Vs

UNIVERSIDAD NOBERT WIENER

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE TECNOLOGIA MEDICA EN

LABORATORIO CLINICO Y ANATOMIA PATOLOGICA

“Variacion del perfil bioquimico hepético en el transcurso del
tratamiento antirretroviral en muestras séricas VIH positivos en

un hospital nacional de lima, 2015 - 2017”

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE LICENCIADA EN
TECNOLOGIA MEDICA EN LABORATORIO CLINICO Y ANATOMIA
PATOLOGICA.

Presentado por:

Bachiller: Arrieta Calderdn, Cesia Ruth.

Bachiller: Barrial Vega, Miriam Lucero

LIMA — PERU



2019



Dedico este trabajo:

A Dios, por la vida y a mi familia por todo su apoyo.

A mis padres por ser mi inspiraciéon y mi motivacion diaria.



Agradezco a:

A todo el equipo de Inmunologia del Hospital Nacional Hipdlito

Unanue por las facilidades brindadas en este estudio.



ASESOR DE TESIS

Dr. Miguel Hernan Sandoval Vegas



JURADOS



INDICE

CAPITULO I ittt 1311
1.1. Planteamiento del Problema........cccccoooovvvivvinnnn. iError! Marcador no definido.11
1.2. Formulacion del Problema............coccevvieeiiiennnn, iError! Marcador no definido.4
1.3. JUSHIfICACION ..vvveeiiiiiiieeee e, iError! Marcador no definido.4
@ o] 1] 1Y/ o R iError! Marcador no definido.5

1.4.1. GENEIAL....oiciieiieiecee et iError! Marcador no definido.5
1.4.2. ESPECITICO oo iError! Marcador no definido.5

CAPITULO ] ettt 2018
2.1. Antecedentes.......ccccccccvviiiiiiie iError! Marcador no definido.18
2.2.Base TEONCA........ceeevurrrieeeee et iError! Marcador no definido.21
2.11. HIPOESIS ...t iError! Marcador no definido.29
2.12. Variables e indicadores ............ccccoevvvvvvvneennnnn. iError! Marcador no definido.30
2.13. Definicion operacional de términos................. iError! Marcador no definido.32

CAPITULO I 1ot s st anas s senassensnaesanes 4033
3.1. Tipo de investigacCion .........cc.ccvveeeeiviereeiiiieeeenns iError! Marcador no definido.33
3.2. AMDIto de INVESHGACION .......cvvvieeeeiee ettt e e eeeaes 33
3.3. Poblacién y muestra........c..ccceecvvvveeiiee e, iError! Marcador no definido.34

3.3.1. PODIACION ..ot iError! Marcador no definido.34
3.3.2. MUEBSHIA ..ottt iError! Marcador no definido.34
3.4. Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos................ iError! Marcador no
definido.35
3.5. Plan de procesamiento y analisis de datos....... iError! Marcador no definido.36
3.6. ASPECLOS ELICOS.......cvvvieeeeeee e iError! Marcador no definido.37

CAPITULO IVttt ettt 4538
4.1 RESURAAOS ...ttt e e 4538
R 1 o1 U 13 o] o iError! Marcador no definido.53

CAPITULO Vioiietieieeieie ettt 6354

5.1, CONCIUSION ..ottt ettt b e 6354

5.2. RECOMENUACIONES ......ceiuiiiiiiieiiiittee ettt st 6550

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoooiiiiiiieeee iError! Marcador no definido.57

ANEXOS ... e e e iError! Marcador no definido.61



INDICE DE TABLAS

TABLAS Pag.
Tabla 1

Resultados descriptivos de la evaluaciéon bioquimica de AST

en pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento 38

antirretroviral.

Tabla 2
Distribucidn porcentual de la variacion de AST en pacientes
VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral. 39

Tabla 3
Resultados descriptivos de la evaluacién bioquimica de ALT en
pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral 41

Tabla 4
Distribucién porcentual de la variacion de ALT en pacientes VIH
positivos el transcurso del tratamiento antirretroviral. 41

Tabla 5
Resultados descriptivos de la evaluacién bioquimica de FA en pacientes
VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral. 44

Tabla 6
Distribucién porcentual de la variacion de FA en pacientes VIH
positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral. 44

Tabla 7
Resultados descriptivos de la evaluacion bioquimica de GGTP en
pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral. 46

Tabla 8
Distribucion porcentual de la variacion de GGTP en pacientes VIH
positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral. 47

Tabla 9. Resultados descriptivos de la evaluacion bioquimica de PT en
pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral. 49

Tabla 10. Distribucion porcentual de la variacion de PT en el
transcurso del tratamiento antirretroviral.

Tabla 11. Diferencia entre mediciones de AST, ALT, GGT, PT, FA 51
segun edad.



Tabla 12. Diferencia entre mediciones de AST, ALT, GGT, PT, FA 52
segun sexo.



INDICE DE GRAFICOS
FIGURA

Figural
Distribucion de los valores finales de AST en pacientes VIH
positivos el transcurso del tratamiento antirretroviral

Figura 2
Distribucién de los valores finales de ALT en pacientes
VIH positivos el transcurso del tratamiento antirretroviral

Figura 3
Variacion de las concentraciones promedio de AST y ALT en

pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Gréfico 4
Distribucion de los valores finales de FA en pacientes VIH
positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Figura5
Distribucion de los valores finales de GGTP en pacientes VIH
positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Figura 6
Distribucion de los valores finales de AST en pacientes VIH
positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Pag.

40

42

43

45

48

50

10



Resumen

Introduccién: la enfermedad hepatica en pacientes VIH positivos puede deberse a la
infeccién viral, a la terapia antiretroviral, y a las comorbilidades o coinfecciones. El
objetivo del presente estudio fue determinar la variacion del perfil bioquimico hepético
en el transcurso del tratamiento antirretroviral en muestras séricas VIH positivos en un
hospital nacional de Lima, 2015 — 2017.

Metodologia: realizamos un estudio descriptivo, de corte transversal retrospectivo en
un hospital nacional de Lima durante el trienio 2015-2017. La unidad muestral la
conformaron los pacientes VIH positivos en cualquier estadio de infeccién clinica, con
terapia antiretroviral de gran actividad (TARGA) activo, de ambos sexos, con resultados
del perfil hepatico de para Alanina Amino Transferasa (ALAT), Amino Aspartato
Tranferasa (ASAT), fosfatasa alcalina (FA), Gamma - Glutamil Transpeptidasa (GGT), y
proteinas totales (PT). Los resultados séricos fueron evaluados dentro de los limites de
normalidad y en cada uno de los tres controles de perfil hepético.

Resultados: Incluimos 100 pacientes HIV positivos con promedio de edad de 33+9.56
afos. Los valores de ASAT y ALAT disminuyeron entre el primer y tercer control siendo
significativa entre los valores normales y alterados para AST (p<0.05). GGT, FCy PT
no evidenciaron cambios entre los controles ni diferencias entre los pacientes normales

y elevados.

Conclusién: Existe una variacion del perfil bioquimico hepatico en el transcurso del
tratamiento antirretroviral en muestras séricas VIH positivos en un hospital nacional de

Lima, 2015 — 2017, principalmente para AST.

Palabras claves: virus de inmunodeficiencia adquirida, higado, tratamiento retroviral de

gran alcance, Peru.
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Abstract

Introduction: liver disease in HIV positive patients may be due to viral infection,
antiretroviral therapy, and co-morbidities or co-infections. The objective of the
present study was to determine the variation of the liver biochemical profile during
the course of antiretroviral treatment in HIV positive serum samples in a national
hospital in Lima, 2015 - 2017.

Methodology: we conducted a descriptive, retrospective cross-sectional study
in a national hospital in Lima during the 2015-2017 triennium. The sample was
made up of HIV positive patients at any stage of clinical infection, with active
antiretroviral therapy (HAART) of both sexes, with liver profile results for Alanine
Amino Transferase (ALAT), Amino Aspartate Tranferase (ASAT), alkaline
phosphatase (FA), Gamma-Glutamyl Transpeptidase (GGT), and total proteins
(PT). Serum results were evaluated within normal limits and in each of the three
liver profile controls.

Results: We included 100 HIV positive patients with an average age of 33+9.56
years. The ASAT and ALAT values decreased between the first and third
controls, being significant between normal and altered values for AST (p <0.05).
GGT, FC and PT did not show changes between controls or differences between
normal and elevated patients.

Conclusion: There is a variation of the liver biochemical profile during the course
of antiretroviral treatment in HIV positive serum samples in a national hospital in

Lima, 2015 - 2017, mainly for AST.

Keywords: Human immunodeficiency virus, liver, high active antiretroviral

treatment, Peru.
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CAPITULO [
EL PROBLEMA

1. EL PROBLEMA
1.1. Planteamiento del problema
La humanidad, desde sus inicios, se ha visto enfrentada a plagas
gue han diezmado pueblos enteros. A través de la historia, las
enfermedades infecciosas han desempefiado un papel
importante en el bienestar de las naciones y han condicionado
la supervivencia y el desarrollo de cada colectivo social.
Algunas enfermedades infecciosas han desaparecido, asi como
también han adquirido mecanismos para su propagacion y
establecimiento bajo diversos contextos siendo emergentes y re
emergiendo conforme las condiciones medioambientales.
Ejemplo de la trascendencia de las enfermedades infecciosas en
la edad antigua fue la Lepra (ocasionado por Mycobacterium
leprae), en la edad media fue la Peste Negra (ocasionado por
Yersinia pestis), y actualmente, y desde la década de los 80’s el
SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida) ocasionado
por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).!
Este retrovirus presenta dos subtipos VIH-1, como el causante
de esta entidad clinica cosmopolita, y VIH-2, de afectacion

principal en pacientes con SIDA en Africa occidental.2
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a pesar de
los inconmensurables esfuerzos internacionales en contra de la
llamada epidemia rosa ocasionada por la masiva infeccion por el
VIH, esta continla representando una grave amenaza para la
Salud Publica en todas las regiones, aunque conforme se ha
planteado en la novel era post SIDA, esta esta siendo
considerada ya como una enfermedad cronica mas que una
enfermedad infecciosa.

Si bien la incidencia total del VIH ha decaido progresivamente
en las Ultimas décadas, en algunos paises y regiones esta se
mantiene y presenta incrementos considerables. Esto podria
deberse a un complejo grupo de factores como las migraciones,
las coinfecciones (infecciones por Mycobacterium tuberculosis,
etc.) y comorbilidades (como cancer, etc.), el limitado acceso a
tratamiento, limitaciones en los programas de prevencion y
control de HIV/SIDA, bajo sostenimiento socio-sanitario, entre
otros.®4 El enorme progreso en la reduccion de la
morbimortalidad por el VIH/SIDA se ha logrado gracias a la
ampliacion del acceso a los terapia antiretroviral de gran
actividad (TARGA). Sin embargo, el éxito del tratamiento esta
determinado también por las complicaciones progresivas de
estos pacientes ya sea por las causas limitantes que referimos
lineas arriba como por las reacciones adversas del TARGA, y de

otros tratamientos.®
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Segun los informes para el 2017 del Programa Conjunto de las
Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA), el 75% de
personas que viven con VIH/SIDA conocian su estado de salud.
De estas, el 79% tenian acceso al tratamiento, y el 81% de
pacientes con tratamiento habian logrado la supresion viral.® En
el Perq, anualmente se reportan 2800 nuevos casos de infeccion
por VIH y existe alrededor de 72 mil personas viviendo con la
infecciéon por VIH.® La introduccion del TARGA por parte del
Ministerio de Salud del Pert (MINSA) se inicid en el afio 2004,
esta ha logrado acometer contra la morbimortalidad por
infecciones oportunistas, por comorbilidad o propio de la
enfermedad.’

Diversos estudios han sefialado que la enfermedad hepatica en
pacientes infectados por el VIH puede ser el resultado de la
infeccion en si, del tratamiento antirretroviral o las
comorbilidades.?® Asi, estas alteraciones pueden ocasionar que
los pacientes con infeccibn por VIH pueden desarrollar
enfermedad hepética crénica debido a una serie de factores,
incluida la esteatosis hepatica, y estas alteraciones en el perfil
hepatico no han sido aun evaluados en pacientes VIH positivos
en Lima, Peru.

Ante esta problematica nos planteamos el siguiente problema de

investigacion:

1.2. Formulacion del problema
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¢, Cual sera la variacion del perfil bioquimico hepatico en el
transcurso del tratamiento antirretroviral en muestras séricas

VIH positivos en un hospital nacional de Lima, 2015 — 20177

1.3 Justificacion

Para promover la prevenciéon y el control de la infeccion por VIH,
el TARGA constituye uno de los pilares en las intervenciones
sanitarias que el equipo de salud utiliza para hacerle frente a
esta enfermedad. Los efectos adversos que pudieran derivar del
TARGA son ocasionalmente eventos que pueden limitar el uso
del tratamiento y por tanto el agravamiento de los pacientes. Una
de las principales reacciones medicamentosas es la
hepatotoxicidad, siendo esta un componente que puede
repercutir en el estado de salud de los pacientes VIH positivos.
Aparte, de lo que bien mencionamos sobre el tratamiento, la
propia infeccion viral o coinfecciones (como hepatitis B o C) o
comorbilidades (como céncer, diabetes, etc.) pueden también
ocasionar lesién hepética. Cualquiera fuese el caso estas
pueden monitorearse a través de indicadores séricos de funcion
hepatica.

En ese sentido, la investigacion planteada contribuira a estimar,
en principio, los valores séricos marcadores de funcion hepatica,
y las variaciones de estos marcadores durante un periodo de

estudio. Asimismo, los resultados de este estudio permitiran
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establecer los valores normales o alterados de funcién hepética

de los pacientes VIH positivos de importancia para los analistas

clinicos en la evaluacién diaria de muestras séricas. Por otro

lado, mediante la investigacion se realizara una evaluacién

cuantitativa de los datos durante el periodo de estudio y para

cada magnitud biolégica de funcién hepatica analizado.

