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1. Usage prévu

Le disque de réactif aux solutions chimiques générales 6 Piccolo”, utilisé avec I’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou
I’analyseur de chimie Piccolo xpress™, a été congu pour étre utilisé dans la détermination quantitative in vitro de I’alanine
aminotransférase (ALT), de 1’aspartate aminotransférase (AST), de la créatinine, de la gamma glutamyltransférase (GGT), du
glucose et de 1’azote uréique du sang (BUN) dans le sang entier héparinisé, le plasma héparinisé ou le sérum.

Les tests effectués ici font l'objet d'une dérogation dans le cadre des réglementations CLIA ’88. Si un laboratoire modifie les
instructions du systéme de test, alors les tests sont considérés comme hautement complexes et soumis a toutes les
réglementations CLIA. Pour les laboratoires faisant 1'objet d'une dérogation CLIA, seul le sang entier a I'héparine de lithium
peut étre testé. Pour 1’utilisation dans les laboratoires a complexité modérée, le sang entier hépariné lithium, le plasma hépariné
lithium ou le sérum peut étre utilisé.

Un certificat de renonciation CLIA est nécessaire pour effectuer les tests faisant 1'objet d'une dérogation CLIA. Il est possible
de se procurer un certificat de renonciation aupres des centres de service Medicare et Medicaid (Centers for Medicare &
Medicaid Services) (CMS). Contacter la Commission on Laboratory Accreditation (COLA) au 1-800-981-9883 pour savoir
comment s’en procurer un.

2. Résumé et explication des tests

Le disque de réactif aux solutions chimiques générales 13 Piccolo® et I'analyseur de chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de
chimie Piccolo xpress constituent un systéme de diagnostic in vitro qui aide les médecins a diagnostiquer les troubles suivants :

Alanine aminotransférase (ALT) : Maladies du foie, y compris 1'hépatite virale et la cirrhose.

Aspartate aminotransférase (AST) :  Maladie du foie y compris 1'hépatite et la jaunisse virale, état de
choc.

Créatinine : Néphropathie et monitorage de dialyse rénale.

Gamma glutamyltransférase Maladies du foie, y compris la cirrhose alcoolique et les tumeurs

(GGT): du foie primitives et secondaires.

Glucose : Troubles du métabolisme lipidique, y compris du diabéte sucré
de type 1 et de type 2 mellitus et hypoglycémie.

Azote uréique du sang (BUN) : Néphropathie et troubles métaboliques.

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

3. Principes des tests

Alanine aminotransférase (ALT)

L'alanine aminotransférase (ALT) a été mesurée a 1'aide de trois méthodes. Deux de ces méthodes — la technique de couplage
dinitrophénylhydrazine colorimétrique' et le dosage enzymatique fluorescent — sont rarement utilisées.> Une méthode
enzymatique basée sur le travail de Wroblewski et LaDue® est la technique la plus fréquemment utilisée pour déterminer les
concentrations d'ALT dans le sérum. Une procédure modifiée de Wroblewski et LaDue a été proposée comme procédure
recommandée par la Fédération internationale de chimie clinique (IFCC).’
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La méthode développée afin d'étre utilisée avec les analyseurs Piccolo est une modification de la procédure recommandée par
la IFCC. Dans cette réaction, I'alanine aminotransférase catalyse le transfert d'un groupe amino de L-alanine en a-cétoglutarate
afin de former du L-glutamate et du pyruvate. Le lactate déshydrogénase catalyse la conversion du pyruvate en lactate.
Simultanément, la NADH est oxydée en NAD', comme illustré dans la formule suivante.

ALT
L-alanine + a-cétoglutarate ————— L-Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H' ———————p  Lactate + NAD"

Le taux de variation de la différence d'absorbance entre 340 nm et 405 nm est causé par la conversion de NADH en NAD" et
est directement proportionnel a la quantité d'ALT présente dans I'échantillon.

Aspartate aminotransférase (AST)

Le test de l'aspartate aminotransférase (AST) est basé sur la méthode de dosage de Karmen®, telle que modifiée par
Bergmeyer.” La méthode de référence actuelle de la Fédération internationale de chimie clinique (IFCC) utilise la technique
Karmen/Bergmeyer de couplage de malate déshydrogénase (MDH) et de nicotinamide dinucléotide réduite (NADH) dans la
détection d'AST dans le sérum.”® La lactate déshydrogénase (LDH) est ajoutée a la réaction dans le but de réduire
l'interférence causée par le pyruvate endogéene.

L'AST catalyse la réaction de L-aspartate et a-cétoglutarate en oxaloacéate et L-glutamate. L'oxaloacétate est converti en
malate et le NADH est oxydé en NAD par le catalyste MDH.

AST
L-aspartate + a-cétoglutarate —————p Oxaloacétate + L-glutamate
MDH
Oxaloacétate + NADH » Malate + NAD"

Le taux de variation d'absorbance a 340 nm/405 nm causé par la conversion de NADH en NAD" est directement proportionnel
a la quantité d'AST présente dans I'échantillon.

