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1. Verwendungszweck

Die Piccolo®-Basismetabolikprofil-Reagenzdisk wird zusammen mit dem Piccolo-Blutchemie-Analysesystem verwendet und
dient zur quantitativen In-vitro-Bestimmung von Calcium, Chlorid, Creatinin, Glucose, Lactatdehydrogenase, Magnesium,
Kalium, Natrium, Gesamtkohlendioxid und Harnstoffstickstoff im klinischen Labor. Diese Disk ist nur zur Untersuchung
von heparinisiertem Plasma und Serum vorgesehen.

2. Zusammenfassung und Erlauterung der Tests

Die Piccolo-Basismetabolikprofil-Reagenzdisk und das Piccolo-Blutchemie-Analysesystem stellen ein In-vitro-
Diagnosesystem dar, das den Arzt bei der Diagnose und Behandlung folgender Stérungen unterstitzt :

Calcium: Hyperparathyroidismus, Hypothyroidismus, Knochenerkrankungen und
chronische Nierenerkrankungen, Tetanie.
Chlorid: Dehydratation, anhaltende Diarrhée und Erbrechen,

Nierentubuluserkrankungen, Hyperparathyroidismus, Verbrennungen,
Nierenerkrankungen mit Salzverlust, Hyperhydratation und
Thiazidtherapie.

Creatinin: Nierenerkrankungen und Dialyseuberwachung.

Glucose: Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels, einschliellich Diabetes
mellitus Typ | und Il sowie Hyperglykémie, Hypopituitarismus,
Pankreatitis und Nierenerkrankungen.

Lactatdehydrogenase:  Lebererkrankungen wie akute virale Hepatitis und Zirrhose,
Herzkrankheiten wie Myokardinfarkt sowie Gewebeabnormalitaten in
Herz, Nieren, Leber und Muskeln.

Magnesium: Hypomagnesidmie und Hypermagnesiamie.

Kalium; Nierenglomerulum- oder -tubuluserkrankungen,
Nebennierenrindeninsuffizienz, diabetische Ketoazidose, Uiberdosierte
intravendse Kaliumtherapie, Sepsis, Panhypopituitarismus,
Hyperaldosteronismus, Fehlerndhrung, Hyperinsulinismus, metabolische
Alkalose und Magen-Darm-Schwund.

Natrium: Dehydratation, Diabetes insipidus, Verlust hypotonischer Magen-Darm-
Flussigkeiten, Salzvergiftung, selektive Unterdriickung des Durstgefthls,
Hautverluste, Verbrennungen, Schweil3ausbriiche,
Hyperaldosteronismus, ZNS-Stérungen, Verdinnungshyponatridmie,
Verlusthyponatridmie und Wahnhyponatridmie sowie Syndrom der
inadaquaten ADH-Sekretion.

Gesamtkohlendioxid:  Priméare metabolische Alkalose und Azidose sowie primare
respiratorische Alkalose und Azidose.

Harnstoffstickstoff: Erkrankungen der Niere und des Stoffwechsels.

Wie bei allen diagnostischen Prifverfahren sind vor der endgtiltigen Diagnose samtliche anderen Testergebnisse
sowie der klinische Zustand des Patienten zu beriicksichtigen.
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3. Verfahrensprinzip

Calcium (CA)

Bei den ersten Verfahren zur Analyse von Calcium wurde Calcium mit einem Uberschuss von Anionen ausgefallt.
Fallmethoden sind aufwendig und oft ungenau. Die Referenzmethode fiir Calcium ist Atomabsorptionsspektroskopie. Diese
Methode ist jedoch nicht fiir die routinemaRige Anwendung geeignet.* Spektrophotometrische Methoden unter Verwendung
von o-Cresolphthalein Complexone (CPC) oder Arsenazo-111-Metallochromindikatoren sind am gebréauchlichsten.>®”
Arsenazo-l11 besitzt eine hohe Affinitat fur Calcium und ist im Gegensatz zu CPC nicht temperaturabhéngig.

12,3

Das Calcium in der Patientenprobe bindet an Arsenazo-I11 und bildet einen Calcium-Farbstoffkomplex.

Ca®* + Arsenazo-lll »  Ca’"Arsenazo-111-Komplex

Die Umschlagpunktreaktion wird bei 405 nm, 467 nm und 600 nm (berwacht. Die Calciummenge in der Probe ist
proportional zur Extinktion.

Chlorid (CI")

Die Methode beruht auf der Bestimmung der chloridabhéngigen Aktivierung von a-Amylase. Deaktivierte a-Amylase wird
durch Zugabe des Chloridions reaktiviert und ermdéglicht eine Reassoziierung von Calcium und Enzym. Die Reaktivierung
von a-Amylaseaktivitét ist proportional zur Konzentration der Chloridionen in der Probe. Die reaktivierte a-Amylase wandelt
das Substrat, 2-Chlor-p-nitrophenyl-a-D-maltotriosid (CNPG3) in 2-Chlor-p-nitrophenol (CNP) um und produziert dabei
Farbe sowie a-Maltotriose (G3). Die Reaktion wird bichromatisch gemessen und die Erhdéhung der Extinktion ist direkt
proportional zur reaktivierten a-Amylaseaktivitat und der Konzentration des Chloridions in der Probe.?

a-Amylase

CNPG3 CNP + G3

v

Cl, ca®

Creatinin (CRE)

Die 1886 eingefiihrte Jaffe-Methode ist noch immer weit verbreitet zur Bestimmung von Creatininspiegeln im Blut. Bei der
derzeitigen Referenzmethode wird Fullererde (Floridin) zusammen mit der Jaffe-Technik eingesetzt, um die Spezifitat der
Reaktion zu erhdhen.®*® Es wurden enzymatische Methoden entwickelt, die spezifischer auf Creatinin reagieren als die
verschiedenen Modifizierungen der Jaffe-Technik.***%** Bei den auf dem Enzym Creatininamidohydrolase beruhenden
Methoden besteht nicht das Problem der Stérung durch Ammoniumionen, wie es bei Techniken auf Basis von
Creatininiminohydrolase der Fall ist.**

Creatininamidohydrolase
Creatinin + H,0O » Creatin

Creatinamidinohydrolase
Creatin + H,O » Sarcosin + Harnstoff

Sarcosinoxidase

v

Sarcosin + H,0 + O, Glycin + Formaldehyd + H,0,

Peroxidase
H,0, + TBHBA + 4-AAP

Roter Chinonimin-Farbstoff + H,O

v

Die Konzentration von Creatinin in der Probe wird mit zwei Kiivetten bestimmt. Das endogene Creatin wird in der
Blindwertkivette gemessen und von der Gesamtsumme aus endogenem Creatin und durch Enzymreaktionen in der
Testkiivette gebildetem Creatin subtrahiert. Wenn das endogene Creatin aus den Berechnungen entfernt ist, ist die
Creatinin-Konzentration proportional zur Intensitat der produzierten roten Farbe. Die Umschlagpunktreaktion wird als die
Extinktionsdifferenz zwischen 550 nm und 630 nm gemessen.

