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1. Emploi prévu

Le disque Panel Plus pour métabolisme de base Piccolo®, utilisé avec I'analyseur de la chimie du sang Piccolo, a été congu
pour étre utilisé dans la détermination quantitative in vitro du calcium, du chlorure, de la créatinine, du glucose, de la lactate-
déshydrogénase, du magnésium, du potassium, du sodium, du dioxyde de carbone total et de I'azote uréique dans un laboratoire
clinique. Ce disque est réservé exclusivement aux tests sur plasma hépariné et sérum.

2. Résumé et explication des tests

Le disque Panel Plus pour métabolisme de base Piccolo et I'analyseur de la chimie du sang Piccolo constituent un systeme de
diagnostic in vitro qui aide les médecins a diagnostiquer et a traiter les troubles suivants :

Calcium : Hyperparathyroide, hypoparathyroide, maladies osseuses et rénales
chroniques, tétanie
Chlorure : Déshydratation, diarrhée prolongée et vomissements, maladie

tubulaire rénale, hyperparathyroidie, brilures, maladies rénales avec
déplétion de sel, hyperhydratation et thérapie thiazidique

Créatinine : Insuffisance rénale et monitorage de dialyse rénale

Glucose : Troubles du métabolisme glucidique, notamment le diabéte sucré de
type 1 et de type 2 et I'nypoglycémie, I'nypopituitarisme, la
pancréatite et I’insuffisance rénale

Lactate-déshydrogénase :  Maladies hépatiques telles que I’hépatite virale aigué et la cirrhose;
maladies cardiaques telles que I’infarctus du myocarde; altérations
tissulaires du ceeur, des reins, du foie et des muscles

Magnésium : Hypomagnésémie and hypermagnésémie

Potassium : Néphropathie glomérulaire ou tubulaire, insuffisance
corticosurrénalienne, acidocétose diabétique, monitorage de
I’administration intraveineuse de potassium, septicémie,
panhypopituitarisme, hyperaldostéronisme, malnutrition,
hyperinsulinisme, alcalose métabolique et pertes gastro-intestinales

Sodium : Déshydratation, diabete insipide, pertes de liquides gastro-
intestinaux hypotoniques, intoxication au sel, réduction sélective du
sens de la soif, pertes cutanées, brdlures, hypersudation,
hyperaldostéronisme, troubles du SNC, hyponatrémie par dilution,
par déplétion et intoxication par I’eau et syndrome de sécrétion
inappropriée d'ADH

Dioxyde de carbone total :  Alcalose et acidose métaboliques primaires et alcalose et acidose
respiratoires primaires

Azote uréique : Maladies rénales et métaboliques

Comme c'est le cas pour toute procédure de test de diagnostic, toutes les autres procédures de test, y compris I'état
clinique du patient, doivent étre prises en considération avant de faire un diagnostic définitif.
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3. Principe de la procédure

Calcium (CA)

Les premiéres méthodes utilisées pour analyser le calcium consistaient & précipiter le calcium comportant un excés d'anions.>*
Les méthodes de précipitation sont laborieuses et souvent peu précises. La méthode de référence pour le calcium est la
spectroscopie d'absorption atomique; toutefois, cette méthode ne convient pas pour les utilisations courantes.* Les méthodes
spectrophotométriques qui utilisent soit I'o-crésol-phtaléine complexon (CPC), soit les indicateurs métallochromiques
d'arsénazo 111 sont les plus courantes.>®’ L'arsénazo 11 a une grande affinité pour le calcium et ne dépend pas de la température
comme c'est le cas pour le CPC.

Le calcium dans I'échantillon du patient se lie a I'arsénazo 111 afin de former un complexe de calcium et de colorant.

Ca’ + arsénazo Il »  Ca’*- complexe arsénazo Il

La réaction a point final est contrélée a 405 nm, 467 nm et 600 nm. La quantité de calcium dans I'échantillon est
proportionnelle a I'absorbance.

Chlorure (CI")

La méthode se base sur la détermination d'une activation chloro-dépendante d'une activité de l'a-amylase. Une a-amylase
désactivée est réactivée en ajoutant I'ion chlorure, ce qui permet au calcium de se réassocier a I'enzyme. La réactivation de
l'activité de l'a-amylase est proportionnelle a la concentration des ions chlorure dans I'échantillon. L'a-amylase réactivée
convertit le substrat, 2-chloro-p-nitrophényl-a-D-maltotrioside (CNPG3) en 2-chloro-p-nitrophénol (CNP) produisant une
coloration et de I'a-maltotriose (G3). La réaction est mesurée en bichromatique et I'augmentation de I’absorbance est
directement proportionnelle & I'activité de I'a-amylase réactivée et & la concentration de I'ion chlorure dans I'échantillon.?

o-amylase
CNPG3 » CNP +G3
Cl-, ca*

Créatinine (CRE)

La méthode de Jaffé, introduite pour la premiere fois en 1886, est toujours utilisée de fagon courante pour déterminer les taux
de créatinine dans le sang. La méthode de référence actuelle combine I'utilisation de la terre a foulons (floridine) et la technique
de Jaffé afin d'accroitre la spécificité de la réaction.”'® Il existe des méthodes enzymatiques qui sont plus spécifiques pour la
créatinine que les diverses modifications de la technique de Jaffé.*"**3 Les méthodes qui utilisent I’enzyme créatinine
amidohydrolase éliminent le probleme d’interférence de I’ion ammonium rencontré dans les techniques qui utilisent la
créatinine iminohyrolase.™

Créatinine amidohydrolase
Créatinine + H,O » Créatine

Créatine amidinohydrolase
Créatine + H,0O » Sarcosine + urée

Sarcosine-oxydase
Sarcosine + H,O + O, » Glycine + formaldéhyde + H,0,

Peroxydase
H,0,+ TBHBA + 4-AAP » Colorant rouge quinoneimine + H,0O

Deux cuvettes sont utilisées pour déterminer la concentration de créatinine dans I'échantillon. La créatine endogéne est mesurée
dans la cuvette de blanc, qui est soustraite de la combinaison de la créatine endogene et de la créatine formée a partir des
réactions enzymatiques dans la cuvette d'essai. Lorsque la créatine endogene est éliminée des calculs, la concentration de
créatinine est proportionnelle a I'intensité de la couleur rouge produite. La réaction a point final est mesurée comme étant la
différence d'absorbance entre 550 nm et 630 nm.