Créatinine (CRE)

La méthode de Jaffé, introduite pour la premiére fois en 1886, est toujours utilisée de fagon courante pour déterminer les taux
de créatinine dans le sang. La méthode de référence actuelle combine l'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.'"'>"* Les méthodes qui utilisent I'enzyme créatinine
amidohydrolase éliminent le probléme de I'interférence des ions ammonium présent dans les techniques qui utilisent la
créatinine iminohydrolase."*

Dans les réactions enzymatiques couplées, la créatinine amidohydrolase hydrolyse la créatinine en créatine. Une deuxieéme
enzyme, la créatine amidinohydrolase, catalyse la formation de sarcosine a partir de la créatine. La sarcosine oxydase entraine
I’oxydation de la sarcosine en glycine, formaldéhyde et peroxyde d’hydrogéne (H,0O,). Dans une finition selon Trinder, la
peroxydase catalyse la réaction entre le peroxyde d'hydrogéne, 1'acide 2,4,6-tribromo-3-hydroxybenzoique (TBHBA) et 4-
aminoantipyrine (4-AAAP) en un colorant rouge quinoneimine. Du ferrocyanure de potassium et de 1’ascorbate oxydase sont
ajoutés au mélange de la réaction afin de minimiser une éventuelle interférence de la bilirubine et de 1’acide ascorbique,
respectivement.

Créatinine amidohydrolase

v

Créatinine + H,O Créatine

Créatine amidinohydrolase

v

Créatine + H,O Sarcosine + urée

Sarcosine-oxydase
Sarcosine + H,O + O, » Glycine + Formaldéhyde + H,0,
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Peroxydase
H,0, + TBHBA + 4-AAP » Colorant rouge quinonéimine + H,O

Deux cuvettes sont utilisées pour déterminer la concentration de créatinine dans I'échantillon. La créatine endogene 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 l'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.

eGFR (calculé)

La créatininémie est mesurée systématiquement en tant qu’indicateur d’activité fonctionnelle rénale. Comme la créatinine est
influencée par 1’age, le sexe et la race, une néphropathie chronique (CKD) peut passer inapercue a 1’aide de la seule
créatininémie. C’est pourquoi le programme national d’éducation aux néphropathies recommande vivement aux laboratoires de
procéder systématiquement a une estimation de la filtration glomérulaire (¢GFR=Glomerular Filtration Rate) lors de la mesure
de la créatininémie pour des patients de 18 ans et plus. L’estimation systématique de la filtration glomérulaire (eGFR) lors de
toutes les déterminations de créatininémie permet aux laboratoires d’identifier les individus présentant une fonction rénale
réduite et contribue a simplifier la détection de néphropathie chronique. Des valeurs d’eGFR calculées inférieures a 60 ml/min
sont généralement associées a un risque accru d’impact négatif de néphropathie chronique.

Le calcul de I’eGFR est effectué par le Piccolo en fonction de 1’age, du sexe et de la race du patient. La méthode du Piccolo
pour la créatinine trouve son origine dans la méthode de référence IDMS (Isotope Dilution Mass Spectrometry) pour la
créatinine, de sorte que la forme suivante de I’équation MDRD (Modification of the Diet in Renal Disease) pour le calcul de
I’eGFR peut étre utilisée.

GFR (mL/min/1,73 m®) = 175 x (Ser) "> x (Age)*** x (0,742 pour une femme) x (1,212 si Afro-américain)

Gamma glutamyltransférase (GGT)

Les premicres méthodes quantitatives mises au point pour la mesure de la gamma-glutamyl-transférase (GGT) utilisaient une
deuxiéme réaction dans le but de former un colorant azoique qui se combinait avec un chromophore.'>'® Le fait d'utiliser le
substrat L-y-glutamyl-p-nitroanilide dans la réaction éliminait 1'étape de formation du colorant.'” Vu le manque de solubilité et
de stabilité du L-y-glutamyl-p-nitroanilide, cette procédure a été modifiée afin d'utiliser le substrat -y-glutamyl-3-carboxy-4-
nitroanilide."® La méthode GGT, recommandée par la Fédération internationale de chimie clinique (IFCC), se base sur ce
dernier substrat, l'autre substrat étant la glycylglycine."”

Abaxis a modifié la méthode de la IFCC pour obtenir une réaction a 37° C. L'ajout d'un échantillon comprenant de la gamma-
glutamyl-transférase aux substrats L-y-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide et glycylglycine (gly-gly) entraine la formation L-y-
glutamyl-glycylglycine (glu-gly-gly) et de 3-carboxy-4-nitroaniline.

GGT
L-y-glutamyl-3-carboxy 4-nitroanilide + Gly-gly ——— Glu-gly-gly + 3-carboxy-4-nitroaniline

L'absorbance de la réaction de ce taux est mesurée a 405 nm. La production de 3-carboxy-4-nitroaniline est directement
proportionnelle a l'activité de la GGT dans 1'échantillon.