Glucose (GLU)

Messungen der Glucosekonzentration wurden zuerst mit Kupferreduktionsmethoden (wie bei Folin-Wu® und Somogyi-
Nelson'®'") vorgenommen. Die mangelnde Spezifitét bei Kupferreduktionstechniken filhrte zur Entwicklung quantitativer
Verfahren mit den Enzymen Hexokinase und Glucoseoxidase. Bei dem in der Basic Metabolic Panel Plus Reagent Disc
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integrierten Glucosetest handelt es sich um eine Modifikation der Hexokinase-Methode, die als Basis fir die
Glucose-Referenzmethode vorgeschlagen wurde.'® Die durch Hexokinase (HK) katalysierte Reaktion von Glucose mit
Adenosintriphosphat (ATP) fiihrt zu Glucose-6-phosphat (G-6-P) und Adenosindiphosphat (ADP).
Glucose-6-phosphatdehydrogenase (G-6-PDH) katalysiert die Umsetzung von G-6-P zu 6-Phosphogluconat und die
Reduktion von Nicotinamidadenindinucleotid (NAD") zu NADH.

Hexokinase
Glucose + ATP »  Glucose-6-phosphat + ADP

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

Lactatdehydrogenase (LD)

Lactatdehydrogenase (LD) katalysiert die reversible Oxidation von L-Lactat zu Pyruvat unter gleichzeitiger Reduktion von
Nicotinamidadenindinucleotid (NAD") zu reduziertem Nicotinamidadenindinucleotid (NADH). Die Methode beruht auf der
Lactat-zu-Pyruvat-Reaktion nach Wacker et al.' In einer von Diaphorase katalysierten Reaktion wird NADH anschlieRend
oxidiert unter gleichzeitiger Reduktion von p-lodonitrotetrazolium-Violett (INT) zu einem Formazan-Farbstoff intensiver
Féarbung.

LD

v

L-Lactat + NAD" Pyruvat + NADH + H*

Diaphorase

v

NADH + H" + INT NAD" + Formazan
Die Bildungsgeschwindigkeit von Formazan wird bichromatisch bei 500 nm und 630 nm gemessen. Sie ist der LD-Aktivitét
in der Probe direkt proportional.

Magnesium (MG)

Die Magnesiumbestimmung tber die Aktivierung von Hexokinase (HK) ist die fir das Piccolo-System hinsichtlich
Sensitivitat, Prazision und Genauigkeit am besten geeignete Methode.?’ Die enzymatische Magnesiummethode l4sst sich wie
folgt beschreiben:

HK
Glucose + ATP » G-6-P + ADP
Mg,2+
G-6-PDH
G-6-P + NADP* » 6-Phosphogluconat + NADPH + H*

Die geschwindigkeitsbegrenzende Reaktion ist die HK-Reaktion. Magnesium in der Probe aktiviert HK, die ihrerseits die
Umwandlung von Glucose zu Glucose-6-phosphat (G-6-P) und ADP katalysiert. G-6-P reagiert mit
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADP*) unter Bildung von reduziertem Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
(NADPH) und 6-Phosphogluconat in Gegenwart von Glucose-6-phosphatdehydrogenase (G-6-PDH). Dies ist eine Reaktion
erster Ordnung. Die Bildungsgeschwindigkeit von NADPH ist direkt proportional zu der in der Probe vorhandenen
Magnesiummenge. Die Extinktion wird bichromatisch bei 340 nm und 405 nm ermittelt.

Kalium (K*)

Es wurden spektrophotometrische Methoden entwickelt, die die Messung der Kaliumkonzentration mit Standardgeréten der
klinischen Chemie ermdglichen. Die enzymatische Methode von Abaxis beruht auf der Aktivierung von Pyruvatkinase mit
Kalium und zeigt eine hervorragende Linearitat und vernachlassigbare Anfalligkeit gegen endogene Substanzen.??%%
Interferenzzgn durch Natrium- und Ammoniumionen werden durch Zugabe von Kryptofix bzw. Glutamatdehydrogenase
minimiert.
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In der Reaktion mit gekoppelten Enzymen wird Phosphoenolpyruvat (PEP) von Pyruvatkinase (PK) zu Pyruvat
dephosphoryliert. Lactatdehydrogenase (LD) katalysiert die Umwandlung von Pyruvat zu Lactat. Damit einhergehend wird
NADH zu NAD" oxidiert. Die Geschwindigkeit der Extinktionsénderung durch Umwandlung von NADH zu NAD" ist direkt
proportional zur Kaliummenge in der Probe.

K*, PK
ADP + PEP —— Pyruvat + ATP
LD
Pyruvat + NADH + H* > Lactat + NAD*

Natrium (Na")

Kolorimetrische und enzymatische Methoden erlauben die Bestimmung der Natriumkonzentration mit Standardgeréten der
klinischen Chemie.?**>? Bei der enzymatischen Reaktion von Abaxis wird p-Galactosidase durch Natrium in der Probe
aktiviert. Das aktivierte Enzym katalysiert die Umsetzung von o-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid (ONPG)

zu o-Nitrophenol und Galactose.

