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NeoBase™ 2 Non-derivatized MSMS kit

FINALIDAD DEL KIT

El kil NeoBase ™ 2 Non-derivalized MSMS se ha disenado para medir y evaluar, mediante
el uso de un espectrémetro de masas en tandem, las concenlraciones de aminodcidos,
succinilacetona, camilina libre, acilcamilina, nucledsidos y lisofosfolipidos (labla 1) en
muestras de sangre de recién nacidos oblenidas mediante puncidn en el lalén y recogidas
en papel de fillro. El andlisis cuantitativo de estos analitos ¥ la relacién que mantienen liene
como objelivo proporcionar perfiles de conceniracion de analilos que puedan conlribuir al
cribado de trastornos melabélicos en recién nacidos.

Tabla 1. Analitos que mide el kit NeoBase 2 Non-derivatized MSMS.

NOMBRE DE ANALITQ I ABREVIATURA
Aminoécidos
Alanina Ala
Arginina Arg
Acido argininesuccinico | Asa
Cilrulina Cit
GlulaminalLisina 2 Gln\Lys
Acldo gluldmico Glu
Glicina Gly
Leucina\lsoleucina\Hidroxiprolina 2 LeuVile\Pro-OH
Metionina Met
Omilina Om
Fenilalanina Phe
Proiina Pro
Tirosina Tyr
Valina Val
Carnitinas
Carnilina libre cao
Acelilcarnitina c2
Prepionilcamilina C3
Malonilcarnitina\3-hidroxi-bulirilcarnitina 2 C3DC\C40H
Bulirilcarnilina C4
Melilmalonil3-hidroxi-isovalerilcarnilina 2 C4DCA\C50H
Isovalerilcarnilina C5
| Tiglilcarnilina C5:1
Glularilcarnilina\3-hidroxi-hexanoilcarnitina 2 C5DCI\CB0H
Hexanoilcamilina (o]}
Adipilcamilina CeDC
QOclanilcarnitina [of:]

' La madicidn de dcido argininosuccinico ¥y succinlacelona requiere el usa de la solucién de ensayo de
succinilacelena NeoBase 2 (3046-0010),
? Los analilos de eslas fias son isdmeros o isdbaras Y no se pueden dislinguir en el experimento de

especlromelria de landem masas.

NecoBase es una marca comercial de Perkin Elmer, Inc.
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Tabla 1 (continuacién): Analilos que mide el kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS.

' La mediién de dcido argininosuccinico

Qclenoilcarnilina

Ca8:1

Decanoilcarnitina

c10

Decenoilcarnilina

C10:1

Decadienoilcarnitina

C10:2

Dodecancilcarnilina

ci12

Dodecenoilcarnilina

Ci2:1

Telradecanoilearnilina (miristoilcarnilina)

Ci4

Telradecenoilcamiling

C14:1

Telradecadiencilcarnilina

C14:2

3-hidroxi-telradecanoilcarnilina

C14Q0H

Hexadecanoilcamilina (palmitoilcarnitina)

Ci6

Hexadecenoilcamilina

C16:1

3-hidroxi-hexadecanoilcarnilina

C160H

3-hidroxi-hexadecenoilearnilinal
Hepladecancilcarnilina 2

C16:10HC17

QOcladecancilcarnilina (estearoilca rnitina)

Ci8

Ocladecenoilcarnilina (oleilcarnilina)

C18:1

Octadecadienoilcarnilina (linoleilcarnitina)

c18:2

3-hidroxi-ocladecanoilcamilina

C180H

3-hidroxi-octadecenoilcarnilina

C18:10H

3-hidroxi-octadecadienoilcarnilina

C18:20H

Eicosanoilcarnitina (araquidoilcamilina)

C20

Docosanailcamilina (behenoilcarnilina)

c22

Telracosanoilearnitina (lignoceroilcarnilina)

C24

Hexacosanoilcarnilina (cerotailcarnilina)

Cc26

Compuestos catdnicos

Succinilacetona !

SA

Nucledsidos

Adenosina

ADO

2-desoxiadenosina

D-ADO

Lisofosfolipidos

C20.0 lisofosfalidilcalina

C20:0-LPC

C22:0 liscfosfalidilcolina

C€22.0-LPC

C24:0 lisofosfatidilcolina

C24.0-.LPC

C26:0 lisofosfalidilcolina

C26:0-LPC

succinilacelona NeoBase 2 (3046-0010),

2 Los analilos de eslas filas son isémeros o isGbaras

aspeclromelnia de {andem masas.

ETC .mmmvg s.e:
|ELA A-RAVEGR ¢
,MAR APODERADO

y succindacalona requiere ol uso de la so'ucidn de gnsayo de

Y no se pueden distinguir en el expermento de

ETC INTERNACIONAL 8.

Lic. Daniela

. Direcclén fécnica
Biotecndloga - Bidloga Molbcutar
2

M.N. LB

nzélez 7~

884964<A PI(—I NPM#ANMAT

Pagina 3 de 60



13908221-6 (es)
RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO

Unos niveles en sangre andmalos de cualquiera de los analilos que mide e kit NeoBase 2
Non-derivalized MSMS (tabla 1) puede indicar la existencia de un iraslorno metabdlico
congeénito (deficiencia metabdlica genélica) {1-27). Por ejemplo, ta carnilina libre (CO) y las
acilcarnilinas son marcadores de lrasiomos en la oxidacion de los acidos grasos (FAQ) o
de acidurias orgéanicas (OA); los aminoacidos son marcadores de las aminoacidopalias o
hiperamonemia; |3 succinilacetona (SA} es el marcador principal de la aminoacidopalia
conocida como tlirosinemia de fipo [ los nucledsidos adenosina (ADO) vy
2.desoxiadenosina (D-ADO) son marcadores del trastorno del metabolismo de fas purinas
denominado inmunodeficiencia combinada grave por déficit de adenosina desaminasa; y
C26:0 lisofosfalidiicolina (C26:0-LPC) es un marcador de la adrenoleucodistrofia ligada al

cromosoma X.

El kit NeoBase 2 Non-derivatized MSMS es capaz de medir 57 analitos mullipes (es decir,
14 aminoacidos, 38 carnilinas, 2 nucledsidos, succinilacelona y 4 lisofosfatidilcolinas) en un
solo ensayo (tabla 2). No obstante, el kil real se suministra con un conjunlo represenlalivo
de reaclivos que incluyen 30 analilos de control del kit y 30 estandares inlemos. Esto es
posible porque aigunos analitos con una longilud de cadena similar o una estructura
quimica que se asemeje de algtin ofro medo lienen lambién caracterislicas de rendimiento
dominantemiente simitares en la medicion mediante especlromelria de masas. Por lo lanlo,
los analogos de camitina individuales pueden cuanlificarse utilizando su eslandar indireclo
inlerno comin mas cercano y el conlrol proporcionado con ef kit. Por ejemplo, el estandar
inlerno C18 se puede ulilizar para calcular fas concentraciones de 1as series de acilearnilina
C18, C18:1, C18:2, C180H, C18:10H Yy C18:20H. En esle mélodo, se presupone que la
exaclilud puede verse afectada, pero no la precisién. Ademas, gracias a esla similitud, el
C18 no marcado se puede ulilizar como control indireclo externo para toda la serie C18 de
acilcarnilinas. Mientras el esténdar intemo y el conlrol indirecto exierno elegidos para
cuanlificar un analito concrelo se mantengan constantes para analizar las muestras del
pacienle, se puede distinguir entre mueslras apareniemente normales y mueslfas con un

valor aparenlemente alto.

Para medif las acilcarnilinas y lisofosfatidilcolinas (LPC) C20-C26 de cadena mas larga, la
espedie con una mayor longilud de cadena {acilcarnitina C26 y C26:0-LPC} y sus andlogos
marcados con isélopos correspondientes se ulilizan de forma similar como conlroles
indirectos y estandares internos. Eslo se debe a que las diferencias en la longilud de la
cadena denlro de eslos grupos de analilos de cadena mas larga son relalivamenle
pequenas ¥, por lo lanto, sus caracleristicas de rendimienlo también son muy similares en
el especlrdmelro de masas. Gracias a las simililudes estruclurales y @ los palrones de
fragmentacion similares en el espectromelro de masas, €l esténdar interno de arginina
(Hs,1*C-Arg) lambién se usa como eslandar indireclo inlerno comun para la medicion de
arginina (Arg) y acido argininosuccinico (Asa), incluso si se proporcionan los conlroles
especificos de los analilos para estas dos suslancias.

£n la tabla 2 se resume la correspondencia eslablecida enlre los analitos medidos del kil y
sus conlroles y estdndares inlernos seleccionados.
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Tabla 2. Analitos que mide el Kil CARNITI
NeoBase 2 Non-derivalized MSMS y sus — NAS
correspondientes estandares inlernos y Analito Esténdar 1 o000
Interno poihabd
conlroles. Cco 2H:-CO Cco
c2 ’H:-
AMINOACIDOS c3 ZH;-gg Sﬁ
PR Eslandar N— C3DC\C40H ’H:-C4 c4
interno C4 2H:-C4 [
Ala ‘Hi;‘aAla Ala C4DC\C50H 2H.-C5 C5
Arg "He,"'C-Arg Arg C5 ?H;-C5 C5
Asa' *H.,"*C-Arg Asa C51 ?H.-C5 c5
Cit *HCit Git C5DCVCE0H ’H:-C5DC C5DC
GinlLys *Cs-Gin Gin [ 2H:-C6 [
Glu iCs-Gln Gin CohC H.C5DC | €500
Gly “N,2-*C-Gly Gly cs 2H,-C8 c8
Leulllz\Pro-OH “Hs-Leu Ley C8:1 ?H:-C8 Cc8
Mel Hy-Met Hel c10 ?H:-C10 C10
om ;Hf..Om Om C10:1 2H.-C10 C10
Phe = =-Phe Phe - C10:2 ’H:C10 C10
Pro Cx-Pro Pro ciz ?H:-C12 c12
Tyr CeTyr Tyr Ciz1 H.ciz | ci2
Val ¥N-Ce-Val val C14 “H-C14 C14
“ 2
' Ef Asa se mide como la concenlracién lolal de g”:; zHYCM i
Asa y sus anhidridos. = oo 14
C140H “H:-C14 C14
COMPUESTOS CETONICOS c(i:: H, 01 £15
Eslandar = At c1e
Analito e Control C160H *H;-C16 C16
s TG MPP? SA C16:10H\C17 *Hy-C16 C16
ci8 *H;-C18 ci8
2 Derivado de fa succintacelona (SA) marcado con cie:1 “Hs-C18 c18
un isdlope estable acido propanolco 3-(5-met-1H- Cci8:2 *H:-C18 ci8
pirazol-3-il} {(1PP) C180H “H=C18 C18
C18:10H *H:-C18 C18
NUCLEO’SEDOS €18:20H H:-C18 Cc18
Analilo E]zttan:‘l:r Confrol €20 _‘H;--C?S €26
5 2 e; 1o ST C22 “H:-C26 Cc28
o C24 2H:-C26 c26
D-ADO Cs-dADD ADO C26 *H:-C26 C26
LISOFOSFOLIPIDOS
Estandar
Analito intero Conirol
C20.0-LPC | "H«-C26:0-LPC | C26:0-LPC
C22.0-LPC | “H:-C26:0-LPC | C26:0-LPC e T TR
CZ4.0.PC | *H+C26:0.LPC | C26:0-LPC ETC INTERNACIONAL S.A,
C26.0PC | “HeC26:0-LPC | C26:0-LPC Lic, Daniala Gonzdlez
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Trastornos de los aminoécidos (AA)

En las aminoacidopalias, las enzimas necesarias para el melabolismo de delerminados
aminodcidos no esldn disponibles o tienen una aclividad reducida. Como resullado, se
preduce un aumento de la concenlracion de los aminoscidos afeclados y de los metabolitos
alternalivos (como la succinilacelona o SA) en el organismo del recién nacido (11,12). Estos
niveles elevados pueden lener efectos muy perjudiciales en la salud del recién nacido e
incluso provocar su muere. A conlinuacién se citan algunos efemplos de las
aminoacidopalias mds frecuentes.

La fenilcetonuria (PKU) es un lraslorno del metabolismo de los aminc4cidos aromaticos que
consiste en la incapacidad de converir Ia fenilalanina (Phe) en lirosina (Tyr). Si no se lrata
debidamente, la PKU produce dislinlos grados de relraso mental. La hiperfenilalaninemia
produce retraso menlal y rigidez muscular. La homocistinuria produce enfermedad oclusiva
vascular, osleoporosis, acumulacién de homocistelna y melionina (Mel) y relrasos variables
en el desarrollo. La enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce (MSUD) esta
provocada por una alleracién en el metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada
que da como resullado niveles elevados de leucina (Leu), isoleucina (lle) y valina (Val) en
la sangre. Sino se lrata debidamente, provoca un alelargamiento progresivo con resultado
final de coma, asi como retraso en el desarrollo y convulsiones. La tirosinemia de tipo |
(irosinemia heredilaria) produce insuficiencia hepitica aguda o cirrosis cronica y carcinoma
hepatocelular. La cilrulinemia produce convulsiones, anorexia, vomitos y lelargo, seguidos
rapidamente de un estado de coma polencialmente moral [1-10}.

Las hiperamenemias, o los Irastomos del ciclo de la urea, lienen su causa en una deficiencia
de una de las enzimas del ciclo de Ia urea. Las hiperamonemias graves dan lugar a la
acumulacién de amoniaco y sus melabolitos precursores en el cuerpo y pueden dar lugar
a cora, convulsiones e incluso la muerte. En la deficiencia de 1a omilina Iranscarbamilasa
(OTCD), exisle una deficiencia de Ia enzima omilina lranscarbamilasa, fo que da lugar a
una reduccion en el nivel de cilrulina (Cil) y a niveles elevados de glulamina (GIn) y 4cido
ordlico en la sangre. En la deficiencia de argininosuccinato llasa (ASA-LD), exisle una
deficiencia de la enzima responsable de la escisién del dcido argininosuccinico (Asa) a Arg
y acido fumdrico y. por lo tanlo, se produce un nivel elevado de Asa en la sangre [13-18).

Trastornos de la oxidacién de los dcidos grasos (FAQ)

La carnilina libre (CO) y las acilcarnitinas son marcadores de {raslornos de la oxidacién de
los dcidos grasos (FAQ) o de acidurias orgadnicas (OA). En los Irastornos de la FAQ {comao
la deficiencia de absorcién de camilina o CUD y la deficiencia de fa acil-CoA
deshidrogenasa de cadena media o MCAD), las enzimas necesarias para la
descomposicién de los dcidos grasos no estan disponibles o tienen una aclividad reducida,
La descomposicion, u oxidacion, de los dcidos grasos es necesaria para la produccion de
energia cuando los niveles de glucosa son bajos. Sin este suministro de energia, algunas
personas pueden lener episcdios recurrentes de hipoglucemia. En casos de ayuno, a
menudo provocados por enfermedades como infecciones de los oldos o gripe, se pueden
producir crisis metabdlicas. Los individuos afeclados pueden presentar vomilos, diarrea,
alelargamiento, ataques o caer en un eslado de coma. Si los lrastornes de la FAQ no se
diagnostican a liempo, pueden provocar una acumulacién excesiva de grasa en el higado,
el corazén y los rifiones. Esta acumulacion puede provocar una gran variedad de sintomas
que abarcan desde una insuficiencia hepalica, una encefalopatia, y complicaciones
cardiacas y de la visla, hasla problemas de lipo general relacionados con el desarrollo
muscular. Muchos de eslos sintomas clinicos pueden provacar la muerte [1-10).

ETC INTERNACIONAL SA.
MARIELA A-RAVEGL A
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Trastornos de aciduria organica {0A)

En la aciduria organica (como Ia acidemia glutarica de lipo | 0 GA1 y la acidemia isovalérica
0 AlV}, se alleran las vias melabdlicas de los dcidos organicos y, por lo lanto, fa
acumulacion de los 4cidos en sangre y arina modifica el equilibro dcido-base del organismo.
Las modificaciones o adaptacicnes resullantes en las vias melabdlicas intermedias pueden
provocar numerosos sinlomas clinicos, entre los que cabe cilar acidosis, celosis e
hiperamonemia melabélica, desarrollo insuficiente, sepsis o coma [1-10).

Trastorno del metabollsmo de las purinas

La Inmunodeficiencia combinada grave {IDCG) por déficil de adenosina desaminasa (ADA)
es un trasfomno heredilario del metabolismo de las purinas. Debido a la deficiencia de la
enzima adenosina desaminasa, se acumulan en la sangre adenosina (ADO) y
2'-desoxiadenosina (D-ADO). La inmunodeficiencla combinada grave por déficit de
adenosina desaminasa produce un delerioro lento de la funcién inmunitaria y, si la
enfermedad no se lrala, en casos extremos puede provocar incluso la muerte [19-21].

Trastornos peroxisomales

La adrenoleucodisirofia figada al cromosoma X (ALD-X) es una enfermedad metabdlica
progresiva que afecla a las glandulas suprarrenales y al sislema nervioso. Los pacientes
con ALD-X presentan un déficit en la beta-oxidacion (B-oxidacién) de los dcidos grasos de
cadena muy larga (VLCFA), lo que da lugar a la acumulacion de estos en el plasma y en
ios tejidos. Se ha demostrado que la acumulacion de VLCFA provoca la acumulacion de
C26.0-LPC en pacientes con ALD-X. En funcién del alcance de la acumulacién, la ALD-X
puede provocar diversos Irastornos que abarcan desde una esclerosis feve a un dafio
cerebral grave [22-27).

PRINCIPIOS DEL ENSAYO

La medicion de aminedcidos, succinilacelona, carnilina libre y acilcamilinas, nucledsidos y
lisofosfolipidos con el ensayo NeoBase 2 implica la exlraccién de analitos a parlir de
manchas de sangre seca con una solucién que conliene estdndares inlernos marcados, asi
como su andlisis mediante un sislema de especlrometria de ldndem masas (MSMS) en el
modo de menilorizacién de reaccion multiple (MRM) (figura 1). La respuesla de cada analilo
en relacién con su estandar intema correspondienle es proporcional a la concentracion del
analito.

El sistema MSMS consta de un sislema de administracion de mueslras acoplado a una
fuente de ionizacién por eleclronebulizacion (ESI) y a un especlrémelro de masas con la
tecnolegia de lriple cuadrupolo. Los datos se adquieren y se procesan mediante el paquele
de software incluido en el sistema.

Los analitos presentes en el extracto de muestras se introducen en el especlromelro de
masas a lravés del sistema de adminislracion de muesiras. En la fuenle de iones de ESI,
los analitos adquieren una carga posiliva o negaliva y se lransfieren desde la solucién hasla
la fase gaseosa. Los iones se lransfieren a conlinuacién al especlrémelro de mesas, que
consla de dos conjuntos de cuadrupolos (MS1 y MS2) y una celda de colision enlre los
cuadrupolos. El espectrémelro de masas clasifica y separa los iones conforme a su relacion
masa a carga (valor m/z).

R,
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En ¢l modo de adquisicion MRM, MS1 se configura para seleccionar un ion precursor
concrelo. Tras la selecci6n de MSH, el ion precursor se envia a la celda de colisién, en la
que se produce una disoclacién provocada por la colisién (CID) y el ion precursor se
fragmenta en varios iones produclo. A conlinuacién, solo se permite que un ion produclo
especifico seleccionado pase por MS2 para llegar al deteclor y registrar una transicion
mediante MRM enlre el ion precursor especifico del analilo y el ion produclo. Todos los
jones produclo no especificados se filiran. Como ejemplo, en |2 figura 1 se muesiran las
estructuras quimicas de la D-ADO, su ion precursor y su jon produclo en el modo de
ionizacion posiliva.

Figura 1. Especiromelria de tAndem masas (MSMS) ulilizada en el modo MRM.
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En el ensayo NeoBase 2 Non-derivalized IASMS, se realiza una extraccion de analilos para
los aminodcidos, las camitinas, los nucledsidos y los lisofosfolipidos, lo cual se realiza de
forma sencilla anadiendo a la muestra durante el paso de incubacién la solucion de lrabajo
de exiraccion (EWS) que conliene la solucién de exiraccion NeoBase 2 y los eslandares

inlernos NeoBase 2. No obslanle, para la exiraccion y medicion de SA; el compuesto tiene _

que derivalizarse. Estas operaciones tienen lugar al mismo liempo que la extraccién de
olros analitos ahadiendo una porcién de solucion de ensayo de succinilacetona NeoBase 2
ala EWS.

La SA es una dicelona reacliva {figura 2). y, como lal, este analilo liende a reaccionar con
los grupos aminos de residuos amino&cidos de péplidos y proleinas presentes en Ia sangre.
Asi pues, la SA se une por lo general a las proleinas de la muestra (figura 2). En el ensayo
NeoBase 2, la SA se derivaliza con hidracina (una base mas fuerle que los residuos
aminodcidos). Esla reaccion deliene la inleraccion de la SA con las proleinas y |a susliluye
por una interaccion més eslable con \a diamina: la hidracina. Esta reaccion crea un producto
muy estable parecido al pirazol que, a continuacion, se extrae con el resto de analilos que
se miden en esle ensayo. Como consecuencia, en el ensayo MSHMS la SA se mide como el
derivado 4cido propanoico 3-{5-melil-1H-pirazol-3-11), al que se hace referencia en esle
documento con el aceonimo MPP (figura 3). Por Ullimo, para lograr la cuanlificacion de la
SA. en la solucion de lrabajo de extraccion se incluye como estandar interno un analogo de
MPP marcado con isolopos.

Mota: ademas deta SA, la extraccion y la medicion de Asa requiere el uso de la solucion de
ensayo de succinifacelona NeoBase 2.
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Figura 2. Formas de succinilacetona {SA) unidas a la proleina y libres.
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Flgura 3. Derivalizacion y exiraccion de succinilacetona (SA) con la solucién de ensayo de
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CONTENIDO DEL KIT

Cada kit NeoBase™ 2 Non-derivatized MSMS conliene reaclivos para 260 ensayos. El kit
esld disefado con soluciones de ensayo NeoBase™ 2 sin derivalizacion (MeoBase™ 2
Non-derivalized Assay Solultions) (3045-0010) que constan de solvente de flujo Neo MSMS
y solucion de extraccion NeoBase™ 2. La medicién de SA y Asa requiere el uso de la
sclucién de ensayo de succinilacetona NeoBase™ 2 (NeoBase™ 2 Succinylacetone Assay
Solution) (3046-0010).

La fecha de caducldad del kil sin abrir viene indicada en una eliqueta exterior. Almacene
cada componente del kit tal y como se indique en Ias eliquelas correspondientes.

Una vez abiertos, los componenles del kit son eslables durante un maximo de 4 semanas,
si se ulilizan lal como se describe en la seccion "PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO™.

Componenle Canlidad Almacenamiente y caducidad

NeoBase 2 Inlernal 1 vial, seco Estable a una temperalura comprendida
Standards enlre +2 °C y +8 °C hasla la fecha de
(Eslandares internos caducidad indicada en fa eliqueta del
NeoBase 2) vial. Una vez abierlos y reconsliluidos,

los estdndares internos son eslables
duranle 4 semanas a una temperalura
comprendida enlre +2 *C y +8 °C cuando
se conservan en el vial original resellado.

Las concenlraciones exaclas de los aminodcidos marcados con isétopos, asl como de
succinilacelona, carnitina libre, acilearnilinas, nucledsidos y eslandares inlernos de
lisofosfalidilcolina, medidas por el fabricante, se indican el certificado de conlrol de calidad
especifico del lole, incluido en el kil.

Elkit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS se ha calibrado con caempuestos de referencia no
marcados de pureza y canlidad conocidas, Los compueslos de referencia se pesan,
disuelven y diluyen velumélricamente a las concenlraciones definidas.

NecBase 2 Confrols 3 casselles de papel Almacenar refrigerado, prolegido de la

Lowy, High de fillro (Whatman, humedad y de la luz, y en la bolsa
(Controles NeoBase 2 n°903) con 3 original laminada infundida con
bajo, alto) manchas de cada desecante. Eslable a una lemperalura
nivel per casselte comprendida enire +2 °C y +8 °C hasla
En la tabla 3 se la fecha de caducidad indicada en Ia
incluyen las eliqueta de la bolsa. Una vez abiertos,
concenlraciones les conlroles pueden almacenarse a una
aproximadas. lemperatura comprendida enlre +2 °C y

+8 °C durante 4 semanas en su bolsa
original laminada con desecante, que se
coloca dentro de una bolsa de plaslico
resellable con un desecante.
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Tabla 3. Analitos incluidos en los controles Necbase 2 bajo y alto y sus concentraciones
aproximadas (pmol/L).

Analito Control bajo (L) Caontrol alto (H)
Ala 450 1000
Arg 25.0 140
Asa 3.00 36.0
Cit 40.0 160
Gin 650 1400
Gly 480 1200
Leu 230 200
Met 40.0 200
Om 160 500
Phe 90.0 300
Pro 250 750
Tyr 150 560
Val 220 500
Cco 38.0 150
G2 30.0 90.0
c3 4.70 14.0
C4 0.80 3.00
C5 0.80 3.00

C5DC 0.35 1.70
Cé 0.30 1.50
cs 0.60 3.00
Ci0 0.30 2.00
Cc12 0.30 1.50
C14 0.35 200
Ci6 2.20 12.0
ci8 1.30 4.50
c2s 0.60 1.60
SA 2.60 10.0

ADO 1.20 5.00
C26:0-LPC 1.00 3.00

Las concenlraciones y las desviaclones estandar de los conlroles medidas porel fabricante
se indican en el cetificado de conlrol de calidad especifico del lote, incluido en el kit. Cada
laboratorio debe establecer su propio inlervale y valor medio aceplables.

Los conlroles se preparan a partir de sangre humana con una concenlracién de
hemoglobina ajuslada de 17 + 0.5 g/dL.
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Componenle Canlidad Almacenamienlo y caducidad

Microplate, U-bollomed 20 placas De+2“Ca+30°Chaslala

{Microplaca, con fondo en U) fecha de caducidad indicada
en iz eliquela.

Adhesive microplale covers 20 hojas De +2 °C a +30 °C hasta la

(Tapas adhesivas para fecha de caducidad indicada

microplacas) en la eliqueta.

Barcode labels 30 uds (10 codigos de Nota: Los cédigos de barras

for lhe plales barras diferentes, 3 uds son especificos para el lole del

{Etiquetas de cbdigos de de cada) kit.

barras para las placas)

Lot-specific quality 1 unidad

control cerlificale

(Cerlificado de conlrol de

calidad especifico del lote)

MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO CON EL KIT

E1 kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS forma parie de un sislema complefo de reaclivos
e instrumental para el cribado neonatal, Eif sistema requiere los siguienles componenles,
que se pueden obtener de Wallac Oy o de PerkinElmer, Inc. y sus dislribuidores’.

1. QSight™ MD Screening Syslem, TQD MSMS Screening Syslem o Xevo TQD MSMS
Screening Syslem

2. Soluciones de ensayo NeoBase 2 sin derivalizacién (NeoBase 2 Non-derivalized Assay
Solulions) (n° de ref, 3045-0010}), que conlienen solvente de flujo Neo MSMS y solucion

de exiraccion NeoBase 2
3. Solucitn de ensaye de succinilacetona NeoBase 2 (NeoBase 2 Succinylacelone Assay

Solution) (n® de ref. 3046-0010)

4. Taladro, con capacidad para perforar discos de papel de fillro con un diametro de
3.2 mm (1/8 pulgadas) [por ej. el Wallac DBS Puncher {n® de rel. 1296-071), Panthera-
Puncher™ @ (n° de ref, 2081-0010) o un taladro manual (n° de ref. 10457593)]

5. TrNEST™ Incubalor Shaker (n° de ref. 1296-0050) o equivalente

6. Software MSMS Workslation (n® de ref. 5002-0540) ulilizado para el calculo de
resultados con el QSight MD Screening Syslem

Ademas del sistema, se necesila lo siguiente:

pipeteador (30-300 pL)

! Compruebe 12 disponilidad con su disiibuidor focal.
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- puntas de pipeta

- pipelas o probetas graduadas para medir volimenes de reaclivos en mlL

- mezclador para la reconslilucion de eslandares internos NeoBase 2 (p. g]., mezclador
de rodillo 0 mezclador de agitacion)

- bafo de ullrasonidos con calefaccion

- recipienles de reaclivo

- campana de humos quimica

- papel de fillro que conliene el dispesilivo de toma de muesiras (larjela) que cumpla los
reglamenlos locales perlinenies

- acelonildlo de grado LC-MS

- melanol de grado LC-MS

- Agua de calidad ‘reaclivo para laboratorio clinico™ (CLRW, CLSI) o agua desionizada
equivalenle

- paqueles de desecanles que contengan aproximadamente 2 g de gel de sllice

SOLUCIONES DE LAVADO PARA LOS INSTRUMENTOS

Prepare las soluciones de lavado para el QSight MD Screening System (aqui, QSight), el
TQD MSMS Screening Syslem (aqui, TQD) y/o el Xevo TQD MSMS Screening System
(aqui, Xevo).

Lavado 1 y 2 (QSight): se recomienda ulilizar la opcién de solucién de lavado definida

durante la instalaci6n del mélodo de ensayo por parte del personal de PerkinElmer.

Opcién 1: Mezcla de acelonilrilo y agua en una proporcion de 84:16 tanto para el lavado 1
como para el lavado 2.

Opcién 2: Mezcla de metanol y agua en una proporcion de 10:90 para el lavado 1 y de
75:25 para el lavado 2.

