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1 INFORMATION GENERALE

1.1 Demandeur : CHU Sainte-Justine
1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 3 ao(it 2017

1.3 Date de publication de I’avis : 2 octobre 2017

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes en charge de
I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une recherche documentaire
complémentaire selon les données disponibles au moment de I'évaluation de
I’analyse par I'INESSS.

Mise en situation

Le présent document constitue une réévaluation de I'avis « Détection des anticorps
anti-ADAMTS-13 » qui a été publié le 28 avril 2015.

Conflit d’intéréts

Tous les membres du comité ont participé aux délibérations et aucun ne s’est retiré
au moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

La lecture externe et I'accompagnement scientifique sont des mécanismes utilisés
par I'INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs externes et les
experts accompagnateurs valident les aspects méthodologiques de I'évaluation, de
méme que I'exactitude du contenu, en fonction de leur domaine d’expertise
respectif.

Aux fins de validation du présent avis, I'experte consultée est :

* D" Jeannine Kassis, (Hématologue, Hopital Maisonneuve-Rosemont).




1.4 Retour sur I'évaluation précédente

Il s’agit de la deuxiéme évaluation de I'analyse de détection des anticorps
anti-ADAMTS-13 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 13). Bien
que I'analyse proposée avait été jugée innovatrice en 2015, I'[NESSS avait recommandé
une réévaluation de I'analyse lorsque :

= plus de données d’utilité et de validité seraient disponibles;

= |a démonstration de la valeur ajoutée de I'utilisation pour une seule catégorie
de patients serait faite;

= |a preuve de I'effet réel de I'analyse sur la prise en charge du PTT chez les
adultes serait faite.

RESUME

Le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) est causé par un déficit en ADAMTS-13
et peut se présenter sous la forme congénitale ou la forme acquise. Le dosage
d’anti-ADAMTS-13 par ELISA (de 'anglais enzyme-linked immunosorbent assay) permet de
distinguer la forme acquise de la maladie et d’orienter la prise en charge du patient en
justifiant I'utilisation d’un traitement immunosuppresseur.

La majorité des patients ayant une MAT acquise et une activité ADAMTS-13 inférieure a 10 %
ont des anti-ADAMTS-13 et aucun patient ayant un PTT congénital n’a les autoanticorps.
Cependant, la spécificité du dosage des anti-ADAMTS-13 est de 90 % puisque des
autoanticorps ont aussi été observés chez certains patients atteints de lupus érythémateux
disséminé et de syndrome des antiphospholipides.

Deux des trois articles retenus pour la section pronostique ont démontré que les patients
ayant des autoanticorps pendant la période de rémission ont un risque de trois a quatre fois
plus élevé de faire une récidive. De plus, la concentration d’anti-ADAMTS-13 diminue suite a
I'initiation d’un traitement au rituximab et peut servir a ajuster le nombre de perfusion du
médicament.

La méthode proposée par le demandeur a certaines particularités qui ne sont pas
retrouvées dans les essais publiés dans la littérature.

L’ajout de I'analyse permettant le dosage des anticorps anti-ADAMTS-13 par ELISA pourrait
générer des colts d’environ 35 000 S pour le total des trois premiéres années.

La distinction des formes de PTT est importante puisqu’elle permet d’adapter la prise en
charge du patient.

Le dosage des anticorps anti-ADAMTS-13 est recommandé par la British Society for
Haematology et par le groupe de travail international sur le PTT et les MAT associées.



3 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

Nom et objectif de I'analyse

Le dosage des anti-ADAMTS-13 plasmatique par ELISA a pour but de différencier le PTT
acquis de sa forme congénitale, favorisant ainsi une prise en charge mieux adaptée du
patient. Cette analyse pourrait également permettre d’évaluer la réponse au
traitement.

Description de la méthode

L’analyse immuno-enzymatique repose sur la liaison des anti-ADAMTS-13 présents
dans I'échantillon de plasma a I'antigene ADAMTS-13 enduit au fond des puits d’une
microplaque. Le protocole du demandeur comprend les étapes suivantes® :

= fixation d’ADAMTS-13 recombinant dans les puits;
= jncubation de huit dilutions différentes de I’échantillon (1/50 a 1/6 400);

= détection des anti-ADAMTS-13 liés a I'aide d’un anticorps polyclonal couplé a
la peroxydase reconnaissant le fragment F(ab’), des IgG, IgA et IgM (H + L)
humains;

= ajout d’un substrat chromogéne de la peroxydase (dihydrochlorure d’ortho-
phénylénediamine);

= mesure de I'absorbance a 492 nm a I'aide d’un lecteur de microplaque
(spectrophotomeétre).

La valeur d’absorbance ainsi obtenue est proportionnelle a la quantité
d’anti-ADAMTS-13 et peut étre déterminée a partir d’'une courbe d’étalonnage établie
a I'aide d’un échantillon positif de concentration connue.

Modalité d’administration du test selon le demandeur

Les prélévements sanguins seront effectués dans des centres de préléevement ou en
centre hospitalier. Suite a la phase préanalytique, les échantillons seront acheminés au
laboratoire d’hémostase du CHU Sainte-Justine pour analyse. Le demandeur prévoit
aussi traiter des demandes provenant de I'extérieur du Québec.

Le temps de réponse attendu est de moins de 24 heures si I'indication clinique le
justifie. Autrement, I'analyse sera faite au moins une fois par semaine.

Société ou concepteur

Analyse maison.

Homologation

La méthode d’analyse proposée n’est pas homologuée.

Valeur pondérée : 130,97

1
Information transmise par M. Arnaud Bonnefoy, spécialiste clinique en biologie médicale, CHU Sainte-Justine
(11 mai 2017).



4 CONTEXTE
4.1 Patients ciblés

L'analyse vise des patients avec des manifestations cliniques de microangiopathie
thrombotique (MAT) et présentant une activité ADAMTS-13 effondrée (activité
inférieure a 10 % de la normale).

4.2 Description de la maladie visée

Le PTT est une forme de MAT qui se caractérise par une présence anormale de
microthrombi dans les vaisseaux sanguins. Ces thrombi sont formés de larges
multiméres de facteur von Willebrand dont la présence est due au déficit de I'activité
enzymatique d’ADAMTS-13 [Scully et al., 2012; Veyradier et Coppo, 2011].

