTD

[lna oueHKmn yyBCcTBUTENBHOCTU MeToAa EAA ncnonb3oBanca obpasel
naymeHTa ¢ H13K1M nokasatenem EAA. 24 nameperns EAA™ 6binm caenaHbl
[151 OHOIO NauMeHTa C H13KUM ypoBHem EAA™, Ha 3 npubopax no Bocemb
n3MepeHnii ana Kaxxaon npobsl. CpefHee 3HaueHne ypoBHsa EAA™ nauveHTa
6b110 0,11, CTaHZAPTHOE OTKNOHeHMe cocTaBmno 0,023. Takum ob6pasom,
YyBCTBUTENbHOCTb METOAOM 2 CTaHAAPTHBIX OTKAIOHEHWI Npeanonaraet
pesynbtat EAA, pasHbiii 0,046.

5.5.4 CneuyndunyHoCTb

SHOOTOKCWH 13 rpamoTpuLaTesibHbIx 6akTepuii, E. coli O55:B5, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. enterides, E. coli 0127:B8 n S. marcescens, u S. flexnevi npvsogut
K yBenuueHuio yposHein EAA™ c 0,10 go 0,52, korga 100 nr/mn SHAOTOKCMHA
[06aBnAOT K Npobe KpoBu ¢ pesynbtatom EAA 0,33. Kpome Toro, npenapat

V. cholerae LPS nprBoguT K CTaTUCTUYECKIN LJOCTOBEPHOMY YBENNYEHNIO
pe3ynbtaTtoB EAA. He oTMeueHO BNNAHMA SKCTPaKTa MMMNOTENX0eBOW KACIOTbI
BNIoTb A0 2000 nr/ms, MONyYEHHO OT LUTAMMOB FPamMM-MO3UTVBHbIX 6aKTepuit:
S.mutans, S. pyogenes, S. sanguis, S. aureus u B. subtilis. Takxke He oTMeueHa
peakLMOoHHasA CMOCOBHOCTb Ha MaHHaHbI APOX»Kel BNaoTb o 2000nr/mn n
3KCTpaKTbl KnetouHo cteHku C. Albicans n A. Fumagatis.

5.5.5 JlnHeiHoCTb pe3ynbTaToB

PeakTuB 6b1n1 onTMMnM3nNpoOBaH AnAa BbICOKOW YYyBCTBUTENBHOCTN NPU HN3KOM
YPOBHE SHAOTOKCMHA M YCTOMUMNBOCTU K XYyK-2PPeKTy Npu BbICOKOW fjo3e,
Bbl3BaHHOW 3HAYNTENIbHO MOBbILEHHbIM YPOBHEM 3HOOTOKCUHa. |_|03TOMy
KpuBas UMeeT HelnHenHyo dopmy. Korga npobbl NauMeHToB cogepkaT
HU3KNN YPOBEHb SHAOTOKCUHA, €ro He3Ha4YnTesibHOe yBennyeHmne
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COOTBETCTBYET 3HaunNTenIbHOMY pocTy EAA ypoBHsA. [1nA npo6 ¢ BbICOKMM
ypoBHeMm EAA He TpebyeTca pa3BefeHue.

6. XpaHeHMe 1 CTabUNbHOCTb
AHanus akTMBHOCTM 3HAOTOKCUHaA (EAA™) ABnAeTCA 3aperncTpupoBaHHoOM
TOproBou mapkoi komnaHum Spectral Medical Inc.

7.
1.
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Endotoksin Aktivite Tahlili (EAA™)

Yalnizca In Vitro Teghis Kullanimi Igindir

1. Kullanim Amaci
EAA™, 6zel monoklonal antikordan faydalanarak, EDTA i tiim kan
orneginin icindeki endotoksin aktivitesini 6lgebilmekigin hizl bir in vitro
teshis testidir. Mikrobik kultirler ve diger ilgili teshis testleri (ultrason,
bronkoskopi veya CT Tarama gibi) ile birlikte kullanildiginda (klinik belirtiler
ve/veya radyagrafik test sonuglari) testin tavsiye edilen kullanimi:
e Hastalarin siddetli sepsis progresyonunun risk degerlendirmesine
yardimci olur.
e Hastalar spesifik, anti-endotoksin tedavisinden yararlanmaya
yonlendirin.

2. Endotoksin Aktivite Testi

EAA tahlili, belirli bir hastanin ait kan numunesindeki endotoksin
seviyesini yari kantitatif sekilde dlcer; bunu yaparken sz konusu
aktiviteyi dusUk, orta ve ylksek olmak Uzere 3 gruba ayirir.

