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1. Indicaciones

El disco reactivo Metytle Plus CRP de Piccolo®, usado con el analizador quimico Piccolo Xpress®, esta disefiado para ser
usado para la determinacion cuantitativa in-vitro de proteina ¢ reactiva (CRP), cloruro, creatina quinasa, creatinina, glucosa,
potasio, sodio, didxido de carbono total y nitrégeno ureico (BUN) en sangre entera tratada con heparina-litio, plasma tratado
con heparina litio o suero, en un ambito de laboratorio clinico o una ubicacion point-of-care. EI método Abaxis CRP no esta
ideado para la medicion de CRP de alta sensibilidad.

2. Resumen y explicacion de las pruebas

El disco reactivo MetLyte Plus CRP de Piccolo y el analizador quimico xpress constituyen un sistema diagndstico in vitro que
ayuda al médico en el diagnostico de las siguientes enfermedades:

Proteina C reactiva (CRP): Infeccion, dafio tisular y trastornos inflamatorios.

Cloruro: Deshidratacion, diarrea y vémitos prolongados, tubulopatia renal, hiperparatiroidismo,
guemaduras, nefropatias perdedoras de sal, sobrehidratacion y tratamiento con tiazidas.

Creatina quinasa: Infarto de miocardio, distrofia muscular progresiva, dermatomiositis, rabdomiolisis

debida a ingestion de farmacos, hiperosmolalidad, enfermedad autoinmune, delirium
tremens, convulsiones, sindrome de Crush, hipotiroidismo, cirugia, ejercicio fisico
severo, inyeccion intramuscular, inactividad fisica, reduccion en la masa muscular.

Creatinina: Enfermedad renal y control de dialisis renal.

Glucosa: Alteraciones del metabolismo de carbohidratos, incluida la diabetes mellitus e
hipoglucemia del adulto y juvenil.

Potasio: Enfermedad glomerular o tubular renal, insuficiencia adrenocortical, cetoacidosis

diabética, tratamiento excesivo con potasio endovenoso, sepsis, panhipopituitarismo,
hemodlisis in vitro, hiperaldosteronismo, malnutricién, hiperinsulinismo, alcalosis
metabdlica y pérdida gastrointestinal.

Sodio: Deshidratacion, diabetes insipida, pérdida de liquidos gastrointestinales hipoténicos,
intoxicacion por sal, disminucidn selectiva de la sensacién de sed, pérdidas cutaneas,
guemaduras, sudoracién, hiperaldosteronismo, alteraciones del SNC, hiponatremia por
dilucién, por deplecién y por delirio, y sindrome de secrecion inadecuada de HAD.

Dioxido de carbono total: Alcalosis y acidosis metabdlica primarias, y alcalosis y acidosis respiratoria primarias.
Nitrogeno ureico sanguineo Enfermedades renales y metabolicas.
(BUN):

Al igual que con cualquier procedimiento diagnostico de prueba, hay que considerar todos los procedimientos de
prueba restantes, incluido el estado clinico del paciente, antes del diagnostico final.

3. Principio del procedimiento
Proteina C reactiva (CRP):

Las pruebas originales para cuantificar la CRP se realizaron principalmente con fines de investigacion y basandose en la
metodologia ELISA.! Mas recientemente, se han utilizado métodos inmunonefelométricos mejorados con latex.? No obstante;
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esto requiere un nefelometro para medir la dispersion de la luz. Se han disefiado varias pruebas inmunoturbidimétricas e
inmunoluminométricas automatizadas que se pueden llevar a cabo con analizadores quimicos clinicos convencionales.®

El método utilizado por Abaxis es un inmunoensayo turbidimétrico de aglutinacion con latex. La muestra se mezcla con una
suspension de anticuerpos monoclonales de CRP antihumanos de raton fijada al latex. La CRP en la muestra se une a las
particulas de latex-anticuerpo y se aglutina creando turbidez. La dispersion de la luz de la turbidez se utiliza como medida de
CRP. La turbidez se mide como un cambio en la absorbancia a 630 nm. Este cambio en la absorbancia es directamente
proporcional a la actividad de la CRP en la muestra.

Particulas de latex anti-CRP + CRP ——— Particulas de latex anti-CRP-CRP aglutinadas

Cloruro (CL")

El método se basa en la determinacion de la activacion, dependiente del cloruro, de la actividad de la a-amilasa. La a-amilasa
desactivada se reactiva al afiadir el ion cloruro, permitiendo que el calcio se vuelva a asociar con la enzima. La reactivacion de
la a-amilasa es proporcional a la concentracién de iones de cloruro en la muestra. La a-amilasa reactivada convierte el
substrato, 2-cloro-4-nitrofenil-a-D-maltotriosido (CNPG3) en 2-cloro-4-nitrofenol (CNP) que produce color y una a-
maltotriosa (G3). La reaccion se mide biocroméaticamente y el aumento en la absorbancia es directamente proporcional a la
actividad de la a-amilasa reactivada y la concentracion de idn cloruro en la muestra.

o-Amilasa
CNPG3 » CNP + G3

Cl-, ca*

Creatina quinasa (CK)

La creatina quinasa cataliza la fosforilacion reversible de la creatina por la adenosina trifosfato (ATP). La reaccion de
fosforilacion se favorece por las condiciones alcalinas (6ptimo a pH 9,0) y la reaccion de desfosforilacion es favorecida por las
condiciones acidas (6ptimo a pH 6,5 a 37 °C). Los primeros métodos de medicion de la CK se basaron en la “reaccion
anterégrada” con creatina fosfato y adenosina difosfato (ADP) como los productos.>®7 La sensibilidad de estas pruebas se
demostr6 que era baja debido a problemas con interferencias. El procedimiento de eleccion utiliza la “reaccion inversa”
juntamente con una reaccion que produce NADPH, que se relaciona de manera directa con los niveles de CK.8210

El procedimiento de medicion CK usado por Abaxis es una version modificada del método de la Federacién Internacional de
Quimica Clinica (International Federation of Clinical Chemistry, IFCC).!! Las modificaciones principales son la fraccion de
volumen de la muestra, el amortiguador y la temperatura. Se agregd n-acetilo cisteina (NAC) para reactivar la CK*2, Se usé
magnesio como factor para la CK y la hexoquinasa. Se agregé EDTA como estabilizador NAC y para la eliminacion de varios
cationes, como el calcio y el hierro, que inhiben a la CK. También se agregaron P, P°-di (adenosina-5’) penta fosfato y
adenosina monofosfato (AMP) para inhibir la adenilato quinasa, otra enzima de musculo esquelético y eritrocitos que reacciona
con los sustratos utilizados para medir la CK.

