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Application

Le test CEDIA® Cyclosporine PLUS est un dispositif médical de diagnostic in vitro permettant la
détermination quantitative de la cyclosporine dans le sang total humain au moyen d'analyseurs
de chimie clinique automatiques. Il constitue une aide dans la prise en charge d’un traitement
ala cyclosporine a la suite d'une greffe rénale, hépatique ou cardiaque.

Résumé et description du test

La cyclosporine est un undécapeptide cyclique hydrophobe d’origine fongique ayant des
propriétés immunosuppressives.? Bien que son mécanisme d'action ne soit pas encore
complétement connu, la cyclosporine semble agir sur le métabolisme des lymphocytes
T auxiliaires et des lymphocytes T suppresseurs, engendrant une détérioration du systéme
immun.*® Les propriétés immunosuppressives de la cyclosporine en font un médicament tres
efficace pour le traitement de certaines maladies auto-immunes et la réduction de I'incidence
de rejets tissulaires a la suite d'une greffe d’organe. Un traitement a la cyclosporine présente
une tolérance et une efficacité optimales dans une fourchette de concentrations étroite et peut
entrainer de nombreux effets indésirables.5’ Les effetsindésirables les plus critiques sontle rejet
d'organe en raison d'une posologie inadéquate ou une néphrotoxicité et une hépatotoxicité,
dont la probabilit¢ augmente proportionnellement & I'augmentation de la concentration
médicamenteuse.®*'" La cyclosporine peut étre administrée par voie orale ou intraveineuse.
L'absorption et le métabolisme hépatique du médicament étant extrémement variables
d'un patient a 'autre, une corrélation claire entre les taux sanguins et la dose administrée
n'a pas été établie.” Les facteurs affectant la concentration de cyclosporine dans le sang
comprennent la nature de la greffe, I'dge et I'état général du patient, ainsi que I'administration
simultanée d'autres médicaments tels que la carbamazépine, la phenytoine, le phénobarbital,
I'érythromycine, la rifampine, la cimétidine et le kétoconazole.”"’Le contréle de la cyclosporine
dans la greffe d’organe est essentiel pour obtenir des effets immunosuppresseurs optimaux
chez les patients.'s?

La mesure des concentrations de cyclosporine dans le sang total en conjonction avec d’autres
données de laboratoire et une évaluation clinique est la meilleure méthode pour optimiser
Iimmunosuppression et minimiser les effets indésirables chez les receveurs de greffes
d'organe.

Le test CEDIA Cyclosporine PLUS utilise la technologie de I'ADN recombinant (brevet américain
n° 4708929) pour produire une méthode immuno-enzymatique en phase homogéne unique.?
Le test utilise 'enzyme bactérienne B-galactosidase scindée au préalable en deux fragments
inactifs par génie génétique. Ces fragments se réassocient spontanément pour former des
enzymes pleinement actives qui, lors de la réaction, fragmentent un substrat, produisant un
changement de coloration que I'on peut mesurer par spectrophotométrie.

Au cours du test, I'analyte contenu dans I'échantillon entre en compétition avec I'analyte
conjugué a un des fragments inactifs de la B-galactosidase pour se fixer sur les sites de liaison
des anticorps. Si I'analyte est présent dans I'échantillon, il se lie aux anticorps, laissant ainsi
les fragments inactifs des enzymes former des enzymes actives. Si I'échantillon ne contient
pas d'analyte, les anticorps se lient a I'analyte conjugué au fragment inactif, prévenant la
réassociation des fragments inactifs de B-galactosidase, ce qui empéche la formation d'une
enzyme active. La quantité d'enzyme active produite et la modification de I'absorbance
correspondante sont directement proportionnelles a la quantité d’analyte dans I'échantillon.

Réactifs

1 Tampon de reconstitution EA : Contient un tampon MOPS [acide 3-(N-morpholino)
propane sulfonique], 0,50 pg/mL d’anticorps monoclonaux murins cyclosporine,
stabilisant et conservateur, 1 x 41 mL.

