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1. Usage prévu

Le disque de réactif au MetLyte Plus CRP Piccolo®, utilisé avec 1’analyseur chimique Piccolo xpress™, a été congu afin d’étre
utilisé lors de la détermination quantitative in vitro de la protéine C réactive (CRP), du chlorure, de la créatine kinase, de la
créatinine, du glucose, du potassium, du sodium, du dioxyde de carbone total et de 1’azote uréique du sang (BUN) dans le sang
entier hépariné au lithium, le plasma hépariné au lithium ou le sérum dans un laboratoire clinique ou sur un site d’intervention.
La méthode CRP Abaxis n’est pas destinée a la mesure de la CRP a haute sensibilité.

2. Résumé et explication des tests

Le disque de réactif au MetLyte Plus CRP Piccolo et I’analyseur chimique Piccolo xpress constituent un systéme de diagnostic
in vitro qui aide les médecins a diagnostiquer les troubles suivants :

Protéine C réactive (CRP) : Infection, 1ésion tissulaire et troubles inflammatoires.

Chlorure : Déshydratation, diarrhée prolongée et vomissements, maladie tubulaire rénale,
hyperparathyroidie, briillures, maladies rénales avec déplétion de sel, hyperhydratation
et thérapie thiazidique.

Créatine kinase : Infarctus du myocarde, dystrophie musculaire progressive, dermatomyosite,
rhabdomyosite causée par I’ingestion d’un produit pharmaceutique, hyperosmolarité,
maladie auto-immune, delirium tremens, convulsions, syndrome d’écrasement,
hypothyroidisme, chirurgie, efforts intenses, injection intramusculaire, inactivité
physique, masse musculaire réduite.

Créatinine : Néphropathie et monitorage de dialyse rénale.

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

Potassium : Néphrite glomérulaire ou tubulaire, insuffisance corticosurrénale, acidocétose

diabétique, kalithérapie excessive par injection intraveineuse, septicémie,
panhypopituitarisme, hémolyse in vitro, hyperaldostéronisme, malnutrition,
hyperinsulinisme, alcalose métabolique et perte gastro-intestinale.

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

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

Azote uréique 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 d’établir un diagnostic définitif.

3. Principe de la procédure

Protéine C réactive (CRP)

A Porigine, les dosages pour la quantification de la CRP étaient principalement destinés a la recherche et basés sur la
méthodologie ELISA'. Plus récemment, des méthodes d’immunonéphélémétrie amplifiée au latex ont été utilisées”. Toutefois,
elles requicrent I’emploi d’un néphélométre pour mesurer la diffusion de lumiére. Aujourd’hui, plusieurs dosages
d’immunoturbidimétrie et d’immunoluminométrie automatisés ont été développés et peuvent étre effectués sur des analyseurs
chimiques cliniques conventionnels®.
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La méthode utilisée par Abaxis est un dosage immunologique turbidimétrique avancé d’agglutination au latex. L’échantillon
est mélangé a une suspension d’anticorps monoclonaux de CRP anti-humaine de souris liée au latex. La CRP de 1’échantillon
se lie aux particules d’anticorps-latex et s’agglutine, créant ainsi une turbidité. La diffusion de la lumiére a travers la turbidité
est utilisée pour mesurer la CRP. La turbidité est mesurée par la variation d’absorbance a 630 nm. La variation d’absorbance
est directement proportionnelle a la quantité de CRP dans I’échantillon.

Particules de latex anti-CRP + CRP —— Particules de latex CRP-anti-CRP agglutinées

Chlorure (CL)

La méthode se base sur la détermination d’une activation chloro-dépendante de 1’activité de I’a-amylase. Une a-amylase
désactivée est réactivée en ajoutant 1’ion chlorure, ce qui permet au calcium de se réassocier a I’enzyme. La réactivation de
I’activité de I’a-amylase est proportionnelle a la concentration des ions chlorure dans 1’échantillon. L’a-amylase réactivée
convertit le substrat, 2-chloro-4-nitrophényl-a-D-maltotrioside (CNPG3) en 2-chloro-4-nitrophénol (CNP) produisant une
coloration et de I’a-maltotriose (G3). La réaction est mesurée de fagon biochromatique et I’augmentation en absorbance est
directement proportionnelle a I’activité de I’o-amylase réactivée et a la concentration de 1’ion chlorure dans 1’échantillon®.

a-amylase
CNPG3 » CNP + G3

CI-, Ca**

Créatine kinase (CK)

La créatine kinase catalyse la phosphorylation réversible de la créatine par 1’adénosine triphosphate (ATP). La réaction de
phosphorylation est favorisée par des conditions alcalines (optimales a un pH de 9,0) et la réaction de déphosphorylation est
favorisée par des conditions acidiques (optimales a un pH de 6,5 a 37 °C). Les premicres méthodes de mesure de la CK étaient
basées sur la « réaction avant » avec la créatine phosphate et I’adénosine diphosphate (ADP) comme produits™®’. La sensibilité
de ces tests s’est avérée faible a cause de problémes d’interférences. La procédure privilégiée utilise la « réaction arriere »
couplée a une réaction afin de générer du NADPH, qui est directement 1i¢ aux niveaux de CK**'°,

