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1. Indicaciones

El disco reactivo con panel lipido Plus Piccolo®, utilizado con el analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico
Piccolo xpress™, esta disefiado para ser usado en la determinacion cuantitativa in vitro del colesterol total (CHOL), colesterol
transportado por las lipoproteinas de alta densidad (HDL), triglicéridos (TRIG), alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST) y glucosa (GLU) en sangre entera heparinizada, suero o plasma heparinizado en un ambito de
laboratorio clinico. A partir de las determinaciones CHOL, HDL y TRIG, el analizador calcula el colesterol transportado por
las lipoproteinas de baja densidad (LDL), el colesterol transportado por las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y la
relacion entre colesterol total y colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad.

Segun las normativas CLIA de 1988, no se requiere realizar las pruebas de este panel. Si un laboratorio modifica las
instrucciones del sistema de analisis, entonces se considera que las pruebas son de alta complejidad y, por ende, estaran sujetas
a todos los requisitos de CLIA. Para aquellos laboratorios para los cuales no se exige el cumplimiento con la normativa CLIA,
solo puede analizarse sangre entera con heparina litio. Para uso en laboratorios de complejidad moderada, se puede utilizar
sangre entera heparinizada con litio, plasma heparinizado con litio o suero.

Es necesario un Certificado de Renuncia a CLIA para efectuar las pruebas que no exigen el cumplimiento con la normativa
CLIA. Puede obtenerse un Certificado de Renuncia de los Centros para Servicios Medicare y Medicaid (CMS). Péngase en
contacto con Abaxis Technical Service al (800) 822-2947 para recibir asistencia en la obtencion de dicho certificado.

2. Resumen y explicacion de las pruebas

Importancia clinica

La medicion de las lipoproteinas y los lipidos séricos es muy 1til en la identificacion del riesgo de un individuo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (CVD) y en el control de las intervenciones terapéuticas.' Las recomendaciones basadas en el
consenso para la interpretacion de las mediciones y valores limite fueron proporcionadas por el Programa Nacional de
Educacion sobre el Colesterol.>*

Los lipidos circulantes son transportados por las lipoproteinas. La fraccion de las LDL, la principal lipoproteina que contribuye
al desarrollo de la ateroesclerosis y para la cual se demostré de manera concluyente que es efectivo, transporta la mayor parte
del colesterol circulante en la sangre. El colesterol sérico total se ha venido evaluando durante afios para cuantificar la cantidad
total de lipoproteinas como medio conveniente para evaluar el riesgo de CVD. Sin embargo, parte del colesterol es
transportado por las HDL, que son particulas antiaterogénicas o se asocian de manera inversa con el riesgo de desarrollar CVD.
Asi pues, la cuantificacion de las principales lipoproteinas transportadoras de colesterol, LDL y HDL, ofrece una mejor
evaluacion del riesgo general.

Los triglicéridos, el principal combustible del organismo, son transportados en el torrente sanguineo por grandes lipoproteinas
llamadas quilomicrones (CM). Las VLDL también transportan triglicéridos, fundamentalmente sintetizados en el higado a
partir del exceso de &cidos grasos. En la circulacion, los triglicéridos son hidrolizados y sus acidos grasos transportados en
células periféricas que dejan particulas remanentes precursoras de las LDL. Tras un ayuno de una noche, los quilomicrones
generalmente han desaparecido de la circulacion. Los niveles mas elevados de triglicéridos medidos en una muestra obtenida
en condiciones de ayuno indican el deterioro en la depuracion o sobreproduccion, lo que puede aumentar el riesgo de desarrollo
de CVD y hace que su medicion sea 1til en la identificacion de las enfermedades metabolicas y el riesgo general.

El Instituto Nacional de Corazén, Pulmén y Sangre de los EE.UU. organizé el Programa Nacional de Educacion sobre el
Colesterol, el cual reunié grupos de expertos para desarrollar recomendaciones clinicas para la clasificacion y el tratamiento del
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colesterol elevado. Las recomendaciones mas recientes, las directrices del Panel III para Tratamiento de Adultos,”** basan las
decisiones terapéuticas, fundamentalmente, en los niveles de LDL, calculados como parte de un panel de lipidos tras evaluar el
colesterol total, el HDL y los triglicéridos. Los valores limite de LDL de 100, 130, 160 y 190 mg/dl definen las categorias:
optima, casi Optima, limite alto, riesgo alto y riesgo muy elevado. Un valor de HDL inferior a 40 mg/dl se define como bajo y
se considera un factor de riesgo por la ATPIII, lo que modifica el objetivo terapéutico de LDL. Un valor de HDL superior a 60
mg/dl se define como alto y se considera deseable y un factor de riesgo negativo, reduciéndolo del niimero total de factores de
riesgo al seleccionarse el objetivo terapéutico adecuado para las LDL. Para los triglicéridos, los valores limites de 150, 200 y
500 mg/dl definen los niveles normales, limite alto, riesgo alto y riesgo muy elevado.

El disco reactivo con panel lipido Plus Piccolo y el analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo
xpress constituyen un sistema diagnoéstico in vitro que facilita al médico el diagnostico y la monitorizacion de las siguientes
enfermedades:

Alanina aminotransferasa: Enfermedades hepaticas, incluidas la hepatitis virica y la cirrosis
Aspartato aminotransferasa: Hepatopatias, incluidas la hepatitis e ictericia viral; choque
Glucosa: Alteraciones del metabolismo de carbohidratos, incluidas la

diabetes mellitus del adulto y juvenil y la hipoglucemia

Al igual que con cualquier procedimiento diagnostico de prueba, antes del diagnostico final hay que considerar todos los
restantes procedimientos de prueba, incluido el estado clinico del paciente.

3. Principios de los procedimientos

Colesterol total (CHOL)
El analisis CHOL de Abaxis es un método con criterio de valoracion enzimatico que utiliza la colesterol esterasa (CE) y la
colesterol deshidrogenasa.’