1.4.Objetivo

1.4.1. General

Determinar la variacion del perfil bioquimico hepatico en

el transcurso del tratamiento antirretroviral en muestras

séricas VIH positivos en un hospital nacional de Lima,

2015 - 2017.

1.4.2. Especifico

Determinar la variacion de la actividad Amino Aspartato
Transferasa (AST) en el transcurso del tratamiento
antirretroviral en muestras séricas VIH positivos en un
hospital nacional de Lima, 2015 — 2017.

Determinar la variacion de la actividad Alanina Amino
Transferasa (ALT) en el transcurso del tratamiento
antirretroviral en muestras séricas VIH positivos en un
hospital nacional de Lima, 2015 — 2017.

Establecer la variacion de la actividad Fosfatasa

Alcalina (FA) en el transcurso del tratamiento

17



antirretroviral en muestras séricas VIH positivos en un
hospital nacional de Lima, 2015 — 2017.

Establecer la variacion de la actividad Gamma -
Glutamil Transpeptidasa (GGT) en el transcurso del
tratamiento antirretroviral en muestras séricas VIH
positivos en un hospital nacional de Lima, 2015 — 2017.
Determinar la variacion de la actividad Proteinas
Totales en el transcurso del tratamiento antirretroviral
en muestras séricas VIH positivos en un hospital
nacional de Lima, 2015 — 2017.

Determinar la variacion del perfil bioquimico hepéatico
(Amino Aspartato Transferasa, Alanina Amino
Transferasa, Fosfatasa Alcalina, Gamma - Glutamil
Transpeptidasa, proteinas totales) segun edad en el
transcurso del tratamiento antirretroviral en muestras
séricas VIH positivos en un hospital nacional de Lima,

2015 - 2017.

Determinar la variacion del perfil bioquimico hepéatico
(Amino Aspartato Transferasa, Alanina Amino
Transferasa, Fosfatasa Alcalina, Gamma - Glutamil
Transpeptidasa, proteinas totales) segun sexo en el
transcurso del tratamiento antirretroviral en muestras
séricas VIH positivos en un hospital nacional de Lima,

2015 - 2017.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Laura et al. (2019), evaluaron retrospectivamente todas las biopsias
hepaticas realizadas en el Royal Free Hospital de 2000 a 2017 en
pacientes monoinfectados por VIH con transaminasas anormales, para
evaluar la causa subyacente de la enfermedad hepatica y caracterizar el
grado de fibrosis. Incluyeron 97 pacientes. Los hallazgos histol6gicos mas
comunes fueron enfermedad de higado graso no alcohdlico (28%),
cambios inespecificos (26%) e histologia normal (13%). El veinte por
ciento de los pacientes tenia fibrosis significativa y el 11% tenia fibrosis
avanzada. Los autores concluyen que entre los pacientes VIH positivos
con transaminasas elevadas, un numero sorprendentemente alto de
pacientes tuvo cambios no significativos o incluso hallazgos histolégicos

normales.10
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Mohite et al. (2017) En su estudio titulado “Cambio de perfil clinico y
factores asociados con anormalidades de las enzimas hepaticas en
personas infectadas con VIH” evaluaron 98 VIH positivo con funcion
hepéatica alterada comparandolos con pacientes VIH positivos con funcion
hepéatica normal y también pacientes VIH negativos con pruebas de
funcidn hepatica normales. Sus resultados demostraron que la lesiéon
hepatica inducida por farmacos es la causa mas comun de pruebas

hepéticas anormales en pacientes infectados por el VIH.1!

Lombardi et al. (2017) Estimaron la prevalencia y los predictores de
esteatosis hepética y fibrosis en una cohorte de 156 pacientes infectados
por el VIH con pruebas de funcion hepatica alteradas de forma persistente
(transaminasas anormales persistentes en al menos dos mediciones con
seis meses de diferencia) en un centro clinico del Reino Unido cuya edad
media fue 47,5+8,5 afios y donde el 91% (142/156) fueron hombres. La
esteatosis se detectd por ultrasonido en el 71% de los pacientes que fue
asociado con niveles mas altos de alanina aminotransferasa (OR 1.033,
95 % CI 1.015-1.510). Veinte pacientes tenian higadobiopsia, de los
cuales 13 tenian enfermedad del higado graso no alcohdlico. Los autores
concluyen que las transaminasas elevadas a menudo estan presentes en
pacientes infectados con VIH y que pueden estar asociados con

enfermedad del higado graso no alcohdlico.*?

Pathania et al. (2017) determinaron la prevalencia de anormalidades de

las pruebas de funcion hepatica en 247 pacientes VIH positivos en un
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hospital terciario de India occidental. De estos, 212 (85.82%) estaban en
terapia antirretroviral (ART), 111 (44.93%) estaban en terapia
antituberculosa (ATT) y 94 (38.05%) estaban en ATT-ART concurrente.
Se observaron las pruebas de funcién hepética anormales en 128/247
(51.82%) pacientes. En la mayoria (88.28%), las anormalidades de
pruebas de funcién hepética fueron leves. Se observaron anormalidades
en la prueba de funcién hepatica en 109/212 (51.4%) pacientes con ART,
en 56/111 (50.5%) pacientes con ATT, 46/94 (48.93%) pacientes con
ART-ATT concurrente. Hubo wuna correlacion estadisticamente
significativa entre la relacién albumina/globulina y el recuento de CD4
(p=0.0002). Concluyen que determinaron alteraciones en las pruebas de

funcién hepatica en alrededor de la mitad de pacientes.?

Pokorska-Spiewak et al. (2017) analizaron la enfermedad hepética en 79
nifios y adolescentes infectados con VIH de 14.0 + 5.1 afios. Todos los
pacientes estaban recibiendo TARGA, con una duraciéon media de 11,5 +
4,7 afos. Seis pacientes (8%) tenian una carga viral de VIH detectable, y
8/79 (10%) de los participantes fueron coinfectados con el virus de la
hepatitis B o C (VHC, 6/8 o VHB, 2/8). La enfermedad hepatica se definio
como una elevacion de cualquiera de los siguientes parametros: ALT y
AST, bilirrubina total y GGT. La enfermedad hepatica se diagnosticé en
20/79 (25%) de los pacientes, incluidos 13/71 (18%) de los participantes
sin coinfeccion y 7/8 (88%) con coinfeccion (p <0,0001). Todos los
marcadores hepaticos, excepto la bilirrubina, fueron significativamente

mas altos en el grupo coinfectado. En conclusion, los autores indican que

22



la enfermedad hepéatica en nifios y adolescentes infectados por el VIH se

debe principalmente a la coinfeccién por VHB o VHC.14

2.2. Base tedrica

2.2.1. Epidemia global de VIH

Desde el reconocimiento del VIH en 1983 como la causa del SIDA,
aproximadamente 78 millones de personas tienen infectarse con el VIH y
alrededor de 39 millones han muerto de SIDA.*®

La region del Africa subsahariana es la mas afectada. En 2014, casi el
70% de las nuevas infecciones por VIH ocurrieron en Africa subsahariana.
Ademas, la epidemia todavia se esta extendiendo rapidamente en la
region de Europa. En 2014, el mayor numero de personas recién
registradas (140,000) casos de VIH diagnosticados se informaron en la
region.'® Hasta hoy no se ha curado el VIH-1 descubierto. El HAART limita
la transmisién del VIH-1 y reduce mortalidad.® Sin embargo, los pacientes
en entornos de escasos recursos aun tienen tasas de mortalidad
aumentadas durante los primeros meses en TAR debido al diagndéstico
tardio con recuentos bajos de linfocitos T CD4+.1" En 2014, 14.9 millones
de pacientes infectados con VIH-1 recibieron HAART y 13.5 millones
vivian en paises de ingresos medios y bajos.® Desde que se convirti6 en
la primera terapia de combinacion efectiva disponible en 1996, se han
desarrollado nuevos farmacos con potencia y tolerabilidad mejoradas.*®
Incluso si el HAART ha transformado la enfermedad que una vez fue
mortal en una condicidon crénica pero manejable, sin embargo, la

resistencia a los medicamentos sigue siendo una preocupacion
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importante en un subconjunto de pacientes debido a su asociacion con
peor prondstico clinico.??° Ademas, contribuye a aumentar los costos de la
atencion del VIH-1.21

Actualmente méas de 100 mutaciones de resistencia a los medicamentos,
gue reducen la susceptibilidad a al menos una drogas se han identificado
en el genoma del VIH-1.%? Sin embargo, las pruebas clinicas de rutina para
resistencia no estan disponibles par poblaciones de bajos y medianos

ingresos donde solo hay un nimero limitado de opciones de tratamiento.??

Figura 1. Estimaciones de prevalencia en el mundo entero en poblacion
de 15 a 49 afios. Tomado de World Health Organization. HIV burden

estimation 2006. Geneva: WHO; 2017

Estimated prevalence (%)
1528
W 5-149
W 1-49
[105-09
0.1-0.4
<0.1

2.2.2. Infecciones por VIH y patogénesis
La infeccién por VIH se transmite a través de la eliminacién viral en las

lesiones de la superficie de la mucosa en contacto con fluidos corporales
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infectados como sangre, semen o secreciones vaginales.?* La entrada de
VIH en el huésped es a través del sistema inmunitario es principalmente
a través de interacciones entre los linfocitos T CD4+ y la presencia de co-
receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4.%> Otras células como las
células dendriticas, los monocitos y los macrofagos pueden infectarse por
el VIH a través de los linfocitos T CD4+.25 Sin embargo, la absorcion viral
por parte de otras células puede ser independiente de la presencia de
linfocitos T CD4+, sino mediadas por otras quimiocinas o proteinas virales,
por ejemplo, infeccién de astrocitos y células epiteliales renales.?’

La transmision del VIH es seguida inicialmente por una replicacion viral
rapida y activacion del sistema inmune a través de la fuga del virus a
través de la mucosa del tracto gastrointestinal en circulacion sistémica
antes de alcanzar un punto de ajuste viral. Esta activacién inmune se
caracteriza por la liberacion de citocinas proinflamatorias y quimiocinas,

activacion policlonal de células B y agotamiento progresivo de CD4.%8

2.2.3. Complicaciones asociadas por HIV

La infeccion por VIH se ha asociado con una amplia gama de
complicaciones clinicas y Las anomalias hematologicas se encuentran
entre las mas comunes. La infeccién por VIH influye en todas lineas
celulares hematopoyéticas que conducen a un espectro de anomalias
hematolégicas mas importantes y las mas comunes de estas son

anormalidades que afectan los elementos celulares en sangre periférica
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conocida como citopenias.?® Otras complicaciones hematolégicas pueden
implican la médula ésea, asi como las vias de coagulacion. Las citopenias
pueden ser causadas por aumento de la destruccion o reduccion de la
produccion de glébulos blancos (leucopenia o neutropenia), glébulos rojos
(anemia) y plaquetas (trombocitopenia).

Las causas de las anomalias hematoldgicas en el VIH son multifactoriales
con varios factores contribuyentes y su frecuencia aumenta con la

progresion de la enfermedad.°

2.2.4. Fases de lainfeccion por VIH

La historia natural de la infeccién por VIH tiene un desarrollo lento el cual
permite que el virus destruya los linfocitos T CD4+. El estadio subclinico
impide el reconocimiento clinico de la infeccion viral, dado que en esta
fase el VIH penetra en el organismo, a través de la union de sus
receptores, ocasionando una fase aguda, o precoz de la infeccion con
posibilidad de manifestacion clinica temprana.

La infeccion aguda es la fase inicial de infeccibn por VIH. Suele
manifestarse de 2 a 10 semanas después de que una persona ha
contraido el virus. Durante esta fase, muchas personas tienen sintomas
como fiebre, dolor de cabeza, aumento del tamafio de los ganglios y
erupcion cutanea. En esta fase, el VIH se reproduce rapidamente y se
propaga por todo el organismo. Al cabo de dias o semanas ceden los
sintomas de forma espontanea y se pasa a la siguiente fase. El VIH se
puede transmitir en cualquier fase de infeccién, pero el riesgo es mayor

durante esta fase aguda.
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En la fase intermedia, el virus de sigue replicAndose, manteniendo los
linfocitos T CD4+ cada vez en concentraciones menores, sin embargo el
organismo es capaz de reponer resta perdida y por tanto tratar de
mantener esta cantidad, por lo que las personas infectadas por VIH
pueden permanecer afios sin tener manifestaciones de la infeccion. En
esta etapa la parte evidenciable es la adenopatia periférica a nivel de los
ganglios linfaticos aumentados de tamafo. Sin diagnostico ni tratamiento
esta fase evoluciona a SIDA al cabo de alrededor de una década.

La dltima fase se corresponde con la SIDA, esta etapa es la final y
constituye la etapa de completa destruccion del sistema inmunitario,
donde la desregulacioén posibilita el desarrollo de infecciones oportunistas
(la neumonia por Pneumocystis, y la tuberculosis, por ejemplo) y

tumores.3!

2.2.5. Vias de transmision

La principal via de contagio de VIH es a través de las membranas
mucosas de los genitales o el ano. Estas la constituyen las Ulceras, llagas,
microabrasiones en el tejido genital, etc. Ademas, otro mecanismo de
contagio es cualquier via que conduzca directamente al flujo sanguineo,
como los cortes en la boca, el compartir material punzocortante como
riesgo de transmision del VIH, o a través de dispositivos de transfusion.3?
Otra via de transmision es la vertical, en la que la madre infectada
contagia progresiva y inmediatamente de la infeccion viral al feto a través

de la placenta.®
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2.2.6. Viremia

La viremia (carga viral) es la cantidad de virus presente en la sangre u
otros elementos del cuerpo humano por cada centimetro cubico de fluido.
La carga viral determina hasta qué punto tienen capacidad de infeccion
los fluidos corporales, estos niveles son mas altos en las personas que
han adquirido el virus recientemente (hasta 40 millones de copias/mL en
sangre. En cambio, una persona que reciba tratamiento, la viremia debe
ser progresivamente menor hasta considerarse “indetectable”, con un

nivel por debajo del nivel de deteccién de 20 copias/mL.3?

