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1. Avsedd anvindning

Piccolo® metlyte plus CRP reagensdisk anvinds tillsammans med Piccolo Xpress® kemisk analysator och ér avsedd for
kvantitativa in vitro-bestdmningar av c-reaktivt protein (CRP), klorid, kreatinkinas, kreatinin, glukos, kalium, natrium, totalt
koldioxid och blodureakvive (BUN) i littumhepariniserat helblod, hepariniserad plasma eller serum i en klinisk
laboratoriemiljo eller pé en vardplats. Abaxis CRP-metod é&r inte avsedd for hogkénslig CRP-métning.

2. Sammanfattning och forklaring av testerna

Piccolo metlyte plus CRP reagensdisk och Piccolo Xpress kemisk analysator ar ett in vitro-diagnostiskt system som hjélper
lakaren att diagnostisera foljande tillstdnd:

C-reaktivt protein (CRP): Infektion, vavnadsskador och inflammatoriska tillstand.

Klorid: Uttorkning, 1&ngvarig diarré och kriakningar, renal tubulér sjukdom,
hyperparathyreoidism, brinnskador, njursjukdomar som orsakar saltforlust,
overvitskning och tiazidbehandling.

Kreatinkinas: Myokardinfarkt, progressiv muskuldr dystrofi, dermatomyosit, rabdomyolys
orsakad av droganvéndning, hyperosmolalitet, autoimmuna sjukdomar, delirium
tremens, konvulsioner, crushsyndrom, hypotyreoidism, kirurgi, mycket kraftig
anstrangning, intramuskuldr injektion, fysisk inaktivitet och minskad

muskelmassa.

Kreatinin: Njursjukdom och 6vervakning av njursjukdom.

Glukos: Rubbningar i kolhydratmetabolismen inklusive diabetes mellitus hos vuxna och
barn, samt hypoglykemi.

Kalium: Renal glomerulér eller tubulér sjukdom, binjurebarksinsufficiens, diabetisk

ketoacidos, overdriven intravends kaliumbehandling, sepsis, panhypopituitarism,
in vitro-hemolys, hyperaldosteronism, undernéring, hyperinsulinism, metabolisk
alkalos och gastrointestinal forlust.

Natrium: Uttorkning, diabetes insipidus, forlust av gastrointestinala hypotoniska vétskor,
saltforgiftning, selektiv sankning av torst, hudforlust, brannskador, svettning,
hyperaldosteronism, rubbningar i centrala nervsystemet, hypovolem, hypervolem
eller euvolem hyponatremi och tillstind med inadekvat ADH-sekretion.

Totalt koldioxid: Primér metabolisk alkalos och acidos och primér respiratorisk alkalos och acidos.

Blodureakvive (BUN): Njursjukdomar och metaboliska sjukdomar.

Som med alla diagnostiska testprocedurer ska alla andra resultat, inklusive patientens kliniska status, tas med i
berikningen innan slutgiltig diagnos stills.

3. Procedurens principer
C-reaktivt protein (CRP)

Frén bérjan anvindes analyser for kvantifiering av CRP mest for forskning och baserades pad ELISA-metodologi.! P4 senare tid
har latex-forstérkta immunnefelometriska metoder anvints.? Dessa kriver dock en nefelometer for att méta ljusspridningen. Nu
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har flera automatiserade immunturbidimetriska och immun-luminometriska analyser utvecklats som kan kdras pa
konventionella analysatorer for klinisk kemi.?

Den metod Abaxis anvénder &r en forstérkt latex-agglutination-turbidimetrisk immunanalys. Provet blandas med en suspension
av mus-antihuman CRP monoklonal antikropp som dr bunden till latex. CRP i provet binds till antikropp-latexpartiklarna och
agglutinerar, vilket skapar turbiditet. Ljusspridningen fran turbiditeten anvdnds som ett matt pA CRP. Turbiditet méts som en
fordndring i absorbansen vid 630 nm. Forandringen i absorbansen star i direkt proportion till CRP i provet.

Anti-CRP latexpartiklar + CRP ———® Agglutinerade CRP-anti-CRP-latexpartiklar.

Klorid (CL")

Metoden baseras pa bestdmning av kloridberoende aktivering av a-amylas-aktivitet. Deaktiverat a-amylas reaktiveras av
tillsdttning av kloridjonen som later kalcium édterbindas till enzymet. Reaktiveringen av a-amylas stér i direkt proportion

till koncentrationen av kloridjoner som finns i provet. Det reaktiverade a-amylaset omvandlar substratet,
2-klor-4-nitrofenyl-a-D-maltotriosid (CNPG3) till 2-klor-4-nitrofenol (CNP) och producerar farg och a-maltotrios (G3).
Reaktionen méts biokromatiskt och 6kningen i absorbans star i direkt proportion till aktiviteten hos det reaktiverade a-amylaset
och koncentrationen av kloridjoner i provet.*

o-Amylas
CNPG3 » CNP+G3
Cl, Ca*

Kreatinkinas (CK)

Kreatinkinas katalyserar den reversibla fosforyleringen av kreatin genom adenosintrifosfat (ATP). Fosforyleringsreaktionen
fraimjas av basiska forhallanden (optimalt vid pH 9,0) och defosforyleringsreaktionen framjas av sura forhéllanden (optimalt
pH 6,5 vid 37 °C). Tidiga métmetoder for CK baserades pa en ’framatreaktion” med kreatinfosfat och adenosindifosfat (ADP)
som produkter.>®7 Sensitiviteten for dessa tester visade sig vara 1dg pé grund av problem med interferens. Den valda
proceduren anvénder “omvénd reaktion” kopplad med en reaktion for att producera NADPH, som &r direkt relaterat till
CK-nivéer.3%10

Mitproceduren for CK som Abaxis anvinder dr en modifierad version av metoden fran International Federation of Clinical
Chemistry — IFCC (Internationella federationen for klinisk kemi).!! De huvudsakliga modifieringarna &r provvolymfraktion,
buffert och temperatur. N-acetyl-cystein (NAC) har tillsats for att reaktivera CK.'? Magnesium anviinds som kofaktor for bade
CK and hexokinas. EDTA har tillsats som stabilisator for NAC och for att ta bort diverse katjoner som himmar CK, som
kalcium och jérn, P!, P*-di (adenosin-5)pentafosfat and adenosinmonofosfat (AMP) har ocks3 tillsatts for att himma
adenylatkinas, ett annat skelettmuskel- och erytrocytenzym som reagerar med de substrat som anvénds for att méita CK.

