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1. Emploi prévu

Le bilan hépatique Plus Piccolo®, utilisé avec ’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou ’analyseur de chimie Piccolo
xpress™, utilise des réactifs secs et liquides pour ses déterminations quantitatives in vitro d’alanine aminotransférase,
d’albumine, de phosphatase alcaline, d’amylase, d’aspartate aminotransférase, de gamma glutamyltransférase, de bilirubine
totale et de protéine totale dans le sang hépariné, le plasma hépariné ou le sérum.

Les tests effectués ici font 1'objet d'une dérogation dans le cadre des réglementations CLIA ’88. Si un laboratoire modifie les
instructions du systeme de test, alors les tests sont considérés comme hautement complexes et soumis a toutes les
réglementations CLIA. Pour les laboratoires faisant I'objet d'une dérogation CLIA, seul le sang entier a I'héparine de lithium
peut étre testé. A utiliser dans les laboratoires 4 complexité modérée, le sang entier hépariné lithium, le sérum ou le plasma
hépariné lithium peuvent étre utilisés.

Un certificat de renonciation CLIA est nécessaire pour effectuer les tests faisant I'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 bilan hépatique Plus Piccolo et 1’analyseur de la 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 : Maladies du foie, y compris I’hépatite virale et la cirrhose ;
cardiopathies.

Albumine : Maladies du foie et des reins.

Phosphatase alcaline : Maladies du foie, des os, de la parathyroide et des intestines.

Amylase : Pancréatite.

Aspartate aminotransférase : Maladie du foie y compris I’hépatite et la jaunisse virale, état de
choc.

Gamma glutamyltransférase :  Maladies du foie, y compris la cirrhose alcoolique et les tumeurs
du foie primitives et secondaires.

Bilirubine totale : Maladies du foie, y compris I’hépatite et I’obstruction de la
vésicule biliaire ; jaunisse.

Protéine totale : Maladies du foie, des reins et de la moelle osseuse ; troubles

métaboliques et nutritionnels.
3. Principes des tests

Alanine aminotransférase (ALT)

L’alanine aminotransférase (ALT) a été mesurée a I’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 I’ceuvre de Wroblewski et LaDue” est la technique utilisée le plus souvent 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 (FICC).?
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La méthode développée pour utilisation sur 1’analyseur Piccolo ou I’analyseur Piccolo xpress est la méme que celle
recommandée par la FICC, mais utilisée a une température plus élevée. Dans cette réaction, I’ALT 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 (LDH)
catalyse la conversion du pyruvate en lactate. En méme temps, la NADH est oxydée en NAD", tel qu’illustré dans le plan de
réaction suivant.

ALT
L-Alanine + o-cétoglutarate —® L-glutamate + pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H® ————» 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 présent dans 1’échantillon.

Albumine (ALB)
Les premicres méthodes utilisées pour mesurer 1’albumine comprennent les techniques de fractionnement et la teneur en
tryptophane des globulines.” '° Ces méthodes sont trés compliquées a effectuer et n’ont pas une haute spécificité. Deux
techniques immunochimiques sont considérées comme des méthodes de référence mais elles sont coiiteuses et longues.'' Les
techniques de fixation de colorant sont les méthodes les plus utilisées pour mesurer 1’albumine. Le vert de bromocrésol (BCQG)
est la méthode de fixation de colorant la plus utilisée mais elle risque de surestimer la concentration d’albumine, surtout a
I’extrémité inférieure de la gamme normale.'” Le violet de bromocrésol (BCP) est le plus spécifique des colorants utilisés.

6,7,8

13,14

Le pourpre de bromocrésol, lorsque lié¢ a I’albumine, vire du jaune au bleu. L’absorbance maximale varie en fonction du
changement de couleur.

Surfactants
BCP + Albumine P Complexe BCP-Albumine
pH acide

L’albumine liée est proportionnelle a la concentration d’albumine dans 1’échantillon. 11 s’agit d’une réaction en point final
mesurée comme étant la différence d’absorbance entre 600 nm et 550 nm.

Phosphatase alcaline (ALP)

Les premicres techniques utilisées pour mesurer la phosphatase alcaline ont été développées il y a plus de 60 ans. Plusieurs de
ces méthodes spectrophotométriques a point final ou a deux points'> '® sont désormais considérées comme dépassées ou trop
encombrantes. L utilisation de phosphate p-nitrophényl (p-NPP) a augmenté¢ la vitesse de la réaction.'” ' La fiabilité de cette
technique a été améliorée de fagon considérable par I’utilisation d’un tampon a ions métalliques afin de maintenir la
concentration des ions de magnésium et de zinc dans la réaction.'” La méthode de référence utilisée par I’ American Association
for Clinical Chemistry (AACC)™ utilise la p-NPP en tant que substrat et tampon a ions métalliques.

La procédure Piccolo est une modification des méthodes AACC™ et IFCC*'. La phosphatase alcaline hydrolyse la p-NPP dans
un tampon a ions métalliques et forme le p-nitrophénol et le phosphate.