2.2.7. Perfil hepético
Analisis serolégico que compromete la evaluacion de marcadores
bioquimicos que establecen el funcionamiento del higado, que puede

indicar la alteracion o el normal funcionamiento de este 6rgano.

2.2.8. Perfil hepatico

Andlisis serolégico que compromete la evaluacion de marcadores
bioquimicos que establecen el funcionamiento del higado, que puede
indicar la alteracién o el normal funcionamiento de este 6rgano. La

constituyen los siguientes marcadores Séricos.

2.2.8. Aspartato transaminasa
La aspartato aminotransferasa (AST) es una enzima transaminasa

dependiente de fosfato piridoxal (EC 2.6.1.1) que cataliza la transferencia
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reversible de un grupo a-amino entre el aspartato y el glutamato y, como
tal, es una enzima importante en el metabolismo de los aminoacidos. La
AST se encuentra en el higado, corazén, masculo esquelético, rifiones,

cerebro, y glébulos rojos en la forma de isoenzimas.®*

2.2.9. Alanina transaminasa

La alanina transaminasa (ALT) es una enzima transaminasa (EC 2.6.1.2)
gue cataliza las dos partes del ciclo de alanina, pudiendo hallarse en
diferentes 6rganos pero principalmente en el higado. La ALT se mide
comunmente clinicamente como parte de las pruebas de funcién hepatica

y es un componente de la relaciéon AST / ALT .3

2.2.8. Bilirrubina

La bilirrubina es un compuesto amarillo que ocurre en la via catabdlica
normal que descompone el hemo en los vertebrados a través del proceso
conocido como hemocaterésis. Este catabolismo es un proceso necesario
en la eliminacion del cuerpo de productos de desecho que surgen de la
destruccién de glébulos rojos viejos 0 anormales. La bilirrubina se excreta
en la bilis y la orina, y los niveles elevados pueden indicar ciertas
enfermedades.3® Existe bilirrubina no conjugada, conjugada y la sumatoria
de estas que representa el total, conforme el ciclo de procesamiento de

bilirrubina a partir de la hemocatéresis.

2.2.8. gamma-glutamiltransferasa
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La gamma-glutamiltransferasa (GGT) es una transferasa que cataliza la
transferencia de grupos funcionales gamma- glutamil de moléculas como
el glutatién a un aceptor que puede ser un aminoacido, un péptido o agua
(formando glutamato). La GGT (EC 2.3.2.2) juega un papel clave en el
ciclo gamma-glutamilo, una via para la sintesis y degradacion del
glutation, asi como la desintoxicacion de farmacos y xenobioticos. Otras
lineas de evidencia indican que GGT también puede ejercer un papel
prooxidante, con efectos reguladores a varios niveles en la transduccion
de sefiales celulares y la fisiopatologia celular. Esta transferasa se
encuentra en muchos tejidos, el mas notable es el higado, y tiene

importancia en la medicina como marcador de diagnéstico.26

2.2.8. Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) es una enzima hidrolasa de 50.000 -
60.000 Da, responsable de eliminar grupos de fosfatos de varios tipos de
moléculas como nucledétidos, proteinas y otros compuestos fosforilados, a
través de la desfosforilacion en un entorno alcalino. Estas enzimas
proceden de la ruptura normal de las células sanguineas y de otros tejidos,
muchas de ellas no tienen un papel metabdlico en el plasma excepto las
enzimas relacionadas con la coagulacion y con el sistema del
complemento. La fosfatasa es una enzima clasificada dentro de las
hidrolasas. Las fosfatasas alcalinas son enzimas que se encuentran
presentes en casi todos los tejidos del organismo, siendo particularmente

alta en huesos, higado, placenta, intestinos y rifion.3’

30



2.2.9. Tratamiento Antiretroviral de Gran Alcance

A pesar de que la erradicacion viral aun no se puede lograr con los
métodos actuales, las terapias que abarcan varios medicamentos
(Tratamiento Antiretroviral de Gran Alcance - TARGA) conducen a una

reduccion de la morbilidad y mortalidad relacionadas con el VIH.38

Hay varios medicamentos disponibles, que interfieren con diferentes
pasos en la replicacién del ciclo de VIH y asi inhiben la construccion de

particulas virales infecciosas, esto son, a saber:

e Los inhibidores de la transcriptasa inversa (RTI) que impiden la
construccion de ADN viral inhibiendo la transcriptasa inversa viral.
Los RTI se pueden subdividir en dos clases:

o Los inhibidores de la transcriptasa inversa nucledsidos
(NRTI) que son semejantes a los nucleésidos. Su
mecanismo de accion esta referido a cuando la transcriptasa
inversa la usa para la construccién de ADN viral, causa la
terminacion del alargamiento de la cadena de ADN vy, por lo
tanto, conduce a una transferencia incompleta de ARN viral
al ADN.

o Los inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleosidicos
(NNRTI) se dirigen directamente al sitio activo de la
transcriptasa inversa, estos se unen especificamente a él y

por lo tanto inhibe su funcion catalitica.
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¢ Los inhibidores de la proteasa (IP) dificultan la maduracién de las
proteinas virales al inhibir especificamente la enzima viral proteasa.
Esto se logra mediante un contacto directo con su sitio de unién. El
resultado de la proteasa deteriorada son viriones inmaduros.

e Los inhibidores de la integrasa (1) se desarrollan actualmente para
evitar la integracion del virus ADN en el genoma de la célula
huésped mediante el bloqueo directo de la integrasa viral.

¢ Los inhibidores de entrada y fusion (Fl y El) interfieren con la union

de particulas virales a la superficie de la célula huésped.

2.2.10. Tratamiento de recuperacién

Posterior a la evaluacion por el personal de salud, la atencion integral del
paciente con infeccion VIH debe de incluir su ingreso al TARGA conforme
los requerimientos de admision al programa de tratamiento. Para que una
persona sea incluida en el TARGA debe de cumplir alguna de las

siguientes caracteristicas:

Ser un paciente con infeccion por el VIH que presente sintomas

relacionados a inmunosupresion.

- Poseer un recuento de linfocitos T CD4+ <500 células/pL con
inmunosupresion.

- Ser un paciente, que independientemente de los dos criterios previos,

gue presente algunas de condiciones como nefropatia, neoplasias,

coinfeccion con hepatitis B o C de manera crénica, entre otros.3°

- Toda persona con infeccion aguda por el VIH, que presente sintomas.
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- En una pareja serodiscordante estable, para disminuir el riesgo de
transmision sexual, se debera iniciar el TARGA al miembro de la pareja
con infeccion VIH, independientemente de sus sintomas o su recuento

de linfocitos CDA4.

Segun estos criterios, los esquemas de tratamiento antirretroviral de
eleccion y alternativos son los siguientes conforme la norma técnica de

salud de atencion integral del adulto con infeccién por VIH:39

2.2.11. Resistencia viral y fracaso terapéutico
La capacidad del virus para replicarse a pesar de la presencia de un
medicamento determinado se conoce como resistencia a los

medicamentos. Esta es una razon comun para el fracaso del tratamiento.
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Esquema de eleccion Dosificacion Observaciones
) o 1 tableta de Tenofovir 300 mg
TEHDfD'IHH'EImTI'IEIlEbII'IEJ' | Emtricitabina 200 mg |/
Efavirenz Efavirenz 600 mg, en dosis fija
(TDFIFTC/EFV) combinada (DFC), cada 24
horas (al acostarse).
Esquemas alternativos Dosificacion Observaciones
. o 1 tableta de Tenofovir 300 mg | Se  utilizara  este
Tenofovir / En;ntnmlabma * | | Emtricitabina 200 mg (DFC), | esquema, cuando no se
Efavirenz MAS 1 tableta de Efavirenz | cuente con la
(TDF/FTCEFV) 600 mg juntas cada 24 horas | presentacion en dosis fija
(al acostarse) combinada
. o 1 tableta de Tenofovir 300 mg | Se  utilizara  este
Tenofovir + Ijam'”“d'“a * | MAS 2 tabletas de Lamivudina | esquema, cuando no se
Efavirenz 150 mg MAS 1 tableta de | cuente con la
(TDF+3TC+EFV) Efavirenz 600 mg juntas cada | presentacion en dosis fija
24 horas (al acostarse). combinada.
Abacavir / Lamivudina + | 1 tableta de Abacavir 600 mg / | Solamente en pacientes
Efavirenz Lamivudina 300 mg (DFC) | con CV < 100 000
cada 24 horas MAS 1 tableta | copias/mL, con examen
(ABC/3TC+EFV) de Efavirenz 600 mg cada 24 | de HLA B*5701 negativo
horas (al acostarse). ¥ que tengan
contraindicacion para el
uso del esquema de
eleccion.
Solamente en pacientes
con CV < 100 000
1 tableta de Abacavir 300 mg | copias/mL, con examen
Abacavir + Lamivudina + | cada 12 horas MAS 1 tableta | de HLA B*5701 negativo,
Efavirenz de Lamivudina 150 mg cada | que tengan
12 horas MAS 1 fableta de | contraindicacién para el
(ABC+3TC+EFV) Efavirenz 600 mg cada 24 | uso del esquema de
horas (al acostarse). eleccidn y en ausencia
de dosis fija combinada
ABC/3TC.
. ) o 1 tableta de Zidovudina 300 | Para pacientes que
Zidovudina / !_amluudlna+ mg / Lamivudina 150 mg | tienen alguna
Efavirenz (DFC) cada 12 horas MAS 1 | contraindicacién para el
(AZT/3TC+EFV) tableta de Efavirenz 600 mg | uso de Tenofovir o
cada 24 horas (al acostarse). | Abacavir.

Figura 1. Esquemas de TARGA. Tomado de NTS Atencion integral.®®
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La resistencia viral surge de mutaciones aleatorias en los genes virales
gue codifican la estructura molecular del objetivo farmacoldgico particular
(es decir, transcriptasa inversa, proteasa, integrasa, etc.). Por lo general,
se necesita mas de una mutacion para causar resistencia. Ya se han
identificado varias mutaciones asociadas mediante pruebas de resistencia
fenotipica y genotipica.*° La interaccion de la falta de lectura de prueba
en la replicacion viral, la diversidad genética y la seleccion explica la
propagacion de las mutaciones de resistencia en la poblacién viral.4°
Una secuencia de base alternativa en los genes afectados conduce a una
secuencia de aminoacidos alterada, que luego da como resultado una
estructura alternativa de la proteina diana. Por lo tanto, es posible que
cierto medicamento ya no tenga la capacidad de inhibir estructuralmente
la funcién de la enzima. Esto da como resultado una replicacién viral no
inhibida. Ademas, la preexistencia de algunos genotipos resistentes en la
poblacién viral de un paciente en particular es bastante comun.

Otro problema lo plantean las resistencias cruzadas. Esto describe el
fendmeno, que ciertas mutaciones pueden hacer que el virus sea
resistente a mas de un medicamento. Por ejemplo, es probable que la
resistencia a un IP en particular esté acompafiada de resistencias a otras

drogas de esa clase debido a la similitud estructural de los compuestos.

2.3. Hipotesis
Conforme lo objetivos de la investigacion este estudio no amerita

hipotesis.
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2.4. Variables
Variable principal: perfil bioquimico hepatico.

Variable secundaria: edad y sexo.
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2.5. Operacionalizacion de Variables

VARIABLE CONCEPTO CONCEPTUAL CONCEPTO DIMENSIONES INDICADORES VALOR
OPERACIONAL FINAL
Aspartato 5-34 U/l
aminotransferasa
(AST)
Analisis seroldgico que | Medida en las muestras | Pruebas de actividad
., L. . e L. Alanina 0-55 U/|
compromete la evaluacion de | séricas de pacientes VIH | enzimatica aminotransferasa
PERFIL marcadores bioquimicos que | positivos y con (ALAT)
BIOQUIMICO | establecen el funcionamiento | tratamiento retroviral
HEPATICO del higado, que puede indicar la Fosfatasa Alcalina 65-300 U/
., (FA)
alteracion o) el normal
funcionamiento de este 6rgano Gamma glutamil 12-64 U/l
transpeptidasa
(GGT)
Concentracion de
magnitud biolégica Proteinas totals 6.1-7.9 g/dl

(PT)
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VARIABLE CONCEPTO CONCEPTUAL CONCEPTO DIMENSIONES INDICADORES VALOR
OPERACIONAL FINAL
EDAD Tiempo que ha vivido una | Cantidad de afios vividos | Afios Anos <40 anos
> 40 afios
persona por una persona
Condicién organica masculina o | Determinacion Masculino Varon
9 Femenino Mujer
SEXO femenina dicotomica que

caracteriza a un individuo
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2.5. Definicién operacional de términos

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida: enfermedad del
sistema inmune humano que se caracteriza por la reduccion en el
namero de células T CD4 al 20 por ciento o menos de lo normal, lo
que hace que el sujeto sea altamente vulnerable a afecciones

potencialmente mortales.

Virus de Inmunodeficiencia adquirida: cualquiera de los dos
retrovirus que infectan y destruyen las células T auxiliares del
sistema inmunitario, causando una marcada reduccion en su

namero que es diagnostico de SIDA.

TARGA: Tratamiento antirretroviral de gran alcance

Hepatotoxicidad: dafio funcional o anatomico del higado inducido

por ingestion de compuestos quimicos u organicos.

Perfil hepético: andlisis seroldgico que compromete la evaluacion
de marcadores bioquimicos que establecen el funcionamiento del
higado, que puede indicar la alteracién o el normal funcionamiento

de este 6rgano.
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CAPITULO Il
DISENO METODOLOGICO
3.1. Tipo de investigacion
Conforme los objetivos planteados este estudio rednen las
caracteristicas de una investigacion aplicada, con disefio
descriptivo, de corte transversal retrospectivo.

El enfoque de la investigacion ser& cuantitativo.