Kreatinkinas katalyserar bildningen av kreatin och ATP frén kreatinfosfat och ADP vid pH 6,7. Med hexokinas som
katalysator reagerar ATP med D-glukos och bildar ADP och D-glukos-6-fosfat (G-6-P), som reagerar med
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP) i nérvaro av glukos-6-fosfat dehydrogenas (G-6-PDH) och producerar G-6-P och
NADPH.

CK
Kreatinfosfat + ADP ——» Kreatin + ATP
Mg2+
Hexokinas
ATP + D-glukos » ADP + G-6-P
G-6-PDH
G-6-P + NADP » 6-fosfoglukonat + NADPH + H*

Bildningen av NADPH miits som en forédndring i absorbansen vid 340 nm relativt till 405 nm. Foéréndringen i absorbansen star
1 direkt proportion till kreatinkinas-aktiviteten i provet.

Kreatinin (CRE)

Jaffe-metoden, som forst introducerades 1886, anvinds fortfarande allmént som en metod for att bestimma nivan av kreatinin i
blod. Den nuvarande referensmetoden kombinerar anviandning av Fullers jord (floridin) med Jaffe-tekniken for att 6ka
specificiteten for reaktionen.!>!* Enzymatiska metoder har utvecklats som ér mer specifika for kreatinin &n de olika
modifieringarna av Jaffe-tekniken.!>!¢!” Metoder som anvinder enzymet kreatinin-amidohydrolas eliminerar problemet med
interferens frén ammoniumjoner som uppstér i de tekniker som anviinder kreatinin-iminohydrolas. '
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Kreatinin-amidohydrolas
Kreatinin + H2O » Kreatin

Kreatin-amidinohydrolas

Kreatin + H.O Sarkosin + urea

v

Sarkosinoxidas
Sarkosin + H20 + O: p Glycin + formaldehyd + H2O:

Peroxidas
H20; + TBHBA + 4-AAP ——  » R&d quinonimin-firg + H.O

Tva kyvetter anvénds for att bestimma koncentrationen av kreatinin i provet. Endogent kreatin méts i den blanka kyvetten och
det subtraheras fran kombinationen av det endogena kreatinet och det kreatin som bildas i enzymreaktionerna i testkyvetten.
Nar det endogena kreatinet eliminerats fran berdkningarna stir koncentrationen av kreatinin i proportion till intensiteten i den
bildade roda férgen. Slutpunktsreaktionen mits som skillnaden i absorbans mellan 550 nm och 600 nm.

eGFR (beriknat)

Serumkreatinin méts rutinmédssigt som en indikator pé njurfunktionen. Eftersom kreatinin paverkas av &lder, kon och ras ar det
inte sékert att kronisk njursjukdom (CKD) uppticks enbart genom att méita serumkreatinin. Darfor rekommenderar National
Kidney Disease Education Program (Nationella utbildningsprogrammet om njursjukdom) starkt att laboratorier rutinméssigt
rapporterar en uppskattad glomerulér filtrationshastighet (¢GFR) ndr serumkreatinin méts hos patienter som ar 18 ar eller éldre.
Rutinmissig rapportering av eGFR tillsammans med alla bestimningar av serumkreatinin gor att laboratorier kan identifiera
individer som har reducerad njurfunktion vilket underlattar detektionen av CKD. Berdknade eGFR-virden pa <60 ml/min &r
generellt associerade med en 6kad risk for ett ogynnsamt forlopp for CKD.

Berédkningen av eGFR utfors av Piccolon med hjélp av patientens &lder, kon och ras. Piccolometoden for kreatinin kan spéaras
till IDMS referensmetod for kreatinin, s att foljande variant av MDRD-ekvationen for berdkning av eGFR kan anvindas.

GFR (ml/min/1,73 m?) = 175 x (Ser) 1% x (8lder) 2% x (0,742 om kvinna) x (1,212 om afroamerikan)

Glukos (GLU)

Mitningar av glukoskoncentration utfordes forr med kopparreduktionsmetoder (som t.ex. Folin-Wu!® och Somogyi-
Nelson?*?!). Teknikerna med kopparreduktion var inte sirskilt specifika vilket ledde till att kvantitativa metoder utvecklades
som anvénder enzymerna hexokinas och glukosoxidas. Metlyte plus CRP reagensdisk innehaller ett glukostest som ar en
modifierad version av hexokinas-metoden, som har foreslagits som grund for glukosreferensmetoden.?

Reaktionen mellan glukos och adenosintrifosfat (ATP) katalyseras av hexokinas (HK) och producerar glukos-6-fosfat (G-6-P)
och adenosindifosfat (ADP). Glukos-6-fosfat-dehydrogenas (G-6-PDH) katalyserar reaktionen da G-6-P omvandlas till
6-fosfoglukonat och nikotinamidadenindinukleotid (NAD™) reduceras till NADH.

Hexokinas
Glukos + ATP » G-6-P+ ADP

G-6-PDH
G-6-P + NAD" » 6-fosfoglukonat + NADH + H*

Kalium (K%)

Spektrofotometriska metoder har utvecklats som mojliggdér méatning av kaliumkoncentration pa vanliga instrument for klinisk
kemi. Abaxis enzymatiska metod baseras pé aktiveringen av pyruvatkinas med kalium och har utmairkt linearitet och férsumbar
kiinslighet f6r endogena dmnen.?>2*2 Interferens frdn natrium- och ammoniakjoner minimeras med tillsittning av Kryptofix
och glutaminsyntetas.?