ALP
p-nitrophényl phosphate ——— ¥ p-nitrophénol + Phosphate
Zn2+’ M g2+

La quantité d’ALP dans I’échantillon est proportionnelle au taux d’augmentation de la différence d’absorbance entre 405 nm et
500 nm.

Amylase (AMY)

Environ 200 tests différents ont été développés pour mesurer ’amylase. La plupart des procédures utilisent une solution
tampon de polysaccharide mais leurs techniques de détection différent. Les méthodes viscosimétriques manquent de précision
et de justesse™, alors que les méthodes turbidimétriques et iodométriques sont difficiles a standardiser.”** Les méthodes
saccharogéniques et chromolytiques sont les plus utilisées. La technique « traditionnelle » de mesure de I’amylase est une
méthode saccharogénique®, mais elle est difficile et longue.”® Des méthodes chromolytiques qui utilisent les
p-nitrophénylglycosides comme substrats ont récemment été developpées.”’ Ces dosages ont une meilleure spécificité pour
I’amylase pancréatique que pour I’amylase salivaire et sont faciles a controler.”’
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Dans la méthoPiccolo, le substrat, 2-chloro-p-nitrophényl-a-D-maltotrioside (CNPG3), réagit avec I’a-amylase dans
I’échantillon du patient, libérant du 2-chloro-p-nitrophénol (CNP). La libération de CNP crée une variation de couleur.

o-amylase
CNPG3 P CNP + D-maltotrioside

La réaction est mesurée bichromatiquement a 405 nm et 500 nm. La différence d’absorbance résultant de la formation de CNP
est directement proportionnelle a I’activité de I’ a-amylase dans I’échantillon.

Aspartate aminotransférase (AST)

Le test de I’aspartate aminotransférase (AST) se base sur la méthode de dosage de Karmen®™, telle que modifiée par
Bergmeyer.29 La méthode de référence de la Fédération internationale de chimie clinique (FICC) utilise la technique
Karmen/Bergmeyer de couplage de malate désydrogénase (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
I’interférence causée par le pyruvate endogéne.

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

AST
L-aspartate + a-cétoglutarate ———  Oxaloacétate + L-glutamate

MDH
Oxaloacétate + NADH ———  p 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 présent dans I’échantillon.

Gamma Glutamyltransférase (GGT)

Les premiéres méthodes quantitatives développées pour mesurer la gamma glutamyltransférase (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 la faible solubilité et
stabilité du L-y-glutamyl-p-nitroanilide, cette procédure a été modifiée afin d’utiliser le substrat L-y-glutamyl-3-carboxy-4-
nitroanilide.** La méthode GGT, recommandée par la Fédération internationale de chimie clinique (FICC), se base sur ce
dernier substrat, I’autre substrat étant la glycylglycine.”

Abaxis a modifi¢ la méthode de la FICC pour qu’elle réagisse a 37 °C. L’ajout d’un échantillon comprenant de la gamma
glutamyltransférase aux substrats L-y-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide et glycylglycine (gly-gly) entraine la formation de L-
y-glutamyl-glycylglycine (glu-gly-gly) et de 3-carboxy-4-nitroaniline.

GGT
L-y-glutamyl- + gly-gly-3-carboxy 4-nitroanilidle — » Glu-gly-gly + 3-carboxy-4-nitroaniline

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

Bilirubine totale (TBIL)

Typiquement, les niveaux de bilirubine totale ont été mesurés par des tests utilisant I’acide sulfanilique diazoté.*>* Une
nouvelle méthode plus spécifique qui utilise I’enzyme bilirubine oxydase a été développée.** *33 En plus de I"utilisation du
test plus spécifique de la bilirubine totale, la photodégradation du mélange a analyser est minimisée dans le systéme Piccolo
parce que I’échantillon peut étre testé immédiatement aprés avoir été préleve.

Dans la procédure enzymatique, la bilirubine est oxydée par I’oxydase de bilirubine en biliverdine. La réaction finale est la
conversion de la biliverdine en divers composés violets.

Oxydase de bilirubine
Bilirubine + O, » Biliverdine + H,O
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La bilirubine est quantifiée comme étant la différence d’absorbance entre 467 nm et 550 nm. L absorbance initiale de cette
réaction en point final est déterminée a partir de la cuvette de blanc de bilirubine et I’absorbance finale est obtenue a partir de la
cuvette d’essai de bilirubine. La quantité de bilirubine dans I’échantillon est propertionnelle a la différence entre les mesures de
I’absorbance initiale et finale.

Protéine totale (TP)

La méthode de protéine totale est une modification de la réaction du biuret connue pour sa précision, son exactitude et sa
spécificité.” Développée au départ par Riegler*® et modifiée par Weichselbaum®’, Doumas et al*® ont proposé une réaction du
biuret comme choix de méthode de référence de protéine totale.

Dans la réaction du biuret, la solution protéique est traitée a 1’aide d’ions de cuivre [Cu(Il)] dans un milieu trés alcalin. Du
tartrate de sodium et de potassium et de I’iodure de potassium sont ajoutés afin d’empécher la précipitation de 1’hyroxide de
cuivre et I’autoréduction du cuivre respectivement.*’ Les ions Cu(II) réagissent créant des liens peptides entre les atomes
d’oxygéne carbonyle et d’azote amidé afin de former un complexe coloré Cu-protéine.