3.2. Ambito de Investigacion

La investigacion se desarroll6 en enmarcado en las Ciencias de
la Vida, en el &rea de las Ciencias de la Salud. Esto representa
los resultados denotados del Laboratorio clinico, de un hospital
nacional de Lima, Peru. Este hospital pertenece al Ministerio de
Salud, es un nosocomio Nivel 1lI-B, que atiende procesa
alrededor de 40 mil pacientes por afio, en diferentes areas como
Bioguimica, Hematologia, Microbiologia, Banco de Sangre,

Patologia, e Inmunologia.
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La linea de investigacion en la que se enmarca este estudio es

Salud, enfermedad y ambiente.

3.3. Poblacién y muestra

3.3.1 Poblacion

La poblacion de estudio lo conformaron los pacientes VIH
positivos admitidos en el hospital nacional de Lima, Perl durante

el periodo 2015 a 2017.

1.3.2 Muestra

La muestra del estudio lo conformaron los pacientes VIH
positivos admitidos en el hospital nacional de Lima, Peru durante
el periodo 2015 a 2017 que se hayan realizado pruebas de perfil
hepatico. Estos seran seleccionados respetando los criterios de

exclusién e inclusion planteados anteriormente:

1.3.2.1 Criterios de Inclusion

1. Pacientes VIH positivos en cualquier estadio de infeccion
clinica.

2. Pacientes VIH positivos con TARGA activo

3. Paciente de ambos sexos, HSH y MSM.

4. Muestra de sangre de pacientes mayores de 18 a 60
anos.

5. Resultados completos del perfil hepatico de para ALT,

AST, FA, GGT y PT en el periodo de estudio.
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1.3.2.2 Criterios de exclusion
1. Pacientes VIH negativos.
2. Pacientes VIH positivos sin TARGA.
3. Muestra de sangre de pacientes menores de 18 y
mayores 60 afos.
4. Resultados del perfil hepatico incompletos o con alguna
observacion para ALT, AST, FA, GGT y PT por parte del

personal del laboratorio a cargo.

1.3.2.3 Muestreo: El tipo de muestreo sera no probabilistico, por

conveniencia.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.4.1. Andlisis serologico de muestras

El andlisis de las muestras seroldgicas se llevo a cabo en el Area
de Bioquimica del Hospital. Las muestras analizadas fueron de
sangre venosa procesadas segun recomendaciones
internacionales.® Las determinaciones séricas de ALAT, ASAT, FA
, GGTy TP se realizaron bajo el método de
electroquimioluminiscencia (Anexo 2).%° El procesamiento de las
muestras se realizo en el equipo automatizado Architect i2000. La
determinacion de los valores normales se realiz6 con conforme los
lineamientos y el Procedimiento Operacional Estandarizado del

hospital.

42



3.4.2. Recoleccién de datos

La recoleccién de datos conforme los objetivos del estudio se
realizaron mediante una ficha de recoleccién de datos (Anexo 3).
La recoleccion de los datos del presente estudio fue a través de la
base de datos del hospital es MS Excel 2010, desde donde se
verificaron los datos y se tabularon los datos. En la ficha de
recoleccion de datos se obtuvo la informacidn necesaria
relacionada con la edad, sexo y perfil hepético (AST, ALT, FA, GGT
y PT) de pacientes con muestras séricas VIH positivo incluidos

durante el periodo de estudio.

3.5. Plan de procesamiento y analisis de datos

Con los datos codificados en las fichas de recoleccion de datos se
tabularon los mismos hacia una matriz de datos en MS-Excel 2010
para Windows. En esta matriz de realizar una segunda revision de

datos y se procedio a su procesamiento estadistico.

3.5.1. Analisis estadistico de datos

Todos los datos ingresados en la matriz de recoleccién de datos se
incluyeron al software estadistico IBM SPSS v23.0 (Armonk, USA)
para Windows. En principio, se realizé un analisis con estadistica
descriptiva para estimar los valores de tendencia central,
frecuencias y valores absolutos. La diferencia entre cada periodo

de tiempo se estimé mediante la prueba de T de student para
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muestras relacionadas considerando un valor de p<0.05 y un
intervalo de confianza de 95% como significativo.
La construccion de tablas y graficos se realizara en IBM SPSS

v23.0 para Windows.

3.6. Aspectos éticos

Los aspectos éticos estan salvaguardados por los autores que
utilizaron los datos Unicamente para la investigacion. En
cumplimiento con la Bioética se respetaran los principios de

autonomia, no maleficiencia y justicia.
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CAPITULO IV:

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados
Se evaluaron 364 pacientes, el total de pacientes que cumplieron con el
criterio de inclusion para el estudio fueron 100 (27.4%). El rango de edad
fue de entre 19 a 60 afios con una media de 33+9.56 afios y una mediana
de 32 afios (IC95% 31.1 a 34.9). La epitome de resultados para AST se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados descriptivos de la evaluacion bioquimica de AST en

pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Actividad Evaluacién bioquimica Diferencia de actividad AST
lera 2da 3era D(2da-lra) D(3ra-2da) D(3era-1ra)
Media 57.2 52.0 48.2 -5.2 -3.8 -9.0
D.S. 61.9 63.2 58.0 61.4 61.7 52.8
Mo 18.2 18.0 25.0 0.0 6.0 N.A.
Md 32.9 33.6 31.7 0.0 -0.4 -1.1
Vmax 355.7 438.5 371.2 304.5 290.9 194.4
Vmin 6.1 5.2 8.2 -312.3 -385.5 -260.6

Fuente Primaria
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En la Tabla 1, se refiera la variacion segun las evaluaciones de AST en
paciente VIH positivos, demostrando una variacion de alrededor de 9
unidades entre la primer y tercera evaluacion sérica. Esta diferencia se
refleja en la desviacion estandar entre la primera y la tercera evaluacion,
sin embargo, no se encontré diferencia significativa entre ambos controles
(p=0.821). No hubo aumento de la actividad del AST en los tres controles
tomados a los pacientes con tratamiento antirretroviral por el contrario

hubo una disminucién de la actividad AST.

Tabla 2. Distribucion porcentual de la variacion de AST en pacientes

VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Diferencia de actividad AST

VARIACION
D(2da-1ra) D(3RA-2DA)
Subid 45 50
Bajo 50 50
Sin variacion 5 0
Total 100 100

Fuente Primaria

La Tabla 2 indica la variacién de la actividad AST subio entre la segunda
y primer control en un 45%, bajo en un 50% y en el 5 % no hubo variacion.
Por el contrario, entre el tercer y segundo control subié un 50%; bajo un
50% que representa una falta de variacion entre las pruebas. No se
hallaron diferencias significativas entre la segunda y primera evaluacion,

ni entre la tercera y primera evaluacion (p>0.05).
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Figura 1. Distribucion de los valores finales de AST en pacientes VIH positivos

el transcurso del tratamiento antirretroviral.
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Evaluacion bioquimica |

Fuente Primaria

La Figura 1 describe la distribucion de los AST considerados como
normales, es decir los que estuvieron dentro del rango clinico normal, y
los elevados fuera del limite normal, desmostandose un valor normal en
los tres controles de perfil hepatico de pacientes VIH positivos. No se
hallaron diferencias significativas entre las evaluaciones para sendos los

valores normales y alterados (p>0.05).
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Tabla 3. Resultados descriptivos de la evaluacion bioquimica de ALT en

pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral..

ESTADISTICO Evaluacién bioguimica Diferencia de actividad TGO
lera 2da 3era D(2da-1ra) D(3ra-2da) D(3era-1ra)

Media 50.8 52.1 45.9 1.3 -6.3 -4.9
D.S. 55.3 53.9 48.5 41.8 45.4 55.8

Mo 15.9 22.0 22.0 0.0 9.0 N.A

Md 30.5 32.9 31.6 0.0 0.5 -0.7
Vmax 305.8 358.8 297.7 155.3 264.7 263.1
Vmin 6.1 3.8 4.8 -109.2 -182.3 -202.7

Fuente Primaria

En la Tabla 3, se refiere la variacion segun las evaluaciones de ALT en
paciente VIH positivos, demostrando una variacion de alrededor de 5
unidades entre la primer y tercera evaluacion sérica. Esta diferencia se
refleja en la desviacion estandar entre la primera y la tercera evaluacion,
sin embargo, no se encontrd diferencia significativa entre ambos controles
(p=0.076). No hubo aumento de la actividad del ALT en los tres controles
tomados a los pacientes con tratamiento antirretroviral por el contrario

hubo una disminucién de la actividad ALT.

Tabla 4. Distribucién porcentual de la variacion de ALT en pacientes

VIH positivos el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Diferencia de actividad ALT

VARIACION
D(2da-1ra) D(3RA-2DA)
Bajo 48 46
Normal 4 1
Subi6 48 53
Total 100 100

Fuente Primaria
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La Tabla 4 indica que la variaciéon de la actividad ALT subi6é entre el
segundo y primer control en un 48%, bajo en el mismo porcentaje y en el
4% no hubo variacién. Por el contrario, entre el tercer y segundo control
subié un 53%, bajo en 46% y se mantuvo en 1%. No se hallaron
diferencias significativas entre la segunda y primera evaluacion, ni entre

la tercera y primera evaluaciéon (p>0.05).

Figura 2. Distribucion de los valores finales de ALT en pacientes VIH positivos

el transcurso del tratamiento antirretroviral.
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Fuente Primaria

La Figura 2 describe la distribucion de la AST considerados como
normales, que fueron en todos los casos mayores a 70% frente a los

resultados con elevacion de AST en pacientes VIH positivos. Se hallé una
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diferencia significativa entre cada una de las evaluaciones para los valores

normales y alterados de AST (p<0.05).

A continuacion, se expone en la Figura 3 la distribucion de los promedios
de ALT y AST durante el periodo de estudio. Ambos tuvieron una
reduccion entre el primer y tercer control y evidenciaron valores cercanos
entre la segunda y tercera evaluacion, aunque estas no difirieron

significativamente (p=0.304).

Figura 3. Variacion de las concentraciones promedio de AST y ALT en

pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.
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Tabla 5. Resultados descriptivos de la evaluacion bioquimica de FA en

pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

ESTADISTICO Evaluacién bioquimica Diferencia de actividad FA
lera 2da 3era D(2da-1ra) D(3ra-2da) D(3era-1ra)
Media 525.8 5114 4554 -14.4 -56.0 -70.4
D.S. 9514 709.2 494.6 480.2 376.4 700.9
Mo 70.0 N/A 89.0 0.0 N/A N/A
Md 274.6 291.8 290.5 0.1 2.1 0.7
Vmax 8091.9 4618.5 3009.2 1065.4 845.5 1155.8
Vmin 70.0 61.0 59.0 -4070.8 -2648.0 -6038.9

Fuente Primaria

En la Tabla 5, se refiere la variacion segun las evaluaciones de FA en
paciente VIH positivos, demostrando una reduccion de los valores entre
la primera y tercera evaluacion en alrededor 70 unidades séricas para esta
magnitud bioldgica. Se determind que esta diferencia fue significativa
(p=0.002) demostrando la reduccion de FA en pacientes VIH positivos en

el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Tabla 6. Distribucién porcentual de la variacion de FA en pacientes VIH

positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Diferencia de actividad FA

VARIACION
D(2da-1ra) D(3ra-2da)
Bajo 44 47
Normal 6 0
Subié 50 53
Total 100 100

Fuente Primaria

51



La Tabla 6 indica que la variacién de la actividad FA subié entre el
segundo y primer control en un 50%, bajo en el 44% y se mantuvo
invariable en 6%. Respecto a la variacién entre la tercera y segundo
control la FA se increment6 en un 53% y bajo en 47%. No se hallaron
diferencias significativas entre la segunda y primera evaluacion, ni entre

la tercera y primera evaluaciéon (p>0.05).

Figura 4. Distribucion de los valores finales de FA en pacientes VIH

positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.
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La Figura 4 describe la distribucién de la FA considerados como normales,
gue fueron en todos los casos mayores a 50% frente a los resultados con

elevacion de FA en pacientes VIH positivos. No se determiné una

52



diferencia significativa entre cada una de las evaluaciones para los valores

normales y alterados de FA (p>0.05).

Tabla 7. Resultados descriptivos de la evaluacion bioquimica de GGTP
en pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento

antirretroviral.

ESTADISTICO Evaluacién bioquimica Diferencia de actividad GGTP
lera 2da 3era D(2da-1ra) D(3ra-2da) D(3era-1ra)
Media 138.2 158.8 139.6 20.6 -19.2 1.4
D.S. 273.1 284.2 231.1 88.3 140.8 135.8
Mo 18.6 42.6 22.0 0.0 2.0 N/A
Md 51.9 64.1 70.3 2.9 2.5 6.0
Vmax 2053.0 2081.1 2053.0 679.5 218.1 269.6
Vmin 7.3 8.5 9.0 -133.4 -1151.5 -1147.8

Fuente Primaria

En la Tabla 7, se refiere la variacion segun las evaluaciones de GGTP en
paciente VIH positivos, demostrando una reduccién de los valores entre
la primera y tercera evaluacion en alrededor 1.4 unidades séricas para
esta magnitud biolégica, y un incremento entre el primer control y el
segundo (p=0.552). No se determiné una diferencia significativa entre el
primer y el tercer valor (p=0.002) demostrando la reduccion de GGTP en

pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.
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Tabla 8. Distribucién porcentual de la variacion de GGTP en pacientes

VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

Diferencia de actividad

VARIACION GGTP
D(2da-1ra) D(3RA-2DA)
Bajo 58 62
Normal 7 0
Subié 35 38
Total 100 100

Fuente Primaria

La Tabla 8 indica que la variacion de la actividad GGTP entre la segunda
y la primera evaluacién disminuyo en 58%, incrementandose en 35% y
continuando invariable en 7%. En el mismo sentido, la variaciéon entre la
tercera y segunda evaluacion disminuyendo en 62%, y en 38% se
incrementd. No se hallaron diferencias significativas entre la segunda y

primera evaluacién, ni entre la tercera y primera evaluacion (p>0.05).
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Figura 5. Distribucion de los valores finales de GGTP en pacientes VIH

positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.
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La Figura 5 presenta la distribucién de la GGTP considerados como
normales, demostrando diferencias entre las evaluaciones. En la primera
evaluacion se muestra que 56% tuvieron GGTP elevado, mientras que en
el segundo control 50% tuvo valores elevados de GGTP. En la tercera
evaluacion de los pacientes VIH positivos el 46% presento un GGTP
elevado mientras que 54 presento valores normales. En todas las
comparaciones de esta magnitud biolégica no se hallaron diferencia

significativa (p>0.05).
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Tabla 9. Resultados descriptivos de la evaluacion bioguimica de PT en

pacientes VIH positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.