Glucose (GLU)

Les mesures de la concentration en 9Iucose ont d'abord été effectuées en utilisant les méthodes de réduction du cuivre (telles
que Folin-Wu™ et Somogyi-Nelson™"). Le manque de spécificité des techniques de réduction du cuivre a conduit au
développement de procédures quantitatives qui utilisent les enzymes hexokinase et glucose oxydase. Le test du glucose
incorporé au disque Panel Plus pour métabolisme de base est une version modifiée de la méthode hexokinase, qui a été
proposée comme base de la méthode de référence pour le glucose.*® La réaction du glucose avec l'adénosine triphosphate
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(ATP), catalysée par I'nexokinase (HK), produit du glucose-6-phosphate (G-6-P) et de I'adénosine diphosphate (ADP). La
glucose-6-phosphate déshydrogénase (G-6-PDH) catalyse la réaction de conversion de G-6-P en 6-phosphogluconate et la
réduction du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD®) en NADH.

Hexokinase

v

Glucose + ATP G-6-P + ADP

G-6-PDH
G-6-P + NAD"

v

6-phosphogluconate + NADH + H*

Lactate-déshydrogénase (LD)

La lactate-déhydrogénase (LD) catalyse I’oxydation réversible du L-lactate en pyruvate avec la réduction concomitante du
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD") en nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) réduit. La méthode repose sur la
réaction lactate-en-pyruvate de Wacker et al.'® Le NADH est ensuite oxydé avec la réduction simultanée du
p-iodonitrotétrazolium violet (INT) en un colorant formazan trés coloré dans une réaction catalysée par la diaphorase.

LD
L-lactate + NAD* » Pyruvate + NADH + H*

Diaphorase
NADH + H* + INT » NAD' + formazan

La cinétique de formation du formazan est mesurée bichromatiquement a 500 nm et 630 nm. Le taux est directement
proportionnel a I’activité LD de I’échantillon.

Magnésium (MG)
La méthode d’activation de I’hexokinase (HK) pour le magnésium est la méthode la mieux adaptée au systéme Piccolo en
termes de sensibilité, de précision et d’exactitude.?’ La méthode enzymatique au magnésium peut étre décrite comme suit :

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

La réaction cinétiquement limitante est la réaction HK. Le magnésium de I’échantillon active la HK, laquelle catalyse a son
tour la décomposition du glucose pour former le glucose-6-phosphate (G-6-P) et I’ADP. G-6-P réagit au nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADP™) pour former du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) réduit et du 6-
phosphogluconate en présence de glucose-6-phosphate-déshydrogénase (G-6-PDH). C’est une cinétique de réaction de premier
ordre. La cinétique de production de NADPH est directement proportionnelle & la quantité de magnésium présente dans
I'échantillon. L'absorbance est mesurée bichromatiquement a 340 nm et 405 nm.

Potassium (K")

Des méthodes spectrophotométriques permettant de mesurer la concentration de potassium avec des instruments de chimie
clinique standard ont été développées. La méthode enzymatique utilisée par Abaxis est fondée sur I'activation de la pyruvate
kinase avec le potassium et donne une excellente linéarité ainsi qu'une sensibilité négligeable aux substances endogénes.?**?
L'interférence avec I'ion sodium et I'ion ammonium est minimisée par l'ajout de Kryptofix et de glutamate déshydrogénase
respectivement.”®

Dans la réaction enzymatique couplée, le pyruvate kinase (PK) déphosphoryle le phosphoénolpyruvate (PEP) pour former du
pyruvate. La lactate-déshydrogénase (LD) catalyse la conversion du pyruvate en lactate. En méme temps, le NADH est oxydé
en NAD™. La cinétique de variation de I'absorbance causée par la conversion du NADH en NAD" est directement
proportionnelle a la quantité de potassium dans I'échantillon.

K*, PK
ADP + PEP » Pyruvate + ATP
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LD
Pyruvate + NADH + H* » Lactate + NAD"

Sodium (Na®)

Il existe des méthodes colorimétriques et enzymatiques qui permettent de mesurer la concentration de sodium a l'aide
d'instruments de chimie clinique standard.?*??® Dans la réaction enzymatique d'Abaxis, la p-galactosidase est activée par le
sodium de I'échantillon. L'enzyme activée catalyse la réaction du o-nitrophényl-f3-D-galactopyranoside (ONPG) en
o-nitrophénol et galactose.

Na*
ONPG »o-nitrophénol + galactose
B-galactosidase

Dioxyde de carbone total (tCO,)

Le dioxyde de carbone total dans le sérum ou le plasma existe sous forme de dioxyde de carbone dissout, de dérivés
carbamino-protéiques, d'ions bicarbonates et carbonates et d'acide carbonique. Le dioxyde de carbone total peut étre mesuré par
des méthodes enzymatiques spectrophotométriques, avec des électrodes pour CO; et un indicateur de pH ; ces méthodes
donnent toutes des résultats précis et corrects.””?® La méthode enzymatique convient bien a l'utilisation sur un analyseur de la
chimie du sang de routine sans y apporter de complexités.