CE
Esteres de colesterol + HHO —————— > Colesterol + Acidos grasos

CHDH
Colesterol + NAD® ——— 9 Colest-4-en-3-ona + NADH + H"

La CE hidroliza los ésteres de colesterol para formar colesterol y acidos grasos. La reaccion CHDH convierte al colesterol en
colest-4-en-3-ona. La NADH se evalta bicromaticamente a 340 nm y 405 nm. La producciéon de NADH es directamente
proporcional a la cantidad de colesterol presente. También se controla una referencia especifica para el analisis a fin de
asegurar que ninguna reaccion extraiia interfiera con los céalculos de los niveles de CHOL.

Colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad (HDL)

El analisis HDL de Abaxis es un método de precipitacion que utiliza colesterol esterasa y colesterol oxidasa modificados con
polietilenglicol [(PEG-CE) y (PEG-CO), respectivamente] para mas especificidad® A continuacion se describe el mecanismo
de la reaccion:

CM, LDL, VLDL y HDL + sulfato de dextrano + MgSO, —— HDL + complejos no solubles

Centrifugacion
Complejos no solubles —— P  Sedimentos de complejos no solubles contra la pared de la
cubeta de la reaccion

) PEG-CE )
Esteres de colesterol-HDL + H,O —— P Colesterol + Acidos grasos

PEG-CO
Colesterol + O, —— P Colest-4-en-3-ona + H,0,

Peroxidasa
H,0,+TOOS+4-AAP — p  Desarrollo de color

TOOS = N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina, sal de sodio, dihidrato
4-AAP 4-Aminoantipirina
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Los agentes precipitantes sulfato de dextrano y sulfato de magnesio (MgSO,) forman especificamente complejos no solubles
con quilomicrones (CM), VLDL y LDL en plasma o suero. Los sedimentos de los complejos no solubles se posan en la pared
de la cubeta de la reaccion en el interior del analizador. El HDL restante es hidrolizado por la PEG-CE para formar colesterol y
acidos grasos. El colesterol reacciona con PEG-CO para producir colest-4-en-3-ona y peroxido (H,O,). La reaccion de la
peroxidasa da como resultado la produccion de un producto de color purpura que tiene una absorbencia maxima a 500 nm y se
usa como referencia de absorbencia a 630 nm. La concentracion de colesterol de las HDL es directamente proporcional a la
absorbencia maxima en esta reaccion de criterio de valoracion. También se controla una referencia de muestra especifica con
objeto de asegurar que ninguna reaccion extrafia interfiera con los céalculos de los niveles de HDL.

Triglicéridos (TRIG)
El analisis TRIG de Abaxis es un método con criterio de valoracién enzimatico que utiliza cuatro enzimas.”* A continuacién se
describe el mecanismo de la reaccion:

Lipasa
Triglicéridos + 3 HLO ————  » Glicerol + 3 Acidos grasos

Glicerol quinasa, Mg++
Glicerol + ATP » G-3-P+ ADP

G-3-PDH
G-3-P+NAD" —  » DAP+NADH+H"

Diaforasa
NADH +H "+ INT — » NAD" + Formazano

G-3-P = Glicerol-3-fosfato

G-3-PDH = Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
DAP = Dihidroxiacetona fosfato

INT = Violeta de p-iodonitrotetrazolio

En el primer paso, los triglicéridos son hidrolizados a glicerol y 4cidos grasos en una reaccion catalizada por lipasa. El glicerol
es a continuacion fosforilado en una reaccion catalizada por la glicerol quinasa (GK) que requiere la presencia de ATP. El
glicerolfosfato es oxidado a dihidroxiacetona fosfato con la reduccion simultanea de NAD" a NADH en una reaccién catalizada
por glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G-3-PDH). La NADH se oxida con la reduccion simultanea de INT en una reaccion
catalizada por diaforasa. La intensidad del formazano, muy coloreado, se mide bicromaticamente a 500 nm y 850 nm y es
directamente proporcional a la concentracion de triglicéridos en la muestra. También se controla una referencia especifica para
el andlisis a fin de asegurar que ninguna reaccion extraiia interfiera con los calculos de los niveles de TRIG. Los resultados
proporcionan una medida de los triglicéridos totales sin una referencia de glicerol.

Alanina aminotransferasa (ALT)

La alanina aminotransferasa (ALT) ha sido medida mediante tres métodos. Dos de estos métodos: la técnica de acoplamiento
colorimétrico por dinitrofenilhidracina™' y la prueba enzimatica fluorescente, se usan muy raramente.'' Un método enzimatico
basado en el trabajo de Wroblewski y LaDue'” es la técnica mas comiin para la determinacion de las concentraciones de ALT
en suero. La Federacion Internacional de Quimica Clinica (International Federation of Clinical Chemistry, IFCC) ha propuesto
como procedimiento recomendado un procedimiento de Wroblewski y LaDue modificado."

El método desarrollado para ser usado con el analizador Piccolo o el analizador Piccolo xpress es una modificacion del
procedimiento recomendado por la IFCC. En esta reaccion, la ALT cataliza la transferencia de un grupo amino de la L-alanina
al a-cetoglutarato para formar L-glutamato y piruvato. La lactato deshidrogenasa cataliza la conversion de piruvato a lactato.
Al mismo tiempo, NADH se oxida a NAD', como se muestra en el esquema siguiente de la reaccion.
ALT
L-Alanina + a-cetoglutarato —— >  L-Glutamato + Piruvato

LDH
Piruvato+ NADH+H®™ —— 9 Lactato + NAD"

El indice de cambio de la diferencia de absorbencia entre 340 nm y 405 nm se debe a la conversion de NADH a NAD" y es
directamente proporcional a la cantidad de ALT presente en la muestra.
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Aspartato aminotransferasa (AST)

La prueba de aspartato aminotransferasa (AST) se basa en el método cinético de Karmen'®, de acuerdo con la modificacion de
Bergmeyer."> El método de referencia actual de la Federacién de Quimica Clinica (IFCC) utiliza la técnica de
Karmen/Bergmeyer de acoplamiento de malato deshidrogenasa (MDH) y nicotinamida dinucleétido reducida (NADH) en la
deteccion de AST en suero.'>' Se agrega lactato deshidrogenasa (LDH) a la reaccion para reducir la interferencia causada por
el piruvato endogeno.