La creatina quinasa cataliza la formacion de creatina y ATP a partir de creatina fosfato y ADP a pH 6,7. Con hexoquinasa como
catalizador, ATP reacciona con D-glucosa para formar ADP y d-glucosa-6-fosfato (G-6-P), que reacciona con nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADP) en presencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) para producir G-6-P y NADPH.

CK
Creatina fosfato + ADP ——» Creatina + ATP
Mg?*
Hexoquinasa
ATP + D-glucosa » ADP + G-6-P
G-6-PDH
G-6-P + NADP » 6-fosfogluconato + NADPH + H*

La formacion de NADPH se mide como cambio en la absorbancia a 340 nm en relacién con 405 nm. Este cambio en la
absorbancia es directamente proporcional a la actividad de la creatina quinasa en la muestra.

Creatinina (CRE)

El método Jaffe, presentado en 1886, sigue siendo el método usado con mayor frecuencia para la determinacion de los niveles de
creatinina en la sangre. EI método de referencia actual combina el uso de tierra de fuller (floridina) con la técnica de Jaffe para
aumentar la especificidad de la reaccion.t® Se desarrollaron métodos enzimaticos que son mas especificos para la creatinina que
las distintas modificaciones de la técnica de Jaffe.’>167 Los métodos que utilizan la enzima creatinina amidohidrolasa eliminan los
problemas de la interferencia del i6n amoniaco que se encuentra en las técnicas que usan la creatinina iminohidrolasa.®
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Creatina amidinohidrolasa
Creatinina + H.0 » Creatina

Creatina amidinohidrolasa
Creatina + H,0 » Sarcosina + Urea

Sarcosina oxidasa
Sarcosina + H,0 + O, » Glicina + formaldehido + H,O,

Peroxidasa
H>0, + TBHBA + 4-AAP ———  » Colorante rojo de quinoneimina + H,O

Se utilizan dos cubetas para determinar la concentracion de creatinina en la muestra. La creatina endégena se mide en la cubeta
de referencia, que es restada de la creatina endégena combinada y la creatina formada a partir de las reacciones enzimaticas en
la cubeta de prueba. Una vez eliminada la creatina enddgena de los calculos, la concentracion de creatinina es proporcional a la
intensidad del color rojo producido. El criterio de valoracién del fin de la reaccidn se mide como la diferencia en la absorbancia
entre 550 nm y 600 nm.

eGFR (calculada)

La creatinina sérica se mide de forma rutinaria como indicador de la funcion renal. Debido a que la edad, el sexo y la raza
influyen en las concentraciones de creatinina, no es posible detectar la nefropatia crénica (NC) tan solo mediante la creatinina
sérica. Asi pues, el National Kidney Disease Education Program (Programa Nacional de Educacidn sobre la Nefropatia)
recomienda encarecidamente que los laboratorios informen de forma rutinaria de la tasa de filtracién glomerular estimada
(eGFR) cuando se mida la creatinina sérica en los pacientes mayores de 18 afios. La comunicacion de forma rutinaria de la
eGFR junto con todas las determinaciones de creatinina sérica permite a los laboratorios ayudar a identificar a los individuos
con funcién renal reducida y contribuye a facilitar la deteccién de la NC. Los valores calculados de la eGFR <60 mL/min
generalmente estan asociados con un mayor riesgo de resultados adversos de la NC.

Piccolo calcula la eGFR usando la edad, el sexo y la raza del paciente. El método de Piccolo para la creatinina es comparable
con el método de referencia para la creatinina IDMS, de forma que se puede utilizar la siguiente forma de la ecuacion MDRD
para el calculo de la eGFR.

GFR (mL/min/1,73 m?) = 175 x (Ser) 1% x (edad)02% x (0,742 si es mujer) x (1,212 si es afroamericano)

Glucosa (GLU)

Las primeras mediciones de la concentracion de glucosa fueron realizadas mediante métodos de reduccion del cobre (como
Folin-Wu'®y Somogyi-Nelson?*2?), La falta de especificidad en las técnicas de reduccién del cobre llevé al desarrollo de
procedimientos cuantitativos con las enzimas hexoquinasa y glucosa oxidasa. La prueba de la glucosa incorporada en el disco
reactivo MetLyte Plus CRP es una versién modificada del método de la hexoquinasa, que se propuso como la base para el
método de referencia de la glucosa.?

La reaccién de glucosa con adenosina trifosfato (ATP), catalizada por hexoquinasa (HK), resulta en glucosa-6-fosfato (G-6-P)
y adenosina difosfato (ADP). La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) cataliza la reaccion de G-6-P en
6-fosfogluconato y la reduccion de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) a NADH.

Hexoquinasa
Glucosa + ATP » G-6-P + ADP

G-6-PDH
G-6-P + NAD* » 6-fosfogluconato + NADH + H*

Potasio (K*)

Se han desarrollado métodos espectrofotométricos que permiten la medicion de la concentracién del potasio con
instrumentacidn estandar de quimica clinica. El método enzimatico Abaxis se basa en la activacion de la piruvato quinasa con
potasio, y muestra una linealidad excelente y una susceptibilidad despreciable a las sustancias enddgenas.?®242° La interferencia
de los iones sodio y amonio se reduce al minimo al afiadir Kryptofix y glutamina sintetasa, respectivamente.?

En la reaccion de acoplamiento de enzimas, la piruvatoquinasa (PK) desfosforila al fosfoenolpiruvato (PEP) para formar
piruvato. La lactatodeshidrogenasa (LDH) cataliza la conversion de piruvato a lactato. Al mismo tiempo, NADH se oxida a
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NAD". El rango de cambio en la diferencia de absorbancia entre 340 y 405 nm se debe a la conversion de NADH en NAD*y
es directamente proporcional a la cantidad de potasio en la muestra.