Lavado suave e Intenso (Xevo) y solucién de lavado (TQD): mezcla de acelonilrilo y
agua en una proporcion de 84:16.

El mélodo de mueslreo por MSMS incluye ciclos de lavado enlre cada muestra. Asegirese
de que el frasco de Iz solucion de lavado contenga al menos 500 mL de solucién de lavado
anles de comenzar el ensayo.

Lavado de sellos para QSight: mezcla de metanol y agua en una proporcién de 20:80.
Aseglirese de que el frasco de la solucion de lavado conlenga al menos 250 mL de solucién
de lavado de sellos antes de comenzar el ensayo.

Lavado de sellos para Xevo: mezcla de acetonilrilo y agua en una proporcién de 10:90.
Aseglirese de que el frasco de la solucién de lavado conlenga al menos 500 mL de solucion
de lavado de sellos antes de comenzar €l ensayo.

TOMA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Para el cribado neonatal es preferible tomar una muestra de sangre medianle puncién en
el {alén con aplicacion directa en un papel de fillro [28]. Si no se aplica la muesira
directamente sobre el papel de fillro (es decir, no se uliiza el método de referencia}, no
utilice tubos ni lubos capilares de EDTA o cilralo para recoger la sangre.
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Consulte las normativas de caracler local para conocer fos liempos y las lomas de muestras
de cribado adecuados.

Los métodos basados en muestras de sangre seca requieren una obtencién, manipulacion
y Iransporte adecuados. La lécnica de toma de mueslras se describe con detalle en nomas
y directrices, como la norma CLSI NBS01-A8 [28]. En ellas puede recomendarse el plazo
de fiempo en el que deben lomarse las muestras de sangre para efecluar un cribado
neonatal. La recomendacion de la norma CLSI es tomar la muestra 24 horas después del
nacimiento.

La informacion Identificada en el disposilivo de toma de muesiras debe completarse
completamente.

Algunos laboralorios de cribado pueden solicitar informacién adicional en el disposilivo de
toma de mueslras; por ejemplo si el bebé fue pretérmine o postérmino y, en esle caso, en
que grado, si fug un parlo gemelar, informacién acerca de la alimenlacion y posibles
antibidlicos, y si se realizé alguna transfusion de sangre. Consulle [as normalivas de
cardcler local y las politicas instilucionales para conocer las desviaciones con respecto a la
informacion minima necesaria sobre el disposilivo de oma de muesiras.

Las muestras deben almacenarse en un entorno de baja humedad (humedad relaliva,
HR <30%) y a temperalura ambiente antes det analisis. Para almacenar las muestras a
largo plazo, se recomienda un bajo nivel de humedad ¥ lemperaluras bajas (enlorno
refrigerado o lemperaluras inferiores a -20 *C) [28). El analisis relrospeciive de muesiras
de recién nacidos almacenadas a largo plazo puede dar lugar a resullados falsos negalivos
0 falsos posilives en casos especiales debido a la inestabilidad polencial de algunos
analiles en la sangre.

Estabilldad de las muestras

Se sabe que la mayoria de aminodcidos Y acilcamnitinas son relalivamente estables si las
mueslras de sangre seca se almacenan 3 lemperaturas bajas y en condiciones de baja
humedad {29,30]. El almacenamiento de mueslras en ambientes con temperalura y
humedad elevadas aumenta el riesgo de obtener falsos negalivos en el cribado, sobre todo
en los andlisis de Mel, SA, Gln, C0, C2 yC3.

La influencia del tiempo de almacenamienlo, asf como de la lemperatura y de la humedad
en las concentraciones de analitos se esludid con seis muesiras de sangre seca
procedentes de adullos. En la labla 4 se muesira el promedio respecto a la concentracién
del dia cero calculado en seis muesiras lomadas en los dias 1, 5y 14 y analizadas en cualro
condiciones de ensayo. Se presentan los resullados referenles a los analilos cuyas
concenlraciones endégenas o enriquecidas permilen ver las tendencias potenciales.

18
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Tabhla 4. Influencia del liempo de almacenamiento, asi como de la temperatura y de la
humedad en los analilos esludiados. Se mueslra (a eslabilidad media de seis muestras en
los dias 1, 5y 14 en comparacién con fa concentracidn del dia cero analizada en cualro

condiciones de ensayo.

. i +21°C, expuesto a +3§°C, HR 80%,
Fandrean | bionen | condetones ouestoa
desecanle ambilentales {HR 25%~70%) amblentales
Analito id 5d 14d id 5d 14d 1d 5d 14d 1d §d 14d
Ala -1% 2% 5% 4% | 05% 0% -1% 2% | 05% ] 2% 1% 2%
Arg -18 3% 6% -45% 5% -1%% 0is 1% 4% | -15%
Asa 4% S | 108 | 8% 6% | -10% G5 -3y <105 | 8%
Ci 5% 1% 3% 2% |08% | 2% 03| 4 [os5%] 2
GhnLys 03% | 4% 1% <235 3% -5% -5 |07 8% | -18%
Gly -2% 2% 633 B O-01% ] 2% 3% -5% 2% | %
Lewlis\Pro-OH | -13% 2% 4% 3% | 075 | A% (05 -2 2% | 2%
Met -1%% 2% 3% At 2% B% -23% 5% 8% | -24%
Oom 023% | 2% 6% 1% 1% 0335 | 03% | -5% -4% [-08%
Fhe -1% 15 3% 3% | 08% | 2% -1% 23 2% | 4%
Fro -2 1% 9% 4% [ 04% 3% 2% 3% 5% 3% -15% 4%
Tyr -2% 2% 7% 34 1% 3% -2% -2 3% 4% | 7% |10
Val -2% 2% 9% =355 2% 455 -1% 5% 453 2% | -1% %%
co <23 4% 2] 3% 2% 2% )| 04% 2% 2% 123 | 28% | 53%
cz -3% 2% 6% -7 1% | 019 | 2% 6% 635 | -20% | -50% | 793
c3 3% -1% 5% 4% e -3% 4% -15% 2% | -14% | 245 [ 500
C4 -1%% i 7% 1% | 081 8% 63% -1% 3% -T% | -15% [ -34%
CACCL50H | -23% 1% | 0.1%5 | 5% 3% -5% 2% -2 <% 5% | -11% |-28%
c5 1% 5% 9% | 043 4 535 3% 35h % |09 | 25 | 1%
C5CCICACH 0% % 7% 2%H 0285 7% 3% 2 4% -1% P | -20%
cs -23% 3% 2% {06 2% 3% 5% % 455 B3 | -13% | 30%
cs8 2% 2% 4% ] 0.7% | 06% | 5% 535 19 | 03% | 23 |02 ] 8%
cio 1% 7] 5% 2% 2% 4% 4% 23 | 09% | 2% 1% -5
Ci2 06% [ 015 | 8% |01 ] 21 2% 3% 1% 1% -3% 2% 3%
Ci4 3% &3 7 |02 | 2% 5% 8% 3% 455 | D3| 2 |
cis 03| 5% ) -2%% 45 155 | 09% | 1% 3% [30% | 4% | .6
cia 07% | 2% 4% -5% 2% -15% -2% -3 | 0.1% 8% | 1% [-13%
€181 2% 1% 2% ¥ o] 06% | 5% 4% % A3 | 83 | 23 |20
ci1gz 3% | 08% | 2% 6% 135 7 5% ~3% 5% | 1235 | 14% | 245
cz 05 2% 07% | 07% | 045 ] 6% 45 3% | 06% | an | 45 | 8%
SA 2% 4% 18 | 4% | 200 | 919 | .23 | 143 223 | 6% | B7% |.75%
ACO D9G| 15% 4% |07 | 4% 1% 435 -1%% 3% $9% | 2507 | 4003
C28 0-LFC 06% | 29% | 2% -2% 4% -85 -1%5 B% | -10% | <1335 | 193 | .15%

| 9 \
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CUIDADOS Y PRECAUCGIONES

Para diagnéslico in vilro.
Esle kit debe ser ulilizado nicamente por personal cualificado.

Solo el personal técnico cualificado podra realizar \as tareas de reparacion de todo el equipo
necesario para esle Kil.

Esle kil contiene conlroles fabricados a parlir de sangre humana. La sangre humana se ha
somelido a mélodos de ensayo aprobados por la FDA o equivalenles, y se han oblenido
resullados negativos para el antigeno de superiicie de la hepalilis B, anlicuetpos
anli-hepatilis C y anlicuerpos anti-VIH 1y 2. No obslante, deben seguirse lodas las
precauciones recomendadas para la manipulacién de derivados sanguineos. Consulle |a
publicacion “Biosafely in Microbiological and Biomedical Laboratories” det U.S. Depariment
of Heallh and Human Services o las normas locales o nacionales.

Tralar lodas las muesiras de pacienles como polencialmente infecciosas.

Siga fas normalivas locales para manipular el solvente? de flujo Neo MSMS y la selucion de
exiraccién NeoBase 22, Ulilice proleccion ocular, prendas protecioras y guanles adecuados
que sean resislenles especliicamente 2 las susiancias quimicas que esla manipulando.
Emplee una campana exiraclora de gases de suslancias quimicas duranle el manejo de los
disolventes y asegurese de que los gases de escape de los sistemas de especlromeiria de
masas se evacuan correctamenle de acuerdo con las inslrucciones del fabricante del
instrumento. Compruebe lambién que et laboraloric disponga de la ventilacion adecuada.
Nunca libere los gases de escape del sistema de especlromelria de masas directamenle a

la sala.

La solucion de ensayo de succinilacelona NeoBase 2 (NeoBase 2 Succinylacelone Assay
Solulion®) conliene diclorhidrato de hidracina, que puede provocar una reaccion alérgica en
la piel y cancer.

Todos los residuos deben eliminarse de acuerdo con las normalivas locales.
Debido a la ineslabilidad potencial de algunes analitos en la sangre (p.ej., SA) en

condiciones de lemperatura y humedad elevadas, las muesiras secas deben almacenarse
en condiciones de baja humedad (p. e]..enuna bolsa de plastico sellada conun desecanle).

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Consiille el manual del usuario del sistema de cribado MSMS para oblener més informacion
sobre el funcionamiento y el mantenimiento del especlromelro de masas.

2 ge suminislran por separado en el paquele de soluciones de ensayo sin derivalizacion NeoSase 2 (3045-
0010). Consultar 1a seccion "IMATERIAL NECESARIO, PERO NO SUMINISTRADD CON EL KIT".
2 Ge suminislia por separado en el paguele de soludiones de ensayo de sucdinilacelona NeoBase 2 (3046-
0010). Consu'tar la seccion “MATERIAL NECESARIO, PERO NO SUMINISTRADO CON EL KIT".

ETC INTERNACIONAL SA
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Estabilidad de los componentes durante el uso

Eslandares inlernos NeoBase 2:

Una vez abierlo y reconsliluido, el vial de eslandares internos NeoBase 2 es eslable durante
4 semanas a una lemperalura comprendida entre +2 “Cy +8 °C cuando se conserva en el
vial original resellado.

Nota: ulilice los eslandares internos NeoBase 2 reconsfituidos al mismo fiempo para la
preparacion de la solucion de lrabajo de extraccion (EWS).

Soluci6n de Irabajo de exlraccién (EWS):

Después de la preparacion, fa EWS puede ulilizarse durante 2 semanas cuando se
almacena a una lemperalura comprendida enlre +2 °Cy +8 *Cy prolegidadela luz. Cuando
1a esté ulilizando, almacene esta solucion prolegida de la luz en un {rasco de vidrio para
laboralorio con tapdn roscado hermélicamente cerrado y a una temperatura comprendida
enlre +2 “Cy +°8 °C.

Conlroles NeoBase 2 bajo. allo:

Una vez abiertos, los conlroles NeoBase 2 bajo y alto se pueden almacenar a una
lemperalura comprendida enlre +2 °C y +8 °C duranle 4 semanas en su bolsa original
laminada con desecante, que se coloca denlro de una boisa de plastico resellable con un
desecanle.

Los conlroles NeoBase 2 bajo y allo pueden perforarse previamente en la microplaca
2 horas anles de afadir la solucion de irabajo de extraccion (EWS). Una vez que la EWS
se ha anadido a los pocilles con mueskras perforadas y coniroles, 1a placa de ensayo
tolaimente preparada y sellada puede almacenarse en el automuestreador del sistema de
cribado MSMS durante 35 horas con el QSight y el Xevo y durante 31 horas a lemperalura
ambiente con el TQD anles de comenzar la serie de ensayo.

Solvente de flujo Neo MSMS:

Una vez abierlo e instalado en el sistema de soporie de solvente del instrumenlo MSMS
con los lubos del fillro de enlrada del frasco y el tapén protector, &1 solvente de flujo MSMS
puede ulilizarse duranle 4 semanas cuando se almacena a una lemperalura comprendida
enlre +2 °C y +30 °C. Manlener alejado del calor y de la luz solar.

Solucién de exlraccion NeoBase 2:

Una vez abierla, la solucién de extraccion NeoBase 2 puede ulilizarse durante 4 semanas
cuando se almacena en la oscuridad a una lemperalura comprendida enlre +2 °C y +30 °C.
Al realizar el procedimiento del ensayo, la solucién de exiraccion NeoBase 2 puede
mantenerse expuesla a la luz, pero debe devolverse a un ambienle oscuro una vez
finalizado el procedimiento.

Deseche la solucion de exiraccion inmedialamente después de cumplirse 1a fecha de
caducidad.

Solucion de ensayo de succinilacelona NeoBase 2:
Una vez abierlo, el vial resellado de I2 solucin de ensayo de succinilacetona NeoBase 2
puede ulilizarse durante 4 semanas si s¢ almacena a una temperalura comprendida enire
+2 °C y 48 “C. Almacenar en un lugar 0scuro. “ IRITE
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Preparacion de los reaclivos

*

Reconslitucién de los estandares inlernos NeoBase 2 y preparacion de la solucion de
trabajo de extraccién (EWS).

a) Asegirese de que el vial de esldndares internos NeoBase 2, la solucién de
exiraccion NeoBase 2 y la solucién de ensayo de succinilacetona NeoBase 2 se
hayan llevado a temperalura ambiente (enire +19 °C ¥y +25 'C) antes de usarlos.

D) Reconsliluya el vial de estandares internos NeoBase 2 con 1.4 mL de la solucién
de exlraccion NeoBase 2 y cierre el lapén hemélicamenle. Mezcle el vial
concienzudamente en una posicién herizontal durante un periode comprendido
eénlre 60 y 70 minulos y. después, infrodizealo en un baiio de ullrasonidos durante
3 minulos a 35 °C.

€) Nola: si esld realizando el anlisis para ia SA o el Asa, prepare la EWS segln se
indica en esle paso.

Transfiera 126 mL de solucién de extraccién NeoBase 2 a una probeta y viértalos
en un frasco de vidrio para laboralorio de 250 mL €on un cierre de lapon roscado.
Pipetee 2.6 mL de solucién de ensayo de succinilacelona NeoBase 2 y 1.3 mL de
estandares internos NeoBase 2 reconstiluidos en el frasco de vidrio para laboratorio
que contiene la solucién de exiraccion NeoBase 2. Mezcle la “solucién
minuciosamente evilando el conlaclo con el tapén roscado.

Esto forma la EWS, que conliene estandares intemos de aminoacidos,
acilcarnilinas, succinilacelona, nucledsidos y lisafosfolipidos.

d} Nola: sino esta realizando el andiisis para SA ni para el Asa, prepare la EWS segun
se indica en esle paso.

Transfiera 129 mL de solucion de extraccion NeoBase 2 a una probela y viértalos
€n un frasco de vidrio para laboratorio de 250 mL con un cierre de lapén roscado.
Pipetee 1.3 mL de estdndares internos NeoBase 2 reconsliluidos en el frasco de
vidrio para laboralorio que conliene la solucion de extraccidon NecBase 2. Mezcle la
solucién minuciosamente evitando el conlaclo con el lapén roscadao.

Eslo forma la EWS, que contiene eslandares internos de aminocidos,
acilcarnilinas, nucledsidos y lisofosfolipidos.

e} La solucion de trabajo de exiraccién es eslable durante 2 semanas. Cuando no la
eslé utilizando, almacénela prolegida de la luz en un frasco de vidrio para
laberatorio con un cierre de tapén roscado y a una temperalura comprendida enlre
+2°Cy+8°C.

) Anles de su uso, lleve la EWS a lemperalura ambiente (enlre +19 °C y+25°C)y
mezcle concienzudamente. Evile que Ia solucion enlre en conlaclo con el lapdn
foscado. Una vez usado, devuelva el contenedor de la EWS a
una temperatura comprendida entre +2 °C y +8 °C lo anles posible.

Asegurese de que el paquele del casete de conlroles NeoBase 2 bajo y allo se ha
llevado a temperatura ambiente (entre +19 °C y +25 *C) 30 minulos anles de abrir el
paquete.
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Procedimiento del ensayo

1.

Perfore los discos de papel de fillro de muestras de sangre seca, ulilizando un laladro
automalico o manual, en los pocillos de fa microplaca proporcionada. El diametro de los
discos debe ser de aproximadamente 3.2 mm. Solo se afiade un disco por pocillo. Se
recomienda dejar como blance el primer pocillo (afiada dnicamente solucién de trabajo
de exlracci6n) de cada placa para que el sislema de adminisiracién de muestras y el
especlrémelro de masas se sincronicen. Afada la segunda solucién de lrabajo de
extracclon después del conlrol alto para reducir a un minimo el arrastre del analito ASA
a la primera muesltra, consulle el apartade dedicado al arrasire para obtener una
descripcién delailada. Consulle la figura 4 para conocer la asignacién de placas
recomendada.

Nola: los controles NeoBase 2 bajo y allo y las mueslras pueden perforarse
previamenle en la microplaca 2 horas anles de afadir la solucidn de irabajo de
exlraccién (EWS).

Flgura 4. Asignacion de placas recomendada.

ﬁ T 2 3 3 3 3

EVG

b

NEarpe 4t

Towges A%

e L

Samgi2 €12

EWS: solucion de trabajo de exlraccion; LC: Controles NeoBase 2 bajos; HC: Conlroles
NeoBase 2 allos.

2.

Ulilizando el pipeteado inverso, aiiada 125 L de solucion de Irabajo de extraccion a
cada pocillo que contenga un disco de papel de filtro. Cubra Ia placa con una cubierta
para microplacas adhesiva para garantizar el sellado correclo y reducir al minimo la
evaporacion.

Inmediatamente después de cubriria, agile la placa en el incubador/agitador a +45 °C
durante 30 minulos. La placa puede agitarse a velocidades comprendidas enlre 650 y
750 rpm.

Con el fin de evilar la condensacién de disolvente en la superficie de cubierta de la
placa, relire la cubierta adhesiva de la microplaca inmedialamente después de la
incubacién.

Transflera 100 pL del contenido de cada pocillo a otra microplaca lo anles posible y
cubra la placa con una cubierla adhesiva para micsoplacas para reducir al minimo fa
evaporacion de la solucién. T




139082216 (es) 23

6. Incube durante 60 minulos a temperalura ambiente entre €l paso de lransferenciay la
primera medicién para garanlizar una derivatizacion completa de la succinilacelona
exiralda. El mantenimienlo diario del instrumento y su configuracién de ejecucion se
pueden realizar duranle esle paso.

Nota: este paso puede omilirse si no se estan analizando la SA ni el Asa.

7. Coloque |2 placa cubierta en el aulomuestreador.

Mota: Ia placa de ensayo lotalmente preparada ¥ sellada puede almacenarse en el
automuesireador del sistema de cribado MSMS durante 35 horas con el QSight y el
Xevo y duranle 31 horas a lemperalura ambienle con el TQD antes de comenzar la

serie de ensayo.

8. Para ejecular el ensayo, inicie el programa MSHMS Screening Syslem, cree lislas de
Irabajo y ulilice el mélodo de adquisicion de datos adecuado. Consulle el manual del
usuario del MSMS Screening Syslem para oblener mds informacion.

Nola: asegurese de que las posiciones de la placa del aulomueslreador coincidan con
las de Ias lislas de {rabajo.

9. Deseche la placa después de su uso segin las regulaciones locales.

UTILIZACION DE ETIQUETAS DE CODIGOS DE BARRAS

Las eliquelas con codigos de barras incluidas en este kit estan disehadas para que se
puedan leer y asociar a una lista de trabajo con cada placa. La eliqueta del codigo de barras
se puede colocar en cuzlquier lado de la placa (figura 5}.

Figura 5.
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nt de lote del kit

NOTAS DE PROCEDIMIENTO
1. Para usar esle kil correclamenle, es necesario leer delenidamente este folleto y los

manuales de usuario de MSMS Screening Syslem. Los estandares internos NeoBase 2
y los controles NeoBase 2 bajo y allo suministrados con este kit estan pensados para
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utilizarlos como una sola unidad, 1al come se menciona en el cerlificado de conlrol de
calidad. No mezcle reaclivos iguales de dos kits con distino nomero de lole. No use los
reaclivos de un kil después de la fecha de caducidad impresa enla eliqueta del mismo.

2. Anles de ejecutar el ensayo, el personal cualificado de PerkinElmer debera oplimizar
su instrumento y completar la instalacion del mélodo.

3. Ulilice solo las concenlraciones exactas que se indican en el certificado de conlrol de

calidad especifico del ote de los estandares internos NeoBase 2.
4. Solo podra ajuslar los archivos de adquisicion de dalos el personal cualificado.
5. Cualquier desviacion del procedimiento de ensayo puede afectar a 105 resullados.

6. Efensayo NeoBase 2 solo esla validado con las microplacas y las cubierias de placa
especificas proporcionadas en el kil, por lo que no debe ulilizarse ningin oflro
componenle diferente. Durante el procedimiento de ensayo, tenga cuidado si uliliza
arficulos de plastico no incluidos en el kil, pues los plastificantes pusden fillrarse en la
muesira extraida. Si esta ulilizando arliculos de plastico no incluidos en el kit (como lfas
punias de pipela y los lubos de Falcon), asegurese de que SUS articulos son
compatibles con el acelonitrilo y el melanol y no interfieren con el ensayo NeoBase 2.

7. Las cubiedas adhesivas ulilizadas para cubric la microplaca deben - adherirse
firmemenle a la superficie de la placa para reducir al minimo la evaporacion. Con el fin
de evitar que Ia muestra rebose, quile siempre Ia cubierta adhesiva con cuidado de la
placa.

8. No deben reulilizarse las soluciones que se hayan exiraido de los frascos de reactivo.

9, Asegirese de que todos los pocillos de la microptaca lienen un disco de pape! de filtco

después de perforar la mueslra.

10. Manipule las placas con precaucion para que los discos no se salgan de los pocillos.
Inlente no colocar la placa con fuerza y fenga cuidado de que las placas no choguen.

11. £l ajuste de temperatura para el automuestreador ulilizado es de +20 °C en el QSight
y de +22 °C en el Xevo. En el TQD, la lemperalura del aulomuesireador no se controla
y debe manlenerse a temperalura ambiente,

12. Utilice guantes mientras perfora la muestra de sangre seca. Se recomienda el uso de
guantes de nilrilo.

CALCULO DE RESULTADOS

Las concenlraciones se calculan comparando las intensidades de los analitos medidos con
las de los estandares inlernos mulliplicados por la concentracién de estandares inlemos y
el faclor de respuesla relativa (RRF). EI RRF puede ulilizarse para alinear los instrumenlos
de especiromelria de masas (MSMS) deniro de un laboratorio o enite laboralorios disiinws\.

QSighl MD Screening System incofpora las aplicaciones de sofivare Simplicity™ 3Q MD y
acidos individuales,

IMSMS Workstation para el céleulo de las concentraciones de amino

Simplicity es una marca comercial ge PerinEimer, ing =N
IF- 2023-4088&9
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succinilacelana, carnitina libre y acilcarnitinas, nucledsidos Y lisofosfolipidos, asi como
pregramas para el célculo de sus relaciones de concentracion.

Los sistemas de cribado MSMS TQD y MSMS Xevo incorporan  programas
(MassLynx/NeoLynx) para el calculo de las concenltraciones de aminodcidos individuales,
succinilacetona, camilina libre ¥ acilcamilinas, nucleosidos y lisofosfolipidos, asi como
Programas para el cdlculo de sus relaciones de concentracién,

Monitorizacién del perfil del TIC

Con el fin de verificar que el instrumento MSMS funciona de manera correcta durante las
inyecciones de muesliras individuales, se recomienda monilorizar fos periles del
cromalograma idnico tolal (TIC) y l0s niveles de intensidad de los esldndares inlemos en
las series de ensayos realizadas. Para esle procedimiento, es preciso comprobar el peril
esperado del TIC conforme a la direclriz N8S04 del CLSI [31], mientras que la seiial para
el palr6n interno debe encontrarse en el intervalo recomendado por el personal técnico de
PerkinElmer en el momento de instalar elinsirumento o de implementar el kil. Si el perfil del
TIC no es aceptable o si los recuentos de estandares internos se encuentran fuera de los
limiles aceplables, es preciso repelir el ensayo para la muesira de ese pocillo.

Gontrol de calldad

Los controles alto y bajo de las manchas de sangre incluidos en el kit deben analizarse por
duplicado para cada placa {consulle Ia figura 4 para ver una sugerencia de asignacion de
placas). Los conlroles deben procesarse de la misma manera que las muesliras. En el
certificado de conlrol de calidad se indican fos valores medios y Ia desviacién estdndar
(desv. esl.) para cada analilo en ambos controles. Cada laboratorio debe establecer su
propio inlervalo y valor medio aceplables. La media eslablegida debe estar en + 3
desviaciones eslandar de los valores indicades en el cedificado de control de calidad.
Aseglrese de que se cumplan los requisitos locales y nacionales aplicables.

Asimismo, se recomienda la participacién en programas de conlrol de calidad externos.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Eikil NeoBase 2 Non-derivalized MSMS €5 un ensayo de cribado no previsto para ensayos
de confirmacién o prenatales. Al igual que con cualquier olra prueba de cribado in vilro, los
dafos obtenidos con este kit deben utilizarse Onicamente como ayuda para olros
procedimientos médicos probados, Y sus resullados deben interprelarse junto con ofros
datos clinicos de los que disponga el facullativo. Debera ulilizarse un procedimiento de
diagndstico para confimar los perfiles de aminoécidos, succinilacelona, carnilina libre,
acilcarnilina, nucledsidos y fisofosfolipidos aparentemente anommales. Los usuarios
deberian seguir las direcirices locales para las pruebas de confirmacion y seguimiento.

El ensayo NeoBase 2 Non-derivalized MSMS no detecla Irastornos melabdélicos raros ni
recienlemenle reconocidos cuyos marcadores bioquimicos indicalivos no eslén incluidos
en fa labla 1.
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Si el ensayo NeoBase 2 se realiza sin la solucion de ensayo de succinilacetona NeoBase 2
y sin el paso de incubacién, no es posible medir Ia SA ni el Asa.

Hay que tener en cuenta que el andlisis refrospeclivo de muestras de recién nacidos
almacenadas a largo plazo puede dar lugar a resullados falso negativos debido a la posible
labilidad de algunos analitos.

Se conocen las siguienles causas de resultados anémalos en el ensayo analltico:

- Mueslia que no eslé impregnada de sangre uniformemente

- discos de muestras perforados demasiado cerca del borde de la mancha de sangre

- muestras que se han lomado mal; por ejemplo, si se masajea o aprieta excesivamente
el silio de puncion, podria producirse la hamdlisis de la mueslra o Ia mezcla de liquidos
lisulares con la mueslra. El recubrimiento de la muestra con sucesivas golas de sangre
puede afeclar a los resultados medidos.

- Mueslras secadas incorreclamenle, por ejemplo, calentar o apilar dispositivos de
fecogida de muestras durante el proceso de secado

- la humedad y el vapor o la exposicion a la luz solar direcla son pefudiciales para la
muesira de sangre seca Las muestras y los conlroles pueden perferarse previamente
en la microplaca 2 horas anles de anadir la solucién de lrabajo de exiraccion (EWS).

- manchas de sangre que no se eluyen debido al delerioro de la muestra

- contaminacién del papel de fillro de la mancha de sangre, p. e]., con maleria fecal, erina
y preparados infanliles en formalo liquido [32)

- los desinfectanles, lales como los hisopos de algedén con un analgésico, como
benzocalna o lidocaina, que se utilizan para limpiar ef talén del recién nacido durante
1a loma de mueslras, pueden interferir con los analilos de cribado (consulle la seccién
“CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL ENSAYO — Interferencia). Asimismo, evile
ulilizar olros desinlectantes, como el hexaclorofena, ia povidena, el yodo o cualquier
olro produclo equivalente disponible en el mercado [28]

- las variables tales como el hematacrilo, el lipo de premaluro, el nacimiento premaluro,
la medieacién y la alimentacion parenteral general pueden afectar ala inlerpretacién de
los valores oblenidos [31,33]. Se conocen variaciones relacionadas con la edad en las
concenlraciones de aminoacidos, acilcamilina y camilina libre [34-36].

Consullar también las secciones "NOTAS DE PROCEDIMIENTG™ ¥ "CARACTERISTICAS
ANALITICAS DEL ENSAYO - Inlerferencia®.

- Se conslald que un valor de hemogiobina lolal superior a 217 giL interferia con el
ensayo disminuyendo la concenlracién medida de €26:0-LPC, lo que puede producir un
resullado falso negalivo en el cribado para ALD-X. Consulle la seccion "Inledferencia®
para obtener una informacién completa al respecto.

CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL ENSAYO!

El kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS tiene capacidad para medir 57 analitos. No
obslante, las caracteristicas analilicas del ensayo de 27 analitos se delerminaron y
nolificaron conforme al rendimiento de un estandar indireclo coman de eslos analitos muy
relacionado, Estos analilos, que reciben el nombre de esldndares indirectos comunes en la
tabla 5, son los analilos reales en los que se han determinado las caraclerislicas analilicas
¥ que aparenlemenle son representalivos del rendimiento de todos los andlogos del analito
denlro del grupo correspondiente. Como el esldndar interno de la arginina (*H+,"*C-Arg)

* Estudios rea¥zados en Walac Oy. Turku, Finlandia y en PerkinElmer, Inc., Waitham, MA, EE. UU.
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{ambién se utiliza como estandar interno indirecto comtn para la medicion de Asa, las Tabla 6. Se delerminaron la repelibilidad, asl como la variacion dentro del laboratorio, la
caracleristicas analilicas del Asa se delerminaron ulilizando esle estandar inlerno indireclo variacion entre loles, la variacion enire instrumentos y la variacion total para el kil
com(n para la cuantificacion. NeoBase 2 Non-derivatized MSMS ulitizando un sisiema QSight.
Tabla 5. Andlogos de los analilos NeoBase 2y sus estandares indirectos comunes. Ala
Dentro del Entre Variacién
r Media |Repelibilidad 5 Enlre lotes
Analogos de los analitos NeoBase 2 Eslandamialndéreciozs comungs Muestra| total laboratorio instrumentos total
90CASE DESV.| ..., |DESV. DESV. DESV. | .., IDESV.| s
Gl Gin pmoliL | £ 2| CV% | Tear I €V ey "| CV% [ gy CV% | st | CV%
C3DC\C40H C4 1 161 11 6.5 17 | 98 | 41 | 28 19 12 25 16
C5:1, C4DC\C50H C5 2 31 | 21 | 55 | 27 | 71 | 62 | 1.8 | 17 | 46 | 32 | 90
ceDC €500 3 414 | 24 | 54 | 30 | 68 | 42 | 1.0 | 34 {084 | 30 | 73
Ce:t c8 4 518 | 28 | 53 | 34 | 63 | 15 | 34 [004 {001 | 37 | 7.2
C10:1, C10:2 C10 5 2760 | 132 | 46 | 168 | 55 | 82 | 3.0 | 59 | 2.2 | 188 | 68
ci2: ci2
C14:1,C14:2, C140H Ci4 Arg
C16:1, C160H, C16:10H\C17 Ci6 Dentro def Entre Variacion
C16:1. 018:2, C180H, C18:10H, C18:20H | C18 W Repetibllidad | |10 atorio | ENUC1O1S |ingiumentos| total
C20,C22,C24 C26 DESV. . |DESV. DESV. DESV. DESV.
D-ADO ADO pmollL || eV [\ L eV [Tegr | V% | Teer | OV | st | OV%
C20:0-LPC, C22:0-LPC. C24:0-LPC C26:0-LPC i 7.5 045 | 60 | 062 | 83 | 047 | 68 |<0.01 [<0.01 | 0.78 | 10
A 2 23 13 57 1.7 73 A1 . X <0. 1.7 7.6
Las caraclerislicas analilicas del kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS se han demostrado 043 ] 04 120,01 10,01
2 /i z ; ) 3 69 34 4.9 3.7 5.4 1.7 26 |<0.01 |<0.01 4.1 59
ulilizando lres sistemas de crivado MSMS, a saber, el QSight 210 MD Screening Systern, 4 157 52 | 35 | 80 | 50 | 52 | 356 11 | os7 | 96 61
n° de ref. BCOD4945 (aqui, QSight), el TQD MSMS Sereening System, n° de ref. 1445-006 5 1202 4‘5 3'4 6-0 4‘5 3‘9 3'3 1'9 1 y _’;4 5'7
{aquf, TQD) y el Xevo TQD MSMS Screening Syslem, n° de ref. 1445-0090 {aqui, Xevo). - : - : - 2
- s e 1
Se evaluaron dos protocolos de ensayo NeoBase 2 (con y sin derivalizacion de Asa . §
succinilacelona o SA) basandose en las recomendaciones de las direclrices EP15-A3 del nedia |Repetiviiidad | 22" 98! | oy jotes Efiten Vafiseion
CLS![37). La diferencia relativa de todos los analitos, con excepcion del Asa, fue inferior al thuestral total laboratorio instrumentos total
13%. El Asa difiere de forma considerable (33%) enlre los dos protocolos de ensayo. Asi pmotiL DESV. |~y |PESV| oye, DESV.| o, |DESV cyss DESV.f o
pues, la medicion lanto de Asa como de SA requiere el uso de la solucion de ensayo de EST. EST. EST. EST. EST.
succinilzcelona NeoBase 2 {3046-0010). 1 0.31 006 | 28 | 008 43 | <0.01| 074 | 0.03 14 0.10 32
2 22 |014 | 67 | 024 | 11 | 007 | 31 (010 | 43 | 027 | 12
Los siguientes esludios se realizaron con derivalizacion de succinilacetona. 3 8.1 0301 50 | 076 | 99 [ 044 | 53 | 066 | 7.8 1.1 14
4 21 0.74 3.6 1.7 8.1 085 | 45 1.7 7.8 2.6 12
Precision 5 57 23 3.8 5.6 92 21 4.6 57 8.7 8.2 14
TE! Asa se mide como 13 concenlracion lotal de Asa y sus anhidridos.
La precision se delerminé de acuerdo con el documento CLS| EP05-A3 [38]. Larepetibilidad
y la variacién denlro del laboratorio para el kil NeoBase 2 Non-derivalized MSMS se Cit
basaron en 80 determinaciones: 40 placas medidas a lo largo de 20 dias laborables, donde . Dentro del Entre Variacion
: + 4 Ri
cada placa tenia 2 replicados por muesira. Las muestras se midieron en los lres sislemas Hissiv 'f;;:: |B epetibllidad | (o atorio | M08 |instrumentos total
de cribado MSMS, a saber, QSight, TQD y Xevo. ' DESV.| ..., |DESV.[ ..,,, |DESV. DESV. DESV) ...,
pmoliL EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV%
La variacién entre loles se basé en 75 deleiminaciones: 15 placas medidas a lo largo de 1 10 i1 1 12 | 12 | 12 |033] 30 |<001]o001 | 1.2 | 12
cinco dias laborables ulilizando Ires lotes del kil, donde cada placa tenia 5 replicados por ) 2 68 33 | 50 | 43 | 65 | 21 | 31 i2 | 27 | 50 | 73
mueslra. Se ulilizd un sistema TQD. ) 3 202 | 10 | 51 | 41 | 53 | 54 | 27 [<0.01|<001 | 12 | 69
o 5 . oo ™ 4 470 27 5.8 28 6.3 11 2.3 10 21 33 6.9
La variacion entre instrumentlos se baso en 50 determinaciones en total ulilizando cada uno 5 o057 50 54 55 57 7 | 30 5 16, 64 67

/ 7
ires sistemas de cribado MSMS: 10 placas medidas con dos sistemas QSight, 10 placas { - /
con dos sistemas TQD y 10 placas con dos sislemas Xevo durante 5 dias laborables, donde \i& (

cada placa lenla 5 replicados por mueslra. Los resullados se presentan en las tablas 6.7 )
y8. ETC INTERNACIONAL SA
MARIELA A-RAVEGLA
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GlniLys Phe
. Denlro del Entre Variacion Dentro dei Enlre Variacion
1 :
Muestra ’;:::Ia Repslibilidad laboratorio Enlre lotes Instrumentos total Muesira rf:t:'f Repetibllidad laboratorio Entre lotys inslrumentos lotal
DESV.| .y |DESV.[ ..., [DESV.] " [DEsv. DESV] DESV.| oysy [DESV.| .\, [DESV] " |OESV] [oESV] oV
pmoll est. |SV% |'esy. | V% [ gor | SV% EsT. | V% | ggr | CV% PmolL Vest. | V% |est. | OV |gsr. |V | gar | OV [ Toar | GV
1 43 28 5.9 37 7.8 1.0 2.5 2.9 7.2 4.8 1 1 22 1.1 5.1 1.2 5.8 0.43 1.7 |<0.01 [<0.01 1.3 5.3
2 487 24 4.6 30 5.7 15 3.3 | 0.02 |<0.01 34 6.9 2 127 4.3 34 5.6 4.5 3.5 27 1.2 | 084 | 67 5.3
3 675 35 4.9 43 6.0 33 0.52 1<0.01 |<0.01 43 6.4 3 340 15 4.5 18 4.8 4.7 1.4 |<0.01 | <001 17 5.0
4 1064 52 4.6 65 5.7 37 3.7 13 1.2 75 7.1 4 778 35 45 43 5.5 29 3.8 7.3 0.91 52 6.7
L 5 2274 g4 3.9 136 5.7 20 0.80 i 0.13 | 0.01 138 8.1 5 1436 39 26 65 4.4 17 1.2 23 1.8 71 4.9
’(ﬂy Pro
Dentro del Enlre Variacién | Dentro del Enlre Variacién
Muestra r;‘;:';la Repetibliidad laboratorio Entre lotes instrumentos total Muestra nglia Repetibilidad Iaboratorio Ente lotes inslrumenlos total
DESV.| ... |DESV.]  [DESV. DESV. ., [DESV.[ - ’ DESV.| ooy [DESV.[ ..., [DESV.[ . . [DESV.] _ [DESV. oV
pmoliL Est. | SV% EST. CV% EST. CV% EST. CV¥% EST. CV% pmolil EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CVY% EST. %
1 247 16 6.6 24 9.3 7.8 3.0 3.9 1.6 25 10 1 40 1.8 4.6 2.2 56 | 0.57 1.4 {<0.01 {<001 | 23 57
2 324 19 6.3 23 76 6.6 1.9 4.7 1.5 25 7.6 2 178 7.0 3.9 8.1 4.5 4.6 26 2.0 1.1 9.5 53
3 524 32 6.3 41 8.1 6.1 1.1 0.01 | <0.0t| 42 8.0 a 316 14 4.4 i5 4.7 2.6 0.86 [<0.01 [<001| 18 4.9
4 930 52 57 82 8.9 26 28 19 29 88 8.5 4 586 28 4.5 30 4.8 16 2.8 6.9 1.1 34 57
5 2751 128 4.7 197 7.2 77 27 30 1.1 214 7.8 5 1437 55 3.7 69 4.7 36 26 38 2.7 87 6.0
Leullle\Pro-OH Tyr
. Dentro del Entre Varlacién Dentro del Enlre Variaclon
Muestra ’,I':::a lla Repstibiiidad laboraterio Enteefotes instrumentos total Hivsatis r'::g]la Repstiniided faboratorio EntraiStis Instrumentos folal
DESV.| cvey [DESVA| oy, |DESVL[ . DESV.[ . [DESV. , DESV. DEsv.| ., {DESV.] ~|DEsv. DESV.
pmol/l EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV% pmolil EST. CV% EST. CV% EST. CV¥% EST. CV% EST. CV%
1 58 25 4.3 3.2 5.5 0.54 | 0.87 [<0.01 |<0.01 3.2 5.6 1 20 1.2 6.3 1.5 7.5 052 | 26 [<0.01<001] 15 7.7
2 202 9.0 4.5 11 5.7 4.7 2.3 1<0.01 [<0.01 12 6.2 2 109 4.1 3.9 4.7 4.5 3.6 3.3 1.4 1.3 8.1 5.6
3 350 16 4.4 16 4.4 2.7 0.80 |<0.01 |<0.01 16 4.8 3 264 9.2 3.6 9.2 3.6 4.1 1.6 |<0.01 |<0.01 10 3.8
4 656 31 47 33 4.9 17 2.6 0.03 | 0.01 a7 5.6 4 588 21 3.6 26 4.6 15 26 24 0.39 30 5.1
5 1121 45 39 54 4.7 27 2.5 |<0.01 |<0.01 60 5.4 5 1520 55 3.7 66 4.5 40 286 12 0.81 78 52
Met Val
. Dantro del Entre Variacién Dantro del Enlre Variacidn
Muestra ’;Eg "a Repetibiiidad Iahoratorio Entrelotas instrumantos total Muestra T:g‘la Repetitliidad laboralario Entre lotes instrumentos tolal
DESV.} .., [DESV.] " |DEsv. DESV. . . |DESV] DESV. DESV.| e [DESV.| . DESV.| _ "IDEsV.
pmaoliL EST. CV% EST. CV% EST. CV¥% Est. | V% EST. v pmolil EST. CV% EST. CV¥% EST. CV% EST. cvi EST. CV%
1 2.2 0.28 18 0.28 18 0.26 8.3 0.21 11 0.43 20 1 55 24 45 28 52 | 0.81 1.3 [<0.01 [<0.01 | 29 52
2 51 286 5.1 3.1 8.2 1.9 3.7 | 0.58 1.1 3.7 7.3 2 205 8.7 4.2 11 5.4 5.6 28 3.6 1.8 13 6.4
3 155 8.2 54 9.1 | 5.9 2.3 1.5 [<0.01 |<0.01 9.4 6.1 | 3 314 15 4.8 15 48 4.2 1.4 [<0.01 [<0.01 16 5.1
4 369 19 5.0 23 6.3 9.8 2.7 4.2 1.1 26 6_9_1 4 5§40 27 4.9 29 5.2 15 3.0 10 1.9 34 6.4
5 698 26 3.7 37 I 5.2 14 | 20 0.01 |<0.01 40 5.7 5 1161 49 4.1 59 4.9 35 3.2 32 27 76 8.5
Orn Co
Dentro del Enlre Variacién , - Dentro del Entre Variacion
Muestra "::;ﬁa Repetibliidad laboralorio Enlre fotes Instrumentos total Muestra T::l'f Repstibllidad laboratorio Enirh ke instrumentos total
DESV.[ . . |DESV. DESV.| u, |DESV .\, [DESV.] _ > DESV.| oo, (DESV. ., [DESV.] . "[DEsV] . — [DEsv. -
pmolil EsT. | CV% EST. CV% EST. CV% EST. CVY%, EsT. | V% pmoliL EST. CV% gsT. | CV% EST. CVY% EST. cvy Est. | CV%
1 29 18 8.7 2.9 10 0.50 1.7 0.89 29 3.1 i1 ) 1 8.4 0.46 5.6 0.54 6.5 0.04 | 047 |<0.01 | 001 | 055 8.5
2 109 4.1 3.8 7.0 6.4 1.5 1.4 20 1.8 7.4 6.8 i 2 42 1.8 4.4 2.1 5.0 1.5 3.7 11 26 2.8 6.7
3 204 10 4.9 12 5.7 2.3 1.2 |<0.01 [<0.01 12 58 | 7 3 89 4.9 5.4 5.4 5.9 1.1 1.2 001 | 0.02 5.5 6.1
4 382 14 3.8 Vi 4.5 9.9 27 11 27 23 5.9 { . 4 188 8.3 4.3 11 5.5 6.7 3.7 3.0 1.8 13 6.9
5 1253 | 53 | 42 | 62 [ 49 [ 18 | 15 | a7 | 28 | 75 | 59 \_»_Q C 5 1246 | 65 | 43 | 75 | 58 | 31 | 25 | 28 b 23 | 8 | 69

ETC IN'TERNENVQL/G\’SA\-
{ELA A-RAVEGL«
AR FODERADC

EIL N
IF-2023- 4085406

Dir
BioteZnétoga - Bidloga Mol
i.N, LBT 02

Pégina 15 de 60
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c2 [of 3
Denltro del Entre Variacién N , Dentro del Entre W
_— hi'.:glla Repetlbllidad laboratorio Entre lotes instrument tolal S ?.:::::La Repelibilidad laboratorio Entre loles insirumenitos totl
DESV.| ~vsr |DESV.| oy, IDESVL| oo DESV.| oy DESV] ... DESV.[ ..., |DESV. DESV.| .\,., | DESV. DESV.
umobi. || €V | Eor | OV | ger, | OV [Est. | OV% | EST. i pmot. (B ovia |egr | V% ['esr. |V | Est. | ©V% | psr.| OV
1 56 047 | 48 | 021 | 57 | 009 | 265 [<0.01[<0.01] 022 63 1 o0z | 001 | 43 | o001 | 47 [<00t] 15 [<0.01 | 0.01 | 0.01 | 51
2 12 1058 | 47 | 072 659 |047 | 39 | 006|047 | 067 ] 7.1 2 038 | 002 | 44 | 002 | 60 | 001 | 24 [<0.01]<001] 002
3 16 o087 | 47 | 0.91 | 49 | 009 | 049 [<0.01 |<0.01 | 0.91 ] 50 3 14 | o007 | 50 | 007 | 50 | 003 | 18 | 001 [ 060 | 0.07
4 30 23 | 43 | 156 | 49 | 066 | 22 [<0.01]<0.01] 1.7 | 55 4 34 | 016 | 47 | 047 | 48 | 040 | 31 [<0.01 |<0.01 | 0.:20
5 331 33 | 38 | 15 | 45 | 11 | 33 | 68 | 1.8 ] 20 | 59 5 23 | 096 | 41 | 12 | 50 [ 073 ] 33 [0.22 | 092 | 14
c3
Dentro del Entre Variacién Cc8
Puestra "532’:,‘ Repotibilidad | jporatorio | E°'°1°1%¢ instrumentos | _tota Media |Repetibitidad | PEM@9¢! | Enye fotes Entre Variacion
DESV. o, |DESV.| oo, [DESV.E DESV. o | DESV 1 tuest 1 Iaboratorio Instrumentos total
pmoli | 2ot | V% |'esr | V% | ger. | OV% | EST CV% | gor. | OV% Muestraj total [hrgy DESV DESV DESV v
- . . : - : pmoblL | eva | cvi Loy | cve | PESY cvwe
1 043 o003 | 67 | 004 | 81 | 001 | 28 [<0.01] 001 | 0.04 9.1 EST. EST. EST. EST. EST.
2 45 |oi8| 38 |027 | 55 | 014 | 32 | 003 076 | 030 | 686 i 003 | 001 | 25 | 001 | 26 |<001]099 [<001] 80 | 001 ] 23
3 13 |o073| 51 | 085 | 66 | 016 | 1.2 {<0.01 |<0.01| 095 7.2 2 20 | o040 | 48 | 042 | 60 | 008 | 38 [<0.01[<001] 014 | 7.1
4 32 16 | 48 | 23 | 68 | 12 | 40 | 036 ] 1.2 26 | 83 3 7.5 035 | 47 | 037 | 49 | 012 | 16 [<0.01|<001] 0.39 | 5.2
5 66 2o | 39 | 44 | 60 | 074 | 13 | 080 | 12 | 46 | 69 4 78 | 085 | 46 | 099 | 53 | 064 | 36 [ 010 [055 | 12 | 64
c4 5 35 13 | 35 | 16 | 44 | 044 [ 13 [ 056 | 16 | 1.7 | 50
Dentro del Entre Variacién
Muestra r:::’:‘a Repetibllidad laboralorio Entre Jotes instrumentos total G10 TR 2 =
DESV. DESV. DESV. DESV. DESV] i o nire Variacién
pmolll | ey CV% | gsr. CV% | gq1. GV | Est. OV¥% | £s1. cv% Muestra h::'d;la Repetibllidad | |aporatorio Entreloles |, strumentos tolal
T T 006 Too1] 11 [001 | 12 loot | 35 [<001]001 1001 ] 11 pmoliL D:SSTV- oVY% D:;V- cV¥ %E:r\'- cv |DESV oy [PESV Gy,
2 057 | 003 | 49 (003 ] 65 | 002 | 29 <001 0.78 | 0.04 | 6.2 - s B 01- : 2 EST. EST. '74
3 <8 | 009 | 48 | 009 | 48 | 0.01 | 0.31 [<0.01 <0.01| 009 | 48 22 e 53'2 O-g‘ 39 [<0.01| 13 |<001] 001|001 | 44
4 4.2 018 | 4.1 020 | 46 | 008 | 20 | 0.04 | 083 022 | 52 2 1-6 0‘09 5.8 g? 3.5 g.ﬂ‘l 24 |<0.01 |<0.01| 0.03
5 21 lo0s82| 38 | 10 | 47 |054] 27 [ 015 | 073 | 1.2 5.6 3 . S 0;9 7-; O-f;f ;g <3.(c’>; <0.01 e.;;
[+ 2 3 i - - o - J i1 0.
— 5 21 094 | 45 | 14 | 65 |o72 [ 36 [026 ] 1.2 | 16
Media |Repetibilidad Denlro df.ol Entre lotes Enlre Variacion
Muestral total laboratorio instrumentos tolal ci2
DESY. DESV. DESV. DESV. DESV. =
pmol | ot | ©V% | gsr, | OV% | Est. | SV% | EST. CV% | gor.| CV* Medla |Repetibitidad g;ﬁ‘;;ﬂ Entrelotes |, EM@ "'a"“:‘-""
1 504 1001 | 18 | 001 ] 19 [<001] 26 1<0.01]001 | 001} 17 Muestral total [m=eur 5T — 325'3"19"‘05 ?‘a
2 70 | 004 ] 42 | 005 | 63 | 003 ] 28 [<0.01|<0.01 007 | 67 pmoliL. EST' CV% | ot | OV eer. | V% | gst.| CV% D:;'
3 36 |047 | 40 | 018 | 52 |004 | 11 <0.01 |<0.01| 018 | 62 1 00z ool | 31 0.01. 3 <001. 55 <oo;. =5 001'
4 8o | 037 | 42 | 043 | 40 | 031 | 36 [<0.01<0.01}| 0.5 6.0 > 540 1002 | 51 | 003 ] 64 > 57 T<60¢ Teoof [ ood
5 21 | 086 ] 36 | 1.2 | 50 | 036 | 25 {016 | 084 | 13 6.0 3 s 1010 58 | 010 58 | 001 | 076 [<001 o o
C5DC\C60H e T P 4 4.3 025 | 58 |026 | 60 | 0.16 | 37 [<0.01 <0.01| G.30
i entro.de L anacion s 20 | 092 | 46 | 099 | 50 | 049 | 24 |<
—— r.;l::i;]a Repetibilidad |aboratorio Entre lotes insfruniontos total 0.01 |<0.01 ] 11
! ; 2 ] V. DESV.
pmoliL. { oY | €V DESY-| cvae | cvas DESY| cvs ESV eV v 9
1 003 1001 | 47 | 001 | 23 [<00i| 9.2 |<001| 55 |00 25 \;C ( K
2 | 042 003 76 |003] 79 [001] 3% | 001 | 15 004 | 86 ) . 5 \
3 76 l009] 58 | 010 | 62 [ 002 | 1.1 i<0.01i<0.01 | 0.10 6.3 : m/
4 38 | 022 | 57 | 024 | 62 j007 | 18 [ 007 ] 17 026 | 67 ETC INTERNA Vek(-xs‘k
5 26 | 16 | 45 | 21 | 57 | 11 | a1 jo66] 18 | 24 | 68 MARIELA A-RA A ETC i :
- APODERADRO )i - :
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13908221-6 (es) 33
C14
0 —
Medla |Repatibllidad | 2Prtrodel | g0y | Entee Verlain
Muestra| total . Dasratono instrumentos total
DESV.| .\, |DESV.[ ., IDESV.] | DEsV. o | DESV]
pmoliL EST. CV% EST. CV% EST. CV¥% Est. | V% EST. CV%
1 0.05 [<0.01 9.0 0.01 10 | <0.01 35 |<0.01 | 0.02 | 0.01 1
2 0.56 0.03 5.1 0.03 6.0 | 001 1.6 0.01 1.9 | 0.04 8.4
3 1.8 0.09 5.0 0.09 5.0 0.03 1.6 [<0.01 | <0.01 | 0.09 5.3
4 4.3 0.24 57 0.25 5.8 0.12 28 0.09 1.9 0.29 88
5 19 0.87 4.4 0.99 5.0 0.43 23 0.51 2.6 1.2 8.2
C16
Dentro del Entre Variacion
Muestra "::g'la Rapatitilidad laboratorio Entre lotes instrumentos total
Ll
DESV.| .o (DESV.| .. . IDESV.] " [DEsv. DESV.| _ .
JmoliL EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV%
1 0.59 0.05 51 0.06 | 58 | 0.02 23 [<0.01 [<0.01 | 0.0 6.1
2 386 0.16 4.4 0.20 5.7 0.13 36 |<0.01 |<0.01 | 024 6.6
3 tH 0.52 50 066 | 64 0.07 | 0.62 |<0.01 |<0.01 ] 067 6.3
4 24 1.2 5.2 1.5 83 | 0.35 1.5 |<0.01 ) <0.01 1.5 6.4
5 58 22 1 39 | 32 [ 56 | 1.3 [ 22 | 11 | 18 | 36 | 62 |
C18
. Dentro del Entre Variacidn
iistea P.::glla Repelibilidad laboratorlo Emre lotes hstitinisntos total
DESV.{ .., [DESV.] . . [DESV.] | DESV. o, | DESV]
pmoliL EST. CV% EST. Cv% EST. CV% EST. CV% est. | CV%
1 0.49 0.03 6.5 0.03 5.9 0.01 2.0 }<0.01 | 001 | 0.03 6.2
2 1.2 0.08 4.5 0.08 6.1 0.03 2.7 0.01 1.1 0.09 8.9
3 29 0.15 4.9 0.15 | 5.1 0.03 1.0 _1<0.01 }<0.01 | 0.16 5.4
4 6.2 0.28 4.4 0.24 53 0.03 | 0.58 |<0.01 [<0.01 | 0.34 55
5 37 1.3 3.3 1.5 4.0 0.79 2.2 0.68 1.8 1.9 5.0
C26
. Dentro del Entre Variacién
Muesira ’;‘:::;IIE Repetibilldad laboratorio Entrelotes instrumenlos total
DESV.| cvw, [PESV-[ oy |DESV.] . [DESV] __ “TDEsv, "
pmol/L, EST. CV% EST. CV% EsT. | CV% EST. CVY% EST. CV%
1 0.02 |<0.01 5.5 | <001 93 |<0.01 1.9 [<0.01 | 0.01 [<0.01 9.4
2 0.20 0.01 5.0 0.01 5.7 0.01 3.6 |<0.01 1.4 0.01 6.9
3 0.68 0.03 4.0 0.04 4.9 0.01 24 0.02 22 0.04 6.1
4 18 | 008 | 32 | 009 | 48 | 005 | 35 | 0068 | 29 | 042 8.7
5 35 011 ] 28 [021] 55 | 008 | 26 | 010 | 26 | 024 6.9 '
9
{ Ya
QL
ETC INTERNACIONAL SA
MARIELA A-RAVEGL A
-~ APODERADO

34 13808221-6 (es)
SA
y Dentro del Entre Variacién
Mugstia ":::Ia Rapstitdiidad labaratorio Eltre iatos instrumentos tolal
DESV., o, |DESV. » |DESV, s | DESV. ., | DESV.
pmolil. EST. CV% EST. CVv% EST. CV% EST. C‘H-‘ E£ST. CVi%
1 0.39 0.04 17 0.05 19 0.01 21 <001 | 002 | 005 13
2 3.5 020 | 6.3 0.25 7.9 009 | 24 [<0.01| 001 ] 027 L.z
3 13 0.62 54 1.0 86 0.22 1.6 1<0.01 [<0.01 1.0 8.1
4 35 1.3 4.0 28 7.8 0.77 22 001 | 004 | 27 7.8
S 85 54 56 84 8.7 1.7 3.1 [<0.01 [<0.01 | 88 10
ADO
. Dentro del Enlre Variacién
S— !;!:gr;a Repetibilidad lilioratoriy Enlre loles instnuinentos total
DESV. ,, |DESV. ., |DESV. DESV. o | DESY. ..,
pmollL EST. CV% EST. CV EST. CV% EST. CV% EST. CV%
1 0.13 0.02 19 0.02 20 |<0.01 21 1<0.01 )] 002 | 002 17
2 1.4 0.07 | 51 0.10 68 | 0.02 1.3 [<0.01 [<0.01 ]| 010 | 7.1
3 57 0.20 3.5 0.22 38 0.07 1.2 [<0.01 {<001] 023 | 4.0
4 15 050 | 32 | 058 3.7 0.23 1.6 004 | 028 | 062 | 4.1
5 30 0.81 26 1.2 3.8 043 | 15 0.35 1.2 1.3 43
C26:0-LPC
Dentro del Entre Variacion
Muistra T:g;a Repetiilidag laberatorio Entre lotes instrumentos tolal
DESV. +, |DESV. o |DESV. o+, | DESV, DESV,
moll Jesy, | V% |'est. | V% | esr. | SV | gor. | CV% Esy. | SV%
1 0.26 0.04 i8 0.06 23 0.01 4.5 1<0.01 | 001 | 008 23
2 0.78 0.08 10 0.10 12 0.01 1.1 |<0.01 |<0.01 | 0.10 12
3 1.5 0.1 1 0.11 7.7 0.01 | 047 |<0.01 |<0.01 | 0.11 7.7
4 3.0 0.18 5.8 0.19 6.4 0.01 | 055 | 0.10 30 |022] 73
5 5.5 0.23 50 0.37 6.5 0.10 21 0.1 1.9 040 | 7.3

Tabla 7. Se delerminaron la repelibilidad, asi ¢

omo la variacién dentro del laboratorio, la

vanacién enlre lotes, la variacion enire instrumentos y la variacién tolal para el kit
NeoBase 2 Non-derivalized MSMS utilizando un sistema TQD.

