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1. Aplicacéo

O Disco de Reagente Piccolo® MetLyte Plus CRP, utilizado com o Analisador Quimico Piccolo Xpress®, destina-se a ser
utilizado para a determinacdo quantitativa in vitro de proteina c reativa (CRP), cloreto, creatina-quinase , creatinina, glicose,
potassio, sodio, didxido de carbono total e azoto ureico no sangue (BUN) em sangue total heparinizado com litio, plasma
heparinizado com litio ou soro em laboratérios clinicos ou locais de prestacdo de cuidados. O método CRP da Abaxis ndo se
destina & medicdo de CRP de elevada sensibilidade.

2. Resumo e explicacao dos testes

O Disco de Reagente MetLyte Plus CRP Piccolo e o Analisador Quimico Piccolo incluem um sistema de diagndstico in vitro
que ajuda o médico no diagndstico das seguintes patologias.

Proteina C reativa (CRP): Infecéo, lesbes em tecidos e disturbios inflamatdrios.

Cloreto: Desidratacdo, diarreia prolongada e vémitos, doenca tubular renal,
hiperparatiroidismo, queimaduras, doencas renais com perda de sal, excesso de
hidratac&o e terapéutica tiazidica.

Creatina quinase: Enfarte do miocéardio, distrofia muscular progressiva, dermatomiosite, rabdomiolise
devido a ingestdo de farmacos, hiperosmolalidade, doenca autoimune, delirium
tremens, convulses, sindrome de Crush, hipotiroidismo, cirurgia, exercicio intenso,
injecdo intramuscular, inatividade fisica, diminuicdo da massa muscular.

Creatinina: Doenca renal e monitorizac¢do de dialise renal.

Glicose: Distarbios do metabolismo dos hidratos de carbono, incluindo diabetes mellitus e
hipoglicemia em jovens e adultos.

Potassio: Doenca renal glomerular ou tubular, insuficiéncia adrenocortical, cetoacidose

diabética, terapéutica com potassio administrado por via intravenosa em excesso,
sépsis, panhipopituitarismo, hemolise in vitro, hiperaldosteronismo, desnutricéo,
hiperinsulinismo, alcalose metabdlica e perda gastrointestinal.

Saédio: Desidratagdo, diabetes insipidus, perda de fluidos gastrointestinais hipoténicos,
intoxicacdo por sal, diminuigdo seletiva da sensacdo de sede, perdas cutaneas,
queimaduras, sudagdo, hiperaldosteronismo, distdrbios do SNC, hiponatremia de
diluicdo, deplecéo e delirio e sindrome de secrecéo inadequada de ADH.

Dio6xido de carbono total: Alcalose e acidose metabolicas primarias e alcalose e acidose respiratdrias primarias.

Azoto ureico no sangue (BUN):  Doengas renais e metabdlicas.

Tal como acontece com qualquer procedimento de teste de diagndstico, todos os outros procedimentos de teste,
incluindo o estado clinico do doente, devem ser considerados antes do diagndstico final.

3. Principio do procedimento

Proteina C reativa (CRP)

Os ensaios originais para a quantificacdo de CRP destinavam-se principalmente a investigacao e baseavam-se na metodologia
ELISA.! Mais recentemente, foram utilizados métodos imunonefelométricos melhorados com latex.? Contudo, este
procedimento requer um nefelémetro para medir a dispersdo de luz. Atualmente, foram desenvolvidos varios ensaios
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imunoturbidimétricos e imunoluminométricos automatizados que podem ser processados em analisadores de quimica clinica
N
convencionais.

O método utilizado pela Abaxis é um ensaio turbidimétrico de aglutinagdo por latex melhorado. A amostra é misturada com uma
suspensao de anticorpo monoclonal de CRP anti-humano de ratinho que € ligada ao latex. A CRP na amostra liga-se as particulas de
latex-anticorpo e aglutina-se criando turvagao A disperséo da luz da turvacdo é utilizada como medida de CRP. A turvagdo é medida
como uma alteragdo na absorvancia a 630 nm. Esta alteracdo de absorvancia é diretamente proporcional 8 CRP na amostra.

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

Cloreto (CL)

O método baseia-se na determinacdo da ativacdo dependente de cloreto da atividade de a-amilase. A o-amilase desativada é
reativada pela adicdo do ido de cloreto, permitindo ao célcio reassociar-se a enzima. A reativacdo da atividade da a-amilase é
proporcional a concentragdo de ides de cloreto na amostra. A a-amilase reativada converte o substrato,
2-cloro-4-nitrofenil-o-D-maltotriésido (CNPG3) em 2-cloro-4-nitrofenol (CNP) produzindo cor e a-maltotriose (G3). A reacdo
€ medida bicromaticamente e 0 aumento em termos de absorvancia é diretamente proporcional a atividade de a-amilase
reativada e a concentracdo de ides de cloreto na amostra.*

a-amilase
CNPG3 »CNP + G3

Cl-, ca*

Creatina quinase (CK)

A creatina quinase catalisa a fosforilagdo reversivel da creatina através de adenosina trifosfato (ATP). A reacdo de fosforilacao
¢ favorecida por condi¢des alcalinas (ideais com pH de 9,0) e a reacdo de defosforilacdo é favorecida por condicGes acidas
(ideais com pH de 6,5 a 37 °C). Os primeiros métodos de medicdo da CK baseavam-se na “reacdo de avango” com o fosfato de
creatina e o difosfato de adenosina (ADP) como produtos.>&” A sensibilidade destes testes demonstrou ser reduzida devido a
problemas com interferéncias. O procedimento preferido utiliza a “reagdo inversa” acoplada com uma reagéo para produzir
NADPH, que esta diretamente relacionado com os niveis de CK.8%10

O procedimento de medic8o da CK utilizado pela Abaxis consiste numa versdo modificada do método da Federacdo Internacional de
Quimica Clinica (International Federation of Clinical Chemistry, IFCC).! As principais modificages consistem na fragdo de volume
da amostra, no tamp3&o e na temperatura. Foi adicionada N-acetilcisteina (NAC) para reativar a CK.*? O magnésio é utilizado como
cofator para CK e hexoquinase. Foi adicionado EDTA como estabilizador para NAC e para a remogao de varios catides, como o célcio
e o ferro, que inibem a CK. Também foram adicionados P?, P5-di (adenosina-5') pentafosfato e monofosfato de adenosina (AMP) para
inibir a adenilato quinase, outra enzima musculo-esquelética e eritrocitaria que reage com os substratos utilizados para medir a CK.