K*, PK
ADP + PEP » Piruvato + ATP

LDH
Piruvato + NADH + H* » |actato + NAD*

Sodio (NA™)

Se han desarrollado métodos colorimétricos y enzimaticos que permiten la medicion de la concentracion de sodio mediante
instrumentacion quimica clinica estandar.?62728 En la reaccion enzimatica de Abaxis, la B-galactosidasa es activada por el sodio
presente en la muestra. La enzima activada cataliza la reaccion de o-nitrofenilo-p-D-galactopiranosida (ONPG) a o-nitrofenol
y galactosa.

Na*
ONPG » o-Nitrofenol + Galactosa
B-Galactosidasa

Dioxido de carbono total (tCOz2)

El diéxido de carbono total en suero o en plasma existe como dioxido de carbono disuelto, derivados carbaminos de las proteinas,
iones de bicarbonato y carbonato, y acido carboénico. El didxido de carbono total puede ser medido por el indicador pH, el electrodo
CO, y métodos enzimaticos espectrofotométricos, todos los cuales producen resultados exactos y precisos.?>%° El método
enzimatico es apropiado para usar con un analizador quimico sanguineo de rutina sin complejidad adicional para el proceso.

En el método enzimético, la muestra primero se hace alcalina para convertir todas las formas de diéxido de carbono (CO>) a
bicarbonato (HCOy). El fosfoenolpiruvato (PEP) y el HCOs reaccionan para formar oxaloacetato y fosfato en presencia de
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC). La malato deshidrogenasa (MDH) cataliza la reaccion de oxaloacetato y nicotinamida
adenina dinucle6tido reducida (NADH) a NAD* y malato. La velocidad del cambio en la absorbancia debido a la conversion de
NADH en NAD" es directamente proporcional a la cantidad de tCO- en la muestra.

PEPC
PEP + HCOgzs » Oxaloacetato + fosfato

MDH
Oxaloacetato + NADH + HY ——» NAD* + Malato

Nitrégeno ureico sanguineo (BUN)

La urea puede ser medida tanto directa como indirectamente. La reacion de diacetil monoxima, el inico método directo para
medir la urea, se utiliza con frecuencia, pero emplea reactivos peligrosos.® Los métodos indirectos miden amoniaco creado a
partir de la urea; el uso de la enzima ureasa aumentd la especificidad de estas pruebas.*? El amoniaco es cuantificado por una
variedad de métodos, incluida la nesslerizacién (valoracion é&cida), la técnica de Berthelot.**** y reacciones enzimaticas
acopladas.®3% Sin embargo, los procedimientos de Berthelot catalizados son erraticos cuando se mide el amoniaco.%” Las
reacciones de enzimas acopladas son rapidas, tienen una elevada especificidad por el amoniaco y son usadas con frecuencia.
Una de estas reacciones fue propuesta como un posible método de referencia.®®

En la reaccion de acoplamiento de enzimas, la ureasa hidroliza la urea en amoniaco y diéxido de carbono. Al combinarse el
amoniaco con o-cetoglutarato y nicotinamida adenina dinucleétido reducida (NADH), la enzima glutamato deshidrogenasa
(GLDH) oxida la NADH en NAD+.
Ureasa
Urea + HLO ————  » 2NH3; + CO;

GLDH
NH3 + a-Oxoglutarato + NADH ——» L-Glutamato + H,O + NAD*

El indice de cambio de la diferencia de absorbancia entre 340 nm y 405 nm se debe a la conversion de NADH en NAD* y es
directamente proporcional a la cantidad de urea en la muestra.
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4. Principios de la operacion

Consulte el Manual del usuario del analizador quimico Piccolo Xpress para obtener informacion sobre los principios y
limitaciones del procedimiento.

5. Descripcion de los reactivos

Reactivos

Cada disco reactivo MetLyte Plus CRP de Piccolo contiene soportes solidos reactivos especificos para pruebas secas (descritos
a continuacion). Se incluye un reactivo de referencia de muestra seco (compuesto de amortiguador, surfactantes, excipientes y
estabilizantes) en cada disco para usar en el calculo de las concentraciones de proteina ¢ reactiva (CRP), cloruro (CL"), creatina
quinasa (CK), glucosa (GLU), potasio (K+), sodio (NA+), diéxido de carbono total (tCO2) y nitrégeno ureico sanguineao
(BUN). En el disco se incluye una muestra de referencia dedicada para calcular la concentracion de creatinina (CRE). Cada
disco contiene un diluyente que consta de surfactantes y estabilizantes.

Tabla 1: Reactivos

Componente Cantidad/Disco
2, 4, 6-Tribomo-3-4cido hidroxibenzoico (TBHBA) 188 ug
2-cloro-4-nitrofenil-oa-D-maltotriosida (CNPG3) 52,5 ug
4,7,13,16,21-Pentaoxa-1,10-diazabiciclo[8.8.5]trisocosano (Kryptofix 221) 84 ug
4-Aminoantipirina clorhidrato 13 ug
Adenosina-5’-difosfato 38 ug
Adenosina-5’-monofosfato 33 ug
Adenosina-5’-trifosfato 11 g
Amilasa 0,0357 U
Latex recubierto de CRP antihumano (rat6n) 67,2 ug
CRP antihumano (cabra) 0,3 ug
Ascorbato oxidasa (Cucurbita ssp.) 0,3U
Acetato de calcio 25,2 ug
Acido citrico, sal trisddica 567 ug
Creatina amidinohidrolasa (Actinobacillus spp.) 3U
Creatina fosfato 122 ug
Creatinina amidohidrolasa (Pseudomonas spp.) 1U
Etilenglicol-bis (B-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-&cido tetra-acético (EGTA) 4 ug
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 191,1 pg
Glucosa 58 ug
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (levadura) 0,1U
Glutamato deshidrogenasa 0,1U
Glutamina sintetasa 02U
Hexoquinasa (levadura) 02U
Imidazol 26 ug
Lactato deshidrogenasa (corazén de pollo) 0,3U
Acetato de magnesio 60 ug
Sulfato de magnesio 29 ug
Malato deshidrogenasa (corazon porcino) 0,1U
N-Acetil cisteina 60 g
o-Nitrofenil-R-D galactopiranosida (ONPG) 22 ug
P1, P5di (adenosina-5’) pentafosfato 0,2 pg
Peroxidasa (rabano) 1U
Fosfoenolpiruvato 23 ug
Fosfoenolpiruvato carboxilasa 0,001 U
Ferrocianuro de potasio 0,4 ug
Piruvato quinasa 0,01U
Sarcosina oxidasa (microorganismos) 1U
B-Nicotinamida adenina dinucleétido, (NAD) 20 ug
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Tabla 1: Reactivos (continuacion)