Ala
Dentro del Entre Varlacién
Muestra "::; Ila Repelibilidad laboratorio Entre loles instrumentos total
DESV. DESV, + |DESV. ., | DESV, o | DESY]
pmoliL, EST. CV% EST. CV% EsT. | CV% EST. CV% EST. CV%
1 141 5.7 4.3 8.9 6.7 4.1 238 7.6 54 12 8.8
2 347 17 5.0 20 5.9 6.2 1.8 11 341 24 6.9
3 407 16 3.9 18 4.4 4.2 1.0 18 4.4 26 6.4
4 519 24 4.5 27 .1 15 3.1 23 4.2 38 7.3
5 2832 114 l 4.0 171 6.0 82 3.0 0.05 | <0.01] 190 8.7
D
|F-2023-408 PRGINRMAANMAT

A - Bldloga Molecular
Pagina17 de6o MM LBT02



13908221.6 (es) 35
Arg
% Dentro del Entre Variacion
Miiastrs r‘:g::a Repotibjiidad laboratorio Erifre ot instrumenios tolal
DESV.[ ..., |DESV. DESV.| ..., |DESV] .., |DESV oy
pmoll. EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV%
1 7.5 0.49 6.1 0.85 11 0.47 6.8 |<0.01 [<0.01 | 067 13
2 23 1.4 6.0 1.6 6.8 0.11 | 049 | 061 26 1.7 7.6
3 67 28 4.2 3.5 5.2 17 26 0.57 | 0.85 3.9 58
4 167 6.6 4.4 8.8 54 5.2 3.5 28 1.8 11 6.8
5 1241 52 4.1 72 5.7 39 33 |<0.01 [<0.01 82 6.6
Asal
Dentro del Entre Variacion
Muestra I'?:;'J:la Repelibtidad laboratorio Entre lotes Instrumentos {otal
DESV.| ~., |DESV.| uer |DESV.| oy, [PESVA vy | DESV: oy
pmott. | lovth [par | eV |Teer | OV% |t | OV% | Est.| OV*
1 0.30 0.05 22 0.06 26 0.01 1.8 0.07 29 0.10 32
2 23 0.14 60 | 0.34 15 0.07 3.1 0.02 1.1 0.35 15
3 8.4 0.53 6.2 1.0 12 0.44 53 |<0.01 [<0.01 1.1 13
4 23 0.83 38 3.1 i3 0.85 45 1<0.01 | 0.01 3.2 14
5 50 1.8 34 7.0 i3 2.4 4.6 0.19 | 0.38 7.3 15
TEl Asa se mide com? fa concenlracidn lolal de Asay sus anhiddos.
Cil
Dentro del Entre Variacién
Muestra T:g‘a Repelititided laboratorio Entrololes instrumentos total
DESV.| ..., [DESV. DESV.| .., |DESV.| .., |DESV ...
pmollL o |OV% [ por | €V | g, |OV¥ | Est.| SV% | est. il
1 10 079 | 83 14 1 0.33 3.0 0.70 6.6 3.3 13
2 69 39 58 4.9 7.2 24 3.1 1.7 24 5.6 8.2
3 205 10 4.9 11 5.2 54 2.7 4.7 23 13 6.3
4 480 27 55 33 6.8 11 23 12 2.5 37 7.6
b | 928 39 4.2 55 5.9 27 3.0 0.03 | <0.01 61 6.6
Gin\Lys
Dentro del Entre Variacién
fitusniia ":j::: Rapoltiiidad |laboratorio Eqlre lolen instrumentos total
DESV. o |DESV. o IDESV.| .., |DESV. . | DESV
pmoliL ' ey | V% | 'ear. | SV | gsr, | OV | est.| €V | Es. CV’;
1 40 2.2 55 341 7.8 1.0 25 2.2 54 3.9 0.8
2 470 23 4.9 28 6.2 15 33 96 2.0 34 73
3 654 28 39 30 4.6 33 0.52 13 20 33 5.0
4 1043 47 4.4 56 5.3 37 37 27 26 72 69 |
5 2284 B4 37 106 4.7 20 0.80 41 1.8 116 5.1

13908221-6 (es)

35
Gly
Medla |Repetibiidad | 2P0 98 | Epnre fotes Entre Variacion
Wiiestrat totdl |ahoratorio instrumentos total
DESV.] e |DESV-] ey |DESV:[ oy, | DESV.
pmolll. Lot | OV | per | OV% [ggr, | OV | gsr. | CV¥
1 525 | 12 | 50 | 18 | 79 | 74 | 28 | 12 | as
2 222 | 20 | 86 | 21 | 70 | 66 | 19 | 18 | 57
3 521 | 23 | 46 | 26 | 53 | 61 | 11 | 27 | 5.2
4 o2 | 44 | 50 | 56 | 65 | 26 | 28 | 50 | 53
5 2752 | 128 | 48 | 171 | 64 | 77 | 27 | 95 | 34
LeulllelPro-OH
Media |Repetibilidad Deniro d.el Entre lotes Enire Variaclén
laboratorio instrumentos total
Muestra) total gy DESV DESV DESV DESV.
7 G Z ; : ]
pmolil. [ 1OV% | par | OV% kgt | V% | Est. | €V% | Esr.
K 58 | 20 | 37 | 33 | 61 | 054 | 087 | 36 | 61 | 49
2 202 | 93 | 47 | 12 | 58 | 47 | 23 | 56 | 27 | 14
3 353 | 12 | 34 | 16 | 44 | 27 o080 | 76 | 214 | 18
4 668 28 4.1 37 54 AL 2.6 13 1.8 42
5 1137 | 48 | 44 | 77 | 67 | 13 | 1.2 | 22 | 18 | 8t
Mot
Medla |Repetibnidad | PR de | picojores | Enlie
Muestra| tofal italoro Instrumentos
DESV.| ..., |DESV. DESV.] ... |DESV.
pmollL [ 2 V% ey | V% | por | OV% | gy, | CV%
1 78 loz20| 36 |035] 43 | 026 | 83 | 060 | 34
2 5o 1 30 | 63 | 39 | 82 | 19 | 37 | 19 | 37
3 154 | 54 | 35 | 87 | 657 | 23 | 15 | 44 | 28
4 273 | 18 | 47 | 25 | 66 | 98 | 27 | 91 | 24
5 703 | 32 | 46 | 52 | 74 | 14 | 20 | 24 | 32
Orn
Dentro del Ent Variacion
Media |Repetibllidad = | Entrelotes iy L
laboratorio instrumentos total
Muestra) tolol [5rgy DESV DESV DESV DESV
[ i e, ‘ ¥ *, 1 A "
pmoliL | 5| V% [por | OV | eey, |OV% | Eor. | OV¥% | gor. | OV
1 30 34 11 3.7 12 | 050 | 1.7 1<0.01 {<0.01 | 37 12
2 110 1 52 | 46 | 61 | 64 | 15 | 14 [<0.01 |<0.01 | 63 | 57
3 202 | 78 | 37 | 99 | 47 | 23 | 12 |<0.01 [<0.01 | 10 -| 50 |
\ 2 300 | 14 | 35 | 20 | 50 | 98 | 27 [<0.01 [<0.01 | 23 | 58
5 1306 | 43 | 52 | 8 | 63 | 18 | 16 | 042 | 001 | 88 | 67
[T ¢
Vg
ETC INTERNACIONAL SA ETC INJERNACIONAL S.A.
MARIELA A-RAVEGLA Lic. Daniela Gonzélez
P APODERADO Dikeccion Técnica
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Phe Co
[ Denlro del Entre Variacién | Dentro del Enlre Variacion
ibilidad i E i ibili
Muestra h::;ila %Repal i laboratorio e intes instrumentos lotal f Muestra f-t'l:grla Repailbiliad laberatorio Enlre lotes instrumentos tolal —|
{DESV. DESV, DESV. DESV, DESV, : DESV. | DESV. DESV, DESV. DESV,
C L] 9, 3, L7 2, 19, L) ) 2
pmolil EST. V% EST. CV% EST. . CV¥% EST. CV% EST. CV% ! pmollL E£sT. CV% EST. CV% EST. CVY% EST. CV¥% EST. CV%
1 22 11 5.3 1.5 72 043 | 17 1.1 4.8 1.9 83 i 1 8.8 047 56 0.57 6.8 0.04 | 047 | 0.47 53 | 0.74 8.5
2 128 6.0 | 48 | 74 | 59 | 35 i 27 | 21 | 16 | 85 | 66 | 2 42 20 | 49 | 24 | 59 | 15 | 37 | 15 | 35 | 32 | 7.8
3 343 11 33 15 43 4.7 J 1.4 0.04 | 0.01 16 4.5 3 80 3.1 3.4 4.2 4.7 1.1 1.2 22 2.4 4.9 5.4
4 720 37 4.6 43 54 29 ! 38 2.8 0.35 52 6.6 4 189 | 87 4.5 13 8.6 8.7 3.7 5.3 28 15 8.1
5 1468 668 4.5 98 6.6 17 i 1.2 0.34 | 0.02 99 8.8 5 1236 } 59 4.7 79 6.3 31 26 0.02 |<0.01 84 6.8
Pro C2
[_ Dentro del Entre Variacién Dentro del Enire Variacién
Idad =
Muestra T:[‘:'I"" !Repe"b" 8 laboratorio | Enire lotes instrumentos total Muestra ":jg'a Repetibilidad laboratorio Entre falgs Instrumentos total
! 2
DESV. DESV. DESV. DESV. DESV. DESV. DESV. DESV. DESV. DESV,]
C 3, ¥, Y, L) L) L 8,
MmOl f'eet. [ VR ['gsr. | OV | gor. | SV est. | V% |gsr. | CV% pmolll [ est. | V% |'esy. | V% | gor. | SV% est. | V% | gsr.| OV
1 40 1.8 4.6 27 6.9 | 0.57 1.4 1.6 3.9 3.1 7.8 1 3.6 015 | 44 0.25 7.2 0.09 25 009 | 26 {028 | 79
2 180 7.8 4.3 11 5.8 4.6 2.6 1.9 1.0 12 6.5 2 12 0.63 52 | 076 6.3 | 047 39 | 020 ] 23 | o0o4 7.7
3 318 11 3.4 15 4.7 26 0.86 | 0.04 | 0.01 16 4.9 3 19 0.62 | 34 0.81 4.4 0.09 | 049 | 0.51 27 [ 097 | 52
4 606 27 4.2 31 5.0 16 2.8 [<0.01 |<0.01 35 5.8 4 31 14 4.5 1.8 59 0.86 22 1.1 3.8 22 7.3
5 1467 50 3.3 87 58 38 26 0.04 <001 95 6.4 5 328 13 4.1 20 6.1 11 33 [<0.01 }<001]| 23 6.9

Tyr C3
| e Repotibilidad | Dentrodel [\ o] Entre Vardtlan Media (Repelibilidad | 0Nt del | o oo | Entte | Varacién

Muestral total aboratorio instrumentos total Muestra) total laboratorio instrumentos tolal
pmoliL %ESSTV V% %?TV cvy DEESSTV cve% ':;EESSTV V% D'E?TV CV% ymoliL [;isr“’ cV% Dﬁiﬁ_" cv% ?EESSTV oV %isr“" cvi z;sssrv oV
1 20 ;12 | 63 | 18 | 89 | 052 | 26 | 085 | 34 1.9 | 98 1 043 1003 | 76 | 004 95 |00t | 29 | 003 | 58 ] ogs 11
2 110 | 48 [ 44 [ 62 | 57 | 36 | 33 11 098 | 73 | 66 2 4.4 022 | 52 j027 | 63 [ 014 | 32 | 022 | a7 | 037 8.5
3 268 | 10 | 388 | 12 | 45 | 41 | 16 | 24 089 | 13 | 49 3 13 05t ! 39 064 ] 50 | 018 ] 12 | 055 | 41 | 0ge 6.6
4 568 | 28 | 47 | 33 | 55 | 15 | 26 | 0.01 [<0.01 38 | 81 4 31 16 | 53 | 21 | 68 | 1.2 | 40 | 14 | 43 | 28 9.0
l 5 1585 | 67 | 41 | 20 | 56 | 40 | 26 [ 002 [<001] 89 | 62 5 58 25 | 44 1 45 | 78 [ 093] 17 | 26 | 43 | 52 9.1
Val C4
Dentro del Entre Variacién . Dentro del _ Entre Variacién
Muestra H‘::!?Ia Repetibilidad laboratorio Entre loles instrumentos totai Muestra h::t?!a Repetibilidad laboratorio Eniraioles instrumentos total T
pmt. [ Jovn (o v [Tt v |22V v [B85WT o1 proi. [ Jov [ v [T v [V oy 5V,
1 57 22 | 42 ] 33 [ 63 [081 | 13 | 30 | 53 45 | 8a 1 006 {061 11 [001 ] 12 koot | 35 o001 | 13 001 | 17
2 209 98 | 46 | 13 | 6.0 | 56 | 28 | 24 | 11 14 | 67 2 057 | 003 58 | 004 | 6.8 | 0.02 | 20 | 0.02 | 34 005 | 80
3 321 97 | 29 | 14 [ 44 | 42 | 14 | 22 | 067 15 3 1.8 005 | 31 [009] 52 | 001 | 031 | 0.04 22 joto| 57
4 554 | 24 | 42 | ;1 54 15 | 3.0 [<0.01 [<0.01 | 35 i 4 4.3 019 | 45 [027 | 62 | 008 | 20 | 014 32 |031 ]| 74
5 1160 | 41 | 34 [ 69 | 57 | 35 [ 32 | 001 |<001 | 78 ' s 20 089 | 44 [ 12 | 59 | 054 | 27 |<0.01 |<0.01 1.3 uﬁ

;
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C5 Cc10
: Dentro del Entre Variaciéon F Dentro del Enlre Variacién
I h:s:jalla Repetibilidad laboratorio Entre lotes jrstriRentos tolal — hllg;:al:a Repelibllidad |iboratorio Entre lotes insirameantios total
DESV.| ~vs |DESV.] ve, |DESV.| vy, |PESV- DESV. ... DESVY.| ~.,., |DESV.[ .i,s, |DESV.} oy, |DESV.[ DESV.
pmoll | gy | OV% | ot | V% | Est. |CV% | Est.| OV | EsT. ovh pmolil | =" | CV% | oy, | V% | gst, | SV | EsT. | V% | EST.
1 0.04 0.01 23 0.01 24 1<0.01] 26 |<0.01 86 |<0.01 23 1 0.03 <0011 18 0.01 23 |<0.01 13 ]<0.01 10 <0.01
2 1.0 0.05 53 0.06 6.3 0.03 2.8 0.02 23 0.07 7.2 2 0.45 0.02 57 0.03 66 |<001]| 24 0.03 60 | 0.04
3 3.7 0.13 3.6 0.18 5.0 0.04 i1 0.09 25 0.21 5.7 3 1.5 0.0 4.2 0.07 4.9 0.02 1.2 0.10 6.2 0.12
4 9.2 0.42 4.6 0.57 6.2 0.31 3.6 0.23 24 0.69 7.5 4 3.8 0.21 5.5 0.25 6.6 0.11 29 0.23 56 0.35
5 20 0.74 3.8 1.1 5.8 0.22 1.2 |<0.01 |<0.0% 1.2 6.0 5 20 078 | 4.0 1.1 56 | 072 | 36 | 0.79 39 1.5
C5DC\C60H Gci2
Dentro del Entre Variacion . . Dentro del Enlre Variacion
Hilotira r':;:i;la Repelbilidad laboratorio Enteafolas instrumenios total Muesira ?‘:::::Ia Repelibilidad laboratorio Entreloies instrumentos total
! <
DESV.[ ..., |DESV. DESV. DESV.] ..., | DESV] o\ DESV.| ~yor |DESV:| wye, |DESV.| oyey | DESV. DESV] s
pmotn. |y oV |eer. | €Y% | gst, | SV* | est.| ©V% | Est. e pmollL. [Eor | OV% | pgr | V% | gst, | SV | Est. | ©V% | st G
1 0.04 0.01 22 0.01 23 |<0.01 g2 |[<0.01 15 1<0.01 27 1 0.02 <0.01 24 0.01 61 | <0.01 52 1<0.01 17 0.01
2 0.44 0.03 6.5 0.03 74 | 0.01 3.1 0.01 3.2 | 004 8.5 2 049 003 | 68 0.04 74 | 002 34 (<001 | 073 | 0.04
3 1.5 0.08 54 | 0.10 6.6 0.02 1.1 0.08 5.0 0.13 8.3 3 1.8 007 | 40 ] 008 | 48 [ 001 | 076 | 0.05 27 0.10
4 3g 023 61 |026 | 68 |007 | 19 | 011} 29 030 ] 78 4 44 1024| 54 |o27 | 62 |016 | 37 | 009 | 19 | 033
5 35 2.0 58 2.4 6.9 11 31 |<0.01 |<0.01 2.7 7.6 5 20 0.67 33 1.1 53 0.48 24 1<0.01 | 0.01 1.2
] ci4 g
) Dentro del Entre Variacién L Dentro del Entre Variacion
Muesira ":oefa': Repatitiliivad laboratorio Entre lotes instrumentos total Muestra f':sgf Repetibilidad laboratorio Eniealotes inslrumentos total
DESV. DESV. s, |DESV. o, | DESV, o | DESV. DESV. DESV. ., |DESY. o+, | DESV. DESV. 2,
pmot. |2 | ©¥% |eer. | OV | gsr. | ©V% | st | ©V* | est.| OV% pmotiL |5V vt || OV | eer | OV | sy | OV% | e, | OV%
i 0.02 |<0.01 35 <0.01! 35 |<0.01 15 |<0.01 22 <0.01| 41 1 0.05 0.01 8.3 0.02 38 |<0.01 35 |<0.01 16 | 0.02 43
2 (.38 0.02 6.1 0.03 74 1<0.01} 24 0.02 57 | <0.04| 93 2 0.57 0.03 | 67 0.04 7.3 | 0.01 1.6 [|<0.01 | 0.03 | 0.04 75
3 1.4 0.04 32 | 007 52 0.03 1.8 0.05 3.6 0.09 6.5 3 1.8 0.07 3.8 0.08 44 0.03 1.6 1<0.01 | 0.01 0.08 4.7
4 35 016 | 45 0.20 5.7 0.10 31 0.13 3.7 (.26 7.5 4 4.3 0.22 51 0.25 5.7 0.12 28 1<0.01t ] 0.01 | 0.28 6.4
5 22 087 | 43 1.3 56 | 0.73 33 (<001 ] 001 15 6.5 5 19 066 | 35 1.0 54 043 | 23 [<0.01 |<0.01 11 | 5.9
c8 Ci6
Dentro del Entre Variacién Dentro del Entre Variacién
Muestea ng: Repetibilidad Jaboratorio Entre lotes instrumentos {otal Hiligawa "::;j;f Repetibllidad laboratorio Extreivios instrumentos total
|l
DESV.] o, IDESV.] cuwr |DESV-] oy |PESVA oy [PESVA gy DESV.]| ..., |DESV.[ iy |PESV.| nye, |DESV. DESV.
pmoliL EST. CV% EST. CV% | eet. CV% EST. CV% EST. CV% ymoliL EST. CV% EST. cV% EST. CV% ey cV% EST. CcV%
1 0.03 0.01 26 0.01 30 | <0.01 16 |<0.01| 8.3 [<0.0% 38 1 1.0 005 | 49 | 008 | 7.8 | 0.02 23 | 0.04 38 0.09 8.9
2 21 | 041 52 |013] 66 | 008 | 38 | 006 | 3.0 | 047 8.1 2 37 |07 | 46 1018 51 | 013 ] 36 | 043 | 33 [026 | 7.0
3 76 1030 ] 30 | 035 | 46 |012 | 16 [042 | 1.6 | 039 | 51 3 11 042 | 30 | 051 | 47 [ 007 (062 | 023 | 21 | 056 | 52
4 18 1.0 5.2 i.2 6.1 0.64 3.6 0.31 1.5 1.4 7.3 ) 4 25 1.1 4.6 15 6.1 0.35 1.5 | 061 24 16 6.7
5 36 18 | 50 | 26 | 71 |o44] 13 [ori [ 198 | 27 | 75 ) 5 60 20 | 34 | 32 | 53] 131 22 | 11 i8 | 36 | 6.0

:
Vg \
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Denlro del Entre Variacién
fedl ! epetibilidad E .
Muestra I‘-!:!ala |Rep J Iaboralorio nirelolss inslrumentos total
’ DESV. [ o |DESV.] . . |DESV. DESV. DESV.
HmoliL 7o | eV Est, | CV% EsT. | CV% st | CV% gst. | CV%
1 051 1002 ] 43 [005] 10 | 001 | 20 |<001 001 | 0.05 | 11
2 1.3 006 | 48 | 009 | 68 | 0.03 | 27 |<0.01 |<c.01 010 | 74
3 3.0 010 | 33 [ 044 | 47 | 003 | 1.0 |<0.01 |=0.01 015 | 4.9
4 6.3 025 | 38 | 029 | 44 | 0.03 | 0.58 |<0.01 |<0.07 029 | 48
5 38 14 | 35 | 20 [ 52 [ 0797 22 I<00t J<001 22 | 67 |
C26
Dentro del Entre Variacién
lidad
[P— r'::g’? Repelibi faboratorio Entre lotes Instrumentos total
DESV. DESV. DEsv.] DESV. DESV.
V’ L) {7 # 2, o L7
molll Tesr. | V% | est. | V% | eer. | €V% est. | V% | gsr. | OV%
1 002 |<001} 79 [<0.01| 79 |<0.01] 1.9 |<0.01] 0.03 <0.01] 81 |
2 018 | 001 | 51 | 001 ] 61 |<001] 36 [<007 008 001 | 7.3
3 063 |002 35 |003] 50 | 001 | 24 | 0021 a3 004 | 66 |
4 16 [007 | 40 [008 | 49 | 005 | 35 | o008 36 | o1 | 7.1 |
5 3.3 014 | 41 [ 021 62 | 008 | 28 016 | 49 028 | 85
SA
Dentro del Enlre Varlacion
Muestra ﬂ:c‘:tiif {fepeilbllldad laboratorio | ENlre lotes instrumentos total
BESV.| v, (DESV.] .. [DESV.] "~ |DEsv, o, | DESV.
umolit | 2 eV EsT. | CV% EsT. | CV% gsT. | V% | gsy | CV%
1 039 |004 ] 20 004 23 | 002 | 32 1016 47 | 617 | 43
2 36 032 ] 90 1062 18 | 009 | 24 [<0.01 [<0.01 | 0.63 17
3 13 0.79 5.8 2.3 17 0.22 1.6 [<0.01 | 0.01 23 17
4 37 21 | 58 | 84 17 | 077 | 2.2 |<0.01 |<0.01 | 65 17
5 75 | 514 1 64 14 18 [ 015 | 022 | 003 | 0.04 | 14 19
ADO
. . Dentro del Entre Variacién
Muesira ";:g'la Fapatiiilidad laboratorio Entre lotes instrumentos total
DESV.| _... DESV.) s, |DESV. o, |DESV.] . TDESV]
pmolil | oV EsT. | CV% EsT. | CV% EsT. | CV% | por.| CV%
015 002 | 14 | 002 | 16 [<001] 21 |00z ] 17 | 003 22
14 1011/ 83 |013| 93 [002] 1.3 | 0.04 | 28 013 | 09
5.5 023 | 41 | 028 | 50 [ 007 | 12 | 008 | 14 | 029 53 |
15 070 | 47 1083 | 55 | 023 | 16 | 0.5 | 1.0 | 087 6.0 |
[ 29 1.0 [ 34 [ 18] 62 043 | 15 [<0.01 [ 001 | 19 | 64 ]

MARIELA A-RAVEGL A
-~ APODERADO

42 13908221-6 (es)
C26:0-LPC
Media |Repelibiligag| DéNlrodel | o e Eniee Vajiasdn
Muestra| total laboratorio instrumentos {elal
1
DESV.| ..., |DESV.] [DEsv. DESV.| ... |DESV] .
pmollL. |72 1 eV Est. | SV% | ger. | CV% est. | V% | ggr. | CV%
1 022 1003] 13 [003] 13 |001 | 45 [<001] 002 |003 | 13
2 069 1008 92 |008] 11 [001 ] 1.1 | 002 ] 28 | 008 | 11
3 14 |04t} 74 [013 [ 84 | 001 | 047 | 011 | 82 | 017 12
4 29 015 49 [ 021 | 68 | 0.01 | 055 | 0.18 | 53 028 | 97
5 55 [034] 56 |043] 7.1 | 0.10 21 049 | 83 | o086 | 12

Tahla 8. Se determinaron la repetibilidad
variacion enlre lotes, la variacion
NeoBase 2 Non-derivalized MSMS u

. asi como la variacion dentro del laboratorio, la
enlre instrumenlos y la variacién tolal para el kit
lilizando un sistema Xevo.

Ala
Dentro del Enlre Variacién
ruesira T:tda !fa Repetibilldad laboratorio Entes lots instrumentos total
DESV.| . [DESV.] . . IDESV.] | DESV. o |DESV.[
pmolil gsT. | V% EST. CV% EST. CV¥% EST. CV% EST. CV%
1 135 55 4.4 6.3 5.0 4.1 2.8 59 46 9.6 7.1
2 339 16 4.8 16 4.8 6.2 1.8 8.0 23 19 5.6
3 401 14 3.4 20 4.9 4.2 1.0 12 28 23 5.8
4 514 18 3z 23 | 48 i5 3.1 20 38 35 6.8
5 2819 81 129 | 138 | 49 | 82 | 3.0 | 59 | 34 | 1s8 6.7
Arg
: Dentro del Entre Variacion
Muestra T:!Z':i Repetibllidad lahoratorio Entre lotas instrumentos tolal
DESV. o, |DESV, s, |DESV. o |DESV.[ _  |DESV, x
pmoliL. EsT. | V% EST. CVi EST. CV% EST. CV% EST, CV%
1 7.2 0.71 9.6 1.4 19 0.47 8.8 0.10 14 15 20
2 23 0.78 3.4 1.4 6.2 0.11 | 0.49 1.0 45 1.8 7.8
3 85 24 3.7 3.2 50 1.7 2.6 33 5.0 49 75
4 1563 6.0 4.0 71 4.7 5.2 3.5 10.0 | 63 13 8.7
5 1226 39 | 32 [ 51 | a2 | 39 | 35 | 81 | 64 104 | 84
Asal
- Dentro del Enlre Variacién
Muestra T:g |la Repstiblikiad laboratorio Enjra folis instrumentos total
DESV. DESV.| e [DESV. _ _ [DESV] _ ~|DEsv, ;
pmoliL EST. CVi% EST. CV% EsT. | CV% EST. CV% EST. CV%
1 0.22 0.11 88 0.15 | 111 0.01 1.8 0.04 28 0.15 67
2 2.1 0.17 9.0 0.20 10 0.07 3.1 0.17 8.0 0.27 13
3 8.4 0.44 5.1 0.80 9.2 0.44
4 23 1.1 4.6 1.7 7.2 0.85
5 49 14 2.7 3.6 7.2 2.1