A creatina quinase catalisa a formac&o de creatina e ATP a partir do fosfato de creatina e do ADP com um pH de 6,7. Tendo a
hexoquinase como catalisador, 0 ATP reage com a D-glicose de modo a formar ADP e D-glicose-6-fosfato (G-6-P), que
reagem com o fosfato de nicotinamida adenina dinucledtido (NADP) na presenga de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G-6-PDH) para produzir G-6-P e NADPH.

CK
Fosfato de creatina + ADP ————» Creatina + ATP
Mg?*
Hexoquinase
ATP + D-glicose » ADP + G-6-P
G-6-PDH
G-6-P + NADP » 6-fosfogliconato + NADH + H*

A formagdo de NADPH ¢é medida como uma variagdo na absorvancia a 340 nm relativamente a 405 nm. Esta varia¢do na
absorvancia é diretamente proporcional a atividade da creatina quinase na amostra.

Creatinina (CRE)

O método de Jaffe, introduzido pela primeira vez em 1886, continua a ser um método frequentemente utilizado na determinagao dos
niveis de creatinina no sangue. O método de referéncia atual combina a utilizacdo de terra de Fuller (floridina) com a técnica de Jaffe
para aumentar a especificidade da reaccdo.*>!* Foram desenvolvidos métodos enzimaticos mais especificos para creatinina do que as
varias modificagOes da técnica de Jaffe.!>1%1” Os métodos que utilizam a enzima creatinina amidohidrolase eliminam o problema da
interferéncia de iGes de aménio detetada nas técnicas que utilizam a creatinina iminohidrolase.
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Creatinina amidohidrolase
Creatinina + H,O » Creatina

Creatina amidinohidrolase

Creatina + H.0 Sarcosina + Ureia

v

Sarcosina oxidase
Sarcosina + H,0 + O3 » Glicina + Formaldeido + H,0,

Peroxidase
H,0; + TBHBA + 4-AAP ——— > Corante quinoneimina vermelho + H,O

Sao utilizadas duas cuvetes para determinar a concentracao de creatinina na amostra. A creatina enddgena é medida na cuvete
de branco, que € subtraida da creatina enddgena combinada e da creatina formada a partir das reagfes enzimaticas na cuvete de
teste. Quando a creatina enddgena for eliminada dos célculos, a concentracdo de creatinina sera proporcional a intensidade da
cor vermelha produzida. A reacdo de ponto final é medida como a diferenca de absorvancia entre 550 nm e 600 nm.

TFGe (calculada)

A creatinina no soro é regularmente medida como indicador da fungdo renal. Uma vez que a creatinina é influenciada pela
idade, pelo sexo e pela raga, a doenca renal crénica (DRC) pode ndo ser detetada utilizando apenas a creatinina no soro. Assim,
o0 Programa Nacional de Educacéo para a Doenca Renal (EUA) recomenda vivamente que os laboratérios comuniquem
regularmente uma Taxa de Filtracdo Glomerular estimada (TFGe) quando se medir a creatinina no soro em doentes com idades
iguais ou superiores a 18 anos. A comunicagéo regular da TFGe com todas as determinacdes de creatinina no soro permite que
os laboratérios ajudem a identificar individuos com uma fungéo renal reduzida e a facilitar a detecdo de DRC. Os valores de
TFGe calculados <60 ml/min s&o geralmente associados a um aumento do risco de resultados adversos de DRC.

O célculo da TFGe é realizado pelo Piccolo utilizando a idade, o sexo e a raca do doente. O método Piccolo para a creatinina é
rastredvel ao método de referéncia de IDMS para creatinina, pelo que é possivel utilizar a seguinte forma da equacdo MDRD
para calcular a TFGe.

TFG (ml/min/1,73 m?) = 175 X (S¢r) > x (Idade)©2% x (0,742 para mulheres) x (1,212 para afro-americanos)

Glicose (GLU)

As primeiras medi¢des da concentragdo de glicose foram realizadas utilizando métodos de redugdo de cobre (como o de
Folin-Wu'® e Somogyi-Nelson?>?%). A falta de especificidade das técnicas de reducdo de cobre conduziu ao desenvolvimento
de procedimentos quantitativos que utilizam as enzimas hexoquinase e glicose oxidase. O teste de glicose incorporado no
Disco de Reagente MetLyte Plus CRP consiste numa versdo modificada do método de hexoquinase, que foi proposto como a
base para 0 método de referéncia de glicose.??

A reacdo da glicose com trifosfato de adenosina (ATP), catalisada por hexoquinase (HK), produz glicose-6-fosfato (G-6-P) e
difosfato de adenosina (ADP). A glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) catalisa a reacdo de G-6-P em 6-fosfogliconato e
a reducdo de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) em NADH.

Hexoquinase
Glicose + ATP » G-6-P + ADP

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

Potéssio (K*)

Foram desenvolvidos métodos espectrofotométricos que permitem a medi¢&do da concentragdo de potassio na instrumentacao
de quimica clinica padrdo. O método enzimatico da Abaxis baseia-se na ativacao de piruvato quinase com potassio e apresenta
uma excelente linearidade e suscetibilidade insignificante a substancias enddgenas.?*242> A interferéncia de ides de sodio e
amonio é minimizada com a adicdo de Kryptofix e de glutamina sintetase, respectivamente.?

Na reacdo enzimatica acoplada, a piruvato quinase (PK) desfosforila o fosfoenolpiruvato (PEP) para formar piruvato. A lactato
desidrogenase (LDH) catalisa a conversdo de piruvato em lactato. Concomitantemente, 0 NADH é oxidado em NAD*. A taxa
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de variagdo da diferenca de absorvancia entre 340 nm e 405 nm deve-se a conversdo de NADH em NAD* e é diretamente
proporcional a quantidade de potassio presente na amostra.