OH
Protéine totale + Cu(Il) ——— ¥ Complexe Cu-protéine

La quantité de protéine totale présente dans 1’échantillon est directement proportionnelle a 1’absorbance du complexe
Cu-protéine. Le test de protéine totale est une réaction en point final, et I’absorbance est mesurée comme étant la différence
entre 550 nm et 850 nm.

4. Principes de la procédure

Se reporter au manuel de I'utilisateur de I’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou ’analyseur Piccolo xpress pour les
principes de la procédure.

5. Description des réactifs

Réactifs

Chaque disque de réactif du bilan hépatique Plus Piccolo contient des billes de réactif séches spécifiques au test (décrites ci-
dessous). Un réactif a blanc d’échantillon sec (composé de tampon, surfactants, excipients et agents de conservation) est inclus
dans chaque disque pour le calcul des concentrations d’alanine aminotransférase (ALT), d’albumine (ALB), de phosphatase
alcaline (ALP), d’amylase (AMY), d’aspartate aminotransférase (AST) et de gamma glutamyltransférase (GGT). Des
¢échantillons a blanc dédiés sont inclus dans le disque pour la bilirubine totale et la protéine totale. Chaque disque de réactif
comprend également un diluant liquide composé de surfactants, d’excipients et d’agents de conservation.

Tableau 1 : Réactifs

Composant Quantité/Disque
Réactif a ’alanine aminotransférase
L-alanine 874 ng
Acide a-cétoglutarique 54 ng
B-nicotinamide adénine dinucléotide réduite (NADH) 7 ug
Lactate déshydrogénase (LDH)
(Staphylococcus epidermidis) 0,09 U

Tampons, surfactant, excipients et agents conservateurs

Réactif a ’albumine
Pourpre de bromocrésol, sel de sodium 2 ug
Tampon, surfactant, excipients et agents conservateurs

Réactif a la phosphatase alcaline

Chlorure de magnésium 3pnug
Sulfate de zinc 3ug
p-NPP, sel disodique 56 ng

Tampons, surfactant, excipients et agents conservateurs
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Tableau 1 suite : Réactifs

Composant Quantité/Disque

Réactif a ’amylase
CNPG3 40 ng
Tampon, surfactant, excipients et agents conservateurs

Réactif a aspartate aminotransférase

Acide L-aspartique 426 ng
Lactate déshydrogénase (LDH)

(Staphylococcus epidermidis) 0,04 U
B-nicotinamide adénine dinucléotide, réduite (NADH) 5ug
Malate déshydrogénase (MDH) (coeur de porc) 0,01 U
Acide a-cétoglutarique 28 ug

Tampons, surfactant, excipients et agents conservateurs

Réactif a gamma-glutamyltransférase

Glycylglycine 317 pg
Acide L-glutamique y-(3-carboxy-4-nitroanilide 30 ug
Tampon, surfactant, excipients et agents conservateurs

Réactif total a la bilirubine
Réactif a I’enzyme bilirubine de Beckman 0,1U

Tampon, excipients et agents conservateurs

Blanc de bilirubine total
Tampon, excipients et agents conservateurs

Réactif a la protéine totale

Tartrate de sodium et de potassium 343 ng
Sulfate de cuivre 134 pg
Iodide de potassium 28 ug

Excipients et agents conservateurs

Blanc de protéine total

Tartrate de sodium et de potassium 343 ug
Iodide de potassium 28 ug
Excipients et agents conservateurs

Avertissements et précautions

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 de diluant est ouvert ne peut étre réutilisé. Vérifier que 1I’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 bonne pratiques de prévention
des infections lors de la manutention ou de I’élimination des disques usagés.” Se rapporter au manuel de 1’ utilisateur de
I’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou I’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 maticre 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 lorsqu’il suit 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.
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o Les billes et les diluants de réactif contiennent de I’azoture de sodium qui pourrait réagir avec les tuyaux en cuivre et en
plomb et former des azides extrémement explosifs. Les réactifs n’entreront pas en contact avec les tuyaux en cuivre et en
plomb si les procédures recommandées sont suivies. Toutefois, si les réactifs entrent en contact avec de tels tuyaux, rincer
a grande eau afin d’éviter une accumulation d’azide.

Conservation

Conserver les disques de réactif dans leur sachet scell¢ a une température entre 2 °C et 8 °C (36 °F et 46 °F). Pour utiliser les
disques de réactif, les retirer du réfrigérateur dans leur sachet en aluminium scellé. Les disques scellés dans le sachet en
aluminium peuvent étre laissés a température ambiante et étre replacés ensuite au réfrigérateur a plusieurs reprises. Vérifier que
les disques ne passent pas plus de 48 heures a température ambiante. Ouvrir le sachet et retirer le disque juste avant d’effectuer
le test.

Ne pas exposer les disques, qu’ils soient ou non dans leur sachet en aluminium a la lumiére directe du soleil ou a des
températures supérieures a 32 °C (90 °F). Les disques doivent étre utilisés dans les 20 minutes aprés avoir ouvert le sachet ; un
disque dont le sachet est ouvert ne peut étre replacé au réfrigérateur pour une utilisation ultérieure.