Componente Cantidad/Disco
B-Nicotinamida adenina dinucleétido, reducida (NADH) 28 ug
R-Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP) 101 pg
Ureasa (haba blanca) 0,05 U
Acido o-cetoglutarico 19 pg
R-Galactosidasa 0,005U

Amortiguadores, surfactantes, excipientes y conservantes

Advertencias y precauciones
e  Para uso diagnostico in vitro.

e El envase del diluyente del disco reactivo se abre automaticamente cuando se cierra el cajon del analizador. No puede
reutilizarse un disco con un envase de diluyente abierto. Asegurese de que la muestra o la prueba esté colocada en el disco
antes de cerrar el cajon.

e Los discos de reactivo usados contienen liquidos del cuerpo humano. Siga las buenas préacticas de seguridad en el
laboratorio cuando manipule y deseche los discos usados.*® Consulte el Manual del usuario del analizador quimico Piccolo
Xpress para obtener instrucciones sobre la limpieza de derrames que presentan riesgo biolégico.

e El reactivo en soporte s6lido puede contener sustancias acidas o causticas. El usuario no entra en contacto con el reactivo
en soporte solido si sigue los procedimientos recomendados. En el caso de que se manipule el reactivo en soporte sélido
(por ejemplo, limpieza tras caerse y romperse un disco de reactivo) se debe evitar la ingestion, el contacto con la piel y la
inhalacion del mismo.

Instrucciones para la manipulacion de los reactivos

Los discos de reactivo pueden usarse inmediatamente después de retirarse del refrigerador, sin calentarlos previamente. No
permita que los discos sellados en sus bolsas de aluminio permanezcan a temperatura ambiente mas de 48 horas antes del uso.
Abra la bolsa de aluminio sellada, retire el disco y use de acuerdo con las instrucciones del Manual del usuario del analizador
quimico Piccolo Xpress. Deseche los discos no usados transcurridos 20 minutos de la apertura de la bolsa.

Almacenamiento

Almacene los discos de reactivo en sus bolsas selladas a 2-8 °C (36-46 °F). No exponga los discos abiertos o sin abrir a la luz
solar directa 0 a temperaturas superiores a los 32 °C (90 °F). Los discos de reactivo pueden ser usados hasta la fecha de
caducidad indicada en el paquete. La fecha de caducidad también aparece codificada en el cddigo de barras impreso en el anillo
del codigo de barras. Si los reactivos han caducado, aparecerd un mensaje de error en la pantalla del analizador quimico
Piccolo Xpress.

Indicaciones de inestabilidad/deterioro del disco reactivo.

Una bolsa rasgada o rota puede permitir que la humedad llegue al disco sin usar y afecte de manera negativa la eficacia del
reactivo. No use discos de bolsas dafiadas.

6. Instrumento
Consulte el Manual del usuario del analizador quimico Piccolo Xpress para recibir informacién completa sobre el uso del analizador.
7. Obtencion y preparacion de las muestras

En la seccion “Obtencion de muestras” del manual del operador del analizador quimico Piccolo Xpress se describen las
técnicas para la obtencion de las muestras.

e El tamafio minimo de muestra requerido es ~100 pL de sangre entera tratada con heparina-litio, plasma tratado con heparina-
litio, suero o material de control. La cdmara de muestra del disco reactivo puede contener hasta 120 pL de muestra.

e Las muestras de sangre entera obtenidas por venopuncion deben ser homogeneizadas antes de transferir una muestra al
disco reactivo. Invierta suavemente el tubo de recoleccion varias veces antes de transferir la muestra. No agite el tubo para
obtencion de muestras; esto puede causar hemolisis.

e Las muestras de sangre entera deben obtenerse por venopuncion, no de la sangre capilar.
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e Lahemolisis puede provocar resultados erroneamente elevados en las pruebas de potasio. Este problema puede pasar
desapercibido cuando se analiza sangre entera (la liberacion de potasio de apenas 0,5 % de los eritrocitos puede provocar
aumentos en el nivel sérico del potasio de 0,5 mmol/l). Ademas, incluso las muestras no hemolizadas que no se procesan
con prontitud pueden tener mayores niveles de potasio debido a la filtracion de potasio intracelular.*

e Las muestras de sangre entera obtenidas por venopuncién se deben analizar dentro de los 60 minutos posteriores a la
extraccion.*! Las concentraciones de glucosa se ven afectadas por el tiempo transcurrido desde que el paciente ingirié
alimentos y el tipo de muestra obtenida de él. Para determinar los resultados de glucosa con precision, deben obtenerse
muestras de un paciente que haya ayunado por lo menos, durante 12 horas. Las concentraciones de glucosa disminuyen
aproximadamente 5-12 mg/dl por hora en muestras no centrifugadas almacenadas a temperatura ambiente.*?

e Larefrigeracion de muestras de sangre entera puede provocar cambios significativos en las concentraciones de creatinina
y glucosa.®® La muestra puede separarse en plasma y suero, y almacenarse en tubos de ensayo con tapa a 2-8 °C (36-46 °F)
si la muestra no se analiza dentro de los 60 minutos.

e Para las muestras de sangre o plasma use s6lo tubos de recoleccion de muestras tratados con heparina litio (tap6n verde).
Para las muestras de suero use tubos para obtencion de muestras sin aditivo (tapon rojo) o tubos separadores de suero
(tapon rojo o rojo/negro).

e Laconcentracion de didxido de carbono total es determinada con mayor precisién cuando la prueba se lleva a cabo
inmediatamente después de abrir el tubo y lo méas pronto posible después de la obtencion y procesado de la sangre en el tubo
cerrado. El aire contiene mucho menos diéxido de carbono que el plasma, y el diéxido de carbono gaseoso disuelto escapara
de la muestra al aire, con la reduccidn resultante en el valor del diéxido de carbono de hasta 6 mmol/l en el curso de 1 hora.*

e Comience la prueba en los 10 minutos siguientes a la transferencia de la muestra al disco reactivo.
8. Procedimiento