ESTADISTICO Evaluacién bioquimica Diferencia de actividad PT
lera 2da 3era D(2da-1ra) D(3ra-2da) D(3era-1ra)
Media 7.4 7.6 7.5 0.2 -0.1 0.1
D.S. 2.2 2.0 2.1 1.2 1.2 1.6
Mo 8.1 7 7.1 0.0 0.0 0.2
Md 7.5 7.7 7.5 0.1 0.0 0.1
Vmax 23.8 19.5 19.0 3.6 3.2 4.7
Vmin 2.9 3.0 3.0 -4.4 -4.5 -4.8

Fuente Primaria

En la Tabla 9, se refiere la variacion segun las evaluaciones de PT en
paciente VIH positivos, demostrando un mantenimiento en los valores

séricos de FA (dentro de 7.5 gr/dl) durante los tres controles (p>0.05).

Tabla 10. Distribucion porcentual de la variacion de PT en el transcurso

del tratamiento antirretroviral.

Diferencia de actividad PT

VARIACION
D(2da-1ra) D(3RA-2DA)
Bajo 52 44
Normal 10 4
Subié 38 52
Total 100 100

Fuente Primaria

La Tabla 10 indica que la variacién de la actividad PT entre la segunda y
la primera evaluacion se incrementd en 38%, se redujo en 52% y se
mantuvo invariable en 10%. Entre la tercera y segunda evaluacion 52%

de los pacientes tuvieron incremento en PT, 44% presentaron reduccion
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Proporcidn (n)

Y 4% no tuvieron variacion. No se hallaron diferencias significativas entre
la segunda y primera evaluacion, ni entre la tercera y primera evaluacion

(p>0.05).

Figura 6. Distribucion de los valores finales de AST en pacientes VIH

positivos en el transcurso del tratamiento antirretroviral.
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La Figura 6 describe la distribucion de los resultados elevados y normales
de PT donde para todas las evaluaciones los pacientes presentaron
valores normales en = de 57%. No se determind una diferencia
significativa entre cada una de las evaluaciones para los valores normales

y alterados de PT (p>0.05).
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Tabla 11. Diferencia entre mediciones de AST, ALT, GGT, PT, FA

segun edad. Data en n.

Diferencia de Edad (afios)

. . Valor
mediciones 18-30(n=45) 31-40(n=39) 41-50(n=10) 251 (n=6)

AST D(2d Bajo 20 20 6 3
@ Normal 3 1 1 0

1ra)
Alto 22 18 3 3
ASTD(3 Bajo 24 20 5 2
re- Normal 0 0 0 0

2da)
Alto 21 19 5 4
ALT D(2d Bajo 21 19 5 3
a Normal 3 1 0 0

1ra)
Alto 21 19 5 3
ALT D(3r Bajo 20 22 8 2
a Normal 0 1 0 0

2da)
Alto 25 16 2 4
Bajo 21 19 2 3
FA D(2da-1ra) Normal 3 2 1 0
Alto 21 18 7 3
Bajo 21 21 2 3
FA D(3ra-2da) Normal 0 0 0 0
Alto 24 18 8 3
GGT D(2d Bajo 10 15 6 4
a Normal 1 6 0 0

1ra)
Alto 34 18 4 2
GGTD(3 Bajo 14 14 6 4
ra- Normal 0 0 0 0

2da)
Alto 31 25 4 2
Bajo 23 9 4 2
PT D(2da-1ra) Normal 2 6 1 1
Alto 20 24 5 3
Bajo 23 19 6 4
PT D(3ra-2da) Normal 2 1 0 1
Alto 20 19 4 1

La Tabla 11 muestra las variaciones de los marcadores hepaticos segun
grupo etario, demostrando variaciones de incremento y disminucion de
todos los marcadores y que el rango etario de 18 - 30 (n=45) y 31 - 40

(n=39) fueron los mas frecuentes.
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Tabla 12. Diferencia entre mediciones de AST, ALT, GGT, PT, FA

segun sexo. Data en n.

Diferencia de Sexo
- Valor . ]
mediciones Varén (n=67)  Mujer (n=33)

Bajo 36 13
AST D(2da-1ra) Normal 3 2
Alto 28 18
Bajo 36 15
AST D(3ra-2da) Normal 0 1
Alto 31 17
Bajo 33 15
ALT D(2da-1ra) Normal 3 1
Alto 31 17
Bajo 34 12
ALT D(3ra-2da) Normal 1 0
Alto 32 21
Bajo 27 17
FA D(2da-1ra) Normal 4 2
Alto 36 14
Bajo 30 17
FA D(3ra-2da) Normal 0 0
Alto 37 16
Bajo 21 14
GGT D(2da-1ra) Normal 5 2
Alto 41 17
Bajo 26 12
GGT D(3ra-2da) Normal 0 0
Alto 41 21
Bajo 27 11
PT D(2da-1ra) Normal 8 2
Alto 32 20
Bajo 36 16
PT D(3ra-2da) Normal 2 2
Alto 29 15

La Tabla 12 muestra las variaciones de los marcadores hepaticos segun

grupo etario, demostrando variaciones de incremento y disminucion de
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todos los marcadores para ambos sexos. Asimismo, el sexo masculino fue
el mas frecuente (67 pacientes).

4.2 Discusion

El estudio tuvo como obijetivo variacion del perfil bioquimico hepéatico en
el transcurso del tratamiento antirretroviral en muestras séricas VIH
positivos en un hospital nacional de Lima, 2015 — 2017, demostrando una
reduccion de enzimas hepaticas como ALT, AST, y FA entre los controles
serolégicos.

Para el caso de ALT y AST, estudio previo realizados por Sunny et al., en
India han demostrado incrementos significativos de en la concentracién
de ALT, pero no AST.!® Otros estudios han catalogado de vital
importancia, casi corroborando estos resultados, las variaciones de ALT
como predictor de enfermedad subyacente relacionada con la infeccion
por VIH en diversos grupos poblacionales.'*'? En ese sentido, se ha
considerado como marcador altamente correlacionable a ALT con
hepatotoxicidad y fibrosis hepatica en estos pacientes.

Nuestros resultados evidenciaron una reduccion en esta magnitud
biolégica entre el primer control y el tercer control. Esta diferencia podria
deberse a multiples variables como el seguimiento del TARGA en las
cohortes de pacientes analizados, esto dado que se ha sido atribuido la
hepatotoxicidad y hepatopatia con el tipo de tratamiento que estan usando
los pacientes y al tiempo de uso.*?>'* Se ha demostrado el gran impacto
para la homeostasis hepatica de algunos antiretrovirales.*

Otros aspectos de discordancia podrian deberse ser el estatus

inmunolégico de los pacientes. Existen diferencias entre pacientes con
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una viremia controlada y un recuento de linfocitos T CD4+ normal a
elevado, ya que la respuesta frente a posibles agresores en estos
pacientes es mas probable y por lo tanto la proteccion inmune frente a
agente hepatotoxicos o0 a otras condiciones desencadenantes de
enfermedad hepatica (como infeccidn por los virus de hepatitis) puede ser
mas eficaz. Sin embargo, en el mundo entero, la prevalencia de infeccién
por VIH y Hepatitis C estd documentada en ~85%.4° La infeccién por este
agente viral ARN no solo puede comprometer el estado inmunol6gico
global, sino que puede afectar la funcidén hepética de estos pacientes, que
ya de por su usan medicamentos antivirales con reacciones adversas a
nivel hepatico.*6

Los otros componentes evaluados como PT y GGTP han demostrado
mantenerse constantes en las diferentes etapas de control. Estudios
previos no han hallado diferencias en estos marcadores en pacientes con
infeccion por VIH y por tanto concuerdan con los hallazgos planteados en
este estudio.'34

Las anormalidades de la prueba de funcién hepética son ampliamente
prevalentes en personas VIH positivos o con SIDA, y se han reportado en
entre 20 y 93%.1347 De hecho, las enfermedades hepéaticas representan
casi el 14-18% de todas las muertes en pacientes con SIDA.*> Se deben
entonces de considerar intervenciones de prevencion de la salud para
evitar complicaciones futuras y agravar ya el estado inmunocomprometido
de los pacientes VIH positivos. Estos pacientes al tener la posibilidad de
co-infecciones?® tienen a reducir su adherencia al TARGA, por el exceso y

reaccion adversas al complejo grupo de medicamentos que incluye gran
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parte de las veces medicamentos antituberculosos, antineoplasios,
hipocolesteroleticos, entre otros. O, también, los cursos de la enfermedad
con resistencia del VIH a las primeras lineas de accién terapéutica de
TARGA frente a esta enfermedad. Si a esto le sumamos, la posibilidad de
complicaciones hepaticos, con el advenimiento de cuidado extra y
tratamiento de prevencién o de control de la funcion hepatica, es probable
gue los pacientes dejen de usar TARGA en detenimiento de su salud.

Al conocer las variaciones de los parametros hepaticos, nos permite como
profesionales de la salud interesarnos en los cambios circunstanciales de
la salud general de los pacientes VIH positivos, a fin de promover practicas
de prevencion y promocion relacionadas con la salud hepética tan
necesaria para el correcto funcionamiento de sendos, el TARGA y el

individuo personal.
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CAPITULO V:

CONCLUSION Y RECOMENDACION

5.1. Conclusién

Se concluye que:

Existe una variacion del perfil bioquimico hepético en el transcurso
del tratamiento antirretroviral en muestras séricas VIH positivos en

un hospital nacional de Lima, 2015 — 2017.

Se determiné una reduccion de la actividad Amino Aspartato
Transferasa (AST) en el transcurso del tratamiento antirretroviral
en muestras séricas VIH positivos en un hospital nacional de Lima,

2015 - 2017, entre el primer y tercer control.

Se determiné una reduccién de la actividad Alanina Amino
Transferasa (ALAT) en el transcurso del tratamiento antirretroviral
en muestras séricas VIH positivos en un hospital nacional de Lima,

2015 - 2017, entre el primer y tercer control.

S establecio una diminucién de la actividad Fosfatasa Alcalina (FA)
en el transcurso del tratamiento antirretroviral en muestras séricas
VIH positivos en un hospital nacional de Lima, 2015 — 2017, entre

el primer y tercer control.
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No se establecieron variaciones en la actividad Gamma - Glutamil
Transpeptidasa (GGT) en el transcurso del tratamiento
antirretroviral en muestras séricas VIH positivos en un hospital

nacional de Lima, 2015 — 2017.

No se determinaron cambios en la actividad Proteinas Totales en
el transcurso del tratamiento antirretroviral en muestras séricas VIH

positivos en un hospital nacional de Lima, 2015 — 2017.
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5.2. Recomendaciones

e Se realicen evaluaciones mas extensas incluyendo otros
pacientes en una cohorte de tiempo para estimar con mayor
certeza las variaciones de los marcadores séricos de funcion

hepatica.

e Se realicen evaluaciones de casos y controles para estimar las
variaciones y la magnitud de los cambios serolégicos del perfil

hepatico en pacientes VIH positivos.

e Se establezcan correlaciones de los esquemas de tratamiento
TARGA vy las variaciones de los marcadores seroldgicos
hepaticos a fin de conocer su impacto en la salud de los

pacientes VIH positivos.
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ASPARTATE AMINOTRANSFERASE

C8CLINICAL CHEMISTRY et
| ARCHITECT / AEROSET |

ASPARTATE
AMINOTRANSFERASE

This package insert contains information to run the Aspartate Aminotransferase assay on the ARCHITECT cSystems
and the AEROSET System.

NOTE: This package insert must be read carefully prior to product use. Package insert instructions must be
followed accordingly. Reliability of assay results cannot be guaranteed if there are any deviations from the
instructions in this package insert.

Customer Support
United States: 1-877-4ABBOTT
Canada: 1-800-387-8378 (English speaking customers)
1-800-465-2675 (French speaking customers)
International:  Call your local Abbott representative

Symbols in Product Labeling

Concentration Reagent 2
Contents of kit Catalog number/List number
Authorized Representative in the
[ECIREP] European Community =N Serial number
Ingredients [:E Consult instructions for use
In vitro diagnostic medical device “ Manufacturer
Batch code / Lot number /R/ Temperature limitation
Reagent 1 8 Use by/Expiration date
December 2009 a Abbott
©2009 Abbott Laboratories
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NAME
ALANINE AMINOTRANSFERASE

INTENDED USE

The Alanine Aminotransferase (ALT) assay is used for the quantitation of
alanine aminotransferase in human serum or plasma.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

Alanine Amil i (ALT), also referred to as glutamate pyruvate
transaminase (GPT), is an enzyme involved in amino acid metabolism.
It is found in many tissues, but the highest levels are found in liver and
kidney tissues. Tissue destruction leads to the release of the intracellular
enzyme into the circulating blood. Markedly elevated serum ALT levels
may be found in a variety of diseases which involve the liver, such as
hepatitis, mononuclecsis, and cirrhosis. These very high levels of ALT
are not usually observed in other di: pre e.g., my dial
infarction; thus, ALT is regarded as a reasonably specific indicator of
liver disease.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

ALT present in the sample catalyzes the transfer of the amino group
from L-alanine to a-ketoglutarate, forming pyruvate and L-glutamate.
Pyruvate in the presence of NADH and lactate dehydrogenase (LD)

is reduced to L-lactate. In this reaction NADH is oxidized to NAD. The
reaction is monitored by measuring the rate of decrease in absorbance
at 340 nm due to the oxidation of NADH to NAD.