Indications d’instabilité/détérioration du disque de réactif
Ne pas utiliser un disque :
e apres la date de péremption. Un message d’erreur s’affichera sur I’écran de I’analyseur de la chimie du sang Piccolo
ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress si vous utilisez un disque périmé ;
e sile sachet est déchiré ou détérioré ; ou
e sile produit déshydratant que vous observez a travers la bande de 1’emballage dans le sachet du disque est rose.

6. Instrument

Se reporter au manuel de I’utilisateur de 1’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress pour
des détails complets sur I’utilisation de 1’analyseur.

7. Prélévement et préparation des échantillons

Des techniques de prélévement d’échantillons sont décrites dans le manuel de 1’utilisateur de I’analyseur de la chimie du sang
Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress.

e La quantité minimale requise pour un échantillon est de ~90 pL de sang entier hépariné, de plasma hépariné, de sérum ou
de sérum témoin. La chambre a échantillons pour le disque de réactif peut contenir jusqu’a 120 uL d’échantillon.

e Les échantillons prélevés par une piqtire au doigt doivent étre versés dans le disque de réactif immédiatement apres avoir
été prélevés.

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 entier prélevés par ponction veineuse devraient étre traités dans les 60 minutes suivant le
prélévement™. Toute réfrigération peut étre la cause d’importants changements des concentrations d’aspartate
aminotransférase.”' L’échantillon peut étre séparé en plasma ou 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) si I’échantillon ne peut étre traité dans les 60 minutes.

e La photodégradation peut avoir un effet négatif sur les résultats de bilirubine totale. Tout échantillon de sang entier qui
n’est pas traité immédiatement devrait étre conservé dans I’obscurité pendant 60 minutes au maximum. Si I’échantillon ne
peut étre analysé dans ce délai, il devrait étre séparé en plasma ou sérum et conservé dans un tube de prélévement muni
d’un bouchon dans 1’obscurité a des températures peu élevées.*

Substances d’interférence connues

e L’unique anticoagulant recommand¢ dans le protocole d’essai Piccolo est I’héparine de lithium. Abaxis a mené des études
démontrant que I’EDTA, le fluorure, I’oxalate et tout anticoagulant contenant des ions ammonium interféreront avec au
moins une solution chimique contenue dans le bilan hépatique Plus Piccolo.
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o L’amylase est secrétée par plusieurs glandes ainsi que par le pancréas. Seule I’amylase pancréatique est d’un intérét
clinique.” La contamination d’un échantillon & I’amylase non pancréatique donnera lieu a des résultats élevés
artificiellement. Les échantillons prélevés par une piqire au doigt sont plus sujets a la contamination que les échantillons
prélevés par ponction veineuse. Si les résultats d’amylase d’un échantillon prélevé par une piqire au doigt ne
correspondent pas aux symptomes cliniques du patient, répéter le test en utilisant un échantillon prélevé par ponction
veineuse.

o L’interférence peut étre vue dans le test de la protéine totale lorsque 1’analyse des échantillons ayant une concentration en
triglycérides de >400 mg/dl présentent un niveau accru de protéine totale. L’analyseur Piccolo ou Piccolo xpress supprime
tous les résultats influencés par une interférence de >10 % a cause de la lipémie. « LIP » sera imprimé sur la carte a
résultats au lieu du résultat méme.

8. Procédure

Matériel nécessaire

Se reporter au manuel de I’utilisateur de 1’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress pour
des informations sur la commande du matériel nécessaire au fonctionnement de 1’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou
I’analyseur de chimie Piccolo xpress selon la procédure recommandée.

o  Une référence de disque de réactif du bilan hépatique Plus Piccolo : 400-1003 (réf. d'une boite de disques : 400-0003)

Matériel nécessaire mais non fourni

e Analyseur chimique du sang Piccolo ou I’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
chimique du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress et peuvent étre commandés aupres d'Abaxis.

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 contréle approuvés).

e  Une minuterie

Paramétres d’essai

L’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou 1’analyseur de chimie Piccolo xpress fonctionne a des températures ambiantes
entre 15 °C et 32 °C (59 °F 4 90 °F). Le temps d’analyse pour chaque bilan hépatique Plus Piccolo est < 14 minutes.
L’analyseur maintient le disque de réactif a une température de 37 °C (98,6 °F) pendant I’intervalle de mesure.

Procédure de test
Les procédures complétes et détaillées de prélevement d’échantillons et d’exploitation sont fournies dans le manuel de
’utilisateur de 1’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou 1’analyseur de chimie Piccolo xpress.