1a Réactif EA : Contient 0,171 g/L d'EA (d’origine microbienne), sels tampons et
conservateur, 1 x 41 mL.

2 Tampon de reconstitution ED : Contient un tampon MES [acide 3-(N-morpholino)
éthane sulfonique], détergent et conservateur, 1 x 19 mL.

2a RéactifED:Contient52pg/Ld’ED (d’origine microbienne) conjugué alacyclosporine,
2,73g/Ldechlorophénolrouge-R-D galactopyranoside, stabilisantsetconservateur,
1x19mL.

3 Reéactif de lyse : Contient des sels tampons, détergents et conservateur, 1x 98 mL.

4 Limites inférieures Calibrateur A: Contient0,45 g BSA et 0,063 ug Cyclosporine A.

5 Limites inférieures Calibrateur B : Contient0,45 g BSA et 1,125 pg Cyclosporine A.

Matériel supplémentaire : Code-barres pour test des limites supérieures Hitachi, 1 code-barres
R1 et 1 code-barres R2. Flacon d'analyseur vide de 50 mL.

Matériel supplémentaire requis (mais non fourni) :

Description du coffret

100012 Coffretde calibrateurs CEDIA Cyclosporine PLUS, Limites supérieures
100207 Contrdle Cyclosporine, Limites supérieures, Niveau 4
100208 Contrdle Cyclosporine, Limites supérieures, Niveau 5

Analyseur automatique de chimie clinique
Contrdles disponibles dans le commerce. Consulter le service technique Thermo Fisher
Scientific pour des recommandations sur le matériel de contrdle qui convient.

& Avertissements et mises en garde
Observer les précautions normales requises pour la manipulation de tous réactifs de laboratoire.

IXI Les réactifs contiennent moins de 0,15% d'azide de sodium. Eviter tout contact avec la
peau et les muqueuses. En cas de contact, rincer a grande eau. En cas de projection dans I'ceil
ou d'ingestion, consulter immédiatement un médecin. L'azide de sodium peut réagir dans les
conduites de plomb ou de cuivre et former des azides métalliques explosifs. Pour éliminer les
réactifs, il estdonc nécessaire de rincer a grande eau afin d’éviter toute accumulation d'azides.
Nettoyer les surfaces métalliques exposées avec de I'hydroxyde de sodium a 10%.

Préparation et conservation des réactifs

Voir ci-dessous la préparation des solutions pour les analyseurs Hitachi. Pour tous les autres
analyseurs, se référer alafiche technique spécifique de chaque appareil. Préparer les solutions
suivantes en utilisant des réactifs et des tampons froids. Sortir le coffret du réfrigérateur
(2 a 8°C) immédiatement avant la préparation des solutions de travail.

Préparer les solutions dans I'ordre ci-dessous afin de minimiser les risques de contamination.

Solution ED R2 : Relier le flacon 2a (réactif ED) au flacon 2 (tampon de reconstitution ED) a
I'aide de I'un des adaptateurs fournis. Mélanger en retournant doucement le flacon et veiller a
ce que le lyophilisat (flacon 2a) soit entierement transvasé dans le flacon 2. Eviter la formation
de mousse. Déconnecter le flacon 2a et I'adaptateur du flacon 2, et les jeter. Reboucher le
flacon 2 et le laisser reposer pendant environ 5 minutes a température ambiante (15 a 25°C).
Mélanger a nouveau. Inscrire la date de reconstitution sur I'étiquette du flacon. Placer le
flacon directement dans le compartiment des réactifs de I'analyseur ou dans le réfrigérateur
(2 a 8°C) et laisser reposer pendant 15 minutes avant usage.