Na"*
ONPG »  o-Nitrophenol + Galactose
B-Galactosidase

Gesamtkohlendioxid (tCO,)

Das Gesamtkohlendioxid im Serum oder Plasma ist als geldstes Kohlendioxid, Carbaminoderivate von Proteinen, Bicarbonat
und Carbonationen sowie Kohlensdure vorhanden. Gesamtkohlendioxid kann mit Hilfe von pH-Indikatoren, CO,-Elektroden-
und spektrophotometrischen enzymatischen Methoden gemessen werden, die ohne Ausnahme Ergebnisse hoher Genauigkeit
und Prazision liefern.??® Die enzymatische Methode eignet sich gut fiir den routinemaRigen Einsatz in einem
Blutchemieanalysegerét, ohne das Verfahren komplizierter zu machen.

Bei der enzymatischen Methode wird die Probe zunéchst alkalisch gestellt, um alle Formen von Kohlendioxid (CO,) in
Bicarbonat (HCOj3) umzuwandeln. Phosphoenolpyruvat (PEP) und HCO; reagieren dann miteinander und bilden in
Gegenwart von Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) Oxalacetat und Phosphat. Malatdehydrogenase (MDH) katalysiert
die Umsetzung von Oxalacetat und reduziertem Nicotinamidadenindinucleotid (NADH) zu NAD* und Malat. Die
Geschwindigkeit der Extinktionsanderung durch Umwandlung von NADH zu NAD" ist direkt proportional zur Menge von
tCO, in der Probe.

PEPC
PEP + HCO3 —— »  Oxalacetat + Phosphat

MDH
Oxalacetat + NADH + H* — > NAD' + Malat

Harnstoffstickstoff (BUN)

Harnstoff kann sowohl direkt als auch indirekt gemessen werden. Die Diacetylmonoximreaktion, die einzige direkte Methode
zur Messung von Harnstoff, wird haufig angewendet, involviert jedoch gefahrliche Reagenzien.”® Indirekte Methoden messen
den vom Harnstoff gebildeten Ammoniak; der Einsatz des Enzyms Urease hat die Spezifitat dieser Tests erhoht.*® Der
Ammoniak wird auf verschiedene Weise quantitativ bestimmt, darunter Stickstoffbestimmung nach NeBler (Sauretitration),
die Berthelot-Methode®*? und Reaktionen mit gekoppelten Enzymen.*3* Katalysierte Berthelot-Verfahren sind beim Messen
von Ammoniak jedoch fehlerhaft.*® Reaktionen mit gekoppelten Enzymen sind schnell, haben eine hohe Spezifitét fir
Ammoniak und sind allgemein in Gebrauch. Eine solche Umsetzung wurde als Kandidat fir eine Referenzmethode
vorgeschlagen.®

Bei der Reaktion mit gekoppelten Enzymen hydrolysiert Urease den Harnstoff zu Ammoniak und Kohlendioxid. Wenn der
Ammoniak mit a-Ketoglutarat und NADH kombiniert wird, oxidiert das Enzym Glutamatdehydrogenase (GLDH) NADH zu
NAD".
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Urease
Harnstoff + H,O —» NH;+CO,

GLDH
NH; + a-Ketoglutarat + NADH —— > L-Glutamat + H,0 + NAD"

4. Funktionsprinzip

Grundsétze und Beschrénkungen des Verfahrens sind im Bedienhandbuch fiir das Piccolo-Blutchemie-Analysesystem
aufgefihrt. Eine detaillierte Beschreibung des Piccolo-Analysegeréats und der Reagenzdisk wurde von Schembri et al.
verfasst.*’

5. Beschreibung der Reagenzien

Reagenzien

Jede Piccolo-Basismetabolikprofil-Reagenzdisk umfasst trockene, testspezifische Reagenzienkapseln (Beschreibung weiter
unten). Jeder Disk ist ein trockenes Blindprobenreagenz (bestehend aus Puffer, Tensiden, Hilfsstoffen und
Konservierungsmitteln) zur Berechnung der Konzentrationen von Calcium, Chlorid, Glucose, Lactatdehydrogenase,
Magnesium, Kalium, Natrium, Gesamtkohlendioxid und Harnstoffstickstoff beigefugt. Die Disk fiir Creatinin (CRE) enthalt
einen spezifischen Probenblindwert. Jede Disk enthélt auch ein aus Tensiden und Konservierungsmitteln bestehendes
Verdiunnungsmittel.

Tabelle 1 : Reagenzien

Komponente Menge/Disk
2, 4, 6-Tribrom-3-hydroxybenzoesaure 188 ug
2-Chlor-4-nitrophenyl- alpha -maltotriosid (CNPG3) 52,5 ug
4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.8]hexacosan (Kryptofix 222) 0,3 ug
4,7,13,16,21-Pentaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.5]tricosan (Kryptofix 221) 84 ug
4-Aminoantipyrin*HCI 13 pg
N-Acetylcystein 15,3 ug
Adenosin-5'-triphosphat 27 ug
Amylase 0,0357 U
Arsenazo-I11, Natriumsalz 1,7 ug
Ascorbatoxidase 0,3U
Bovuminar-Reagenz, Reinpulver 164 ug
Calciumacetat 25,2 ug
Zitronensaure, Trinatriumsalz 567 ug
Creatinamidinohydrolase 3U
Creatininamidohydrolase 1U
Dextran, niedriges Molekulargewicht 224 ug
Diaphorase 0,084 U
Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigséaure (EGTA) 18,8 ug
Ethylendiamintetraessigséure (EDTA) 178,42 ug
B-Galactosidase 0,005 U
Glucose 64 ug
Glucose-6-phosphatdehydrogenase 0,022 U
Glutamatdehydrogenase 0,1U
Hexokinase 0,112 U
p-lodonitrotetrazolium-Violett (INT) 5,082 ug
Imidazol 29 ug
myo-Inositol 160 ug
a-Ketoglutarsaure 19 ug
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Tabelle 1 : Reagenzien (Fortsetzung)