Les signes cliniques du PTT sont une anémie hémolytique microangiopathique et une
thrombopénie associée a une ischémie multiviscérale. Les fonctions neurologiques,
rénales et cardiaques sont les plus fréquemment touchées [Blombery et Scully, 2014].
Une activité d’ADAMTS-13 effondrée suffit pour prononcer un diagnostic [Scully et al.,
2017]. La forme congénitale du PTT est rare et due a un défaut génétique du géne
ADAMTS-13 (mutations homozygotes ou hétérozygotes composites), alors que la
forme acquise (PTTa) est prédominante (95 % des cas) et associée a la présence
d’autoanticorps contre ADAMTS-13 [Blombery et Scully, 2014]. Ces autoanticorps ont
pour effet d’inhiber ou de favoriser sa clairance [Veyradier et Coppo, 2011]. On parle
de PTTa primaire lorsqu’il y a absence d’une cause ou d’une pathologie sous-jacente et
de PTTa secondaire dans les autres cas’ [Scully et al., 2017].

Le PTT est une maladie rare dont I'incidence est estimée a quatre cas par million par
année aux Etats-Unis et & un par million par année dans la province de Saskatchewan
[Miller et al., 2004]. Bien que rare, sans traitement le PTT est associé a un taux de
mortalité élevé en phase aigiie (90 % des cas). Le traitement de premiére ligne,
I’échange plasmatique, permet de réduire ce taux entre 10 % et 20 %. En présence de
la forme acquise, I'ajout d’'une immunothérapie comme le rituximab permet de réduire
la concentration d’anti-ADAMTS-13 chez la majorité des patients et ainsi d’augmenter
I'activité de I'enzyme [Tersteeg et al., 2016].

4.3 Nombre prévu d’analyses et de patients visés

Le demandeur estime a 90 le nombre de tests qui seront effectués par année pour un
total d’environ 300 pour une période de trois ans.

4.4 Bréve description de la situation actuelle

Un PTT est diagnostiqué en présence de signes et symptomes d’une MAT et d’'une
activité ADAMTS-13 inférieure a 10 %. La recherche d’anti-ADAMTS-13 est effectuée
systématiquement chez les patients ayant une activité ADAMTS-13 effondrée afin de
déterminer si le PTT est acquis ou congénital.

Le développement du dosage d’anti-ADAMTS-13 a été initié en 2012 dans le
laboratoire du demandeur. Le nombre d’analyses effectuées par le demandeur était

Exemple de pathologies pouvant causer un PTTa : un lupus érythémateux disséminé, une infection virale (VIH ou
cytomégalovirus), I'arthrite rhumatoide, une grossesse ou certains médicaments.



de moins de 20 en 2012, 40 en 2013, 47 en 2014, 80 en 2015 et 61 en 2016. Le
dosage des anticorps sert également au suivi de certains patients®. Selon le
demandeur, moins de 5 % des analyses effectuées correspondent a des demandes
provenant d’autres provinces.

Comparateurs

Il existe deux trousses commerciales pour le dosage d’anti-ADAMTS-13 (Technozym™
ADAMTS-13 INH de Technoclone®; Imubind“ ADAMTS13 Autoantibody ELISA de
Sekisui Diagnostics®). Toutefois, ces trousses ne sont pas homologuées par Santé
Canada et le demandeur n’aura pas recours a ces trousses.

Autres analyses inscrites concernant ADAMTS-13

Deux analyses concernant ADAMTS-13 sont déja inscrites au Répertoire québécois et
systéme de mesure des procédures de biologie médicale (ci-aprés nommé
Répertoire) :

= Code 20107 : ADAMTS-13 - activité (dosage quantitatif);

= Code 20146 : ADAMTS-13 - antigene (dosage quantitatif) (ELISA).

Ces deux analyses sont de hiérarchie suprarégionale et sont effectuées au CHU Sainte-
Justine.

Tableau1l Volumétrie du code 20107 et du code 20146 pour les années
2014-2015 et 2015-2016

ANNEES CODE 20107 (ACTIVITE) CODE 20146 (ANTIGENE)
QUEBEC HORS RESEAU QUEBEC HORS RESEAU
2014-2015 346 5 1 0
2015-2016 70 183 0 0

Source : données du MSSS

4.5 Données médico-administratives

Selon les données fournies par le ministére de la Santé et des Services sociaux
concernant les envois hors Québec, le dosage d’anti-ADAMTS-13 a fait I'objet de deux
demandes au Blood Center of Wisconsin qui ont engendré des co(its de 451,265

et 1 019,15S (année 2013-2014). Aucune demande pour cette analyse n’a été
effectuée en 2014-2015 et 2015-2016.

4.6 Bréve description des avantages allégués de I'analyse proposée

Selon le demandeur, I'analyse ELISA proposée permettrait de distinguer la forme
auto-immune de PTT de sa forme congénitale. Cette distinction doit étre prise en
considération pour le choix thérapeutique. De plus, le dosage d’anti-ADAMTS-13

3 Information transmise par M. Arnaud Bonnefoy, spécialiste clinique en biologie médicale, CHU Sainte-Justine

(24 mai 2017 et 13 juin 2017).

4 Diapharma Group, Inc. Technozym® ADAMTS-13 Inhibitor [site Web], disponible a :
http://diapharma.com/product/hemostasis/technozym-adamts-13-inh-96tests/ (consulté le 18 mai 2017).

> Sekisui Diagnostics, LLC. Imubind® ADAMTS13 Autoantibody ELISA [site Web], disponible a :
http://www.sekisuidiagnostics.com/products/173-imubind-adamts13-autoantibody-elisa-outside-u-s-a (consulté le 18 mai 2017).


http://diapharma.com/product/hemostasis/technozym-adamts-13-inh-96tests/

pourrait également permettre d’ajuster le rythme des plasmaphéreses et le choix du
traitement immunosuppresseur (corticostéroides et rituximab).

4.7 Assurance qualité

Lors de chaque essai, 12 plasmas témoins négatifs seront utilisés pour établir la zone
de positivité. De plus, un dosage sera effectué avec un plasma positif connu pour
valider 'expérience®.

En 2014-2015, le laboratoire d’hémostase du CHUSJ a participé a une étude
pancanadienne de contréle de la qualité pour I'analyse de I'activité ADAMTS-13 et pour
le dosage d’anti-ADAMTS-13 par ELISA sur des échantillons tests. Ce projet était une
initiative du CHUSI et de I'Hopital Saint-Michael’s (Toronto). Le laboratoire du CHUS)
servait de centre de référence pour cette étude et était responsable de transmettre les
échantillons témoins dans les sept laboratoires participants.