Solution EA R1 : Relier le flacon 1a (réactif EA) au flacon 1 de 70 mL (tampon de reconstitution
EA) a I'aide de I'un des adaptateurs fournis. Mélanger en retournant doucement le flacon
et veiller a ce que le lyophilisat du flacon 1a soit entierement transvasé dans le flacon 1.
Eviter la formation de mousse. Déconnecter le flacon 1 de I'adaptateur. Jeter le flacon 1a. Si
I"analyseur nécessite I'utilisation de ce type de flacon de 70 mL, passer au paragraphe suivant.
Si I'analyseur nécessite I'utilisation du flacon de 50 mL pour R1, relier le flacon 1 de 50 mL au
flacon 1de 70 mL a I'aide du méme adaptateur. Transvaser complétement le contenu du flacon 1
de 70 mL dans le flacon 1 de 50 mL. Déconnecter le flacon 1 de 70 mL et I'adaptateur, et les jeter.

Une fois rempli, reboucher le flacon 1 et le laisser reposer pendant environ 5 minutes a
température ambiante (15 a 25°C). Mélanger doucement a nouveau. Inscrire la date de
reconstitution sur I'étiquette du flacon. Placer le flacon directement dans le compartiment
des réactifs de I'analyseur ou dans le réfrigérateur (2 a 8°C). Laisser reposer le réactif sur
I"analyseur pendant au moins 15 minutes avant usage.

Réactif de lyse : Le réactif de lyse est liquide et ne nécessite pas de reconstitution. Mélanger le
contenu du flacon avant chaque usage en le retournant doucement 2 ou 3 fois. Inscrire la date
d’ouverture du réactif de lyse sur I'étiquette du flacon. Quvrir le flacon et verser la quantité de
réactif de lyse nécessaire dans un godet a réaction ainsi que I'indique la fiche technique du test
CEDIA Cyclosporine PLUS.

Utilisation des codes-barres : Les codes-barres sur les flacons de réactif sont destinés au test
des Limites inférieures. Pour le test des Limites supérieures, utiliser les codes-barres fournis.

REMARQUE 1:Les composants contenus dans ce coffret doivent étre utilisés ensemble. Ne pas
mélanger de composants provenant de lots différents.

REMARQUE 2 : leiller a ne pas intervertir les bouchons des flacons de réactifs pour éviter toute
contamination croisée des réactifs. La solution R2 (ED) doit &tre jaune orangé. Une couleur
rouge sombre ou rouge violacé signifie que le réactif est contaminé et doit étre jeté.
REMARQUE 3 : Les solutions R1 et R2 doivent étre amenées a la température de conservation
du compartiment des réactifs de I'analyseur avant de procéder au test. Se référer a la fiche
technique spécifique de I'analyseur pour toute information complémentaire.

REMARQUE 4 : Préparer la solution R2 avant la solution R1.

REMARQUE 5 : Pour assurer la stabilité du réactif EA reconstitué, ne pas I'exposer de fagon
permanente et prolongée a une lumiére vive.

Conserver les réactifs entre 2 et 8°C. NE PAS CONGELER. Pour la stabilité des composants non
ouverts, se référer a la date de péremption figurant sur I'étiquetage du coffret ou des flacons.

Solution R1: 60 jours réfrigérée dans I'analyseur ou entre 2 et 8°C.
Solution R2: 60 jours réfrigérée dans I'analyseur ou entre 2 et 8°C.
Réactif de lyse : 60 jours entre 2 et 30°C.

Calibrateurs : 60 jours entre 2 et 8°C.

Prélevement et manipulation des échantillons

Utiliser du sang total sur EDTA.? Prendre les précautions nécessaires pour conserver le
bon état de I'échantillon entre son prélévement et son analyse. Inscrire sur I'étiquette
des échantillons leur date de prélevement ainsi que celle de la derniére administration du
médicament. Les échantillons doivent étre conservés dans des flacons fermés, analysés dans
les 7 jours suivants lorsqu'ils sont conservés entre 2 et 8°C, ou dans le mois suivant lorsqu'ils
sont conservés & -20°C. Eviter des cycles de congélation-décongélation répétés. Ne pas faire
mousser les échantillons.