I den kopplade enzymreaktionen defosforyleras fosfoenolpyruvat (PEP) av pyruvatkinas (PK) och bildar pyruvat.
Laktatdehydrogenas (LDH) katalyserar omvandlingen av pyruvat till laktat. Samtidigt oxideras NADH till NAD". Graden av
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forandring i absorbansdifferensen mellan 340 nm och 405 nm orsakas av omvandlingen av NADH till NAD" och &r direkt
proportionell till den méngd kalium som finns i provet.

K*, PK
ADP + PEP » Pyruvat + ATP

LDH
Pyruvat + NADH + H* » Laktat + NAD"

Natrium (NA*)

Kolorimetriska och enzymatiska metoder har utvecklats som mdjliggér méatning av natriumkoncentration pé vanliga instrument
for klinisk kemi.?®2"28 | Abaxis kemiska reaktion aktiveras p-galaktosidas av natriumet i provet. Det aktiverade enzymet
katalyserar sonderdelningen av o-nitrofenyl-f-D-galaktopyranosid (ONPG) till o-nitrofenol och galaktos.

Na*
ONPG » o-Nitrofenol + galaktos
[-galaktosidas

Totalt koldioxid (tCOz2)

Totalt koldioxid i serum eller plasma existerar som l6st koldioxid, karbaminoderivat av proteiner, bikarbonat- och
karbonatjoner och kolsyra. Totalt koldioxid kan métas med pH-indikator, COz-elektrod och spektrofotometriska enzymatiska
metoder som alla ger korrekta och precisa resultat.?** Den enzymatiska metoden ér vil 1dmpad for att anviindas pa en vanlig
blodkemisk analysator utan att 6ka komplexiteten.

I den enzymatiska metoden gors proverna forst alkaliska for att konvertera alla former av koldioxid (CO) till bikarbonat
(HCOy3"). Fosfoenolpyruvat (PEP) och HCOj3 reagerar och bildar oxalacetat och fosfat i ndrvaron av
fosfoenolpyruvatkarboxylas (PEPC). Malatdehydrogenas (MDH) katalyserar reaktionen for oxalacetat och reducerad
nikotinamidadenindinukleotid (NADH) till NAD" och malat. Graden av fordndring i absorbans pa grund av omvandlingen av
NADH till NAD" &r direkt proportionell till den méngd tCO2 som finns i provet.

PEPC
PEP + HCOs" » Oxalacetat + fosfat

MDH
Oxalacetat + NADH+ H* ———p» NAD" + malat

Blodureakvive (BUN)

Urea kan métas bade direkt och indirekt. Butadionmonoxim-reaktionen dr den enda direkta metoden f6r att méta urea, men den
anviinder farliga reagenser.’! Indirekta metoder miter ammoniak som skapas frén urea och anviindningen av enzymet ureas har
oOkat specifiteten for dessa tester.>?> Ammoniaken kvantiteras med flera olika metoder, inklusive nesslerisering (syratitrering),
Berthelot-tekniken34 och kopplade enzymatiska reaktioner.>>*¢ Katalyserade Berthelot-procedurer ir tyvirr ojémna vid
métning av ammoniak.>” Kopplade enzymreaktioner dr snabba, har en hog specificitet for ammoniak och anvinds ofta. En
sddan reaktion har foreslagits som en mdjlig referensmetod.®

Ureas hydrolyserar urea till ammoniak och koldioxid i den kopplade enzymreaktionen. Nér ammoniak kombineras med
a-ketoglutarat och reducerad nikotinamidadenindinukleotid (NADH), oxiderar enzymet glutamatdehydrogenas (GLDH)
NADH till NAD".

Ureas
Urea + HHO ——— » 2NH3 + CO2

GLDH
NHs + a-ketoglutarat + NADH 3 L-glutamat + H2O + NAD"

Graden av fordndring i absorbansdifferensen mellan 340 nm och 405 nm orsakas av omvandlingen av NADH till NAD" och &r
direkt proportionell till den méngd urea som finns i provet.
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4. Principer for drift

For information om procedurens princip och begransningar, 14s anvéindarmanualen for Piccolo Xpress kemiska analysator.

5. Beskrivning av reagenser

Reagenser

Varje Piccolo metlyte plus CRP reagensdisk innehéller torra testspecifika reagenskulor (beskrivs nedan). En torr
blankprovsreagens (som bestar av buffert, surfaktant, hjalpamnen och konserveringsmedel) dr inkluderad i varje disk for
anvéndning vid berdkning av koncentrationen av c-reaktivt protein (CRP), klorid (CL"), kreatinkinas (CK), glukos (GLU),
kalium (K+), natrium (NA+), totalt koldioxid (tCO2) och blodureakviave (BUN). Ett speciellt blankprov avsett for att berdkna
koncentrationer av kreatinin (CRE) &r inkluderat i disken. Varje disk innehéller dven ett spadningsmedel som bestar av

surfaktanter och konserveringsmedel.

Tabell 1: Reagenser

Komponent
2,4,6-tribrom-3-hydroxibensoesyra (TBHBA)
2-klor-4-nitrofenyl-a-D-maltotriosid (CNPG3)

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

4-aminoantipyrinhydroklorid

Adenosin-5’-difosfat

Adenosin-5’-monofosfat

Adenosin-5’-trifosfat

Amylas

Antihuman-CRP-belagd latex (mus)

Antihuman-CRP (get)

Askorbatoxidas (Cucurbita spp.)

Kalciumacetat

Citronsyra, trinatriumsalt

Kreatin-amidinohydrolas (Actinobacillus spp.)

Kreatinfosfat

Kreatinin-amidohydrolas (Pseudomonas spp.)