La AST cataliza la reaccion de L-aspartato y o-cetoglutarato en oxaloacetato y L-glutamato. El oxaloacetato es convertido en
malato y el NADH es oxidado a NAD" por el catalizador MDH.

AST
L-aspartato + a-cetoglutarato ————  Oxaloacetato + L-glutamato

MDH
Oxaloacetato + NADH+ H~ ———»  Malato + NAD"

El cambio en el indice de absorbencia a 340 nm/405 nm debido a la conversion de NADH a NAD" es directamente
proporcional a la cantidad de AST en la muestra.

Glucosa (GLU)

Las primeras mediciones de la concentracion de glucosa fueron realizadas mediante métodos de reduccion del cobre

(como Folin-Wu'”y Somogyi-Nelson'*'). La falta de especificidad en las técnicas de reduccion del cobre llevé al desarrollo
de procedimientos cuantitativos con las enzimas hexoquinasa y glucosa oxidasa. La prueba de glucosa incorporada en el disco
reactivo con panel lipido Plus Piccolo es una version modificada del método de la hexoquinasa, que ha sido propuesto como la
base del método de referencia para glucosa.”

La reaccion de glucosa con adenosina trifosfato (ATP), catalizada por la hexoquinasa (HK), produce glucosa-6-fosfato (G-6-P)
y adenosina difosfato (ADP). La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) cataliza la reaccion de G-6-P en
6-fosfogluconato y la reduccion de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD") a NADH.

Hexoquinasa
Glucosa+ ATP ——  »  Glucosa-6-fosfato + ADP

G-6-PDH
G-6-P + NAD" ——»  6-Fosfogluconato + NADH + H"

La absorbencia se mide bicromaticamente a 340 nm y 850 nm. La produccion de NADH es directamente proporcional a
la cantidad de glucosa en la muestra.

LDL (calculadas)

El analizador Piccolo o el analizador Piccolo xpress calcula automaticamente la concentracion de LDL en cada muestra
mediante los valores determinados directamente para el colesterol total, HDL y triglicéridos y la ecuacion Friedewald
estandar.”’ Esta ecuacion no es valida para concentraciones de triglicéridos superiores a los 400 mg/dl, para pacientes que no se
encuentran en condiciones de ayuno y para pacientes con hiperlipoproteinemia tipo III (disbetalipoproteinemia).*'** No se
analiza un valor de LDL en el caso de muestras con triglicéridos superiores a 400 mg/dl o si no se dispone de otro valor de
analitos medido directamente. En la tarjeta impresa, el valor calculado para LDL va seguido de una “c” para indicar que ha sido
calculado.

VLDL (calculado)

El analizador Piccolo o el analizador Piccolo xpress calcula automaticamente la concentracion de VLDL en cada muestra
mediante la ecuacién estandar de triglicéridos/5 (si las unidades estan en mg/dl)?' Esta ecuacién no es vélida para
concentraciones de triglicéridos superiores a los 400 mg/dl, pacientes que no se encuentran en condiciones de ayuno y
pacientes con hiperlipoproteinemia tipo III (disbetalipoproteinemia).>'** Por supuesto, si no se dispone del valor de los

triglicéridos no se calcula el valor de las VLDL. En la tarjeta impresa, el valor calculado para VLDL va seguido de una “c
para indicar que ha sido calculado.

Relacion entre colesterol total/HDL (calculado)

El analizador Piccolo o el analizador Piccolo xpress calcula automaticamente la relacion entre colesterol total/HDL (abreviada
como TC/H) para cada muestra. Si falta el valor de colesterol total o el de HDL medido directamente, no se proporciona la
relacion. En la tarjeta impresa, el valor calculado para TC/H va seguido de una “c” para indicar que ha sido calculado.

Page 56 of 86



4. Principios de la operacion

Consulte el Manual del operador del analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo xpress para obtener
informacion sobre los principios y limitaciones del procedimiento. Schembri et al. han aportado una descripcion detallada del
analizador y del disco reactivo Piccolo.”®

5. Descripcion de los reactivos

Reactivos

Cada disco reactivo con panel lipido Plus Piccolo contiene soportes s6lidos reactivos secos especificos para la prueba
(descritos a continuacion). En cada disco se incluye un soporte s6lido reactivo seco de referencia (que consta de amortiguador,
surfactantes y excipientes) para usar en el calculo de concentraciones de alanina aminotransferasa (ALT), asparato
aminotransferasa (AST), glucosa (GLU) y colesterol transportado por las lipoproteinas de alta densidad (HDL). También se
incluyen en el disco soportes solidos especializados de referencia para calcular concentraciones de CHOL y TRIG. Cada disco
contiene ademas un diluyente que consta de un surfactante y estabilizadores.