Dans la méthode enzymatique, I’échantillon est d'abord rendu alcalin afin de convertir toutes les formes de dioxyde de carbone
(CO,) en bicarbonate (HCO5). Le phosphoénolpyruvate (PEP) et le HCO; réagissent ensuite pour former de I'oxaloacétate et
du phosphate en présence de phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC). La malate déshydrogénase (MDH) catalyse la réaction
d'oxaloacétate et de nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) en NAD" et en malate. La cinétique de variation de
I'absorbance due & la conversion du NADH en NAD™ est directement proportionnelle a la quantité de tCO, dans I'échantillon.

PEPC
PEP + HCO; ——¥Oxaloacétate + phosphate

MDH
Oxaloacétate + NADH+ H* ——— » NAD" + malate

Azote uréique (BUN)

L'urée peut étre mesurée de fagon directe et indirecte. La réaction du diacétyle monoxime, l'unique méthode directe permettant
de mesurer l'urée, est couramment employée, mais utilise des réactifs dangereux.?® Des méthodes indirectes mesurent
I'ammoniac créé a partir de l'urée ; l'utilisation de I'enzyme uréase a augmenté la spécificité de ces tests.*® L'ammoniac est
quantifié par diverses méthodes, notamment avec le réactif de Nessler (titrage par les acides), la technique de Berthelot®™* et
des réactions enzymatiques couplées.®*** Toutefois, les procédures de Berthelot catalysées sont imprévisibles lors de la mesure
de 'ammoniac.®® Les réactions enzymatiques couplées sont rapides, ont une haute spécificité & 'ammoniac et sont couramment
utilisées. Une de ces réactions a été proposée comme une méthode de référence admissible.*

Dans la réaction enzymatique couplée, I'uréase hydrolyse l'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone. Lors de la combinaison
d'ammoniac avec de I'a-cétoglutarate et du nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH), I'enzyme glutamate-
déshydrogénase (GLDH) oxyde le NADH en NAD".

Uréase
Urée + H,O EE—— NH;+ CO,

GLDH
NH; + a-cétoglutarate + NADH > L-glutamate + H,O + NAD"

4. Principe d'exécution
Se reporter au manuel de I'utilisateur de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo pour en savoir plus sur les principes et les

limitations de la procédure. Une description détaillée de I'analyseur Piccolo et du disque réactif a été donnée par Schembri et
al.¥’
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5. Description des réactifs

Réactifs

Chaque disque Panel Plus pour métabolisme de base Piccolo contient des billes de réactif séches et spécifiques au test (décrites
ci-dessous). Un réactif a blanc sec pour échantillon (constitué de tampon, surfactants, excipients et agents de conservation) est
compris dans chaque disque afin de calculer les concentrations en calcium, chlorure, glucose, lactate-déshydrogénase,
magnésium, potassium, sodium, dioxyde de carbone total et azote uréique. Un blanc d’échantillon dédié est inclus dans le
disque pour la créatinine (CRE). Chaque disque contient également un diluant composé de surfactants et d'agents de
conservation.

Tableau 1 : Réactifs

Composant Quantité/Disque
Acide 2,4,6-tribomo-3-hydroxybenzoique 188 ug
2-chloro-4-nitrophényl -alpha-maltotrioside (CNPG3) 52,5 ug
4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.8]hexacosane (Kryptofix 222) 0,3 pg
4,7,13,16,21-pentaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.5]trisocosane (Kryptofix 221) 84 ug
Chlorhydrate de 4-aminoantipyrine* 13 pg
N-acétyl cystéine 15,3 ug
Adénosine -5'-triphosphate 27 ug
Amylase 0,0357 U
Arsénazo 11, sel de sodium 1,7 ug
Ascorbate oxydase 0,3U
Réactif Bovuminar, poudre pure 164 ug
Acétate de calcium 25,2 ug
Acide citrique, sel trisodique 567 ug
Créatine amidinohydrolase 3U
Créatinine amidohydrolase 1U
Dextrane, fraction basse 224 ug
Diaphorase 0,084 U
Acide éthyléne glycol-bis(3-aminoéthyl éther)-N,N,N',N'-tétra-acétique (EGTA) 18,8 ug
Acide éthyléne-diamino-tétra-acétique (EDTA) 178,42 g
B-galactosidase 0,005 U
Glucose 64 ug
Glucose-6-phosphate déshydrogénase 0,022 U
Glutamate déshydrogénase 0,1U
Hexokinase 0,112 U
p-iodonitrotétrazolium violet (INT) 5,082 ug
Imidazole 29 ug
Myo-inositol 160 pg
Acide a-cétoglutarique 19 ug
Lactate-déshydrogénase 0,3U
Lactate de lithium 96,77 ug
Sulfate de magnésium 29 ug
Malate déshydrogénase 0,1U
D-Mannitol 420 g
R-Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) 89,2 ug
B-Nicotinamide adénine dinucléotide, réduite (NADH) 28 ug
R-Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP+), sel de sodium 29,6 ug
o-Nitrophényl-R-D-galactopyranoside (ONPG) 22 ug
n-Octylglucoside 21 ug
Peroxydase 1U
Phosphoénolpyruvate 23 ug
Phosphoénolpyruvate carboxylase 0,001 U
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Tableau 1 : Réactifs (suite)

Composant Quantité/Disque
Polyéthyléne-glycol, 3400 168 ug
Polyvinylpyrrolidone (K 29-32) 4 ug
Chlorure de potassium 47,59 g
Ferrocyanure de potassium 0,4 ug
Pyruvate kinase 0,01 U