K*, PK
ADP + PEP » Piruvato + ATP

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

Sédio (NAY)

Foram desenvolvidos métodos colorimétricos e enzimaticos que permitem medir a concentracdo de sodio na instrumentacédo de
guimica clinica padrdo.?2728 Na reagdo enzimatica da Abaxis, a p-galactosidase € ativada pelo s6dio na amostra. A enzima
ativada catalisa a reacdo de o-nitrofenil--D-galactopirandsido (ONPG) em o-nitrofenol e galactose.

Na*
ONPG » o-Nitrofenol + Galactose
-galactosidase

Dio6xido de carbono total (tCO2)

O didxido de carbono total no soro ou plasma existe sob a forma de diéxido de carbono dissolvido, derivados carbamino de proteinas,
ibes de bicarbonato e carbonato e &cido carbonico. O diéxido de carbono total pode ser medido através do indicador de pH, do
elétrodo de CO, e métodos enziméticos espectrofotométricos, os quais produzem todos resultados exatos e precisos.?*° O método
enzimaético é bastante adequado para utilizagdo num analisador quimico de sangue de rotina sem adicionar complexidade.

No método enzimatico, a amostra é primeiramente alcalinizada para converter todas as formas de diéxido de carbono (CO,) em
bicarbonato (HCO3"). Em seguida, o fosfoenolpiruvato (PEP) e HCO3 reagem para formar oxaloacetato e fosfato na presenca
de fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC). A malato desidrogenase (MDH) catalisa a rea¢do de oxaloacetato e nicotinamida
adenina dinucleétido (NADH) reduzido em NAD* e malato. A taxa de variagdo de absorvéncia devido a converséo de NADH
em NAD" é diretamente proporcional a quantidade de tCO, na amostra.

PEPC
PEP + HCOgzs » Oxaloacetato + Fosfato

MDH
Oxaloacetato + NADH + HY —— 5 NAD* + Malato

Azoto ureico no sangue (BUN)

A ureia pode ser medida direta e indiretamente. A reacdo da diacetilmonoxima, o Unico método direto para medir a ureia, é
frequentemente utilizada, embora empregue reagentes perigosos.3* Os métodos indiretos medem a amonia criada a partir da
ureia; a utilizagdo da enzima urease aumentou a especificidade destes testes.3? A aménia é quantificada por uma variedade de
métodos, incluindo a nesslerizagdo (titulagdo de acido), a técnica de Berthelot.333* e reaces enzimaticas acopladas.®>3¢ No
entanto, os procedimentos de Berthelot catalisados sdo inconstantes para a medicdo de aménia.®” As reagdes enzimaticas
acopladas sdo répidas, apresentam uma elevada especificidade para a aménia e sdo frequentemente utilizadas. Uma destas
reacOes foi proposta como candidato a método de referéncia.*®

Na reacdo enzimatica acoplada, a urease hidrolisa a ureia em amonia e dioxido de carbono. Ao combinar amoénia com
a-cetoglutarato e nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) reduzido, a enzima glutamato desidrogenase (GLDH) oxida
NADH em NAD".
Urease
Ureia + HHO—» 2NH3 + CO;

GLDH
NH; + a-cetoglutarato+ NADH ~—— L-glutamato + H,O + NAD"

A taxa de variacéao da diferenca de absorvancia entre 340 nm e 405 nm deve-se a conversdao de NADH em NAD"* e é
diretamente proporcional a quantidade de ureia presente na amostra.
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4. Principio de funcionamento

Consulte no Manual do Operador do Analisador Quimico Piccolo Xpress os principios e limitagdes do procedimento.

5. Descricdo dos reagentes

Reagentes

Cada Disco de Reagente MetLyte Plus CRP Piccolo contém esferas de reagente secas especificas do teste (descritas abaixo). E
incluido em cada disco um reagente de branco de amostra seca (composto por tampdo, surfactantes, excipientes e conservantes)
para utilizacdo no calculo de concentragdes de proteina ¢ reativa (CRP), cloreto (CL"), creatina quinase (CK), glicose (GLU),
potéssio (K+), sddio (NA+), didxido de carbono total (tCO5) e azoto ureico no sangue (BUN). E incluido no disco para calculo
das concentracdes de creatinina (CRE) um branco de amostra dedicado. Cada disco contém ainda um diluente composto por

surfactantes e conservantes.

Tabela 1: Reagentes

Componente
2, 4, 6-tribromo-3-4cido hidroxibenzoico (TBHBA)
2-cloro-4-nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNPG3)

4,7,13,16,21-pentaoxa-1,10-diazabiciclo[8.8.5]trisocosano (Kryptofix 221)

Cloridrato de 4-aminoantipirina
Adenosina-5'-difosfato
Adenosina-5'-monofosfato
Adenosina-5'-trifosfato

Amilase

Latex revestido de CRP anti-humana (ratinho)
CRP anti-humana (cabra)

Ascorbato oxidase (Cucurbita spp.)

Acetato de célcio

Acido citrico, sal trissodico

Creatina amidinohidrolase (Actinobacillus spp.)
Fosfato de creatina

Creatinina amidohidrolase (Pseudomonas spp.)
Acido etilenoglicol-bis(p-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetracético (EGTA)
Acido etileno-diamino-tetracético (EDTA)
Glicose

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (leveduras)
Glutamato desidrogenase

Glutamina sintetase

Hexoquinase (leveduras)

Imidazol

Lactato desidrogenase (coracéo de galinha)
Acetato de magnésio

Sulfato de magnésio

Malato desidrogenase (coracéo de porco)
N-acetilcisteina
o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG)
P1, P5di(adenosina-5') pentafosfato
Peroxidase (rabano silvestre)
Fosfoenol-piruvato

Fosfoenol-piruvato carboxilase

Ferricianeto de potassio

Piruvato quinase

Sarcosina oxidase (microrganismo)
B-nicotinamida adenina dinucleétido (NAD)

Quantidade/Disco
188 g

52,5 ug

84 pg

13 pg

38 pg

33 g

11 pg
0,0357 U

67,2 ug
0.3 ug
0,3U
25,2 ug
567 pg
3U
122 pg
1U

4 pg
191,1 g
58 pg
0,1U
0,1U
0,2U
0,2U
26 ug
0,3U
60 ug
29 ug
0,1U
60 g
22 ug
0,2 ug
1U