Materiales suministrados
o Disco reactivo MetLyte Plus CRP de Piccolo PN: 400-1034 (una caja de discos PN 400-0034)

Materiales necesarios pero no suministrados

¢ Analizador quimico Piccolo Xpress

e Con cada analizador quimico Piccolo Xpress se suministran pipetas de transferencia de muestras (volumen fijo de
aproximadamente 100 pl) y puntas, y pueden solicitarse repuestos a Abaxis.

e Reactivos de control disponibles comercialmente recomendados por Abaxis (pdngase en contacto con el Servicio Técnico
de Abaxis para solicitar materiales de control homologados y valores de referencia).

e  Crondmetro

Parametros de prueba

El analizador quimico Piccolo Xpress opera a temperaturas ambientes entre 15 °C y 32 °C (59-90 °F). El tiempo de andlisis
para cada disco reactivo MetLyte Plus CRP de Piccolo es inferior a 14 minutos. El analizador mantiene el disco reactivo a una
temperatura de 37 °C (98,6 °F) durante el intervalo de medicidn.

Procedimiento de prueba
La recoleccién completa de la muestra y los procedimientos paso por paso se detallan en el Manual del usuario del analizador
quimico Piccolo Xpress.

Calibracion

El analizador quimico Piccolo Xpress es calibrado por el fabricante antes de ser enviado. El codigo de barras impreso en el
anillo del cadigo de barras proporciona al analizador los datos de calibracion especificos del disco. Ver el Manual del operador
del analizador quimico Piccolo Xpress.

Control de calidad
Consulte el Manual del usuario del analizador quimico Piccolo Xpress para obtener informacion mas detallada sobre la
realizacion, registro, interpretacion y extrapolacion de los resultados de control.

9. Resultados
El analizador quimico Piccolo Xpress calcula automaticamente e imprime las concentraciones de analitos en la muestra. Los

detalles de los calculos del criterio de valoracion y velocidad de la reaccidn se encuentran en el Manual del usuario del
analizador quimico Piccolo Xpress.
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En el Manual del usuario se detalla también la interpretacidn de los resultados, los cuales se imprimen en tarjetas de resultados
proporcionadas por Abaxis. La parte posterior de las tarjetas de resultados es adhesiva para facilitar su colocacion en los
archivos del paciente.

10. Limitaciones del procedimiento

Las limitaciones generales del procedimiento se detallan en el Manual del usuario del analizador quimico Piccolo Xpress.

El Unico anticoagulante recomendado para uso con el sistema quimico Piccolo Xpress es heparina-litio. Abaxis realizo
estudios demostrando que el EDTA, fluoruro, oxalato y cualquier anticoagulante que contenga iones de amoniaco
interferira con por lo menos un reactivo contenido en el disco reactivo MetLyte Plus CRP de Piccolo.

Las muestras con hematocritos que superan el 62-65% del volumen concentrado de eritrocitos (una fraccion de volumen de
0,62-0,65) pueden dar resultados falsos. Las muestras con un hematocrito elevado pueden ser analizadas como hemolizadas.
Estas muestras pueden ser centrifugadas para obtener plasma y luego realizar la prueba con un nuevo disco reactivo.

La CRP es una proteina de “fase aguda” y se eleva de forma no especifica en respuesta a la inflamacion. La variacion
intraindividual de la proteina c reactiva es significativa (30 a 60%) y debe tomarse en cuenta al interpretar valores.! Puede ser
necesario realizar mediciones en serie para estimar la media real de la proteina c reactiva en cualquier individuo concreto.

Los anticuerpos HAMA (anticuerpos antirraton humanos) hasta 115 ng/mL no causan interferencia. Las muestras de pacientes
que han recibido preparados de anticuerpos monoclonales de raton para diagnéstico o terapia pueden contener HAMA.

El factor reumatoide hasta una concentracién de 644 U/mL no causa interferencia.
En este ensayo no se observé un efecto prozona (hook effect) a concentraciones de CRP de hasta 1.000 /Img/I.

Todo resultado para una prueba particular que supere los valores del analisis debera analizarse por otro método de
prueba homologada o ser enviado a un laboratorio de referencia. No diluya la muestra ni vuelva a analizarla en el
analizador quimico Piccolo Xpress.

Advertencia: Pruebas exhaustivas del sistema quimico Piccolo Xpress han demostrado que, en casos muy raros, la
muestra aplicada al disco reactivo podria no fluir con facilidad a la cAmara de la muestra. Debido al flujo
irregular, puede analizarse una cantidad inadecuada de muestra y los resultados obtenidos pueden quedar
fuera de los valores de referencia. La muestra puede volverse a analizar con un nuevo disco reactivo.

Interferencia
Se probaron sustancias como factores de interferencia con los analitos. Se prepararon mezclas de suero humano. La
concentracion a la cual se probo cada obstaculo potencial se basé en los niveles de prueba en CLSI EP7-A.%

Efectos de las sustancias enddgenas

Los factores de interferencia fisioldgicos (hemélisis, ictericia y lipidemia) provocan cambios en las concentraciones
analizadas de algunos analitos. Los indices de la muestra son impresos en la base de cada tarjeta de resultados para
informar al usuario sobre los niveles de factores de interferencia presentes en cada muestra.

El sistema quimico Piccolo Xpress suprime cualquier resultado que sea afectado por més del 10% de interferencia por
hemodlisis, lipidemia o ictericia. En lugar del resultado, la tarjeta tendra impreso “HEM”, “LIP” o “ICT”, respectivamente.

Los niveles de amilasa muy elevados (>9.000 U/I) tendran un efecto significativo, superior al 10% de aumento, sobre el
resultado del cloruro. El sistema Piccolo no evalda la concentracion de amilasa de cada muestra.

Para el método CRP, los niveles de sustancias endégenas que disparan las supresiones de HEM, LIP o ICT son de
750 mg/dl para hemoglobina, 750 mg/dl para lipidemia y 35 mg/dl para bilirrubina.