Glucose (GLU)

Les premiéres mesures de concentration de glucose ont été effectuées a 1'aide de 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 au glucose
incorporé au disque de réactif aux solutions chimiques générales 6 Piccolo” est une version modifiée de la méthode hexokinase
qui a été proposée comme base pour la méthode de référence en glucose.”

La réaction du glucose avec I’adénosine-triphosphate (ATP), catalysé par I’hexohinase (HK), produit du glucose-6-phosphate

(G-6-P) et de ’adénosine diphosphate (ADP). Le 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.
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Hexokinase

Glucose + ATP

v

Glucose-6-phosphate + ADP

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

v

6-Phosphogluconate + NADH

L’absorbance est mesurée bichromatiquement & 340 nm et 850 nm. La production de NADH est directement proportionnelle a
la quantité de glucose présente dans 1’échantillon.

Azote uréique du sang (BUN)

L'urée peut étre mesurée de fagon directe et indirecte. La réaction de diacétyle monoxime, l'unique méthode directe permettant
de mesurer l'urée, est couramment employée, mais utilise des réactifs dangereux.* Des méthodes indirectes mesurent
l'ammoniac créé a partir de I'urée ; l'utilisation de I'enzyme uréase a augmenté la spécificité de ces tests.”” L'ammoniac est dosé
par diverses méthodes, y compris la nesslerization (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
l'ammoniac.”” Les réactions enzymatiques couplées sont rapides, ont une haute spécificité a 'ammoniac et sont couramment
utilisées. Une de ces réactions a été proposée comme une méthode de référence admissible.”!

Dans la réaction enzymatique couplée, l'uréase hydrolyse l'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone. Lors de la combinaison
d'ammoniac avec du 2-oxoglutarate et de la nicotinamide adénine dinucléotide réduite (NADH), I'enzyme glutamate-
déshydrogénase (GLDH) oxyde la NADH en NAD".

Uréase
Urée + Hzo > NH3 + C02

GLDH
NHj; + 2-Oxoglutarate + NADH » L-glutamate + H,0O + NAD"

Le taux de variation de la différence d'absorbance entre 340 nm et 405 nm causé par la conversion du NADH en NAD" est
directement proportionnel a la quantité d'urée présente dans I'échantillon.

4. Principes de la procédure

Se reporter au manuel de 1’utilisateur de I’analyseur de chimie du sang Piccolo ou de I’analyseur de chimie Piccolo xpress pour
en savoir plus sur les principes et les limitations de la procédure.

5. Description des réactifs

Réactifs

Chaque disque de réactif aux solutions chimiques générales 6 Piccolo® contient des billes de réactif séches spécifiques au test
(décrites ci-dessous). Un réactif a blanc d'échantillon sec (constitué de solution tampon, surfactants, excipients et agents de
conservation) est compris dans chaque disque afin de calculer les concentrations en alanine aminotransférase (ALT), aspartate
aminotransférase (AST), gamma glutamyl transférase (GGT), glucose (GLU) et azote uréique du sang (BUN). Un blanc
d’échantillon dédié est inclus dans le disque pour la créatinine (CRE). Chaque disque de réactif comprend également un
diluant liquide composé de surfactants, d'excipients et d'agents de conservation.
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Tableau 1 : Réactifs

Composant Quantité/Disque
Adénosine-5"-diphosphate 4 g
Adénosine-5’-triphosphate 11 png
L-alanine 874 png
4-aminoantipyrine HCI 14 png
Ascorbate oxydase (Cucurbita spp.) 04 U
Acide L-aspartique 426 png
Créatine amidinohydrolase (Actinobacillus spp.) 2 U
Créatinine amidohydrolase (Pseudomonas spp.) 1 U
Glucose-6-phosphate déshydrogénase (levure) 0,05 U
Acide L-glutamique déshydrogénase (foie de bovin) 0,01 U
Acide L-glutamique g-(3-carboxy-4-nitroanilide), sel d’ammonium 30 pg
Glycylglycine 317 png
Hexokinase (levure) 0,1 U
a~cétoglutarate, sel disodique 28
Acide o-cétoglutarique 72 png
Lactate déshydrogénase (cceur de poulet) 0,002 U
Lactate-déshydrogénase (LDH) (microbien) 0,03 U
Lactate déshydrogénase (Staphylococcus epidermidis) 0,1 U
Acétate de magnésium 7 ug
Malate déshydrogénase (MDH) (cceur de porc) 0,01 U
Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD™) 20 png
B-nicotinamide adénine dinucléotide, réduit (NADH) 18 ug
Peroxidase (raifort) 0,6 U
Ferrocyanure de potassium 04 pg
Sarcosine oxydase (micro-organisme) 0,6 U
Acide 2,4,6-tribromo-3-hydroxybenzoique 188 g
Uréase (grosse féve) 0,05 U

Tampon, surfactants, excipients et agents de conservation

Avertissements et précautions

Destinés aux diagnostics in vitro

Le récipient de diluant dans le disque de réactif s’ouvre automatiquement lorsque le tiroir de 1’analyseur se ferme. Un
disque dont le récipient a diluant est ouvert ne peut pas étre réutilisé. Vérifier que 1’échantillon ou le témoin a bien été
placé sur le disque avant de fermer le tiroir.