Etylenglykol-bis(B-aminoetyleter)-N,N,N’,N’-tetradttiksyra (EGTA)

Etylendiamintetraattiksyra (EDTA)

Glukos

Glukos-6-fosfat dehydrogenas (G6PDH) (jést)

Glutamatdehydrogenas

Glutaminsyntetas

Hexokinas (jést)

Imidazol

Laktatdehydrogenas (honshjarta)

Magnesiumacetat

Magnesiumsulfat

Malatdehydrogenas (svinhjérta)

N-acetyl-cystein

o-nitrofenyl-B-D galaktopyranosid (ONPG)

P1, P5di(adenosin-5")pentafosfat

Peroxidas (pepparrot)

Fosfoenolpyruvat

Fosfoenolpyruvatkarboxylas

Kaliumferrocyanid

Pyruvatkinas

Sarkosinoxidas (mikroorganism)

B-Nikotinamidadenindinukleotid (NAD)
Tabell 1: Reagenser (fortsiittning)

Miingd/disk
188 ug

52,5 ug

84 pg

13 pg

38 g

33 g

11 pg
0,0357U

67,2 ug
03 pg
03U
252 ng
567 ug
3U
122 pg
1U

4 ug
191,1 pg
58 ug
0,1U
0,1U
02U
02U
26 pg
03U
60 pg
29 pg
0,1U
60 pg
22 ng
0,2 pg
1U

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

20 pg
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Komponent Miingd/disk

Reducerad B-nikotinamidadenindinukleotid (NADH) 28 ug
B-nikotinamidadenindinukleotid-fosfat (NADP) 101 pg
Ureas (Concanavalia) 0,05U
a-ketoglutarsyra 19 pg
B-galaktosidas 0,005 U

Buffertar, surfaktanter, hjdlpamnen och konserveringsmedel

Varningar och forsiktighetsatgirder
e  For in vitro-diagnostisk anvéndning

e Behallaren med spddningsmedel i reagensdisken 6ppnas automatiskt nir analysatorns lada stdngs. Har behallaren med
spadningsmedel 6ppnats pa en disk kan disken inte ateranvindas. Se till att provet eller kontrollen har placerats i disken
innan du stédnger ladan.

e Anvinda reagensdiskar innehaller kroppsvitskor fran ménniskor. Folj god laboratoriesed med sékerhetsrutiner nar du
hanterar och kasserar anviinda diskar.*® Lis anvéindarmanualen till Piccolo Xpress kemisk analysator for ytterligare
instruktioner om rengéring av utspillt biologiskt riskmaterial.

e Reagenskulor kan innehalla syror eller fratande substanser. Om anvéndaren foljer de rekommenderade procedurerna
kommer hon/han inte i kontakt med reagenskulorna. Om kulorna maste hanteras (t.ex. stidning efter en tappad, spriackt
disk) undvik hudkontakt och undvik att svilja eller andas in reagenskulorna.

Instruktioner for hantering av reagenser

Reagensdiskar kan anvéndas direkt fran kylsképet utan att virmas forst. Lat inte diskar som ar forseglade i foliepasarna ligga
kvar i rumstemperatur lingre in 48 timmar innan de anviinds. Oppna den forseglade foliepasen och ta ut disken. Anvind enligt
instruktionerna som finns i anvéndarmanualen till Piccolo Xpress kemisk analysator. En disk som inte anvidnds inom

20 minuter efter att pasen Sppnats ska kasseras.

Forvaring

Forvara reagensdiskar i deras forseglade pasar vid 2—8 °C (3646 °F). Utsitt inte diskarna for direkt solljus eller for
temperaturer over 32 °C (90 °F) vare sig de ar odppnade eller 6ppnade. Reagensdiskar kan anvéndas fram till utgangsdatumet
som stdr pa forpackningen. Utgangsdatumet &r dven inkodat i streckkoden som finns pa streckkodsringen. Ett felmeddelande
visas pa skdrmen pa Piccolo Xpress kemisk analysator om reagensen har passerat utgdngsdatumet.

Indikationer pa instabilitet/forsimring av en reagensdisk
En pase som ér trasig eller skadad pa ndgot sitt kan sldppa in fukt till den oanvinda disken och ha en negativ inverkan pa
reagensernas funktion. Anvénd inte en disk frén en skadad péase.

6. Instrument

For fullstédndig information hur analysatorn ska anvéndas, 1ds anvindarmanualen for Piccolo Xpress kemisk analysator.
7. Insamling och beredning av prover
Tekniker for provtagning beskrivs i avsnittet "Provtagning” i respektive anvindarmanual till Piccolo Xpress kemisk analysator.

e Den minsta storlek som krévs pé provet ar ~100 pl litiumhepariniserat helblod, littumhepariniserad plasma, serum eller
kontrollmaterial. Reagensdiskens provkammare rymmer upp till 120 pl prov.

e Helblodprov fran venpunktion méste vara homogena innan proven overfors till reagensdisken. Viand forsiktigt pa provet
nagra ginger precis innan det 6verfors till disken. Skaka inte provroret, d& detta kan orsaka hemolys.

e  Prover med helblod ska endast tas med venpunktion. Kapillarblod bor inte anvéndas.
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e Hemolys kan orsaka felaktigt hoga resultat i kalium-analyser. Det hér problemet kanske inte uppméarksammas vid analys
av helblod (om kalium frigors frén sé lite som 0,5 % av erytrocyterna kan kaliumnivén i serumet 6ka med 0,5 mmol/l).
Dessutom kan &ven prover som inte hemolyserats, som inte kors genast, ha 6kade nivaer av kalium pa grund av
intracellulirt kaliumlickage.

e Helblodprov fran venpunktion ska koras inom 60 minuter efter provtagningen.*! Glukos-koncentrationen péverkas av hur
lang tid som gatt sedan patienten &t och vilken typ av prov som togs pé patienten. For en korrekt bestimning av
glukosresultat bor proverna tas frén en patient som har fastat i minst 12 timmar. Koncentrationen av glukos minskar med
ungefér 5-12 mg/dl pa en timme i prover som inte centrifugerats och forvaras i rumstemperatur.*?