La procédure de mesure de la CK utilisée par Abaxis est une version modifiée de la méthode employée par la Fédération
internationale de chimie clinique (FICC)''. Les principales modifications sont la fraction de volume des échantillons, le tampon
et la température. La N-acétyl cystéine (NAC) est ajoutée afin de réactiver la CK'?. Le magnésium est utilisé en tant que
cofacteur pour la CK et I’hexokinase. L’EDTA a été ajouté pour stabiliser la NAC et pour le retrait de plusieurs cations, tels
que le calcium et le fer, qui inhibent la CK. Du P', P*-di (adénosine-5") pentaphosphate et de I’adénosine monophosphate
(AMP) ont également été ajoutés afin d’inhiber 1’adénylate kinase, un autre enzyme érythrocyte et du muscle squelettique qui
réagit avec les substrats utilisés pour mesurer la CK.

La créatine kinase catalyse la formation de créatine et d’ATP a partir de créatine phosphate et d’ADP a un pH de 6,7. Avec
I’hexodinase comme catalyste, I’ATP réagit avec le D-glucose afin de former de I’ADP et du D-glucose-6-phosphate (G-6-P),
qui réagit au nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate (NADP) en présence de glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G-6-PDH) afin de produire du G-6-P et du NADPH.

CK
Créatine phosphate + ADP ——— » Créatine + ATP
M g2+
Hexokinase
ATP + D-glucose » ADP + G-6-P
G-6-PDH
G-6-P + NADP »  6-phosphogluconate + NADPH + H"

La formation de NADPH est mesurée en fonction de la variation d’absorbance a 340 nm par rapport a 405 nm. Cette variation
d’absorbance est directement proportionnelle a ’activité de la créatine kinase 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 associe 1'utilisation de la terre a foulon (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 de I’ion ammonium présent dans les techniques qui utilisent la
créatinine iminohydrolase'.
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Créatinine amidohydrolase
Créatinine + H,O » Créatine

Créatine amidinohydrolase

Créatine + H,O Sarcosine + urée

v

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

Peroxydase
H,0,+ TBHBA + 4-AAP ——— ¥ Colorant rouge quinonéimine + H,O

Deux cuvettes sont utilisées pour déterminer la concentration de créatinine dans 1’échantillon. La créatine endogéne est
mesurée dans la cuvette de blanc, qui est soustraite de la combinaison de la créatine endogene et de la créatine formée a partir
des réactions enzymatiques dans la cuvette d’essai. Lorsque la créatine endogeéne est éliminée des calculs, la concentration de
créatinine est proportionnelle a I’intensité de la couleur rouge produite. La réaction a point final est mesurée comme étant la
variation d’absorbance entre 550 nm et 600 nm.

eGFR (calculé)

La créatininémie est mesurée systématiquement en tant qu’indicateur d’activité fonctionnelle rénale. Comme la créatinine est
influencée par I’dge, le sexe et la race, une néphropathie chronique (CKD) peut passer inapercue a I’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 (¢GFR) 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 1’équation MDRD (Modification of the Diet in Renal Disease) pour le calcul de
1’eGFR peut étre utilisée.

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

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 au MetLyte Plus PCR est une version modifiée de la méthode hexokinase qui a été proposée
comme base de la méthode de référence pour le glucose™.

La réaction du glucose avec I’adénosine triphosphaste (ATP), catalisée par I’hexokinase (HK), produit du glucose-6-phosphate
(G-6-P) et de I’adénosine diphosphate (ADP). Le glucose-6-phosphate déshydrogénase (G-6-PDH) catalyse la réaction de
conversion du G-6-P en 6-phosphogluconate et la réduction du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD") en NADH.

Hexokinase
Glucose + ATP » G-6-P+ ADP

G-6-PDH
G-6-P + NAD" » 6-phosphogluconate + NADH + H"

Potassium (K")

Des méthodes spectrophotométriques permettant de mesurer la concentration de potassium avec des instruments de chimie
clinique standard ont été développées. La méthode enzymatique utilisée par Abaxis est fondée sur I’activation de la pyruvate
kinase avec le potassium et donne une excellente linéarité ainsi qu’une sensibilité négligeable aux substances endogénes™**°.
L’interférence avec 1’ion sodium et I’ion ammonium est minimisée par I’ajout de Kryptofix et de glutamine synthétase
respectivement™.
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Dans la réaction enzymatique couplée, le pyruvate kinase (PK) déphosphoryle le phosphoénolpyruvate (PEP) pour former du
pyruvate. Le lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la conversion du pyruvate en lactate. Simultanément, le NADH est oxydé
en NAD". Le taux de variation de I’absorbance entre 340 nm et 405 nm est dii & la conversion du NADH en NAD" et il est
directement proportionnel a la quantité de potassium présente dans 1’échantillon.