Komponente Menge/Disk
Natriumchlorid 12 g
Lactatdehydrogenase 0,3U
Lithiumlactat 96,77 ug
Magnesiumsulfat 29 ug
Malatdehydrogenase 01U
D-Mannitol 420 ug
B-Nicotinamidadenindinucleotid (NAD+) 89,2 g
B-Nicotinamidadenindinucleotid, reduziert (NADH) 28 ug
B-Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADP+), Natriumsalz 29,6 g
o-Nitrophenyl-R-D-galactopyranosid (ONPG) 22 ug
n-Octylglucosid 21 ug
Peroxidase 1U
Phosphoenolpyruvat 23 ug
Phosphoenolpyruvatcarboxylase 0,001 U
Polyethylenglycol, 3400 168 ug
Polyvinylpyrrolidon (K 29-32) 4 ug
Kaliumchlorid 47,59 ug
Kaliumferrocyanid 0,4 pug
Pyruvatkinase 0,01 U
Sarcosinoxidase 1U
D(+)-Trehalosedihydrat 650 ug
Triethanolaminhydrochlorid 19,16 pg
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (freie Base) 296,44 ug
Tris(hydroxymethyl)aminomethan*HCI 40,91 g
Triton X-100 1,72 pg
Urease 0,05 U

Puffer, Tenside, Hilfsstoffe und Konservierungsmittel

Warnhinweise und VorsichtsmalBnahmen
e  Fir die In-vitro-Diagnostik

e  Der Verdlinnungsmittelbehélter in der Reagenzdisk wird beim Schliellen des Schubfachs des Analysegeréts automatisch
gedffnet. Eine Disk mit einem gedffneten Verdunnungsmittelbehdlter kann nicht wiederverwendet werden. Priifen Sie
vor dem Schlielen des Schubfachs, ob die Probe bzw. Kontrolle in die Disk eingesetzt wurde.

e  Gebrauchte Reagenzdisks enthalten menschliche Korperflissigkeiten. Befolgen Sie beim Umgang mit und beim Entsorgen
von gebrauchten Disks die Arbeitsschutzbestimmungen fiir die Laborpraxis.® Weitere Informationen zum Reinigen von
verschiitteten biologischen Gefahrenstoffen finden Sie im Bedienhandbuch des Piccolo-Blutchemie-Analysesystems.

e Die Reagenzdisks bestehen aus Kunststoff und kénnen bei Aufschlag auf dem Boden Risse erhalten oder splittern.
Niemals heruntergefallene Disks verwenden, da diese biologische Gefahrenstoffe im Innern des Analysegerats
versprihen kénnen.

e Reagenzien-Beads kdnnen Sduren oder Basen enthalten. Bei Einhaltung der empfohlenen Verfahrensweisen kommt der
Bediener nicht mit den Reagenzien-Beads in Beriihrung. Wenn Sie mit Beads umgehen mussen (z. B. beim Reinigen
nach dem Fallenlassen und Zerbrechen einer Reagenzdisk), vermeiden Sie ein Verschlucken, Einatmen der
Reagenzien-Beads sowie Hautkontakt mit ihnen.

Anweisungen zum Umgang mit Reagenzien

Reagenzdisks sind ohne Erwérmen sofort aus dem Kihlschrank heraus benutzbar. Lassen Sie die in Folienbeutel
eingeschweilten Disks nicht langer als 48 Stunden vor Gebrauch bei Raumtemperatur liegen. Offnen Sie den versiegelten
Folienbeutel, entnehmen Sie die Disk und verwenden Sie sie nach der Anleitung im Bedienhandbuch des Piccolo-Blutchemie-
Analysesystems. Eine nicht innerhalb von 20 Minuten nach Offnen des Beutels verwendete Disk muss entsorgt werden.
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Lagerung

Lagern Sie die in ihre Folienbeutel eingeschweiflten Reagenzdisks bei 2-8 °C (36-46 °F). Setzen Sie gedffnete oder
ungedtffnete Disks keiner direkten Sonneneinstrahlung oder Temperaturen von tiber 32 °C (90 °F) aus. Reagenzdisks kdnnen
bis zu dem auf der Packung angegebenen Verfallsdatum verwendet werden. Das Verfallsdatum ist auch im Barcode auf dem
Barcodering enthalten. Bei Uberschreitung des Verfallsdatums der Reagenzien erscheint auf der Anzeige des Piccolo-
Blutchemie-Analysesystems eine Fehlermeldung.

Anzeichen fir instabile oder verdorbene Reagenzdisks
Bei einem aufgerissenen oder anderweitig beschadigten Folienbeutel kann Feuchtigkeit zur unbenutzten Disk vordringen und
die Leistung der Reagenzien negativ beeinflussen. Verwenden Sie keine Disks aus einem beschadigten Beutel.

6. Messgerat

Vollstandige Informationen zum Gebrauch des Analysegeréts sind in der Bedienanleitung zum Piccolo-Blutchemie-
Analysesystem enthalten.

7. Probenahme und Probenvorbereitung

Die Probenahmeverfahren sind im Abschnitt ,,.Sample Collection“ (Probenahme) des Bedienhandbuchs zum
Piccolo-Blutchemie-Analysesystem beschrieben.

e Die erforderliche Mindestprobenmenge ist ~100 pL heparinisiertes Plasma, Serum oder Kontrollmaterial. Die
Probenkammer der Reagenzdisk kann eine Probenmenge von bis zu 120 pL aufnehmen.

e Schiitteln Sie das Sammelréhrchen nicht, da es sonst zur Hamolyse kommen kann. Eine Hamolyse kann fehlerhaft hohe
Ergebnisse bei der Bestimmung von Kalium und Lactatdehydrogenase zur Folge haben.

e AuBerdem kdnnen selbst nicht hdmolysierte Proben, die nicht unverziiglich bearbeitet werden, aufgrund von
intrazellularem Kaliumauslauf erhéhte Kaliumkonzentrationen aufweisen. *

e  Fir Plasmaproben nur mit Lithiumheparin (griiner Stopfen) evakuierte Probesammelréhrchen verwenden. Fir
Serumproben verwenden Sie nur evakuierte Probesammelréhrchen ohne Zusatz (roter Stopfen) oder
Serumtrennréhrchen (roter oder rot/schwarzer Stopfen).

e Beginnen Sie den Test binnen 10 Minuten nach Ubertragung der Probe in die Reagenzdisk.