Tabla 1: Reactivos

Componente Cantidad/disco
4-Aminoantipirina 6,7 ng
Adenosina 5'-trifosfato, sal disddica 21,2 ug
L-alanina 492 ng
Acido L-aspartico 426 ng
Ascorbato oxidasa 0,042 U
Colesterol deshidrogenasa 0,27 U
Colesterol esterasa (Genzyma-N) 0,27 U
Colesterol esterasa (Genzyma-P) 0,0080 U
Sulfato de dextrano 8,4 ug
Diaforasa 025U
N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina, sal sodica, dihidrato 79 pg
(TOOS)

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 0,046 U
Glicerol quinasa 0,084 U
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 0,21 U
Hexoquinasa 0,059 U
Cloruro de iodonitrotetrazolio (INT) 8,4 ng
a-cetoglutarato, sal dis6dica 37 ug
Acido a-cetoglutarico 30 pug
Lactato deshidrogenasa 0,070 U
Lipasa 16,8 U
Acetato de magnesio, tetrahidrato 6,8 ug
Cloruro de magnesio, hexahidrato 8,6 ug
Sulfato de magnesio, heptahidrato 197 pg
Malato deshidrogenasa 0,013 U
Nicotinamida adenina dinucleétido, acido libre 19,7 ug
Nicotinamida adenina dinucleétido, sal monosddica 455 ng
Nicotinamida adenina dinucleotido, reducida 9,6 ng
PEG-colesterol esterasa 0,013 U
PEG-colesterol oxidasa 0,089 U
Peroxidasa 0,27 U

Amortiguadores, surfactantes, excipientes y estabilizadores
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Advertencias y precauciones
e  Para uso diagnostico in vitro.

e  El envase del diluyente del disco reactivo se abre automaticamente cuando se cierra el cajon del analizador. Un disco con
un contenedor diluyente abierto no puede volver a utilizarse. Aseglirese de que la muestra o la prueba esté colocada en el
disco antes de cerrar el cajon.

e  Losdiscos de reactivo usados contienen liquidos del cuerpo humano. Siga las précticas de seguridad del laboratorio
cuando manipule y elimine discos usados.”* Consulte el Manual del operador del analizador quimico de sangre Piccolo o
del analizador quimico Piccolo xpress para obtener instrucciones sobre la limpieza de derrames biopeligrosos.

e  Losdiscos reactivos son de plastico y pueden romperse o estallarse si se caen. Nunca use un disco que se haya caido ya
que puede esparcir material bioldgico peligroso en el interior del analizador.

e  Elreactivo en soporte solido puede contener sustancias acidas o causticas. El usuario no entra en contacto con el reactivo
en soporte solido si sigue los procedimientos recomendados. En el caso de que se manipule el reactivo en soporte sélido
(por ejemplo, limpieza tras caerse y romperse un disco de reactivo) se debe evitar la ingestion, el contacto con la piel y la
inhalacion del mismo.

Instrucciones para la manipulacion de los reactivos

Los discos de reactivo pueden usarse inmediatamente después de retirarse del refrigerador, sin calentarlos previamente.
Deseche los discos no usados transcurridos 20 minutos de la apertura de la bolsa. No permita que los discos sellados en sus
bolsas de aluminio permanezcan a temperatura ambiente mas de 48 horas antes del uso. Abra la bolsa de aluminio sellada,
saque el disco y utilicelo de acuerdo con las instrucciones proporcionadas en el Manual del operador del analizador quimico de
sangre Piccolo o del analizador quimico Piccolo xpress.

Almacenamiento

Almacene los discos de reactivo en sus bolsas selladas a 2-8°C (36-46°F). No exponga los discos abiertos o sin abrir a la luz
solar directa o a temperaturas superiores a los 32°C(90°F). Los discos reactivos pueden ser utilizados hasta la fecha de
caducidad impresa en el rotulo de la caja y en cada bolsa. La fecha de caducidad también aparece codificada en el cddigo de
barras impreso en el anillo del codigo de barras. Si los reactivos han caducado, aparecera un mensaje de error en la pantalla del
analizador quimico de sangre Piccolo o del analizador quimico Piccolo xpress.

Indicaciones de inestabilidad/deterioro del disco reactivo.
Una bolsa rasgada o rota puede permitir que la humedad llegue al disco sin usar y afecte de manera negativa la eficacia del
reactivo. No use discos de bolsas dafadas.

6. Instrumento

Para obtener informacion completa sobre el uso del analizador, consulte el Manual del operador del analizador quimico de
sangre Piccolo o del analizador quimico Piccolo xpress.

7. Obtencion y preparacion de las muestras

En la seccion “Obtencion de muestras” del manual del operador del analizador quimico de sangre Piccolo o del analizador
quimico Piccolo xpress se describen las técnicas para la obtencion de las muestras.

e  De acuerdo con las ATP I11,>** para determinar CHOL, HDL, TRIG y LDL deben usarse muestras obtenidas en
condiciones de ayuno (entre ocho y doce horas). Por lo tanto, se recomienda que con el disco con panel lipido Plus se
usen muestras obtenidas en condiciones de ayuno. Si el paciente no esta en ayunas, los valores calculados para TRIG y
LDL no seran validos.

e  Para las muestras de sangre entera o plasma use solamente tubos de obtencién de muestras evacuados con heparina litio
(tapon verde), con o sin separadores de gel. Para las muestras de suero use tubos para obtencion de muestras sin aditivo
(tapon rojo) o tubos separadores de suero (tapon rojo o rojo/negro).

e El tamafio minimo de muestra requerido es ~100 pl de sangre entera heparinizada, plasma heparinizado, suero o material
de control. La camara de muestra del disco reactivo puede contener hasta 120 ul de muestra.
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e  Las muestras de sangre entera obtenidas por venopuncion deben homogeneizarse antes de transferir una muestra al disco
reactivo. Invierta cuidadosamente el tubo para obtencion de muestras varias veces justo antes de transferir la muestra. No
agite el tubo para obtencion de muestras; esto puede causar hemolisis.

e Las muestras de sangre entera obtenidas por venopuncion deben analizarse en un intervalo maximo de 60 minutos desde
que fuera obtenida la extraccion.”?® Las concentraciones de glucosa se ven afectadas por el tiempo transcurrido desde que
el paciente ingiere alimentos y por el tipo de muestra que ha sido obtenida del paciente. Para determinar los resultados de
glucosa con precision, deben obtenerse muestras de un paciente en condiciones de ayuno durante al menos 12 horas. Las
concentraciones de glucosa disminuyen aproximadamente 5-12 mg/dl por hora en muestras no centrifugadas almacenadas
a temperatura ambiente.”’