e  Kylforvaring av helblodsprover kan orsaka stora foréindringar i koncentrationen av kreatinin och glukos.*® Provet kan
separeras till plasma eller serum och forvaras i korkade provror vid 2-8 °C (36—46 °F) om det inte gér att kora provet inom
60 minuter.

e Anviénd bara litiumhepariniserade (gron kork) provtagningsrér med undertryck for helblod- eller plasmaprover. Anvénd
rena (rod kork) provtagningsror med undertryck eller serumseparationsror (rod/svart kork) for serumprover.

e Koncentrationen av totalt koldioxid bestims med storst exakthet nir analysen gors genast efter att réret Oppnas och sé
snart som mojligt efter provtagning och beredning av det odppnade roret. Omgivande luft innehaller mycket mindre
koldioxid dn plasman och 16st koldioxid i gasform kommer dvergé fran provet till luften. Detta ger en konsekvent
minskning av koldioxidvirdet pa upp till 6 mmol/l pé en timme.*

e  Starta testet inom 10 minuter efter att provet dverforts till reagensdisken.

8. Procedur

Material som ingar
e  En Piccolo metlyte plus CRP reagensdisk best.nr: 400-1034 (en 14da diskar best.nr 400-0034)

Material som krivs men inte ingir

e Piccolo Xpress kemisk analysator

e  Pipetter for provoverforing (fast volym, ungefér 100 pl) och spetsar levereras med varje Piccolo Xpress kemisk analysator
och kan bestéllas om fran Abaxis.

e Kommersiellt tillgédngliga kontrollreagenser som rekommenderas av Abaxis (kontakta Abaxis teknisk support for
information om godkénda kontrollmaterial och forvintade vérden).

e Tidtagare

Testparametrar

Piccolo Xpress kemisk analysator kan anvéndas i omgivande temperaturer pa mellan 15 och 32 °C (59-90 °F). Analystiden for
varje Piccolo metlyte plus CRP reagensdisk dr under 14 minuter. Analysatorn haller disken vid en temperatur pa 37 °C

(98,6 °F) under mitintervallet.

Testprocedur
Den kompletta tekniken for provtagning och anvandningsprocedurer beskrivs steg-for-steg i anvédndarmanualen till Piccolo
Xpress kemisk analysator.

Kalibrering

Piccolo Xpress kemisk analysator kalibreras av tillverkaren innan den levereras. Streckkoden som &r tryckt pa streckkodsringen
forser analysatorn med kalibreringsdata som &r specifik for disken. Se anvindarmanualen till Piccolo Xpress kemisk
analysator.

Kvalitetskontroll

I anvindarmanualen till Piccolo Xpress kemisk analysator finns en detaljerad genomgang av korning, registrering, tolkning och
plottning av kontrollresultat.

9. Resultat

Piccolo Xpress kemisk analysator berdknar och skriver ut provets analytkoncentrationer automatiskt. Detaljerad information
om berdkningarna for slutpunkt och reaktionsgrad finns i anvindarmanualen till Piccolo Xpress kemisk analysator.
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Tolkning av resultat beskrivs ingdende i anvdndarmanualen. Resultat skrivs ut pa resultatkort som levereras av Abaxis.
Resultatkorten har klister pa baksidan sé att de enkelt kan féstas i patientens journal.

10. Procedurens begrinsningar

Allménna begransningar i proceduren beskrivs i anvindarmanualen till Piccolo Xpress kemisk analysator.

e Den enda antikoagulant som rekommenderas for anvindning i Piccolo Xpress kemiska analysatorsystem ar
litiumheparin. Abaxis har gjort studier som visar att EDTA, flourid, oxalat och alla antikoagulanter som innehaller
ammoniumjoner interfererar med minst ett av de &mnen som ingér i Piccolo metlyte plus CRP reagensdisk.

e  Prover med hematokrit hogre dn 62—65 % rod volymfraktion (en volymfraktion pa 0,62—0,65) kan ge felaktiga resultat.
Prover med hog hematokrit kan rapporteras som hemolyserade. Dessa prover kan centrifugeras for att ge plasma och kdoras
igen i en ny reagensdisk.

e CRP ir en “akutfas”-protein och okar icke-specifikt som svar pa inflammationer. Den intraindividuella variationen for
c-reaktivt protein ir signifikant (30 till 60 %) och bér beaktas vid tolkningen av vérden.! En serie mitningar kan behovas
for att kunna uppskatta det rdtta medelvardet av c-reaktivt protein hos en individ.

e HAMA (humana anti-mus-antikroppar) upp till 115 ng/ml paverkar inte. Prover fran patienter som har fitt beredningar
med monoklonala musantikroppar som behandling eller for diagnos kan innehalla HAMA.

e  Reumafaktor i en koncentration upp till 644 U/ml paverkar inte.
e Ingen "hook-effekt” vid hoga doser (prozon-effekt) observerades i analysen vid CRP-koncentrationer upp till 1 000 mg/1.

o Alla resultat for ett specifikt test som dverskrider analysomradet ska analyseras med en annan godkénd testmetod
eller skickas till ett referenslaboratorium. Spéd inte ut provet och kor det igen pa Piccolo Xpress kemisk

analysator.

Varning: Omfattande tester av Piccolo Xpress kemiska analysatorsystem har visat att i ndgra fa, mycket séllsynta fall
hénder det att provet som dispenseras in i reagensdisken inte flyter smidigt in i provkammaren. Det ojamna
flodet gor att en otillrdcklig kvantitet av provet analyseras och flera resultat kanske hamnar utanfor
referensomradena. Provet kan kdras om med en ny reagensdisk.