Endotoksin veya Lipopolisakkaritler (LPS), Gram negatif bakterilerin
hicre duvarinda bulunan énemli bir bilesenive birincil Gram negatif
bakteriyel Griinl olup agir sepsisin sorumlusudur.’? Yikselmis olan
endotoksin seviyeleri, 300’den fazla genin ifadesinde degisiklige ve
aktive edilmis makrofajlari, noétrofiller, endotelyal hiicreleri ve ardarda
koaglilasyon ile sepsisin kademeli olarak ilerlemesine neden olur.®

Bu tahlil, hastanin kanindaki nétrofillerin endotoksin ve eksojen
antikorun immdunolojik kompleksine verdigi biyolojik yaniti hastadaki
endotoksin aktivitesinin Olglsl olarak kullanir.* Tahlil, spesifik
olarak Gram negatif bakterilerin Lipid A pargasiyla reaksiyona girer
ve Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari bilesenleriyle ve diger
mikroorganizamalarla capraz reaksiyona girmez.

3. licindekiler

3.1 EAA™ Kiti
Adi Miktari
EAAST-20 1
EAA™ Tepsileri 20
EAA™ Kalite Kontrol Tepsileri 1
EAA™ Gozelti Flakonlari 21
Kullanma Kilavuzu 1

3.2 EAA™ Tepsileri

Adi Miktan | Tanimi

Tuap 1 2 Stabilizatorler ve luminol-zymosan

Tap 2 2 Murin monoklonal anti-endotoksin antikoru,
stabilizatorler ve luminol-zymosan

Tup 3 2 Murin monoklonal anti-endotoksin

antikoru, stabilizérler ve luminol-zymosan

LPS Max Tupu | 1

Stabilizatér iceren Endotoksin (E. coli O55:B5)

Sivi Boluntu 1
Tupd

Bos tip

3.3 EAA™ Kalite Kontrol Tepsileri

Adi Miktan | Tanimi

Tip 1 2 Stabilizatérler ve luminol-zymosan

Dusuk Kontrol | 1 Murin monoklonal antikoru, stabilizorler ve
Tupu luminol-zymosan

Yiksek 1 Murin monoklonal anti-endotoksin antikoru,
Kontrol Tapu stabilizatorler ve luminol-zymosan

Tup 3 2 Murin monoklonal anti-endotoksin antikoru,

stabilizatorler ve luminol-zymosan

QCLPSMax |1
Tupl

Stabilizér iceren Endotoksin (E. coli 055:B5)

QC Swvi 1
Boluntt Tupl

Bos tup
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3.4 EAA™ CGozeltisi

Adi
| EAR” Gozeltisi

Miktar
‘ 8 mL/flakon ‘ HBSS ve Heparin Cozeltisi ‘

Tanimi

3.5 Aksesuarlar
Kit ile birlikte temin edilmez.

Bilesik pipet

500 pL Mikropipet

40ul ve 1000ul dagitim kapasitesine sahip steril bilesik pipet uclari
1000uL mikropipet uclari

EDTA kan alma tupleri

Zamanlayici

Luminometre (Berthold Smartline veya muadili)

Numuneleri 37°C’de inkilibe etme ve 100 rpm’de galkalama
kapasitesine sahip galkalayici inkiibator

Vorteksleme cihazi

4. Onlemler

Acilmamis tahlil materyallerini ellerken ve muhafaza ederken genel
laboratuvar tedbirlerini aliniz.

EAA™ borosilikat cam test tliplerinde liyofilize boncuk seklinde
reaktifler icerir. Belirli kosullar altinda (hasarl paket, posetlerin
hatali kapanmasi veya uygunsuz depolama) bu boncuklar asiri nem
varliginda kugtlebilirler. Hatal test sonuglarindan kaginmak igin
icerdigi boncuklari kiiglimus tipleri kullanmayin.

Ornekleri manuel pipetle alirken ve kontrolleri igin, bir pipetten diger
pipete nakli dnlemek icinayri ayri pipet uclari kullanin..

Etiketin Gzerinde belirtilen son kullanma tarihi gegmis trinleri
kullanmayiniz.

Kullaniimig ¢dzeltiler ve insanlardan alinan numuneler i¢in genelde
tavsiye edilen onlemleri® aliniz.