K, PK
ADP + PEP » Pyruvate + ATP

LDH
Pyruvate + NADH + H" » Lactate + NAD"

Sodium (NA")

11 existe des méthodes colorimétriques et enzymatiques qui permettent de mesurer la concentration de sodium a 1’aide
d’instruments de chimie clinique standard***”**, Dans la réaction enzymatique d’Abaxis, la B-galactosidase est activée par le
sodium de 1’échantillon. L’enzyme activée catalyse la réaction du o-nitrophényl-f-D-galactopyranoside (ONPG) en
o-nitrophénol et galactose.

Na'
ONPG » o-nitrophénol + galactose
[-galactosidase

Dioxyde de carbone total (tCO,)

Le dioxyde de carbone total dans le sérum ou le plasma existe sous forme de dioxyde de carbone dissout, de dérivés
carbamino-protéiques, d’ions bicarbonates et carbonates et d’acide carbonique. Le dioxyde de carbone total peut étre mesuré
par des méthodes enzymatiques spectrophotométriques, a électrode pour CO, et a indicateur de pH ; ces méthodes donnent
toutes des résultats précis et corrects”>’. La méthode enzymatique convient bien a ’utilisation sur un analyseur chimique
sanguin courant sans y apporter de complexités.

Dans la méthode enzymatique, 1’échantillon est d’abord rendu alcalin afin de convertir toutes les formes de dioxyde de carbone
(CO,) en bicarbonate (HCO5'). Le phosphoénolpyruvate (PEP) et le HCO; réagissent ensuite pour former de 1’oxaloacétate et
du phosphate en présence de phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC). La malate déshydrogénase (MDH) catalyse la réaction
de I’oxaloacétate et du nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) en NAD" et en malate. Le taux de variation de
’absorbance est dii & la conversion du NADH en NAD" et il est directement proportionnel a la quantité de tCO, présente dans
1’échantillon.

PEPC
PEP + HCOy » Oxaloacétate + phosphate

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

Azote uréique du sang (BUN)

L’urée peut étre mesurée de facon directe et indirecte. La réaction du diacétyle monoxime, 1’'unique méthode directe permettant
de mesurer I’urée, est couramment employée, mais elle utilise des réactifs dangereux’'. Des méthodes indirectes mesurent
I’ammoniac créé & partir de 1’urée ; I’utilisation de 1’enzyme uréase a augmenté la spécificité de ces tests’>. L’ammoniac est
quantifié par diverses méthodes, y compris la nesslérisation (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
I’ammoniac®’. Les réactions enzymatiques couplées sont rapides, ont une haute spécificité 2 I’ammoniac et sont couramment
utilisées. Une de ces réactions a été proposée comme méthode de référence admissible™.

Dans la réaction enzymatique couplée, 1’uréase hydrolyse 1’urée en ammoniac et en dioxyde de carbone. Lors de la
combinaison de I’ammoniac avec de I’a-cétoglutarate et du nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH), ’enzyme
glutamate-déshydrogénase (GLDH) oxyde le NADH en NAD".
Uréase
Urée + HHO ———  » 2NH; + CO,

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

Page 37 of 86



Le taux de variation de ’absorbance entre 340 nm et 405 nm est dii & la conversion du NADH en NAD" et il est directement
proportionnel a la quantité d’urée présente dans 1’échantillon.

4. Principe d’exécution

Se reporter au manuel de I’utilisateur de I’analyseur chimique Piccolo xpress pour en savoir plus sur les principes et les
limitations de la procédure.

5. Description des réactifs

Réactifs

Chaque disque de réactif au MetLyte Plus CRP Piccolo contient des billes de réactif séches spécifiques du test (décrites ci-
dessous). Un réactif a blanc d’échantillon sec (constitué de tampon, surfactants, excipients et agents conservateurs) est compris
dans chaque disque afin de calculer les concentrations en protéine réactive C (CRP), chlorure (CL"), créatine kinase (CK),
glucose (GLU), potassium (K+), sodium (NA+), dioxyde de carbone total (tCO,) et azote uréique du sang (BUN). Un
échantillon a blanc dédié est inclus dans le disque pour calculer les concentrations en créatinine (CRE). Chaque disque
contient également un diluant composé de surfactants et d’agents de conservation.

Tableau 1 : Réactifs

Composant Quantité/disque
Acide 2,4,6-tribomo-3-hydroxybenzoique (TBHBA) 188 pg
2-chloro-4-nitrophényl-a-D-maltotrioside (CNPG3) 52,5 ng
4,7,13,16,21-pentaoxa-1,10-diazabicyclo[8.8.5]trisocosane (Kryptofix 221) 84 ug
Chlorhydrate de 4-aminoantipyrine 13 pg
Adénosine-5’-diphosphate 38 ug
Adénosine-5’-monophosphate 33 ug
Adénosine-5’-triphosphate 11 pg
Amylase 0,0357 U
Latex recouvert de CRP anti-humaine (souris) 67,2 ug
CRP anti-humaine (chévre) 0,3 ng
Ascorbate oxydase (Cucurbita spp.) 03U
Acétate de calcium 252 ng
Acide citrique, sel trisodique 567 ng
Créatine amidinohydrolase (Actinobacillus spp.) 3U
Créatine phosphate 122 pg
Créatinine amidohydrolase (Pseudomonas spp.) 1U
Acide éthylene glycol-bis (B-aminoéthyl éther)-N,N,N’,N’-tétra-acétique 4 g
(EGTA)
Acide éthyléne-diamino-tétra-acétique (EDTA) 191,1 pg
Glucose 58 ug
Glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) (levure) 0,1U
Glutamate déshydrogénase 0,1U
Glutamine synthétase 02U
Hexokinase (levure) 02U
Imidazole 26 ug
Lactate déshydrogénase (cceur de poulet) 03U
Acétate de magnésium 60 ug
Sulfate de magnésium 29 ug
Malate déshydrogénase (cceur de porc) 0,1U
N-acétyl cystéine 60 pg
o-nitrophényl-B-D galactopyranoside (ONPG) 22 ug
P!, P°di (adénosine-5") pentaphosphate 0,2 pug
Peroxydase (raifort) 10
Phosphoénolpyruvate 23 ug
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Tableau 1 : Réactifs (suite)