Controle de la qualité

Se reporter & la section 2.4 du manuel de Iutilisateur Piccolo ou 4 la section 6 (Etalonnage et contrdle qualité) du manuel de
I’utilisateur Piccolo xpress. Les performances de l'analyseur de chimie du sang Piccolo ou de I’analyseur de chimie Piccolo
xpress peuvent étre vérifiées en procédant a des controles. Pour une liste des matériaux de contréle 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 contrdle 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
['utilisateur Piccolo or Piccolo xpress pour une explication détaillée de 1'exécution, de I'enregistrement, de l'interprétation et du
tracé des résultats des témoins.
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Laboratoires faisant ’objet d’une dérogation : Abaxis recommande d’effectuer I’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 Piccolo ou de
modification du contrdle de la température ;

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

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

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

Etalonnage

L’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress est étalonné par le fabricant avant son envoi.
Le code-barre imprimé sur I’anneau du code-barre fournit a 1’analyseur des données d’étalonage spécifiques au disque de
réactif. Se reporter au manuel de 1’utilisateur de 1’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou 1’analyseur de chimie Piccolo
Xpress.

9. Résultats

L’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress calcule et imprime automatiquement les
concentrations des mélanges a analyser dans I’échantillon. Les calculs en point final et de taux de réaction figurent dans le
manuel de 'utilisateur de I’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou 1’analyseur de chimie Piccolo xpress. L’ interprétation
des résultats est également expliquée en détail dans le manuel de I'utilisateur. Les résultats sont imprimés sur des cartes a
résultats fournies par Abaxis. Le dos des cartes a résultats est adhésif pour permettre de mieux les placer dans les dossiers du
patient.

La réaction pour chaque mélange a analyser a lieu a 37 °C (98,6 °F).
10. Limitations de la procédure

Les limitations générales de la procédure sont indiquées dans le manuel de I’utilisateur de 1’analyseur de la chimie du sang
Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress.

e L'héparine de lithium est I'unique anticoagulant dont I'utilisation est recommandée avec l'analyseur chimique du sang
Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress. Ne pas utiliser 1'héparine de sodium.

e Il est recommandé d’effectuer les tests d’albumine en utilisant du sang entier prélevé par ponction veineuse ou du sérum
plutét que du sang prélevé par une piqiire au doigt. Les techniques de prélévement d’échantillon par piqiire au doigt
risquent de causer plus de trauma cellulaire que les techniques par ponction veineuse.

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 hémolisés. La rotation de ces échantillons peut étre décélérée afin d'obtenir du plasma et ensuite relancée
dans un nouveau disque de réactif.

e L’amylase est secrétée par plusieurs glandes ainsi que par le pancréas. Seule I’amylase pancréatique présente un intérét
clinique.” La contamination d’un échantillon a I’amylase non pancréatique donnera lieu a des résultats artificiellement
¢levés. Les échantillons prévelés par une piqire au doigt sont plus sujets a la contamination que les échantillons prélevés
par ponction veineuse. Si les résultats d’amylase d’un échantillon prélevé par une piqiire au doigt ne correspondent pas aux
symptomes cliniques du patient, répéter le test en utilisant un échantillon prélevé par ponction veineuse.

o Tout résultat d'un test spécifique qui dépasse la plage de dosage doit &tre analysé en utilisant une autre méthode de
test approuvée, ou envoyé a un laboratoire de référence. Ne pas diluer 1'échantillon et le réanalyser dans 1'analyseur
chimique du sang Piccolo ou ’analyseur de chimie Piccolo xpress.
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Attention : Des tests poussés du systéme chimique du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress ont montré
qu’en certains cas trés rares, I’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 gammes 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-A."”

Effets des substances endogénes

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.

Le systéme chimique du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress supprime tout résultat affecté par une
interférence >10 % due a une hémolyse, une lipémie ou un ictére. Le symbole « HEM», «LIP» ou «ICT »
respectivement sera imprimé sur la carte a résultat a la place du résultat.

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

De plus, I’effet du lactate a 230 mg/dl et de la lacticodéshydrogénase a 10 000 U/l s'est avéré nul lors de tous les dosages
sur ce disque.

Effets des substances thérapeutiques

Les composés suivants n’interférent pas de fagon considérable avec les solutions chimiques dans le disque de réactif
Piccolo. Une interférence importante est définie comme une variation de résultat de >10 % pour un spécimen appartenant a
la gamme normale. Des pools de sérum humain ont été remplacés par une concentration connue de produits
pharmaceutiques ou chimiques et ont ensuite été analysés.

Thérapeutique ou exogéne Concentration sans Gamme thérapeutique
Substances interférence importante ou physiologique54'57
(mg/dl) (mg/dl)
Paracétamol 100 1a2
Acide acétylsalicylique 50 2al0
Chloramphénicol 100 1a25
Cimétidine 16 0,1al
Dextrane 300 600 a 1800
Erythromycine 10 0,2a2,0
Hydrochlorothiazide 7,5 —
Isoniazide 4 0,1a0,7
Kétoprofene 50 —
Lidocaine 1 0,152 0,6
Meéthicilline 100 —
Méthotrexate 0,5 0,1
Métronidazole 5 0,1
Nafcilline 1 —
Oxacilline 1 —
Phénytoine 3 1a2
Rifampine 0,5 0,4a3
Acide salicylique 25 152430

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

sans interférence physiologique ou

importante thérapeutique®™’