Kullaniimis EAA™ ¢dzeltisi ve tim insan kani trlinlerini evrensel
onlemleri alarak elleyin veya imha edin

e Solusyonlari agzinizla pipetlemeyin.

e Dokdilenleri aninda % 0.5 Sodyum Hipoklorit sollisyonu ile
temizleyin.

5. Prensip

Spesifik anti-endotoksin antikorlarin mevcut olmamasi halinde
temel aktivite 6lciimi (tip 1), hasta noétrofillerinde belirli olmayan

oksidatif faaliyeti belirler. Spesifik anti-endotoksin antikoru ve ekzojen

endotoksin (tup 3) fazlaligi iceren ilave kontrol 6lgtimleri, hastanin

nétrofillerinin maksimum oksidatif faaliyet seviyesini dlger. Test dlcimu

(tip 2), temiz endotoksin seviyesini 6lgmek icin spesifik antikorlari
icerir.. EAA sonuglari, test tiplndeki (tip 2) deki kemiluminesansi,
maksimum kemiluminesansla (ttip 3) normallestirerek her iki 6lcimu
bazal kemiluminesans (tlp 1) icin dogrultarak hesaplanir.

5.1 Numune Toplanisi ve Hazirlanigi

Bu prosedur icin tam kan numunelerini almak i¢in sadece

EDTA anti-koagule edilmis kan alma tlplerini kullaniniz. Hasta
numunelerinin toplanisi , tasimasi ve tahlili sirasinda NCCLS®
tarafindan dnerilen yénergeler takip edilmelidir. Numuneler, kalici

kateter veya venipunktir yoluyla alinir ve EDTA anti-koagtlaniceren

kan toplama tiiplerinde toplanir. r. E§er numune alma islemi kalici
arteriyel veya vendz kanul ya da kateter ile yapiliyorsa, kani EDTA
anti-koaglle tiipe almadan 6nce hatlari tesisinizin politikasina
uygun sekilde temizleyiniz. Kan numuneleri, analizden énce 18°C -
25°C araligindaki ortam sicakliginda 180 dakikaya kadar muhafaza
edilebilir. Kan, analizden hemen 6énce, en az 20-30 saniye boyunca
yavasca ters diz edilerek iyice karigtinimahdir.

Hastanin tahlilinin yapilabilmesi icin hastanin tam kanindan minimum
1.5 mI’nin alinmasi 6nerilmektedir (1.0 ml gereklidir). KK tahlininin
yapilabilmesi icin minimum 1.5 ml tam kanin alinmasi énerilmektedir
(1.0 ml gereklidir). KK tahlili icin gereken kan tam kan numunesinden
bagimsiz olabilir.
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5.2 Berthold Smartline Liiminometre Kullanim Talimati

NOT: EAA™ veya EAA™ KK Tahliline baglamadan énce, Berthold SmartLine
liminometrenin “ACIK” ve isitici inkibator ¢alkalayicisinin “ACIK” konumda
oldugundan ve 37°C + 1.0°C ‘ye kadar isinmis oldugundan emin olun.

5.2.1 EAA™ Test Prosediirii

lyi laboratuar uygulamasi EAA tahlilinin her hasta icin iki kez yapiimasini
onermektedir. Yapilan iki tahlilinn ortalamasi EAA™ sonucunu bildirmek
icin kullanilir. Her laboratuar bu tahlillerin gegerliliginn kabuli icin kabul
edebilecek CV (belirsizlik katsayisini) kendileri gelistirip kullanmalidir. Her
tahlilde 3 adet hasta 6rneg@ine kadar analiz yapilabilir.

1. Her hasta numunesi icin tutucuda istiflenmis olan EAA™ tiplerinin
kapaklarini ayirarak hazirlayiniz.

2. 1.0 ml EAA™ Cozeltisini TUp 1, 2 ve 3 icine bilesik pipet ile pipetle
aliniz (iki numune halinde).

3. Tupleri ters cevirerek hastanin kaninin karismasini sagladiktan sonra,
kalan miktardan 0.5 mL miktari Aliquot Tilplne ve LPS MAX etiketli
tUplere pipetleyiniz. LPS MAX etiketli tlpU vorteksleyiniz.

4. Tutucuyu(lar) etuv sallayicisina yerlestirip, kapagini kapattiktan sonra
10 dakika stre ile kuluckaya yatiriniz.

5. 10 Dakikalik kuluglama suresini muteakipen kapagi aciniz, Aliquot
tpUnu vorteksleyiniz ve 40 pL miktardaki kani 1 nolu ve 2 nolu (es
tupleri de dahil) TUplere steril bilesik pipetucu kullanarak pipetleyiniz.