o Larefrigeracion de muestras de sangre entera puede ocasionar cambios significativos en las concentraciones de aspartato
aminotransferasa y glucosa > La muestra puede separarse en plasma o suero, y almacenarse en tubos de ensayo tapados a
2-8°C (36-46°F) si la muestra no se puede analizar en un intervalo de tiempo de un maximo de 60 minutos.

e Comience la prueba en los 10 minutos siguientes a la transferencia de la muestra al disco reactivo.
8. Procedimiento

Materiales suministrados
e  Undisco reactivo con panel lipido Plus Piccolo PN: 400-1030 (una caja de discos PN: 400-0030)

Materiales necesarios pero no suministrados
e  Analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo xpress

e  Con cada analizador quimico de sangre Piccolo o analizador quimico Piccolo xpress se suministra una pipeta de
transferencia de muestras (volumen fijado de aproximadamente 100 ul) y puntas, y se pueden solicitar repuestos a Abaxis.

e  Reactivos de control disponibles comercialmente recomendados por Abaxis (pdngase en contacto con el Servicio Técnico
de Abaxis para solicitar materiales de control homologados y valores de referencia).

° Cronometro

Parametros de prueba

El analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo xpress funciona a temperaturas ambiente entre 15y
32°C (59-90°F). El tiempo de analisis para cada disco reactivo con panel lipido Plus Piccolo es inferior a 15 minutos. El
analizador mantiene el disco reactivo a una temperatura de 37°C (98,6°F) durante el intervalo de medicion.

Procedimiento de prueba
La obtencion completa de la muestra y los procedimientos de operacion paso a paso se detallan en el Manual del usuario del
analizador quimico de sangre Piccolo o del analizador quimico Piccolo xpress.

Calibrado

El analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo xpress es calibrado por el fabricante antes de su envio.
El codigo de barras impreso en el anillo del codigo de barras proporciona al analizador los datos de calibracion especificos del
disco. Ver el Manual del operador del analizador quimico de sangre Piccolo o del analizador quimico Piccolo xpress.

Control de calidad

Consulte la Seccion 2.4 del manual del usuario de Piccolo o la Seccion 6 (Calibracion y control de calidad) del manual del
usuario de Piccolo xpress. El rendimiento del analizador quimico sanguineo Piccolo o del analizador quimico Piccolo xpress
puede verificarse por medio de controles. Pongase en contacto con el Servicio de asistencia técnica de Abaxis para solicitar una
lista de los materiales de control de calidad homologados con los limites de aceptacion. Otros controles basados en plasma o
suero humanos pueden no ser compatibles. Los materiales de control de calidad deben almacenarse conforme a las
instrucciones del prospecto incluido con los controles.

Si los controles dan resultados fuera de los limites, repita una vez. Si siguen fuera de los limites, llame al servicio de asistencia
técnica. Si los controles incumplen los limites de la etiqueta, no utilice sus resultados. Consulte el Manual del usuario de
Piccolo o Piccolo xpress para obtener informacion mas detallada sobre la realizacion, el registro, la interpretacion y la
extrapolacion de los resultados de control.
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Laboratorios exonerados: Abaxis recomienda las pruebas de control de la siguiente manera:

e Al menos cada 30 dias.

e Siempre que hayan cambiado las condiciones de laboratorio de manera significativa, por ejemplo, traslado del
Piccolo a otro lugar o cambios en el control de temperatura.

¢ Cuando se indique la formacién o nueva formacion del personal.

e Con cada lote nuevo (analisis exonerados por CLIA en laboratorios en estado exonerado).

Laboratorios no exonerados: Abaxis recomienda que las pruebas de control se hagan conforme a las recomendaciones
federales, estatales y locales.

9. Resultados

El analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo xpress prueba, calcula e imprime automaticamente las
concentraciones de analitos en la muestra. Para aquellos resultados calculados y no determinados directamente, LDL, VLDL y
TC/H, se anade una “c” a los resultados para indicar que han sido calculados. Podra encontrarse informacion pormenorizada
sobre los calculos de la velocidad de la reaccion y criterios de valoracion en el Manual del usuario del analizador quimico de
sangre Piccolo o del analizador quimico Piccolo xpress.

En el Manual del usuario se detalla también la interpretacion de los resultados, los cuales se imprimen en tarjetas de resultado
proporcionadas por Abaxis. La parte posterior de las tarjetas de resultados es adhesiva para facilitar su colocacion en los
archivos del paciente.

10. Limitaciones del procedimiento

Las limitaciones generales del procedimiento se detallan en el Manual del usuario del analizador quimico de sangre Piccolo o
del analizador quimico Piccolo xpress.

e Elunico anticoagulante recomendado para usar con el sistema quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico
Piccolo xpress es heparina litio. No utilizar heparina sodica.

e Las muestras con hematocritos superiores al 62% del volumen de eritrocitos concentrados pueden arrojar resultados
imprecisos. Las muestras con hematocritos elevados pueden ser analizadas como hemolizadas. Estas muestras pueden
centrifugarse para obtener plasma y a continuacion analizarse de nuevo en un disco reactivo nuevo.

e Todo resultado para una prueba particular que supere los valores del analisis debera analizarse por otro método
de prueba homologada o ser enviado a un laboratorio de referencia. No diluya la muestra y vuelva a analizarla en
el analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo xpress.

Advertencia: En muy raros casos el extenso uso del sistema quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo
xpress ha demostrado que una muestra colocada en el disco reactivo puede no fluir de manera adecuada
en la camara de muestras. Debido al flujo no uniforme, puede analizarse una cantidad inadecuada de
muestra y varios de los resultados pueden caer fuera de los valores esperados. La muestra puede volverse
a analizar con un nuevo disco reactivo.