Composant Quantité/disque
Phosphoénolpyruvate carboxylase 0,001 U
Ferrocyanure de potassium 0,4 nug
Pyruvate kinase 0,01 U
Sarcosine oxydase (micro-organisme) 1U
B-nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) 20 pg
B-nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) 28 ug
B-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP) 101 pg
Uréase (grosse féve) 0,05U
Acide a-cétoglutarique 19 ng
3-galactosidase 0,005U

Tampons, surfactants, excipients et conservateurs

Avertissements et précautions
e  Congu pour les diagnostics in vitro.

e Le récipient de diluant dans le disque de réactif s’ouvre automatiquement lorsque le tiroir de I’analyseur se ferme. Un
disque dont le récipient de 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.

e 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 1’élimination des disques utilisés™. Se reporter au manuel de I"utilisateur de
I’analyseur chimique Piccolo xpress pour les instructions sur le nettoyage des déversements présentant un danger
biologique.

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

Manipulation des réactifs

Les disques de réactif peuvent étre utilisés deés leur sortie du réfrigérateur sans devoir étre réchauffés. Ne pas laisser les disques
scellés dans leur sachet en aluminium a température ambiante pendant plus de 48 heures avant I’emploi. Ouvrir le sachet en
aluminium scellé, retirer le disque et I’utiliser conformément aux instructions figurant dans le manuel de 1’utilisateur de
I’analyseur chimique Piccolo xpress. Tout disque qui n’a pas été utilisé dans les 20 minutes suivant I’ouverture du sachet doit
étre jeté.

Conservation

Conserver les disques de réactif dans leur sachet scellé a une température comprise entre 2 et 8 °C (36 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 ’emballage. La date de péremption est
€galement encodée dans le code-barres imprimé sur I’anneau du code-barres. Un message d’erreur s’affiche sur 1’écran de
I’analyseur chimique Piccolo xpress si les réactifs sont périmés.

Indications d’instabilité/détérioration du disque de réactif

Un sachet déchiré ou détérioré risque de laisser pénétrer I’humidité, qui atteindra le disque non utilisé et aura un effet
défavorable sur la performance du réactif. Ne pas utiliser un disque si le sachet est détérioré.

6. Instrument

Se reporter au manuel de ’utilisateur de 1’analyseur chimique Piccolo xpress pour des informations complétes sur 1’utilisation
de I’analyseur.
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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 1’analyseur chimique Piccolo xpress.

8

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

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.

Les échantillons de sang entier doivent étre prélevés par ponction veineuse, mais pas par ponction capillaire.

L’hémolyse peut générer des résultats faussement trés élevés des dosages de potassium. Ce probléme risque de passer
inapergu lors de I’analyse du sang entier (une libération de potassium aussi faible que 0,5 % des érythrocytes risque
d’augmenter le niveau de sérum de potassium de 0,5 mmol/l). De plus, méme les échantillons non hémolysés qui ne sont
pas traités dans les plus brefs délais peuvent présenter des niveaux accrus de potassium suite a la fuite de potassium
intracellulaire®.

Les échantillons de sang entier 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 doivent provenir
d’un patient qui n’a rien mangé au cours des 12 heures précédentes. Les concentrations de glucose diminuent d’environ
5412 mg/dl en 1 heure dans des échantillons non centrifugés conservés a température ambiante*”.

La réfrigération des échantillons de sang entier peut étre la cause d’importantes variations dans les concentrations de
créatinine et de glucose®. Si I’échantillon ne peut pas étre traité dans les 60 minutes, il peut étre séparé en plasma ou
sérum et conservé dans des tubes de prélévement munis d’un bouchon a une température comprise entre 2 et 8 °C (36 et
46 °F).

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 adjuvant ou des tubes de séparation de
sérum (bouchon rouge/noir) pour les échantillons de sérum.

La concentration en dioxyde de carbone total est déterminée le plus précisément lorsque le dosage est effectué
immédiatement apres 1I’ouverture du tube et aussitdt que possible apres le prélévement et le traitement du sang dans le tube
non ouvert. L’air ambiant contient nettement moins de dioxyde de carbone que le plasma, et du dioxyde de carbone gazeux
dissout s’échappe du spécimen dans 1’air, ce qui a comme conséquence une réduction de la valeur du dioxyde de carbone
atteignant jusqu’a 6 mmol/l en une heure*,

Commencer le test dans les 10 minutes suivant le transfert de 1’échantillon dans le disque de réactif.