Depuis 2014, le demandeur participe au programme de controle de qualité du North
American Specialized Coagulation Laboratory Association (NASCOLA) pour les tests
d’activité ADAMTS-13 et le dosage d’anticorps par ELISA. Le test consiste en I'envoi de
deux échantillons a analyser a deux reprises dans I'année.

5 DONNEES PROBANTES

L’INESSS tient a préciser que :

=  Suite a la premiére évaluation, les nouveaux articles retenus sont celui de
Behnamou et collégues [Benhamou et al., 2016] et celui de Scully et collégues
[Scully et al., 2011].

= La définition du PTT différe selon les articles retenus et ne tient pas toujours
compte du niveau d’activité d’ADAMTS-13 (tableau 2);

= Aucune méthode d’ELISA présentée dans les articles retenus n’est identique a
celle proposée par le demandeur (ELISA indirecte utilisant la protéine
recombinante entiere comme antigene et détectant les IgG, IgA et IgM en
méme temps et sans discrimination) (tableau 2).

6
Information transmise par M. Arnaud Bonnefoy, spécialiste clinique en biologie médicale, CHU Sainte-Justine
(11 mai 2017).



Tableau2 Comparaison des articles retenus pour évaluer les valeurs diagnostique, pronostique et thérapeutique du dosage

d’anti-ADAMTS-13

B} ; EVALUATION
ETUDE DEFINITION D’UN PTT ELISA
2015 2017
Benhamou, 2016 Anémie hémolytique négative au test de Coombs avec présence de Technozym'vIC ADAMTS13 INH, ELISA indirecte Non Oui
schizocytes sur un frottis sanguin Antigéne : protéine recombinante incompléte*
Thrombopénie sans autre cause apparente Détection des I1gG
Activité ADAMTS-13 inférieure a 10 %
Bettoni, 2012 Au moins trois des critéres suivants : Méthode maison, ELISA indirecte de type sandwich Oui Oui
= thrombopénie sans autre cause apparente Antigéne : protéine recombinante entiere
=  anémie hémolytique négative au test de Coombs avec présence de | Détection des IgG, IgM et IgA séparément
schizocytes sur un frottis sanguin
= LDH élevée (> 2 ET au-dessus de la limite supérieure)
= signes et symptomes compatibles avec une ischémie d’organe
principalement mais pas exclusivement au systéme nerveux central
Jin, 2008 Thrombopénie Imubind" ADAMTS13 Autoantibody ELISA, ELISA indirecte Oui Oui
Anémie hémolytique microangiopathique Antigene : protéine recombinante entiere
Activité ADAMTS-13 inférieure a 10 % Détection des IgG
Peyvandi, 2008 Méme que Bettoni, 2012 Aucune utilisation de I'ELISA Oui Oui
(immunobuvardage, détection de toutes les classes d’Ig)
Rieger, 2005 Thrombopénie Méthode maison, ELISA indirecte de type sandwich Oui Oui
Anémie hémolytique microangiopathique Antigeéne : protéine recombinante entiere
Dominance de symptdmes d’ischémie neurologique focale Détection des IgG et IgM séparément
Scully, 2007 Thrombopénie Méthode maison, ELISA de type indirecte Oui Oui
Anémie hémolytique microangiopathique Antigéne : protéine entiere recombinante
Coagulation normale et présence de schizocytes sur un frottis sanguin Détection des 1gG
LDH augmentée
Evidence clinique ou objective d’ischémie d’organe
Scully, 2011 Thrombopénie Méthode maison, ELISA de type indirecte Non Oui
Anémie hémolytique microangiopathique Antigéne : protéine entiere recombinante
Coagulation normale Détection des I1gG
LDH élevée (> 1,5 fois la valeur de la limite normale supérieure)
Tsai, 2006 Thrombopénie Imubind" ADAMTS13 Autoantibody ELISA, ELISA indirecte Oui Oui
Anémie hémolytique microangiopathique Antigéne : protéine entiere recombinante
Créatinine inférieure a 3,5 g/dl Détection des IgG

Abréviations : ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay; ET : écart type, IgA : immunoglobuline A; IgG : immunoglobuline G, IgM : immunoglobuline M; LDH : lactate déshydrogénase.
*

La protéine inclut tous les domaines fonctionnels [Nakashima et al., 2016].




5.1 Valeur diagnostique

Afin d’évaluer la capacité de I'analyse des anti-ADAMTS-13 a confirmer un diagnostic
de PTTa, deux études de cohortes cas-contrble ont été retenues [Tsai et al., 2006;
Rieger et al., 2005].

Des anti-ADAMTS-13 sont présents chez une grande proportion de patients atteints
de MAT acquis ayant un déficit grave d’activité ADAMTS-13 mais sont absents chez
les patients ayant une MAT congénitale

Rieger et ses collaborateurs [2005] ont réalisé une étude multicentrique dans le but
d’évaluer la prévalence des anticorps anti-ADAMTS-13 chez 59 patients atteints de
MAT’ et 160 patients ayant une maladie auto-immune ou une thrombopénie
différente du PTT. Le plasma de 111 individus sains a aussi été analysé. La méthode
ELISA utilisée était une méthode maison permettant de révéler la présence
d’anti-ADAMTS-13 IgG et IgM séparément.

Quatre (3,6 %) des 111 sujets sains avaient une concentration d’anti-ADAMTS-13 IgG
se situant entre 20 et 100. Ces anticorps étaient non-neutralisants selon un essai
d’activité inhibitrice® et I'activité ADAMTS-13 chez ces personnes était normale.
Parmi les patients atteints de MAT, 51 avaient un PTT, 4 un syndrome hémolytique et
urémique (SHU) et 4 une autre forme de MAT. Ces patients ont été stratifiés selon le
niveau d’activité d’ADAMTS-13. En tout, 35 (97 %) des 36 patients ayant une activité
ADAMTS-13 inférieure a 10 % avaient une concentration d’anti-ADAMTS-13 IgG se
situant entre 20 et 3 200 (tableau 3). Des anti-ADAMTS-13 IgG ont aussi été observés
chez 3 (20 %) des 15 patients atteints de MAT et ayant un niveau d’activité
d’ADAMTS-13 supérieur a 10 % (concentration de 10, 1 600 et 3 200), chez 4 patients
ayant une thrombopénie distincte d’'une MAT et chez 8 patients ayant une maladie
auto-immune (lupus érythémateux disséminé ou syndrome des antiphospholipides).
De plus, aucun anti-ADAMTS-13 IgG ou IgM n’a été observé chez les 8 patients ayant
une MAT congénitale et les 15 patients atteints d’hémophilie A.