Sarcosine-oxydase 1U

Chlorure de sodium 12 pg
D(+) tréhalose, dihydrate 650 ug
Chlorhydrate de triéthanolamine 19,16 ug
Tris(hydroxyméthyl)aminométhane* (base libre) 296,44 ug
Chlorhydrate de tris(hydroxyméthyl)aminométhane 40,91 ug
Triton X-100 1,72 ug
Uréase 0,06 U

Tampons, surfactants, excipients et agents de conservation

Avertissements et précautions
e Concu pour les diagnostics in vitro

e Le récipient de diluant dans le disque de réactif s'ouvre automatiquement lorsque le tiroir de I'analyseur se ferme. Un
disque dont le récipient a diluant est ouvert ne peut pas étre réutilisé. Vérifier que I'échantillon ou le témoin a bien été
placeé sur le disque avant de fermer le tiroir.

e Lesdisques de réactif ayant déja été utilisés contiennent des liquides organiques. Suivre de bonnes pratiques de sécurité
en laboratoire lors de la manutention et de I'élimination des disques utilisés.*® Se reporter au manuel de l'utilisateur de
I'analyseur de la chimie du sang Piccolo pour les instructions sur le nettoyage des déversements présentant un danger
biologique.

e Les disques de réactif sont en plastique et peuvent se casser ou se fendre en cas de chute. Ne jamais utiliser un disque qui
est tombé, car il risque de projeter une matiére présentant un danger biologique a l'intérieur de I'analyseur.

e Les billes de réactif peuvent contenir des acides ou des substances caustiques. L'utilisateur n'entre pas en contact avec les
billes de réactif lorsqu'il suit les procédures recommandées. Au cas ou les billes seraient manipulées (par exemple, lors du
nettoyage, apres avoir laissé tomber un disque de réactif qui s'est cassé), éviter I'ingestion, tout contact avec la peau ou
I'inhalation des billes de réactif.

Manipulation des réactifs

Les disques de réactif peuvent étre utilisés dés leur sortie du réfrigérateur sans devoir étre réchauffés. Ne pas laisser les disques
scellés dans leur sachet en aluminium a température ambiante pendant plus de 48 heures avant I'emploi. Ouvrir le sachet en
aluminium scellé, retirer le disque et I'utiliser conformément aux instructions figurant dans le manuel de I'utilisateur de
I'analyseur de la chimie du sang Piccolo. Tout disque qui n'a pas été utilisé dans les 20 minutes suivant I'ouverture du sachet
doit étre jeté.

Conservation

Conserver les disques de réactif dans leur sachet scellé a une température entre 2 °C et 8 °C (36 °F et 46 °F). Ne pas exposer
des disques ouverts ou fermés a la lumiére directe du soleil ou a des températures supérieures a 32 °C (90 °F). Les disques de
réactif peuvent étre utilisés jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'emballage. La date de péremption est également
encodée dans le code-barre imprimé sur I'anneau du code-barre. Un message d'erreur s'affichera sur I'écran de I'analyseur de la
chimie du sang Piccolo si les réactifs sont périmes.

Indications d'instabilité/détérioration du disque de réactif
Un sachet déchiré ou détérioré risque de laisser pénétrer I'humidité, qui atteindra le disque non utilisé et aura un effet
défavorable sur la performance du réactif. Ne pas utiliser un disque si le sachet est détérioré.
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6. Instrument

Se reporter au manuel de I'utilisateur de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo pour des détails complets sur l'utilisation de
I'analyseur.

7. Prélévement et préparation des échantillons

Des techniques de prélévement d'échantillons sont décrites dans la partie « Prélevement des échantillons » du manuel de
l'utilisateur de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo.

e Laquantité minimale requise pour un échantillon est de ~100 ul de plasma hépariné, de sérum ou de témoin. La chambre
a échantillon du disque de réactif peut contenir jusqu'a 120 ul d'échantillon.

e Ne pas secouer le tube de prélevement pour éviter tout risque d’hémolyse. L'hémolyse donnera lieu a des résultats trés
élevés, mais erronés pour les dosages de la lactate-déshydrogénase et du potassium.

e De plus, méme les échantillons non hémolysés qui ne sont pas traitéggdans les plus brefs délais, peuvent présenter des taux
augmentés de potassium suite a la fuite de potassium intracellulaire.

e Nutiliser que des tubes de prélévement sous vide (bouchon vert) a héparine de lithium pour les échantillons de plasma.
Utiliser des tubes de prélévement sous vide (bouchon rouge) sans adjuvants ou des tubes de séparation de sérum (bouchon
rouge ou rouge et noir) pour les échantillons de sérum.

e  Commencer le test dans les 10 minutes suivant le transfert de I'échantillon dans le disque de réactif.

e La concentration en dioxyde de carbone total est déterminée le plus précisément lorsque le dosage est effectué
immédiatement aprés I'ouverture du tube et aussitét que possible apres le prélévement et le traitement du sang dans le
tube non ouvert. L'air ambiant contient nettement moins de dioxyde de carbone que le plasma, et du dioxyde de carbone
gazeux dissout s'échappera de I’échantillon dans I'air, ce qui aura comme conséquence une réduction de la valeur du
dioxyde de carbone atteignant jusqu'a 6 mmol/l en une heure.*

8. Procédure

Matériel fourni
e Réf du disque Panel Plus pour métabolisme de base Piccolo : 400-1031 (Réf. d’une boite de disques : 400-0031)

Materiel nécessaire mais non fourni
e Analyseur de la chimie du sang Piccolo

e  Des témoins disponibles sur le marche sont recommandes par Abaxis (se reporter au manuel de I'utilisateur de I'analyseur
de la chimie du sang Piccolo)

Paramétres de test

L'analyseur de la chimie du sang Piccolo fonctionne a des températures ambiantes comprises entre 15 °C et 32 °C

(59 °F et 90 °F). Le temps d'analyse pour chaque disque Panel Plus pour métabolisme de base Piccolo est inférieur a

14 minutes. L'analyseur maintient le disque de réactif a une température de 37 °C (98,6 °F) pendant la durée de la mesure.