6. LPS Max Tupunu vorteksleyip, 40 pL miktardaki kani 3 nolu (es tipu
de dahil) Tupe steril bilesik pipetucu kullanarak pipetleyiniz.

7. 1,2 ve 3 nolu tupleri vorteksleyin ve tekrar etiv sallayicisinin i¢cindeki
tutucuya(lara) yerlestirin, kapagi kapatin ve sallayiciyi (100 devir/
dakikaya ayarlanmis olarak) ve zamanlayiciyi (14 dakikaya ayarlanmis
olarak) baslatiniz.

8. EAA etiketli akilll kardi luminometer’e sokup Baslat digmesine
basiniz.

9. 14 dakikalik kuluglanma siiresine muteakipen, EAA™ tiiplerinin
neticelerini sirasi ile okuyabilmek igin luminometer’in géstergesindeki
talimatlari takip ediniz.

10. Her tUpu hafifce vorteksleyerek, numune cekmecesini acarak tipUu

1.

numune tutucusuna yerlestiriniz, numune ¢ekmecesini kapayarak
RLU (relative light unit - bagil isik birimi) neticesini okuyabilmek icin
bekleyiniz. Ayni yéntemi diger tlp i¢in tekrarlayiniz.

TUm tuplerin degerleri okunduktan sonra EAA™ sonuclari baglantili
olan yazicidan otomatik basili olarak alinir.

12. Gerekiyorsa her hasta numunesi igin bu yontemi tekrarlayiniz.

5.2.1.1 Sonugclarin Yorumlanmasi

AE Sonuglarin Yorumu

(EAA™ sonucu) ¢

0.0 icin 0.39 Duslik Endotoksin Seviyesi siddetli sepsise dogru
ilerleme riskinin distk oldugunu gosterir.

0.40i¢in 0.59 orta derecede endotoksin aktivite seviyesi siddetli
sepsis’e dogru ilerleme riskinin arttigini gésterir.

> 0.60 yuksek derecede endotoksin aktivite seviyesinin
mevcudiyeti siddetli sepsis’in mevcudiyeti riskinin
yuksek oldugunu gosterir.

5.2.2 EAA™ KK Test Prosedir(i

KK testinin her EAA™ kit kutusu icin bir kez yapilmasini dnerir. Bununla
beraber her laboratuar yerel standartlara bagli olarak kendi kalite con-
trol ydntemlerini gelistirebilir.

1.

Kalite Kontrolu (KK) igin kullanilacak tipleri tutucuya yerlestiriniz
ve kapaklarini aciniz.

Her bir tlipun igerisine 1.0 ml EAA™ Cozeltisi kombipipetleyin.

0.5 mL miktarinda kalmis kani KK Aliquot ve KK LPS MAX etiketli
thplere pipetleyiniz. LPS MAX etiketli tubu vorteksleyiniz.

Tutucuyu(lar) etliv sallayicisina yerlestirin, kapagini kapadiktan
sonre 10 dakika stre ile kulugckaya yatiriniz.

10 Dakikalik kuluglama stresini miteakipen kapagi aginiz, KK Aliquot
tUbUn{ vorteksleyiniz ve 40 puL miktardaki kani her iki 1 nolu ve Alt
Kontrol Limiti TpUne steril bilesik pipetucu kullanarak pipetleyiniz.
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6. LPS Max Tiibiinii vorteksleyip, 40 uL miktardaki kani once Ust 5.3 Sinirlamalar
Kontrol Limiti tiptine daha sonra 3 nolu Tupe steril bilesik pipetucu

. . 5.3.1 Analitik
kullanarak pipetleyiniz. . ) . ) .
e Tim immunoanaliz veya immunokimyasal reaksiyonlarinda
7. Tam tlpleri vorteksleyin ve tekrar etiv sallayicisinin igindeki dikkatli bir teknik gereklidir.

tutucuya(lara) yerlestirin, ve sallayiciyi (100 devir/dakikaya
ayarlanmis olarak) ve zamanlayiciyi (14 dakikaya ayarlanmis olarak)
baslatiniz.

e Kullanici, ilaclar veya bilinmeyen ekzojen maddeler tarafindan
potansiyel etkilesimler sonucu ters etkilerin farkinda olmalidir.