Les auteurs ont conclu que leur méthode ELISA maison permettait de détecter des
anti-ADAMTS-13 IgG dans une grande proportion des patients atteints de MAT acquis
ayant un déficit grave d’ADAMTS-13. De plus, ils ont souligné que cette sous-classe
d’anticorps était plus fréquente chez les patients atteints de MAT que chez les
patients ayant d’autres types de maladies auto-immunes. Notons aussi qu’aucun des
patients ayant une MAT congénitale n’avait d’autoanticorps.

7 e s )i . . , - , P . . . . .

Un PTT était considéré lorsqu’il y avait présence d’une thrombopénie et d’'une anémie hémolytique microangiopathique
associées avec une dominance de symptomes d’ischémie neurologique focale.

Mesure de I'activité inhibitrice d’un échantillon de plasma test sur un plasma témoin dont I’activité ADAMTS-13 est
connue.



Tableau3 Présence d’anti-ADAMTS-13 IgG et IgM chez des patients atteints de MAT, d’un autre type de thrombopénie, de maladies auto-
immunes ou d’hémophilie A

DIAGNOSTIC PATIENTS ACTIVITE ADAMTS-13 PRESENCE D’ANTI-ADAMTS-13
n ETENDUE EN % IgG, n (%) IgM, n (%)
MATa’ (activité ADAMTS-13 < 10 %) 36 <3310 35 (97) 4 (11)°

PTTa primaire (n =33)
MATa autre’ (n=3)

MATa’ (activité ADAMTS-13 > 10 %) 15 114100 3 (20)! 3 (20)!

PTTa primaire (n=8)

SHU" (n = 4)

MATa autre® (n = 3)
MAT congénitale 8 <5 0 0
Thrombopénie 50 203100 4 (8) 4 (8)"
Lupus érythémateux disséminé 40 2223172 5(13) 7 (18)
Syndrome des antiphospholipides 55 323114 3(5) 10 (18)
Hémophilie A 15 10a91 0 5(33)
Aucun (sujets sains) 111 n.d. 4(3,6) 0

Source : Rieger et al., 2005

Abréviations : IgG : immunoglobuline G; IgM : immunoglobuline M; MATa : microangiopathie thrombotique acquise; PTTa : purpura thrombotique thrombocytopénique acquis; SHU : syndrome
hémolytique et urémique.

: MATa : thrombopénie et anémie hémolytique microangiopathique sans autres étiologies sous-jacentes. PTTa : MATa avec symptodmes d’ischémie neurologique focale dominants. SHU : MATa et
symptomes d’insuffisance rénale aiglie dominants.

' Deux patients avaient une MAT reliée a un médicament et un patient une MAT associée a un cancer métastatique du poumon.

i Les quatre patients avaient aussi des anti-ADAMTS-13 IgG.

s Un patient avait une MAT suite a une greffe de moelle osseuse et deux patients une MAT non spécifiée.

! Aucun patient atteint de SHU n’avait d’anti-ADAMTS-13 IgG, mais deux avaient des anti-ADAMTS-13 IgM.

1 . . .
Un seul patient avec les deux classes d'immunoglobulines.
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La majorité des patients ayant un PTT acquis et un déficit d’activité d’ADAMTS-13
ont aussi des autoanticorps anti-ADAMTS-13

L’étude de Tsai et ses collaborateurs [2006] visait a évaluer la valeur diagnostique du
dosage d’anti-ADAMTS-13 effectué par ELISA chez une cohorte de 91 patients atteints
de PTT® dont 53 étaient en phase aigiie, 16 venaient de recevoir un traitement
d’échanges plasmatiques et 22 étaient en rémission (numération plaquettaire
supérieure a 130 x 10°/I pour au moins une semaine). L’étude incluait aussi 61 patients
atteints d’autres types de MAT™, 40 donneurs de sang sains et 34 patients hospitalisés
choisis de facon randomisée.

La concentration d’anti-ADAMTS-13 IgG du groupe de patients ayant un PTT aigu était
significativement plus élevée que celle de tous les autres groupes de patients excluant
le groupe de patients traités (p < 0,001). A une valeur seuil de 10,3 unités
arbitraires/ml, 100 % des patients ayant un PTT aigu étaient positifs pour la présence
d’anti-ADAMTS-13 IgG comparativement a 75 % des patients traités et 45 % des
patients en rémission (tableau 4). Quatorze patients des trois groupes témoins avaient
aussi des autoanticorps résultant en une spécificité de 89,6 % pour I'ELISA
anti-ADAMTS-13. Une diminution du seuil de positivité avait pour effet de diminuer la
spécificité sans améliorer la sensibilité. Les auteurs ont conclu qu’essentiellement tous
les patients ayant un PTT acquis et un déficit d’activité d’ADAMTS-13 ont aussi des
autoanticorps anti-ADAMTS-13 IgG. Les auteurs ont souligné que la concentration
d’anticorps peut changer suite a un traitement et que I'ELISA peut donner des faux
positifs pour un sous-ensemble de la population.

? Un PTT était considéré en présence d’une thrombopénie et d’une anémie hémolytique microangiopathique associées a
une créatinine inférieure a 3,5 g/dl en phase aiglie.

10 Cing patients avaient un SHU avec de la diarrhée, 18 patients avaient un SHU sans diarrhée, 7 patients avaient un lupus
ou une maladie auto-immune similaire, 11 patients avaient un cancer métastatique, 9 patients avaient regu une greffe de
moelle épiniére ou d’un organe solide, 1 patient avait un syndrome HELLP, 1 patient avait une prothése cardiaque et 9 cas
étaient de cause indéterminée.
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Tableau4 Présence d’anti-ADAMTS-13 chez les patients atteints de PTT et
d’autres MAT

DIAGNOSTIC PATI:NTS ACTIVITE R ANTICORPS
MEDIANE (ETENDUE), U/ml | >10,3 UA/ml, n (%)
PTT en phase aigUe* 53 <0,1(<0,1) 53 (100)
PTT traité’ 16 <0,1(<0,120,39) 12 (75)
PTT en rémission’ 22 0,13 (<0,1a0,54) 10 (45)
Autres MAT® 61 0,84 (0,27 4 1,58) 7(11)
Patients hospitalisés 34 n.d. 5(15)
Aucun (donneurs sains) 40 n.d. 2 (5)

Source : Tsai et al., 2006
Abréviations : MAT : microangiopathie thrombotique; n.d. : non disponible; PTT : purpura thrombotique
thrombocytopénique; SHU : syndrome hémolytique et urémique; U : unité; UA : unité arbitraire.
*
Thrombopénie et anémie hémolytique microangiopathique avec une créatinine inférieure a 3,5 g/dl.
+
Patients ayant regu une a six unités de plasma frais congelé ou une a deux sessions d’échanges plasmatiques.
Patients asymptomatiques ayant une numération plaquettaire supérieure a 130 x 10°/I pour au moins une semaine.

s SHU avec diarrhée (n = 5), SHU sans diarrhée (n = 18), lupus ou maladie auto-immune similaire (n = 7),
cancer métastatique (n = 11), greffe (n = 9), syndrome HELLP (n = 1), prothése cardiaque (n = 1), MAT
indéterminée (n = 9).