' El Asa se mide como Ia concentracion total de Asa y sus anhidridos.
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Cit Met
Dentro del ) Enire Variacion Dentro del Entre Variaclon
Huestea ":':;j;f Rg petitiiiiad laboralorio Entreloles |4,c)rumentos lotal icsiia II‘t‘:tdalla Repatibilidad faboratorio Enlre foles instrumentos total
DESV. DESV.| ., |DESV.] o0 | DESV| e |DESVY oy DESV.| ..., |DESV. DESV.| 0, | DESV. DESV.
pmoti. eV eVt |'gay. | OV | Esy. |OV% | est.| OV | est. CVH pmollL. | | CV% | oy | OV% | et | ®V% | EsT.| ®% | EST.
1 9.9 0.80 10 0.90 10 0.33 3.0 0.81 8.3 1.3 13 1 1.9 068 54 071 56 0.26 8.3 |[<0.01 [<0.01 | 0.75
2 67 3.0 4.8 3.3 52 2.1 3.1 4.7 6.9 6.1 9.2 2 51 2.1 4.2 25 5.1 1.8 37 1.8 3.7 37
3 201 9.3 4.7 i2 6.2 5.4 27 16 8.0 21 10 3 159 4.7 28 9.8 6.2 23 1.5 8.9 43 12
4 474 18 4.0 20 4.4 i1 23 42 8.4 48 10 4 381 12 32 17 4.6 9.8 27 20 5.0 28
5 905 30 34 41 4.7 27 3.0 80 8.6 o4 10 5 708 28 3.8 38 6.3 14 20 35 48 53
Gln\Lys Orn
Dentro del Entre Variacion Dentro del Entre Variacién
J— h::;ialla Repetibilidad laboralorio Enire lotes inslrumentos lotal _— ht'l:tdﬂl;-a Repetibllidad |aboratorio Enire lotes instrumentos total
DESV. o |DESY. o |DESV. DESV. o | PESVY Lo DESV. DESV. o, |DESV.| L0, [DESV, DESVY s
pmoliL o1 €Y% [per | V% | gor, | SV% | EsT. CV¥% | oy, | OV pmoll | e [CV% | 'eor | V% | Egr, |OV% [Esr, | V% | EsT. e
1 39 23 59 25 6.5 1.0 25 25 6.2 3.6 9.2 i 28 16 6.2 1.9 7.3 | 0.50 1.7 |<0.01 1<0.01 20 7.2
2 457 20 | 43 | 21 | 48 | 15 {33 1 21 | 45 | 34 | 73 2 107 30 | 36 | 62 | 49 | 16 | 1.4 |<0.01 <001 | 55 | 51
3 645 25 3.9 a6 57 33 0.52 37 b.7 52 8.1 3 199 5.6 28 9.0 46 23 1.2 0.01 | 0.01 9.3 4.7
4 1027 38 3.7 | 44 4.4 37 3.7 58 54 82 8.0 4 364 11 2.8 17 44 9.9 2.7 4.0 1.0 20 5.2
5 2214 75 35 | 107 5.0 20 0.90 85 37 139 6.3 5 1300 41 3.2 60 4.6 18 i.5 26 1.9 68 5.2
Gly Phe
; Dentro del Enlre Variaclon " Dentro del Entre Variacion
B Pil:::la Repelibllidad {aboratorio Enftre loles instrimentos total o r.:::iaila Repelibilidad jaboratorlo Enlre lotes T total
DESV.| .., |DESV.] aye, |DESVe| ey |DESYY oy DESV] .., : DESV.| .., |PESV.| nys, |DESV:| ye, |DESV. DESV.
pmol/L EST. CV% EST. cV% EST. CV% EST. CV% EST. CV% pmoliL EST. CV% £5T. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV%
1 242 11 4.7 14 6.4 79 3.0 18 76 25 10 1 23 1.4 6.6 1.5 7.0 | 043 17 0.35 1.5 1.6
2 319 15 52 16 54 6.6 1.9 21 6.5 27 84 2 128 5.3 43 5.5 4.4 35 27 25 1.9 7.0
3 520 17 3.4 26 5.2 6.1 1.1 35 69 44 8.5 3 346 11 341 17 4.8 4.7 1.4 10 28 20
4 924 23 33 43 4.9 286 2.8 71 7.5 87 8.4 4 795 28 35 36 | 45 28 3.8 27 3.2 53
5 2713 80 34 128 4.9 77 27 220 5.1 265 9.8 5 1452 59 4.0 80 55 17 1.2 37 25 89
Leullle\Pro.-OH Pro
Dentro del Enltre Variacién " Dentro del Enire Variacion
E
i isiti ":3:1:? Repetiuiiidai laboraterio ki instrumentos tolal iiicatia ":;f;r Repelibiiod Iaboratorio EHifaIR Instrumentos total
DESV. { . |DESV.] e, |DESVL| nyor |DESVAL oy DESV. .., DESV. |~y |PESV.| nypoy [DESV.| oo | DESV. DESV.
pmollL | o |CV% | gey. | V% | Est. | OV | est. | ©V* | st s pmolll. | £ OV |'pey '[ OV | goy |V | gt | V% | Est.
1 58 2.4 43 28 5.1 054 | 087 | 067 i2 29 5.1 1 40 2.0 54 20 53 | 0.57 1.4 1.2 30 24
2 201 8.5 43 9.0 4.6 4.7 2.3 0.01 | 001 10 5.1 2 177 7.8 4.5 7.8 4.5 4.6 26 5.2 28 10
3 356 2 | 32| 48 | 49 | 27 [oB0o |76 | 21 | 19 | 55 3 317 170 | 33 | 16 | 49 | 26 (086 | 14 | 42 | 21
4 674 22 3.2 31 4.6 17 26 20 27 40 6.0 4 604 18 30 24 4.4 16 2.8 33 51 44 s
5 1139 46 40 &7 5.8 13 1.2 32 27 75 656 ) 5 1435 45 3.2 66 4.6 36 26 85 5.8 114 [ 7.9
)
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13208221
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Tyr c3
| Dentro del Enlre Variacion Denlro del | Enlre Vatiacion |
Ida i
Muestra h:gtdaila Repelibllided laboratario Enlrelotes instrumentos lotal Muissica r':ztd;la Repeiiilignd laboratorio Entea lotss instrumentos lotal
DESV. s |DESV. DESV. DESV, DESV. . DESV. | DESV. ! DESV. DESV, DESV.
C 9, 3, () v, { 3, & 19, L}
| MmOl Tegr. [SV% | EsT. | CV% | oy | OV lest. | V% | gy, | CV% molil 1 est. | ©V% |Est. | OV% | gor, | OV EsT. | V% sy, | V%
1 20 1.4 6.9 1.4 69 [ 052 26 | 067 3.2 1.8 8.0 1 0.41 0.04 9.5 0.04 98 | 0.01 29 | 0.03 8.3 ] 0.05 13
2 109 4.5 4.2 4.9 4.6 36 3.3 0.97 | 0.87 6.2 5.7 2 4.2 0.21 52 | 024 58 | 0.14 32 0.29 87 | 033 | 93
3 269 9.1 34 13 4.6 4.1 1.8 8.5 2.4 15 5.5 3 13 0.57 | 4.5 079 | 83 | 0.16 1.2 0.83 | 85 12 9.1
4 599 19 3.2 23 3.9 15 26 17 2.7 33 5.4 4 30 1.1 3.7 1.5 5.0 1.2 4.0 25 8.1 32 i1
5 1583 | 44 | 2.8 | 69 | 44 | 40 | 26 | 23 1 20 | 8 | 54 5 56 23 |43 | 29 | 54 {074 13 | 33 | 58 | 45 | 80
Val C4
Dentro del . Entre Variacidn - | Dentro del Entre Variacion
FMuestra "::gila Repetibilidad laboratorio Entro lotes instrumentos total _! Mirastra ht‘:;? Repelibllidad laboratorio Entos fotes instrumentos total
DESV.| ... IDESV.]  “IpEsv, DESV.] .., [DESV] ' DESV. | oy, |DESV.| oy, [DESV.T . [DESV] .. [DESV] ..,
umoll |'esy. | V% [st. | V% | st | CV% est. | V% | ggr.| OV Mol [ esr. |SV*% |gst. | ©V% | sy, | SV% EsT. | V% | gsy. | OV%
1 57 23 4.3 26 4.9 0.81 1.3 16 29 3.2 586 1 0.06 0.01 16 0.01 16 | <0.01 35 (<0.01 24 | <001] 14
2 208 8.7 4.2 9.0 4.4 5.6 2.8 5.7 2.6 12 5.8 2 0.56 0.03 53 0.03 55 0.02 2.9 0.02 28 | 0.04 8.7
3 323 11 3.2 16 4.8 4.2 1.4 12 35 20 6.2 3 1.8 0.08 | 42 0.11 59 | 001 ]| 031 | 007 38 013 7.1
4 559 18 3.2 25 4.4 156 3.0 27 4.6 40 7.2 4 4.3 0.18 4.2 0.23 5.4 0.08 2.0 0.21 45 | 032 | 74
5 1160 37 3.2 56 4.8 35 3.2 57 4.7 87 7.5 5 20 0.75 | 3.7 095 | 48 | 054 27 0.87 4.1 1.4 8.9
co C5
. | Dentro del Entre Variacién . Dentro del Entre Variacién
Muosira "::g Jfa fopaliblitday lahoratorio Sitre lates instrumentos lotal Muastea Toe:jaila Ropetitiidad Iaboratorio Entrelntas instrumentos tolal
DESV.| .., |DESV.] . [DESV.] " DESV. DESV/| _ . DESV.] . [DESV. DESV.| .., DESV.[ . ToEsv]
pmolil EST. CV% EST. CV%h EST. CV% EST. CV¥% EST. CV% pmoliL EST. CV% EST. Cv% EST. CV% EST. CV% EST. CV%
1 8.2 0.45 5.9 0.53 7.0 0.04 | 0.47 1.1 13 1.2 15 1 0.04 0.01 24 0.01 34 |<0.01 26 |<0.01 | 007 | 0.01 29
2 39 1.8 4.8 2.5 6.8 1.5 3.7 4.9 12 57 14 2 1.0 0.05 49 0.05 5.2 0.03 28 0.04 3.9 0.07 7.0
3 86 33 4.0 6.1 7.4 1.1 1.2 11 13 12 15 3 3.6 0.12 34 0.19 54 0.04 1.1 G20 5.5 0.28 7.8
4 179 6.7 3.9 11 6.2 87 3.7 24 13 27 16 4 9.1 0.32 3.7 0.48 52 0.31 3.8 0.64 6.6 0.85 9.3
S 1153 43 3.9 76 6.9 3t 26 144 12 165 14 5 19 0.72 3.9 0.94 5.1 0,22 1.2 1.0 52 1.4 7.4
Cc2 C5DC\C60H
Dentro del Entre Variacién Dentro del Enlre Variacion
Muesira T:g? Repetibilidad labaratorio Enlee foles inslrumentos total Muesirs ht‘:gila Repotitilidad labaraterio Enlre lotas instrumentos tolal
DESV.| ..., |DESV.| . . ~|DEsV, DESV.] .. |DESV] DESV.| cyy, |DESV.| oy |DESV.] ., TDESV] . [DESV] .
pmoliL EST. CV% EST. CV% EST. CV% E£ST. CV% EST. CV% pmolfL EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. CV#% CEST, CV%
1 35 0.17 4.9 0.19 | 56 | 0.09 25 | 024 8.7 0.32 9.1 | 1 0.03 0.01 27 0.01 27 [<0.01]| 9.2 |<0.01 79 | <001] 27
2 12 0.56 4.9 0.59 5.1 047 3.9 0.70 5.7 1.0 8.6 2 0.43 0.03 6.8 0.03 7.9 | 001 3.1 0.01 32 | 004 8.7
3 18 0.79 4.4 1.1 59 | 0.09 | 049 1.2 6.7 1.6 9.0 3 1.5 0.07 | 48 0.16 | 64 0.02 1.1 0.08 51 013 | 82
4 30 1.1 3.7 1.5 5.2 | 0.66 2.2 2.0 6.4 26 8.7 4 3.8 0.18 | 48 | 0.21 56 | 007 1.9 | 0.19 49 | 029 7.7
5 319 10 | 32 | 15 | a8 | 1 33 | 20 | 63 [ 27 | 86 | 5 35 186 [ 47 [ 21 [ 60 | 14 | 31 | 15 | 41 28 | 79
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Cé Ci4
X Dentro del Entre Varlacién ” Dentro del Entre Variaclén
Mueslra i':;:ial]a Repotibilidad laboratorio Enlre lotes instrumentos total rueslra I'::::: Repetibliidad laboratorio Ertrofoles instrumentos total
DESV.| o, |DESV.] cuyy |DESV-] oy PESY-| oy [PESY-| oy DESV.]| .y, |DESV. DESV.| .0, |DESV. DESV.
umollL || eV | ey | OV | eer. | OV [st. | OV |est. i pmol. [ | CV% | per || OV% | egr | V% | per.| V% | EsT.
i 0.01 <0.01] 38 <001| 39 [<0.01 15 |<0.01 | 0.04 | <0.01] 38 1 0.05 0.01 16 0.01 15 |<0.01] 35 |<0.01| 093 | <0.01
2 0.38 0.02 5.8 0.02 6.0 }<0.01 24 0.01 3.4 0.03 7.4 2 0.55 0.03 55 0.03 5.5 0.01 1.6 0.03 55 0.04
3 1.4 0.08 4.5 0.08 5.9 0.03 1.8 0.06 4.0 0.10 7.3 3 1.8 0.08 4.8 0.10 58 0.03 1.6 0.09 5.2 0.14
4 3.5 0.14 4.1 0.18 53 0.10 3.1 0.17 4.6 027 7.7 4 4.3 0.16 3.9 0.21 50 0.12 2.8 0.28 6.3 0.37
5 22 0.78 36 1.0 4.7 | 073 33 1.2 5.4 1.8 7.9 5 i8 053 | 3.0 085 | 48 | 043 | 23 1.1 5.9 1.5
C8 — C16
Dentro del Entre Variacién Dentro del Entre Variacion
T "::f:la Repelibilidad laboratorio Entrelotas instrumentos total Hiestra "::gr Repetibllidad laboralorio Enifeiotes instrumentos {otal
DESV. | ..o |DESV.] oy |DESVA oy PESY:| oy | PESYY vy DESV. | ~vs |DESY.| ays, [DESV. DESV. DESV.
pmoti. | eV [ear | OV | ey, | V% [est. | OV | Est. SV pmotn. 22| eV% oy | OV% | gor. | V% | et | OV | Esr.
1 0.03 0.02 56 0.02 60 |<0.0% 46 |<0.01 | 0.07 | D.O2 59 i 0.99 0.05 4.9 0.07 7.3 002 ] 23 0.08 8.5 0.11
2 20 0.08 5.0 0.10 5.3 0.0 38 0,02 4.6 0.16 7.8 2 3.6 0.17 4.8 0,23 6.4 0.13 3.6 0.27 7.3 0.37
3 7.5 0.31 4.1 0.40 5.4 0.12 1.6 0.45 59 0.61 8.2 3 11 0.38 36 0.67 6.4 007 | 062 | 0.B1 7.6 1.1
4 18 0.71 3.9 0.97 53 0.64 36 1.2 5.9 16 8.8 4 24 0.84 4.0 1.2 5.2 0.35 1.5 21 8.4 2.5
5 35 1.6 4.6 1.9 55 | 044 1.3 1.8 5.0 26 7.6 5 58 1.2 33 _3.3 58 i3 22 5.0 8.5 6.1
Cc10 Cc18
Dentro del Enlre Varlacién : Dentro del Enlre Variacion
T ":::j: Repetibllidad laboratoric Eubre fotas instrumentos total Muestra r‘::tdalla Repelibilidad laboralorio Falrslioles instrumentos total
il L ]
DESV. o |DESV. A DESV. i DESV. DESV. DESV. ., |DESV. ., |DESV. DESV. DESV.
pmollL ooy | CV% | oy, | €V | gst. | V% | est. | V% | EsT. i pmot. (" | oVt [ eer. | OV | st | V% | st | V% | st | OV
1 00z | 001 ] 27 001 ] 33 [<001] 13 [<0.01] 10 <0.01| 33 1 048 | 003 | 54 | 003 | 56 |001 | 20 | 003 | 54 [004 | 8O
2 0.42 002 | 53 003 | 68 | 0.0% 24 0.04 10 0.05 12 2 1.2 006 | 48 | 0.05 50 | 003 | 27 0.06 4.4 0.08 7.2
3 1.5 0.07 53 0.11 7.7 0.02 12 | 014 9.7 0.18 i2 3 28 0.10 36 0.13 45 | 0.03 1.0 0.16 5.3 0.21 7.1
4 3.7 0.17 48 0.219 5.0 0.11 29 0.41 11 047 13 4 6.1 0.24 4.0 0.27 4.6 0.03 | 058 | 0.38 5.9 0.47 77
5 19 068 | 38 1.1 6.2 | 0.72 36 1.8 10 23 12 5 38 1.0 2.9 1.5 4.3 078 | 22 22 598 28 77
c12 C26
: Dentro del Entre Variacion . Dentro del Entre Variacion
Muestra ":08:1“3 Repstibliidad laboratorio Enlre fotas instrumentos total suestra ":;;: f Repelibliidad laboratorio Entre lotes instrumentos tolal
DESV. DESV.| ..., |DESV.| ..., |DESV. oy, |DESVS DESV. DESV.| .., |DESV. DESV.
pnollL | L1 v [pey | OV |esr. |V | EsT. | Y% | EST. i pmolll. || OV ey | V% | gst, [OV% | st | OV
1 0.02. | 0.01 39 0.01 43 |<001] 52 |<0.01 | 0.38 <0.01] 3B 1 002 <001 18 0.02 03 |<0.01! 19 |<001] 7.8
2 0.48 0.02 56 | 0.02 56 | 0.02 3.4 002 | 47 | 004 7.9 2 .18 0.01 4.9 0.03 14 |<001| 38 0.01 6.0
3 1.8 0.08 45 0.10 5.7 001 | 076 | 0.08 4.6 0.13 7.3 3 0.65 0.02 3.0 0.04 6.7 0.01 24 0.05 6.7
4 4.4 0.21 4.8 0.24 56 | 0.16 3.7 0.23 4.9 0.37 8.3 ~) 4 1.6 0.06 3.5 0.08 50 | 005 | 35 0.11 6.3
5 20 0698 | 36 0.24 4.9 0.49 2.4 1.0 5.0 1.6 7.4 5 3.3 010 | 3.0 0.17 5.1 0.08 | 26 0.19 5.3
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139082216 (es)

49 50 13908221-6 (es)
SA Tabla 9. Repreducibilidad determinada para el kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS
Media |Repelibitidad Dentro d_el Entre lofes Entre Variacién | ulilizando el sistema QSight en 2 cenlros exlermnos y uno interno.
laboratorio instrumentos total
Muestra] total forey DESV. DESV DESV Al
wmolll- Pesr, | V% | esr. | SV | gor. | SV EST 'W’“ For | Vi : Dentro del
1 033 o1 | 88 /013 73 [002] 32 | 003 | 18 |04 ] 32 Muesra | Mediatotal laboratorio interlaboratorio | Reproducibilidad
2 36 017 | 54 | 028 | 87 [ 008 | 24 | 044 | 12 053 | 15 pmaliL DESV. v DESV. | oV DESV. oV
3 14 060 | 45 | 14 | 10 022 ]| 18 | 1.7 | 13 | 22 | 16 EST. : EST. * EST. 4
4 37 1.6 | 46 | 33 | 94 [077 | 22 | 52 13 | 82 | 17 1 313 17 5.4 11 35 20 6.5
5 73 [ 39 |-54 7.7 11 0.15 | 022 | 9.3 12 12 17 | 2 426 25 5.3 4.4 1.0 25 6.0
3 755 38 5.0 10 1.4 39 5.2
ADO
Denlro de) Entre Variacién Arg
Media Repetibilidad laboratorio Entre lotas instrumentos total Dentro del
Musstes H:L‘L'L DESV.T oy, [PESV.T o, [OESVT o ESV, ovte | 5] oom Muesa | Medlatotal | laboratorio Interlaboratorio | Reproducibllidad
EST. EST. ® | EST. * | EsT. * | EST. ’ ' pmoliL DESV. V% DESV. oV DESV. | yme
1 0.13 0.02 15 0.02 17 _|<001| 21 0.02 20 0.03 22 EST. ? EST. EST.
2 1.3 0.08 6.0 | 0.09 7.0 | 002 1.3 0.04 3.2 0.10 7.9 1 8.6 0.52 6.0 0.10 1.2 0.53 8.2
3 54 020 38 | 028 | 52 [ 007 | 1.2 | 024 | 44 037 | 69 2 45 23 5.0 1.7 3.8 28 83
4 15 051 | 36 | 067 | 46 {023 | 16 | 070 | 47 1.0 | 6.9 | 3 154 65 4.2 47 3.0 8.0 52 |
5 28 0.99 35 1.2 44 | 043 1.5 1.3 4.4 1.8 8.5
Asa!
C26:0-LPC Dentro del e
Deniro dei Entre oraden Media total faboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
Media |Repetibilidad Jabo Entre lotes W Muestra m DESV. DESV v
Muostra| total 2 20ratorio lostrumentos| __total pmo 1 oy | cve | OESY- | oy
ol DESV.’ cve% [DESV: .. |DESV. cvy |PESV] oy, [DESV. V% EST. EST. EST.
a EST. * | EsT. . EST. ® | EST. * | EST. 1 0.73 0.17 24 0.11 15 021 28
1 022 1003 | 16 | 003 | 17 [ 001 | 45 |<0.01 | 1.1 003 | 15 2 2.9 0.79 8.0 1.3 14 1.6 16
2 070 1006 ] 94 008 [ 11 | 001 | 1.1 [<0.01 | 0.04 | 0.08 | 19 3 39 23 5.9 4.8 12 5.1 13 |
3 1.4 0.10 7.2 012 | 87 0.01 | 047 | 0.07 4.5 0.14 9.9 ' El Asa se mide coma Ia concenlracion lotal de Asa y sus anhidddos.
4 2.8 014 | 51 1021 ] 72 | 001 | 055 [<0.01 | 0.01 | 0.21 7.3
5 54 [027] 49 [032] 58 |010 ]| 21 <0.01 {<0.01 | 0.34 | 62 | Cit
r_ Media total IE:E::;;?; Intertaboratorio Reproducibllidad
Muestra
pmollL DESV. DESV. DESYV.
Reproduclbilidad ey cV% ot cV% s CVY%
La reproducibilidad del ensayo NeoBase 2 Non-derivalized MSMS se delemiiné con los 1 27 3.1 12 029 1.1 3.1 12
sistemas de cribado MSMS QSlight y TQD en 2 cenlros extemos ¥ uno interno. Se esperan 2 141 7.4 5.3 6.0 42 9.5 6.8
resullados de reproducibilidad similares con el sistema de cribado MSMS Xevo TQD y con 3 463 25 54 87 1.9 27 58 |
el sistema de cribado MSMS TQD debido a las minimas diferencias de hardware y software
enlre los dos modelos de Instrumento y a los flujos de trabajo diario similares en ambos GlniLys
sistemas. La reproducibilidad se basé en 75 determinaciones: en cada laboralorio se Dentro del
midieron 5 placas a lo fargo de 5 dias laborables ulilizando un lote del kil, donde cada placa Musstra Media total lahoratorio Interlaborstorlo Reproducibllidad
tenia 5 replicados por muesira. Los resullados de reproducibiiidad y la precision inlra e pmolil. DESV. cves DESV. oV DESV. cV%
inlerlaboralerio se presentan en la Tabla 9y 10. ) EST. EST. i EST.
) 1 520 29 56 12 24 at 6.0
2 741 40 5.4 40 54 57 7.6
/ N 7 3 1402 82 5.9 54 3.8 98 7.0 (
A \ —
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Gly i
Dentro del A ;
— Media total |aboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmol/L. DESV. " DESV. i DESV.
EST. cv EST. s EST. CV%
i 316 20 6.4 6.0 1.8 21 6.7
|2 515 35 6.7 10 2.0 36 7.0
3 1112 70 6.3 14 i3 71 64
Leullle\Pro-OH
Dentro del Z
e Media total {aboratorio {nterlaboratorio Reproducibliidad
pmollL DESV. . DESV. 5 DESV. 5
cor. | V% | st | V% | est oV
1 189 9.0 4.8 22 1.2 9.2 4.9
2 325 16 | 5.1 13 4.1 21 6.5
3 725 38 5.2 12 17 40 5.5
Met
Dentro del
d
e Media total {aboratorio Interiaboratorio Reproducibilidad
pmoliL. DESV. 5 DESV. E DESV. i
EST. CV% EST. CV% EST. CV%
1 16 1.4 6.7 0.73 4.5 1.3 8.1
2 108 58 55 4.2 3.8 7.2 6.7
3 372 20 5.4 79 21 22 58
Om
Deniro del
- bo i i
— 1Aedia total |aboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
! pmol/L DESV. . DESV. . DESV.
EST. GV EST. Gy EST. el
1 112 4.4 4.0 5.0 4.5 6.7 6.0
4 179 a5 53 53 28 11 6.1
3 374 20 5.2 4.3 1.2 20 53
Phe
Dentro del L
— Media total [iboTAEHD interlaboratorio Reproducibllidad
il
pmolilL DESV. " DESV. DESV. .
gsr. | V% | Est. | ¥ | esr. oV
i 60 27 46 0.52 0.86 28 46
2 215 12 54 6.4 3.0 13 6.1
3 663 31 47 | 4.2 063 32 4.8

13908221-6 (es)

52
Pro
Dantro del Interlaboratori ]
Iedia total laboratorio rio | Reproducibllidad
S pmoliL | DESV. DESV. DESV.
- 3 . )
gor. | V% | gsr | V% | esr. | OVE
1 138 6.0 43 2.8 2.0 5.6 48
2 242 13 54 38 16 14 56
3 543 29 5.4 3.2 0.59 30 )
Tyr
Denlro del .
Huosta | Media total laboratorio interlaboratorio | Reproducibilidad
pmolL | DESV. | DESV. DESV.
st | V% | gsr. | OV% est, | oY%
1 60 24 41 0.04 0.06 2.4 a1
2 197 9.4 4.8 6.2 3.2 11 57
3 801 29 48 7.3 12 30 290
Val
SRt Interlaboratori i
Muesia | Media total laboratorio rio | Reproducibliidad
pmolL. | DESV. | DESV. DESV.
eor. | €Y% | Est. | Y% | esr. | OV%
1 207 95 46 21 1.0 a7 a7
2 315 18 58 14 46 23 73
3 637 36 5.7 15 2.4 39 62
co
Sgnlrdol Interlaboratori i
Muesta | Media Lotal laboralorio rio | Reproducibilidad
' pmoliL. DESV. » DESV. . DESV.
EST. GV EST. cV% EST. Cv%
1 25 13 50 0.35 14 13 1
2 73 41 57 1.7 23 a5 61
3 210 i1 5.3 1.4 0.66 11 5.3
c2
Dentro del Interlaboratori
vesira | Mediatotal laboratorio atorio | Reproducibllidad
pmoliL DESV. VoL DESV. oY DESV.
EST. > | EsT. * | ggr, | V%
1 12 053 4.5 0.14 12 055 17
2 28 14 49 11 38 18 5.2
A 3 75 3.8 51 0.92 12 3.0 =2
| : (
H \‘ /
A
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Ci C3
Dentro del i " . Dentro del : -
Mestra Media total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad |—”“estra Media total labaratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmolil DESV. . DESV, . DESV. : pmeliL DESV. . DESV. i DESV.
est. | V% | Est | V% | eer | ov est. | V4 | gst. | OV% | ear | ok
1 1.1 0.07 8.2 0.03 2.3 0.08 6.6 1 0.078 0.01 12 <0.01 2.2 0.01 12
o 9.7 0.52 5.3 0.30 5 | 0.60 6.2 2 4.9 0.26 5.3 0.17 3.5 031 6.4
3 34 1.8 52 | ©35 | 10 1.8 53 3 19 1.0 5.4 0.17 0.93 1.0 5.5
C4 C10
Dentro del . 3 Dentro del
o Media total laboratorio Interfaboratorio Reproducibilidad . Media total laboratorio Interfaboratorio Reproducibitidad
pmoliL DESV. i DESV. » DESV. p ymolfl, DESV. . DESV. i DESV. .
est. | V% | wer | V% | or | ovw est. | VY% | st | OV% | or | oV
1 0.15 0.01 71 <0.01 2.1 0.01 7.4 1 0.11 0.01 7.8 <0.01 2.0 0.01 8.2
2 1.4 0.08 55 0.06 4.6 0.10 7.2 2 0.97 0.6 6.3 0.05 5.1 0.08 8.1
3 4.9 0.27 55 0.09 1.9 0.29 5.9 3 3.5 0.23 6.4 0.08 24 0.24 6.2
C5 C12
Dentro del y Dentro del +
—_—— Medla total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilldad st Medla total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmaliL DESV. i DESV. . DESV. : pimol/lL DESV. " DESV. . DESV. .
st | V% | wgr | oW | ont | o est. | V% | st | OV | | ova
1 0.084 0.01 8.7 J <0.01 24 0.01 9.0 1 0.045 0.01 11 <0.01 23 0.01 11
2 2.2 0.13 8.1 | o0.07 3.2 0.15 6.9 = 2 1.1 0.07 6.2 0.04 3.6 0.08 7.2
3 8.2 0.42 5.2 l 0.1 1.3 0.44 5.3 3 4.3 0.26 6.1 0.08 1.3 027 6.3
C5DC\C60H Ci4
Dentro del . Deniro del .
Mussira Media total laboratorio Interfaboratorio Repreducibilidad e Media total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmotiL DESV. ] " DESV. " DESV. . ! pmoliL DESV. . DESV. " DESV.
est. | VY% | ks | V% | or | ovs est. | V% | ger. | V% | o | ova
1 0.057 0.01 14 0.01 16 0.01 21 1 0.10 0.01 8.5 <0.01 1.9 0.01 8.7
2 0.78 0.05 6.5 0.06 7.2 0.08 9.7 2 1.1 0.07 57 0.04 34 0.08 6.7
a 29 0.17 6.1 013 4.4 0.22 7.5 3 4.1 0.22 5.4 0.04 0.88 0.22 55
C6 C16
Dentro del g . Dentro del 2
—— Medla tolal laboratorio Intertaboratorio Reproducibilidad . Media total laboratorio Interiaboratorio Reproduciblildad
pmoliL DESV. = DESV. . DESV. . pmoliL DESV. . DESV. ” DESV. »
est. | V% | est. | V% | T | ovw est. | V% | gsr. | OV% | o | CV%
1 0.037 <0.01 12 <0.01 6.2 0.01 13 1 1.0 0.08 4.8 0.03 2.9 0.08 56
2 1.1 0.08 55 0.04 3.5 0.07 8.5 2 7.6 0.43 56 0.30 39 0.52 6.8
3 4.0 0.22 56 0.07 1.7 0.23 58 3 26 1.4 5.3 0.38 1.5 1.4 5.5
(
7
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C1i8
Dentro del
— Media total laboratorio Interiaboratorio Reproducibliidad
pmoliL DESV. " DESV. = DESV.
est. | V% | Est. | Y% | est. e
1 0.70 0.04 5.1 0.02 23 0.04 56
2 2.1 0.10 5.0 0.08 3.7 0.13 6.3
3 6.0 0.27 4.5 0.08 1.4 0.28 4.7
C26
Dentre del .
Muestra Media total {aboratoro Inlerlaboratorio Reproducibllidad
pmol/L DESV. V% DESV. cV% DESV. CV%
EST. EST. ‘ EST.
1 0.028 <0.01 14 <0.01 4.3 <0.01 15
2 0.36 0.02 4.3 0.02 6.2 0.03 75
3 1.4 0.06 4.5 0.05 3.7 0.08 58
SA
Dentro del .
P Media total {aboralorio Inlerlaboratorio Reproducibllidad
pmoliL DESV. oV DESV. v DESV. cv¥
EST. ’ EST. 2 EST. i
i 0.23 0.04 18 0.03 i2 0.05 22
2 15 13 8.5 0.43 29 i3 8.0
3 59 4.5 77 1.5 25 4.8 8.1
ADD
Dentro del ;
_ P— |aboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
‘ pmoliL DESV. | cye | PESV- | cvy PESV. | ayy
EST. ‘ EST. EST. *
4 0.11 0.01 12 0.01 9.5 0.02 16
2 3.8 0.23 5.9 0.21 5.5 0.31 8.1
3 17 0.80 5.4 0.70 4.2 1.1 6.8
¢26:0-LPC
Dentro del s
S Media total Jaboratorio Interiaboratorio Reproducibilidad
pmol/L DESV. : DESV. h DESV. g
T | V% | eer | V% | st | OV%
1 0.27 0.07 24 0.13 48 0.15 54
2 0.68 0.08 11 0.16 23 0.18 25
3 2.0 0.16 7.9 021 | 11 0.26 14

ETC INTERNACIONAL SA
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Tabla 10. Reproducibilidad determinada para el kil NeoBase 2 Non-derivatized MSMS
ulilizando el sistema TQD en 2 cenlros exlernos y uno interno.