Interferens

Amnen testades for interferens med analyterna. Serumpooler med humant serum forbereddes. Den koncentration som varje
mojlig interferent testades vid baserades pé testnivéerna i CLSI EP7-A.%#

Effekten av endogena imnen

e Fysiologiska interferenter (hemolys, ikterus, lipemi) orsakar fordndringar i den koncentration som rapporteras for en del
analyter. Provindexen skrivs ut langst ned pé varje resultatkort for att ge anvéndaren information om vilka nivéer av
interferenter som finns nérvarande i varje prov.

e Piccolo Xpress kemisk analysator tillbakahaller de resultat som paverkas med >10 % av interferens fran hemolys, lipemi
eller ikterus. P4 resultatkortet star det "THEM”, ”ICT” eller ”LIP” istillet for resultatet.

e  Extremt forhdjda amylasnivéer (>9 000 U/1) har en signifikant effekt, en 6kning >10 % av kloridresultatet.
Koncentrationen av amylas utvirderas inte for varje prov av Piccolo-systemet.

e De nivéer av endogena substanser som i CRP-metoden utloser hdmningen av HEM, LIP eller ICT é&r f6r hemoglobin
750 mg/dl, for lipemi 750 mg/dl och for bilirubin 35 mg/dl.

e Kaliumanalysen i Piccolo-systemet 4r en kopplad pyruvatkinas (PK)/laktatdehydrogenas (LDH)-analys. Vid extrema fall
av muskelskador eller mycket forhdjda nivéer av kreatinkinas (CK) kan Piccolo darfor rapportera falskt forhdjda kalium

(K+)-vérden. Vid sédana tillfallen maste ovéntade hoga kaliumsvar bekréftas med en annan metod.

e For maximala nivaer av endogena d&mnen, kontakta Abaxis tekniska support.
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Effekten av exogena och terapeutiska imnen

Trettiofem exogena och terapeutiska &mnen valdes ut som mojliga interferenter for Abaxis testmetoder, baserat pa Youngs
rekommendationer. # Signifikant interferens definieras som en forindring stérre &n = 10 % i resultatet for ett prov inom det normala
omradet. Serumpooler med humant serum kompletterades med kénda koncentrationer av medicinen eller kemikalien och analyserades
sedan. Se tabell 2 for en lista med utvirderade exogena och terapeutiska &mnen. Se TABELL 3 for en lista 6ver analyter med
observerad interferens.

Tabell 2: Utvirderade exogena och terapeutiska imnen

Mojlig interferent Hogsta koncentration som testades
(mg/dl om inte annat specificerats)

Acetaminofen 100
Acetacetat 102
Acetylsalicylsyra 50
Ampicillin 30
Askorbinsyra 20
Koffein 10
Kalciumklorid 20
Cefalotin (keflin) 400
Kloramfenikol 100
Cimetidin 16
Dopamin 19
Adrenalin 1
Erytromycin 10
Glutation 30
Hydroklorotiazid 7,5
Ibuprofen 50
Isoniazid 4
a-Ketoglutarat 5
Ketoprofen 50
L-dopa 5
Lidokain 1
Litiumlaktat 84
Meticillin 100
Metotrexat 0,5
Metronidazol 5
Nafcillin 1
Nitrofurantoin 20
Oxacillin 1
Oxalacetat 132
Penicillin G 100
Fenytoin (5,5-difenylhydantoin) 3
Proline 4
Pyruvat 44
Rifampin 0,5
Salicylsyra 50
Sulfadiasin 150
Sulfanilamid 50
Teofyllin 20
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Tabell 3: Foljande dmnen uppvisade en forindring som var storre éin + 10 % i resultatet for ett prov i det normala
omraidet.

Koncentration som % Interferens*
ger >10 % observerad
Interferens
C-reaktivt protein
Glutation 30 13 % min
Isoniazid 4 16 % min
L-dopa 5 28 % min
Oxalacetat 132 57 % min
Kreatinkinas
Cefalotin 400 43 % min
Dopamin 15 46 % min
L-dopa 5 13 % min
Metotrexat 0,5 16 % min
Nitrofurantoin 20 18 % min
Kreatinin
Askorbinsyra 20 11 % min
Dopamin 19 80 % min
L-dopa 5 71 % min
Adrenalin 1 45 % min
Glutation 30 13 % min
Glukos
Oxalacetat 132 11 % min
Pyruvat 44 13 % min
Kalium
Penicillin G 100 17 % 6kn
Sulfadiasin 150 12 % min
Natrium
Cefalotin 400 12 % 6kn
Metotrexat 0,5 11 % 6kn
Penicillin G 100 10 % 6kn
Totalt koldioxid
Acetaminofen 100 11 % 6kn
Askorbinsyra 20 12 % min
Cefalotin 400 13 % 0kn
Cimetidin 16 19 % min
Erytromycin 10 21 % min
Lidokain 1 23 % 0Okn
Metotrexat 0,5 80 % min
Nitrofurantoin 20 13 % 0kn
Salicylsyra 50 17 % min
Sulfadiasin 150 25 % min
A

min = minskad koncentration av den specificerade analyten, 6kn = 6kad koncentration av den specificerade analyten

e  For kloridanalysen kan bromid vid toxiska nivéer (=15 mmol/l) ha en signifikant effekt (>10 % 6kning) pa
kloridresultatet. Jodid vid véldigt hga koncentrationer (30 mmol/l, den hdgsta nivan som testas) har ingen effekt.
Normala fysiologiska nivéer av bromid och jodid interfererar inte med Piccolos testsystem for klorid.
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11. Forvintade varden

Prover frén 125-150 vuxna kvinnor och mén analyserades for elektrolyter pa Piccolo blodkemisk analysator och prover fran
69 vuxna kvinnor och mén analyserades pa Piccolo Xpress kemisk analysator for CRP. Resultaten anvéndes for att bestimma
referensomrédet. Berdkningen av elektrolytomraddena baserades pa 95 %-referensintervallet, som uppskattades fran de
kombinerade (6vergripande) viardena som ficks frén referensindividerna. CRP-omradet baserades pa demonstrerad
overforbarhet for referensomradena fran Beckman.*’ Intervallen dr endast avsedda som riktlinjer. Vi rekommenderar att ditt
laboratorium eller din institution etablerar normalomréden for er specifika patientpopulation.