Methodology: NADH (without P-5'-P)

REAGENTS

Reagent Kit
7D56-21 ALT is supplied as a liquid, ready-to-use, two-reagent kit
which contains:
10 x 70 mL
[R2] 10x21 mL
Estimated tests per kit 3,621
Calculation is based on the minimum reagent fill volume per kit.

WARNINGS AND PRECAUTIONS
Precautions for Users
« [ivD]

For In Vitro Diagnostic Use.

Do not use components beyond the expiration date.

Do not mix materials from different kit lot numbers.

CAUTION: This product requires the handling of human specimens.
It is recommended that all human sourced materials be considered
potentially infectious and be handled in accordance with the OSHA
Standard on Bloodborne Pathogens.! Biosafety Level 22 or other
appropriate biosafety practices®* should be used for materials that
contain or are suspected of containing infectious agents.

Safety Data Sheets are available at www.abbottdiagnostics.com or
contact your local representative.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Suitable Specimens

Serum and plasma are acceptable specimens.

CAUTION: Erythrocytes contain approximately 3 to 5 times more ALT
than does serum.®

Hemolysis in serum or plasma can increase test results.

Serum: Use serum collected by d venipuncture techniques
into glass or plastic tubes with or without gel barriers. Ensure
complete clot formation has taken place prior to centrifugation.
Centrifuge ing to tube turer” i

f s to ensure
proper separation of serum from blood cells.

Some specimens, especially those from patients receiving
anticoagulant or thrombolytic therapy, may take longer to complete
their clotting processes. Fibrin clots may subsequently form in these
sera and the clots could cause erroneous test results.

+ Plasma: Use plasma collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes. Refer to table below for acceptable
anticoagulants. Ensure centrifugation is adequate to remove platelets.
Centrifuge ding to tube if; ’s instructions to ensure
proper separation of plasma from blood cells.

For total sample volume requirements, refer to the ASSAY PARAMETERS

section of this package insert and Section 5 of the ARCHITECT System

o Ao s

Reactive Ingredients Concentration p
PNADH 018 mg/mL — Analyte Recovery
Lactate dehydrogenase 2.57 UjmL Analyte recovery in serum/plasma specimens was determined as a
L-Alanine 392 mmol/L mean %Recovery of serum collected in glass tubes.
Z'K9t°_9|“‘a”° acid 77 mmol/L Anticoagulant %Recovery
-alanine 1,000 mmol/L Lithium heparin (with or without gel barrier) 100.3
Sodium hi in &
REAGENT HANDLING AND STORAGE . 100
EDTA 9741
Reagent Handling Sodium citrate 80.2
Remove air bubbles, if present in the reagent cartridge, with a new Plastic tube/serum 99.9
applicator stick. Alternatively, allow the reagent to sit at the appropriate ’
storage temperature to allow the bubbles to dissipate. To minimize SST gel tube/serum 1008
volume depletion, do not use a transfer pipette to remove the bubbles. Do not use ammonium heparin.$
CAUTION: Reagent bubbles may interfere with proper detection of
reagent level in the cartridge, causing insufficient reagent aspiration Specimen Storage . .
which could impact results. Serum and Plasma: It is r ded that sp be d

Reagent Storage
Unopened reagents are stable until the expiration date when stored
at2to 8°C.

Reagent stability is 27 days if the reagent is uncapped and onboard.

I 78 @ q

on the day of ion.’® Sep p are stable for 3 days
at 30°C, 7 days at 2 to 8°C, or 60 days at -40°C or colder.5%7 When
samples were stored at -20°C for 8 days, an 11% reduction in ALT
activity was observed; a 20% reduction in ALT activity was observed
when specimens were stored at -20°C for 1 month.'®

NOTE: Stored speci must be insp d for particulates. If present,
mix and centrifuge the sp to remove parti prior to testing.
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PROCEDURE

Materials Provided
7D56 ALT Reagent Kit

Materials Required but not Provided
+ Control Material
+ Saline (0.85% to 0.90% NaCl) for specimens that require dilution

Assay Procedure

For a detailed description of how to run an assay, refer to Section 5 of
the ARCHITECT Sy i

Specimen Dilution Procedures

The ARCHITECT cSystems have an automatic dilution feature; refer to
Section 2 of the ARCHITECT System Operations Manual for additional
information.

Serum and Plasma: Specimens with ALT values exceeding 942 U/L
{4,113 U/L for Flex Rate Linearity) are flagged and may be diluted by
following either the Automated Dilution Protocol or the Manual Dilution
Procedure.

A d Dilution Pri 1

If using the Automated Dilution Protocol, the system performs a
1:5 dilution of the specimen and automatically corrects the concentration
by multiplying the result by the appropriate dilution factor.

Manual Dilution Procedure
Manual dilutions should be performed as follows:
Use saline (0.85% to 0.90% NaCl) to dilute the sample.
The operator must enter the dilution factor in the patient or control
order screen. The system uses this dilution factor to automatically
correct the concentration by multiplying the result by the entered
factor.
« If the operator does not enter the dilution factor, the result must
be multiplied by the appropriate dilution factor before reporting the
result.
NOTE: If a diluted sample result is flagged indicating it is less than the
linear low limit, do not report the result. Rerun using an appropriate
dilution. For detailed information on ordering dilutions, refer to Section 5
of the ARCHITECT System Operations Manual.

CALIBRATION

Calibration is stable for approximately 27 days (648 hours) and is
required with each change in reagent lot number. Verify calibration with
at least two levels of controls according to the established quality control
requirements for your laboratory. If control results fall outside acceptable
ranges, recalibration may be necessary.

A calibration factor must be entered on the Configure assay parameters
window, Calibration view. Refer to the ASSAY PARAMETERS section of
this package insert for the specific factor.

For a detailed description of how to calibrate an assay, refer to Section 6

of the ARCHITECT Sy Op A
QUALITY CONTROL
The following is the recor dation of Abbott Laboratories for quality

control. As appropriate, refer to your laboratory standard operating
procedure(s) and/or quality assurance plan for additional quality control
requirements and potential corrective actions.

Two levels of controls (normal and abnormal) are to be run every

EXPECTED VALUES
Reference Range
Serum'920/Plasma

Range (U/L)
Adult 0 to 55

It is recommended that each laboratory determine its own reference
range based upon its particular locale and population characteristics.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Linearity

ALT is linear up to 942 UJ/L.

Flex Rate Linearity is 4,113 U/L. To use Flex Rate Linearity, the operator
must edit the linear high value to 4,113 on the Configure assay
parameters window, Results view.

Linearity was verified using Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLS)) protocol NCCLS EP8-P2!

Limit of Detection (LOD)

The LOD for ALT is 2.0 U/L. The LOD is the mean concentration of

an analyte-free sample + 2 SD, where SD = the pooled, within run
standard di 1 of the analyte-fi le. A study performed on an

ARCHITECT c¢ System produced an LOD for ALT of 1.3 U/L.

Limit of Quantitation (LOQ)

The LOQ for ALT is 5.1 U/L. The LOQ is the analyte concentration at
which the CV = 20%.

Interfering Substances

Interference studies were conducted using CLSI protocol NCCLS
EP7-P.22 Interference effects were d by Dose Resp and
Paired Difference methods, at the medical decision level of the analyte.

Interfering . Target Observed
Substance Interferent Concentration N (UI) (% of Target)
_— 30 mg/dL (513 pmol/L) 4 53.1 95.3
Bilirubin
60 mg/dL (1,026 umol/L) 4  53.1 88.1
. 750 mg/dL (7.5 g/L) 4 474 107.9
Hemoglobin
1,000 mg/dL (10.0 g/L) 4 474 111.0
iy 550 mg/dL (5.5 g/L) 4 50.6 97.2
Intralipid
625 mg/dL (6.25 g/L) 4 506 96.8

Bilirubin solutions at the above concentrations were prepared by
addition of a bilirubin stock to human serum pools. Hemoglobin
solutions at the above concentrations were prepared by addition of
hemolysate to human serum pools. Intralipid solutions at the above
concentrations were prepared by addition of Intralipid to human serum
pools.

Interferences from medications or endogenous substances may affect
results.2®

Precision

The imprecision of the ALT assay is < 5.2% Total CV. Representative
data from studies using CLSI protocol NCCLS EP5-A24 are summarized
below.

24 hours. Control Level 1 Level 2
« It more frequent control monitoring is required, follow the established N 80 80
quality control procedures for your laboratory. Mean (U/L) 29.9 82.8
« If quality control results do not meet the acceptance criteria e e R
defined by your laboratory, patient values may be suspect. Follow WHBIACE SD 0.44 0.39
the established quality control procedures for your laboratory. Hhinsun %CV 15 0.5
R 1 may be r Y-
+ Review quality control results and acceptance criteria following a Between Run SD 0.38 0.54
change of reagent lot. %CV 13 0.7
RESULTS sD 143 151
" & : -~ n Between Day
Refer to Appendix C of the ARCHITECT Sy Op for %CV 48 1.8
information on results calculations. .
Representative performance data are given in the EXPECTED VALUES Total . 155 165
and SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this %CV 5.2 2.0

package insert. Results obtained in individual laboratories may vary.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Refer to the SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING and SPECIFIC
PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this package insert.
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SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(Continued)

Method Comparison

Correlation studies were performed using CLSI protocol NCCLS
EP9-A25

Serum results from the ALT assay on the AEROSET System were
compared with those from a commercially available NADH oxidation
methodology.

Serum results from the ALT assay on an ARCHITECT ¢ System were
compared with the ALT assay on the AEROSET System.

AEROSET vs. ARCHITECT
Comparative Method  vs. AEROSET
N 74 83
Y - Intercept -4.356 -3.683
Correlation Coefficient 0.989 1.000
Slope 0.870 0.940
Range (U/L)* 4.8 to 130.0 7.0 t0 3,935.2

*AEROSET Range

BIBLIOGRAPHY (Continued)
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TRADEMARKS

The ARCHITECT c System family of instruments consists of ¢ 4000,
8000, and ¢ 16000 instruments.

AEROSET, ARCHITECT, ¢4000, c8000, ¢ 16000, c System, and
SmartWash are trademarks of Abbott Laboratories in various
jurisdictions.

All trademarks are property of their respective owner(s).
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NAME
ASPARTATE AMINOTRANSFERASE

INTENDED USE
The Aspartate Aminotransferase (AST) assay is used for the quantitation
of aspartate aminotransferase in human serum or plasma.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

Aspartate aminotransferase (AST), also referred to as glutamate
oxaloacetate transaminase (GOT), is one of a group of enzymes
which catalyzes the interconversion of amino acids and a-keto acids
by transfer of amino groups. Both AST and alanine aminotransferase
(ALT) are normally found in most body fluids, but not in urine except

in instances of kidney lesions. The greatest concentrations of AST
are found in heart, liver, muscle, and kidney tissues. Damage to these
tissues can greatly elevate serum AST levels. Following myocardial
infarction, AST in serum begins to increase within 6 to 8 hours of onset
of pain, reaching a peak within 18 to 24 hours and falling to normal by
the fourth or fifth day. Serum values may increase to 10 to 15 times
normal levels and the increase is roughly proportional to the degree of
tissue damage. 2

PRINCIPLES OF PROCEDURE

AST present in the sample catalyzes the transfer of the amino

group from L-aspartate to a-ketoglutarate, forming oxaloacetate and
L-glutamate. Oxaloacetate in the presence of NADH and malate
dehydrogenase (MDH) is reduced to L-malate. In this reaction, NADH
is oxidized to NAD. The reaction is monitored by measuring the rate
of decrease in absorbance at 340 nm due to the oxidation of NADH
to NAD.

Methodology: NADH (without P-5'-P)

REAGENTS

Reagent Kit
7D81 AST is supplied as a liquid, ready-to-use, two-reagent kit
which contains:

10 x 70 mL

10 x 21 mL

Estimated tests per kit: 3,621

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Precautions for Users

1. For in vitro diagnostic use.

2. Do not use components beyond the expiration date.

3. Do not mix materials from different kit lot numbers.

4. CAUTION: This product requires the handling of human specimens.
It is recommended that all human sourced materials be considered
potentially infectious and be handled in accordance with the OSHA
Standard on Bloodborne Pathogens.® Biosafety Level 24 or other
appropriate biosafety practices®® should be used for materials that
contain or are suspected of containing infectious agents.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Suitable Specimens

Serum and plasma are acceptable specimens.

+ Serum: Use serum collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes with or without gel barriers. Ensure
complete clot formation has taken place prior to centrifugation.
When processing samples, separate serum from blood cells or

gel according to the specimen collection tube manufacturer’s
instructions.

Some specimens, especially those from patients receiving
anticoagulant or thrombolytic therapy, may take longer to complete
their clotting processes. Fibrin clots may subsequently form in these
sera and the clots could cause erroneous test results.

Plasma: Use plasma collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes. Acceptable anticoagulants are lithium
heparin (with or without gel barrier) and sodium heparin. Do not
use ammonium heparin.” Ensure centrifugation is adequate to
remove platelets. When processing samples, separate plasma
from blood cells or gel according to the specimen collection tube
manufacturer’s instructions.

For total sample volume requirements, refer to the instrument-specific
ASSAY PARAMETERS section of this package insert and Section 5 of
the instrument-specific operations manual.

Specimen Storage

Serum and Plasma

T ; Maximum Bibliographic
Calculation is based on the minimum reagent fill volume per kit. emperailre, Storage Reference
Reactive Ingredients Concentration 20 to 25°C 4 days 8
B-NADH 0.16 mg/mL 210 8C 7 days 8,9
Malate Dehydrogenase 0.64 U/mL -20C 12 weeks 8
Lactate Dehydrogenase 0.64 U/mL Guder et al.? suggest storage of frozen specimens at -20°C for
i:Aspariate 232 mmol/L no longer than the time interval cited above. However, limitations
d of laboratory equipment make it necessary in practice for clinical
a-Ketoglutarate 51.3 mmol/L laboratories to establish a range around -20°C for specimen storage.
L-Aspantate 100 mmol/L This temperature range may be established from either the freezer

REAGENT HANDLING AND STORAGE

Reagent Handling

Remove air bubbles, if present in the reagent cartridge, with a new
applicator stick. Alternatively, allow the reagent to sit at the appropriate
storage temperature to allow the bubbles to dissipate. To minimize
volume depletion, do not use a transfer pipette to remove the bubbles.
CAUTION: Reagent bubbles may interfere with proper detection of
reagent level in the cartridge, causing insufficient reagent aspiration
which could impact results.