Procédure de test
Les procédures de prélevement d'échantillons et d’utilisation sont expliquées en détail dans le manuel de l'utilisateur de
I'analyseur de la chimie du sang Piccolo.

Etalonnage

L'analyseur de la chimie du sang Piccolo est étalonné en usine par le fabriquant avant I'expédition. Le code-barre imprimé sur
I'anneau du code-barre fournit les données d'étalonnage spécifiques au disque. Se reporter au manuel de I'utilisateur de
I'analyseur de la chimie du sang Piccolo.

Contrdle de la qualité

Le fonctionnement de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo peut étre vérifié a I'aide de témoins. Une liste des témoins
recommandés par Abaxis figure dans le manuel de I'utilisateur de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo. D'autres témoins de
sérum humain ou a base de plasma pourraient ne pas &tre compatibles.

Se reporter au manuel de I'utilisateur de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo pour une explication détaillée du
fonctionnement, de I'enregistrement, de l'interprétation et du tracé des résultats des témoins.
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9. Résultats

L'analyseur de la chimie du sang Piccolo calcule et imprime automatiquement les concentrations des analytes dans
I'échantillon. Les calculs du point final et de la cinétique de réaction sont expliqués en détail dans le manuel de I'utilisateur de
la chimie du sang Piccolo.

L'interprétation des résultats est également expliquée en détail dans le manuel de I'utilisateur de I'analyseur de la chimie du
sang Piccolo. Les résultats sont imprimés sur des fiches de résultats fournies par Abaxis. Le dos des fiches de résultats est
adhésif pour permettre de les insérer facilement dans les dossiers de patient.

10. Limitations de la procédure

Les limitations générales de la procédure sont indiquées dans le manuel de I'utilisateur de I'analyseur de la chimie du sang
Piccolo.

e Seul le plasma hépariné ou le sérum peuvent étre utilisés avec ce disque en raison de la sensibilité des valeurs de la LD
(faussement élevées) suite a une lyse de cellules sanguines.

e L'héparine de lithium est I'unique anticoagulant dont I'utilisation est recommandée avec le systeme d’analyse de la
chimie du sang Piccolo. Abaxis a mené des études démontrant que I'EDTA, le fluorure, I'oxalate et tout anticoagulant
contenant des ions ammonium interférent avec au moins un composant chimique contenu dans le disque Panel Plus pour
métabolisme de base Piccolo.

e Tout résultat d'un test spécifique qui dépasse la plage de dosage doit étre analysé en utilisant une autre méthode de
test approuvée, ou envoyé a un laboratoire de référence. Ne pas diluer I'échantillon et le réanalyser dans I'analyseur
de la chimie du sang Piccolo.

Attention : Des tests étendus de I’analyseur de la chimie du sang Piccolo ont montré qu’en certains cas tres rares,

I’échantillon distribué dans le disque de réactif ne s’écoule pas facilement dans la chambre d’échantillon.
Suite a cet écoulement irrégulier, il se peut qu'une quantité inadéquate d'échantillon soit analysée, et plusieurs
résultats risquent de se trouver hors des plages de référence. L'échantillon peut étre réexaminé en utilisant un
nouveau disque de réactif.

Interférence

Diverses substances ont été testées pour les interférences avec les analytes. Des pools de sérum humain ont été préparés. La

concentration a laquelle chaque interférent potentiel a été testé était basée sur les taux de test utilisés dans NCCLS EP7-A.*

Effets des substances endogénes

e Les substances physiologiques interférentes (hémolyse, ictere et lipémie) entrainent des modifications des concentrations
rapportées pour certains analytes. Les indices des échantillons sont imprimés au bas de chaque fiche de résultats afin
d'informer l'utilisateur des taux des substances interférentes présentes dans chaque échantillon. Le systéme d’analyse de la
chimie du sang Piccolo supprime tout résultat affecté par une interférence >10 % due a une hémolyse, une lipémie ou un
ictere. « HEM », « LIP » ou « ICT » respectivement est imprimé sur la fiche de résultats a I’endroit du résultat, a
I’exception de LD. Lire I’explication des effets sur LD dans le paragraphe suivant. Prendre contact avec le service
technique Abaxis pour les limites des substances endogenes.

e Des taux importants de LD sont présents dans les cellules sanguines. Une rupture de ces cellules peut entrainer une
augmentation du taux de LD. Tous les dosages de LD sont donc sensibles a I’hémolyse en raison d’une libération de LD
par les érythocytes. Aucune interférence importante (> 10 %) dans le dosage de la LD n’a été observée avec des taux
d’hémoglobine jusqu’a 50 mg/dL. Pour le dosage de la LD, uniquement, si le taux d’hémoglobine est supérieur a 50 et
inférieur ou égal & 100 mg/dL, la valeur de la LD est imprimée suivie d’un « H », indiquant une certaine une certaine
augmentation liée a une hémolyse. Si le taux d’hémoglobine est supérieur a 100 mg/dL et inférieur ou égal a 150 mg/dL, la
valeur de la LD est alors précédée de « < » et suivie d’un « H », indiquant ainsi que la valeur réelle de la LD est inférieure
a la valeur rapportée. Le but de ces notes est de faciliter I’interprétation de I’activité LD en présence d’une légére
hémolyse. Aucun résultat de LD n’est indiqué pour des taux d’hémoglobine supérieurs a 150, et seule la mention « HEM »
est imprimée.