Tabell 4: Piccolo referensintervall

Analyt Vanliga enheter
C-reaktivt protein <7,5 mg/1
Klorid 98-108 mmol/l
Kreatinkinas (kvinna) 30-190 U/1
Kreatinkinas (man) 39-380 U/l
Kreatinin 0,6-1,2 mg/dl
Glukos 73-118 mg/dl
Kalium 3,6-5,1 mmol/l
Natrium 128-145 mmol/l
Totalt koldioxid 18-33 mmol/l
Blodureakvive (BUN) 7-22 mg/dl

12. Karakteristik for prestandan

Linearitet

SI-enheter

<7,5 mg/1
98—-108 mmol/l
30-190 U/1
39-380 U/l
53-106 pmol/1
4,1-6,6 mmol/l
3,6-5,1 mmol/l
128-145 mmol/1
18-33 mmol/l
2,5-7,9 mmol/l

Kemin for varje analyt &r linjér over det dynamiska omrédet som listas nedan nér Piccolo Xpress kemisk analysator anvands
med den rekommenderade proceduren (se anvdndarmanualen till Piccolo Xpress kemisk analysator).

Tabell S: Piccolos dynamiska omriaden

Analyt Vanliga enheter

C-reaktivt protein 5,0-200,0 mg/1

Klorid 80—135 mmol/l
Kreatinkinas 5-5000 U/
Kreatinin 0,2-20 mg/dl
Glukos 10-700 mg/dl
Kalium 1,5-8,5 mmol/l
Natrium 110-170 mmol/l
Totalt koldioxid 5-40 mmol/l
Blodureakvive (BUN) 2—-180 mg/dl

SI-enheter

5,0-200,0 mg/1
80135 mmol/l
5-5000 U/
18-1 768 umol/l
0,6-38,9 mmol/l
1,5-8,5 mmol/l
110-170 mmol/1
5-40 mmol/l
0,7-64,3 mmol

Om analyt-koncentrationen &r hogre &n méatomradet (dynamiska omradet) men inom systemets omrdde kommer databandet ha
ett ”>"-tecken vid den 6vre grinsen och en asterisk efter siffran, t.ex. GLU >700* U/l. Om den é&r lagre &n det dynamiska
omradet skrivs ett ”<” ut med en asterisk, t.ex. GLU <10* U/l. Om vérdet &r 1angt bortom métomradet (systemomradet) skrivs
tecknen ”~~~"" ut istéllet for resultatet. Varje gdng "~~~" dyker upp pé databandet ska ett nytt prov tas och testet goras om. Om
dven resultatet for det andra provet aterhélls, kontakta Abaxis tekniska support.

Sensitivitet

Den ldgre griansen for det (dynamiska) omradet for varje analyt ar: c-reaktivt protein 5,0 mg/1, klorid 80 mmol/l, kreatinkinas
5 U/, kreatinin 0,2 mg/dl (18 pmol/1), glukos 10 mg/dl (0,6 mmol), kalium 1,5 mmol/l, natrium 110 mmol/l, totalt koldioxid

5 mmol/l och blodureakvéve 2,0 mg/dl (0,7 mmol/l).

Sida 11 av 18



Precision

Precisionsstudier utfordes enligt riktlinjerna fran CLSI EP5-A* med modifikationer som baserades p4 CLSI EP18-A* for
utrustning som anvéander enheter. Resultat for inom kdrning och total precision bestdmdes genom att testa tvd nivéer av
kommersiellt tillgéngliga kontrollmaterial och for kalium med tva nivaer av plasmapooler. I studien anvéndes flera instrument.
Tva loter med reagensdiskar anvindes for elektrolyterna och en for c-reaktivt protein. Testning av kreatinkinas, glukos,
natrium och ureakviave utférdes pa en klinik under 20 dagar, testning av kalium och totalt koldioxid utfordes pa tva kliniker
under 20 dagar, testning av c-reaktivt protein (serum 1, kontroll 1 och kontroll 2) och klorid utférdes pa tvé kliniker under fem
dagar. C-reaktivt protein serum 2 och 3 samt plasma 1 och 2 gjordes pé en klinik under fem dagar. Kaliumtestning utfoérdes pa
en plats undantagen fran CLIA med tre analysatorer, ett parti reagensskivor och tva operatdrer under fem dagar.

Resultaten fran precisionsstudier visas i tabell 6.

Tabell 6: Precision

Analyt Provstorlek Inom kdrning Totalt

C-reaktivt protein (mg/l)
Serum 1 N =280

Medel 8,3 8,3

SD 0,70 0,81

% CV 8,4 9,8
Serum 2 N =40

Medel 8,1 8,1

SD 0,49 0,51

% CV 6,1 6,3
Serum 3 N =40

Medel 8,8 8,8

SD 0,54 0,54

% CV 6,2 6,2
Plasma 1 N =40

Medel 34,5 34,5

SD 1,04 1,09

% CV 3,0 3,2
Plasma 2 N =40

Medel 105,5 105,5

SD 2,06 2,30

% CV 1,9 2,2
Kontroll 1 N=280

Medel 33,0 33,0

SD 1,21 2,12

% CV 3,7 6,4
Kontroll 2 N=280

Medel 108,0 108,0

SD 1,88 3,14

% CV 1,7 2,9
Klorid (mmol/l) N =160
Kontroll 1

Medel 97,8 97,8

SD 1,63 1,74

% CV 1,7 1,7
Kontroll 2

Medel 113,6 113,6

SD 1,97 2,22

% CV 1,7 2,0
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Tabell 6: Precision (fortsiittning)