5.2 Valeur pronostique

Le PTT est une maladie qui se manifeste fréquemment en poussées aiglies suivies de
périodes de rémission. Trois études ont été retenues pour évaluer la valeur prédictive
du niveau d’anti-ADAMTS-13 a prédire la récidive [Bettoni et al., 2012; Jin et al., 2008;
Peyvandi et al., 2008]. La conclusion de Jin et ses collaborateurs [2008] est différente
des deux autres études, notons cependant que la définition du PTT gu’ils ont utilisée
était elle aussi différente des deux autres (tableau 2).

La présence d’anti-ADAMTS-13 IgG pendant la phase aigiie de PTT ou pendant la
rémission permet de prédire la récidive

Un des objectifs de Bettoni et ses collaborateurs [2012] était d’évaluer la relation entre
les anti-ADAMTS-13 de différentes classes ou I'activité d’ADAMTS-13 et le pronostic
auprés d’une cohorte internationale de 115 patients atteints de PTT**. Notons qu’une
activité effondrée d’ADAMTS-13 ne faisait pas partie des critéres d’inclusion et que
69 % des patients démontraient une activité inférieure a 10 % de la normale en phase
aiglie (62 des 115 patients ont eu un PTT aigu). Le temps de suivi médian des

54 patients qui avaient un PTT aigu a l'inclusion était de 5,8 ans (maximum de

32,8 ans). De ces patients, 35 étaient en rémission pendant le suivi et 10 ont eu une
récidive. Similairement, le temps de suivi médian des 61 patients qui étaient en
rémission lors de I'inclusion était de 3,4 ans (maximum 10,5 ans). De ces patients, 33
étaient en rémission pendant le suivi et 20 ont eu une récidive.

1 Présence d’au moins trois des critéres suivants : 1- thrombopénie (< 150 x 10°/1) sans autre cause apparente, 2- anémie
hémolytique négative au test de Coombs avec présence de schizocytes sur un frottis sanguin, 3- niveau élevé de lactate
déshydrogénase sérique (plus de 2 ET au-dessus de la limite supérieure), 4- signes et symptomes compatibles avec une
ischémie d’organe principalement mais pas exclusivement au systeme nerveux central. Les maladies ayant des signes et
symptomes similaires (ex. SHU et cancer métastatique) ainsi que les cas de PTT congénital ont été exclus.
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Des analyses de survie ont démontré que seule la présence d’anti-ADAMTS-13 IgG
pendant la phase aiglie du PTT pouvait prédire un risque de récidive (15 patients sur
50, 30 %). Cependant, le rapport des risques instantanés (RRI) correspondant n’était
pas estimable puisque qu’aucun des dix patients ayant une concentration
d’anti-ADAMTS-13 IgG inférieure ou égale a 1,18 % n’a développé de récidive. Par
ailleurs, le RRI de rechute était au moins quatre fois plus élevé chez les patients avec
une concentration d’anti-ADAMTS-13 IgG supérieure a 1,18 % ou une activité
inférieure a 10 % en période de rémission (tableau 5).

Les auteurs ont conclu que la récidive du PPT semble étre associée seulement avec la
présence d’anti-ADAMTS-13 IgG pendant la phase aiglie alors que I'altération de
plusieurs biomarqueurs reliés a ADAMTS-13 peuvent prédire le risque de récidive
lorsgu’ils sont mesurés pendant la période de rémission (présence de plus de 1,18 %
d’anti-ADAMTS-13 IgG, activité ADAMTS-13 inférieure a 10 %, moins de 10 %
d’antigéne ADAMTS-13 et présence d’activité inhibitrice d’ADAMTS-13).

13



Tableau 5 Valeur des anti-ADAMTS-13 et de I’activité d’ADAMTS-13 a prédire la récidive du PTT (analyse de régression de Cox)

PHASE AIGUE REMISSION
PARAMIETEE TOTAPI:A TIENTR'E:JDNE RRI (1C95 %) P TOT::\ TIENIII'?:IDIVE RRI (1C95 %) P

Activité ’ADAMTS-13

>10% 18 3 1,0 (ref) 0,45 71 18 1,0 (ref) 0,001

<10% 22 4 1,68 (0,43 3 6,59) 19 9 4,89 (2,00 a 11,99)
Anti-ADAMTS-13 IgG’

<1,18 % 5 0 1,00 (ref) 5.0. 50 7 1,00 (ref) <0,001

>1,18 % 27 6 oo’ 26 11 4,99 (2,08 a 12,00)
Anti-ADAMTS-13 IgM’

<0,034 25 4 1,00 (ref) 0,72 74 16 1,00 (ref) 0,32

> 0,034 6 1 1,37 (0,24 2 7,97) 2 2 2,67 (0,39 2 18,44)
Anti-ADAMTS-13 IgA”

<0,014 17 3 1,00 (ref) n.d. 59 16 1,00 (ref) 0,10

> 0,014 14 2 n.d. 16 1 0,30 (0,07 3 1,27)

Source : Bettoni et al., 2012

Abréviations : IC95 % : intervalle de confiance a 95 %; IgA : immunoglobuline A; IgG : immunoglobuline G; IgM : immunoglobuline M; n.d. : non disponible; ref : référence; RRI : rapport de risque
instantané; s.o. : sans objet.

*
Les seuils de positivité de chacun des Ig correspondaient a une valeur supérieure a deux fois celle de I'écart type des résultats provenant de 40 échantillons de plasma témoins normaux.
+
N’a pu étre comparé puisqu’aucun patient avec faibles niveaux d’IgG n’a subi de récidive.
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Peyvandi et colléegues [2008] ont également démontré que les patients atteints de
PTTa possédant des anti-ADAMTS-13 au moment de la rémission présentaient un
risque plus élevé de récidive. L'étude rétrospective portait sur une cohorte
internationale de 109 patients dont 97 ont été testés pour la présence
d’anti-ADAMTS-13. Les critéres de diagnostic du PTT*2 n’incluaient pas I'activité
d’ADAMTS-13 et ne permettaient pas d’exclure les cas de SHUa. Notons que la
détection d’anti-ADAMTS-13 a été réalisée par immunobuvardage et que I'analyse
sérologique a été faite une seule fois chez la majorité des patients.