23 ug
0,001 U
0,4 pg
0,01U
1U

20 ug
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Tabela 1: Reagentes (continuagéo)

Componente Quantidade/Disco
B-nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH) reduzido 28 ug
Fosfato de B-nicotinamida adenina dinucledtido (NADP) 101 pg
Urease (ervilha-sabre) 0,06 U
Acido o-cetoglutarico 19 pg
B-galactosidase 0,005 U

Tampdes, surfactantes, excipientes e conservantes

Adverténcias e precaucdes
e Para utilizagdo em diagnostico in vitro.

e O recipiente de diluente no disco de reagente é automaticamente aberto ao fechar a gaveta do analisador. N&o é possivel
reutilizar um disco com um recipiente de diluente aberto. Certifique-se de que a amostra ou o controlo foi colocada/o no
disco antes de fechar a gaveta.

e Os discos de reagente usados contém fluidos corporais humanos. Siga as boas praticas de seguranca laboratorial quando
manusear e eliminar discos usados.*® Consulte no Manual do Operador do Analisador Quimico Piccolo Xpress as
instrucGes de limpeza de derrames biologicamente perigosos.

e Asesferas de reagente podem conter &cidos ou substancias causticas. O operador ndo entra em contacto com as esferas de reagente
se os procedimentos recomendados forem seguidos. Na eventualidade de manuseamento das esferas (por exemplo, durante a
limpeza depois de um disco cair e se partir), evite a ingestéo, o contacto com a pele ou a inalacéo das esferas de reagente.

Instrucdes para o manuseamento de reagentes

E possivel utilizar os discos de reagente diretamente a partir do frigorifico sem aquecer. N&o permita que os discos selados em
bolsas de aluminio permanegam & temperatura ambiente durante mais de 48 horas antes da utilizagdo. Abra a bolsa de aluminio
selada, retire o disco e utilize de acordo com as instru¢Ges fornecidas no Manual do Operador do Analisador Quimico Piccolo
Xpress. Um disco que ndo seja utilizado dentro de 20 minutos apds a abertura da bolsa devera ser eliminado.

Armazenamento

Armazene os discos de reagente nas respetivas bolsas seladas a 2-8 °C (36-46 °F). N&do exponha os discos, abertos ou
fechados, a luz solar direta ou a temperaturas superiores a 32 °C (90 °F). Pode utilizar os discos de reagente até ao prazo de
validade incluido na embalagem. O prazo de validade também esta codificado no codigo de barras impresso no anel de cédigo
de barras. Serd apresentada uma mensagem de erro no visor do Analisador Quimico Piccolo Xpress se 0s reagentes estiverem
fora do prazo.

Indicacdes de instabilidade/deterioracdo do disco de reagente
Uma bolsa rasgada ou que apresente qualquer tipo de danos pode permitir a entrada de humidade no disco ndo utilizado e
afetar adversamente o desempenho do reagente. N&o utilize um disco de uma bolsa danificada.

6. Instrumento

Consulte no Manual do Operador do Analisador Quimico Piccolo Xpress informac6es completas sobre a utilizagdo do analisador.
7. Colheita e preparacgdo das amostras

As técnicas de colheita das amostras sdo descritas na secgdo “Colheita de amostras” do Manual do Operador do Analisador
Quimico Piccolo Xpress.

e O volume minimo da amostra necessario é ~100 pl de sangue total heparinizado com litio, plasma heparinizado com litio,
soro ou material de controlo. A cdmara da amostra do disco de reagente pode conter até 120 il de amostra.

e Asamostras de sangue total obtidas por puncéo venosa devem apresentar-se homogéneas antes de serem transferidas para
o disco de reagente. Inverta suavemente o tubo de colheita varias vezes imediatamente antes de transferir a amostra. Ndo
agite o tubo de colheita; a agitagdo pode provocar hemdlise.

e Asamostras de sangue total devem ser obtidas apenas por pun¢éo venosa e ndo a partir de sangue capilar.
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e A hemdlise pode provocar resultados incorretamente elevados nos ensaios de potassio. Este problema pode néo ser
detetado ao analisar sangue total (basta uma libertacdo de potassio tdo baixa como 0,5% dos eritrocitos para pode aumentar
o nivel sérico de potassio em 0,5 mmol/l). Adicionalmente, mesmo amostras ndo hemolisadas que nédo sejam
imediatamente processadas podem ter aumentado os niveis de potéssio devido a fuga de potassio intracelular.*°

e Asamostras de sangue total por puncéo venosa devem ser processadas no prazo de 60 minutos apds a colheita.*! As
concentracdes de glicose sdo afetadas pelo tempo decorrido desde a Ultima refeicdo do doente e pelo tipo de amostra
colhida. Para determinar os resultados de glicose com precisdo, as amostras devem ser colhidas de um doente que tenha
estado em jejum durante pelo menos 12 horas. A concentracdo de glicose diminui aproximadamente 5-12 mg/dl no
espaco de 1 hora em amostras néo centrifugadas armazenadas a temperatura ambiente.*?

e Arefrigeracdo de amostras de sangue total pode provocar alteracdes significativas nas concentrac@es de creatinina e glicose.®
A amostra pode ser separada em plasma ou soro e armazenada em tubos de amostra com tampa a 2-8 °C (3646 °F) caso ndo
seja possivel processar a amostra no prazo de 60 minutos.

e Paraas amostras de sangue total ou de plasma, utilize apenas tubos de colheita de amostras evacuados com heparina de
litio (tampa verde). Para as amostras de soro, utilize tubos de colheita de amostras evacuados sem aditivos (tampa
vermelha) ou tubos para separagdo de soro (tampa vermelha/preta).

e A concentracdo de dioxido de carbono total é determinada com maior exatiddo quando o ensaio é processado imediatamente
apo6s a abertura do tubo e o mais rapidamente possivel apos a colheita e processamento do sangue no tubo fechado. O ar
ambiente contém muito menos didxido de carbono do que o plasma e dioxido de carbono dissolvido gasoso escapa da
amostra para o ar, com uma consequente diminuigdo no valor de didxido de carbono até 6 mmol/l no decorrer de 1 hora.**

e Inicie o teste no prazo de 10 minutos apds a transferéncia da amostra para o disco de reagente.
8. Procedimento

Materiais fornecidos
e Um Disco de Reagente MetLyte Plus CRP Piccolo, PN: 400-1034 (uma caixa de discos, PN 400-0034)

Materiais necessarios mas nao fornecidos

e Analisador Quimico Piccolo Xpress.

e As pipetas de transferéncia de amostras (volume fixo de aproximadamente 100 ul) e as pontas sdo fornecidas com cada
Analisador Quimico Piccolo Xpress e podem ser encomendadas hovamente junto da Abaxis.

e Reagentes de controlo disponiveis no mercado recomendados pela Abaxis (contacte a Assisténcia Técnica da Abaxis para
obter mais informagdes sobre os materiais de controlo e os valores esperados).

e Temporizador.