Analyt Provstorlek Inom korning Totalt
Kreatinkinas (U/l) N=120
Kontroll 1
Medel 134 134
SD 2,7 2,7
% CV 2,0 2,0
Kontroll 2
Medel 526 526
SD 7,7 7,7
% CV 1,5 1,5
Kreatinin (mg/dl) N=280
Kontroll 1
Medel 1,1 1,1
SD 0,14 0,14
% CV 12,5 13,1
Kontroll 2
Medel 5,2 5,2
SD 0,23 0,27
% CV 4.4 5,2
Glukos (mg/dl) N=280
Kontroll 1
Medel 66 66
SD 0,76 1,03
% CV 1,1 1,6
Kontroll 2
Medel 278 278
SD 2,47 3,84
% CV 0,9 1,4
Kalium (mmol/l) N=150
Kontroll 1
Medel 32 3.2
SD 0.09 0.11
%CV 2.8 33
Kontroll 2 N=149
Medel 6.2 6.2
SD 0.09 0.10
%CV 14 1.7
Plasmapool 1 N=150
Medel 3.2 32
SD 0.07 0.09
(O\Y4 2.3 2.9
Plasmapool 2 N=150
Medel 5.4 54
SD 0.09 0.10
(6\Y4 1.6 1.9
Natrium (mmol/l) N =280
Kontroll 1
Medel 143,5 143,5
SD 2,28 2,28
% CV 1,6 1,6
Kontroll 2
Medel 120,0 120,0
SD 2,13 2,13
% CV 1,8 1,8
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Tabell 6: Precision (fortsiittning)

Analyt Provstorlek Inom kdrning Totalt
Totalt koldioxid
(mmol/l) N=120
Kontroll 1
Medel 21,4 21,4
SD 2,29 2,29
% CV 10,7 10,7
Kontroll 2
Medel 10,5 10,5
SD 0,90 0,90
% CV 8,6 8,6
Blodureakvive (mg/dl) N=280
Kontroll 1
Medel 19 19
SD 0,35 0,40
% CV 1,9 2,1
Kontroll 2
Medel 65 65
SD 1,06 1,18
% CV 1,6 1,8

Helblodsprecision for kalium
Helblodsprecision testades pa en plats undantagen fran CLIA med tva CLIA-dispensoperatdrer. I studien anvindes fyra Piccolo
Xpress analysatorer med 16 replikat per prov for fyra (4) férska, littumheparin helblodsprover.

Tabell 7: Helblodsprecision for kalium

Kalium (mmol/1) Provstorlek Inom kdrning Totalt
Helblod 1 N=16
Medel 3.9 3.9
SD 0.06 0.11
Ccv 1.6 2.8
Helblod 2 N=16
Medel 4.0 4.0
SD 0.11 0.14
Ccv 2.9 34
Helblod 3 N=16
Medel 4.0 4.0
SD 0.11 0.15
Ccv 2.8 3.9
Helblod 4 N=16
Medel 4.0 4.0
SD 0.11 0.13
Ccv 2.7 34
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Litiumhepariniserade helblodsprover och serumprover samlades in och analyserades pa Piccolo blodkemisk analysator och
med jimforelsemetoder for klorid, kreatinkinas, kreatinin, glukos, kalium, natrium, totalt koldioxid och ureakvive.
Helblodproverna analyserades med Piccolo blodkemisk analysator ute pa plats och serumproverna analyserades med Piccolo
blodkemisk analysator och med jamforelsemetoder. I en del fall anvandes supplementerade hoga och laga prover for att ticka
in hela det dynamiska omradet. Litiumhepariniserade plasmaprover testades for CRP med Piccolo Xpress kemisk analysator
och med en jamforelsemetod.

Representativ korrelationsstatistik visas i tabell 7.

Tabell 7: Korrelation mellan Piccolo Blood Chemistry Analyzer eller Piccolo Xpress Chemistry Analyzer (for CRP) med
jamforande metoder (s)

Korrelation Skirning Provinterv Jamforande
s-koefficient Lutning spunkt SEE N all metod
C-reaktivt protein (mg/1) 0.998 0.990 -0.4 4.6 113 5.4-198.6 Beckman
Klorid (mmol/l) 0.978 0.982 -1.1 1.84 120 71-118 Vitros 950
Kreatinkinas (U/l) 0.967 1.194 -25 9.05 47 6-813 Cobas Fara®
Kreatinin (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
Glukos (mg/dl) 0.987 1.009 2.8 3.89 251 72-422 Paramax®
0.997 0.943 1.2 4.69 91 56-646 Beckman
Kalium (mmol/l) 0.984 0.99 0.13 0.10 130 1.3-9.5 Siemens
Helblod (undantaget VISTA
laboratorium) Plasma
Kalium (mmol/l) 0.984 0.98 0.12 0.18 178 1.5-8.6 Siemens
Helblod (mattligt VISTA
komplext labb) Plasma
Kalium (mmol/l)
Serum 0.99 0.98 0.06 0.14 178 1.4-8.5 Siemens
(maéttligt komplext labb VISTA
Serum
Natrium (mmol/l) 0.937 0.782 27.7 3.79 113 116-154 Radiometer KNA™ 2
Totalt koldioxid 0.947 0.903 2.4 0.84 60 6-39 Cobas Fara
(mmol/l)
Blodureakvive (mg/dl) 0.964 0.923 0.5 1.08 251 6-52 Paramax®
0.983 0.946 0.0 0.66 92 6-38 Beckman

Det bor noteras att serum vanligtvis ger hogre resultat for K+ jamfort med helblod eller plasma av fysiologiska skél.
Variationen kan variera fran cirka 0,2 till 0,9 mmol/l och beror pé ett antal faktorer. Den priméra effekten dr beroende av
antalet blodkroppar som finns i patientprovet.®?

Tabell 8: Provtypskorrelation for CRP
For CRP-testmetoden gav Demings regressionsanalys for provtyp foljande resultat for n = 21.

Y-axel X-axel R? Lutning  Skirningspunkt
Litiumhepariniserad plasma Litiumhepariniserat helblod 1,000 0,995 0,2

Serum Litiumhepariniserat helblod 0,999 1,005 0,5

Serum Litiumhepariniserad plasma 0,999 1,010 0,3
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Inga signifikanta skillnader mellan resultaten for littumhepariniserat helblod, littumhepariniserad plasma och serum

observerades for CRP.
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