Interferencia
Se probaron sustancias como interferentes con los analitos. Se prepararon mezclas de suero humano. La concentracion a la cual
se probo cada interferente potencial se basé en los niveles de prueba en NCCLS EP7-A.%

Efectos de las sustancias endégenas
e Los interferentes fisiologicos (hemolisis, ictericia y lipidemia) provocan cambios en las concentraciones analizadas de
algunos analitos. Los indices de la muestra se imprimen en la parte inferior de cada tarjeta de resultados para informar
al usuario sobre los niveles de interferentes presentes en cada muestra.

e El analizador quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo xpress suprime todo resultado que resulte
afectado por una interferencia superior al 10% por hemolisis, lipidemia o ictericia. En lugar del resultado, la tarjeta
tendra impreso “HEM?”, “LIP” o “ICT” respectivamente.
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e Pongase en contacto con el Servicio Técnico de Abaxis para obtener informacion acerca de los niveles maximos de
sustancias enddgenas.

Efectos de las sustancias terapéuticas

Se seleccionaron diecinueve sustancias terapéuticas como interferentes potenciales para los métodos de prueba de Abaxis sobre
la base de las recomendaciones de Young.** La interferencia significativa se define como una desviacién superior a 10% en el
resultado de una muestra dentro de los valores normales. Las mezclas de suero humano fueron enriquecidas con una
concentracion conocida de los farmacos o quimicos y posteriormente fueron analizadas.

Tabla 2: sustancias terapéuticas evaluadas

Rangos fisiolégico o Concentracién mas
terapéutico””’ elevada probada
(mg/dl) (mg/dl)

Acetaminofeno 2-10 100

Acetoacetato, litio 0,05-3,6 102

Acido acetilsalicilico 1-2 50

Acido ascorbico 3

Digoxina 0,8-1,5 5

Glutation 30

Heparina, litio 4,4 (800 U/dl)

B-Hydroxibutarato 0,21-2,81 1.000

Ibuprofeno 0,5-4,2 50

Isoniacida 0,1-0,7 4

a-cetoglutarato 5

Lactato, litio 6-12 84

Lidocaina 0,5-0,6 1

Meticilina sodica 100

Oxaloacetato 132

Fenitoina 1-2 3

Piruvato 0,3-0,9 44

Acido salicilico 50

Teofilina 1-2 20

Tabla 3: Sustancias con interferencia significativa >10%

Fisiolégico/ Concentracion con % Interferencia
Terapéutico >10%
Valores interferencia
(mg/dl) (mg/dl)
Alanina aminotransferasa (ALT)
Oxaloacetato 132 Incremento del
700%
Asparato aminotransferasa (AST)
Oxaloacetato 132 Descenso del 95%
Glucosa (GLU)
Oxaloacetato 132 Descenso del 14%
Piruvato 0,3-0,9 44 Descenso del 16%

Se dosificaron el oxaloacetato y piruvato para determinar la concentracion que diese como resultado una interferencia de
menos del 10%. Para el oxaloacetato el limite es 6,6 mg/dl, 33 mg/dl, y 13,2 mg/dl respectivamente para ALT, AST y GLU.
Para el piruvato el limite es 11 mg/dl para GLU.
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11. Valores limite/Valores esperados

El Programa Nacional de Educacion sobre Colesterol ha establecido los umbrales consensuados para los analitos
lipidos/lipoproteinas de la siguiente manera: >+

Tabla 4: Valores de decisién médica®>*

Umbrales Umbrales

Interpretacion mg/dl mmol/l
Colesterol total Deseables <200 <5,17
(CHOL) Limite elevado 200-239 5,17-6,18

Elevado > 240 6,20
HDL HDL bajo - factor de <40 < 1,03

riesgo

HDL alto - factor de > 60 >1,55

riesgo negativo

(deseable)
Triglicéridos (TRIG) Normal <150 <1,70

Limite elevado 150-199 1,70-2,25

Elevado 200-499 2,26-5,64

Muy elevado > 500 > 5,65
LDL* Optimo <100 <2,58

Casi 6ptimo 100-129 2,58-3,33

Limite elevado 130-159 3,36-4,11

Elevado 160-189 4,13-4,88

Muy elevado > 190 >491
VLDL (CALC) ** Normal <30

Elevado <30

Varén Mujer

Relacion colesterol Bajo riesgo <5 <4,5
total/ HDL

Alto riesgo >5 >4.5

* El Piccolo o Piccolo xpress calcula la concentracion de LDL mediante la ecuacion Friedewald.”!
** Para mas informacion consulte: NCEP, ATP III Informe 2002, Seccion II. Rationale for Intervention (Logica para la
intervencién), 3. Other Lipid Risk Factors (Otros factores de riesgo de lipidos), Pagina I1-8 2

Relacion colesterol total/ HDL (TC/H)

La relacion entre colesterol total y HDL (TC/H) se calcula para comodidad del usuario. Una relacion de TC/H <5 se suele
considerar deseable para los varones. Como las mujeres suelen tener valores de HDL mas elevados que los varones, algunos
recomiendan un umbral de 4,5 para las mujeres.’’ Esta relacion fue defendida por algunos como una manera simple y comoda
de expresar el riesgo de CVD en un solo numero, incorporando el colesterol total como marcador para las lipoproteinas
aterogénicas en el numerador y el colesterol HDL antiaterogénico en el denominador.1 El usuario debe saber que, atin cuando
la relacién TC/H es un pronosticador importante del riesgo de CVD, tal como lo demuestran numerosos estudios
epidemiologicos,’ el NCEP no recomienda su uso en el control de pacientes. Las recomendaciones clinicas de NCEP basan las
decisiones terapéuticas en las lipoproteinas individuales (Tabla 4) y consideran el uso de la relacion como una desviacion
posible de la prioridad: las mediciones de las lipoproteinas individuales.>**
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Valores esperados

Se usaron muestras de un total de 125 adultos varones y mujeres, analizadas en el analizador quimico de sangre Piccolo o el
analizador quimico Piccolo xpress para determinar los rangos de referencia. Estos rangos solo se ofrecen como guia. Se
recomienda que su consultorio o institucion establezca los rangos normales para su poblacion de pacientes en particular.