Parametros de teste

O Analisador Quimico Piccolo Xpress funciona a temperaturas ambiente entre 0s 15 °C e 0s 32 °C (59-90 °F). O tempo de
andlise de cada Disco de Reagente MetLyte Plus CRP Piccolo € inferior a 14 minutos. O analisador mantém o disco de
reagente a temperatura de 37 °C (98,6 °F) durante o intervalo de medigéo.

Procedimento de teste
Os procedimentos completos de colheita de amostras e funcionamento passo a passo sdo descritos em pormenor no Manual do
Operador do Analisador Quimico Piccolo Xpress.

Calibracéo

O Analisador Quimico Piccolo Xpress é calibrado pelo fabricante antes do seu envio. O cddigo de barras impresso no anel de
cddigo de barras indica ao analisador os dados de calibragéo especificos do disco. Consulte 0 Manual do Operador do
Analisador Quimico Piccolo Xpress.

Controlo de qualidade

Consulte no Manual do Operador do Analisador Piccolo Xpress uma descri¢do detalhada sobre o processamento, registo,
interpretacdo e representacao gréfica dos resultados de controlo.

9. Resultados

O Analisador Quimico Piccolo Xpress calcula e imprime automaticamente as concentragdes de analito na amostra. Os detalhes
dos célculos de reacdo de ponto final e cinética encontram-se no Manual do Operador do Analisador Quimico Piccolo Xpress.
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A interpretacdo dos resultados é descrita no Manual do Operador. Os resultados sdo impressos em cartdes de resultados
fornecidos pela Abaxis. Os cartdes de resultados tém um verso autocolante para facilitar a colocacdo nos ficheiros dos doentes.

10. Limitacdes do procedimento
As limitacOes gerais sobre o procedimento sdo descritas no Manual do Operador do Analisador Quimico Piccolo Xpress.

e O Unico anticoagulante recomendado para utilizagdo com o Sistema de Analisador Quimico Piccolo Xpress é a heparina de
litio. A Abaxis realizou estudos que demonstram que 0 EDTA, fluoreto, oxalato e qualquer anticoagulante que contenha i6es
de amonio interferem com pelo menos um dos quimicos contidos no Disco de Reagente MetLyte Plus CRP Piccolo.

e Asamostras com hematocritos com um excesso de volume de concentrado de eritrdcitos de 62—-65% (uma fracdo de
volume de 0,62-0,65) podem apresentar resultados inexatos. As amostras com um nivel elevado de hematocritos podem
ser incluidas nos relatérios como hemolisadas. Estas amostras podem ser centrifugadas de forma a obter plasma e
reprocessadas num novo disco de reagente.

e A CRP ¢ uma proteina de “fase aguda” e aumenta de forma ndo especifica em resposta a inflamagdo. A variacdo intra-
individual da proteina c reativa € significativa (30 a 60%) e devera ser tida em consideracdo durante a interpretacdo dos
valores.! Podem ser necessarias medicGes em série para estimar a média real da proteina ¢ reativa em qualquer individuo
especifico.

e 0Os HAMA (anticorpos humanos anti-rato) até 115 ng/ml ndo interferem. As amostras de doentes que tenham recebido
preparados de anticorpos monoclonais de ratinho para diagndstico ou terapéutica podem conter HAMA.

e O fator reumatoide até uma concentracdo de 644 U/ml ndo interfere.
e N&o se observou qualquer efeito de prozona de dose elevada neste ensaio com concentragdes de CRP até 1.000 mg/I.

e Qualquer resultado de um determinado teste que exceda o intervalo de ensaio deverd ser analisado através de outro
meétodo de teste aprovado ou enviado para um laboratério de referéncia. N&o dilua a amostra e processe
novamente no Analisador Quimico Piccolo Xpress.

Adverténcia: Testes extensivos com o Analisador Quimico Piccolo Xpress demonstraram que, em casos muito raros, a amostra
distribuida no disco de reagente pode nao fluir devidamente para a cdmara da amostra. Devido ao fluxo néo uniforme,
¢ possivel que seja analisada uma quantidade de amostra inadequada e varios resultados poderdo encontrar-se fora
dos intervalos de referéncia. A amostra pode ser reprocessada utilizando um novo disco de reagente.

Interferéncia
Foram testadas substancias como interferentes com os analitos. Foram preparados pools de soro humano. A concentragdo a que
cada substancia potencialmente interferente foi testada baseou-se nos niveis de teste da diretriz CLSI EP7-A.*°

Efeitos de substancias enddgenas

e Assubstancias interferentes fisiologicas (hemolise, ictericia e lipemia) provocam alteracBes nas concentragdes
apresentadas de alguns analitos. Os indices de amostra encontram-se impressos na parte inferior de cada cartéo de
resultado para informar o operador dos niveis de substancias interferentes presentes em cada amostra.

e O Analisador Quimico Piccolo Xpress suprime quaisquer resultados que sejam afetados por >10% de interferéncia
resultante de hemdlise, lipemia ou ictericia. A indicagdo “HEM”, “LIP” ou “ICT”, respetivamente, é impressa no cartdo de
resultado em vez do resultado.

e Niveis de amilase extremamente elevados (>9.000 U/I) terdo um efeito significativo, aumento >10%, nos resultados de
cloreto. O sistema Piccolo ndo avalia a concentracdo de amilase para cada amostra.

e Para o método de CRP, os niveis de substancias enddgenas que ativam as supressdes HEM, LIP ou ICT sdo de 750 mg/dI
para hemoglobina, 750 mg/dl para lipemia e 35 mg/dl para bilirrubina.