e Die Konzentration an Gesamtkohlendioxid lasst sich am genauesten bestimmen, wenn der Assay unmittelbar nach dem
Offnen des Rohrchens und so schnell wie méglich nach der Entnahme und Bearbeitung des Blutes im unge6ffneten
Rdéhrchen erfolgt. Die Umgebungsluft enthélt weit weniger Kohlendioxid als Plasma, und gasférmiges geltstes
Kohlendioxid entweicht aus der Probe in die Luft, wodurch sich der Kohlendioxidwert binnen einer Stunde um bis zu 6
mmol/L verringert.*°

8. Verfahren

Lieferumfang
e Eine Piccolo-Basismetabolikprofil-Reagenzdisk, Art.-Nr. : 400-1031 (ein Karton mit Disks, Art.-Nr. : 400-0031)

Bendtigte Materialien, die nicht zum Lieferumfang gehdren
e Piccolo-Blutchemie-Analysesystem

e Von Abaxis empfohlene, handelsiibliche Kontrollreagenzien (siehe Bedienhandbuch zum
Piccolo-Blutchemie-Analysesystem)
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Testparameter

Das Piccolo-Blutchemie-Analysesystem arbeitet bei Umgebungstemperaturen zwischen 15 °C und 32 °C (59-90 °F). Die
Analysedauer fir eine Piccolo-Basismetabolikprofil-Reagenzdisk betragt weniger als 14 Minuten. Das Analysegerét halt die
Reagenzdisk wéhrend des Messintervalls auf einer Temperatur von 37 °C (98,6 °F).

Testverfahren
Die komplette Probenahme und schrittweise Anweisungen zur Bedienung des Gerdts sind im Bedienhandbuch zum
Piccolo-Blutchemie-Analysesystem ausfiihrlich beschrieben.

Kalibrierung

Das Piccolo-Blutchemie-Analysesystem wird vor der Auslieferung vom Hersteller kalibriert. Der auf dem Barcodering
aufgedruckte Barcode enthélt die diskspezifischen Kalibrierdaten fir das Analysegerat. Siehe Bedienhandbuch zum
Piccolo-Blutchemie-Analysesystem.

Quialitatskontrolle

Die Leistung des Piccolo-Blutchemie-Analysesystems kann durch Kontrollmittel Gberprift werden. Von Abaxis empfohlene
Kontrollmittel sind im Bedienhandbuch des Piccolo-Blutchemie-Analysesystems aufgefiihrt. Andere auf menschlichem
Serum oder Plasma basierende Kontrollmittel sind eventuell nicht kompatibel.

Im Bedienhandbuch zum Piccolo-Blutchemie-Analysesystem finden Sie eingehende Erlauterungen zur Durchfiihrung,
Aufzeichnung, Interpretation und Darstellung von Kontrollergebnissen.

9. Ergebnisse

Das Piccolo-Blutchemie-Analysesystem berechnet und druckt die Analytkonzentrationen in der Probe automatisch aus.
Einzelheiten zu den Endpunkt- und Reaktionsberechnungen sind im Bedienhandbuch zum Piccolo-Blutchemie-
Analysesystem enthalten.

Die Interpretation der Ergebnisse ist im Bedienhandbuch eingehend dargestellt. Die Ergebnisse werden auf von Abaxis
gelieferten Ergebniskarten gedruckt. Die Ergebniskarten haben riickseitig eine Klebeschicht zur bequemen Anbringung in der
Patientenakte.

10. Verfahrensgrenzen

Allgemeine Verfahrensgrenzen werden im Bedienhandbuch zum Piccolo-Blutchemie-Analysesystem behandelt.

e Mit dieser Disk darf nur heparinisiertes Plasma oder Serum verwendet werden, da durch geborstene Blutkdrperchen
eine Tendenz fiir falsch-hohe LD-Werte besteht.

e Das einzige zur Verwendung mit dem Piccolo-Blutchemie-Analysesystem empfohlene Antikoagulans ist
Lithium-Heparin. Abaxis hat in Studien demonstriert, dass EDTA, Fluorid, Oxalat und Ammoniumionen enthaltende
Antikoagulanzien zu Interferenzen mit mindestens einer in der Piccolo-Basismetabolikprofil-Reagenzdisk enthaltenen
Chemikalie fahren.

e Jedes den Assaybereich Uiberschreitende Ergebnis eines bestimmten Tests sollte mit einem anderen zugelassenen
Testverfahren analysiert oder an ein Referenzlabor geschickt werden. Verdinnen Sie die Probe nicht und testen
Sie sie erneut im Piccolo-Blutchemie-Analysesystem.

Achtung : Umfassende Priifungen des Piccolo-Blutchemie-Analysesystems haben ergeben, dass in sehr seltenen
Fallen eine in die Reagenzdisk gegebene Probe nicht problemlos in die Probenkammer rinnt. Infolge
irreguléaren Flusses kann eine unzureichende Probenmenge analysiert werden, und mehrere Ergebnisse
kénnen aus dem Referenzbereich herausfallen. Die Probe kann mit einer neuen Reagenzdisk erneut
getestet werden.

Interferenten

Es wurden Substanzen als mdgliche Interferenten mit den Analyten getestet. Dann wurden Humanserum-Pools hergestellt.
Die Koleentration, bei der die potenziellen Interferenten getestet wurden, basiert auf den Testkonzentrationen nach NCCLS
EP7-A.
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Auswirkungen endogener Substanzen

Physiologische Interferenten (Hamolyse, Ikterus und Lipdmie) verursachen Veranderungen in den gemeldeten
Konzentrationen mancher Analyten. Die Probenindizes sind unten auf der Ergebniskarte aufgedruckt, damit der
Bearbeiter weil3, welche Stufe von Interferenten die einzelnen Proben aufweisen. Das Piccolo-Blutchemie-
Analysesystem unterdriickt Ergebnisse, die von mehr als 10 % Interferenz durch Hamolyse, Lipadmie oder Ikterus
betroffen sind. Mit Ausnahme von LD wird anstelle eines Ergebnisses ,,HEM*, ,,LIP* bzw. ,,ICT* auf der Ergebniskarte
ausgedruckt. Die Wirkungen auf LD werden im nachsten Punkt erldutert. Die endogenen Grenzwerte erfragen Sie bitte
beim Abaxis Technical Service.