Préparation de I'échantillon
1. Laisser les calibrateurs, les contréles et les échantillons patients revenir a température
ambiante.
2. Mélanger I'échantillon (calibrateurs, contrdles ou échantillon patient) doucement mais
complétement avant usage.
3. Déposer exactement 100 pL d’échantillon dans un godet a réaction.
4. Alaide d’une pipette a répétition, ajouter exactement 400 pL du réactif de lyse CEDIA
Cyclosporine PLUS dans chaque godet a réaction.
5. Passer les godets au vortex pendant 2 & 5 secondes.
6. Placer les godets a réaction sur I'analyseur et réaliser le test.
L'hémolysat demeure stable pendant 1 heure 30 entre 15 et 25°C dans le godet a réaction.”

Remarque : Analyseurs Hitachi 911, 912 et 917
SiI'analyseur ne lit pas le code-barres, on peut entrer la séquence numérique sur I'étiquette a
code-barres au moyen du clavier.

Le test CEDIA Cyclosporine PLUS est destiné a étre utilisé sur des analyseurs de chimie clinique
automatiques. Données de performance d’utilisation spécifiques conservées par Microgenics
Corporation, une division de Thermo Fisher Scientific.®

Procédure du test

Les parameétres des analyseurs Hitachi 911, 912 et 917 sont disponibles sur des disques
spécifiques. Pour recevoir des disques supplémentaires ou des parametres d’analyseur se
rapportant a des modeles Beckman Synchron, Olympus ou d'autres analyseurs, contacter le
service technique Thermo Fisher Scientific.

Calibration

Le test CEDIA Cyclosporine PLUS produit une courbe linéaire standard lorsque les calibrateurs
appropriés du coffret CEDIA Cyclosporine PLUS sont utilisés. On peut obtenir une réduction
des données calculée a partir d'une régression linéaire des moindres carrés a I'aide du logiciel
de I'analyseur. Valider la calibration du test en analysant des contrdles disponibles dans le
commerce avec les limites de récupération établies pour le test CEDIA Cyclosporine PLUS.

REMARQUE : Des cartes d'attribution des valeurs des calibrateurs sont incluses dans les
coffrets de calibrateurs. Avant d’utiliser un nouveau coffret, examiner les paramétres chimiques
pour vérifier que les concentrations des calibrateurs correspondent aux valeurs indiquées sur
les cartes d'attribution correspondantes.

Fréquence de calibration
Il est recommandé de procéder a une nouvelle calibration:
e apres un changement de flacon de réactif;
e aprés un changement de lot de calibrateurs ou de réactifs;
e apres I'entretien mensuel de I'analyseur;
* selon les besoins aprés des opérations de contrdle qualité.

Plage d’efficacitée
La plage d'efficacité du test des limites inférieures est de 25 ng/mL & 450 ng/mL. La concentration
minimum détectable du test CEDIA Cyclosporine PLUS est de 25 ng/mL.

La plage d'efficacité du test des limites supérieures est de 450 ng/mL & 2 000 ng/mL.

Echantillons marginaux

On peut déclarer les échantillons présentant une concentration supérieure a celle du
calibrateur élevé Cyclosporine PLUS comme étant > 2 000 ng/mL, ou les diluer dans une
proportion d'une part d’échantillon d’origine et d'une part de sang total sans cyclosporine, les
lyser et les analyser a nouveau.

1. Mélanger I'échantillon doucement mais complétement avant usage.

2. Ajouter exactement 50 pL d’échantillon patient et exactement 50 pL de sang total sans
cyclosporine dans un godet a réaction.

3. Alaide d’une pipette a répétition, ajouter exactement 400 pL du réactif de lyse CEDIA
Cyclosporine PLUS dans chaque godet a réaction.