Tabla 5: Intervalos de referencia de Piccolo

Analito Unidades comunes Unidades SI
Alanina aminotransferasa (ALT) 10-47 U/ 10-47 U/
Aspartato aminotransferasa (AST) 11-38 U/l 11-38 U/l
Glucosa (GLU) 73-118 mg/dl 4,05-6,55 mmol/l

12. Caracteristicas de eficacia

Linealidad
La quimica para cada analito es lineal a lo largo de los limites dindmicos enumerados a continuacion, cuandoel analizador
quimico de sangre Piccolo o el analizador quimico Piccolo xpress es operado de acuerdo con el procedimiento recomendado

(consulte el Manual del usuario del analizador quimico de sangre Piccolo o del analizador quimico Piccolo xpress). Esta
evaluacion utilizé las NCCLS EP6-P2.”

Tabla 6: Limites dinamicos de Piccolo

Analito Unidades comunes Unidades SI
CHOL 20-520 mg/dl 0,52-13,5 mmol/l
HDL 15-100 mg/dl 0,39-2,59 mmol/l
TRIG 20-500 mg/dl 0,23-5,65 mmol/l
ALT 5-1000 U/1 5-1000 U/1

AST 5-1000 U/1 5-1000 U/1

GLU 10-700 mg/dl 0,56-38,9 mmol/l

Si la concentracion de analitos es superior al rango de medicion (limites dinamicos) pero inferior al rango del sistema, en la
tarjeta impresa se indicara un signo “>”, en el limite superior y un asterisco detras del nimero, como en el ejemplo CHOL
>520* mg/dl. Si se encuentra por debajo de los limites dindmicos, se imprimira un “<”, con un asterisco, como en el ejemplo
CHOL <20* mg/dl. Para valores que se encuentren extremadamente por encima del rango medicion (rango del sistema), se
imprimira “~~~" en lugar del resultado. Cada vez que aparezca “~~~" en la tarjeta impresa, recoja una nueva muestra y realice
de nuevo la prueba. Si los resultados de la segunda muestra se vuelven a suprimir, pongase en contacto con el Servicio Técnico
de Abaxis.

Sensibilidad
El limite inferior del rango (dindmicos) notificable para cada analito es: colesterol 20 mg/dl (0,52 mmol/l); HDL 15 mg/dl

(0,39 mmol/1), triglicéridos 20 mg/dl (0,23 mmol/l), alanina aminotransferasa 5 U/l, aspartato aminotransferasa 5 U/, y glucosa
10 mg/dl (0,56 mmol/l).

Precision

Los estudios de precision se realizaron siguiendo las recomendaciones NCCLS EP5-A* con modificaciones basadas en
NCCLS EP18-P ** para dispositivos a usar con la unidad. Los resultados para la precision intraserial y total fueron
determinados con dos muestras. En la Tabla 7 se muestran las estadisticas de precision representativas.
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Tabla 7: Precision

Tamaiio de la

muestra Intraserial Total
Analito
CHOL (mg/dl)
Suero 1 N=160
Media 223,7 223,7
DE 3,0 5,7
% VR 1,3 2,6
Suero 2 N =160
Media 202,2 202,2
DE 3,1 4,4
% VR 1,5 2,2
HDL (mg/dl)
Suero 1 N=160
Media 55,3 55,3
DE 1,4 1,9
% VR 2,6 3,5
Suero 2 N=160
Media 38,0 38,0
DE 1,3 1,6
% VR 3,5 43
TRIG (mg/dl)
Suero 1 N=160
Media 206,8 206,8
DE 4.7 5,5
% VR 2.3 2,6
Suero 2 N=160
Media 163,7 163,7
DE 1,8 2.4
% VR 1,1 1,5
ALT (U/D
Control 1 N =280
Media 21 21
DE 2,76 2,79
% VR 13,4 13,5
Control 2 N=280
Media 52 52
DE 2,70 3,25
% VR 5,2 6,2
AST (UN)
Control 1 N=280
Media 46 46
DE 1,58 1,59
% VR 3,4 3,5
Control 2 N =280
Media 147 145
DE 1,70 1,83
% VR 1,2 1,3
Glucosa (mg/dl)
Control 1 N=280
Media 66 66
DE 0,76 1,03
% VR 1,1 1,6
Control 2 N =280
Media 278 278
DE 2,47 3,84
% VR 0,9 1,4
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Estos datos indican que los analisis de CHOL, HDL y TRIG cumplen los criterios de precision del NCEP.>**

Correlacion

Las muestras de suero fueron obtenidas y analizadas en el analizador quimico de sangre Piccolo y por métodos de
comparacion. Todos los resultados de las pruebas fueron generados en un sitio de campo. Las muestras se eligieron a fin de
proporcionar una distribucion de valores siguiendo las recomendaciones NCCLS EP9-A2 como el objetivo para cada analito.”
En la Tabla 8 se muestran las correlaciones estadisticas representativas.