Parmi les 109 patients, 63 sont demeurés en rémission™ pendant un temps médian de
22 mois (13 a 134) suite aux traitements d’échanges plasmatiques alors que 46 ont eu
au moins une récidive de PTT (2 épisodes [2 a 13]). Les auteurs ont observé que 64 %
des patients ayant subi une récidive possédaient des anti-ADAMTS-13 en période de
rémission alors que 36 % des patients sans récidive démontraient la présence
d’anti-ADAMTS-13 (p = 0,006). Le rapport des cotes non ajusté pour la probabilité de
récidive chez les patients ayant des anticorps lors de la période de rémission était de
3,1(IC95 % : 1,4 a 7,3). Les auteurs ont souligné que la valeur prédictive associée a la
présence d’anti-ADAMTS-13 pour le risque de récidive était statistiquement valable
mais sa robustesse était limitée a cause de la valeur élevée de I'intervalle de confiance.

La présence d’anti-ADAMTS-13 IgG pendant la rémission du PTT ne permet pas de
prédire la récidive

Un des objectifs de Jin et ses collaborateurs [2008] était de suivre le niveau
d’anti-ADAMTS-13 a un intervalle régulier de trois mois chez des patients atteints de
PTTa primaire en rémission afin de déterminer sa capacité a prédire le risque de
récidive du PTT. Le PTTa primaire était défini comme une MAT sans autre cause
indentifiable associée a une activité d’ADAMTS-13 inférieure a 10 % (aucun cas de PTT
congénital).

L’étude a porté sur 24 patients atteints de PTTa aigu lors de leur inclusion. Le
traitement ayant mené a leur rémission n’est pas mentionné. Suite a I'atteinte de la
rémission, le niveau d’anti-ADAMTS-13 IgG a été évalué a tous les trois mois pour un
temps moyen de 23 mois (3 a 39). Parmi les 24 patients, 6 ont eu une récidive du PTT
(aucune valeur de concentration d’anti-ADAMTS-13 n’est présentée dans I'article). Le
modele de régression linéaire favorisé par les auteurs n’a pas montré de relation entre
la concentration d’anti-ADAMTS-13 et le risque de récidive (p = 0,8). Les auteurs ont
conclu que le niveau d’anti-ADAMTS-13 IgG lors de la rémission ne permettait pas de
prédire la récidive du PTT.

12 Présence d’au moins trois des critéres suivants : 1- thrombopénie (< 150 x 109/1) sans autre cause apparente, 2- anémie
hémolytique négative au test de Coombs avec présence de schizocytes sur un frottis sanguin, 3- niveau élevé de lactate
déshydrogénase sérique (plus de 2 ET au-dessus de la limite supérieure), 4- signes et symptomes compatibles avec une
ischémie d’organe principalement mais pas exclusivement au systeme nerveux central. Les maladies ayant des signes et
symptémes similaires (ex. SHU et cancer métastatique) ainsi que les cas de PTT congénital ont été exclus.

B Maintien de la normalisation des parameétres cliniques et de laboratoires pour au moins 30 jours suite a I'arrét du
traitement plasmatique.

15



5.3 Valeur thérapeutique

Trois articles ont été retenus pour déterminer la valeur d’un dosage d’anti-ADAMTS-13
a évaluer I'efficacité d’un traitement au rituximab [Benhamou et al., 2016; Scully et al.,
2011; Scully et al., 2007].

Le traitement du PTTa au rituximab est associé a une diminution de la
concentration d’anti-ADAMTS-13

Le groupe de Scully et ses collaborateurs [2011] a réalisé une étude multicentrique de
phase Il chez des patients atteints de PTTa primaire traités au rituximab. Le dosage des
anti-ADAMTS-13 faisait partie des parameétres d’efficacité secondaires. Pour étre inclus,
les patients devaient avoir un PTT aigu (thrombopénie, anémie hémolytique
microangiopathique, coagulation normale et LDH augmentée a au moins 1,5 fois la
valeur normale supérieure). En tout, 40 patients ont été inclus et ont recu des
traitements d’échanges plasmatiques jusqu’a I'obtention d’une numération
plaquettaire supérieure & 150 x 10°/I en plus de 4 & 8 perfusions de rituximab (jusqu’a
la normalisation de I'activité d’ADAMTS-13 et de la concentration d’anti-ADAMTS-13).
Les patients ont été suivi pendant au moins 12 mois (maximum de 36 mois). La valeur
médiane du niveau d’anti-ADAMTS-13 IgG lors de I'inclusion dans I’étude était de

40 %™ (6 a 162). Avant la deuxieme perfusion de rituximab, la concentration
d’autoanticorps avait baissée; la réduction de la concentration corrélait avec
I’'augmentation de I'activité d’ADAMTS-13 (coefficient de Pearson de -0,72). Ces
résultats ont été comparés a ceux d’une cohorte historique composée de 40 patients
n’ayant pas recgu de rituximab. Ces patients avaient une concentration
d’anti-ADAMTS-13 de 78 % (8 a 140) lors de I'inclusion dans I'étude, de 12 % (5 a 69) en
période de rémission et de 29 % lors de la récidive. Les auteurs ont conclu que le
traitement au rituximab est associé a une diminution de la concentration
d’anti-ADAMTS-13 chez les patients souffrant de PTTa.

L’étude multicentrique de phase Il de Benhamou et ses collaborateurs [2016] visait a
évaluer I'efficacité d’un régime de rituximab expérimental® basé sur la baisse des
niveaux de lymphocytes B chez des patients atteints de PTTa aigu. La concentration
d’anti-ADAMTS-13 au moment du diagnostic ainsi qu’aprés 1, 3, 6, 9 et 12 mois était un
des parameétres d’évaluation. Les 24 patients inclus avaient une activité d’ADAMTS-13
inférieure a 10 %. La concentration d’anti-ADAMTS-13 médiane était de 72,5 U/ml
(42,7 a 133,5) lors de I'inclusion dans I'étude et a diminué apres I'instauration du
traitement jusqu’a 9 mois alors qu’a 12 mois la concentration tendait a augmenter de
nouveau. La réduction de la concentration a corrélé avec I'augmentation de I'activité
d’ADAMTS-13 (coefficient de Pearson de -0,58). La cohorte de I'étude a été comparée a
une cohorte rétrospective de 22 patients ayant regu un traitement de quatre
perfusions de rituximab. La concentration d’anti-ADAMTS-13 médiane chez ces
patients au début de I'étude était de 100 U/ml (88 a 104), et elle a diminué de facon
similaire a la cohorte a I'étude suite a I'instauration du traitement.