4. Passer les godets au vortex pendant 2 a 5 secondes.

5. Placerle ou les godets & réaction sur 'analyseur et les analyser a nouveau.

La valeur obtenue au cours du deuxiéme test doit étre calculée de la fagon suivante:
Valeur réelle = 2 x la valeur diluée.

Les échantillons donnant des valeurs inférieures a la concentration minimum détectable du test
doivent étre déclarés comme étant < 25 ng/mL.

Contrdle qualité et calibration
Ilincombe a chaque laboratoire d'établir sa propre fréquence de contréle.

Les bonnes pratiques de laboratoire recommandent d’analyser au moins deux niveaux de
contréles qualité (correspondant aux critéres de décision médicale supérieur et inférieur)
chaque jour ou des échantillons patients sont testés et chaque fois qu'une calibration est
effectuée. Surveiller les valeurs des contrdles pour détecter toutes tendances ou changements.
Sides tendances ou changements sont détectés ou si le contréle ne tombe pas dans les limites
prévues, examiner tous les parameétres d'utilisation. Pour plus de renseignements ou pour
obtenir des recommandations sur le matériel de contrdle qui convient, s'adresser au service
technique Thermo Fisher Scientific. Toutes les exigences de contréle qualité doivent étre
appliquées conformément aux réglements locaux, régionaux et nationaux ou aux conditions
d'agrément.

REMARQUE : Evaluer & nouveau les cibles et les limites des contrdles aprés un changement
de lot de réactifs.

Résultats et valeurs attendues
Se référer au manuel d’utilisation ou au protocole a observer avec un analyseur spécifique pour
une méthode de calcul détaillée.

Limitations %

La performance du test CEDIA Cyclosporine PLUS n’a pas été établie avec des liquides
corporels autres que du sang total humain sur EDTA.

Critere : Récupération de + 15 ng/mL de la valeur initiale & des concentrations < 150 ng/mL ou
de + 10% des concentrations de la valeur initiale > 150 ng/mL.

Ictere : Pas d'interférence significative jusqu’a 60 mg/dL (index I) (concentration approximative
de bilirubine non conjuguée : 60 mg/dL).

Lipémie : Pas d'interférence significative des triglycérides jusqu'a 1000 mg/dL. Pas
d'interférence significative du cholestérol jusqu'a 300 mg/dL. Des taux de triglycérides et de
cholestérol élevés peuvent entrainer une faible quantification.

Protéines totales : Pas d'interférence provenant de < 10 g/dL. Des taux de protéines élevés
peuvent entrainer une faible quantification.

Facteur rhumatoide : Pas d'interférence provenant de < 100 Ul/mL.

Plage de I'hématocrite : 30,5 a 53,5%. Un hématocrite plus élevé peut entrainer une faible
quantification. Dans le cas des patients présentant une accumulation de métabolites,
notamment ceux atteints de troubles de la fonction hépatique, des valeurs médicamenteuses
étonnamment élevées ou une période de traitement prolongée, I'utilisation de ce test peut étre
validée par une méthode hautement spécifique a la molécule mére, telle qu'une CLHP.

Lincidence de patients présentant des anticorps dirigés contre la B-galactosidase de E. coli
est extrémement faible. Toutefois, certains échantillons contenant de tels anticorps peuvent
entrainer des résultats artificiellement élevés qui ne correspondent pas au profil clinique.
Dans un tel cas, s'adresser au service technique Thermo Fisher Scientific pour obtenir de
I'assistance.