Tabla 8: Correlacion del analizador quimico de sangre Piccolo con métodos de comparacion

Coeficiente de Inter- Limites Método de
Analisis correlacion Pendiente . . VER N de la .
cepcion comparacion
() muestra
Analisis de
Colesterol 0,997 1079 71 45 174 11534y Colesterol
(mg/dl) Bayer en
Hitachi 917
Roche
HDL 0,965 0,851 83 39 166  23-97  HDL-Cplus
(mg/dl) en
Hitachi 917
Analisis de
Triglicéridos 0,999 0,083 8.2 4.4 172 38487 triglicéridos
(mg/dl) Bayer en
Hitachi 917
aminﬁtl;‘::s‘;‘erasa 0,981 0,905 13 321 8  10-174  Paramax®
un) 0,985 0,946 -2.5 2,84 67 10-174 Technicon
Asparato
aminotransferasa 0,93 0,87 5,3 2,76 159 13-111 Paramax
Inotransieras 1,0 0,97 3,0 1,9 46 13-252 DAX™
(Un)
Glucosa 0,987 1,009 -2,8 3,89 251 72-422 Paramax
(mg/dl) 0,997 0,943 1,2 4,69 91 56-646 Beckman

Precision — Certificacion de 1a Red de Laboratorios del Método de Referencia del Colesterol (CRMLN)

La precision de los andlisis de Piccolo para el colesterol total y el colesterol de las HDL fue establecida al completarse el
proceso de certificacion del CRMLN para estos analitos en suero. Una parte clave de la certificacion CRMLN es el analisis de
regresion lineal del analisis de Piccolo comparado con los métodos de referencia. La precision del analisis de colesterol total en
comparacion con el método de referencia de Abell-Kendall se indica por el coeficiente de correlacion (R%) de 0,996, la
pendiente de 0,972 y la intercepcion de 7,2 mg/dl. Una interserial (n=10) para el analisis de colesterol total de Piccolo se
determiné en 0,8%.

Para el andlisis HDL de Piccolo, en comparacion con el método de referencia HDL, la precipitacion seguida por el analisis de
colesterol de Abell-Kendall, el coeficiente de correlacion (R?) fue 0,986, pendiente de 0,968 e intercepcion de 2,1 mg/dl. Una
interserial (n=20) VR para el analisis de HDL de Piccolo se determiné en 1,9%.

El rendimiento analitico observado cumpli6 los requisitos para la certificacion CRMLN para el colesterol total y HDL para el
suero. La certificacion CRMLN para los triglicéridos aun no esta disponible en los Estados Unidos. Sin embargo, ¢l estudio de
correlacion descrito mas arriba para los triglicéridos fue realizado en un laboratorio que fue estandarizado para triglicéridos por
medio del Programa de Estandarizacion de Lipidos CDC-NHLBI.

Page 65 of 86



Resultados del estudio de usuario sin capacitacion

Se realizd un estudio de “usuario sin capacitacion” en el cual los participantes recibieron so6lo las instrucciones para el analisis
y se les pidi6 que realizaran el analisis de 3 discos con muestras aleatorizadas ciegas. Las muestras consistieron de mezclas de
suero preparadas a tres niveles para cada uno de los seis analitos, colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos, ALT, AST y
glucosa. Los participantes no recibieron ningun tipo de capacitacion con respecto al uso del analisis. Se inscribi6 un total de
aproximadamente 60 participantes provenientes de 3 sitios, representando una poblacion demografica diversa (educacional,

edad, sexo, etc.).

Las tablas a continuacion presentan el resumen del rendimiento para cada analito.

Colesterol total

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
N 63 63 63
Media 144,2 mg/dl 198,4 mg/dl 245,1 mg/dl
% VR 2,9% 2,3% 1,3%
Limites observados | 122—-154 186-222 237-255
Porcentaje de los 98,4% 100% 100%
resultados dentro (62/63) (63/63) (63/63)
de los limites £ 95% CI: 91,5% a 100% 95% CI: 94,3% a 100% 95% CI: 94,3% a 100%
1,1%"

" Este porcentaje se basa en la premisa de que no es posible distinguir correctamente entre los valores normales y aquellos
anormales cuando los errores son mayores que la cuarta parte de los limites normales. Se consideraron limites de (140 mg/dl -

220 mg/dl).
Colesterol HDL
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

N 63 63 63
Media 29,4 mg/dl 44,4 mg/dl 58,9 mg/dl
% VR 3.3% 3,2% 2,0%
Limites observados | 28-32 42-48 57-62
Porcentaje de los 100% 100% 100%
resultados dentro (63/63) (63/63) (63/63)

de los limites

95% CI: 94,3% a 100%

95% CI: 94,3% a 100%

95% CI: 94,3% a 100%

+15,0%
Triglicéridos

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
N 63 63 63
Media 83,4 mg/dl 152,7 mg/dl 205,6 mg/dl
% VR 3,0% 1,5% 0,9%
Limites observados | 77-96 148-164 201-210
Porcentaje de los 100% 100% 100%
resultados dentro (63/63) (63/63) (63/63)

de los limites
+15,0%

95% CI: 94,3% a 100%

95% CI: 94,3% a 100%

95% CI: 94,3% a 100%
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Alanina aminotransferasa (ALT)

de los limites
+15,0%

95% CI: 91,3% a 100%

95% CI: 94,2% a 100%

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
N 62 62 62
Media 45,4 U/l 98,9 U/l 184,3 U/l
% VR 3,7% 1,7% 1,5%
Limites observados | 42-53 96-103 175-191
Porcentaje de los 98.4% 100% 100%
resultados dentro 61/62 62/62 62/62

95% CI: 94,2% a 100%

Aspartato aminotransferasa (AST)

de los limites

95% CI: 94,2% a 100%

95% CI: 94,2% a 100%

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
N 62 62 62
Media 56,0 120,4 276,3
% VR 2,4% 1,1% 1,0%
Limites observados | 54-60 117-124 266-285
Porcentaje de los 100% 100% 100%
resultados dentro 62/62 62/62 62/62

95% CI: 94,2% a 100%

+15,0%

Glucosa (GLU)

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

N 62 62 62
Media 95,2 130,3 365,8
% VR 1,1% 1,0% 0,8%
Limites observados | 93-98 125-133 351-373
Porcentaje de los 100% 100% 100%
resultados dentro 62/62 62/62 62/62

de los limites
+10,4%**

95% CI: 94,2% a 100%

95% CI: 94,2% a 100%

95% CI: 94,2% a 100%

™ Se consideraron limites de (65 mg/dl - 99 mg/dl).
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