e  Des taux extrémement élevés d'amylase (>9 000 U/I) ont un effet significatif, avec une augmentation >10 %, sur le résultat
du chlorure. La concentration d'amylase n'est pas évaluée par le systéme Piccolo pour chaque spécimen.
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e Le dosage du potassium dans le systéme Piccolo est un dosage associant la pyruvate kinase (PK) et la lactate
déshydrogénase (LD ou LDH). Par conséquent, en cas de traumatisme musculaire trés étendu ou en présence d’un taux de
créatinine kinase (CK) extrémement élevé, le systéme Piccolo peut recouvrer une valeur de potassium (K+) faussement
élevée. En pareils cas, I’obtention d’un taux de potassium élevé de fagon inattendue doit étre confirmée par une autre
méthode de dosage.

Effets de substances thérapeutiques et de métabolites

Trente-huit médicaments et métabolites ont été sélectionnés comme substances interférantes potentielles avec le dosage du
chlorure, calcium, créatinine, glucose, magnésium, potassium, sodium, dioxyde de carbone total et azote uréique. Les
médicaments et les métabolites évalués ont été choisis selon les recommandations de Young.*? Onze d’entre eux ont été testés
pour le dosage LD et sont marqués d’un astérisque *. Deux substances supplémentaires (acide lactique et citrate de lithium),
marquées avec (LD seul), ont été sélectionnées comme d’éventuelles substances interférentes avec le dosage de la LD et testées
pour ce seul analyte. Une interférence importante est définie comme une variation de résultat >10 % du témoin. Des pools de
sérum humain étaient complémentés avec une concentration connue du médicament ou de la substance chimique et étaient
ensuite analysés.

Tableau 2 : Substances thérapeutiques évaluées

Plage Plus forte concentration

physiologique ou thérapeutique*“*®  testée

(mg/dL) (mg/dL)
Paracétamol™ 2a10 100
Acétoacétate™ 0,05a3,6 102
Acide acétylsalicylique* la2 50
Ampicilline 0,5 30
Acide ascorbique 08a1,2 20
Acide ascorbique* (LD) 08a1,2 3
Caféine* 03al5 10
Céfalotine (Kéflin) 10 400
Chloramphénicol la25 100
Cimétidine 0,lal 16
Dopamine 03al5 19
Epinéphrine 1
Erythromycine 02220 10
Glutathion 30
Hydrochlorothiazide 75
Ibuproféne* 05a4,2 50
Isoniazide 0,1a0,7 4
Kétoproféne 50
L-dopa 5
Acide lactique (LD seul) 452198 60
Lidocaine* 0,15a0,60 1
Citrate de lithium (LD seul) 0,4a0,8 35
Lactate de lithium 6al2 84
Méthicilline 100
Méthotrexate > 50,05 0,5
Méthotrexate* (LD) > 50,05 450
Métronidazole 0,1 5
Nafcilline 1
Nitrofurantoine 0,2 20
Oxacilline 1
Oxaloacétate™ 132
Pénicilline G 100
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Tableau 2 : Substances thérapeutiques évaluées (suite)

Phénytoine (5,5- la?2 3
diphénylhydantoine)*

Proline 4
Pyruvate* 0,3a0,9 44
Rifampine 04a3 0,5
Acide salicylique 50
Sulfadiazine 150
Sulfanilamide 10415 50
Théophylline la2 20

AConcentration thérapeutique de méthotrexate mise a jour selon la directive NCCLS Vol. 22 n° 27.

Tableau 3 : Substances ayant une interférence importante >10 %

Plage physiologique/ Concentration avec % d’interférence”

41-45

thérapeutique

>10 % d’interférence

(mg/dL) (mg/dL)
Calcium Néant Néant Néant
Chlorure Néant Néant Néant
Créatinine
Acide ascorbique 08al12 20 Réd. de 11 %
Dopamine 03al5 19 Réd. de 80 %
L-dopa 5 Réd. de 71 %
Epinéphrine 1 Réd. de 45 %
Glutathion 30 Réd. de 13 %
Glucose
Oxaloacétate 132 Réd. de 11 %
Pyruvate 0,3a0,9 44
Lactate-déshydrogénase
Oxaloacétate 99 Réd. de 18 %

(aucun effet a 66)

Magnésium Néant Néant Néant
Potassium
Pénicilline G 100 Aug. de 17 %
Sulfadiazine 234 150 Réd. de 12 %
Sodium
Céfalotine 10 400 Aug. de 12 %
Meéthotrexate >50,05 0,5 Aug. de 11 %
Pénicilline G 100 Aug. de 10 %
Dioxyde de carbone total
Paracétamol 2a10 100 Aug. de 11 %
Acide ascorbique 08a1,2 20 Réd. de 12 %
Céfalotine 10 400 Aug. de 13 %
Cimétidine 0,1a1 16 Réd. de 19 %
Erythromycine 0,2a2,0 10 Réd. de 21 %
Lidocaine 0,15a0,60 1 Aug. de 23 %
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Tableau 3 : Substances ayant une interférence importante >10 % (suite)

Meéthotrexate >50,05 0,5 Réd. de 80 %
Nitrofurantoine 0,2 20 Aug. de 13 %
Acide salicylique 15a30 50 Réd. de 17 %
Sulfadiazine 234 150 Réd. de 25 %
Azote uréique Néant Néant Néant

A Réd. = réduction du taux de I’analyte ; Aug. = augmentation du taux de I’analyte
B Concentration thérapeutique de méthotrexate mise & jour selon la directive NCCLS Vol. 22 n° 27.