Comme avec tout test utilisant des anticorps murins, il existe une possibilité d'interférence
par des anticorps humains antimurins (HAMA) présents dans I'échantillon, susceptibles
d’engendrer des résultats faussement élevés. On doit veiller a prendre les prélévements
sanguins a intervalles réguliers aprés I'administration de cyclosporine

Valeurs attendues

Il n'existe pas de plage thérapeutique bien définie en ce qui concerne la cyclosporine dans le
sang total. La complexité du tableau clinique, des différences individuelles de sensibilité aux
effets immunosuppresseurs et néphrotoxiques de la cyclosporine, la co-administration d’autres
immunosuppresseurs, le type de greffe, le temps de prise de la greffe, ainsi que de nombreux
autres facteurs engendrent différents besoins de taux sanguins optimaux de cyclosporine. On
ne peut pas utiliser des valeurs de cyclosporine individuelles comme seul indicateur justifiant
des changements posologiques. Chaque patient doit subir une évaluation clinique compléte
avant tout changement posologique et les praticiens doivent établir leur propre fourchette
théorique en fonction de leur expérience clinique.?* Les limites varient selon le test (disponible
dans le commerce) utilisé. Ne pas utiliser de facteurs de conversion afin de prédire des valeurs
pour des patients individuels. Il est recommandé de toujours utiliser le méme test sur un patient
particulier en raison des variations de réactivité croisée avec les métabolites.

Performances spécifiques 2

Des résultats de performance caractéristiques obtenus avec un analyseur Hitachi sontindiqués
ci-dessous. Les résultats obtenus dans un laboratoire peuvent étre différents de ces données.
Pour des résultats de performance supplémentaires, spécifiques a un analyseur, se référer au
protocole d’utilisation de cet instrument.

Précision

La précision de mesure a été étudiée en utilisant les réactifs fournis, des pools et des contrdles
de sang total. Les résultats suivants en ng/ml ont été obtenus : protocole de réplication modifié
(EP5-T) du NCCLS sur analyseur Hitachi 911 (a 37°C), (a raison de 3 répliques, chaque jour
pendant 21 jours).

Test des Limites inférieures Dans la série Total
Echantillon n X SD CV% SD CV%
Bio-Rad CI 63 46,2 37 8,0 74 16,0
Bio-Rad ClI 63 199,7 59 29 9,1 46

Pool a Concentration Faible 63 54 47 838 6,6 12,2
Pool a Concentration Elevée 63 434,7 6,7 16 19,4 45

Test des Limites supérieures Dans la série Total

Echantillon n X SD CV% SD CV%

chi 63 418 31,7 16 40,5 9,6

Clv 63 642 38,0 59 47,0 13

cv 63 1257 499 4,0 63,9 5,1

Pool a Concentration Faible 63 472 22,8 48 351 15
Pool a Concentration Elevée 63 1695 39,2 23 873 5,2




Comparaison méthodologique - Limites inférieures du test
Une étude comparant le test CEDIA Cyclosporine PLUS Microgenics (y) a la méthode CLHP-SM
(x) dans quatre sites a donné la corrélation suivante.

CEDIA Cyclosporine Plus
Comparaison des Méthodes Test
des Limites Inférieures
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Test CEDIA Cyclosporine Plus, Limites inférieures
Une étude comparant le test CEDIA Cyclosporine PLUS Microgenics (y) aux méthodes FPIA (x),
EMIT® (x) et CLHP-SM (x) dans quatre sites a donné les corrélations suivantes.

\ Modele de
Type de Axe des Mo'dele Sux régression .
. de régression r n Limites
greffe Abscisses linéai Syx de
Ineaire Deming
Tous | ctup-sm | OS] LORCTggs | g | 25386 ng/mL
Tous EMIT 1'“?&* 6 1'091’; *2 | 097 | 298 | 33-412ng/mL
Tous Axsym 1'001’;* 2 1'0?3 5 | 095 | 296 | 35-368 ng/mlL
Tous TDx 0.87x - 18 091x-25 | 95 | 298 | 9-386 ng/mL
20 15
Coeur/ 0,87x + 32 0,93x + 23
poumor | CLHP-SM % Yo 094 | 109 | 31-383 ng/mL
Foie CLHP-SM 1'072’; +0 ”?’; 9| om 80 | 41-386 ng/mL
Rein CLHP-SM 1'03' 9 1'091"6' 7| om | 122 | 26379 ng/mL

La population de comparaison entre le test Limites inférieures et la méthode CLHP-SM inclut:
311 échantillons provenant de patients d4gés de 18 a 77 ans. Sont représentés 107 cas aigus,
195 cas chroniques, 109 greffes coeur-poumon, 80 greffes hépatiques et 122 greffes rénales
provenant de 228 patients au niveau minimal.