Asagidaki baglantili maddelere bakiniz.
8. EAA QC etiketli akilli kardi luminometer’e sokup Baslat digmesine

basiniz. 5.3.2 Kiinik

9. 14 dakikalik kuluglanma stiresine miiteakipen, EAA QC * EAA" sonuglar hastanin bitiin klinik durumu ve tim
tiiplerinin neticelerini siras ile okuyabilmek igin luminometer’in laboratuvar bulgulari ile birlikte degerlendirilmelidir. Laboratuvar
gbstergesindeki talimatlan takip ediniz. testlerinin klinik tabloya veya ge¢mise uymadigi durumlarda, ek

testler uygulanmalidir.
10. Her tlpu hafifce vorteksleyerek, numune cekmecesini agarak tipu v

numune tutucusuna yerlestiriniz, numune gcekmecesini kapayarak * Daha 6nceki yayinlanmis calismalarda, agir sepsisi olmayan
RLU (relative light unit - bagil 1sik birimi) neticesini okuyabilmek icin hastalarda pozitif endotoksin bulgularina rastlandigi rapor edilmistir.
bekleyiniz. Ayni yéntemi diger tlp icin tekrarlayiniz. e Onlar signficant klinik degeri olmayabilir olarak yogun bakim
11. Tum tiplerin degerleri okunduktan sonra EAA™ QC sonuclari ortaminin diginda hastalarda elde edilen sonuglar dikkatle
baglantili olan yazicidan otomatik olarak basili olarak alinir. yorumlanmalidr.
5.4 Klinik Performans

5.2.2.1 Sonuglarin Yorumlanmasi

EAA™ Gézeltisi KK’ asagidaki sonuglarla dogrulanmistir: Kritik Hastalik (MEDIC) deneyinde Cok Merkezli i Endotoksin Sap-

tamasi, gok-merkezli prospektif gdzlemsel galisma Kuzey Amerika
ve Avrupa’da ki akademik hastaneler kapsaminda 10 Yogun Bakim

Unitesinde yapilmistir. Endotokseminin varligr hastanin yogun bakima
EAA Alt QC 0.00-0.20 . . S o . . T

alinisini miteakipen 24 saati icinde agir sepsisin gelisme ihtimalini

EAAUst QC 0.80-1.50 belilemek i¢in hastalarinin ilk gtininde degerlendirilmistir. MEDIC
deneyinde, risk degerlendirme calismasi i¢in tim uygun hastalari
iceren hedef popllasyonda ki hastalarin, yogun bakima girilen ilk
glinde degerlendirilebilir 6rneklere sahip olanlari kaydedilmistir N=857.
Hasta demografileri asagidaki tabloda gdsterilmistir.

Eger Alt ve Ust Kontrol limitleri ile ilgili KK test sonuglari arzu edilen
sonuglari vermiyor ise testleri tekrar ediniz. Eger yeniden yapilan KK testleri
sonuclari kabul edilen sinirlar diginda kalirsa miteakip EAA sonuglari
gegcersiz olabilir. O zaman lutfen, hemen EAA™ temsilcisi ile temasa geginiz.
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incelenen Hastanin Demografik ve Bazal Ozellikleri

Yas: ortalama (SD) ortanca

60 (+17) 62 [49, 74]

Cinsiyet: (Yoerkek)

58.9%

Irk (% kafkas olmayan)

15.8%

Apache II: ortalama (SD)

15.2 (+9,5) 14 [8, 21]

Yogun bakimdaki giin: ortalama (SD)

5.4 (+10,9) 2.0 [1, 5]

Hastanedeki giin: ortalama

23.3 (+27,0) 14.0 [7, 29]

Yogun bakim 8lim orani

13.3%

Hastane 6lim orani

19.9%

EAA™ testi icin yogun bakim hasta populasyonu en uygun klinik ortamdir.

EAA™ testinin benimsenmesi sadece yogun bakim popdilasyonu igin

ispatlanmistir. Kritik hastalardaki, endotoksin seviyeleri ve agir sepsisin

gelisimi ihtimali arasindaki iliski, yogun bakimda yatan hastalarin ilk

glnlerinde agir sepsis riskini kanitlamak icin o anda mevcut bilgilere ilave

olarak kullaniimistir.