e O ensaio de potassio no sistema Piccolo é um ensaio acoplado de piruvato quinase (PK) / lactato desidrogenase (LDH).
Assim, em casos de traumatismo muscular extremo ou de niveis altamente elevados de creatina quinase (CK), o Piccolo
pode recuperar um valor potassio (K+) falsamente elevado. Nesses casos, é necessario a confirmacao de recuperacoes de
niveis elevados de potassio inesperadas utilizando uma metodologia diferente.

e Para obter mais informac6es sobre os niveis maximos de substancias endégenas, contacte a Assisténcia Técnica da Abaxis.
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Efeitos de substancias exdgenas e terapéuticas

Foram selecionadas trinta e cinco substancias terapéuticas como potencialmente interferentes para os métodos de teste da Abaxis com
base em recomendacdes de Young. *® A interferéncia significativa define-se como um desvio no resultado superior a £10% para uma
amostra de intervalo normal. Os pools de soro humano foram suplementados com concentra¢es conhecidas dos farmacos ou quimicos
e posteriormente analisados. Consulte a Tabela 2 para obter uma lista de substancias exdgenas e terapéuticas avaliadas. Consulte a
Tabela 3 para obter uma lista de analitos nos quais foi observada interferéncia.

Tabela 2: Substancias exdgenas e terapéuticas avaliadas

Substéancia potencialmente interferente  Concentracdo mais elevada testada
(mg/dl a menos que especificado de outro modo)

Acetaminofeno 100
Acetoacetato 102
Acido acetilsalicilico 50
Ampicilina 30
Acido ascorbico 20
Cafeina 10
Cloreto de célcio 20
Cefalotina (Keflin) 400
Cloranfenicol 100
Cimetidina 16
Dopamina 19
Epinefrina 1
Eritromicina 10
Glutationa 30
Hidroclorotiazida 7,5
Ibuprofeno 50
Isoniazida 4
Acido alfa-cetoglutarico 5
Cetoprofeno 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
Rifampicina 0,5
Acido salicilico 50
Sulfadiazina 150
Sulfanilamida 50
Teofilina 20
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Tabela 3: As substancias seguintes apresentaram uma variac¢éo superior a £10% nos resultados para uma amostra de
intervalo normal.

Concentracao que % de interferéncia®
produz interferéncia observada
>10%
Proteina c reativa
Glutationa 30 dim. 13%
Isoniazida 4 dim. 16%
L-dopa 5 dim. 28%
Oxaloacetato 132 dim. 57%
Creatina quinase
Cefalotina 400 dim. 43%
Dopamina 15 dim. 46%
L-dopa 5 dim. 13%
Metotextrato 0,5 dim. 16%
Nitrofurantoina 20 dim. 18%
Creatinina
Acido ascorbico 20 dim. 11%
Dopamina 19 dim. 80%
L-dopa 5 dim. 71%
Epinefrina 1 dim. 45%
Glutationa 30 dim. 13%
Glicose
Oxaloacetato 132 dim. 11%
Piruvato 44 dim. 13%
Potéassio
Penicilina G 100 aum. 17%
Sulfadiazina 150 dim. 12%
Sodio
Cefalotina 400 aum. 12%
Metotrexato 0,5 aum. 11%
Penicilina G 100 aum. 10%
Dioxido de carbono total
Acetaminofeno 100 aum. 11%
Acido ascérbico 20 dim. 12%
Cefalotina 400 aum. 13%
Cimetidina 16 dim. 19%
Eritromicina 10 dim. 21%
Lidocaina 1 aum. 23%
Metotrexato 0,5 dim. 80%
Nitrofurantoina 20 aum. 13%
Acido salicilico 50 dim. 17%
Sulfadiazina 150 dim. 25%

A dim.= diminuicio na concentragdo do analito especificado; aum. = aumento na concentragdo do analito especificado

e Paraoensaio de cloreto, o brometo em niveis toxicos (>15 mmol/I) pode originar um efeito significativo (aumento
>10%), no resultado de cloreto. O iodeto em concentragdes muito elevadas (30 mmol/I, nivel mais elevado testado)
ndo tem qualquer efeito. Niveis fisioldgicos normais de brometo e iodeto néo interferem com o Sistema de Testes de
Cloreto Piccolo.
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11. Valores esperados

Foram analisadas amostras de 125-150 adultos do sexo masculino e feminino em termos de eletrélitos no Analisador Quimico
de Sangue Piccolo e foram analisadas amostras de 69 adultos do sexo masculino e feminino no Analisador Quimico Piccolo
Xpress em termos de CRP para determinar os intervalos de referéncia. Os intervalos de eletrolitos foram calculados com base
no intervalo de referéncia de 95% estimado a partir dos valores combinados (globais) obtidos dos individuos de referéncia e o
intervalo de CRP baseou-se na transferabilidade demonstrada dos intervalos de referéncia de Beckman.*” Estes intervalos séo
fornecidos apenas como orientacdo. Recomenda-se que o0 seu departamento ou a sua instituicdo estabelecam os intervalos

normais para sua populacdo de doentes especifica.

Tabela 4: Intervalos de referéncia do Analisador Piccolo

Analito Unidades comuns Unidades Sl
Proteina c reativa <7,5 mg/l <7,5mg/l
Cloreto 98-108 mmol/I 98-108 mmol/I
Creatina quinase (mulheres) 30-190 U/I 30-190 U/I
Creatina quinase (homens) 39-380 U/I 39-380 U/I
Creatinina 0,6-1,2 mg/dI 53-106 umol/l
Glicose 73-118 mg/dl 4,1-6,6 mmol/l
Potéssio 3,6-5,1 mmol/I 3,6-5,1 mmol/l
Sodio 128-145 mmol/I 128-145 mmol/l
Dioxido de carbono total 18-33 mmol/Il 18-33 mmol/Il
Azoto ureico no sangue (BUN) 7-22 mg/dI 2,5-7,9 mmol/l

12. Caracteristicas de desempenho

Linearidade

A quimica de cada analito é linear no intervalo dindmico abaixo indicado quando o Analisador Quimico Piccolo Xpress é
utilizado de acordo com o procedimento recomendado (consulte 0 Manual do Operador do Analisador Quimico Piccolo

Xpress).