Ala
Dentro del
. — o Interlaboratorio Reproducibilidad
uestra
pmoliL DESV. VY DESV. CVY% DESV.
EST. * | Est. * 1 sy | B
1 338 19 59 25 7.5 32 9.5
2 430 23 55 38 8.9 45 10
3 623 s 5.6 71 10 81 11
Arg
Dentro del P
st Vo sl 4 Interlaboratorio Reproducibilidad
Muestra pmollL DESV. DESV. DESV
. 3 y <, .
gst. | V% | Est. | SV est, | SV%
1 8.2 1.1 13 0.69 8.4 1.3 15
2 49 24 48 20 4.1 3.1 6.3
3 175 9.0 5.1 6.5 3.7 11 6.3
Asa'
Dentro del Interlaboratori
dedistatil [aboratoilo rio Reproducibilidad
Muestra
pmol/L DESV. CV DESV. cv, DESV.
EST. b | EsT. “ | &g | %
1 053 0.16 29 0.36 67 0.39 73
2 6.7 0.54 8.1 011 1.7 0.55 8.3
3 28 1.9 6.4 1.6 53 25 8.3

TEl Asa se mide como Ia concenlracion lolal de Asa y sus anhidridos.

Cit
Dentro del interlaboratorio R
— Medla Ltm DE':meatmio e eproducibilidad
pmo * . DESV.
gst. | V% | poy, | OV E;-v oV
1 21 2.3 10 0.38 1.8 24 11
| 2 91 6.5 74 0.88 0.97 6.5 7.2
L8 292 18 6.5 8.7 33 21 73
GlnlLys
Dentro del Interlaboratorio R ducibili
Hussta | Mediatotal aboralorio eproducibilidad
pmoliL DESV. | oum DESV. | oy DESV.
EST. * EST. ' EST. oV
1 517 35 6.8 10 2.1 37 7.2
2 738 45 6.2 12 1.6 47 6.4
3 1408 110 78 52 7 121 8.6
i’
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Dentro del . g
Madia total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
Muestra pmolil DESV. " DESV. DESV.
EST. cV% EST. Cv¥% EST. b
1 320 23 7.5 12 38 26 8.4
592 7 8.3 25 4.2 44 76 ]
3 1398 95 5.8 62 4.5 114 8.1 [

Leullle\Pro-OH

13208221-6 (es)

[ Dentro del 3
Hiestra Media total laboratorio Interlaboratario Reproducibilidad
pmoliL DESV. " DESV. . DESV., ,
est. | Y% | &st. | V% | o | ov%
1 179 9.2 52 52 2.9 10 5.9
2 273 12 4.5 8.0 29 14 5.3
3 549 30 55 22 4.0 37 6.8
Met
Dentro del
e Media tolal laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmollL - DESV. " DESV. 4 DESV. ”
EST. e EST. Cv% EST. s
1 15 1.4 9.2 0.37 24 1.5 9.5
96 57 5.9 5.4 5.8 7.8 8.2
3 337 21 6.3 23 | 74 31 9.5
Om
Dentro del :
- Medla total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmoliL DESV. 3 DESV. DESV. :
Est. | V% | esr | OV% | | ove
i 112 8.8 7.9 9.2 8.2 i2 11
2 200 8.4 4.2 1.3 0.62 B.5 42
3 484 23 4.8 3.7 0.76 23 4.9
Phe
Dentro del
ihosiin Medla total laberatorto Interlaboratorio Reproducibilldad
pmaoliL DESV. i DESV. DESV. 5
Est. | Y% | st | OV% | por | OV
1 62 3.1 5.0 0.48 0.77 3.1 5.0
2 160 92 4.8 2.5 1.3 9.5 5.0
3 573 31 5.5 10 1.8 33 58

58
Pro
Dentro del y o
ibilida
_— Media total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmoliL DESV. a DESV. _, DESV. s
EST. V% EST. i EST. B
1 180 8.8 58 4.0 2.8 98 6.4
2 304 13 4.5 4.3 14 14 47
3 759 37 5.0 24 | 32 45 59
Tyr
Dentro del ;
Musstia Media total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmolilL DESV. " DESV. & DESV. 3
est. | V% | Est | OV% | oor | OV
1 57 3.9 6.8 1.1 19 4.0 7.0
2 227 11 5.0 8.3 36 13 6.2
3 736 41 5.6 28 36 49 6.7
Val
Dentro del "
- Media total laboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmollL DESV, " DESV. i DESV.
EST. ks EST. Bz ST, | 9%
1 191 9.9 5.2 4.4 2.3 10 5.7
2 295 12 4.2 8.3 2.8 15 5.1
3 601 33 55 i2 2.1 35 59
co
Dentro del : .
Mustra Media totai laboratorio Interlaboralorio Reproducibilldad
' pmoliL DESV. 2 DESV. ; DESV.
est. | V% | esr | V% | bor | V%
1 22 1.3 6.0 1.1 4.9 1.7 7.8
2 75 34 4.5 34 4.4 48 6.3
3 233 13 5.8 6.8 29 15 8.5
c2
Dentro del 5
— Medla total {aborateiio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmolL DESV. % DESV. o DESYV.
EST. cv% EST. GV EST. GV
1 11 0.63 55 0.38 3.4 0.74 6.4
2 20 0.98 4.8 0.55 2.7 14 6.5
3 46 28 5.6 1.8 3.8 31 8.7

~
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C3 C8
Dentro del Dentro del § .
— Media total |aboratorio Interlaboratorio Reproduciblilidad ot Media total {aboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmol/L DESV. i DESV. DESV. " pmolil DESV. DESV. " DESV.
EST. CV% EST. CV% EST. CV% EST. V% EST. CcV% EST. CV%
1 1.2 0.07 59 0.04 3.5 0.08 6.8 1 0.07 0.01 16 <0.01 13 0.02 20
2 8.5 0.38 4.6 0.41 4.8 0.57 6.7 2 1.9 0.1 57 0.07 4.0 0.13 6.9
3 28 1.2 63 1.9 6.3 27 8.9 3 7.2 043 6.0 0.35 4.8 0.55 7.6
c4 c10
Dentro del A & Dentro del
b
Mussira Jedia total |aboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad R tedia total {aboralorio Intertaboraterio Reproducibilidad
pmollL DESV. . DESV. o DESV. : pmollL DESV. DESV. 5 DESV.
est. | V% | Est. | Y% | EsT. CV% gsr. | % | est. | % | esy, | V%
1 0.14 0.01 0.8 <0.01 1.8 0.01 10 i 0.08 <0.01 8.3 <0.01 38 <0.01 9.1
2 1.3 0.06 51 0.07 56 0.10 7.6 2 0.87 0.04 4.9 0.05 5.9 0.07 77
3 4.6 0.30 65 0.28 6.1 0.41 8.9 3 3.2 0.21 6.6 0.22 6.8 0.30 95
C5 ci2
Dentro del Dentro del
—— Wedia total {aboratorio Interlaboratorio Reproducibllidad _— Media total {aboraloge Interlaboratorio Reproducibllidad
pmoliL DESV. . DESV. N DESV. pmoliL DESV. ) DESV. . DESV.
ror | Y% | Est. | % | est. | V¥ gsr. | O | msr | Y% | eey. | OV
1 0.10 0.02 18 <0.01 8.8 0.02 20 1 0.04 <0.01 15 <0.01 9.0 <0.01 17
2 26 0.13 4.8 0.02 33 0.15 5.8 2 0.77 0.05 6.2 0.02 28 0.05 6.8
3 10 0.56 55 0.45 4.4 0.71 7.0 3 28 0.18 6.4 0.10 34 0.21 7.2
C5DC\C60H ci4
Dentro del s e Dentro del 2
i 1tedia total {aboralorio Interlaboralorio Reproducibilidad — Medla total Jaboratorio Interlaboratorio Reproducibilidad
pmollL DESV. 5 DESV. o DESY. | Ay .pmollL DESV. , DESV. i DESV.
oy | v | gy, | V% | et | V% est. | V% | Est. | V* | est. | OV%
1 0.058 0.01 21 <0.01 8.6 0.01% 22 1 0.11 <0.01 8.8 <0.01 4.8 0.01 10
2 1.0 0.07 6.8 0.05 5.8 0.09 9.0 2 1.1 0.08 5.4 0.08 5.6 0.08 7.8
3 38 0.30 77 0.27 74 0.40 10 3 4.0 0.23 58 0.28 7.0 0.37 9.1
C8 C1i6
Dentro del . Dentro del
d .
Muostra Media total ——— Interiaboratorio Reproducibilidad _— Media total {aboratorio Interiaboratorio Reproducibllidad
pmoliL DESV. oV DESV. V% DESV. CV% pmollL DESV. oV DESV. CVY% DESV. .
EST. * | Est. EST. EST. * | est. * | gsy | G4
1 0.041 <0.01 19 <0.01 7.5 <0.01 20 1 14 0.07 6.0 0.08 5.0 0.09 7.8
2 0.96 0.05 4.8 0.04 43 0.08 6.5 2 8.1 0.37 46 0.31 38 0.49 6.0
L 3 37 0.22 6.0 021 | 568 0.30 8.2 - 3 27 14 5.2 1.3 4.6 1.9 6.9
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C138 Linealidad
Dentro del .
Muestra | Media total laboratorio | IMlerlaboratorio | Reproducibilidad La linealidad se determing de acuerdo con el documento EP0G-A [39) del CLS! ulilizando
HmolL DESV. V% DESY. oV DESV. eV los sislemas QSight, TQD y Xevo. El ensayo ha demostrado ser lineal, tal como se presenlta
EST. ! EST. * EST. i en la labla 11.
1 0.85 0.03 53 0.01 1.6 0.04 5.5
2 2.1 0,11 52 | o004 17 0.12 55 Tabla 11. Intervalos lineales determinados para el kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS
3 6.5 0.38 58 | 018 27 0.42 6.4 utilizando los sislemas QSight, TQD y Xevo.
C26 Qsight TQD Xevo
[ Dentro del % y “ i 2 T T Tmi fmit F T —r
Media total Kiboratorlo Interfaboratorio Reproducibilidad 'L mite Limil_e Limite Limite Limite Limite
Muestra inferior | superior inferior superior | inferior | superior
pmol/L DESV, oV DESV. oV DESV. cv¥ Analito del del del del del del
EST. ¥ EST. EST. ? intervalo | intervalo | intervalo | intervalo intervalo | Intervate
1 0.026 <0.01 12 <0.01 19 <0.01 22 lineai lineal lineal lineal lineal lineal
2 0.31 0.02 58 0.02 8.5 0.03 8.5 (umolit) | (pmolL) | (umoiL) | (pmoliL) {pmoliL) | (pmoliL)
L 3 1.2 0.06 5.2 0.08 6.2 0.10 8.1 Ala 163 1450 145 1580 141 1530
Arg 1.84 359 1.95 311 i14 355
SA : Asa‘’ 0.22 67.2 0.42 67.7 0.38 58.1
Dentro del Cit 9.18 1040 10.1 934 115 1020
Muestea | Media total laboratorio Interlaboratorio | Reproducibilidad | Ginllys 42.2 2450 38.7 2190 45.0 2280
pmollL DESV. cvi, DESYV. cv% DESV. vy, Gly 268 2070 264 1820 278 2000
EST. EST. EST. Leu\lle\Pro-OH 57.8 1430 56.6 1420 61.7 1500
1 0.28 0.08 26 0.05 17 0.09 32 Met 1.66 802 2.37 826 3.32 861
2 7.0 0.72 10 0.76 10 i.0 14 Om 25.6 807 30.1 799 2986 853
| 3 28 24 8.4 3.1 10 3.9 13 Phe 20.9 1500 21.9 1470 255 1560
Pro 37.3 1240 39.4 1250 43.2 1270
ADO Tyr 19.7 1270 19.8 1240 24.4 1330
Denlro del _ Val 51.0 1130 55.8 1110 61.2 1180
Muestra Media total laboratorio Interlaboratorio Reproduclbllidaﬂ o 780 307 316 392 9.26 400
HmoliL OESV- | cvy | DESV. [ ., | DESW. ’ — c2 3.53 147 3.52 139 4.09 143
EST. EST. EST, c3 0.41 64.2 0.44 58.4 0.49 59.8
1 0.37 0.04 10 0.02 5.4 0.04 12 c4 0.05 11.3 0.06 10.4 0.06 116
2 20 0.14 6.8 0.11 5.2 9:17 9.6 c5 0.04 17.8 0.05 17.0 0.04 19.9
3 59 044 55 0.28 36 0.52 8.5 C5DC\C60 0.02 7.30 0.03 6.99 0.03 7.24
c6 - 0.01 7.99 0.02 7.48 0.01 8.35
€26:0-LPC c8 0.03 41.2 0.06 38.7 0.05 41.9
" el Intertaboratorio | Repraducibilidad ci0 0.03 7.24 0.03 6.93 0.03 | 720
edia total laboratorio
Muesira pmoliL DESV. DESV. | DESV. Ci2 0.02 10.3 0.02 9.15 0.02 9.57
EST CV% EST + CV% EST CV% Ci4 0.05 9.45 0.05 8.81 0.05 _iQ_L
= 3 ; 5 5 . 51.5 1.02 50.0
1 0.22 0.04 16 0.04 17 0.05 24 16 oot 45.7 100 —
Ci18 0.48 12.8 0.48 11.8 0.54 12.1
2 0.58 0.07 11 008 | 10 0.09 15
3 | 18 0.15 53 020 1 11 025 J 13 C26 0.02 4.62 0.03 4.10 0.02 4.32
- - : = SA 0.24 88.2 0.28 122 0.24 89.1
~ ADO 0.17 41.3 0.18 36.9 0.19 39.8
C26:0-LPC 0.22 7.08 0.22 7.46 0.21 7.03
il

' El Asa se mide come fa concenlracién lolal de Asa ¥y sus anhidrdos.

Vex4
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Sensibilidad analitica

La sensibilidad analilica (las concentraciones
demosirado ulilizando los sistemas QSight, TQD y

{abla 12.

Tabla 42. Limiles de sensibilidad analilica para el kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS
ulitizando los sistemas QSight, TQD y Xevo.

minimas medibles de analito) se ha
Xevo. Los resullados se resumen en la

64 13908221-6 (es)
Interferencia

El kil NeoBase 2 Non.derivalized MSMS se evalué con el fin de determinar posibles
interferencias conforme al documenlo EP07-A2 [40] del CLSI utiizando los sislemas
QSight, TQD y Xevo. Las sustancias que inlerfieren polencialmente con et anélisis MSMS
(solapamienlos de masa =1 Da de los analitos diana) se esludiaron a la concentracion de
prueba de 50 pmol/L en 0.1% de acido f6rmico en un 50% de ACN ulilizando el mélodo de
ensayo FIA-MSMS para regisirar las masas de iones precursores e iones producio. Las
suslancias analizadas con el mélodo FIA-MSMS se incluyen en la tabla 13.

Tabla 13. Sustancias analizadas para deleclar posibles interferencias a la concenlracion
de 50 pmoliL en el esludio de solapamientos de lransicion de masa.

QSight TQD Xevo
Analito Limite de Limite de Limite de
sensibilldad sensibilidad sensibilidad
analitica (pmoliL) analitica (pmol/L) analitica (pmol/L)
Ala 3.66 1.75 0.45
Arg 0.64 0.37 0.35
Asa' 0.16 0.18 0.18
Cil 2.63 2.64 0.66
GlnlLys 6.31 0.81 0.76
Gly 8.61 8.22 8.70
LeuVle\Pro-OH 0.40 0.40 0.39
Mel 1.56 6.31 0.76
Om 1.83 1.756 0.96
Phe 0.29 0.28 0.28
Pio 0.34 0.35 0.34
Tyr 1.84 1.75 0.88
Val 0.84 0.22 0.21
co 0.18 0.17 0.09
c2 0.04 0.04 0.02
C3 0.02 0.02 0.02
C4 0.01 0.01 0.02
c5 0.04 0.02 0.01
C5DC\C60H 0.04 0.04 0.04
C6 0.03 0.05 0.05
CB 0.01 0.01 0.01
Ci0 0.01 0.01 0.01
ci2 0.01 0.01 0.01
Ci4 0.01 0.01 0.01
Ci6 0.02 0.02 0.02
Ci8 0.01 0.01 0.01
26 0.01 0.01 0.01
SA 0.24 0.24 0.23
ADO 0.07 0.08 0.16
C26:0-LPC 0.14 0.08 0.15

1 1 Asa se mide como la concentracion lolel de Asay sus anhidridos.

Masas de lones
Analilo NeoBase 20 precursores e iones Interferencia
Sustancia analizada estandar interno y praducto regisiradas potencial
transicién MRM aplicada para la sustancia (Si/ No)
analizada
Sarcosina Ala 90.1>44.0 90.1, 4¢.1 Si
Crealina Ala 80.1>44.0 90.0, 44.0 Si
Acido
formiminoglulamico Arg 1751 > 701 175.0,70.9 Si
{Fig'u)
L4 é’:,fgmm L Asa | 291.1>701 291.0,70.1 si
L-lisina Gin 147.1>B4.0 147.2, 84.0 Si
Giu 148.1 > 84.0 148.1, 85.1 Si
f‘G‘:;’u;’ L-ghtamico Gin | 147.1>840 147.4,84.1 si
O-acslil-L-senna Glu 148.1 > B4.0 148.0, 84.2 Si
Crealina Leu 132.1>86.1 132.2, 86.1 Si
f\iido 6-aminocaproico Leu 1321 > 86.1 132.0,86.3 Si
Acido DL-milico LeulS | 135.1>88.1 135.1, 88.9 Si
D-penicilamina Met 150.1> 104.1 149.1, 103.9 No
L-asparagina Orn 133.0>70.1 133.1,70.2 Si
Acido salicilico omIis 139.1 > 76.1 139.0, 76.8 No
L-melionina sullona Tyr 182.1> 1356.1 182.0, 136.1 Si
4-aminoanlipirina cz2 204.1> 85.0 204.0, 85.1 Si
Lidocaina CAIS 2352>850 235.3,86.2 Si
Proprano'ol el:] 260.2> 850 260.1, 86.1 Si
Acido taurofitocdlico c22 4B4.4> 850 484.3, 85.1 Si
':;]%f;};nm - SA | 155.1>109.1 155.0, 108.8 si
4 DL-homocisteina ADO 268.1 > 136.1 269.2, 136.4 / HNo

\ 7
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También se ang?i;arcn las suslancias que interferian potencialmente con el ensayo y
9 suslancias adicionales que se enconlraban en canlidad abundante en la matriz de
muestras de sangre seca y tenian el palencial de provocar efectos inespecificos en los

resullados de I1a prueba. Las suslancias que polencialmenle inlerferian con el ensayo se

a_ﬁa@ieron ados conceniraciones de sangre lotal (ambos lados y corte). Se observé que las
siguientes sustancias no interferfan con el ensayo a la concentracion indicada (labla 14).

Tabla 14. Sustancias que, segun se conslalo, no interfieren con el ensayo NeoBase 2.

Sustancia analizada Concentraclén afiadida de la sustancia |
analizada en sangre

Acido formiminogluldmico (Figlu) 37.1 pmolil.
Acido L-glutémico (Glu) ! 3000 ymol/L
O-acelil-L-serina 1000 pmolfiL
Acido 6-aminocaproico 6.07 pmol/L
Acido DL-malico 3000 pmoliL
4-aminoanlipirina 500 pmoliL

| Propranolol 7.74 pmolil.
Acido 2.5-dihidroxibenzoico 127 pmolil.
Acido taurolilocélico 30.5 pmoliL
Bilimubina conjugada 15 mg/rdL
Bilirubina no conjugada 10 mg/dL
Calcifediol 250 nmol/L
Paracelamol 5.5 mg/dL
Clorhexidina 0.04%

' El analito NeoBase 2 Glu se analizé como interferente palendial para NeoBase 2 Gin.

En eslos esludios, se idenlificaron los siguienles interferentes:

Sarcosina: se conslaté que el derivado de aminoacido sarcosina interferia con el ensayo
aumeniando la concenlracion medida de Ala. Las concentraciones de sarcosina supericres
a 62.5 pmol/L pueden producir un resullado falso posilivo en el cribado. La concentracion
de sarcesina en el plasma oscila enlre 0 y 625 ymol/L en recién nacidos de 0 a 1 mes [41].
Sin embargo, la sarcosina suele ser inexistente en reclén nacidos y solo aparece en una
canlidad delectable cuando un recién nacido padece hipersarcosinemia [42). Por lo (anlo,
es poco probable que esta sustancia interfiera con la Ala en los andlisis de rulina,

Creatina: se conslalé que el amino4cido no esencial crealina interferfa con el ensayo
aumenlando las concenlraciones medidas de Ala Glu ¥ Leu. Las concenlraciones de
crealina superiores a 498 pmolil en el caso de la Ala, superiores a 3000 pmoliL en el caso
de la Glu o superiores a 3000 pmoliL en el caso de Leu pueden producir un resullado falso
posiliva en el cribado. Ei nivel normal esperado de crealina en recién nacidos de 0 a 1 mes
oscila enlre 107 y 640 pmoliL [43]. Por lo tanto, es paco probable que esla suslancia
interfiera con la Glu o la Leu en los analisis de rulina. El nivel de corte propuesto medido
con el ensayo NeoBase 2 para Ala es aproximadamente superior a 400 pmol/L {p. €j..
percenlil 99, 578 ymol/L). Se necesitaria una dosis adicional de 883 pmol/L de crealina para
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aumenlar la concenlracion de Ala desde el nivel endégeno (316 pmolil) hasta el drea de
corte (400 pmeliL). El nivel nomal esperado de crealina en recién nacidos de 0 a 1 mes
(107-840 pmol/L) se encuentra en un nivel de concenlracion mucho mas bajo que Ia dosis
adicional necesaria. Asi, es poco probable que la crealina inlerfiera conla Ala en los andlisis
de rutina,

Metabolito del verapamilo D817: el D617 es un melabolilo del verapamilo, un anlagonisla
del calcio. Se censtaté que el 0617 interferia con el ensayo aumentando la concenlracion
medida de Asa. Las concenlraciones de D817 superiores a 0.72 pmoliL pueden producir
un resullado falso posilivo en el eribado para Asa. El inlervalo de concentracion lerapéutica
en plasma para el verapamilo oscila entre 0.11 y 1.32 pmoliL. [40]. Se ha conslalado que el
D617 esla presente en aproximadamente el 20% de la dosis oral recibida y eliminada por
la orina [44], es decir, es muy poco probable que el nivel de D617 supere la concentracion
de 0.72 ymoliL en sangre. Por lo lanto, es poco probable que el metaholilo del verapamilo
D617 interfiera con el Asa en los andlisis de rulina.

L-lisina: se conslato que la L-isina interferia con el ensayo aumenlando las
concenlraciones medidas de Glny Giu. La L-lisina es un aminodcido esencial y es isobarica
al analito GIn de NeoBase 2. El ensayo NeoBase 2 no puede separar los compueslos y el
resullado de Gln es una suma de GIn y L-lisina (Gln\Lys). Los niveles plasmélicos de
referencia de L-lisina, Gln y Glu en recién pacidos de 0 a 1 mes oscilan enlre 92 y
325 pmoliL, enlre 376 y 709 pmol/L y enlre 62 y 620 pmol/l, respectivamenle [41]. La
L-lisina puede producir un resullado falso posilivo en el cribado para Gin. £l 4rea de corte
propuesta medida con el ensayo NeoBase 2 para Gln es generalmente zlta (p. ef., 99,
1270 ymollL). Se necesilaria una dosis adicional de 730 pmoliL de L-lisina para aumentar
la concenlracion de Gin desde el nivel endbgeno (465 pmoliL) hasta el nivel de corle
(1100 pmalfL). En el caso del Glu, una concenlracién de L-Lisina superior a 1000 pmol/L
puede dar lugar a un resullado falso posilivo en el cribado. En la hiperlisinemia, la
concenltracion de L-lisina en el plasma sanguineo es relativamente alta. Se ha informado
de que los niveles de L-lisina en plasma son superiores a 600 pmoliL y pueden alcanzar
hasta 2000 pmol/L [45]. Cuando la muesira de sangre se foma de un recién nacido con esle
lrastorno, la L-lisina puede producir un resultado falso positivo en el cribado para Gin o Glu.

L-asparagina: se conslalé que el aminodcido no esencial L-asparagina interferia con el
énsaye aumenlando las concentraciones medidas de Om. Las concentraciones de L-
asparagina superiores a 750 ymolil. pueden producir un resullado falso posilivo en el
cribado para Omn. Las concentraciones plasmalicas de referencia de L-asparagina enrecién
nacidos de 0 a 1 mes oscilan enlre 23y 132 pmolL [41]. Por lo lanto, es paco probable que
esta sustancia inlerfiera con la Orn en los andlisis de rulina,

L-arnitina (Orn): se constaté que el analito L-ornilina de NeoBase 2 interfarla conelensayo
aumenlando la concentracién medida de Pro. La inlerferencia esta causada por el
solapamiento de lransicién de masa enlre un fragmento de Om formado en la fuente de
iones y la Pro. Las concentraciones de Omn superiores a 93.8 pmoliL pueden producir un
resullado falso posilive en el cribada para Pro. El nivel de corte medido con el ensayo
NeoBase 2 para Pro es superior a 230 pmollL (p.ej., percentil 99, 268 pmoliL). Se
necesilaria una dosis adicional de 247 pmoliL de Om para aumentar {a concenlracion de
Pro desde el nivel enddgena (180 pmoliL) hasta el nivel de corle (230 pmol/L). La poblacion
normal propuesta para la O medida con el ensayo NeoBase 2 (p. €].. percentliles de corle
con un intervalo entre 194 y 211 pmoliL) se encuenira en un nivel de concenlracion mas
bajo que la dosis adicional necesaria. Es poco probable que la Om interfiera con la Pro en
los andlisis de rulina. (0

P22 IHERARSGIN INTV#ANMAT
Lic. _D.n ola Gonzglez
Direccion Técnica

Biotecndlogy - Bidloga Molecula
Pégina 33 BB g "oor



13908221-6 (es) 67

L-metionina sulfona: se conslaté que el derivado de aminoacido L-melionina sullona
interferia con el ensayo aumentando la concenlracion medida de Tyr. Las concenlraciones
de L-metionina suifona superiores a 15.6 pmol/L. pueden producir un resultado falso positivo
en el cribado para Tyr. No se deleclé ninguna concenlracién de referencia en recién nacidos
para la melionina sulfona. Sin embargo, como la melionina sulfena es un produclo de la
oxidacion del sulléxido de melionina y el sulléxido de melionina es un producio de la
metionina {Mel), la concentracion mas alla de melionina suifona no debe superar el nivel
normal de melionina en lactantes menores de 1ano (10-60 pmolL) [41).
La dosis de L-melionina sulfona de 62.5 ymoVl/L aumenlo la concenlracién endégena de Tyr
(53 pmollL) a 76 pmol/L. Como el nivel de corle medido con el ensayo NeoBase 2 para Tyr
es mas alto {p. gj., percentil 99, 211 pmollL), es poco probable que fa L-melionina sulfona
interfiera en los andlisis de rulina.

Lidocaina: se conslalé que la lidocalna interferia con el ensayo disminuyendo la
concenlracion medida de C4. Las concentraciones de lidocaina superiores a 38.4 pmoliL
pueden producir un resullado falso negalivo en el aibado para C4. La lidocaina es un
farmaco uliizado para, por ejemplo, anestesiar lejidos. Si se ulilizan almohadillas
desinfeciantes que conlienen lidocalna para limpiar los talones de recién nacidos duranle
la preparacién para la toma de mueslras, es posible que la lidocaina se transfiera a la
muesira. Sin embargo, la canlidad residual de esle compuesto presente tras la preparacion
de la piel solo deberia ser una fraccion del nivel de inlerferencia efeclivo, por lo que exisle
una probabilidad minima de interferencia. El inlervalo de concenlracion terapéulica en
plasma para la lidocaina oscila enire 5.1y 25.6 pmollL. Las concenlraciones por encima de
los 25.6 pmol/L se nolifican como toxicas [40). Por lo {anto, es poco probable que esla
sustancia interfiera en los analisis de rulina.