Reagent Storage

Unopened reagents are stable until the expiration date when stored
at2to 8°C.

Reagent stability is 30 days if the reagent is uncapped and onboard.

manufacturer’s specifications or your laboratory standard operating
procedure(s) for specimen storage.

NOTE: Stored specimens must be inspected for particulates. If present,
mix and centrifuge the specimen to remove particulates prior to testing.
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PROCEDURE

Materials Provided
7D81 AST Reagent Kit

Materials Required but not Provided
« Control Material
- Saline (0.85% to 0.90% NaCl) for specimens that require dilution

Assay Procedure

For a detailed description of how to run an assay, refer to Section 5§ of
the instrument-specific operations manual.

Specimen Dilution Procedures

The ARCHITECT ¢ Systems and the AEROSET System have automatic
dilution features; refer to Section 2 of the instrument-specific operations
manual for additional information.

Serum and Plasma: Specimens with AST values exceeding 913 U/L
(4,202 U/L for Flex Rate Linearity) are flagged and may be diluted using
the Automated Dilution Protocol or the Manual Dilution Procedure.

Automated Dilution Protocol

If using the Automated Dilution Protocol, the system performs a dilution
of the specimen and automatically corrects the enzyme activity value
by multiplying the result by the appropriate dilution factor. To set up the
automatic dilution feature, refer to Section 2 of the instrument-specific
operations manual for additional information.

Manual Dilution Procedure

Manual dilutions should be performed as follows:

Use saline (0.85% to 0.90% NaCl) to dilute the sample.

The operator must enter the dilution factor in the patient or control
order screen. The system uses this dilution factor to automatically
correct the enzyme activity value by multiplying the result by the
entered factor.

If the operator does not enter the dilution factor, the result must be
multiplied by the appropriate dilution factor before reporting the result.
NOTE: If a diluted sample result is flagged indicating it is less than the
linear low limit, do not report the result. Rerun using an appropriate
dilution.

For detailed information on ordering dilutions, refer to Section 5 of the
instrument-specific operations manual.

CALIBRATION

Calibration is stable for approximately 30 days (720 hours) and is

required with each change in reagent lot number. Verify calibration with

at least two levels of controls according to the established quality control

requirements for your laboratory. If control results fall outside acceptable

ranges, recalibration may be necessary.

A calibration factor must be entered. Refer to the ASSAY

PARAMETERS section of this package insert for the specific factor.

+ ARCHITECT c Syst Configure assay p: s window,
Calibration view

+ AEROSET System—Assay Configuration screen, Calibration page

For a detailed description of how to calibrate an assay, refer to

Section 6 of the instrument-specific operations manual.

QUALITY CONTROL

The following is the recommendation of Abbott Laboratories for quality
control. As appropriate, refer to your laboratory standard operating
procedure(s) and/or quality assurance plan for additional quality control
requirements and potential corrective actions.

Two levels of controls (normal and abnormal) are to be run every
24 hours.

If more frequent control monitoring is required, follow the established
quality control procedures for your laboratory.

If quality control results do not meet the acceptance criteria

defined by your laboratory, patient values may be suspect. Follow
the established quality control procedures for your laboratory.
Recalibration may be necessary.

Review quality control results and acceptance criteria following a
change of reagent lot.

RESULTS

Refer to the instrument-specific operations manual for information on
results calculations.

« ARCHITECT System Operations Manual—Appendix C

+ AEROSET Sy Operations M. -Appendix A

Representative performance data are given in the EXPECTED VALUES
and SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this
package insert. Results obtained in individual laboratories may vary.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Refer to the SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING and SPECIFIC
PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this package insert.

EXPECTED VALUES
Reference Range
Serum/Plasma'®
Range (U/L)
Adult 51034

It is recommended that each laboratory determine its own reference
range based upon its particular locale and population characteristics.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Linearity

AST is linear up to 913 U/L.

Flex Rate Linearity is 4,202 U/L. To use Flex Rate Linearity, the

operator must edit the linear high value to 4,202 on the appropriate

screen.

+ ARCHITECT ¢Sy C
Results view

+ AEROSET System—Assay Configuration screen, Outline page

Linearity was verified using Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) protocol NCCLS EP6-P.!!

Limit of Detection (LOD)

The LOD for AST is 2 U/L. The LOD is the mean concentration of

an analyte-free sample + 2 SD, where SD = the pooled, within-run
standard deviation of the analyte-free sample. A study performed on an
ARCHITECT ¢ System and the AEROSET System produced an LOD for
AST is 0.9 U/L.

Limit of Quantitation (LOQ)

The LOQ for AST serum is 2.2 U/L. The LOQ is the analyte
concentration at which the CV = 20%.

gure assay p s screen,

Interfering Substances

Interference studies were conducted using CLSI protocol NCCLS
EP7-P.*2 Interference effects were assessed by Dose Response and
Paired Difference methods, at the medical decision level of the analyte.

Interfering Interferent Concentration N Target Observed
Substance (U/L) (% of Target)
res e 30 mg/dL (513 pmol/L) 4 722 95.8
Bilirubin
60 mg/dL (1,026 ymol/L) 4 722 91.9
. 62 mg/dL (0.62 g/L) 4 645 105.7
Hemoglobin
125 mg/dL (1.25 g/L) 4 645 111.6
. 550 mg/dL (5.5 g/L) 4 69.0 95.4
Intralipid
625 mg/dL (6.25 g/L) 4 69.0 103.9

Bilirubin solutions at the above concentrations were prepared by
addition of a bilirubin stock to human serum pools. Hemoglobin
solutions at the above concentrations were prepared by addition of
hemolysate to human serum pools. Intralipid solutions at the above
concentrations were prepared by addition of Intralipid to human serum
pools.

Interferences from medications or endogenous substances may affect
results.’
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SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(Continued)

Precision

The imprecision of the AST assay is < 4.6% Total CV. Representative
data from studies using CLSI protocol NCCLS EP5-A™ are summarized
below.

Control Level 1 Level 2
N 80 80
Mean (U/L) 32.4 174.2
SD 0.36 0.61
Within Run %CV 11 0.4
SD T0.24 0.32
Between Run %CV 0.8 0.2
SD 0.53 0.96
Between Day
o %CV 1.6 06
sD 0.68 1.18
e %CV 2.1 0.7
Method Comparison

Correlation studies were performed using CLSI protocol NCCLS
EP9-A.15

Serum results from the AST assay on the AEROSET System were
compared with those from a commercially available NADH oxidation
methodology.

Serum results from the AST assay on an ARCHITECT c System were
compared with the AST assay on the AEROSET System.

AEROSET vs. ARCHITECT
Comparative Method vs. AEROSET
N 78 89
Y - Intercept -1.815 7.726
Correlation Coefficient 0.999 1.000
Slope 0.893 0.943

Range (U/L)* 4.3 to 317.4 U/L 13.2 to 2,972.2 U/L

*AEROSET Range
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TRADEMARKS
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¢8000, and ¢ 16000 instruments.

AEROSET, ARCHITECT, ¢4000, ¢8000, ¢ 16000, ¢ System, and
SmartWash are trademarks of Abbott Laboratories in various
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All other trademarks are property of their respective owners.
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ALKALINE PHOSPHATASE

This package insert contains information to run the Alkaline Phosphatase assay on the ARCHITECT c Systems.

Read Highlight

Package insert instructions must be carefully followed. Reliability of assay results cannot be guaranteed if there are
any deviations from the instructions in this package insert.
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NAME
ALKALINE PHOSPHATASE

INTENDED USE
The Alkaline Phosphatase assay is used for the quantitation of alkaline
phosphatase in human serum or plasma.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

Human alkaline phosphatase (AlkP, EC.3.1.3.1) consists of a group of at
least five tissue-specific isoenzymes which catalyzes the hydrolysis of
phosphate mono-esters at alkaline pH. A variety of disease processes
can result in the release of increased quantities of alkaline phosphatase
into the blood.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

Several substrates have been used to measure alkaline phosphatase
activity such as glycerophosphate,' phenyl phosphate,! and
p-nitrophenyl phosphate.2 Bowers and McComb?3 improved the method
of Bessey et al. to include a kinetic measurement. Tietz et al.?
optimized this method to include a chelated metal-ion buffer of zinc,
magnesium, and HEDTA. This Alkaline Phosphatase procedure is a
modification of this method.

Alkaline phosphatase in the sample catalyzes the hydrolysis of colorless
p-nitrophenyl phosphate (p-NPP) to give p-nitrophenol and inorganic
phosphate. At the pH of the assay (alkaline), the p-nitrophenol is in the
yellow phenoxide form. The rate of absorbance increase at 404 nm is
directly proportional to the alkaline phosphatase activity in the sample.
Optimized concentrations of zinc and magnesium ions are present to
activate the alkaline phosphatase in the sample.

Methodology: Para-nitrophenyl Phosphate

REAGENTS

Reagent Kit

Alkaline Phosphatase is supplied as a liquid, ready-to-use, two-reagent
kit which contains:

7D55-21

5x21 mL

5x11 mL
Estimated tests per kit: 1,500*
7D55-31

10 x 84 mL
10 x 35 mL
Estimated tests per kit: 11,358*
*Calculation is based on the minimum reagent fill volume per kit.

Reactive Ingredients Concentration

2-amino-2-methylpropanol > 1.2 mol/L
Magnesium > 7.2 mmol/L
Zinc sulfate > 3.6 mmol/L
HEDTA > 7.2 mmol/L

[R2]  4-nitrophenyl phosphate > 171.6 mmol/L

Inactive Ingredients: contains ProClin as a preservative.

REAGENT HANDLING AND STORAGE

Reagent Handling

Remove air bubbles, if present in the reagent cartridge, with a new
applicator stick. Alternatively, allow the reagent to sit at the appropriate
storage temperature to allow the bubbles to dissipate. To minimize
volume depletion, do not use a transfer pipette to remove the bubbles.
CAUTION: Reagent bubbles may interfere with proper detection of
reagent level in the cartridge, causing insufficient reagent aspiration
which could impact results.

Reagent Storage

Unopened reagents are stable until the expiration date when stored
at 2 to 8°C. The [R2] reagent is light sensitive. Always store reagents
protected from light.

Reagent stability is 8 days if the reagent is uncapped and onboard.

REAGENT HANDLING AND STORAGE (Continued)

Indications of Deterloration

Instability or deterioration should be suspected if there are precipitates,
visible signs of leakage, ext turbidity, microbial growth, if calibration
does not meet the appropriate package insert and/or ARCHITECT
System Operations Manual criteria, or if controls do not meet the

appropriate criteria.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Precautions for Users

g

For In Vitro Diagnostic Use.

Do not use components beyond the expiration date.

Do not mix materials from different kit lot numbers.

CAUTION: This product requires the handling of human specimens.
It is recommended that all human sourced materials be considered
potentially infectious and be handled in accordance with the OSHA
Standard on Bloodborne Pathogens. Biosafety Level 2% or other
appropriate biosafety practices”® should be used for materials that
contain or are suspected of containing infectious agents.

The following warnings and precautions apply to [Ri}:

WARNING

H315 Causes skin irritation.

H319 Causes serious eye irritation.

Prevention

P264 Wash hands thoroughly after handling.

P280 Wear pr ive gloves/prc ive clothing/
eye protection.

Response

P305+351+ IF IN EYES: Rinse cautiously with water for

338 several minutes. Remove contact lenses, if
present and easy to do. Continue rinsing.

P302+352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

P337+313 If eye irritation persists: Get medical advice/
attention.

P332+313  If skin irritation occurs: Get medical advice/
attention.

P362 Take off contaminated clothing and wash

before reuse.
+  The following warnings and precautions apply to [R2]:
WARNING: Contains methylisothiazolones.

Hazard

H317 May cause an allergic skin reaction.

Prevention

P261 Avoid breathing mist/vapors/spray.

P272 Contaminated work clothing should not be
allowed out of the workplace.

P280 Wear protective gloves/protective clothing/
eye protection.

Response

P302+352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

P333+313  If skin irritation or rash occurs: Get medical
advice/attention.

P363 Wash contaminated clothing before reuse.

This material and its container must be disposed of in a safe way.

- Safety Data Sheets are available at www.abbottdiagnostics.com or
contact your local representative.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Suitable Specimens
Serum and plasma are acceptable specimens.

+ Serum: Use serum collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes with or without gel barriers. Ensure
complete clot formation has taken place prior to centrifugation.
Centrifuge according to tube manufacturer’s instructions to ensure
proper separation of serum from blood cells.

Some specimens, especially those from patients receiving
anticoagulant or thrombolytic therapy, may take longer to complete
their clotting processes. Fibrin clots may subsequently form in these
sera and the clots could cause erroneous test results.

Plasma: Use plasma collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes. Acceptable anticoagulants are lithium
heparin (with or without gel barrier) and sodium heparin. Ensure
centrifugation is adequate to remove platelets. Centrifuge according
to tube manufacturer’s instructions to ensure proper separation of
plasma from blood cells.

For total sample volume requirements, refer to the ASSAY PARAMETERS

section of this package insert and Section 5 of the ARCHITECT System
Operations Manual.
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SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING (Continued)
Specimen Storage

Serum and Plasma
Allow specimens to reach room temperature prior to analysis.?

Temperature Maximum Bibliographic
Storage Reference

20 to 25°C 7 days 10

210 8C 7 days 10, 11

-20°C 2 months 10

Guder et al.'® suggest storage of frozen specimens at -20°C for

no longer than the time interval cited above. However, limitations

of laboratory equipment make it necessary in practice for clinical
laboratories to establish a range around -20°C for specimen storage.
This temperature range may be established from either the freezer
manufacturer’s specifications or your laboratory standard operating
procedure(s) for specimen storage.