1 Une courbe étalon a été préparée en diluant un échantillon plasmique de référence dans une solution saline tamponnée
au phosphate aux concentrations suivantes : 100 %, 80 %, 40 %, 20 %, 10 %, 5 % et 0 %. La valeur normale était inférieure a
6,1 % (valeur correspondant aux 95 percentiles de 49 sujets sains).

b Le plan de traitement consistait en deux infusions de rituximab (375 mg/m? de surface corporelle) espacées de trois
jours accompagnées d’un troisiéme traitement si des lymphocytes B étaient toujours présents au jour + 14. Ce traitement
différait du traitement habituel de quatre infusions.
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Un des objectifs de Scully et ses collaborateurs [2007] était d’évaluer la corrélation
entre le traitement au rituximab et le niveau d’anti-ADAMTS-13. Pour étre inclus, les
patients devaient avoir un PTTa aigu primaire (thrombopénie, anémie hémolytique
microangiopathique, coagulation normale, LDH augmentée, présence de schizocytes
sur un frottis sanguin et évidence clinique ou objective d’ischémie d’organe). Les

25 patients inclus n’avaient pas répondu au traitement de premiere ligne (échanges
plasmatiques) et ont donc regu un traitement de deuxiéme ligne incluant des
perfusions de rituximab.

Le traitement au rituximab a été modulé en fonction du niveau d’activité d’ADAMTS-13
et de la présence persistante d’anti-ADAMTS-13. Ainsi, 1 patient a regu 2 perfusions de
rituximab, 20 ont recu 4 perfusions, 3 ont regu 6 perfusions et 1 a regu 8 perfusions.
Les 25 patients ont atteints une rémission compléte suite au traitement. La
concentration d’anti-ADAMTS-13 IgG médiane était de 55 % (15 a 140) avant le
traitement au rituximab et de 6 % (2 a 21) trois mois aprées son instauration

(p < 0,0001). Les auteurs ont souligné que la diminution du niveau d’anti-ADAMTS-13
était associée a une augmentation de I'activité d’ADAMTS-13.

Validité analytique

Comme mentionné au début de la section, aucune étude utilisant le protocole proposé
par le demandeur n’a été repérée dans la littérature. Une des particularités de ce
protocole est I'utilisation des anti-immunoglobulines humaines reconnaissant a la fois
les IgG, les IgM et les IgA.

Rieger et ses collaborateurs [2005] ont utilisé un protocole ELISA maison détectant les
IgG et les IgM de fagon séparée. La précision inter-essai a été déterminée a I'aide d’un
échantillon plasmatique normal et d’un échantillon témoin positif testés a 27 reprises
pour les 1gG et 20 reprises pour les IgM (tests menés des jours différents). Le
coefficient de variation (CV) inter-essai était inférieur a 20 % pour les deux Ig.

Nakashima et ses collaborateurs [2016] ont utilisé un protocole maison basé sur la
trousse Technozym™. L’antigéne utilisé ne correspondait pas a la protéine compléte et
seuls les IgG étaient détectés. Les CV inter-essai et intra-essai ont été générés a partir
de 20 expériences faites sur deux échantillons. Les CV intra-essai et inter-essai de
I’échantillon contenant 16,7 U/ml étaient de 14,6 % et 15,5 % respectivement, alors
gu'’ils étaient de 3,3 % et 4,9 % pour |’échantillon contenant 71,6 U/ml.
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5.5

Données fournies par le demandeur

Variation intra-essai

La zone de positivité a été établie en utilisant 12 échantillons plasmatiques négatifs
différents. La moyenne de la densité optique était de 0,045 + 0,025. La zone de
positivité a été établie a la moyenne additionnée de trois fois la valeur de I'écart-type,
donca 0,120.

La variation intra-essai a été mesurée en utilisant 8 dilutions d’un échantillon
plasmatique positif de concentration connue (1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800,
1/1 600, 1/3 200 et 1/6 400). Cette série a été analysée 10 fois a I'intérieur d’'une
méme plaque et les 10 séries ont donné la méme concentration d’anticorps (voir
I'annexe A).

Variation inter-essai

La zone de positivité a été établie en utilisant six échantillons plasmatiques négatifs en
duplicatas. La zone de positivité a été établie a la moyenne additionnée de trois fois la
valeur de I'écart-type a chacun des dix essais (annexe B).

La variation inter-essai a été mesurée en utilisant 8 dilutions d’un échantillon
plasmatique positif de concentration connue (1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800,
1/1 600, 1/3 200 et 1/6 400) et analysé lors de 10 essais différents (tableau 6 et
annexe B).

Tableau 6 Variation inter-essai du dosage des anti-ADAMTS-13

ESSAI CONCENTRATION D’ANTI-ADAMTS-13
1 2
2 2
3 4
4 2
5 4
6 4
7 2
8 2
9 2

10 2

" Une variation correspondant a un saut de concentration (exemple : de 4 a 2 ou de 4 a 8) est tolérée.
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IMPACTS BUDGETAIRES

L’analyse d’impact budgétaire considére les coUts liés a I'ajout au Répertoire de
I’analyse permettant le dosage des anticorps anti-ADAMTS-13 par ELISA. Cette

analyse

cible les patients avec des manifestations cliniques de microangiopathie

thrombotique (MAT) et présentant une activité d’ADAMTS-13 effondrée. Les colts
sont projetés sur un horizon temporel de 3 ans selon la perspective du ministere de
la Santé et des Services sociaux (MSSS). L’analyse repose sur des données
épidémiologiques, ainsi que sur des hypothéses appuyées par des études cliniques et
I’opinion d’experts. L’évaluation des colts est présentée au tableau 7. Les principales
hypothéses émises pour les fins de I’analyse sont les suivantes :

Selon des informations recues de la part du demandeur, le dosage des
anticorps anti-ADAMTS-13 est réalisé depuis 2012 dans son laboratoire et
80 analyses ont été effectuées en 2015.

Bien qu’une augmentation progressive du nombre d’analyses ait été
observée au cours des derniéres années, il est anticipé, selon I'opinion
d’experts, qu’il se stabilisera durant les prochaines années.

Ainsi, il est estimé que 90 analyses seraient effectuées pour chacune des
trois prochaines années.