Albiimina: se conslald que la albomina interferia con el ensayo aumentando la
concenlracion madida de ADO. El inlervalo de referencia para la albumina en el
plasmafsuero de bebés de 0 a 12 meses oscila entre 2.8y4.7 g/dL, que corresponde a una
concenlracion de albomina en sangre flolal de enlre aproximadamente
1.4 y 2.4 g/dL [41). Las concenlraciones de albumina superiores a 1.5 pmol/L pueden
producir un resullado falso positivo en el cribado para ADO. Como la inlerferencia enlre la
albomina y la ADO se detecla en el intervalo de referencia normal, la inlerferencia esta
presente en ias mediciones de ADO y en los valores de corle. Es poco probable que la
albomina inferfiera con Iz ADO en los andlisis de rulina.

Intralipldos (triglicéridos): se constalé que los intralipides (triglicéridos) interferian con el
ensayo aumentando las concenlraciones medidas de C20:0-LPC y C24:0-LPC. Las
concentraciones de triglicéridos superiores a 0.75 g/dL pueden producir un resultado falso
posilivo en el ciibado para C20:0-LPC. Las concentraciones de lriglicéridos superiores a
0.25 gldL pueden producir un resullado falso posilivo en el cribado para C24:0-LPC. No
obstante, se constaté que las concenlraciones de lriglicéridos que han demoslrado inlererir
se encuenlran mucho mas alid de la concentracion fisiolégica de lriglicéridos en recién
nacidos de 0 a 7 dias que, segun se ha nolificado, oscila enlre 0.02 y 0.18 gfdL en suero.
lo que corresponde a una concentracion en sangre lotal de entre aproximadamente 0.01y

0.09 g/dL [41).

Hemoglobina: se constalo que la hemoglobina anadida de forma libre (p. €j., en recién
nacidos hemoliticos) interferia cen el ensayo aumentando las concenlraciones medidas de
ADO y disminuyendo concenlraciones medidas de C26:0-LPC. Las concenlraciones de
hemoglobina anadida superiores a 25.0 gL (hemoglobina total de 205 gfL.. cuando el nive!
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endbgeno es 180 g/L} pueden producir un resullado falso posilivo en el cribado para ADO.
Las concenlraciones de hemoglobina anadida superiores a 37.5 alL pueden producir un
resullado falso nagalivo en el cribado para C26:0-LPC {hemogtobina lotal de 217 giL,
cuando el nivel endégeno es 180 giL).

Aungue se constalé que la hemoglobina interferia en el caso de C26:0-LPC a
concenlraciones deniro del intervalo habilual para recién nacidos (120-220 g/L), con
posibilidad de que se produjera un resultado falso negalivo en el cribado, baséndose en los
resullados de esludios externos, se lleg6 a la conclusitn de que las interferencias no son lo
suficientemente palpables para afeclar a la separacién de los casos afeclados y no
afectados. Las muestras de hemoglobina no permitieron el estudio de la inlerferencia enlre
ta hemoglobina y la Arg.

Ademas de estos resullados, se han descrilo las siguientes interferencias polenciales:

Benzocaina: los desinfeciantes, tales como los hisopos de algodén con un anesteésico local
como la benzocaina, no deben ulilizarse para limpiar el talén del recién nacido. La
benzocalna y la Phe son isémeros y, por lo tanlo, fa benzocaina puede inlerferir con el
cribado de la Phe (un marcador bioquimico para la fenilcetonuria, PKU) [46].

isémero C5 pivalollcarnitina: el Acido pivalico puede interferir con el cribado de la
acidemia isovalérica (AlV), cuyo marcador diagnéslico es [a acilcarnilina C5. El acido
pivalico puede liberarse a parlir de un profarmaco que conliene acido pivalico eslerificade
{como éster pivdlico que contenga anlibiblicos, corticoesleroides u olros farmacos)
administrado a madres o a recién nacidos. Ef 4cido pivalico se melaboliza a conlinuacién al
isémero de C5, pivaloilcarnilina. Se han obtenido resullados de C5 falsamenle elevados en
recién nacidos debido a fa pivaloilcarnitina. La administracion de acido pivalico que confiene
profarmacos puede provocar una disminucién de fa camilina [47.48]. Los niveles elevados
de C5 se han asociado a casos en los que la pivaloilcatlinina procedente de los ésleres de
neopenlanoalo esia presenle en los unglenlos para fisuras del pezdn ulilizados por las
madres en periodo de laclancia [49].

Isémero CB valproilcarnitina: la medicacion con &cido pivalico administrada a madresya

recién nacidos puede interferir con el cribado de Ila deficiencia de la acil-CoA
deshidrogenasa de cadena media (MCAD), cuyo marcador diagnostico es la acilcamnilina
C8. El acido valproico se metaboliza al isémero de C8, a saber, la valproilcamitina. Se han
oblenido resullados de GCB falsamenle elevados en recién nacides debido a la
valproilcarnilina [50}.

C3DCIC40H, C4DCIC50H y CSDCICEOH: los analiles de las parejas C3DC\C40H;
C4DCIC50H y C5DC\CBOH son lodos acilcarnilinas nalurates que pueden eslar presenles
en manchas de sangre seca y no pueden separarse en el ensayo NeoBase 2 debido al
solapamiento de lransicion de masa. Las relaciones de masalcarga de los iones
precursores son 248 (para C3DC, C40H), 262 (para C4DC. C50H) y 276 {(para C50C,
C60H) y todas tienen el mismo ion produclo de identificacion (m/z 85). Como resultado, el
kil NeoBase 2 Non-derivatized MSMS nolifica los resullados de estos analilos del par como
una suma, de forma muy parecida al caso de Leullle\Hidroxiprotina y Gln\Lys. Debido a este
solapamiento, los resullados de eslos analitos deben nolificarse como la concenlracién
acumulaliva de los dos analilos del par.

C16:10HIC17: se ha identificade que la hepladecanoilcarnilina {C17) es un nuevo
marcador especifico en pacientes con acidemia propionica (PROP) y acidem
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melilmalénica (MUT) [51). La relacién masa a carga de C17 y del analilo acilcarnilina
C16:10H (m/z 414) de NecBase 2 se solapan. Los niveles elevados de C16:10H pueden
medirse con el ensayo NeoBase 2 en pacientes con tales Iraslornos. Ademas, los niveles
elevados de C16:10H, combinados con olras acilcarnilinas hidroxiladas de cadena larga,
estdn relacionadas con la deficiencia de la L-3-hidroxi acil-CoA deshidrogenasa de cadena
larga (LCHAD) y la deficiencia de proteina trifuncional (TFP).

C26:0-LPC: se han medido concentraciones elevadas de C26:0-LPC en manchas de
sangre de recién nacidos y en muesliras de sangre posnalal lomadas de niftos a los que se
les ha diagnoslicado el sindrome de Aicardi Goulitres (AGS), lo que da lugar a resullados
falsos posilivos en el cribado de ALD-X de primer nivel {52),

Interferencla de picos isotdpicos M+2: los analitos y los estdndares inlemos medidos en
el ensayo NeoBase 2 no producen dnicamente un pico M (el pico monoisolépico que se
utiliza en fa medicién), sino lambién picos M#1, M+2 y M+3. Eslos picos M+n adicionales
se deben a los isdlopos eslables més pesados que se producen de forma nalural, como
*C. **N o0 '"®0. En la especlromelria de ldndem masas de mueslras complejas, en las que
se analizaron simulldneamente numerosos analitos (como es el caso del ensayo
NeaBase 2), los picos M+n de un compuesto pueden solaparse con los picos generados
por otros compuestos con un valor m/z cercano. Esla posibilidad se refleja en el ensayo
NeoBase 2 como inlerferencias polenciales debidas a picos M+2 de la siguienle manera:
solapamiento de M+2 de C5 con C3DC\C40H, solapamiento de M+2 de CB con
C4DC/C5CH y solapamienlo de M+2 de C8 con C6DC. Sin embargo, el efecto solo es
significativo cuando C5, C6 y C8 estdn presentes en concenlraciones elevadas. En
concenlraciones nomnales y nalurales, el efeclo es insignificante. Sin embargo, en casos
en los que aparecen niveles elevados de estos analitos, se debe realizar la evaluacién de
las concentraciones medidas para C3DC\C40H, C4DC/C50H o COC. Concretamenle, en
casos de acidemia isovalérica (Alv), en los que aumenla el nivel de C5, exisle la posibilidad
de observar también un aumento aparente en C3DC\C40H. Ademds, en casos de MCAD,
donde puede producirse un aumento de los valores de C6 y C8, estas mediciones pueden
ir acompanadas de un aumenlo aparenle en C4DC\C50H y C6DC. A la inversa, cuando se
delectan aumentos en las mediciones de C3DC\C40H, C4DCIC50H o CBDC, se
recomienda evaluar las concenlraciones de C5, C6 y C8 para asegurarse de que estas
observaciones no se deben al efeclo M+2 descrilo aqui.

Plastilicantes y contaminanies procedentes de otros consumibles Los plaslificantes y
olros adilivos pueden fillrarse del malerial pldstico ulilizado en Ja preparacion de la muesira,
los paqueles de almacenamiento y los equipos médicos y, en consecuencia, interferir con
los resultados de cribado en recién nacidos. Por ejemplo, se sabe que el agenle deslizanle
oleamida (m/z 282) inlerfiere con el C50C y puede producir resullados falsos negalivos en
la acilcarnitina CSDC. De manera similar, se ha constalado que el agente antieslatico
dielanolamida de acido {aurico (LDEA) inlerfiere con la cuanlificacién de-aciicarnilina C8
(m/z 288). Ademas, se ha idenlificado un aumenio artificial en los niveles de acilearnitina
C8 en dos neonalos tralados con oxigenacion por membrana exlracorporea (OMEC) [53].
La interferencia se rastred a los tubos de PYC ulilizados en la OMEC y un plaslificante dietil
hexil ftalato (DEHP) ulilizado habitualmente en la fabricacion de PVC. La interferencia
procedente del melabolilo de DEHP &cido 2-elilhexanoico se melabelizé ain mas en
neonalos expuestos al isémero C8, 2-elilhexacosanoilcarnilina. En la otra mueslra de
necnato, lambién se detecté un aumento del nivel de acilcarnilina C60C. La interferencia
fue probable debido a otro plastificante, el metabolito de acido adipico di-(2-elilhexil)adipato
(DEHA}, que se metabolizé a C6DC. El ensayo NeoBase 2 solo esta validado con las
microplacas y las cubierlas de placa especificas proporcionadas en el kit, por lo que no
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debe ulilizarse ningin olro componente diferente. Sa sabe que la dieliletanolamina (DEAE),
que se uliliza, por ejemplo, en los productos de limpieza, interfiere con el aminocido Valy

puede dar lugar a resullados falsos positivos. De manera similar, se sabe que Ia
dimelilelanclamina y el etifaminoetanol interfieren con el aminoacido Ala y puede dar lugar
a resullados falsos posilivos.

Deriva

La posible deriva se delerming analizando 12 placas idénlicas con el sislema QSight y
10 placas idénlicas con los sistemas TQD y Xevo utilizando mueslias de sangre tolal
enriquecidas con diferentes niveles de concenlracién desde el nivel enddgeno hasla la parte
superior del rango de medicidn. Los resullados demuestran que no hay deriva denlro de un
liempo de ejecucion conlinuo maximo de 39 horas con el sistema QSight, de 35 horas con
el sistema TQD o de 39 horas con el sistema Xevo, cuando el automueslreador esta
lotalmente cargado.

Arrastre

El arrastre se midié ulilizando dos sislemas QSight, dos TQD y dos Xevo. Se midieron
replicados de muesiras de sangre tolal cercanos al nivel endégeno después de la muesira
de sangre telal de alta concenlracién enriquecida y. a conlinuacion, se calculd el arrastre
potencial. No se observd ningtin efecto de arrastre funcionalmente significalivo con ninguno
de los analitos.

El efeclo de arrastre se ha observado con el analito ASA. El arrasire se observd cuando la
primera mueslra se analizé inmedialamente después del conlrol del kit de alla
concentracion. El arraslre hizo que la concenlracion de ASA aumentara por encima del nivel
esperado de ASA endégeno en la muestra. El arrastre abservado no tuvo frascendencia
clinica; sin embargo, con la asignacion de placas recomendada (EWS, LC, HC, EWS), el
amraslre de ASA desde el conlrol del kit de alla conceniracién se reduce a un minimo. El
arraslre de ASA después de una mueslra posiliva verdadera pudo causar hipolélicamente
un resullado falso posilivo en la siguienle muesira.

Recuperaclén

Las muestras enriquecidas se prepararon aftadiendo niveles variables de analilos a sangre
lolal de adullos que conlenia concenlraciones endégenas conocidas del analito. La
recuperacién se midio con Ires loles det kil ulilizando el sistema TQD. Los resullados se
presentan en la tabla 15.
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Tabla 15. Recuperaciones (%) determinadas para el kit NeoBase 2 Non-derivatized MSHAS Comparacion de los métodos, estudio 1

con tres loles del kil y recuperaciones medias a lo largo de los lotes del kit.
La prueba de comparacion de mélodos se realizd de acuerdo al documento EP0Sc del CLSI

Recuperacién [54]. Se realizé una comparacion de los resultados oblenidos con muesiras de sangre seca
Recuperacién | Recupsracién Recuperacion mediaa lo de neonatos y mueslras forzadas qlﬂizamio el ensayo 'NeoBase 2 en los sislemas TQD y
Analito con el lote 4 con el lote 2 con el lote 3 largo de los Xevp y el ensayo NeoBase en el sislema TQD se realizd en el punto cenlral del intervalo
del kit (%) del Kit (%) del Kit (%) lotes del kit pertinente desde el punto de vista clinico. En la tabla 16 se muestian las diferencias
) relativas enlre los ensayos.
Ala 103 107 11 107 Tabla 16. Diferencias relalivas (%) calculadas a parlir de la curva de regresion para el
Arg 87 75 85 83 ensayo NeoBase 2 y el ensayo NeoBase ulilizando los sistemas TQD y Xevo.
Asa 28 23 26 26
A 93 &2 90 88 TQD NeoBase 2/ Xevo NeoBase 2/
gz :gg = 1;:32 19150 1905? Analito TQD NeoBase TQD NeoBase
Leu 95 85 92 a1 Diferencla relativa {%) Diferencia relativa (%)
Met 89 79 85 84 Ala -6.28% -8.64%
Om 85 78 84 82 Arg -6.44% -8.25%
Phe 95 81 88 88 Gil -13.9% -12.6%
Pro a5 81 88 88 Gly -5.73% -10.0%
Tyt 92 82 89 88 Leullie\Pro-OH -14.7% -11.9%
Val 104 80 98 97 et -14.2% -22.8%
Co 124 98 107 110 om -8.36% -11.6%
C2 108 97 102 102 Phe -24.0% -21.1%
c3 125 109 119 118 Pro -27.3% -25.3%
c4 92 79 87 86 Tyr -28.3% 26.5%
Cc5 87 75 82 81 Val -9.36% 6.13%
C50C 83 73 78 78 co -3.11% -5.73%
cé 100 85 95 93 €2 -15.6% -16.8%
c8 99 86 95 93 c3 1.20% 2.20%
C10 103 90 99 97 - C4 -20.3% -18.6%
ci2 94 83 94 [ €5 -20.6% -16.5%
Ci4 08 87 a5 93 C5DCA\CE0H -33.4% -36.4%
Ci6 121 107 118 115 c6 -14.8% -11.0%
ci8 106 o7 104 102 ca 228% -26.6%
C26 122 110 124 119 G10 -10.4% -12.2%
SA 49 46 50 48 c12 -19.7% -22.3%
ADO 102 89 99 97 C14 -15.4% -16.3%
C26:0-LPC 109 110 118 113 S 0.17% -1.88% B
cig_ - -10.6% 11.7%
SA -25.4% -44 4%
)
7
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Comparacidn de los métados, estudio 2

La prueba de comparacion de métodos se realize de acuerdo al documento EP09¢ del CLSI
[54]). Se realizd una comparacién de los resultados oblenidos con muestras de sangre seca
de neonalos y muesiras forzadas ulilizando el ensayo NeoBase 2 en los sislemas QsSight,
TQD y Xevo en el punto central del intervalo pertinente desde el punto de vista clinico. En
la tabla 17 se muestran las diferencias relativas entre los sistemas de cribado MSMS.

Tabla 17. Diferencias relalivas (%
diferenles sistemas de cribado MS

) calculadas a parir de fa curva de regresién entre los
MS para el ensayo NeoBase 2.

QSight NeoBase 2 / QSight NeoBase 2/ Xevo NeoBase 2/
Analito TQD NeoBase 2 Xevo NeoBase 2 TQD NeoBase 2
Diferencla relativa (%) | Diferencia refativa (%) | Diferencia relativa (%)
Ala 11.1% 13.0% -2.18%
Arg -0.53% -0.22% 2.01%
Asa 3.58% 11.9% -7.78%
Cit 1.66% 0.18% 1.17%
Gln\Lys -3.54% -4.49% 0.95%
Gly 2.31% 1.63% 0.51%
Leullle\Pro-OH -1.81% 0.02% -1.78%
Met ~4.74% -0.82% -2.82%
Orn -2.67% 1.30% -4.33%
Phe -1.27% -0.38% -0.10%
Pro 0.40% 4.12% -3.53%
Tyr 1.10% - -0.11% e 0.98%
Val -2.22% 0.87% -3.05%
co -2.21% -1.75% -0.47%
Cc2 6.92% -4.48% -1.56%
c3 -3.05% 2.81% -4.22%
C4 -2.09% -0.40% -1.52%
CS -3.93% -2.82% -0.23%
C5DC\C80H -1.34% -1.50% -0.21%
Cé -3.68% -4.04% -0.06%
Cc8 -3.49% -1.72% -2.54%
c1o 0.27% -1.89% 1.49%
c12 -0.45% 0.30% -0.01%
C14 -0.99% 0.52% -0.97%
C16 -1.15% 2.73% -2.86%
ci8 -0.74% 1.30% -1.16%
C28 0.88% 2.39% -1.49%
SA 1.44% 1.29% -1.47%
ADO -3.74% -1.80% -1.81%
C26:0-LPC -0.87% 2.80% -3.45%
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En Ia labla 18 se resumen los inlervalos de medicion delerminados para el kit NeoBase 2
Non-derivalized MSHMS ulilizando los sistemas QSight, TQD y Xevo.

Tabla 18. Resumen de los inlervalos de medicién determinados para el kit NecBase 2

Non-derivalized MSMS ulilizando los sistemnas QSight, TQD y Xevo.

Qsight TQo Xevo

Analito Intervalo de Intervalo de Intervalo de
medicién medicion medicion
{gmoliL) {umoliL) {pmoliL)

Ala 3.66 — 1450 1.75 - 1580 0.45- 1530
Arg 7.48 - 359 7.47 - 311 7.23-355
Asa 0.16 —-67.2 0.18-67.7 0.18-58.1
Cil 2.63 — 1040 2.64 — 934 0.66 - 1020
Gln\Lys 6.31-2450 0.81-2190 0.76 - 2280
Glu 6.31 — 2450 0.81 -2190 0.76 - 2280
Gly 8.61-2070 8.22 - 1820 8.70-2000
Leullle\Pro-QH 0.40 — 1430 0.40 - 1420 0.3~ 1500
Met 1.56 — 802 6.31 -826 0.76-861
Om 1.83 — 807 1.75-798 0.96-853
Phe 0.29 - 1500 0.29 - 1470 0.23 - 1500
Pro 0.34 — 1240 0.35 - 1250 0.34~1270
Tyr 1.84— 1270 1.75-1240 0.88 -1330
Val 0.84 — 1130 0.22-1110 0.21-1180
ce 0.18 — 407 0.17 - 392 0.09-400
974 0.04 — 147 0.04-139 0.02-148
C3 0.02 —64.2 0.02-58.4 0.02-59.8
C3DC\C40H 0.01-11.3 0.01-104 0.02-11.6
C4 0.01-11.3 0.01-104 0.02-116
C4DC\C5CH 0.01-178 0.02 -17.0 0.01-19.9
C5 0.01-17.8 0.02-17.0 0.01-19.9
C5:1 0.01-178 0.02-17.0 0.01-19.9
C5DC\CB0H 0.04 - 7.30 0.04 -6.99 0.04 -7.24
c6 0.03-7.99 0.05-7.48 0.05-8.35
CeDC 0.04 - 7.30 0.04 -6.99 0.04-7.24
c8 0.01-41.2 0.01-387 0.01-41.9
C8:1 0.01-41.2 0.01-38.7 0.01-41.9
Cio 0.01-7.24 0.01-6.93 001-720
C10:1 0.01-7.24 0.01 -6.93 0.01-7.20
Cci10:2 0.01-7.24 0.01-6.93 0.01-7.20
Ci2 0.01-10.3 0.01-9.15 0.01-957
ci2:1 0.01 -10.3 0.01-9.15 0.01-957
Ci14 0.01-9.45 0.01 -8.61 0.01-8.96
C14:1 0.01-945 0.01-8.61 0.01-8.96
Ci4:2 0.01-945 0.01 -8.61 0.01-8.96
C140H 0.01-9.45 0.01 - 8.61 0.01-8.96
Ci16 0.02 -46.7 0.02-515 0.02 ~50.0

Ci6:1 0.02 — 46.7 0.02-515 002-50.0 ]
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Qsight TQD Xevo

Analito Intervalo de Intervalo de intervalo de

medicién medlcién medicién

{pmol/L) {pmol/L) {pmollL)
C160H 0.02 - 46.7 0.02-515 0.02 - 50.0
C16:10H\C17 0.02 - 46.7 0.02-515 0.02 - 50.0
Ci8 0.01-12.8 0.01-11.8 0.01 —-12.1
Ci8:1 0.01-128 0.01-11.8 0.01 -12.1
Cci8:2 0.01-12.8 0.01-118 0.01-121
C18CH 0.01-12.8 0.01-118 0.01 -121
Ci8:10H 0.01 128 0.01-11.8 0.01 —1241
C18:20H 0.01-12.8 0.01-118 0.01 —121
Cc20 0.01 —4.62 0.01-4.10 0.01 —4.32
c22 0.01 —4.62 0.01 —4.10 0.01 —4.32
C24 0.01-4.62 0.01 -4.10 0.01 -4.32
C26 0.01-4.62 0.01-4.10 0.01-4.32
SA 0.24-88.2 0.24 - 122 0.23 -89.1
ADO 0.07-413 0.08 - 36.9 0.16-39.8
D-ADO 0.07 —41.3 0.08 -356.9 0.16 —39.8
C20:0-LPC 0.14-7.08 0.08-7.46 0.15-7.03
C22:.0LPC 0.14-7.08 0.08-7.48 0.15-7.03
C24:0-LPC 0.14-7.08 0.08 —7.46 0.15-7.03
|_C26:0-LPC 0.14-7.08 0.08 —7.46 0.15-7.03

No se recomienda
inlervalo de medicion; no obslante, si se ulil

considerar precisas las mueslras que dan lugar a valores por debajo del
iza un valor de corle bajo, la mueslra debe

considerarse aparentemente posiliva para lrastormos melabolicos congénilos.

No se recomienda considerar precisas las muestras que dan lugar a valores por encima del

inlervalo de medicién; no obslante, si se uliliza un valor de corte allo, la mueslira debe

considerarse aparentemente posiliva para traslornos melabolicos congénitos.

VALORES ESPERADOS® E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La determinacion de muestras aparenlemente positivas de traslornos melabélicos en recién
nacidos se basa en el uso de un valor de corie, que dislingue enlre valores aparenlemenle
negalivos y aparentemente positivos.

Tenga en cuenta que los valores mencionados en esta seccion solo deben ulilizarse como
punlo de referencia, ya que cada laboratorio debe establecer sus propios intervalos y
valores de corle de referencia.

NOTA: no use un valor de corle basado en los dalos recopilados en ofro lugar ni
medianie ofro praducto que no sea el kil 3044-0010 NeoBase 2 Non-derivalized MSHMS.

* Esludio reatizado para Wallac Oy. Turku, Finlandia
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El kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS se analizé en dos laboralorios de cribado rulinario
{esludio 1 y esludio 2) midiendo las concenlraciones de analilos ulilizando el sislema de
cribado TQD MSMS Screening Syslem (n.° de ref. 1445-006). Utilizando dalos de muestras
de cribado rulinario de recién nacidos, los valores de corle de oS analitos del kit 3044-0010D
NeoBase 2 Non-derivalized MSMS se delerminaron calculando las concenlraciones de
analilos correspondientes a los percentiles 1, 99 y 99.5. En las lablas 19 y 20 se mueslran,
respeclivamente, los percenliles y los valores descriplivos calculados a parlir de los
resullados obtenidos con 1902 (esludio 1) y 2416 (esiudio 2) muesiras de cribado rulinario.

Los valores mencionados en la tabla solo se aplican a estos esludios.

Tabla 19, Estadisticas descriplivas del estudio 1 ulilizando el sistema TQD (n=1202).

Percentlles
Analite Media Mediana 1 89 99.5
Ala 285 269 141 578 741
Arg 116 9.88 205" 36.7 48.8
Asa 0.28 0.27 0.12" 0.54 0.59
Cit 14.7 14.0 6.45 28.9 36.3
Gin\Lys 788 772 457 1270 1330
Glu 291 283 148 502 515
Gly 565 551 304 1010 1080
Leullie\Pro-CH 108 102 60.9 222 266
Met 22.3 21.6 1.7 40.1 44.4
Qrn 85.0 78.2 39.6 194 214
Phe 55.5 53.8 355 94.5 103
Pro 150 145 89.8 268 305
Tyr 93.9 87.0 404 | 211 241
Val 106 100 57.0 221 247
co 19.8 18.3 7.89 48.6 53.4
c2 24.1 229 10.6 49.5 55.7
C3 2.46 2.24 0.95 5.76 7.35
C3DC\C40H 0.20 0.19 0.07 0.39 0.41
Cd 0.24 0.21 0.10 0.70 0.81
C4DCAC50H 0.26 0.24 0.12 0.50 0.59
C5 0.10 0.09 0.04 0.28 0.33
C5:1 0.01" 001! 0.00" 0.02 0.02
C5DC\C60H 0.11 0.11 0.05 0.23 0.26
[ 0.05 0.05 0.02' 0.11 0.12
C6DC 0.08 0.06 0.02°} 0.15 0.15
c8 0.06 0.06 0.02 0.14 0.15
C8:1 0.09 0.08 0.03 0.22 0.256
Cc10 0.10 0.09 0.02 0.24 0.27
cio:t 0.04 0.04 0.02 0.08 0.08
C10:2 0.01 0.01 0.001 0.02 0.02
Cc12 0.12 0.11 0.02 0.29 0.33
ci2:1 0.10 0.09 0.02 0.27 0.30
Ci4 0.25 0.24 0.10 0.52 0.55
Ci4:1 0.14 0.13 0.04 0.37 0.42
Ci4:2 0.03 0.02 0.01
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" . . Percentiles
Analito Media Mediana i 99 395
C140H 0.02 0.02 0.00' 0.04 0.05
Ci6 4.12 3.99 1.75 7.87 8.34
C16:1 0.29 0.28 0.09 0.54 0.57
C160H 0.03 0.03 0.01° 0.06 0.07
C16:10H\C17 0.05 0.05 0.03 0.10 0.12
c18 0.94 0.91 0.45 1.81 2.00
C18:1 1.29 1.26 0.58 2.38 2.50
Ci8:2 0.17 0.15 0.06 0.47 0.55
C180H 0.02 0.02 0.001 0.03 0.03
C18:10H 0.02 0.02 0.01 0.04 0.05
C18:20H 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02
Cc20 0.02 0.02 0.01 0.05 0.06
c22 0.01 0.01 0.00° 0.01 0.01
Cc24 0.01 0.01 0.00' 0.02 0.02
C26 0.01 0.01 0.00° 0.01 0.02
SA 0227 0.21° 0.09°' 0.44 0.47
ADO 0.56 0.52 0.21 1.30 1.55
D-ADC 0.027 0.02° 0.01° 0.04 1 0.05° |
C20:0-LPC 0.14 0.14 0.06" 0.26 0.30
C22:0-LPC 0.18 0.17 0.07 0.36 038 |
C24:0-LPC 0.48 0.47 0.24 0.79 0.84 |
C26:0-LPC 0.30 0.29 0.13 0.56 058 |

' El valor se encuenlra fuera del intarvalo de medicion y no se pueden coasiderar exaclo (consulle la seccién
“Notificacién de cesullados’).

Tabla 20. Estadislicas descriptivas del estudio 2 ulilizando el sislema TQD (n=24186).