Blutkdrperchen enthalten signifikante Konzentrationen von LD. Durch Bersten dieser Zellen kann es zu hohen Spiegeln
an LD kommen. Aufgrund dieser Freisetzung von LD aus roten Blutkdrperchen sind die LD-Assays
héamolyseempfindlich. Bei Untersuchungen mit HEM-Werten von bis zu 50 mg/dL waren keine signifikanten
Interferenzen bei LD (>10 %) festzustellen. Nur beim LD-Assay wird im Falle von HEM-Werten zwischen 50 mg/dL
und 100 mg/dL der LD-Wert mit einem nachgestellten ,,H* ausgedruckt, das auf Beeinflussung durch Hamolyse
hinweisen soll. Bei HEM-Werten von tiber 100 mg/dL und bis zu 150 mg/dL geht dem LD-Wert ein ,,>” voraus und ein
,,H" ist nachgestellt. Dies weist darauf hin, dass die wahre LD-Wiederfindung weniger als das angezeigte Ergebnis ist.
Diese Zusatzzeichen sollen die Interpretation der LD-Aktivitét in Situationen mit schwacher/magiger Hamolyse
erleichtern. Bei HEM-Werten von iber 150 mg/dL wird kein Ergebnis angegeben und lediglich ,,HEM* ausgedruckt.

Extrem erhéhte Amylasespiegel (>9.000 U/L) haben einen signifikanten Effekt auf das Chloridergebnis (mehr als 10 %
Erhéhung). Die Konzentration von Amylase wird vom Piccolo-System nicht fir jede Probe bewertet.

Der Kalium-Assay des Piccolo-Systems ist ein gekoppelter Pyruvatkinase- (PK) / Laktatdehydrogenase- (LD oder LDH)
Assay. Bei extremem Muskeltrauma oder stark erhéhten Creatinkinasewerten (CK) kann Piccolo daher falschlich erhhte
Kaliumwerte (K+) messen. In diesen Fallen sind unerwartet hohe Kaliumwerte mit einer anderen Methode zu bestéatigen.

Auswirkungen von therapeutischen Agenzien und Metaboliten

Als potenzielle Interferenten mit den Methoden fiir Chlorid, Calcium, Creatinin, Glucose, Magnesium, Kalium, Natrium,
Gesamtkohlendioxid und Harnstoffstickstoff wurden 38 Arzneimittel und Metaboliten gewéhlt. Die untersuchten
Arzneimittel und Metaboliten wurden auf Basis der Empfehlungen von Young ausgewahlt.*? EIf dieser Substanzen wurden
mit dem LD-Assay getestet und sind mit einem * gekennzeichnet. Zwei weitere, mit ,,(nur LD)* markierte Substanzen
wurden als potenzielle Interferenten fiir den LD-Assay gewahlt und nur mit diesem gepriift. Die Definition fir eine
signifikante Interferenz ist mehr als 10 % Verschiebung des Ergebnisses bei einer Kontrollprobe. Humanserum-Pools wurden
mit einer bekannten Konzentration von Arzneimitteln oder Chemikalien erganzt und dann analysiert.

Tabelle 2 : Analysierte therapeutische Substanzen

Physiologischer oder

therapeutischer Bereich**®

Hdéchste gepriifte
Konzentration

(mg/dL) (mg/dL)

Acetaminophen* 2-10 100
Acetoacetat* 0,05-3,6 102
Acetylsalicylsaure* 1-2 50
Ampicillin 0,5 30
Ascorbinsdure 0,8-1,2 20
Ascorbinsaure* (LD) 0,8-1,2 3
Coffein* 0,3-1,5 10
Cephalothin (Keflin) 10 400
Chloramphenicol 1-25 100
Cimetidin 0,1-1 16
Dopamin 0,3-1,5 19
Epinephrin 1
Erythromycin 0,2-2,0 10
Glutathion 30
Hydrochlorothiazid 7,5
Ibuprofen* 0,5-4,2 50
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Tabelle 2 : Analysierte therapeutische Substanzen (Fortsetzung)

Isoniazid
Ketoprofen

L-Dopa

Milchsaure (nur LD)
Lidocain*
Lithiumcitrat (nur LD)
Lithiumlactat
Methicillin
Methotrexat
Methotrexat* (LD)
Metronidazol
Nafcillin
Nitrofurantoin
Oxacillin
Oxaloacetat™
Penicillin G

Phenytoin (5,5-Diphenylhydantion)*

Prolin
Pyruvat*
Rifampin
Salicylsdure
Sulfadiazin
Sulfanilamid
Theophyllin

Physiologischer oder

therapeutischer Bereic

h41-45

(mg/dL)
0,1-0,7

4,5-19,8
0,15-0,60
0,4-0,8
6-12

>50,054
>50,05

0,1

0,2

1-2

0,3-0,9
0,4-3

10-15

1-2

Hdéchste gepriifte
Konzentration
(mg/dL)
4

50

5

60

1

35

84

100

05

450

5

1

20

1

132

100

3

4

44

0,5

50

150

50

20

A Aktualisierter therapeutischer Methotrexatspiegel nach der Richtlinie NCCLS Vol. 22 Nr. 27.

Tabelle 3 : Substanzen mit signifikanter Interferenz >10

Physiologischer/ Konzentration mit
Therapeutischer >10 % Interferenz
Bereich** (mg/dL) (mg/dL)

% Interferenz®

Calcium
Chlorid

Creatinin
Ascorbinsaure
Dopamin
L-Dopa
Epinephrin
Glutathion

Glucose
Oxalacetat
Pyruvat

Lactatdehydrogenase
Oxalacetat

Keine

Keine

0,8-1,2
0,3-1,5

0,3-0,9

Keine

Keine

20
19
5
1
30

132
44

99
(keine Auswirkung
bei 66)

Keine

Keine

11 % ges
80 % ges
71 % ges
45 % ges
13 % ges

11 % ges
13 % ges

18 % ges
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Tabelle 3 : Substanzen mit signifikanter Interferenz >10 % (Fortsetzung)

Physiologischer/ Konzentration mit
Therapeutischer >10 % Interferenz % Interferenz®
Bereich** (mg/dL) (mg/dL)