Les disques 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 1’utilisateur de
I’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou de 1’analyseur de chimie Piccolo xpress™ pour les instructions sur le
nettoyage des déversements présentant un danger biologique.

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 matiere présentant un danger biologique a I’intérieur de 1’analyseur.

Les billes de réactif peuvent contenir des acides ou des substances caustiques. L'utilisateur n'entre pas en contact avec les
billes de réactif s'il respecte les procédures recommandées. Au cas ou les billes seraient manipulées (par exemple, lors du
nettoyage, aprés 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
a température ambiante pendant plus de 48 heures avant I’emploi. Ouvrir le sachet en aluminium scellé et en retirer le disque
en prenant soin de ne pas toucher 1’anneau du code-barres qui se trouve sur le disque. L utiliser conformément aux instructions
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figurant dans le manuel de I’utilisateur de 1’analyseur de la chimie du sang ou de I’analyseur de chimie Piccolo xpress. Tout
disque qui n’a pas été utilis¢ dans les 20 minutes suivant I’ouverture du sachet doit étre jeté.

Conservation

Conserver les disques de réactif dans leur sachet scellé & 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-barres imprimé sur I'anneau du code-barres. Un message d’erreur apparait sur 1’analyseur de chimie du
sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress si les réactifs sont périmés.

Indications d’instabilité / détérioration du disque de réactif
Un sachet déchiré ou détérioré risque de laisser pénétrer 'humidité qui peut atteindre le rotor inutilisé et avoir un effet
défavorable sur la performance du réactif. Ne pas utiliser un rotor dont la pochette est endommagée.

6. Instrument

Se reporter au manuel de ’utilisateur de 1’analyseur de chimie du sang Piccolo ou de I’analyseur de chimie Piccolo xpress pour
lire les informations complétes sur 1’utilisation de I’analyseur.

7. Prélévement et préparation des échantillons

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

e La quantité minimale requise pour un échantillon est de ~100 pl de sang total hépariné, de plasma hépariné, de sérum ou
de matiére témoin. La chambre a échantillon du disque de réactif peut contenir jusqu’a 120 pl d’échantillon.

e Les échantillons de sang entier obtenus par ponction veineuse doivent étre homogénes avant de transférer un échantillon
au disque de réactif. Retourner doucement le tube de prélévement a plusieurs reprises juste avant de transférer les
échantillons. Ne pas secouer le tube de prélévement pour éviter tout risque d'hémolyse.

e Les échantillons de sang total prélevés par ponction veineuse doivent étre traités dans les 60 minutes suivant le
prélévement.” La durée de la période de jetine et le type d'échantillon prélevé chez le patient influencent les
concentrations de glucose. Afin de déterminer avec précision les résultats de glucose, les échantillons devraient provenir
d’un patient qui n’a rien mangé au cours des 12 heures précédentes. Les concentrations de glucose diminuent d’environ 5 a
12 mg/dl en 1 heure dans des échantillons non centrifugés conservés a température ambiante.*

e La réfrigération peut étre la cause d'importants changements des concentrations d'aspartate aminotransférase, de
créatinine et de glucose.*® Si I'échantillon n'est pas traité dans les 60 minutes, il peut étre séparé en plasma ou en sérum et
conservé dans des tubes de prélévement munis d'un bouchon a une température entre 2 °C et 8 °C (36 °F et 46 °F).

e  N'utiliser que des tubes de prélévement sous vide a héparine de lithium (bouchon vert) pour les échantillons de sang entier
ou 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 1’échantillon dans le disque de réactif.

8. Procédure

Matériel fourni

e  Un disque de réactif Piccolo Solutions chimiques générales 6 numéro : 400-1006 (une boite de disques numéro : 400-
0006)

Matériel nécessaire mais non fourni
e  Un analyseur de chimie du sang Piccolo ou un analyseur de chimie Piccolo xpress

e Des pipettes de transfert d'échantillons (volume fixe d'environ 100 pl) et des embouts sont fournis avec chaque analyseur
de chimie du sang Piccolo ou analyseur de chimie Piccolo xpress et peuvent étre commandés de nouveau aupres d'Abaxis.
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e Des réactifs témoins disponibles sur le marché sont recommandés par Abaxis (prendre contact avec le service technique
d'Abaxis pour obtenir les valeurs attendues et les matériaux de contrdle approuvés).
e  Une minuterie

Parametres de test

L’analyseur de chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress fonctionnent & température ambiante, entre

15 °Cet 32 °C (59 et 90 °F). Le temps d'analyse pour chaque disque de réactif aux solutions chimiques générales 6 Piccolo est
de moins de 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 complétes et détaillées de prélévement d'échantillons et d'exploitation sont fournies dans le manuel de
l'utilisateur de l'analyseur de sang Piccolo ou de 1’analyseur de chimie Piccolo xpress.