(mg/dl) (mg/dl) Interférence
Alanine aminotransférase (ALT)
Acide ascorbique 20 0,8a1,2 Aug.de 11 % *
Oxaloacétate 132 — Aug. de 843 %
Albumine (ALB)
Acétoacétate 102 0,05 43,60 Réd. de 18 % *
Ampicilline 30 0,5 Réd. de 12 %
Cafféine 10 0,3a1,5 Réd. de 14 %
Chlorure de calcium 20 — Réd. de 17 %
Céfalotine (Kéflin) 400 10 Aug. de 13 %
Ibuproféne 50 0,5a4.2 Aug. de 28 %
a-cétoglutarate 5 — Réd. de 11 %
Nitrofurantoine 20 0,2 Réd. de 13 %
Proline 4 — Aug. de 12 %
Sulfalazine 10 234 Réd. de 14 %
Sulfanilamide 50 10als5 Réd. de 12 %
Théophylline 20 1a2 Réd. de 11 %
Phosphatase alcaline (ALP)
Théophylline 20 1a2 Réd. de 42 %
Bilirubine totale’ (TBIL)
Dopamine 19 — Réd. de 55 %
L-dopa 5 — Réd. de 17 %

*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 de la chimie du sang Piccolo ont été
utilisés afin de déterminer les gammes de référence pour I’alanine aminotransférase, 1’albumine, la phosphatase alcaline,
I’amylase, la bilirubine totale et la protéine totale. Des échantillons prélevés chez 186 hommes et femmes adultes et analysés
sur I’analyseur de la chimie du sang Piccolo ont été utilisés pour déterminer les gammes de référence pour ’aspartate
aminotransférase. Des échantillons prélevés chez 131 hommes et femmes adultes et analysés sur 1’analyseur de la chimie du
sang Piccolo ont été utilisés pour déterminer les gammes de référence pour la gamma glutamyltransférase.

Ces gammes sont données uniquement a titre indicatif. Il est recommandé que votre bureau ou votre organisme établisse des
gammes normales pour sa région géographique.
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Tableau 2 : Gammes de référence Piccolo

Mélange a analyser

Gamme de référence

Unités communes

Unités SI

Alanine aminotransférase (ALT) 10a47 U/ 10247 U/
Albumine (ALB) 3,3a5,5¢g/dl 33a55¢g/l
Phosphatase alcaline (ALP), Homme 53-128 U/ 53-128 U/
Phosphatase alcaline (ALP), Femme 42-141 U/ 42-141 U/
Amylase (AMY) 14a97U/1 14a97 U/
Aspartate aminotransférase (AST) 11a38 U/ 11a38 U/
Gamma glutamyltransférase (GGT) 5a65U/l 5a65U/1

Bilirubine totale (TBIL) 0,2 a 1,6 mg/dl 3,4 4274 umol/l
Protéine totale (TP) 6,4 28,1 g/dl 64 a8l g/l

L’amylase est secrétée par plusieurs glandes ainsi que par le pancréas. Seule ’amylase pancréatique présente un intérét
clinique.” La contamination d’un échantillon & I’amylase non pancréatique donnera lieu a des résultats artificiellement élevés.
Les échantillons prélevés par une piqlre au doigt sont plus sujets a la contamination que les échantillons prélevés par ponction
veineuse. Si les résultats d’amylase d’un échantillon prélevé par une piqiire au doigt ne correspondent pas aux symptomes
cliniques du patient, répéter le test en utilisant un échantillon prélevé par ponction veineuse.

12. Caractéristiques de performance

Linéarité

Les solutions chimiques pour chaque mélange a analyser sont linéaires sur la gamme dynamique fournie ci-dessous quand
I’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress est utilisé¢ conformément a la procédure (se

reporter au manuel de I’utilisateur de 1’analyseur de la chimie du sang Piccolo ou I’analyseur de chimie Piccolo xpress).

Tableau 3 : Gammes dynamiques Piccolo

Mélange a analyser Gamme dynamique

Unités communes  Unités SI

Alanine aminotransférase (ALT) 5242000 U1 542000 U1
Albumine (ALB) 1a6,5g/dl 10a 65 g/l
Phosphatase alcaline (ALP) 5242400 U/ 542400 U/1
Amylase (AMY) 5a4000U/1 544000 U1
Aspartate aminotransférase (AST) 5242000 U/ 5a2000UN1
Gamma glutamyltransférase (GGT) 5a3 000U/ 5a3000 U/
Bilirubine totale (TBIL) 0,1 230 mg/dl 1,72 513 pmol/l
Protéine totale (TP) 2a14 g/dl 202140 g/l

Si la concentration de ’analyte est supérieure a la plage de mesures (plage dynamique), mais inférieure a la plage du systéme,
la carte imprimée indiquera un « > » au niveau de la limite supérieure et un astérisque aprés le nombre, par ex. ALT >2000*
U/l Si elle est inférieure a la plage dynamique, un « < » s’affichera 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’affichera a la place d’un résultat. A chaque fois
qu'un « ~~~ » apparait sur une carte imprimée, il sera 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.