Tabela 5: Intervalos dindmicos do Analisador Piccolo

Analito Unidades comuns Unidades Sl
Proteina c reativa 5,0-200,0 mg/I 5,0-200,0 mg/I
Cloreto 80-135 mmol/I 80-135 mmol/I
Creatina quinase 5-5,000 U/I 5-5,000 U/
Creatinina 0,2-20 mg/dl 18-1768 pumol/l
Glicose 10-700 mg/dI 0,6-38,9 mmol/Il
Potéssio 1,5-8,5 mmol/Il 1,5-8,5 mmol/Il
Sodio 110-170 mmol/I 110-170 mmol/Il
Dioxido de carbono total 5-40 mmol/l 5-40 mmol/l
Azoto ureico no sangue (BUN)  2-180 mg/dl 0,7-64,3 mmol/I

Se a concentracdo de analitos se situar acima do intervalo de medig&o (intervalo dindmico), mas for inferior ao intervalo do
sistema, a fita de dados ira indicar um sinal “>"" no limite superior e um asterisco depois do ntimero, por exemplo, GLU >700*
U/I. Se for inferior ao intervalo dindmico, sera impresso um “<” com um asterisco, por exemplo, GLU <10* U/I. Para valores
gue se situem largamente fora do intervalo de medicao (intervalo do sistema), serd impresso “~~~" em vez de um resultado.
Sempre que “~~~" for apresentado numa fita de dados, recolha uma nova amostra e reprocesse o teste. Se os resultados da
segunda amostra forem novamente suprimidos, contacte a Assisténcia Técnica da Abaxis.

Sensibilidade

O limite inferior de detecéo do intervalo reportavel (dinamico) para cada analito é de: proteina c reativa 5,0 mg/l; cloreto
80 mmol/l; creatina quinase 5 U/I; creatinina 0,2 mg/dl (18 pmol/l); glicose 10 mg/dl (0,6 mmol/l); potassio 1,5 mmol/l; sodio
110 mmol/l; diéxido de carbono total 5 mmol/l e azoto ureico no sangue 2,0 mg/dl (0,7 mmol/l).
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Precisao

Foram realizados estudos de precisédo utilizando as diretrizes CLSI EP5-A* com modificagdes com base na CLSI EP18-A%
para dispositivos de utilizacdo unitaria. Os resultados de precisdo intra-ensaio e total foram determinados utilizando dois niveis
de materiais de controlo comercialmente disponiveis e, no caso do potassio, dois niveis de pools de plasma. Os estudos
utilizaram vaérios instrumentos. Foram utilizados dois lotes de discos de reagente para os eletr6litos e um para a proteina ¢
reativa. Foram realizados testes de creatina quinase, creatinina, glicose, sédio e azoto ureico num local; foram realizados testes
de potéssio e dioxido de carbono total em dois locais durante 20 dias; foram realizados testes de proteina c reativa (soro 1,
controlo 1 e controlo 2) e cloreto em dois locais durante um periodo de cinco dias. Os soros 2 e 3 da proteina c reativa e
plasmas 1 e 2 foram obtidos num local durante um periodo de cinco dias. Os testes de potassio foram conduzidos num local de
dispensa dos critérios CLIA, utilizando trés analisadores, um lote de discos de reagentes e dois operadores durante cinco dias.

Os resultados dos estudos de precisdo sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Precisao

Analito Tamanho da amostra  Intra-ensaio Total

Proteina C reativa (mg/l)

Soro 1 N =80
Média 8,3 8,3
DP 0,70 0,81
%CV 8,4 9,8
Soro 2 N =40
Média 8,1 8,1
DP 0,49 0,51
%CV 6,1 6,3
Soro 3 N =40
Média 8,8 8,8
DP 0,54 0,54
%CV 6,2 6,2
Plasma 1 N =40
Média 34,5 34,5
DP 1,04 1,09
%CV 3,0 3,2
Plasma 2 N =40
Média 105,5 105,5
DP 2,06 2,30
%CV 1,9 2,2
Controlo 1 N =80
Média 33,0 33,0
DP 1,21 2,12
%CV 3,7 6,4
Controlo 2 N =80
Média 108,0 108,0
DP 1,88 3,14
%CV 1,7 2.9
Cloreto (mmol/l) N =160
Controlo 1
Média 97,8 97,8
DP 1,63 1,74
%CV 1,7 1,7
Controlo 2
Média 113,6 113,6
DP 1,97 2,22
%CV 1,7 2,0
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Tabela 6: Preciséo (continuacao)

Analito Tamanho da amostra Intra-ensaio Total
Creatina quinase (U/I) N =120
Controlo 1
Média 134 134
DP 2,7 2,7
%CV 2,0 2,0
Controlo 2
Média 526 526
DP 7,7 7,7
%CV 15 1,5
Creatinina (mg/dl) N =80
Controlo 1
Média 11 1,1
DP 0,14 0,14
%CV 12,5 13,1
Controlo 2
Média 52 5,2
DP 0,23 0,27
%CV 4,4 52
Glicose (mg/dl) N =80
Controlo 1
Média 66 66
DP 0,76 1,03
%CV 11 1,6
Controlo 2
Média 278 278
DP 2,47 3,84
%CV 0,9 1,4
Potéssio (mmol/l) N = 150
Controlo 1
Média 3,2 3,2
DP 0,09 0,11
%CV 2,8 3,3
Controlo 2 N =149
Média 6,2 6,2
DP 0,09 0,10
%CV 1,4 1,7
Pool de plasma 1 N =150
Média 3,2 3,2
DP 0,07 0,09
CcVv 2,3 2.9
Pool de plasma 2 N =150
Média 5,4 54
DP 0,09 0,10
Ccv 1,6 19
Sédio (mmol/l) N =80
Controlo 1
Média 143,5 143,5
DP 2,28 2,28
%CV 1,6 1,6
Controlo 2
Média 120,0 120,0
DP 2,13 2,13
%CV 1,8 1,8
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Tabela 6: Precisdo (continuacéo)

Analito Tamanho da amostra Intra-ensaio Total

Dioxido de carbono

total (mmol/l) N =120
Controlo 1
Média 21,4 21,4
DP 2,29 2,29
%CV 10,7 10,7
Controlo 2
Média 10,5 10,5
DP 0,90 0,90
%CV 8,6 8,6
Azoto ureico no sangue (mg/dl) N =280
Controlo 1
Média 19 19
DP 0,35 0,40
%CV 1,9 2,1
Controlo 2
Média 65 65
DP 1,06 1,18
%CV 1,6 1,8

Precisdo do Sangue Total para Potassio

A precisdo do sangue total foi testada num local de dispensa dos critérios CLIA por dois operadores de dispensa dos critérios
CLIA. O estudo utilizou quatro analisadores Piccolo Xpress com 16 réplicas por amostra para quatro (4) amostras recentes de
sangue total de heparina de litio.