5.5 Performans Ozellikleri
5.5.1 Birbirlerine Aykirt Maddeler

e EAA dlgiimleri ile 1000 mg/dL’ye kadar olan Trigliserid seviyeleri
birbirleri ile aykiri digsmez. 1500 mg/dI’nin Gizerindeki trigliserid
konsantrasyonlarinda EAA sonuclarinda bir diists oldugu
gorilmustdr. Fazlasiyla lipemik érneklerin EAA™ kullanimindan

kacinmasi gerekir.

e 100 mg/dl seviyesindeki hemoglobin, EAA olglimlerini etkilemezken
500 mg/dl seviyesinde disik EAA™ dlglimlerini 0.03’ten daha distk
EAA sonucuyla atenle etmis ve ylkselmis EAA okuma degerlerini
de ortalama ylizde 15 atenue etmistir. Agir sekilde hemolize edilmis
numuneler EAA™de kullanilmamalidir.

e Hastalara, plasma albumini 10g/L den arttiran endotoksinsiz
alblminin ekzojen inflizyonunu, EAA™ degerlerini distrebilir. Hiper-
protein anormalligine sahip veya albimin tedavisine maruz gorilen
hastalardan numune alinmadan 6nce, yiiksek seviyelerdeki albumin
seviyelerinin EAA sonuglarini saptirabilecek bir diizeyde olmamasi
icin hastalar proteyn seviyelerini kontrol etmelidirler.

5.5.2 Hassasiyet

TUim kan numuneleri, toplu ve eklenmis ekzojen endotoksin ile,
her (ic alet lizerinde sekiz kez analiz edilmistir. islem ici ve toplam
numulerdeki tahlil hassasiyeti, EP5-A’"da NCCLS prosediiri
dogrultusunda hesaplanmistir.

Ortalama

EAA™ Icinde kosma | Topu kesinlik

1SD %CV %CV
1 24 0.11 0.015 14 0.023 22
2 24 0.20 0.030 15 0.029 14
3 24 0.30 0.043 15 0.042 14
4 24 0.50 0.059 12 0.064 13
5 24 0.52 0.036 7 0.034 6
6 24 0.59 0.050 8 0.046 8

5.5.3 Analitik Hassasiyet

Dusuk EAA hasta numunesi EAA yonteminin hassasiyetini hesaplamak
icin kullaniimistir. Yirmi dort saatlik EAA tayini, distk EAA seviyeli tek bir
hasta Uzerinde yapilmistir; her U¢ cihaz Gizerinde sekiz 6lgiim. Hastanin
ortalama EAA seviyesi 0.11 ile 0.023 Standard Sapmaarasindadir.

u nedenle, iki standart sapma yontemine gore hassasiyet, 0.046 EAA
sonucu olarak hesaplanmistir.
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5.5.4 Analitik Ozellik

Gram negatif bakterilere ait endotoksin, E. coli O55:B5, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. enterides, E. coli 0127:B8 ve S. marcescens ve S. flexnevi
EAA™ seviyelerinde 0.10 - 0.52’lik artigI tetiklemistir kan numunesine 100
pg/mL endotoksin ilave edildiginde 0.33 EAA sonucu elde edilmistir.
Ayrica, V. cholerae LPS preparatlar EAA sonuglarinda istatistiksel olarak
anlamli artiglar saglamistir. .. 2000 pg/mLye kadar lipoteikoik asit 6ztinde,
takip eden Gram pozitif soylarinda reaktivite gérilmemistir: S.mutans,
S.pyogenes, S.sanguis, S.faecalis, S.aureus ve B.subtilis. Benzer olarak,
2000 pg/mLye kadar mayalarda ve C.albicans ve A.fumagatis’in hiicre
duvari 6zlerinde reaktivite gbzlenmemistir.

5.5.5 Sonuglarin Dogrulugu

Tahlil disik endotoksin seviyelerine karsi ylksek hassasiyet gosterir
ve fazla yiiksek endotoksin seviyesi tarafindan tesvik edilmis yiksek
dozda ¢cekme etkisine karsi dayaniklidir. Bundan dolayi, Egri, egrisel
bir sekil cizmektedir. Hasta numunelerinin diistk seviyede endotoksin
icerdigi hallerde, endotoksin seviyesinde kii¢ik artislar EAA
sonuclarinda anlamh artiglara yol agcacaktir. Yiksek EAA sonuclarina
neden olan numuneler icin dilisyon gerekmez.

6. Saklama ve Stabilite

EAA™ kitini ve bilesenlerini (Orijinal kapall pakette) 2-25°C’de muhafaza
ediniz. Son kullanim tarihi gegen EAA™ kitlerini kullanmayiniz.
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