. Procédure

Matériel fourni

Un disque de réactif au MetLyte Plus CRP Piccolo, réf. : 400-1034 (réf. d’une boite de disques 400-0034)

Matériel nécessaire mais non fourni

Analyseur chimique Piccolo xpress

Des pipettes de transfert d’échantillons (volume fixe d’environ 100 pl) et des embouts sont fournis avec chaque analyseur
chimique Piccolo xpress et peuvent étre commandés aupres d’ Abaxis.

Des réactifs témoins disponibles dans le commerce sont recommandés par Abaxis (prendre contact avec le service
technique d’ Abaxis pour obtenir les valeurs attendues et les matériaux de contrdle approuvés).

Une minuterie

Paramétres de test

L’analyseur chimique Piccolo xpress fonctionne a des températures ambiantes comprises entre 15 et 32° C (59 et 90° F). Le
temps d’analyse pour chaque disque de réactif au MetLyte Plus CRP 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.
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Procédure de test
Les procédures complétes de prélévement d’échantillons et d’utilisation sont expliquées en détail dans le manuel de
I’utilisateur de I’analyseur chimique Piccolo xpress.

Etalonnage

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

Controéle qualité
Se reporter au manuel de 1’utilisateur de I’analyseur chimique Piccolo xpress pour une explication détaillée de I’exécution,
I’enregistrement, ’interprétation et le tracé des résultats des témoins.

9. Résultats

L’analyseur chimique Piccolo xpress calcule et imprime automatiquement la concentration des analytes dans I’échantillon. Les
calculs des réactions a point final et de la cinétique sont expliqués en détail dans le manuel de 1’utilisateur de I’analyseur
chimique 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 indiquées dans le manuel de 1’utilisateur de I’analyseur Piccolo xpress.

e L’héparine de lithium est I'unique anticoagulant dont I’utilisation est recommandée avec I’analyseur chimique Piccolo
xpress. Abaxis a mené des études démontrant que I’EDTA, le fluorure, 1’oxalate et tout anticoagulant contenant des ions
d’ammonium interfére avec au moins une solution chimique contenue dans le disque de réactif au MetLyte Plus CRP
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 rotation de ces échantillons peut étre décélérée afin d’obtenir du plasma et ensuite relancée
dans un nouveau disque de réactif.

e La CRP est une protéine de « phase aigu€ » qui augmente de maniére non spécifique en réponse a une inflammation. Le
taux de protéine C réactive varie fortement selon les individus (de 30 a 60 %). Cette variation doit étre prise en compte lors
de ’interprétation des valeurs'. Des mesures en série peuvent étre nécessaires pour estimer la moyenne réelle de la
protéine C réactive chez certains sujets.

e  Une concentration d’anticorps HAMA (anticorps humains anti-souris) jusqu’a 115 ng/mL n’interfére pas. Les échantillons
prélevés sur des patients ayant recu des préparations d’anticorps monoclonaux de souris en vue d’un diagnostic ou d’une
thérapie peuvent contenir des anticorps HAMA.

e Des facteurs rhumatoides jusqu’a une concentration de 644 U/ml n’interférent pas.

e Aucun effet prozone (ou effet crochet) n’a été observé au cours de ce dosage a des concentrations de CRP allant jusqu’a
1 000 mg/1.

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 chimique Piccolo xpress.

Attention :  Des tests poussés de I’analyseur chimique Piccolo xpress ont montré qu’en certains cas trés rares,
I’échantillon distribué dans le disque de réactif ne s’écoule pas facilement dans la chambre a 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.
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Interférence
Diverses substances ont été testées pour déceler les interférences avec les analytes. Des pools de sérum humain ont été préparés.
La concentration a laquelle chaque interférent potentiel a été testé était basée sur les taux de test utilisés dans CLSI 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 1’utilisateur des taux des substances interférentes présentes dans chaque échantillon.

L’analyseur chimique 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 est imprimé sur la carte de résultats a la
place du résultat.

Des taux extrémement ¢levés d’amylase (>9 000 U/1) ont un effet significatif, avec une augmentation >10 %, sur le résultat
du chlorure. La concentration d’amylase n’est pas évaluée par le systeme Piccolo pour chaque spécimen.

Pour la méthode CRP, les niveaux de substances endogenes qui activent les suppressions HEM, LIP ou ICT sont de
750 mg/dl pour I’hémoglobine, 750 mg/dl pour la lipémie et 35 mg/dl pour la bilirubine.

Le dosage du potassium dans le systéme Piccolo est un dosage couplé de pyruvate kinase (PK) et de lactate
déshydrogénase (LDH). Par conséquent, dans les cas de traumatismes musculaires extrémes ou de niveaux tres élevés de
créatine kinase (CK), le systéme Piccolo peut fournir une valeur de potassium (K+) faussement élevée. Les valeurs de
potassium anormalement élevées doivent alors étre confirmées a 1’aide d’une autre méthodologie.