B

Percentiles
Analito Media ’_Mec_l!ana T a9 39.5
Ala 238 229 132 412 441
Arg 12.8 10.4 224! 51.6 69.1
Asa 0.18 0177 0.06' 0.40 0.49
Cil 12.2 116 6.14 24.2 28.1
Gln\Lys 695 684 | 3ss 1120 1180
Glu 200 194 111 353 389
Gly 445 437 242 752 842
LeuMlle\Pro-OH 83.8 76.5 36.9 208 251
Met 20.8 19.2 10.6 48.9 63.5
Orn 58.6 53.6 28.3 i52 187
Phe 46.1 44.3 28.8 83.0 91.5
Pro 126 120 72.9 235 272
Tyr 77.8 716 327 188 211
Val 87.2 80.3 47.3 202 241
co 18.5 16.7 6.98 50.2 64.3
c2 20.9 19.7 7.84 45.4 50.8
c3 2.14 196 | 062 5.44 643 |
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Analito Media medlana Perc;gures 995
C3DC\C40H 0.14 0.13 0.05 0.33 0.34
C4 0.22 0.19 0.09 0.65 0.73
C4DC\C50H 0.22 0.21 0.10 0.47 0.59
C5 0.09 0.08 0.04 0.33 0.42
C5:1 0.01 0.01 0.00° 0.01 0.01
C5DC\C60OH 0.10 0.09 0.04 0.20 0.22
C6 0.05 0.04 ! 0.021 0.1 0.12
CeDC 0.06 0.05 0.02' 0.13 0.15
[of:] 0.06 0.05 0.02 0.13 0.17
C8:1 0.10 0.09 0.03 0.28 0.36
C10 0.09 0.08 0.02 0.23 0.27
C10:1 0.04 0.04 0.02 0.09 0.10
C10:2 0.01 0.01 0.00' 0.02 0.02
Cci2 0.10 0.09 0.02 0.26 0.28
Ci12:1 0.10 0.09 0.02 0.28 0.31
Ci4 0.19 0.18 0.05 0.41 0.44
Cil4:1 0.12 0.11 0.03 0.32 0.35
Ci4:2 0.03 0.03 0.01 0.06 0.07
C140H 0.02 0.01 0.00' 0.04 0.04
C186 3.35 3.24 0.81 6.43 7.02
C16:1 0.20 0.20 0.03 0.43 0.47
C180H 0.02 0.02 0.00' 0.05 0.05
C16:10H\C17 0.04 0.04 0.011 0.07 0.08
c18 0.81 0.78 0.34 1.58 1.68
C18:1 1.10 1.07 0.50 2.07 2.25
C18:2 0.18 0.15 0.06 0.67 0.79
C180H 0.01 0.01 0.00° 0.03 0.03
C18:10H 0.02 0.02 0.01 0.04 0.04
C18:20H 0.01 0.01 0.00°! 0.02 0.02
C20 0.02 0.02 0.01 0.04 0.05
c22 0.00° 0.00' 0.00" 0.01 0.01
C24 0.01 0.01 0.00! 0.02 0.02
C26 0.0% 0.01 0.00! 0.06 0.11
SA 0.19" 0.19! 0.09! 0.31 0.33
ADO 0.41 0.38 0.16 1.01 1.18
D-ADO 0.01! 0.01" 0.00! 0.03' 0.03!
C20:0-LPC 0.17 0.15 0.06' 0.40 0.45
C22:0-LPC 0.18 017 .08 0.38 0.41
C24:0-LPC 0.44 0.41 0.22 0.88 0.95
C26:0-LPC 0.26 0.25 0.13 0.50 0.53

! El valor se encuentra fuera del intervalo de medicion ¥ no se pueden considerar exaclo {consulte 1a seccion

“Notificacidn de resultados’).

Si se uliliza un valor de corte bajo, las muestras de cribado que oblienen resultados
inferiores al valor de corle deben considerarse aparentemenle posilivas para lrastornos

melabdlicos congénilos, por lo que deben analizarse olra vez y/o confirmarse medianis una

prueba diagnéslica.
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Si se uliliza un valor de corle allo, las mueslras de cribado que oblienen resullados
superiores al valor de corle deben considerarse aparenlemente positivas para lrastornos
metab6licos congénitos, por lo que deben analizarse olra vez yio confirmarse mediante una

prueba diagndslica.

El kit NeoBase 2 Non-derivalized IMSMS es un mélodo cuanlilativo para delerminar el perfil

80 13008221-6 (es)

déficil de adenosina desaminasa (ADA) y la adrenoleucodisirofia ligada al cromosoma X
(ALD-X), de las que se incluyeron 8 mueslras.

Tabla 21. Trastornos y numero de mueslras relrospeclivas con resullado posilivo
confirmado que se incluyeron en el estudio.

Estudio 1 Estudio 2

de algunos iraslornos melabélicos. Por definicién, los marcadores primarios son analitos Trash da i inoscl
que son sistemalicamenle anémalos (allos o bajos, dependiendo del Irastorno) para un rastornos de los aminodcidos (AA) (TQD) (Tap)
irastomo concrelo, Por su parte, los marcadores secundarios pueden ser analilos que son Nimero de | Namero de
anémalos con frecuencia en un traslomo concreto o relaciones de analitos que seran Trastorno Abreviatura | muestras | muestras
anémalas cuando su conceniracion relaliva se modifique como consecuencia de un bloqueo - - | positivas | posilivas
melabélico. Eslos marcadores secundarios pueden ayudar a delectar trasfornos en los que Argininemia ARG 1 1
el marcador primario puede lener un valor dudoso [31}. Acidemia arginosuccinica ASA 1 2
Traslornos del defecto de bioplerina en la

El panel de cibado uniforme recomendado (RUSP) es una lista de ftraslornos biosinlesis del cofactor BIOPT-BS 1
gacor;uendados [;;?_lr la Secrelaria del Depariamento debSalut:j y Sl;anricios Secl:iaI?SBcée Cilrulinemia, tipo 1 Tl 3 4

stados Unidos (HHS) como parle de los programas glo! ales de cribado neonalal ) - - = - i
que se realizan en los Ziifemntgs eslados. Los ﬁasiarnn% del RUSP se eligen basandose en Hlpeﬂe.nﬂ‘a?ar’lnemia beoana H-PHE 2 £ :
las pruebas que respaldan e! beneficio polencial neto del cribado, Ia capacidad de cada Homozistinuna HCY - 1 :
eslado para realizar el cribado de cada trastorno y la disponibilidad de tratamientos Hipermelioninemia MET 1 1 i
eficacss, La American Academy of Pedialrics (Academia Americana de Pedialrla, AAP) Enfermedad de Ia orina con olor a jarabe de arce 145UD 3 3 :
identifica marcadores primarios para los lraslornos clave y secundarios del RUSP 55). MDenciendia de | Pr— : 3 2 !
mientras que el American College of Medical Genelics (Colegio estadounidense de genélica iclencia de la omnilina kanscarbamiiasa Q161 i
médica, ACMG) ha publicado algoritmos de crbado neonalal |56]. La direclriz del CLSI Fenilcetonuria clasica PKU 2 2
relaliva al cribado neonatal para especlromelria de masas en tandem (NBSD4, 2* edicion) Tirosinemia de tipo | TYRI = 2
[31) ?nduya una lista de los marcadcres primarios y secundarios y de las relaciones Tirosinemia, ipo I ™R - 3
asociadas a Irastornos metabolicos. ST -

Tirosinemia de lipo Il TYRINI 1 -

Nota: el Apéndice 1 incluido al final de esle follelo contiene informacion adicional sobre los Trastornos de la oxidacién de los acidos grasos (FAO) =
perfiles de analito relacionados con Irastornos concretos. Nalmgr? s Nﬂggg}de
Trastorno Abreviatura muestras muesiras
s e - 4 = posilivas positivas
RENDIMIENTO DEL CRIBADO® Deficiencia de camilina palmiloiliransferasa, CPT Il - 1
tipo Il

El kit 3044-0010 NeoBase 2 Non-derivatized MSMS se comparé con el kit 3040-0010 Anomalia en 1a absorcidn de 1a caritin

A . 5 aglich sy e a 2 2
NeoBase Non-defivalized MSMS en dos laboralorios de cribado rulinario midiendo las Deficiencia de 1a L-3-hidroxi acil-C;: il
conceniraciones de analilos con el sistema TQD. Ulilizando los datos de un cribado rulinario deshidrogenasa de cadena larga LCHAD 2 2
en recién nacidos, los valores de corle de ambos métodos se determinaron calculando los Deficiencia de I acil-CoA deshidrogenasa de
percenliles 99.5 y 99 para todos los analilos, con excepcion de C2. Para C2, el valor de cadena media IACAD 2 3
corte aplicado se baso en el percentil 1. Para CO0, C3,C16, C18, C18:1 y Cil, los valeres de Daficiencia de la acil-CoA deshidrogenasa da
corte aplicados se basaron enlos perceniles 1, 89.5 y 99. Tenga en cuenta que los valores cadena corla SCAD 2 2
de corle empleados para evaluar el rendimiento del cribado se aplican tinicamente a estos Deficiencia de proleina lrifuncional TFP 1 1

esludios.

E£n la tabla 20 se muestran los lrastornos y la canlidad de muesiras con resultado posilivo
confirmado que se incluyeron en los esludios 1y 2. En lolal, se incluyeron 37 mueslras en
el grupo de lraslornos de los aminoacidos, 26 en el grupo de traslornos de la oxidacion de
los acidos grasos y 28 en el grupo de los lrastornos de los acidos organicos. Ademas, el

Estudio 1 Estudio 2

. . ‘,_ 1
Deficiencia de Iz aci-CoA deshidrogenasa de VLCAD 3 3

cadena muy iarga

)

grupo de olros Urastornos comprendia la inmuncdeficiencia combinada grave {IDCG) por \_C ]
L[
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. : Estudio 1 | Esludio 2 Tabla 22. Coincidencia entre el kil NeoBase 2 Non-derivalized IMSMS y el kit NeoBase Non-
Trast I
rastomoas de los dcidos organicos (0A) {Tan) (TaD) derivatized MSMS en ef estudio 1.
Niamero de | Namero de
Trastorno Abreviatura muestras muestras
posilivas posilivas NeoBase
2-melitbuliril glicinuria 2MBG 1 1 Trastornos de los Percentil 99 Percentil 99.5
Deficiencia de la 3-melilcrotonil-CoA carboxilasa IMCC 2 2 aminodcidos (AA) Cribado | Cribado Cribado | Cribado
Acidemia 3-metilgiutacénica, tipo | IMGA - 1 posilivo | negativo Total posilivo | negalivo Tetal
Acidemia glufrica de tipo | GAl 3 3 Cri
ribado 1 3
Isobulirit glicinuria IBG 1 - posilivo &2 0 12 He # s
Acidemia isovalérica AlV 2 2 NeoBase| Cribado 28 1501 1619 20 1645 1665
Deficiencia de la holocarboxlasa sintetasa DMC 1 < 2 negalivo
aﬁmn;;a melimalénica (metiimaloni-CoA MUT 1 2 Total 80 1661 1751 85 1686 | 1751
Acidemia melimalénica (trastormnos de la Cbil) CblA, ChiB 1 S i \ad ; ara AA bos métodos ulfizando los val
Acidemia propidnica PROP 3 2 ﬁém:?;;g ;n;z::&.::gngr:;&gvs. o posiliva confirmade para AA con ambos mé S uldizan s valeres
Estudio 1 Estudio 2
T
OTROS TRASTORNOS (TQD) (Tao)
Nimero de | Nimero de
Trastorno Abreviatura mueslras muestras NeuBaso
posilivas | positivas Trastornos de los Percenlil 1
Inmuncdeficiencia combinada grave (IGCG) por aminoacidos (AA) [“Cribade | Cribado
déficit de adenosina desaminasa IDCG-ADA z 2 posilivo | negalivo Total
[ Adrenoleucedisirofia ligada al cromosoma X ALD-X 2 2 | Cribado i A 34
posilivo 16 ®
z : NeoBase| Cribado
Enla tabla 21 se muestran los resultados relalivos al rendimiento del cribada, que incluyen 2 negalivo 16 1687 1703
las muesiras relrospectivas con resullado posilivo confirmado analizadas con el sistema
TQD en el esludio 1. ) Tolal 32 1705 1737
El rendimiento del cribado para la inmunodeficiencia combinada grave (IDCG) por déficit de v =
adenosina desaminasa (ADA) y la adrenoleucodisirofia ligada al cromosoma X (ALD-X) se ;L“;‘g: d‘é;"‘p‘:{;’ﬁhﬁ” resulado positvo confimado pars OTCD con ambos mélodos utizando fos valores

evalué comparando el resultado del kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS con el lrastorno
clinico. En la tabla 22 se mueslran los resullados del estudio 1.

[ NeoBase
Oxidacion de los Percantil 99 Percentil 99,5
Seltios grasos (P AN T ot Total | Cibado | Ciiado | ——
posilive | negalivo posiliva | negalivo
Crbado. [ ang 40 120 | 45" 17 62
posilivo
NeoBase | Cribado 45 1581 | 1626 | 23 1661 | 1684
2 negalivo
Total 125 1621 1746 68 1678 1746
]

!lincluye las 10 muestras con resultado positivo confirmado para FAQ con ambos métedos ut*zando los
va'ores de corte de los percenfiles 98 y 99.5. ™ (

9 ETCANTER Rz
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1
NeoBase Percentil 99 percentil 99.5
Oxidacién de los Percentil 1 ALD-X = i
4cidos grasos Posilive | Normal | Tolal | Posilvo Normal Total
(FAO) Cribado | Cribado Cribado
posilivo | negativo Hal posilivo 2! 61 63 2! 15 L
Cribado NeoB Cribad
» 871 232 110 eoBase fibado 7
posilivo 2 negalivo 0 1675 1675 0 1721 1721
i§NeoBase| Cribado
2 negalivo 42 1586 1628 Tolal 2 1736 1738 2 1736 1738
Tolal 129 1609 1738 * Incluye 125 dos muestras con resuliado positivo confirmado para ALD-X.
" Induye | mueslra con resuliado posilivo confirmado para CUD con ambos mélodos utilzando los vaicres de ’ -
EnIa tabla 23 se mueslran los resultados relalivos al rendimiento del cribado, que incluyen

corte del percentd 1
# Incluye 1 mueslra con resultado posilivo confkmado para {a ausenciz de CUD con NeoBase, pero positivo las mueslras retrospeclivas con resullado posilivo confirmado analizadas con el sistema

para su presencia con HeaBase 2 ulfizando los valores de torle del percentil 1. TQD en el esludio 2.

El rendimiento del cribado para la inmunodeficiencia combinada grave (IDCG) por déficit de

NeoBase adenosina desaminasa {ADA) y la adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X (ALD-X) se
; ria; forno gletlos Percentil 99 Percentll 99.5 eva_lué comparando el resullado del kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS con el irastorno
cidos organicos _ s _ : clinico. En la labla 24 se mueslran los resullados del estudio 2.
{OA) Cribado | Cribado Total Cribado | Cribado Totat
; posilivo | negalivo posilivo | negalivo Tabla 24. Coincidencia entre el kit NeoBase 2 Non-derivalized MSMS y el kit NeoBase Non-
Cribado 571 23 80 261 13 49 derivalized MSMS en el estudio 2.
‘ posilivo
NeoBigse r?;‘;:[ig 11 1660 | 1671 5 1897 | 1702 NeoBase
Traslo;;nos de los Percentil 99 Percentil 98.5
Total 68 1683 17561 41 1710 1751 aminoacidos (AA - e ]
AA) Cribado | Cribado Tolal Cribado | Cribado Total
- : posilivo | negativo | "2 | posilivo | negalivo ;
* Incluye las 15 muesi@s con resultado positive confirmado para OA con ambos mélodos ulilzando los valores Cribado
de corle g2 los percenties 99y 99.5. o 116" 138 254 7872 67 145
posilivo
NeoBase| Cribado
41 2353 239 29 24743 2503
Tabla 23, Rendimiento de! cribado para la IDCG por déficit de ADA y para ALD-X ulilizando 2 negalivo A
los percentiles 99y 99.5 en el estudio 1. Total 157 2491 2648 107 2541 2648
Percentil 98 Percentil 99.5
IDCG-ADA — — * Inciuye las 19 muestras con resullado positivo conlirmado para la deleccion de AA con ambos mélodos
Posilivo Normal Tolal | Posilivo Normal Total ullizando los valores de corte del percanti 99.
Cribado 2 inciuye las 18 muestras con resultado positivo conlimado para Ia deteccion de AR con ambos mélodos
i 2 75 7 2. 36 38 ultizando los valores de corle del percent! 89.5.
posilivo 3 Incluye 1 mueslra con resultado positivo confirmada parala no deleccién de Af con ninguno de los métodos
NeoBase | Cribado ulilizando fos valores de corte del percentil 89.5.
2 negalivo I} 1661 1661 0 1700 1700 \
Total 2 1736 1738 2 1736 i 1738 7
1 Incluye las dos muesiras con resuliado posiivo confirmado para IDCG-ADA \'— ETC INT RNA&O AL SJL
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" Incluye 2 muestras con resullado po:

Tra'stcgn;)s de los Percentil 1

aminoacidos (AA) gg;ﬁfg ’gﬁiﬂ okl
i gg:’iﬁjg 141 40 54

e reoaty | 6 2571 | 2577
l Total 20 2611 2631

utilizando los valores de corle del percenti 1.

85

silivo confemado para la deleccion de OTCD con ambos métodos

NeoBase
i (');ldaciﬁn de I[_os Parcentil 99 Percentil 99.5
dcidos grasos -
8180 (AN i do T Gribado Total | Cibado [ Cribado [ ——
posilivo | negalivo posilivo | negalivo 9
Cribado ;
i positivo 160 83 243 108! 37 145
NeoBase| Cribado
2 | negalivo 72 2326 2398 54 2442 2495
1 Total 232 2409 2641 162 2479 2641
|

! Incluye 1as 12 muestras con resullado pesitivo confurnado
valofres de corte de fos percentiles 99 y 99.5.

para FAO con ambos mélodos utlizando los

" NeoBase i
Oéx é‘i‘fgéé;,g:o';’ 4 Percentil 1
PO | o [ oo T vour |
535355 4t 21 68
Neo?ase :;g::ﬁ; L 10 2554 2564
L Total ( 57 2575 2632

' Incluye 2 mueslras con resullado positivo confrmado pa
confirmado para CPT Il con ambos métodos ulifizando los valores de corle dél percentil 1.

ra CUD y 1 muesira con resultado pasitivo

86 139082216 (es)
. NeoBase
;&ﬂgg‘r‘;;’:rgi Percentil 99 Percentil 99.5
{0A) Cribado | Cribado Cribado | Cribado
posiliva | negalivo Total posilive | negalive s
Cribade i 2
posilivo 86 52 138 42 27 69
NeoBase | Cribado 3
2 negativo 25 2479 2504 12 2561 2573
Total 11 2531 2642 54 2588 2642

! Incluye las 13 muestras con resultado positivo confirmado para la deleccién de OA con 2mbos mélodos

ublizando los valores de corle del percent 99,

2 Inctuye las 12 muestras con resullado posilive confirmade para la deteccién de OA cen ambos métodos
utifizando fos valeres de corte del percentl 99.5.

*Incluye 1 muaslra con resultado posilivo confirmado para la no deteccion de OA con ninguno da los mélodos
utitizando los valores de corle def percenti 99.5,

Tabla 25. Rendimiento del cribado para la |

los percentiles 99 y 99.5 en el estudio 2.

DCG por déficit de ADA y para ALD-X ulilizando

Percentil 99 Percentll 99.5
IDCG-ADA - —
Posilivo Normal Tolal | Posilivo Normal Tolal
Cribado N .
positivo 2 G6 68 2 51 53
NeoBase | Cribado
2 negalivo 0 2563 2563 0 2578 2578
Tolal 2 2629 2631 2 2629 2631
" incluye 2 mueslras con resullado posiive confirmado para IDCG-ADA.
r Percentl] 99 Percentil 99.5 ]
ALD-X
Posilivo Normal Tolal | Paosilivo Normal Tolal
Cribado 1 1
posilivo 2 95 97 2 40 42
NeoBase| Cribado 0 2534 | 2534 0 2589 | 2589
2 negativo i
Total 2 2629 2631 2 2629 2631 J

"incluye 2 muestras con resultado positivo confirmado para ALD-X.
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7 N
{ . D, A P e P4
L0 [ ||=-2023-21(m9é%l RN AANMAT
ETC INTERNACIONAL SA N. LBT 02
MARIELA A-RAVEGLA
- APODERADO

Pagina 43 de 60



139082216 (es) 87

GARANTIA

Los resullados aqui presentados se han oblenido por el procedimiento de ensayo indicado.
Cualquier cambio o modificacion en el procedimiento no recomendado por el [abricanle
puede afeclar a los resullados, en cuyo caso Wallac Oy ¥y sus filiales declinan cualquier
responsabilidad y garanlia olorgada, expresa o lacita, sobre la comercializacion del

produclo y su uso.

En tal caso, Wallac Oy, sus filiales y sus distribuidores autorizados no asumen ninguna
responsabilidad por los dafios o perjuicios directos o indirectos.
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NeoBase™ 2 Non-derivatized MSMS kit 3044-0010
Protocolo resumido

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Anada 1.4 mL de solucién de
exiraccion NeoBase 2

al vial del esléndar interno.

: Mezcle durante un periodo

l comprendido entre 60 y 70

Reconsliluya el vial del esténdar

interno NeoBase 2 minulos y, después,

inlroduzca la mezcla en un
bano de ullrasonidos durante
3 minulos a +35 *C.
Transfiera 126 mL de solucion
de extraccion NeoBase 2 a un
frasco. Pipetee 2.6 mL de
solucion de ensayo de
succinilacelona NeoBase 2 y }
1.3 mL de estandar interno !
reconsliluido. Mezcle

——,

Si esta realizando el andlisis
para la SA o el Asa, prepare la
solucién de {rabajo de
exlraccion (EWS).
concienzudamente evilando el
conltaclo con el tapén
roscado,

Transfiera 129 mL de solucion

@ de exiraccion NeoBase 2 a un

Si no esla realizando el analisis
para la SA o el Asa, prepare la
solucién de trabajo de

{rasco. Pipetee 1.3 mL de
estandar inlerno reconsliluido.
Mezcle conclenzudamente

exiraccion (EWS) evitando el conlacto con el
tapén roscado.
PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
o | o @
Perfore los conlroles y las T '8 i : {
muesliras desconocidas | [l | Ulikszla misieplacs ?
S 7’
Afiada la solucién de trabajo ¢ L
ada la solucion de trabajo de L .
sxtraceisn U LT 125 yL por pocillo

Cubra Ia microplaca con una

S cubierla adhesiva para

': Tt 7 microplacas para reducir al

Cubra la placa = E’ minimo la evaporacién de la
solucion de lrabajod

9 exlraccion (e
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23

Incubacién de fa muestra de
sangre seca

Agite a una velocidad de
entre 850 y 750 rpm durante
30 min a 45°C

Descubra

Relire con cuidado la cubieria
de la microplaca

Transflera a la nueva
microplaca

Transfiera 100 pl. a la nueva
microplaca

Cubra Ia placa

Cubra fa placa con una
cubieria adhesiva para
microplacas para reducir al
minimo la evaporacién de la
solucidn de trabajo de
exlraccion

Cargue ia placa en el
aulomuesireador

.---H

Inicie el software de ia
aplicacién y cree listas de
lrabajo ulilizando las
concenlraciones de los
palrones inlernos NeoBase 2
y el método de adquisicion
adecuados.

Si estd realizando el anélisis
para la SA o el Asa,
deje reposar durante 1 hora a
lemperalura ambiente.

Deje reposar la placa a
lemperalura ambienle
duranle al menos 1 hora
antes de realizar fa medicién.

Mida

Inicie la medicion
en el software de aplicacidn.

)
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APENDICE 1

El panel de cribado uniforme recomendado (RUSP) es una lisla de trastomos
recomendados por la Secretaria del Departamento de Salud y Servicios Sociales de
Eslados Unidos (HHS) como parle de los programas globales de cribado neonatal (NBS)
que se realizan en los diferentes eslados. Los Irastornos del RUSP se eligen basandose en
las pruebas que respaldan el benelicio polencial nelo del cribado, la capacidad de cada
eslado para realizar el cribado de cada trastomo y la disponibilidad de {ratamientos eficaces
[1]. La American Academy of Pediatrics (Academia Americana de Pedialria, AAP) idenlifica
marcadores primarios para los trastornos clave y secundarios del RUSP [2], mienlras que
el American College of Medical Genetics (Colegio estadounidense de genslica médica,
ACMG) ha publicado algoritmos de cribado neonatal [3]. La directriz del CLS] relaliva al
cribado neonatal para especlromelria de masas en ldndem (NB304, 2* edicion) [4] incluye
una lista de los marcadores primarios Y secundarios y de las relaciones asociadas a
{raslornos melabdlicos.

La tabla1 incluye los lrastornos melabdlicos principales del RUSP, asi como los
marcadores primarios asociados procedenles de las hojas de accién (ACT Sheets) y de los
algoritmos de confirmacion para recién nacidos de la AAP o el ACMG vy todos los
marcadores primarios y secundarios mencionados en la 2° edicién de la directriz NBS04 del
CLSI. La tabla 2 incluye la misma infermacién, pero para los traslomos melabédlicos
secundarios def RUSP. La presencia de marcadores secundarios ayuda a respaldar los
resullados del cribado, pero dichos marcadores no son suficientes como cribado
independiente/primario para cada trastomo concrelo.

Tabla 1. Trastornos melabélicos principales del RUSP y olros traslomos, marcadores
primarios ascciados seglin la AAP y el ACMG y marcadores primarios Y secundarios
asociados segun la 2° edicion de la direclriz NBS04 del CLS].
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Trastorno metabélico
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Tabla 2. Trastornos metabélicos secundal
segin la AAP y el ACMG y marcadores

edicion de la directiiz NBS04 del CLSL
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Trastorno melabélico
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Trastorno metabdlico
Trastornos Trastomo | Trastomos | Trastomos | abre- | Marcador Marcadores
secundarios del Rusp | delos e oxidacién; relacionados | viatura primario primarios y
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ROTULOS NEOBASE 2 MSMS

NeoBase™2 Non-derivatized MSMS kit, 3044-0010

1. ETIQUETA DEL KIT:
107.9185 mm

' NeoBase™ 2 Non-derivatized MSMS kit
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2. ETIQUETA DE LA CAJA:

80 mm

NeoBaseTM.‘z Non-derivatized MSMS kit s
3044-0010 J [tor] ee6s686 D Tt

i [Pv] T 1066666601 S 2001-01-01 G EE: z

i D BE430020C00200 i

| Kitinset version: 4 (19665655 z
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3. CAJA:

Inner dimensions (W x Lx H) 203 x 135 x 10 mm (ltem No. 11550481 /01)

gal Wallac Oy. Mustionkar 6. FI-20750. Turkn. Finland

7 Following distributor infarmation is pre-printed on the
A kit package: ‘
“““““ T Disteibirtor In USAs Dletribuidar 1o Crasi:
PerkinElnier, Inc. PerkinElnier do Brasll Lida,
549 Afbany Street, Bosten,  CNBJ 00,351.2107/0002-22
MA 021142512, USA Rua Samaritd, 1217 - Jardim das Larenjelras
02511080 550 Paulo-SP
Distribirtor In Canada:
PerkinEInwer Camads Inc.,
501 Rowntre= Dalry Road, Unit G
Foodbridge, ON, LAL KH1
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4. ETIQUETAS DE LOS COMPONENTES:

80x 85 mm {item no 12408318) i
|
|
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50 x 85 mm {Item no 13403195

Microplate, U-bottomed
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NeoBase™ 2 Non-derivatized Assay Solutions 3045-0010

1. ETIQUETA DEL KIT:

NeoBase™ 2 Non-derivatized Assay Solutions 3045.0010
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2. ETIQUETA DE LA CAJA:

NeoBase™?2 Non-derivatized MSMS kit 7 1
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3. CAJA:

Taner dimensions (W x L x H) 200 x 150 x 265 mm (Irem No. 11550474 0T
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4. ETIQUETA DE LOS COMPONENTES:

95 x 50 mm (Ttem no 13408194)

Neo MSMS Flow Solvent

800 mL < Keepaway from
1"‘\ neat and sunlight DANGER centains Acstentrile
ir30°C s Wallac Oy
VD 2°C—4/ [,Jlj Turku, Finland 1
g Exp.date LOT | Lot no.

95 X 30 mm (Teem no 13408372

NeoBase ™ 2 Non-derivatized AN 1
Assay Solutions 4 .’:} W,
NeoBase 2 NSZS NPy ALK
Extraction Solution .
3680 mlL DANGER contains Methang!
~30*C Store in
s 2*Cfi the dark 2
Wallae Oy
Turku, Finlang g h LOT

M

Vegi
ETC INTERNACIONAL SA

MARIELA A-RAVEG
.~ APODERADO

E IC.H:' r“s'&FiNACiDNAL S.A.
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NeoBase™ 2 Succinylacetone Assay Solution 3046-0010

1. ETIQUETA DE LA CAJA:
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3. ETIQUETAS DE LOS COMPONENTES:

55 % 30 mm

NeoBage™ 2

Succinylacetone Assay Solution

28 mL ® Store In {he dark

i8*C
yaley |

Wallac Oy
Turku, Finland
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Sobre rétulos

Codigo: 3044 - 0010
NeoBase 2 Non - derivatized MSMS kit, 960 det,

Autorizado ANMAT: 1215 - 82

Direccion Téenica: Daniela Gonzélez

MN: LBTO02
"‘ etc Allende 3274 (C1417BMV) cABA
=0 Tel.: (011) 4639 3488

internacional e - majl: direccion.tecnica@etcint.com.ar

Cédigo: 3045 - 0010
NeoBase 2 Non - derivatized Assay Solutions, 960 det.
Autorizado ANMAT: 1215 - 82

Desp. de Importacion: 222722

Direccion Téenica: Daniela Gonzalez
MN: LBT02

". etc Allende 3274 (C1417BMV) CABA
" Tel.: (011) 4639 3488

internacional e - mail: direccion.tecnica@etcint.com.ar

Cédigo: 3046 - 0010
NeoBase 2 Succinylacetone Assay Solution, 960 det.
Autorizado ANMAT: 1215 - 82

Direccion Técnica: Daniela Gonzilez
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
1983/2023 - 40 ANOS DE DEMOCRACIA

Hoja Adicional de Firmas
Anexo

Numero: 1F-2023-40884964-APN-INPM#ANMAT

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Viernes 14 de Abril de 2023

Referencia;: ETC INTERNACIONAL S.A. rotulos e instrucciones de uso

El documento fue importado por el sistema GEDO con un total de 60 paginals.
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