Magnesium Keine Keine Keine
Kalium

Penicillin G 100 17 % erh
Sulfadiazin 2-4 150 12 % ges
Natrium

Cephalothin 10 400 12 % erh
Methotrexat >50,05 0,5 11 %erh
Penicillin G 100 10 % erh
Ascorbinsdure 0,8-1,2 20 12 % ges
Gesamtkohlendioxid

Acetaminophen 2-10 100 11 % erh
Cimetidin 0,1-1 16 19 % ges
Erythromycin 0,2-2,0 10 21 % ges
Lidocain 0,15-0,60 1 23 % erh
Methotrexat >50,05 0,5 80 % ges
Nitrofurantoin 0,2 20 13 % erh
Salicylsdure 15-30 50 17 % ges
Sulfadiazin 2-4 150 25 % ges
Harnstoffstickstoff Keine Keine Keine

A ges = gesenkte Konzentration des angegebenen Analyten; erh = erhdhte Konzentration des angegebenen Analyten
B Aktualisierter therapeutischer Methotrexatspiegel nach NCCLS Vol. 22 Nr. 27.

Tabelle 4 : Konzentration der Analyten in dem fur die Interferenzstudien verwendeten Serumpool

Analyt Konzentration
Calcium 9,5 mg/dL
Chlorid 93 mmol/L
Creatinin 4,1 mg/d/L
Glucose 96 mg/dL
Lactatdehydrogenase 276 U/L und 703 U/L
Magnesium 4,3 mg/dL
Kalium 3,8 mmol/L
Natrium 124 mmol/L
Gesamtkohlendioxid 6 mmol/L
Harnstoffstickstoff 26 mg/dL

e Beim Chlorid-Assay kann Bromid in toxischer Konzentration (>15 mmol/L) eine signifikante Wirkung (>10 %
Erh6hung) auf das Chloridergebnis haben. lodid hat auch bei sehr hohen Konzentrationen (30 mmol/L, max.
getestete Konzentration) keine Auswirkungen. Normale physiologische Spiegel von Bromid und lodid zeigen keine
Interferenz mit dem Piccolo Chlorid-Testsystem.

11. Erwartungswerte

Zur Bestimmung der Referenzintervalle der Analyten (mit Ausnahme von LD) wurden Proben von 60 - 150 ménnlichen und
weiblichen Erwachsenen mit dem Piccolo-Blutchemie-Analysesystem getestet. Fir LD wurde das Referenzintervall Gber
eine lineare Regressionsstatistik aus einer Korrelationsstudie gegen das verdffentlichte Referenzintervall des Beckman
Synchron LX20 ermittelt. Diese Intervalle werden lediglich als Richtlinie bereitgestellt. Wir empfehlen jeder Praxis oder
Einrichtung die Aufstellung von Normalbereichen fiir ihre Patientenpopulation.
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Tabelle 5 : Piccolo-Referenzintervalle

Analyt Gebrauchliche Einheiten SlI-Einheiten
Calcium 8,0-10,3 mg/dL 2,0-2,58 mmol/L
Chlorid 98-108 mmol/L 98-108 mmol/L
Creatinin 0,6-1,2 mg/dL 53-106 pmol/L
Glucose 73-118 mg/dL 4,05-6,55 mmol/L
Lactatdehydrogenase* 99-192 U/L 99-192 U/L
Magnesium 1,6-2,3 mg/dL 0,66-0,95 mmol/L
Kalium 3,6-5,1 mmol/L 3,6-5,1 mmol/L
Natrium 128-145 mmol/L 128-145 mmol/L
Gesamtkohlendioxid 18-33 mmol/L 18-33 mmol/L
Harnstoffstickstoff (BUN) 7-22 mg/dL 2,5-7,9 mmol/Harnstoff/L

* Bei Lactatdehydrogenase wurde im Vergleich mit heparinisiertem Plasma eine kleine Zunahme (ca. 6 U/L) in Serum
beobachtet. Diese Erhéhung steht in Einklang mit dem in der Literatur beschriebenen Unterschied zwischen Serum und
Plasma fiir LD.*"“® Bei der Herstellung von Serum wird LD im Verlauf des Koagulationsvorgangs aus den roten
Blutkoérperchen freigesetzt.

12. Leistungsmerkmale

Linearitét

Die chemischen Eigenschaften der einzelnen Analyten sind (iber den unten angegebenen dynamischen Bereich linear, wenn
das Piccolo-Blutchemie-Analysesystem nach dem empfohlenen Vorgehen eingesetzt wird (siehe Bedienhandbuch zum
Piccolo-Blutchemie-Analysesystem).

Tabelle 6 : Dynamische Bereiche des Piccolo

Analyt Gebréauchliche Einheiten SI-Einheiten
Calcium 4,0-16,0 mg/dL 1,0-4,0 mmol/L
Chilorid 80-135 mmol/L 80-135 mmol/L
Creatinin 0,2-20 mg/dL 18-1768 pumol/L
Glucose 10-700 mg/dL 0,56-38,9 mmol/L
Lactatdehydrogenase 50-1000 U/L 50-1000 U/L
Magnesium 0,1-8,0 mg/dL 0,04-3,3 mmol/L
Kalium 1,5-8,5 mmol/L 1,5-8,5 mmol/L
Natrium 110-170 mmol/L 110-170 mmol/L
Gesamtkohlendioxid 5-40 mmol/L 5-40 mmol/L
Harnstoffstickstoff (BUN) 2-180 mg/dL 0,7-64,3 mmol/Harnstoff/L

Empfindlichkeit (Nachweisgrenzen)

Die untere Grenze des Ergebnisbereichs (dynamischer Bereich) fur jeden Analyten ist : Calcium 4,0 mg/dL (1,0 mmol/L);
Chlorid 80 mmol/L; Creatinin 0,2 mg/dL (18 pmol/L); Glucose 10 mg/dL (0,56 mmol/L); Lactatdehydrogenase 50,0 U/L;
Magnesium 0,1 mg/dL (0,04 mmol/L); Kalium 1,5 mmol/L; Natrium 110 mmol/L; Gesamtkohlendioxid 5 mmol/L und
Harnstoffstickstoff 2,0 mg/dL (0,7 mmol Harnstoff/L).