Etalonnage

L’analyseur de chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress est étalonné en usine par le fabriquant avant
'expédition. Le code-barres imprimé sur I'anneau du code-barres fournit les données d'étalonnage spécifiques au disque. Se
reporter au manuel de l'utilisateur de I'analyseur de chimie du sang Piccolo ou de 1’analyseur de chimie Piccolo xpress.

Contréle de la qualité

Se reporter a la section 2.4 du manuel de I’utilisateur Piccolo ou a la section 6 (Etalonnage et contrdle qualité) du manuel de
I’utilisateur Piccolo xpress. Les performances de 1'analyseur de chimie du sang Piccolo ou de I’analyseur de chimie Piccolo
xpress peuvent étre vérifiées en procédant a des contrdles. Pour une liste des matériaux de contrdle de la qualité approuvés et
leurs plages d'admissibilité, prendre contact avec le service technique d'Abaxis. D’autres témoins a base de sérum ou de plasma
humain pourraient ne pas étre compatibles. Les matériaux de contréle de la qualité doivent étre conservés comme indiqué sur
I’encart inclus avec les témoins.

Si les résultats des témoins sont hors fourchette, recommencer une nouvelle fois. S’ils le restent, contacter le service technique
d’Abaxis. Ne pas enregistrer les résultats si les témoins sont hors de leurs limites indiquées. Se reporter au manuel de
l'utilisateur Piccolo or Piccolo xpress pour une explication détaillée de I'exécution, de I'enregistrement, de l'interprétation et du
tracé des résultats des témoins.

Laboratoires faisant I’objet d’une dérogation : Abaxis recommande d’effectuer ’analyse des témoins comme suit :

e au moins tous les 30 jours ;

e achaque changement significatif des conditions en laboratoire, par ex. en cas de déplacement de Piccolo ou de
modification du contrdle de la température ;

e lorsqu’une formation ou un recyclage du personnel est nécessaire ;

e 2 chaque lot nouveau (tests faisant 1’objet d’une dérogation CLIA dans les laboratoires faisant I’objet d’une
dérogation)

Laboratoires ne faisant pas I’objet d’une dérogation : Abaxis recommande d’effectuer I’analyse des témoins
conformément aux recommandations fédérales, d’Etat et locales.

9. Résultats

L'analyseur de la chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress calcule et imprime automatiquement les
concentrations des analytes dans 1'échantillon. Les calculs en point final et de taux de réaction figurent dans le manuel de
l'utilisateur de 1’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou de I’analyseur de chimie Piccolo xpress.

L'interprétation des résultats est également expliquée en détail dans le manuel de 1'utilisateur. 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 traitées dans le manuel de ['utilisateur de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo
ou de I’analyseur de chimie Piccolo xpress.
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e L'héparine de lithium est 'unique anticoagulant dont I'utilisation soit recommandée avec ’analyseur de la chimie du
sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress. Ne pas utiliser I'héparine de sodium.

e Abaxis a mené des études démontrant que 'EDTA, le fluorure, 1'oxalate et tout anticoagulant contenant des ions
ammonium interféreront avec au moins une solution chimique contenue dans le disque de réactif aux solutions chimiques
générales 6 Piccolo.

e Les échantillons dont les hématocrites ont un volume globulaire total de plus de 62 a 65 % (une fraction de volume de 0,62
a 0,65) risquent de donner des résultats erronés. Les échantillons dont les hématocrites sont élevés peuvent étre décrits
comme étant hémolysés. La centrifugation de ces échantillons peut étre ralentie afin d'obtenir du plasma et ensuite
relancée dans un nouveau disque de réactif.

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 ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress.

Attention : des tests poussés du systéme chimique sanguin Piccolo ou de I’analyseur de chimie Piccolo xpress ont
montré qu’en certains cas trés rares, 1’échantillon distribué dans le rotor 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 niveaux d'essai utilisés dans NCCLS EP7-P.*

Effets des substances endogénes

e Les substances physiologiques interférentes (hémolyse, ictére 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 I'utilisateur des taux des substances interférentes présentes dans chaque échantillon.

e Le systeme chimique sanguin Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress supprime tout résultat affecté par une
interférence >10 % due a une hémolyse, une lipémie ou un ictere. Le symbole « HEM », « LIP » ou « ICT »,
respectivement, est alors imprimé sur la fiche de résultat a la place du résultat.

e  Pour obtenir les niveaux maximaux de substances endogénes, prendre contact avec le service technique d'Abaxis.