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

Effets des substances thérapeutiques et exogenes

Selon les recommandations de Young, trente-cing substances exogénes et thérapeutiques ont été sélectionnées comme
potentiellement interférant avec les méthodes de test d’ Abaxis*®. Une interférence importante est définie comme une variation
de résultat supérieure a + 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. Voir le tableau
2 pour la liste des substances exogénes et thérapeutiques évaluées. Voir le TABLEAU 3 pour la liste des analytes avec
lesquels des interférences ont été observées.
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Tableau 2 : Substances exogénes et thérapeutiques évaluées

Concentration maximale testée

Interférent potentiel (mg/dl sauf indication contraire)

Paracétamol 100
Acétoacétate 102
Acide acétylsalicylique 50
Ampicilline 30
Acide ascorbique 3
Caféine 10
Céfalotine (Kéflin) 400
Chloramphénicol 100
Cimétidine 16
Dopamine 13
Epinéphrine 1
Erythromycine 10
Glutathion 30
Hydrochlorothiazide 7,5
Ibuproféne 50
Isoniazide 4
Kétoprofene 50
L-dopa 5
Lidocaine 1
Lactate de lithium 84
Méthicilline 100
Méthotrexate 0,5
Meétronidazole 5
Nafcilline 1
Nitrofurantoine 20
Oxacilline 1
Oxaloacétate 132
Pénicilline G 100
Phénytoine (5,5-diphénylhydantoine) 3
Proline 4
Rifampine 0,5
Acide salicylique 50
Sulfadiazine 150
Sulfanilamide 50
Théophylline 20
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Tableau 3 : Les substances suivantes ont révélé une variation de résultat supérieure a £ 10 % pour un spécimen
appartenant a la gamme normale.

Concentration % d’interférence®
produisant une observé
interférence > 10 %

Protéine C réactive

Glutathion 30 Réd. de 13 %
Isoniazide 4 Réd. de 16 %
L-dopa 5 Réd. de 28 %
Oxaloacétate 132 Réd. de 57 %
Créatine kinase

Céfalotine 400 Réd. de 43 %
Dopamine 15 Réd. de 46 %
L-dopa 5 Réd. de 13 %
Méthotextrate 0,5 Réd. de 16 %
Nitrofurantoine 20 Réd. de 18 %
Créatinine

Acide ascorbique 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

Oxaloacétate 132 Réd. de 11 %
Pyruvate 44 Réd. de 13 %
Potassium

Pénicilline G 100 Aug. de 17 %
Sulfadiazine 150 Réd. de 12 %
Sodium

Céfalotine 400 Aug. de 12 %
Méthotrexate 0,5 Aug.de 11 %
Pénicilline G 100 Aug. de 10 %
Dioxyde de carbone total

Paracétamol 100 Aug. de 11 %
Acide ascorbique 20 Réd. de 12 %
Céfalotine 400 Aug. de 13 %
Cimétidine 16 Réd. de 19 %
Erythromycine 10 Réd. de 21 %
Lidocaine 1 Aug. de 23 %
Méthotrexate 0,5 Réd. de 80 %
Nitrofurantoine 20 Aug. de 13 %
Acide salicylique 50 Réd. de 17 %
Sulfadiazine 150 Réd. de 25 %

AReéd. = réduction de la concentration de I’analyte ; Aug. = augmentation de la concentration de 1’analyte

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

Des échantillons provenant de 125 a 150 hommes et femmes ont été analysés par 1’analyseur chimique sanguin Piccolo pour
les électrolytes et 69 échantillons d’hommes et femmes ont été analysés par I’analyseur chimique Piccolo xpress pour la CRP
afin de déterminer les intervalles de référence. Les gammes d’électrolytes ont été calculées en fonction de I’intervalle de
référence de 95 % estimé a partir des valeurs combinées (d’ensemble) obtenues chez les sujets de référence et les gammes de
CRP ont été basées sur la transférabilité démontrée des intervalles de référence de Beckman®’. Ces intervalles sont fournis a
titre informatif uniquement. Il est recommandé que chaque établissement ou laboratoire établisse des gammes normales pour
ses propres patients.

Tableau 4 : Intervalles de référence Piccolo

Analyte Unités communes Unités S
Protéine C réactive <7,5 mg/l <7,5 mg/l
Chlorure 98-108 mmol/l 98-108 mmol/l
Créatine kinase (femmes) 30-190 U/ 30-190 U/l
Créatine kinase (hommes) 39-380 U/ 39-380 U/
Créatinine 0,6-1,2 mg/dl 53-106 umol/l
Glucose 73-118 mg/dl 4,1-6,6 mmol/dl
Potassium 3,6-5,1 mmol/dl 3,6-5,1 mmol/dl
Sodium 128-145 mmol/l 128-145 mmol/l
Dioxyde de carbone total 18-33 mmol/l 18-33 mmol/I
Azote uréique du sang (BUN)  7-22 mg/dl 2,5-7,9 mmol/dl

12. Caractéristiques de performance

Linéarité

Les réactions chimiques pour chaque analyte sont linéaires dans la plage dynamique indiquée ci-dessous quand ’analyseur
chimique Piccolo xpress est utilisé conformément a la procédure recommandée (se reporter au manuel de 1’utilisateur de
I’analyseur chimique Piccolo xpress).