La prueba de potasio en el sistema Piccolo es una prueba de acoplamiento de piruvato quinasa (PK) / lactatodeshidrogenasa
(LDH). Por consigueinte, en casos de trauma muscular extremo o niveles muy elevados de creatina quinasa (CK), el
sistema Piccolo puede recuperar un valor de potasio (K+) falsamente elevado. En tales casos, serd necesario confirmar los
resultados de potasio inesperadamente elevados utilizando otra metodologia.

Péngase en contacto con el Servicio Técnico de Abaxis para obtener informacién acerca de los niveles maximos de
sustancias endégenas.
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Efectos de las sustancias exdgenas y terapéuticas

Se seleccionaron treinta y cinco sustancias exdgenas y terapéuticas como interferentes potenciales para los métodos de prueba
de Abaxis sobre la base de las recomendaciones de Young.*¢ Se define a la interferencia significativa como un desvio superior
al + 10% en el resultado para una muestra en limites normales. Las mezclas de suero humano fueron enriquecidas con
concentraciones conocidas de los farmacos o quimicos, y luego analizadas. Consulte la Tabla 2 para ver una lista de las
sustancias exdgena y terapéuticas evaluadas. Consulte la TABLA 3 para ver una lista de los analitos donde se observé
interferencia.

Tabla 2: Sustancias exdgenas y terapéuticas evaluadas

Concentracion maxima probada

Interferente potencial (mg/dl a menos que se indique lo contrario)

Paracetamol 100
Acetoacetato 102
Acido acetilsalicilico 50
Ampicilina 30
Acido ascorbico 20
Cafeina 10
Cloruro célcico 20
Cefalotina (Keflin) 400
Cloranfenicol 100
Cimetidina 16
Dopamina 19
Epinefrina 1
Eritromicina 10
Glutationa 30
Hidroclorotiazida 7,5
Ibuprofeno 50
Isoniacida 4
a-cetoglutarato 5
Cetoprofen 50
L-dopa 5
Lidocaina 1
Lactato de litio 84
Meticilina 100
Metotrexato 0,5
Metronidazol 5
Nafcilina 1
Nitrofurantoina 20
Oxacilina 1
Oxaloacetato 132
Penicilina G 100
Fenitoina (5,5-Difenilhidantoina) 3
Prolina 4
Piruvato 44
Rifampina 0,5
Acido salicilico 50
Sulfadiazina 150
Sulfanilamida 50
Teofilina 20
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Tabla 3: Las siguientes sustancias mostraron un desvio superior al + 10% en el resultado para una muestra en limites
normales.

Concentracion que % de interferencia®
produce una observado
interferencia superior
al 10%
Proteina C reactiva
Glutationa 30 13% dism.
Isoniacida 4 16% dism.
L-dopa 5 28% dism.
Oxaloacetato 132 57% dism.
Creatina quinasa
Cefalotina 400 43% dism.
Dopamina 15 46% dism.
L-dopa 5 13% dism.
Metotrexato 0,5 16 % dism.
Nitrofurantoina 20 18 % dism.
Creatinina
Acido ascérbico 20 11% dism.
Dopamina 19 80% dism.
L-dopa 5 71% dism.
Epinefrina 1 45% dism.
Glutationa 30 13% dism.
Glucosa
Oxaloacetato 132 11% dism.
Piruvato 44 13% dism.
Potasio
Penicilina G 100 17% aum.
Sulfadiazina 150 12% dism.
Sodio
Cefalotina 400 12% aum.
Metotrexato 0,5 11% aum.
Penicilina G 100 10% aum.
Dioxido de carbono total
Paracetamol 100 11% aum.
Acido ascorbico 20 12% dism.
Cefalotina 400 13 % aum.
Cimetidina 16 19% dism.
Eritromicina 10 21% dism.
Lidocaina 1 23% aum.
Metotrexato 0,5 80% dism.
Nitrofurantoina 20 13 % aum.
Acido salicilico 50 17% dism.
Sulfadiazina 150 25 % dism.

A Dism.= disminucion en la concentracion del analito especificado; Aum. = aumento en la concentracion del analito
especificado

e  Para la prueba de cloruro, el bromuro a niveles toxicos (> 15 mmol/l) puede causar un efecto significativo (>10% de
aumento) sobre el resultado del cloruro. El yoduro a concentraciones muy altas (30 mmol/I, el nivel mas elevado que
se ha probado) no tiene efecto. Los niveles fisiologicos normales de bromuro y yoduro no interfieren en el Sistema de
prueba del cloruro de Piccolo.
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11. Valores esperados

Las muestras de 125 a 150 varones y mujeres adultos se analizaron en el analizador quimico sanguineo de Piccolo y las
muestras de 69 varones y mujeres adultos en el analizador quimico Piccolo Xpress para CRP para determinar los intervalos de
referencia. Los rangos de electrolitos fueron calculados sobre la base del 95% del intervalo de referencia de los valores
combinados (totales) obtenidos de los sujetos de referencia y el rango de la CRP se baso en la transferabilidad demostrada de
los intervalos de referencia para el Beckman.*’ Estos intervalos son proporcionados solamente como guia. Se recomienda que
su consultorio o institucion establezca los rangos normales para su poblacion de pacientes en particular.

Tabla 4: Intervalos de referencia de Piccolo

Analito Unidades comunes  Unidades SI
Proteina C reactiva <7,5mg/l <7,5mgl/l
Cloruro 98-108 mmol/l 98-108 mmol/I
Creatina quinasa (mujer) 30 -190 U/I 30 -190 U/I
Creatina quinasa (varén) 39 -380 U/I 39 -380 U/I
Creatinina 0,6-1,2 mg/dl 53-106 pumol/l
Glucosa 73-118 mg/dl 4,1-6,6 mmol/l
Potasio 3,6-5,1 mmol/l 3,6-5,1 mmol/l
Sodio 128-145 mmol/l 128-145 mmol/I
Diodxido de carbono total 18-33 mmol/Il 18-33 mmol/Il
Nitrogeno ureico sanguineo (BUN)  7-22 mg/dI 2,5-7,9 mmol/l

12. Caracteristicas de eficacia

Linealidad

La quimica para cada analito es lineal a lo largo del intervalo dindmico enumerado a continuacion cuando el analizador
quimico Piccolo Xpress se opera de acuerdo con el procedimiento recomendado (consulte el manual del usuario del analizador
quimico Piccolo Xpress).