Tableau 4 : Concentration des analytes dans le pool de sérum utilisé pour les études d'interférence

Analyte Concentration
Calcium 9,5 mg/dL
Chlorure 93 mmol/L
Créatinine 4,1 mg/d/L
Glucose 96 mg/dL
Lactate-déshydrogénase 276 U/L et 703 U/L
Magnésium 4,3 mg/dL
Potassium 3,8 mmol/L
Sodium 124 mmol/L
Dioxyde de carbone total 6 mmol/L
Azote uréique 26 mg/dL

e Pour le dosage de chlorure, le bromure & des niveaux toxiques (> 15 mmol/l) peut avoir un effet significatif (une
augmentation de >10 %) sur le résultat du chlorure. L'iodure a concentration tres élevée (30 mmol/l, le niveau le plus
élevé ayant été testé) n'a aucun effet. Des niveaux physiologiques normaux de bromure et d'iodure n'interférent pas
avec le systéme du test de chlorure Piccolo.

11. Valeurs attendues

Des échantillons prélevés chez 60 a 150 hommes et femmes adultes ont été analysés sur I'analyseur de la chimie du sang
Piccolo afin de déterminer l'intervalle de référence pour les analytes, a I’exception de la LD. Pour la LD, I’intervalle de
référence a été établi en appliquant une régression linéaire sur base d’une étude de corrélation, par comparaison au Beckman
Synchron LX20, avec I’intervalle de référence publié pour le LX20. Ces intervalles sont fournis a titre informatif uniquement.
Il est recommandé que chaque laboratoire ou institution établisse des plages normales pour sa propre population de patients.*®

Tableau 5 : Intervalles de référence Piccolo

Analyte Unités communes Unités Sl

Calcium 8,0 4 10,3 mg/dL 2,0 22,58 mmol/L
Chlorure 98 a 108 mmol/L 98 a 108 mmol/L
Créatinine 0,6 41,2 mg/dL 53 a 106 umol/L
Glucose 734118 mg/dL 4,05 a 6,55 mmol/L
Lactate-déshydrogénase* 994192 U/L 992192 U/L
Magnésium 1,6 42,3 mg/dL 0,66 a 0,95 mmol/L
Potassium 3,6 25,1 mmol/L 3,6 25,1 mmol/L
Sodium 128 & 145 mmol/L 128 & 145 mmol/L
Dioxyde de carbone total 18 a 33 mmol/L 18 a 33 mmol/L
Azote uréique (BUN) 7 a22 mg/dL 2,5a7,9 mmol d’urée/L

* Une petite augmentation (d’environ 6 U/1) de la lactate-déshydrogénase a été notée dans le sérum par rapport aux mesures
effectuées dans le plasma hépariné. L’augmentation correspond a la différence entre le sérum et plasma pour LD comme
rapporté dans la littérature.*” * De la LD est libérée par les cellules sanguines pendant la phase de coagulation lors de la
préparation du sérum.
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12. Caractéristiques de performance

Linéarité

Les réactions chimiques pour chaque analyte sont linéaires dans la plage dynamique indiquée ci-dessous quand I'analyseur de
la chimie du sang Piccolo fonctionne conformément a la procédure recommandée (se reporter au manuel de I'utilisateur de
I'analyseur de la chimie du sang Piccolo).

Tableau 6 : Plages dynamiques Piccolo

Analyte Unités communes Unités Sl
Calcium 4,02 16,0 mg/dL 1,0 24,0 mmol/L
Chlorure 80 a 135 mmol/L 80 a 135 mmol/L
Créatinine 0,2 420 mg/dL 18 21768 pumol/L
Glucose 10 & 700 mg/dL 0,56 a 38,9 mmol/Il
Lactate-déshydrogénase 50 a 1000 U/L 50 a 1000 U/L
Magnésium 0,1 48,0 mg/dL 0,04 a 3,3 mmol/L
Potassium 1,5 48,5 mmol/L 1,5 48,5 mmol/L
Sodium 110 & 170 mmol/L 110 & 170 mmol/L
Dioxyde de carbone total 5440 mmol/L 5440 mmol/L
Azote uréique (BUN) 2 4180 mg/dL 0,7 a 64,3 mmol d’urée/L

Sensibilité (limites de détection)

La limite inférieure de la plage (dynamique) rapportable pour chaque analyte est la suivante : calcium 4,0 mg/dL (1,0 mmol/L);
chlorure 80 mmol/L; créatinine 0,2 mg/dL (18 pmol/L); glucose 10 mg/dL (0,56 mmol/L); lactate-déshydrogénase 50,0 U/L;
magnésium 0,1 mg/dL (0,04 mmol/L); potassium 1,5 mmol/L; sodium 110 mmol/L; dioxyde de carbone total 5 mmol/L; azote
uréique 2,0 mg/dL (0,7 mmol d’urée/L).

Précision

Des études de précision ont été effectuées selon les directives NCCLS EP5-A* avec des modifications basées sur les directives
NCCLS EP18-A pour les appareils pour échantillon unitaire. Les résultats intra-test et de précision totale ont été déterminés
en utilisant deux niveaux de témoins disponibles dans le commerce. Les études ont utilisé plusieurs instruments. Les dosages
de calcium, créatinine, glucose, sodium et azote uréique ont été effectués dans un site; les dosages de potassium et de dioxyde
de carbone total ont été effectués dans deux sites sur une période de 20 jours ; les dosages de chlorure, lactate-déshydrogénase
et magnésium ont été effectués dans deux sites sur une période de 5 jours.

Les résultats des études de précision figurent dans le tableau 7.