Ces analyses représenteraient 100 % des analyses prévues pour les patients
du systéme de santé public québécois.

Aucune analyse n’a fait I'objet d’envoi hors Québec en 2015-2016.

La valeur pondérée proposée par le demandeur est de 130,97.

Tableau 7 Colits liés a I'introduction au Répertoire de I'analyse permettant le

dosage des anticorps anti-ADAMTS-13 par ELISA

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Analyses ELISA 90 90 90 270
Impact net 11787 $ 11787 S 11787 S 35361$
Analyses de sensibilité Pour 3 ans, co(ts les plus faibles 314338
Pour 3 ans, co(ts les plus élevés 392918

Ainsi, I'ajout de I'analyse permettant le dosage des anticorps anti-ADAMTS-13 par
ELISA pourrait générer des co(its d’environ 35 000 $ pour le total des trois premiéres

années.
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7 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

La distinction des formes de PTT permet d’adapter la prise en charge du patient
puisque certains traitements comme I'immunosuppression ne conviennent pas aux
deux formes. En présence de la forme congénitale, la transfusion de plasma frais
congelé sera préconisée plutét que la plasmaphérese. Ceci aura des répercussions sur
les codts de traitements®. La venue d’une protéine ADAMTS-13 recombinante comme
traitement potentiel du PTT congénital pourrait également constituer un enjeu
économique dans un avenir rapproché.

En raison de la faible incidence des MAT et de la vocation du centre demandeur dans
ce domaine, la concentration de I'expertise est un enjeu important.

8 POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS D’INTERET
CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Groupe de travail international sur le PTT et les MAT associées

Le groupe d’experts en PTT avait comme objectif de standardiser la terminologie du
PTT et des MAT de la méme famille et d’émettre certaines recommandations [Scully et
al., 2017]. La mesure des anti-ADAMTS-13 fait partie des analyses qui doivent étre
faites lors d’une suspicion de PTT. Un PTT congénital est caractérisé par I'absence
d’anti-ADAMTS-13, alors qu’un PTT acquis est associé a la présence des autoanticorps.
Le groupe reconnait que la persistance d’anti-ADAMTS-13 en période de rémission est
un facteur de risque de rechute du PTTa et qu’un niveau d’anti-ADAMTS-13 élevé est
associé a un mauvais pronostic. Concernant la méthode ELISA pour détecter les
anti-ADAMTS-13, le groupe souligne qu’en plus des IgG, I'analyse des IgM et des IgA
peut étre pertinente. Il est aussi mentionné que 5 % a 10 % des individus sains ont des
anti-ADAMTS-13 et que I'essai utilisé doit étre validé de fagon appropriée et inclure des
témoins ayant des concentrations basses, moyennes et élevées.

Groupe de travail international sur le syndrome hémolytique et urémique (SHU)

Selon le groupe international d’experts sur le SHU, les analyses d’ADAMTS-13
(détermination de I'activité et dosage des anti-ADAMTS-13) devraient servir de
diagnostic différentiel et étre réalisées afin d’exclure le PTT chez des patients avec
suspicion de SHU atypique [Loirat et al., 2016].

Lignes directrices de la British Society for Hematology

Selon la British Society for Hematology, un dosage des anticorps anti-ADAMTS-13
devrait étre réalisé sur des échantillons de plasma prélevés avant l'initiation d’un
traitement d’échange de plasma devant un cas soupconné de PTT [Scully et al., 2012].
Cette analyse doit étre faite conjointement a une analyse d’activité ADAMTS-13.

16 . -
Information transmise par D'® Jeannine Kassis, interniste et hématologue, CIUSSS Est MTL — Hopital
Maisonneuve-Rosemont (15 juin 2017).
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9 RECOMMANDATION DE L’INESSS
Dosage des anti-ADAMTS-13

La recommandation de I'INESSS
|X| Introduction de I'analyse dans le Répertoire

|:| Refus d’introduction de I'analyse dans le Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v" Les membres du comité reconnaissent la pertinence clinique de I'analyse au regard des
données publiées et présentées en appui.

v" Le comité recommande une introduction conditionnelle a la transmission de données de
validation de I'analyse.
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ANNEXE A : Vvariation intra-essai (données fournies par le demandeur)

Dilution
F3 H2 6400
F4 H3 3200
F5 H4 1600
F& H5 800
CTL POS CTL POS CTL POS CTL POS CTL POS CTL POS CTL POS CTL POS CTL POS CTL POS
F7 H7 400
F21 HE& 200
CTL POS CTL POS 100
Blanc Blanc 50
Données
0116 0116 0.089 0.088 0.088 0.09 0.089 0.088 0.087 0.083 0.087 0.089
0.087 0.094 0.106 0.106 0.107 0.106 0.105 0107 0.107 0.099 0107 0112
0.091 0.138 0.135 0.134 0.136 0.133 0.134 0.134 0.133 013 0133 0.134
0121 0.097 0.175 0.175 0178 0173 0177 0176 0174 0.166 0171 0177
0.156 0.11
0112 0.096
0.078 0.067
0.0725

Remarques

Le titre d'anticorps correspond & la réciproque de la derniére dilution donnant une Abs492 nm supérieure
4 la moyenne de I'Abs492 nm des plasmas normaux + 3 déviations standard (valeur en rouge dans les
données obtenues). Une variation correspondant a un saut de titre (exemple: de 44 2 ou de 43 8) est
tolérée.

Le contréle positif utilisé pour la validation intra plaque n'est pas le méme que celui utilisé pour la
validation inter plaques (il s'agit de plasmas provenant de patients différents).
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ANNEXE B : Variation inter-essai (données fournies par le
demandeur)

données - blanc Ezzai 1

Layout Flasmas normaux PN

0.132 Moyenne + 350 0.202

données-blanc Essai 2

données-blanc

Moyennes des PN
0.1
0.161 0.159
0.21 0.034
0.155| Moyenne + 35D 0.261 0.316 Moyenne + 350 0.421
0.144
0.114

données-blanc données-blanc

Moyennes des PN

0.082

0.111 0.110
0.17 0.047
0.153] Moyenne + 350 0.250 0.085 Moyenne + 350 0.117
0.073 0.061
0.061 0.0:47
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données-blanc
Plasmas normaux (PN

0.067
0.105
0.073]

donnees-blanc Essai 7 donnees-blanc

donneées-blanc données-blanc

0.115 Moyenne + 350 0.172 0.185
0.051 0.135
0.061 0.115

24

Essai 6

Moyenne + 350 0.126

Essai 8

Essai 10

Moyenne + 350 0.239
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