Tabla 5: Limites dinAmicos de Piccolo

Analito Unidades comunes Unidades Sl
Proteina C reactiva 5,0-200,0 mg/I 5,0-200,0 mg/I
Cloruro 80-135 mmol/Il 80-135 mmol/Il
Creatina quinasa 5-5.000 U/I 5-5.000 U/I
Creatinina 0,2-20 mg/dl 18-1768 umol/Il
Glucosa 10-700 mg/dl 0,6-38,9 mmol/l
Potasio 1,5-8,5 mmol/l 1,5-8,5 mmol/l
Sodio 110-170 mmol/Il 110-170 mmol/Il
Dioxido de carbono total 5-40 mmol/I 5-40 mmol/I
Nitrégeno ureico sanguineo (BUN)  2-180 mg/dI 0,7-64,3 mmol/l

Si la concentracion del analito es superior al intervalo de medicion (intervalo dindmico), pero inferior al intervalo del sistema,
en la tarjeta impresa se indicaran un signo “>" en el limite superior y un asterisco detras del nlimero, por ejemplo, GLU >700*
U/l. Si es inferior al intervalo dinamico, se imprimira “<” con un asterisco, por ejemplo, GLU <10* U/I. Para valores que
tengan un valor enormemente mas alto que el intervalo de medicion (intervalo del sistema), se imprimira “~~~" en lugar del
resultado. Cada vez que aparezca “~~~" en la tarjeta impresa, recoja una muestra nueva y realice de nuevo la prueba. Si los
resultados de la segunda muestra se vuelven a suprimir, péngase en contacto con el Servicio Técnico de Abaxis.

Sensibilidad

El limite inferior del intervalo informable (dinamico) para cada analito es: proteina ¢ reactiva 5,0 mg/l, cloruro 80 mmol/l;
creatina quinasa 5 U/I, creatinina 0,2 mg/dl (18 pmol/l); glucosa 10 mg/dl (0,6 mmol/l); potasio 1,5 mmol/I; sodio 110 mmol/I;
dioxido de carbono total 5 mmol/l y nitrégeno ureico sanguineo 2,0 mg/dl (0,7 mmol/l).
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Precision
Se condujeron estudios de precision de acuerdo con las recomendaciones*® CLSI EP5-A g con modificaciones sobre la base de
CLSI EP18-A* para dispositivos usados en unidad. Los resultados para la precision intraserial y total se determinaron mediante

dos niveles de materiales de referencia disponibles comercialmente y dos niveles de mezclas de plasma en el caso del potasio.
Los estudios utilizaron multiples instrumentos. Se utilizaron dos lotes de discos reactivos para los electrolitos y uno para la
proteina c reactiva. Las pruebas de creatina quinasa, creatinina, glucosa, sodio y nitrégeno ureico fueron realizadas en un
centro; las de potasio y didxido de carbono total se realizaron en dos centros a lo largo de 20 dias; la prueba de proteina c
reactiva (suero 1, control 1y control 2) y de cloruro se realizaron en dos centros a lo largo de cinco dias. Los sueros 2y 3y los
plasmas 1y 2 de proteina C reactiva se analizaron en un solo centro durante un periodo de cinco dias. Las pruebas de potasio
se llevaron a cabo en un sitio exonerado por la CLIA utilizando tres analizadores, un lote de discos de reactivo y dos

operadores durante cinco dias.

Los resultados de los estudios de precision se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Precision

Analito Tamafio de la muestra Intraserial Total
Proteina C reactiva (mg/l)
Suero 1 N =80
Media 8,3 8,3
DE 0,70 0,81
% VR 8,4 9,8
Suero 2 N =40
Media 8,1 8,1
DE 0,49 0,51
% VR 6,1 6,3
Suero 3 N =40
Media 8,8 8,8
DE 0,54 0,54
% VR 6,2 6,2
Plasma 1 N =40
Media 34,5 34,5
DE 1,04 1,09
% VR 3,0 3,2
Plasma 2 N =40
Media 105,5 105,5
DE 2,06 2,30
% VR 1,9 2,2
Control 1 N =80
Media 33,0 33,0
DE 1,21 2,12
% VR 3,7 6,4
Control 2 N =80
Media 108,0 108,0
DE 1,88 3,14
% VR 1,7 2.9
Cloruro (mmol/l) N =160
Control 1
Media 97,8 97,8
DE 1,63 1,74
% VR 1,7 1,7
Control 2
Media 113,6 113,6
DE 1,97 2,22
% VR 1,7 2,0
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Tabla 6: Precision (continuacion)

Analito Tamafio de la muestra Intraserial Total
Creatina quinasa (U/l) N =120
Control 1
Media 134 134
DE 2,7 2,7
% VR 2,0 2,0
Control 2
Media 526 526
DE 7,7 7,7
% VR 15 1,5
Creatinina (m/dl) N =80
Control 1
Media 11 1,1
DE 0,14 0,14
% VR 12,5 13,1
Control 2
Media 52 52
DE 0,23 0,27
% VR 4,4 52
Glucosa (mg/dl) N =80
Control 1
Media 66 66
DE 0,76 1,03
% VR 1,1 1,6
Control 2
Media 278 278
DE 2,47 3,84
% VR 0,9 1.4
Potasio (mmol/l) N =150
Control 1
Media 3,2 3,2
DE 0,09 0,11
% VR 2,8 3,3
Control 2 N =149
Media 6,2 6,2
DE 0,09 0,10
% VR 1,4 1,7
Mezcla de plasma 1 N =150
Media 3,2 3,2
DE 0,07 0,09
VR 2,3 2,9
Mezcla de plasma 2 N =150
Media 54 54
DE 0,09 0,10
VR 1,6 1,9
Sodio (mmol/l) N =80
Control 1
Media 143,5 143,5
DE 2,28 2,28
% VR 1,6 1,6
Control 2
Media 120,0 120,0
DE 2,13 2,13
% VR 1,8 1,8
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Tabla 6: Precision (continuacion)

Analito Tamafio de la muestra Intraserial Total

Dioxido de carbono

total (mmol/l) N =120
Control 1
Media 21,4 21,4
DE 2,29 2,29
% VR 10,7 10,7
Control 2
Media 10,5 10,5
DE 0,90 0,90
% VR 8,6 8,6
Nitrégeno ureico sanguineo N =80
(mg/dl)
Control 1
Media 19 19
DE 0,35 0,40
% VR 1,9 2,1
Control 2
Media 65 65
DE 1,06 1,18
% VR 1,6 1,8

Precision del potasio en sangre entera

La precisién de la sangre entera se prob6 en un sitio exonerado por la CLIA por dos operadores exonerados por la CLIA. En el
estudio se utilizaron cuatro analizadores Piccolo Xpress con 16 réplicas por muestra para cuatro (4) muestras de sangre entera
fresca con heparina de litio.