Tableau 5 : Plages dynamiques Piccolo

Analyte Unités communes Unités SI
Protéine C réactive 5,0-200,0 mg/dl 5,0-200,0 mg/dl
Chlorure 80-135 mmol/l 80-135 mmol/l
Créatine kinase 5-5 000 U/1 5-5000 U/1
Créatinine 0,2-20 mg/dl 18-1 768 pmol/l
Glucose 10-700 mg/dl 0,6-38,9 mmol/l
Potassium 1,5-8,5 mmol/l 1,5-8,5 mmol/l
Sodium 110-170 mmol/l 110-170 mmol/1l
Dioxyde de carbone total 5-40 mmol/1 5-40 mmol/1
Azote uréique du sang (BUN)  2-180 mg/dl 0,7-64,3 mmol/dl

Si la concentration de 1’analyte est supérieure a la plage de mesures (plage dynamique), mais inférieure a la plage du systéme,
la carte imprimée indique un « > » au niveau de la limite supérieure et un astérisque aprés le nombre, par ex. GLU >700* U/1.
Si elle est inférieure a la plage dynamique, un « <» s’affiche avec un astérisque, par ex. GLU <10* U/I. Pour des valeurs qui
sont largement au-dela de la plage de mesures (plage systéme), « ~~~ » s’affiche a la place du résultat. A chaque fois qu’un

« ~~~ » apparait sur une carte imprimeée, il est nécessaire de recueillir un nouvel échantillon et de refaire le test. Si les résultats
du second échantillon sont a nouveau supprimés, appeler le service technique d’Abaxis.

Sensibilité (limites de détection)

La limite inférieure de la plage (dynamique) rapportable pour chaque analyte est la suivante : protéine C réactive 5,0 mg/l,
chlorure 80 mmol/l, créatine kinase 5 U/1, créatinine 0,2 mg/dl (18 umol/l), glucose 10 mg/dl (0,6 mmol/l), potassium

1,5 mmol/l, sodium 110 mmol/l, dioxyde de carbone total 5 mmol/l et azote uréique du sang 2,0 mg/dl (0,7 mmol/1).
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Précision

Des études de précision ont été effectuées selon les directives CLSI EP5-A* avec des modifications basées sur CLSI EP18-A*
pour les appareils a utilisation par unité. Les résultats intra-test et de précision totale ont été déterminés en utilisant deux
niveaux de témoins disponibles dans le commerce. Les études ont utilisé¢ plusieurs instruments. Deux lots de disques de réactif
ont été utilisés pour les électrolytes et un pour la protéine C réactive. Les analyses de créatine kinase, créatinine, glucose,
sodium et azote uréique ont été effectuées sur un site ; les analyses de potassium et de dioxyde de carbone total ont été
effectuées sur deux sites sur une période de vingt jours, et les analyses de protéine C réactive (sérum 1, contrdle 1 et controle 2)
et de chlorure ont été effectuées sur deux sites sur une période de cing jours. Les analyses de protéine C réactive dans les
sérums 2 et 3 et les plasmas 1 et 2 ont été effectuées sur un site sur une période de cing jours.

Les résultats des études de précision figurent dans le tableau 6.

Tableau 6 : Précision

Analyte Taille de I’échantillon Intra-test Total

Protéine C réactive (mg/l)

Sérum 1 N =280

Moyenne 8,3 8,3

E-T 0,70 0,81

% CV 8,4 9,8
Sérum 2 N =40

Moyenne 8,1 8,1

E-T 0,49 0,51

% CV 6,1 6,3
Sérum 3 N=40

Moyenne 8,8 8,8

E-T 0,54 0,54

% CV 6,2 6,2
Plasma 1 N =40

Moyenne 34,5 34,5

E-T 1,04 1,09

% CV 3,0 32
Plasma 2 N=40

Moyenne 105,5 105,5

E-T 2,06 2,30

% CV 1,9 2,2
Contrdle 1 N =280

Moyenne 8,3 8,3

E-T 0,70 0,81

% CV 8,4 9,8
Contréle 2

Moyenne 33,0 33,0

E-T 1,21 2,12

% CV 3,7 6,4
Contrdle 3

Moyenne 108,0 108,0

E-T 1,88 3,14

% CV 1,7 2,9
Chlorure (mmol/l) N =160
Controle 1

Moyenne 97,8 97,8

E-T 1,63 1,74

(A 1,7 1,7
Contrdle 2

Moyenne 113,6 113,6

E-T 1,97 2,22

% CV 1,7 2,0
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Tableau 6 : Précision (suite)