Effets des substances exogénes et thérapeutiques
e Trente-cing substances exogénes et thérapeutiques ont été sélectionnées comme interférants potentiels pour les méthodes
de test Abaxis suite aux recommandations faites par Young.”” Une interférence considérable est définie comme une
variation de résultat de >10 % pour un spécimen appartenant a la gamme normale. Des pools de sérum humain étaient
complémentés avec une concentration connue du médicament ou de la substance chimique et étaient ensuite analysés.
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Tableau 2 : Substances exogénes et thérapeutiques évaluées

Plage Plus forte concentration

Gamme thérapeutique®** Testée

(mg/dI) (mg/dl)
Paracétamol 1a2 100
Acétoacétate 0,05 a 3,60 102
Acide acétylsalicylique 2al0 50
Ampicilline 0,5 30
Acide ascorbique 0,8a1,2 20
Caféine 03al1,5 10
Chlorure de calcium — 20
Céfalotine (Kéflin) 10 400
Chloramphénicol 1a25 100
Cimétidine 0,l1al 16
L-dopa — 5
Dopamine — 19
Epinéphrine — 1
Erythromycine 0,2a2,0 10
Glutathion — 30
Ibuproféne 0,5a4,2 50
Isoniazide 0,1a0,7 4
a-citoglutarate — 5
Kétoprofene — 50
Méthicilline — 100
Méthotrexate 0,1 0,5
Méthyldopa 0,1a0,5 0,5
Métronidazole 0,1 5
Nafcilline — 1
Nitrofurantoine 0,2 20
Oxacilline — 1
Oxaloacétate — 132
Phénytoine 1a2 3
Proline — 4
Pyruvate 0,3a0,9 44
Rifampine 044a3 1,5
Acide salicylique 15230 25
Sulfalazine 2a4 10
Sulfanilamide 10a15 50
Théophylline 1a2 20

e Les substances suivantes ont donné lieu a une interférence de plus de 10 %. Une interférence importante est définie comme
une variation de résultat >10 % pour un spécimen appartenant a la gamme normale. Des pools de sérum humain ont été
complétés par une concentration connue de produits pharmaceutiques ou chimiques et ont ensuite été analysés.
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Tableau 3 : Substances ayant une interférence importante >10 %

Plage Concentration avec  Pourcentage d’interférence

physiologique ou >10 % d’interférence

Plage®* (mg/dI)

(mg/dl)
Alanine aminotransférase (ALT)
Acide ascorbique 0,8al,2 20 Aug.de 11 % *
Oxaloacétate — 132 Aug. de 843 %
Créatinine (CRE)
Acide ascorbique 0,8a1,2 20 Réd. de 11 %
Dopamine — 19 Réd. de 80 %
L-dopa — 5 Réd. de 71 %
Epinéphrine — 1 Réd. de 45 %
Glutathion — 30 Réd. de 13 %
Glucose (GLU)
Oxaloacétate — 132 Réd.de 11 %
Pyruvate 0,340,9 44 Réd. de 13 %

* aug = augmentation ; réd = réduction

Pour de plus amples informations sur d'éventuelles substances interférentes chimiques, se reporter a la bibliographie.

11. Valeurs anticipées

Des échantillons prélevés chez 193 hommes et femmes adultes et analysés sur 1'analyseur chimique au point d'intervention
Piccolo® ont été utilisés afin de déterminer les gammes de référence pour ALT, la créatinine, le glucose et l'azote uréique du
sang. Des échantillons prélevés chez 186 hommes et femmes adultes ont été utilisés afin de déterminer les gammes de
référence pour AST. Des échantillons prélevés chez 131 hommes et femmes adultes ont été utilisés afin de déterminer les
gammes de référence pour GGT. Ces gammes sont données uniquement a titre indicatif. Il est recommandé que votre bureau
ou organisation établisse des gammes normales pour ses propres patients.

Tableau 4 : Intervalles de référence Piccolo

Substances a analyser Unités communes Unités SI

Alanine aminotransférase (ALT) 10247 U/ 10247 U/
Aspartate aminotransférase (AST) 11a38U/N 11a38UN
Créatinine (CRE) 0,6 a 1,2 mg/dl 53 4106 umol/l
Gamma glutamyltransférase (GGT) 5a65U/ 5a65U/

Glucose (GLU) 73 a 118 mg/dl 4,05 a 6,55 mmol/l
Azote uréique du sang (BUN) 7 a 22 mg/dl 2,5 47,9 mmol urée/l

12. Caractéristiques de performance

Linéarité

Les réactions chimiques pour chaque analyte sont linéaires dans la plage dynamique indiquée ci-dessous quand l'analyseur de
la chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress fonctionne conformément a la procédure recommandée (se
reporter au manuel de 'utilisateur de I'analyseur de la chimie du sang Piccolo ou de 1’analyseur de chimie Piccolo xpress).