Tabela 7: Precisdo do Sangue Total para Potassio

Potassio (mmol/l) Tamanho da amostra Intra-ensaio Total
Sangue Total 1 N =16
Média 3.9 39
DP 0,06 0,11
Ccv 1,6 2,8
Sangue Total 2 N =16
Média 4,0 4,0
DP 0,11 0,14
CcVv 2,9 3.4
Sangue Total 3 N =16
Média 4,0 4,0
DP 0,11 0,15
cVv 2,8 39
Sangue Total 4 N =16
Média 4,0 4,0
DP 0,11 0,13
cv 2,7 3,4
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As amostras de sangue total heparinizado com litio e de soro foram colhidas e processadas no Analisador Quimico de Sangue
Piccolo e por métodos comparativos para cloreto, creatina quinase, creatinina, glicose, potassio, sédio, diéxido de carbono total e
azoto ureico. As amostras de sangue total foram analisadas pelo Analisador Quimico de Sangue Piccolo nos locais de colheita e as
amostras de soro foram analisadas pelo Analisador Quimico de Sangue Piccolo e por métodos comparativos. Em alguns casos,
foram utilizadas amostras com elevada e reduzida suplementacdo para cobrir o intervalo dindmico. Para CRP, as amostras de
plasma heparinizado com litio foram testadas no Analisador Quimico Piccolo Xpress e por um método comparativo.

A Tabela 7 apresenta estatisticas de correlagdo representativas.

Tabela 7: Correlacdo do Analisador Quimico de Sangue Piccolo ou do Analisador Quimico Piccolo Xpress (para CRP) com
método(s) comparativo(s)

COEf(';:ente Intervalo Método
x Declive  Intercecdo EPE N da amostra comparativo
correlacdo
Proteina c reativa (mg/l) 0,998 0,990 -0,4 4,6 113 5,4-198,6 Beckman
Cloreto (mmol/l) 0,978 0,982 -1,1 1,84 120 71-118 Vitros 950
Creatina quinase (U/I) 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
Glicose (mg/dl) 0,987 1,009 -2,8 3,89 251 72-422 Paramax®
0,997 0,943 1,2 4,69 91 56646 Beckman
Potassio (mmol/l) 0,984 0,99 13 0,10 130 1,3-9,5 Siemens
Sangue Total VISTA
(laboratério de dispensa) Plasma
Potassio (mmol/l) 0,984 0,98 0,12 0,18 178 1,5-8,6 Siemens
Sangue Total VISTA
(laboratério Plasma
moderadamente complexo)
Potéssio (mmol/l)
Soro 0,99 0,98 0,06 0,14 178 1,4-8,5 Siemens
(laboratério VISTA
moderadamente complexo) Plasma
Sédio (mmol/l) 0,937 0,782 27,7 3,79 113 116-154 Radiometer KNA™ 2
Dioxido de carbono 0,947 0,903 2,4 0,84 60 6-39 Cobas Fara
total (mmol/I)
Azoto ureico no sangue 0,964 0,923 0,5 1,08 251 6-52 Paramax®
(mg/dl) 0,983 0,946 0,0 0,66 92 6-38 Beckman

Deve ter-se em atencdo que o soro dara tipicamente resultados K+ mais elevados quando comparado com o sangue total ou
plasma por razdes fisiologicas. A variagdo pode variar de aproximadamente 0,2 a 0,9 mmol/l e depende de uma série de
fatores. O efeito primario depende do nimero de células sanguineas presentes na amostra do doente. &

Tabela 8: Correlacéo do tipo de amostra para CRP
Para 0 método de teste de CRP, a analise de regressdo de Deming para o tipo de amostra forneceu os seguintes resultados para n=21.

Eixo Y Eixo X R? Declive  Intercecéo
Plasma heparinizado com litio ~ Sangue total heparinizado com litio 1,000 0,995 0,2
Soro Sangue total heparinizado com litio 0,999 1,005 0,5
Soro Plasma heparinizado com litio 0,999 1,010 0,3
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N&o se observaram diferencas significativas entre os resultados de sangue total heparinizado com litio, plasma heparinizado

com litio e soro para CRP.

13. Simbolos

CJ

Data de
validade

Dispositivo médico de
diagndstico in vitro

(Xl
AN

Nao reutilizar

[sN]

Ndmero de série

PN:
NuUmero da peca

Estrutura do Cdadigo
de Barras UDI no
formato padréo do
Cédigo de Barras da
Industria da Saude
(HIBC)

Numero de
catalogo

1]

Consultar instrucdes
de uso

x

Ndmero X dos
dispositivos de
teste do kit

A

Cuidado

Representante
autorizado na
Comunidade
Europeia

Unique Device Identifier
(UDI - Identificador Unico
de Dispositivo) na forma
humana e legivel por
magquina, utilizado para
identificar adequadamente
dispositivos médicos
através da sua distribuicao
e utilizacéo

LOT

Cédigo do
lote

saad

Fabricante

Sequéncia de
fabrico

A

Limite de
temperatura

C€

Denota conformidade com
diretivas europeias especificadas

hE¢

Recolha separada de residuos para
este artigo eletrénico indicado;
Equipamento fabricado/colocado no
mercado apos 13 de agosto de 2005;
indica a conformidade com o artigo
14(4) da Diretiva 2012/19/UE (WEEE
- Diretiva de Residuos de
Equipamentos Elétricos e Eletronicos)
para a Unido Europeia (UE).
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