Tableau 7 : Précision

Analyte Taille de I'échantillon Intra-test Total
Calcium (ma/dL)
Témoinn° 1 N =80
Moyenne 8,6 8,6
E-T 0,21 0,25
CV (%) 2,4 29
Témoin n® 2
Moyenne 11,8 11,8
E-T 0,39 0,40
CV (%) 3,3 34
Chlorure (mmol/L) N =160
Témoinn® 1
Moyenne 97,8 97,8
E-T 1,63 1,74
CV (%) 1,7 1,7
Témoin n® 2
Moyenne 113,6 113,6
E-T 1,97 2,22
CV (%) 1,7 2,0
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Tableau 7 : Précision (suite)

Analyte Taille de I'échantillon Intra-test Total
Créatinine (mg/dL) N =80
Témoinn® 1
Moyenne 11 11
E-T 0,14 0,14
CV (%) 12,5 13,1
Témoin n® 2
Moyenne 52 52
E-T 0,23 0,27
CV (%) 44 5,2
Glucose (mg/dL) N =80
Témoinn° 1
Moyenne 66 66
E-T 0,76 1,03
CV (%) 1,1 1,6
Témoin n® 2
Moyenne 278 278
E-T 2,47 3,84
CV (%) 0,9 1,4
Lactate-déshydrogénase (U/L) N =80
Témoinn® 1
Moyenne 87 87
E-T 3,0 4,4
CV (%) 34 5,0
Témoin n® 2
Moyenne 350 350
E-T 3,8 7,0
CV (%) 1,1 2,0
Magnésium (mg/dL) N =80
Témoinn® 1
Moyenne 19 19
E-T 0,03 0,06
CV (%) 1,7 34
Témoinn°® 2
Moyenne 39 39
E-T 0,04 0,10
CV (%) 1,0 2,6
Potassium (mmol/L) N =120
Témoinn® 1
Moyenne 6,12 6,12
E-T 0,32 0,32
CV (%) 5,2 5,7
Témoin n® 2
Moyenne 4,10 4,10
E-T 0,24 0,26
CV (%) 5,9 6,3
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Tableau 7 : Précision (suite)

Analyte Taille de I'échantillon Intra-test Total
Sodium (mmol/L) N =80
Témoinn® 1
Moyenne 1435 143,5
E-T 2,28 2,28
CV (%) 1,6 1,6
Témoin n® 2
Moyenne 120,0 120,0
E-T 2,13 2,13
CV (%) 1,8 1,8
Dioxyde de
Dioxyde (mmol/L) N =120
Témoinn® 1
Moyenne 21,4 214
E-T 2,29 2,29
CV (%) 10,7 10,7
Témoin n® 2
Moyenne 10,5 10,5
E-T 0,90 0,90
CV (%) 8,6 8,6
Azote uréique (mg/dL) N =80
Témoinn® 1
Moyenne 19 19
E-T 0,35 0,40
CV (%) 1,9 2,1
Témoin n® 2
Moyenne 65 65
E-T 1,06 1,18
CV (%) 1,6 1,8
Corrélation

Les échantillons de sérum hépariné et de plasma pour le dosage de la LD ont été préleveés et dosés sur I'analyseur de la chimie
du sang Piccolo et par une (ou plusieurs) méthode(s) comparative(s). Dans certains cas, des échantillons complémentés (a
faible concentration ou a forte concentration) ont été utilisés afin de couvrir toute la plage dynamique. Les échantillons ont été
choisis dans le but de répondre aux valeurs de distribution des directives NCCLS EP9-A2.> Des statistiques de corrélation
représentatives figurent dans le tableau 8.
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Tableau 8 : Corrélation de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo avec une ou plusieurs méthodes comparatives

Erreur

Coefficient de Ordonnée Plage Meéthode
P Pente ., .. standard N s . ;
corrélation a l’origine destimati d'échantillon  comparative
estimation
Calcium 0,991* 0,990 -0,4 0,17 25 52a11,9 Paramax®
(mg/dL) 0,673 0,742 1,8 0,22 81 8,1a9,9 Beckman
Chlorure . Vitros 950®
(mmoliL) 0,978 0,982 -1,1 1,84 120 71a118 Ortho
Créatinine 0,993 0,926 0,0 0,15 260 0,4a14,7 Paramax®
(mg/dL) 0,987 0,866 0,1 0,16 107 04a75 Beckman
Glucose 0,987 1,009 -2,8 3,89 251 722422 Paramax®
(mg/dL) 0,997 0,943 1,2 4,69 91 56 a 646 Beckman
Lactate- Synchron®
déshydrogénase 0,994 0,983 3,8 26,3 60 44 31172 LX20
(U/L) Beckman
Magnésium X Vitros® 950
(mg/dL) 0,996 1,002 0,0 0,105 134 09a77 ortho
Potassium . KNA™?2
(mmol/L) 0,969 0,863 0,6 0,14 58 2,0a6,8 Radiometer
Sodium s KNA™?2
(mmol/L) 0,937 0,782 27,7 3,79 113 1164154 Radiometer
Dioxyde de ®
carbone total 0,947 0,903 2,0 0,84 60 62439 Cobas Fara
Roche
(mmol/L)
Azote uréique 0,964 0,923 0,5 1,08 251 6a52 Paramax®
(mg/dL) 0,983 0,946 0,0 0,66 92 6238 Beckman

* Des échantillons de sérum prélevés chez des patients hospitalisés donnaient une plage plus étendue et potentiellement plus
utile que les échantillons de sang veineux complet prélevés chez des patients ambulatoires. Les statistiques de corrélation pour
le dosage du calcium Piccolo ont été obtenues sur ces échantillons de sérum.
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