Page 41 of 79



Tableau 5 : Plages dynamiques Piccolo

Substances a analyser Unités communes Unités SI

Alanine aminotransférase (ALT) 542000 U/ 542000 U/
Aspartate aminotransférase (AST) 542000 U/ 542000 U/
Créatinine (CRE) 0,2 a 20 mg/dl 18 a 1768 mmol/l
Gamma glutamyltransférase (GGT) 543000 U/ 5243000 U/
Glucose (GLU) 10 a 7000 mg/dl 0,56 a 38,9 mmol/l
Azote uréique du sang (BUN) 2 a2 180 mg/dl 0,7-64,3 mmol/urée/l

Si la concentration de 1’analyte est supérieure a la plage de mesures (plage dynamique), mais inférieure a la plage du systéme,
la fiche imprimée indique un « > » au niveau de la limite supérieure et un astérisque apres le nombre, par ex. ALT >2000* U/I.
Si elle est inférieure a la plage dynamique, un « <» s’affiche avec un astérisque, par ex. ALT <5* U/l. Pour des valeurs qui
sont largement au-dela de la plage de mesures (plage systéme), « ~~~ » s’affichea a la place d’un résultat. Chaque fois qu'un
« ~~~» apparait sur une fiche imprimée, il est alors nécessaire de recueillir un nouvel échantillon et de refaire le test. Si les
résultats du deuxiéme échantillon sont a nouveau supprimés, appeler le service a la clientéle d'Abaxis.

Sensibilité (limites de détection)

La limite inférieure de la plage (dynamique) rapportable pour chaque analyte est la suivante : alanine aminotransférase 5 U/l ;
aspartate aminotransférase 5 U/l ; créatinine 0,2 mg/dl (18 pmol/l) ; gamma glutamyl transférase 5 U/I ; glucose 10 mg/dl (0,56
mmol/l) et azote uréique du sang 2 mg/dl (0,7 mmol urée/l).

Précision
Des études de précision ont été menées en utilisant les directives NCCLS EP5-T2.** Les résultats intra-essais et de précision

totale ont été déterminés en testant deux niveaux de matiére témoin. Les témoins ont été testés en double deux fois par jour
pendant 20 jours sur une période de quatre semaines. Les résultats des études de précision figurent dans le tableau 6.

Tableau 6 : Précision (N=80)

Substances a analyser Intra-test Total
Alanine aminotranférase (U/I)
Controle 1

Moyenne 21 21
E-T 2,76 2,79
CV (%) 13,4 13,5
Contréle 2
Moyenne 52 52
E-T 2,70 3,25
CV (%) 52 6,2
Aspartate aminotransférase (U/l)
Controle 1
Moyenne 47 49
E-T 0,98 0,92
CV (%) 2,1 1,9
Contréle 2
Moyenne 145 147
E-T 1,83 1,70
CV (%) 1,3 1,2
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Tableau 6 : Précision (N = 80) (suite)

Substances a analyser Intra-test Total
Créatinine (mg/dl)
Contréle 1
Moyenne 1,1 1,1
E-T 0,14 0,14
CV (%) 12,5 13,1
Contréle 2
Moyenne 5,2 5,2
E-T 0,23 0,27
CV (%) 4.4 52

Gamma glutamyltransférase (U/l)
Controle 1

Moyenne 25 25

E-T 0,59 0,74

CV (%) 2,34 2,94
Controle 2

Moyenne 106 106

E-T 1,52 2,29

CV (%) 1,43 2,15

Glucose (mg/dl)
Contréle 1

Moyenne 66 66
E-T 0,76 1,03
CV (%) 1,1 1,6
Contrdle 2
Moyenne 278 278
E-T 2,47 3,84
CV (%) 0,9 1,4
Azote uréique du sang (mg/dl)
Controle 1
Moyenne 19 19
E-T 0,35 0,40
CV (%) 1,9 2,1
Controle 2
Moyenne 65 65
E-T 1,06 1,18
CV (%) 1,6 1,8
Corrélation

Des échantillons de sérum et de sang complet hépariné ont été prélevés chez des patients sur deux sites. Les échantillons de
sang total ont été analysés sur place par 1'analyseur de chimie du sang Piccolo et les échantillons de sérum ont été analysés par
des méthodes comparatives. Dans les deux cas, les résultats des analyses d’échantillons sanguins par le Piccolo furent utilisés,
et ceux-ci sont indiqués dans le tableau de maniére appropriée. Dans certains cas, des échantillons complémentés (a faible
concentration ou a forte concentration) ont été utilisés afin de couvrir toute la plage dynamique. Tous les échantillons ont été
testés le méme jour. Des statistiques de corrélation représentatives sont indiquées au tableau 7.
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Tableau 7 : Corrélation de I’analyseur de chimie du sang Piccolo avec les méthodes comparatives