Comparaison méthodologique - Limites supérieures du test
Une étude comparant le test CEDIA Cyclosporine PLUS Microgenics (y) a la méthode CLHP-SM
(x) a donné la corrélation suivante.

CEDIA Cyclosporine Plus
Comparaison des Méthodes Test
des Limites Inférieures
(Tous Types de Greffe)
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Test CEDIA Cyclosporine Plus, Limites supérieures
Une étude comparant le test CEDIA Cyclosporine PLUS Microgenics (y) aux méthodes FPIA (x),
EMIT® (x) et CLHP-SM (x) dans quatre sites a donné les corrélations suivantes.

Modéle S Modele de
L OLDN P L OGS de ré ress;;n Lt L r n Limites
greffe | Abscisses a g’ a Syx de Dem-
linéaire .
ing
Tous | CLHP-SM 0'97;1+ % ”“;; 1 0w | 93 |4ags-1882ng/mL
Tous EMIT 1.00x +12 L0+ 111 g 343 | 12-1979 ng/mL
2 20
Tous Axsym 1’0‘:[(] -2 1’02)1( -4 0,99 344 3-1857 ng/mL
Tous TDx 0.96x - 33 087x-35 | g9 334 | 15-1932 ng/mL
36 2
Foie | CLHP-SM 0'94;‘; % 0'98;; 01 o9 46 |529-1417 ng/mL
Rein | CLHP-SM 0'99’{‘32* 107 1'02;; 81 0w 47 | 486-1882 ng/mL

La population de comparaison entre le test Limites supérieures et la méthode CLHP-SM inclut :
93 échantillons provenant de patients dgés de 30 a 72 ans. Sont représentés 83 cas aigus,
8 cas chroniques, 46 greffes hépatiques et 47 greffes rénales provenant de 21 patients dans les
8 heures suivant I'administration de cyclosporine

Linéarité

Pour évaluer la linéarité du test des limites inférieures, un pool d'échantillons patients a
concentration de cyclosporine élevée a été dilué avec un échantillon de sang total sans
cyclosporine; pour le test des limites supérieures, un pool d’échantillons patients traités a
la cyclosporine a été utilisé pour la dilution. Le pourcentage de récupération a été ensuite
déterminé en divisant la valeur trouvée par la valeur attendue. Les valeurs attendues ont été
générées par la pente et I'intercepte de la régression des valeurs trouvées.

Test des Limites inférieures Test des Limites supérieures
% i Valeur’ Valeur % Valeur' Valeur %
Enchantillon | Escomptée| Obtenue Récupération Escomptée | Obtenue Récupération
Fort (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL)
100,0 433 433 100,0 1930 1930 100,0
90,0 390 386 99,1 1782 1785 100,2
80,0 347 332 95,5 1633 1708 104,6
70,0 304 298 97,9 1485 1573 105,9
60,0 261 263 100,6 1337 1361 101,8
50,0 218 222 101,6 1189 1244 104,7
40,0 176 184 104,6 1040 1028 98,8
30,0 133 129 97 892 906 101,6
20,0 90 89 99,1 744 775 104,2
10,0 47 47 99,7 595 599 100,6
0,0 4 4 100,0 447 447 100,0
Récupération

Pour évaluer la récupération du test, de la cyclosporine a été ajoutée a 21 échantillons de sang
total normaux. Chaque groupe de 21 échantillons a été ensemencé avec de la cyclosporine
ainsi que I'indique le tableau. Le pourcentage de récupération a été déterminé en divisant la
dose moyenne de chaque groupe de 21 échantillons ensemencé par la quantité théorique de
cyclosporine ajoutée aux échantillons.