Spécificité

La limite de détection inférieure pour chaque mélange a analyser est de : alanine aminotransférase 10 U/l ; albumine 1 g/dl
(10 g/1) ; phosphatase alcaline 5 U/l ; amylase 5 U/l ; aspartate aminotransférase 5 U/l ; gamma glutamyltransférase 5 U/l ;
bilirubine totale 0,1 mg/dl (1,7 umol/l) ; et protéine totale 2 g/dl (20 g/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.
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Tableau 4 : Précision (N=80)

Mélange a analyser Intra-essai
Alanine aminotransférase (U/I)
Niveau de témoin n° 1

Moyenne 21
SD 2,76
% CV 13,4
Niveau de témoin n® 2
Moyenne 52
SD 2,70
% CV 5,2
Albumine (g/dl)
Niveau de témoin n° 1
Moyenne 5,6
SD 0,09
% CV 1,7
Niveau de témoin n° 2
Moyenne 3,7
SD 0,07
% CV 2,0

Phosphatase alcaline (U/l)
Niveau de témoin n° 1

Moyenne 39
SD 1,81
% CV 4,6
Niveau de témoin n°® 2
Moyenne 281
SD 4,08
% CV 1,5
Amylase (U/1)
Niveau de témoin n° 1
Moyenne 46
SD 2,40
% CV 5,2
Niveau de témoin n°® 2
Moyenne 300
SD 11,15
% CV 3,7

Aspartate aminotransférase (U/l)
Niveau de témoin n° 1

Moyenne 47

SD 0,98

% CV 2,07
Niveau de témoin n°® 2

Moyenne 145

SD 1,83

% CV 1,26

Total

21
2,79
13,5

52
3,25
6,2

5,6
0,11
2,1

3,7
0,11
2,9

39
2,29
5,8

281
8,75
3,1

46
2,63
5,7

300
11,50
3.8

49
0,92
1,88

147
1,70
1,16
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Tableau 4 : Précision (N=80) (suite)

Mélange a analyser Intra-essai Total

Gamma Glutamyltransférase (U/l)
Niveau de témoin n° 1

Moyenne 25 25

SD 0,59 0,74

% CV 2,34 2,94
Niveau de témoin n°® 2

Moyenne 106 106

SD 1,52 2,29

% CV 1,43 2,15

Bilirubine totale (mg/dl)
Niveau de témoin n° 1

Moyenne 0,8 0,8

SD 0,06 0,07

% CV 8,0 9,3
Niveau de témoin n° 2

Moyenne 5,2 5,2

SD 0,09 0,15

% CV 1,7 2,8

Protéine totale (g/dl)
Niveau de témoin n° 1

Moyenne 6,8 6,8

SD 0,05 0,08

% CV 0,8 1,2
Niveau de témoin n°® 2

Moyenne 4,7 4,7

SD 0,09 0,09

% CV 2,0 2,0

Corrélation

Des échantillons de sérum et de sang complet hépariné ont été prélevés chez des patients sur deux sites. Les échantillons de
sang entier ont été analysés sur place par I’analyseur de la chimie du sang Piccolo, et les échantillons de sérum ont été analysés
par I’analyseur Piccolo et par des méthodes comparatives. Dans certains cas, des échantillons complétés bas et élevés ont été
utilisés afin de couvrir toute la gamme dynamique. Tous les échantillons ont été testés le méme jour. Des statistiques de
corrélation typiques sont illustrées dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Corrélation de ’analyseur de la chimie du sang Piccolo avec une méthode comparative

Alanine aminotransférase (U/l)

Corrélation

Pente

Intercepte

ETE

N

Etendue de 1’échantillon

Méthode comparative
Albumine (g/dl)

Corrélation

Pente

Intercepte

ETE

N

Etendue de 1’échantillon

Meéthode comparative
Phosphatase alcaline (U/l)

Corrélation

Pente

Intercepte

ETE

N

Etendue de 1’échantillon

Méthode comparative
Amylase (U/1)

Corrélation

Pente

Intercepte

ETE

N

Etendue de 1’échantillon

Méthode comparative
Aspartate aminotransférase (U/l)

Corrélation

Pente

Intercepte

ETE

N

Etendue de 1’échantillon

Meéthode comparative
Gamma Glutamyltransférase (U/l)

Corrélation

Pente

Intercepte

ETE

N

Etendue de 1’échantillon

Méthode comparative

Sang complet

Lab 1

0,98

0,91

1,3

3,21

86
10a174
Paramax®

0,85

1,0

-0,3

0,22

261
1,1a53
Paramax®

0,99

0,97

-5,9

3,97

99

27 a368
Paramax”

0,98

0,69

—4.7

3,11

99

11292
Paramax®

0,93

0,87

5,3

2,76

159
13al1ll
Paramax®

1,0

0,98

-0,4

3,29

135
5a312
Paramax”®

Lab 2

0,99

0,94

-2,5

2,84

67

10a 174
Technicon

0,90

0,88

-0,1

0,21

100
1,5a5,0
Beckman

0,93

1,14
-17,6
4,79

80

26 a 150
Technicon

0,96

1,07

4,1

3,47

80
19a118
Technicon

1,0

0,97

3,0

1,90

46
132252
DAX™

1,0*
1,60%*
3,1%*
18,57*
49

27 a 1848
Beckman
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Tableau 5 : Corrélation de ’analyseur de la chimie du sang Piccolo avec une méthode comparative