Analyte Taille de I’échantillon Intra-test Total
Créatine kinase (U/1) N=120
Contréle 1
Moyenne 134 134
E-T 2,7 2,7
Ccv 2,0 2,0
Controle 2
Moyenne 526 526
E-T 7,7 7,7
% CV 1,5 1,5
Créatinine (mg/dl) N =280
Contréle 1
Moyenne 1,1 1,1
E-T 0,14 0,14
% CV 12,5 13,1
Controle 2
Moyenne 5,2 5,2
E-T 0,23 0,27
% CV 4.4 5,2
Glucose (mg/dl) N =280
Contréle 1
Moyenne 66 66
E-T 0,76 1,03
% CV 1,1 1,6
Controle 2
Moyenne 278 278
E-T 2,47 3,84
% CV 0,9 1,4
Potassium (mmol/l) N=120
Contréle 1
Moyenne 6,12 6,12
E-T 0,32 0,32
% CV 5,2 5,7
Contrdle 2
Moyenne 4,10 4,10
E-T 0,24 0,26
% CV 5,9 6,3
Sodium (mmol/l) N =80
Contréle 1
Moyenne 143,5 143,5
E-T 2,28 2,28
% CV 1,6 1,6
Contrdle 2
Moyenne 120,0 120,0
E-T 2,13 2,13
vCV 1,8 1,8
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Tableau 6 : Précision (suite)

Analyte Taille de I’échantillon Intra-test Total
Dioxyde de
carbone total (mmol/l) N=120
Contréle 1
Moyenne 21,4 21,4
E-T 2,29 2,29
% CV 10,7 10,7
Contrdle 2
Moyenne 10,5 10,5
E-T 0,90 0,90
% CV 8,6 8,6
Azote uréique du sang (mg/dl) N=280
Contréle 1
Moyenne 19 19
E-T 0,35 0,40
% CV 1,9 2,1
Controdle 2
Moyenne 65 65
E-T 1,06 1,18
% CV 1,6 1,8
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Corrélation

Les échantillons de sang entier hépariné au lithium et de sérum ont été prélevés et titrés sur I’analyseur chimique sanguin
Piccolo et par des méthodes comparatives en ce qui concerne le chlorure, la créatine kinase, la créatinine, le glucose, le
potassium, le sodium, le dioxyde de carbone total et I’azote uréique. Les échantillons de sang entier ont été analysés sur place
par I’analyseur chimique sanguin Piccolo et les échantillons de sérum ont été analysés par ’analyseur chimique sanguin
Piccolo et au moyen de méthodes comparatives. Dans certains cas, des échantillons complétés (a faible ou forte concentration)
ont été utilisés afin de couvrir toute la plage dynamique. Pour la CRP, les échantillons de plasma hépariné au lithium on été
titrés sur I’analyseur chimique sanguin Piccolo xpress et par une méthode comparative. Les échantillons ont été choisis dans le
but de répondre aux valeurs de distribution stipulées par les directives CLSI EP9-A2™.

Des statistiques de corrélation représentatives sont indiquées au tableau 7.
Tableau 7 : Corrélation de I’analyseur chimique sanguin Piccolo ou de I’analyseur chimique Piccolo xpress (pour la

CRP) avec la ou les méthodes comparatives

Coefficient

Ordonnée Erreur ,
corr«céjIZ\tion Pente ? . standar_d N d’éci?rgg llon co'\rﬂf)t;roac'jc‘iave
I’origine  d’estimation
Protéine C réactive 0,998 0,990 -0,4 4,6 113 5,4-198,6 Beckman
(mg/l)

Chlorure (mmol/l) 0,978 0,982 -1,1 1,84 120 71-118 Vitros 950
Créatine kinase (U/1) 0,967 1,194 -25 9,05 47 6-813 Cobas Fara®
Créatinine (mg/dl) 0,993 0,926 0,0 0,15 260 0,4-14,7 Paramax®

0,987 0,866 0,1 0,16 107 0,4-7,5 Beckman
Glucose (mg/dl) 0,987 1,009 -2,8 3,89 251 72-422 Paramax®
0,997 0,943 1,2 4,69 91 56-646 Beckman
Potassium (mmol/1) 0,969 0,863 0,6 0,14 58 2,0-6,8 Radiométre
KNA™?2
Sodium (mmol/1) 0,937 0,782 27,7 3,79 113 116-154 Radiomeétre
KNA™ 2
Dioxyde de carbone 0,947 0,903 2,4 0,84 60 6-39 Cobas Fara
total (mmol/1)
Azote uréique du sang 0,964 0,923 0,5 1,08 251 6-52 Paramax®
(mg/dl) 0,983 0,946 0,0 0,66 92 6-38 Beckman
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Tableau 8 :
Corrélation échantillon-type pour la CRP
Pour la méthode de dosage de la CRP, I’analyse de régression Deming du type d’échantillon a produit les résultats suivants

pour n=21.
Axe des Y Axe des X R? Pente  Ordonnée
I'or%ine
Plasma hépariné au lithium Sang total hépariné au lithium 1,000 0,995 0,2
Sérum Sang total hépariné au lithium 0,999 1,005 0,5
Sérum Plasma hépariné au lithium 0,999 1,010 0,3

Aucune différence significative dans les résultats du sang total hépariné au lithium, du plasma hépariné au lithium et du sérum
n’a été observée pour la CRP.
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