Préazision

Prazisionsuntersuchungen wurden nach den Richtlinien des NCCLS EP5-A2* mit Anderungen nach NCCLS EP18-A™ fiir
am Behandlungsort eingesetzte Gerate durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mit zwei Stufen von handelsiiblichen
Kontrollmaterialien fur die Wiederholprazision und die Gesamtprazision ermittelt. Die Studien wurden mit mehreren
Instrumenten durchgefiihrt. Die Tests fiir Calcium, Creatinin, Glucose, Natrium und Harnstoffstickstoff wurden an einem
Ort, Tests fiir Kalium und Gesamtkohlendioxid an zwei Orten iber 20 Tagen und Tests fiir Chlorid, Lactatdehydrogenase
sowie Magnesium an zwei Orten Uber einen Zeitraum von finf Tagen durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Prazisionsstudien sind in Tabelle 7 dargestelit.
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Tabelle 7 : Prazision

Analyt

Calcium (mg/dL)
Kontrolle 1

Mittelwert

SD

%CV
Kontrolle 2

Mittelwert

sSD

%CV
Chlorid (mmol/L)
Kontrolle 1

Mittelwert

SD

%CV
Kontrolle 2

Mittelwert

SD

%CV
Creatinin (mg/dL)
Kontrolle 1

Mittelwert

SD

%CV
Kontrolle 2

Mittelwert

sSD

%CV

Glucose (mg/dL)
Kontrolle 1
Mittelwert
SD
%CV
Kontrolle 2
Mittelwert
SD
%CV

Lactatdehydrogenase (U/L)

Kontrolle 1
Mittelwert
SD
%CV
Kontrolle 2
Mittelwert
SD
%CV
Magnesium (mg/dL)
Kontrolle 1
Mittelwert
SD
%CV

Probengrofie

N =80

N =160

Wahrend des Tests

8,6
0,21
2,4

11,8
0,39
3,3

97,8
1,63
1,7

113,6
1,97
1,7

11
0,14
12,5

52
0,23

66
0,76
11

278
2,47
0,9

87
3,0
3,4

350
3,8
11

19
0,03
1,7

Gesamt

8,6
0,25
29

11,8
0,40
34

97,8
1,74
17

113,6
2,22
2,0

11
0,14
13,1

52
0,27
52

66
1,03
1,6

278
3,84
1,4

87
44
5,0

350
7,0
2,0

19
0,06
34
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Tabelle 7 : Prazision (Fortsetzung)

Analyt Probengréiie Wahrend des Tests Gesamt
Kontrolle 2
Mittelwert 39 3,9
SD 0,04 0,10
%CV 1,0 2,6
Kalium (mmol/L) N =120
Kontrolle 1
Mittelwert 6,12 6,12
SD 0,32 0,32
%CV 52 57
Kontrolle 2
Mittelwert 4,10 4,10
sD 0,24 0,26
%CV 59 6,3
Natrium (mmol/L) N =80
Kontrolle 1
Mittelwert 143,5 143,5
SD 2,28 2,28
%CV 1,6 1,6
Kontrolle 2
Mittelwert 120,0 120,0
sD 2,13 2,13
%CV 1,8 1,8
Gesamtkohlen-
dioxid (mmol/L) N =120
Kontrolle 1
Mittelwert 21,4 21,4
SD 2,29 2,29
%CV 10,7 10,7
Kontrolle 2
Mittelwert 10,5 10,5
SD 0,90 0,90
%CV 8,6 8,6
Harnstoffstickstoff (mg/dL) N =80
Kontrolle 1
Mittelwert 19 19
SD 0,35 0,40
%CV 1,9 2,1
Kontrolle 2
Mittelwert 65 65
sD 1,06 1,18
%CV 1,6 1,8
Korrelation

Heparinisierte Serum- und Plasmaproben fiir den LD-Assay wurden genommen und im Piccolo-Blutchemie-Analysesystem
sowie mit einem oder mehreren Vergleichsverfahren getestet. In einigen Féllen wurden hohe und niedrige Ergédnzungsproben
zur Abdeckung des dynamischen Bereichs verwendet. Die Proben wurden unter Einhaltung der Verteilungswerte in der
Richtlinie NCCLS EP9-A2 ausgewahlt.>* Reprasentative Korrelationsstatistiken sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.
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Tabelle 8 : Korrelation des Piccolo-Blutchemie-Analysesystems mit Vergleichsmethoden

Korrelations- . Y- . Vergleichs-
koeffizient Steigung Schnittpunkt SEE N Probenbereich methode
. 0,991* 0,990 04 017 25 52-11,9 Paramax®
Calcium
(mg/dL) 0,673 0,742 18 022 8l 8,1-9.9 Beckman
Chlorid Vitros 950®
(mmol/L) 0,978 0,982 11 184 120 71-118 Ot
. 0,993 0,926 0,0 0,15 260 0,4-14,7 Paramax®
Creatinin
1] 1] 1] 1] YT =1, eC man
(mg/dL) 0,987 0,866 0.1 016 107 04-7,5 Beck
0,987 1,000 28 389 251 72-422 Paramax®
Glucose
(mg/dL) 0,997 0,943 12 469 91 56-646 Beckman
Lactatde- ®
hydrogenase 0,994 0,983 38 263 60 44-1172 Synchron - LX20
Beckman
(UIL)

Magnesium Vitros® 950
(ma/dL) 0,996 1,002 0,0 0,105 134 0,9-7,7 oo
Kalium KNA™ 2

(mmoliL) 0,969 0,863 06 014 58 2.0-6,8 Radiometer
Natrium KNA™ 2
(mmoliL) 0,937 0,782 277 379 113 116-154 Radiometer
Gesamtkohlen- ®
dioxid 0,947 0,903 2.0 084 60 6-39 Cobas Fara
Roche
(mmol/L)
®
Harnstoffstick. 0,964 0,923 05 108 251 6-52 Paramax
stoff (mg/dL) 0,983 0,946 0.0 066 92 6-38 Beckman

* Serumproben von stationédren Patienten lieferten einen breiteren und moglicherweise nitzlicheren Probenbereich als die
Vollblutproben von ambulanten Patienten. Die Korrelationsstatistiken fur den Piccolo-Calciumtest stammen von diesen
Serumproben.
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