Bilirubine totale (mg/dl)

Corrélation

Pente

Intercepte

ETE

N

Etendue de 1’échantillon
Méthode comparative

Protéine totale (g/dl)

Corrélation

Pente

Intercepte

ETE

N

Etendue de I’échantillon
Meéthode comparative

*Le laboratoire 2 n’a testé que le sérum sur 1’analyseur Piccolo pour la corrélation d’essai 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. Ces échantillons se
composaient de pools de sérum préparés a trois niveaux pour chacun des huit analytes, I’ALT, 1’albumine, I’ALP, ’AMY,
I’AST, la GGT, la bilirubine totale et la protéine totale. Les participants n'avaient fait 1'objet d'aucune formation quant a
l'utilisation de ce test. Un total de prés de 60 participants a été inclus, depuis 3 sites, représentant une population

Sang complet

Lab 1

0,97

0,90

0,0

0,07

250
0,2a3,7
Paramax®

0,85

0,93

0,6

0,19

260
5,7a9,2
Paramax”®

démographique diverse (niveau d'études, age, sexe, etc.).

Lab 2

0,98

1,11

-0,4

0,09

91
0,1a6,4
Beckman

0,87

0,94

0,3

0,16

92
6,5a29,2
Beckman

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

Aminotransférase alanine (ALT)

plage
+ 15,0 %*

95 % CI:91,3 % a 100 %

95 % CI: 94,2 % a 100 %

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 45,4 U/l 98,9 U/l 184,3 U/l
CV (%) 3,7% 1,7 % 1,5 %
Plage observée 42 - 53 96 — 103 175191
Pourcentage de 98,4 % 100 % 100 %
résultats dans la 61/62 62/62 62/62

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 - 47 U/1) a été étudiée.

Albumine (ALB)
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62

Moyenne 3,0 g/dl 3,5 g/dl 4,2 g/dl

CV (%) 2,7 % 2,5 % 1,8 %
Plage observée 29-32 33-37 40-44

Pourcentage de 100 % 100 % 100 %

résultats dans la 62/62 62/62 62/62

plage
+12,5%

95 % CI: 94,2 % a 100 %

95 % CI: 94,2 % a 100 %

95 % CI:94,2 % a 100 %

Page 52 of 94




Phosphatase alcaline (ALP)

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 94,5 U/l 171,5U/1 337,5U/1
CV (%) 52 % 32% 2,4 %
Plage observée 85106 160-184 287 — 388
Pourcentage de 100 % 100 % 100 %
résultats dans la 62/62 62/62 62/62

plage
+ 15,0 %

95 % CI: 94,2 % a 100 %

95 % CI: 94,2 % a 100 %

plage 95%Cl:94,2%a100% | 95% CI:94,2% a 100 % | 95 % CI: 94,2 % a 100 %
+15,0%
Amylase (AMY)
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 72,1 U/ 126,9 U/l 260,0 U/l
CV (%) 2,4 % 2,1 % 1,9 %
Plage observée 67175 120-133 248 - 273
Pourcentage de 100 % 100 % 100 %
résultats dans la 62/62 62/62 62/62

95 % CI: 94,2 % a 100 %

Aspartate aminotransférase (AST)

plage
+15,0%

95 % CI: 94,2 % a 100 %

95 % CI : 94,2 % a 100 %

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 56,0 120,4 276,3
CV (%) 2,4 % 1,1 % 1,0 %
Plage observée 54-60 117-124 266 — 285
Pourcentage de 100 % 100 % 100 %
résultats dans la 62/62 62/62 62/62

95 % CI: 94,2 % a 100 %

Gamma glutamyltransférase (GGT)

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 35,0 U/l 86,2 U/l 131,30/
CV (%) 2,8 % 1,5% 1,5%
Plage observée 33 -38 83 -90 123 — 135
Pourcentage de 100 % 100 % 100 %
résultats dans la 62/62 62/62 62/62

plage
+ 15,0 %

95 % CI:94,2 % a 100 %

95 % CI:94,2 % a 100 %

plage 95%CI:94,2%a100% | 95% CI1:94,2% a 100 % | 95 % CI: 94,2 % a 100 %
+ 15,0%
Bilirubine totale (TBIL)
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 0,86 mg/dl 2,5 mg/dl 5,7 mg/dl
CV (%) 6,1 % 2,6 % 1,8 %
Plage observée 0,8—1,0 23-2,6 5,4-59
Pourcentage de 100 % 100 % 100 %
résultats dans la 62/62 62/62 62/62

95 % CI:94,2 % a 100 %
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Protéine totale (TP)

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
N 62 62 62
Moyenne 4,8 g/dl 5,7 g/dl 7,1 g/dl
CV (%) 2,0 % 1,5 % 1,5 %
Plage observée 4653 5,3-59 6,7—17,5
Pourcentage de 98,4 % 100 % 100 %
résultats dans la 61/62 62/62 62/62
plage 95%CI:91,3%a100% | 95% CI:94,2%a 100 % | 95% CI:94,2 % a 100 %
+5,9%
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