Test des Limites inférieures Test des Limites supérieures
N 21 21 N 21 21
Cible, ng/mL 150 300 Cible, ng/mL 600 1600
x (ng/mL) 141 308 x (ng/mL) 590 1570
% Récupération 9% 103 % Récupération 98 98
Spécificité

Les composés suivants ont été testés pour établir leur contamination croisée éventuelle dans
le test CEDIA Cyclosporine PLUS par ensemencement in vitro d'échantillons de sang total
contenant environ 200 ng/mL de cyclosporine.

Composé Concentration testée (ng/mL) % Réactivité croisée
AM1 1000 44
AM 9 1000 20
AM 4n 1000 16
AM 19 1000 09
AM 4N9 1000 1,0
AM 1c 1000 16




Composé Conf:entration Dose Observée % Bea_ct’ivité
Testée (ng/mL) (ng/mL) Croisée
Acétominophen 100 000 -0,2 <0,015
Acide mycophénolique 50 000 -4,7 < 0,030
Acide salicylique 100 000 -0,7 <0,015
Acide valproique 100 000 -1,3 <0,015
Amikacine sulfate 100 000 -0,7 <0,015
Ampicilline 100 000 04 <0,015
Azathioprine 100 000 -5,2 < 0,015
Carbamazépine 100 000 -2,8 <0,015
Chloramphenicol 100 000 -1,3 < 0,015
Cimétidine 100 000 17 <0,015
Digitoxine 100 000 -1,2 < 0,015
Digoxine 100 000 -1.4 <0,015
Dipyridamide 100 000 -4,1 <0,015
Disopyramide 100 000 -33 <0,015
Erythomycine 100 000 -2,8 <0,015
FK506 20 000 38 <0,075
Furosémide 100 000 -4,2 <0,015
Gentamicine 100 000 -11 <0,015
Kanamycine 100 000 01 <0,015
Kanamycine sulfate B 100 000 0,7 < 0,015
Kétoconazole 100 000 -0,9 <0,015
Lidocaine 100 000 -16 < 0,015
Méthylprednisolone 100 000 -1.3 <0,015
Morphine Sulfate 100 000 -5 <0,015
N-acétylprocainamide 100 000 -1,3 <0,015
Pénicilline G (sel de sodium) 100 000 -08 <0,015
Phénobarbital 100 000 -10,1 <0,015
Phénytoine 100 000 -3,1 <0,015
Prazosine 100 000 -0,7 < 0,015
Prednisolone 100 000 -24 <0,015
Prednisone 100 000 -0,8 < 0,015
Procéinmide hydrochloride 100 000 -28 <0,015
Quinidine sulfate 100 000 -16 < 0,015
Rapamycine 5000 -4.8 < 0,300
Rifampicine 60 000 -13 < 0,025
Spectinomycine 100 000 -05 <0,015
Streptomycine sulfate 100 000 11 <0,015
Théophylline 100 000 0,2 <0,015
Tobramycine 100 000 0,2 <0,015
Triamtéréne 100 000 -16 < 0,015
Vancomycin hydrochloride 100 000 0 <0,015
Vérapamil 100 000 -0,3 < 0,015

Sensibilité

La concentration minimum détectable du test CEDIA Cyclosporine PLUS est de 25 ng/mL.
Cette valeur a été déterminée en calculant la concentration de cyclosporine qui donnerait
une réponse égale a deux écarts-types du calibrateur des valeurs inférieures. La sensibilité
fonctionnelle, qui représente la plus faible concentration ayant un CV inter-essai de 20% est

de 40 ng/mL.
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