Coefficient

Erreur

de Pente Ql:doprjee standard N . Plage; Methodg
. al'origine o d'échantillon comparative
corrélation d’estimation
aminﬁt'f;‘r']rs‘?érase 0,981 0,905 13 321 86 104174 Paramax®
un 0,985 0,946 -2,5 2,84 67 10a174 Technicon
amiﬁjfraa:gféerase 0,93 0.87 53 2,76 159 13alll Paramax
i) 1,0 0,97 3,0 1,9 46 13a252 DAX™
Créatinine (mg/dl) 0,993 0,926 0,0 0,15 260 04a14,7 Paramax
g 0,987 0,866 0,1 0,16 107 04a7,5 Beckman
GaTrg‘r?S?é‘r*:;g“y" 1,0 0,98 -0,4 3,29 135 54312 Paramax
un 1,0* 1,60 3,1 18,57 49 27 41848 Beckman
Glucose (mg/dl) 0,987 1,009 -2,8 3,89 251 72 a422 Paramax
9 0,997 0,943 1,2 4,69 91 56 a 646 Beckman
Azote uréique du 0,964 0,923 0,5 1,08 251 6a52 Paramax
sang (mg/dl) 0,983 0,946 0,0 0,66 92 6438 Beckman

* L’un des sites n’a effectué d’analyses que sur le sérum sur I’analyseur Piccolo pour la corrélation portant sur la gamma
glutamyltransférase.

Résultats d'une étude utilisateur inexpérimenté

Au cours d'une étude « utilisateur inexpérimenté » réalisée, les participants ne recevaient que les instructions de test et il leur
était demandé d'effectuer des tests sur 3 disques avec des échantillons aléatoires effectués en aveugle. Les échantillons se
composaient de pools de sérum préparés a trois niveaux pour chacun des treize analytes : ALT, AST, créatinine, GGT, glucose
et BUN. Les participants n'avaient fait I'objet d'aucune formation quant a l'utilisation de ce test. Un total de pres de
60 participants a été inclus, depuis 3 sites, représentant une population démographique diverse (niveau d'études, age, sexe,
etc.).

Les tableaux ci-dessous présentent le résumé de la performance de chaque analyte.

Alanine aminotransférase (ALT)

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62

Moyenne 45,4 U/1 98,9 U/l 184,3 U/l
CV (%) 3,7% 1,7 % 1,5 %

Plage observée 42453 96 a 103 1752191
Pourcentage de résultats 98,4 % 100 % 100 %
dans la plage 61/62 62/62 62/62

+ 15,0 %* 95%CIl:91,3%a100% | 95% CI1:942%a100% | 95% CI:94,2 % a 100 %

" Ce pourcentage part du principe qu'un individu ne peut pas correctement faire la distinction entre des valeurs normales et
anormales lorsque les erreurs sont supérieures a un quart de la plage normale. La plage de (10 U/l a 47 U/l) a été étudiée.
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Aspartate aminotransférase (AST)
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 56,0 120,4 276,3
CV (%) 24 % 1,1 % 1,0 %
Plage observée 542360 117a124 266 a 285
Pourcentage de résultats 100 % 100 % 100 %
dans la plage 62/62 62/62 62/62
+15,0% 95% Cl1:942%a100% | 95% CI1:942%a100% | 95% CI:94,2 % a 100 %
Créatinine (CRE)
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 0,89 2,07 6,89
CV (%) 11,0 5,0 1,6
Plage observée 0,7a1,2 1,8a2,3 6,5a7,2
Pourcentage de résultats 93,6 100 % 100 %
dans la plage 58/62 62/62 62/62
+15,0 % 95% CI:84,3%2a98,2% | 95% CI:94,2%a100% | 95% CI:94,2 % a 100 %
Gamma glutamyltransférase (GGT)
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 35,0 U/1 86,2 U/l 131,3 U/
CV (%) 2,8 % 1,5% 1,5%
Plage observée 33a38 832490 123 a 135
Pourcentage de résultats 100 % 100 % 100 %
dans la plage 62/62 62/62 62/62
+ 15,0% 95%Cl:942%a100% | 95% CI:942%2a100% | 95 % CI:94,2% a 100 %
Glucose (GLU)
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 95,2 130,3 365,8
CV (%) 1,1 % 1,0 % 0,8 %
Plage observée 932398 1252133 351 a373
Pourcentage de résultats 100 % 100 % 100 %
dans la plage 62/62 62/62 62/62
+ 10,4 %** 95%Cl:942%al100% | 95%CI:942%a100% | 95% CI:94,2% a 100 %

** La plage de (65 mg/dl -99 mg/dl) a été prise en considération.

Azote uréique du sang (BUN)
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62

Moyenne 15,1 41,0 72,2

CV (%) 2,3 2,5 1,8
Plage observée 142316 37243 68a75
Pourcentage de résultats 100 % 100 % 100 %
dans la plage 62/62 62/62 62/62

+15,0% 95%CI:942%a100% | 95% CI:942%a100% | 95 % CI:94,2 % a 100 %
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