Tabla 7: Precision del potasio en sangre entera

Potasio (mmol/l) Tamafio de la muestra Intraserial Total
Sangre entera 1 N =16
Media 3.9 3,9
DE 0,06 0,11
VR 1,6 2,8
Sangre entera 2 N=16
Media 4,0 4,0
DE 0,11 0,14
VR 2,9 3,4
Sangre entera 3 N=16
Media 4,0 4,0
DE 0,11 0,15
VR 2,8 39
Sangre entera 4 N =16
Media 4,0 4,0
DE 0,11 0,13
VR 2,7 34
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Se obtuvieron y analizaron muestras de sangre entera y suero anticoagulados con heparina-litio en el analizador quimico sanguineo
Piccolo y con métodos de comparacién para cloro, creatina quinasa, creatinina, glucosa, potasio, sodio, diéxido de carbono total y
nitrégeno ureico. Las muestras de sangre entera se analizaron con el analizador quimico sanguineo Piccolo en los centros de campo,
y las muestras séricas se analizaron con el analizador quimico sanguineo Piccolo y mediante métodos de comparacion. En algunos
casos, Se usaron muestras muy y poco enriquecidas para cubrir el rango dindmico. Para CRP, se analizaron muestras de plasma
tratado con heparina-litio en el analizador quimico Piccolo Xpress® y con un método de comparacion.

En la tabla 7 se muestran las estadisticas de correlacién representativas.

Tabla 7: Correlacion del analizador quimico sanguineo de Piccolo o el analizador quimico Piccolo Xpress (para CRP) con
métodos de comparacion

Coeficiente de

correlacion  Pendiente  Intercepcion VER Rango de Meétodo q(,a
muestra comparacion
Proteina C reactiva 0,998 0,990 -0,4 4,6 113 5,4-198,6 Beckman
(mg/1)
Cloruro (mmol/l) 0,978 0,982 -1,1 1,84 120 71-118 Vitros 950
Creatina quinasa (U/l) 0,967 1,194 -25 9,05 47 6-813 Cobas Fara®
Creatinina (mg/dl) 0,993 0,926 0,0 0,15 260 0,4-14,7 Paramax®
0,987 0,866 0,1 0,16 107 0,4-7,5 Beckman
Glucosa (mg/dl) 0,987 1,009 -2,8 389 251 72-422 Paramax®
0,997 0,943 1,2 4,69 91 56-646 Beckman
Potasio en sangre 0,984 0,99 0,13 0,10 130 1,3-9,5 Plasma Siemens
entera (mmol/l) VISTA
(laboratorio exonerado)
Potasio en sangre 0,984 0,98 0,12 0,18 178 1,5-8,6 Plasma Siemens
entera (mmol/l) VISTA
(laboratorio
moderadamente
complejo)
0,990 0,98 0,06 0,14 178 1,4-8,5 Suero
Suero de potasio Siemens VISTA
(mmol/l) (laboratorio
moderadamente
complejo)
Sodio (mmol/l) 0,937 0,782 27,7 3,79 113 116-154 Radiometro KNA™ 2
Dioxido de carbono 0,947 0,903 2,4 0,84 60 6-39 Cobas Fara
total (mmol/Il)
Nitrégeno ureico 0,964 0,923 0,5 1,08 251 6-52 Paramax®
sanguineo (mg/dl) 0,983 0,946 0,0 0,66 92 6-38 Beckman

Se debe tener en cuenta que el suero suele dar resultados mas altos de K+ en comparacion con la sangre entera o el plasma por
razones fisiolégicas. La variacion puede fluctuar entre aproximadamente 0,2 y 0,9 mmol/l y depende de varios factores. El
efecto principal depende del niimero de células sanguineas presentes en la muestra del paciente. 8

Tabla 8: Correlacién de tipos de muestras para CRP
Para el método de prueba CRP, el anélisis de regresion de Deming para el tipo de muestra dio los resultados siguientes con n = 21.

EjeY Eje X R? Pendiente  Intercepcion
Plasma tratado con heparina-litio  Sangre entera tratada con heparina-litio 1,000 0,995 0,2

Suero Sangre entera tratada con heparina-litio 0,999 1,005 0,5

Suero Plasma tratado con heparina-litio 0,999 1,010 0,3
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Para CRP no se observaron diferencias significativas entre la sangre entera tratada con heparina-litio, el plasma tratado con

heparina-litio y el suero.

13. Simbolos

Fecha de
caducidad

[Vl

Producto sanitario para
diagnostico in vitro

KN
( |

\(_
No reutilizar

[sN]

Nuamero de serie

PN:
Numero de partes

Cédigo de barras para
el sector sanitario,
(Health Industry Bar
Code, HIBC), forma de
identificacion unificada
para productos
conforme a la UDI.

REF

Numero de
catalogo

HH

Conslultense las
instrucciones de uso

N/

X namero de
dispositivos para
pruebas en el kit

AN

Precaucion

Representante
autorizado en la
Comunidad
Europea

Identificador Unico de
dispositivo, (Unique Device
Identifier, UDI) en formato
legible por humanos y por
maquinas, que se emplea para
identificar los productos
sanitarios para su correcta
distribucién y uso.

LOT
Cadigo de lote

o~

Fabricante

Secuencia de
fabricacién

A

Limite de
temperatura

Ce

Marca CE de conformidad con la
legislacion europea

X

Equipo electrénico: Desechar
correctamente. Equipo
fabricado/comercializado
después del 13 de Agosto de
2005; Indica conformidad con el
Articulo 14(4) de la Normativa
2012/19/EU (WEEE) para la
Unién Europea (EU).
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