NOTE: Stored specimens must be inspected for particulates. If present,
mix and centrifuge the specimen to remove particulates prior to testing.

PROCEDURE

Materials Provided
7D55 Alkaline Phosphatase Reagent Kit

Materlals Required but not Provided

« Control Material

+ Saline (0.85% to 0.90% NaCl) for specimens that require dilution
Assay Procedure

For a detailed description of how to run an assay, refer to Section 5 of
the ARCHITECT System Operations Manual.

Specimen Dilution Procedures

The ARCHITECT c Systems have an automatic dilution feature; refer to
Section 2 of the ARCHITECT System Operations M | for additional
information.

Serum and Plasma: Specimens with alkaline phosphatase values
exceeding 2,200 U/L (4,555 U/L for Flex Rate Linearity) are flagged and
may be diluted by following either the Automated Dilution Protocol or the
Manual Dilution Procedure.

Automated Dilution Protocol

If using the Automated Dilution Protocol, the system performs a dilution
of the specimen and automatically corrects the enzyme activity value
by multiplying the result by the appropriate dilution factor. To set up the
automatic dilution feature, refer to Section 2 of the ARCHITECT System
Operations Manual for additional information.

Manual Dilution Procedure
Manual dilutions should be performed as follows:
Use saline (0.85% to 0.90% NaCl) to dilute the sample.

The operator must enter the dilution factor in the patient or control
order screen. The system uses this dilution factor to automatically
correct the enzyme activity value by multiplying the result by the
entered factor.

If the operator does not enter the dilution factor, the result must
be multiplied by the appropriate dilution factor before reporting the
result.

NOTE: If a diluted sample result is flagged indicating it is less than the
linear low limit, do not report the result. Rerun using an appropriate
dilution.

For detailed information on ordering dilutions, refer to Section 5 of the
ARCHITECT System Operations Manual.

CALIBRATION

Calibration is stable for approximately 8 days (192 hours) and is required
with each change in reagent lot number. Verify calibration with at

least two levels of controls according to the established quality control
requirements for your laboratory. If control results fall outside acceptable
range, recalibration may be necessary.

A calibration factor (2150) must be entered on the Configure assay
parameters window, Calibration view.

For a detailed description of how to calibrate an assay, refer to Section 6
of the ARCHITECT Sy (o) i M I

P

QUALITY CONTROL

The following is the recommendation of Abbott Laboratories for quality
control. As appropriate, refer to your laboratory standard operating
procedure(s) and/or quality assurance plan for additional quality control
requirements and potential corrective actions.

Two levels of controls (normal and abnormal) are to be run every
24 hours.

If more frequent control monitoring is required, follow the established
quality control procedures for your laboratory.

If quality control results do not meet the acceptance criteria

defined by your laboratory, patient values may be suspect. Follow
the established quality control procedures for your laboratory.
Recalibration may be necessary.

Review quality control results and acceptance criteria following a
change of reagent lot.

RESULTS

Refer to Appendix C of the ARCHITECT System Operations Manual for
information on results calculations.

Representative performance data are given in the EXPECTED VALUES
and SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this
package insert. Results obtained in individual laboratories may vary.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Refer to the SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING and SPECIFIC
PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this package insert.

EXPECTED VALUES
Reference Range

Serum/Plasma’?
Range (U/L)
Male
1 to 12 years < 500
12 to 15 years < 750
> 20 years 40 to 150
Female
1 to 12 years < 500
> 15 years 40 to 150

It is recommended that each laboratory determine its own reference
range based upon its particular locale and population characteristics.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Linearity

Alkaline Phosphatase is linear up to 2,200 U/L.

Flex Rate Linearity is 4,555 U/L. To use Flex Rate Linearity, the operator
must edit the linear high value to 4,555 on the Configure assay
parameters window, Results view.

Linearity was verified using Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) protocol NCCLS EP6-P.13

Limit of Detection (LOD)

The LOD for Alkaline Phosphatase is 5.0 U/L. The LOD is the

mean concentration of an analyte-free sample + 2 SD, where

SD = the pooled, within-run standard deviation of the analyte-free
sample. A study performed on an ARCHITECT ¢ System produced an
LOD for Alkaline Phosphatase of 1.9 U/L.

Limit of Quantitation (LOQ)

The LOQ for Alkaline Phosphatase is 5.0 U/L. The LOQ is the analyte
concentration at which the CV = 20%.

82



SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(Continued)

Interfering Substances

Interference studies were conducted using CLSI protocol NCCLS
EP7-P.™ Interference effects were assessed by Dose Response and
Paired Difference methods, at the medical decision level of the analyte.

Interfering Interferent Concentration N Target Observed
Substance (U/L) (% of Target)

/i 30mg/dL (513 pmol/L) 4 1556 1024
Ellbin 60 mg/dL (1,026 umoljL) 4 1556  102.7
=T 750 mg/dL (7.5 g/L) 4 1508 953
Hemoglobin 4 500 mg/dL  (10.0 giL) 4 1508 943

— 750 mg/dL (75 g/L) 4 1443 1004
Intralipid 1,000 mg/dL  (10.0 g/L) 4 1443 100.2

Bilirubin solutions at the above concentrations were prepared by addition
of a bilirubin stock to human serum pools. Hemoglobin solutions at

the above concentrations were prepared by addition of hemolysate to
human serum pools. Intralipid solutions at the above concentrations were
prepared by addition of Intralipid to human serum pools.

Interferences from medications or endogenous substances may affect
results.'®

Precision

The imprecision of the Alkaline Phosphatase assay is < 6.2% Total CV.
Representative data from studies using CLSI protocol NCCLS EP5-A16
are summarized below.

Control Level 1 Level 2
N 80 80
Mean (U/L) 844 4378
SD 3.89 3.17
Within Run
%CV 4.6 0.7
SD 2.86 5.53
Between Run
%CV 34 1.3
SD 0.00 7.29
Between Day
- %CV 0.0 17
SD 4.83 9.68
Total
%CV 5.7 2.2
Method Comparison

Correlation studies were performed using CLSI protocol NCCLS EP9-A."7
Serum results from the Alkaline Phosphatase assay on the AEROSET
System were compared with those from a commercially available
p-nitrophenyl phosphate hydrolysis methodology.

Serum resuits from the Alkaline Phosphatase assay on an ARCHITECT
¢ System were compared with those from the Alkaline Phosphatase
assay on the AEROSET System.

AEROSET ARCHITECT vs.
vs. Comparative AEROSET
Method

N 120 109
Y - Intercept -0.124 1.209
Correlation Coefficient 0.999 1.000
Slope 1.059 0.981
Range (U/L)* 29.6 to 957.1 31.6 to 4,527.1
*AEROSET Range
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NAME
GAMMA-GLUTAMYL TRANSFERASE

INTENDED USE

The Gamma-Glutamyl Transferase (GGT) assay is used for the
quantitation of gamma-glutamyl transferase in human serum or plasma.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

Gamma-glutamyl transferase was first identified in kidney tissue. Even
though renal tissue has the highest level of GGT, the enzyme present
in serum appears to originate primarily from the hepatobiliary system,
and GGT is elevated in many forms of liver disease. Elevations in
GGT levels are seen earlier and are more pronounced than those with
other liver enzymes in cases of obstructive jaundice and metastatic
neoplasms. It may reach 5 to 30 times normal levels in intra- or
post-hepatic biliary obstruction. Only moderate elevations in the enzyme
level (2 to 5 times normal) are observed with infectious hepatitis:
therefore, GGT measurements are less useful diagnostically than
transaminase determinations with this condition.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

GGT catalyzes the transfer of the gamma-glutamyl group from the
donor substrate (L-gamma-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide) to the
glycylglycine acceptor to yield 3-carboxy-4-nitroaniline. The rate of the
absorbance increase at 412 nm (416 nm for ¢4000 and ¢ 16000) is
directly proportional to the GGT in the sample. The GGT procedure is a
modification of the method described by Theodorsen et al.!

Methodology: L-Gamma-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide Substrate

REAGENTS

Reagent Kit
7D65 Gamma-Glutamyl Transferase is supplied as a liquid,
ready-to-use, two-reagent kit which contains:

5x 46 mL

5x 15 mL
Estimated tests per kit: 1,500

Calculation is based on the minimum reagent fill volume per kit.

Reactive Ingredients Concentration
Glycylglycine 191 mmol/L
L-gamma-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide, 30.6 mmol/L

ammonium salt

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Precautions for Users

¢

For In Vitro Diagnostic Use.

Do not use components beyond the expiration date.

+ Do not mix materials from different kit lot numbers,

CAUTION: This product requires the handling of human specimens.
It is recommended that all human sourced materials be considered
potentially infectious and be handled in accordance with the OSHA
Standard on Bloodborne Pathogens.? Biosafety Level 23 or other
appropriate biosafety practices*® should be used for materials that
contain or are suspected of containing infectious agents.

This product contains sodium azide; for a specific listing, refer to
the REAGENTS section of this package insert. Contact with acids
liberates very toxic gas. This material and its container must be
disposed of in a safe way.

NOTE: Refer to Section 8 of the ARCHITECT System Operations
Manual for proper handling and disposal of reagents containing
sodium azide.

Safety Data Sheets are available at www.abbottdi
contact your local representative.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Suitable Specimens
Serum and plasma are acceptable specimens.

+ Serum: Use serum collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes with or without gel barriers. Ensure
complete clot formation has taken place prior to centrifugation.
Centrifuge according to tube manufacturer’s instructions to ensure
proper separation of serum from blood cells.

Some specimens, especially those from patients receiving
anticoagulant or thrombolytic therapy, may take longer to complete
their clotting processes. Fibrin clots may subsequently form in these
sera and the clots could cause erroneous test results.

Plasma: Use plasma collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes. Acceptable anticoagulants are lithium
heparin (with or without gel barrier) and sodium heparin. Ensure
centrifugation is adequate to remove platelets. Centrifuge according
to tube manufacturer’s instructions to ensure proper separation of
plasma from blood cells.

For total sample volume requirements, refer to the ASSAY PARAMETERS
section of this package insert and Section 5 of the ARCHITECT System
o ; M 1

rostics.com or

J!

Inactive Ingredients: and contain sodium azide (< 0.1%) as a
preservative.

REAGENT HANDLING AND STORAGE

Reagent Handling

Remove air bubbles, if present in the reagent cartridge, with a new
applicator stick. Alternatively, allow the reagent to sit at the appropriate
storage temperature to allow the bubbles to dissipate. To minimize
volume depletion, do not use a transfer pipette to remove the bubbles.

CAUTION: Reagent bubbles may interfere with proper detection of
reagent level in the cartridge, causing insufficient reagent aspiration
which could impact results.

Reagent Storage

Unopened reagents are stable until the expiration date when stored
at2to 8°C.

Reagent stability is 27 days if the reagent is uncapped and onboard.

Specimen Storage
Serum and Plasma

Temperature Maximum Bibliographic
Storage Reference

20 to 25°C 7 days 6

2to 8°C 7 days 6,7

-20°C > 1 year 6

Guder et al.® suggest storage of frozen specimens at -20°C for

no longer than the time interval cited above. However, limitations

of laboratory equipment make it necessary in practice for clinical
laboratories to establish a range around -20°C for specimen storage.
This temperature range may be established from either the freezer
manufacturer’s specifications or your laboratory standard operating
procedure(s) for specimen storage.

NOTE: Stored specimens must be inspected for particulates. If present,
mix and centrifuge the specimen to remove particulates prior to testing.
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PROCEDURE

Materials Provided
7D65 Gamma-Glutamy! Transferase Reagent Kit

Materials Required but not Provided
« Control Material
+ Saline (0.85% to 0.90% NacCl) for specimens that require dilution

Assay Procedure

For a detailed description of how to run an assay, refer to Section 5 of
the ARCHITECT Sy Op

Specimen Dilution Procedures

The ARCHITECT c Systems have an aulomahc dllutvon feature; refer to
Section 2 of the ARCHITECT S Op for additional
information.

Serum and Plasma: Specimens with GGT values exceeding 1,543 U/L
(9,256 U/L for Flex Rate Linearity) are flagged and may be diluted by
following either the Automated Dilution Protocol or the Manual Dilution
Procedure.

Automated Dilution Protocol

If using the Automated Dnlutlon Protocol, the system performs a dilution
of the speci and autc lly corrects the enzyme activity value
by multiplying the result by the appropriate dilution factor. To set up the
automatic dilution feature, refer to Section 2 of the ARCHITECT System
Operations Manual for additional information.

Manual Dilution Procedure

Manual dilutions should be performed as follows:

Use saline (0.85% to 0.90% NaCl) to dilute the sample.

The operator must enter the dilution factor in the patient or control
order screen. The system uses this dilution factor to automatically
correct the enzyme activity value by multiplying the result by the
entered factor.

If the operator does not enter the dilution factor, the result must
be multiplied by the appropriate dilution factor before reporting the
result.

NOTE: If a diluted sample result is flagged indicating it is less than the
linear low limit, do not report the result. Rerun using an appropriate
dilution.

For detailed information on ordering dilutions, refer to Section 5 of the
ARCHITECT Sy Op

CALIBRATION

Calibration is stable for approximately 27 days (648 hours) and is
required with each change in reagent lot number. Verify calibration with
at least two levels of controls according to the established quality control
requirements for your laboratory. If control results fall outside acceptable
ranges, recali 1 may be r y.

A calibration factor must be entered in the Configure assay parameters
window, Calibration view.

For a detailed description of how to calibrate an assay, refer to

Section 6 of the ARCHITECT S o]

QUALITY CONTROL

The following is the recommendation of Abbott Laboratories for quality
control. As appropriate, refer to your lat ory standard op g
procedure(s) and/or quality assurance plan for additional quality control
requirements and potential corrective actions.

Two levels of controls (normal and abnormal) are to be run every
24 hours.

If more frequent control monitoring is required, follow the established
quality control procedures for your lat Y.

+ If quality control results do not meet the acceptance criteria

defined by your laboratory, patient values may be suspect. Follow
the establlshed quality control procedures for your laboratory.

Rec ion may be nec y.

Review quality control results and acceptance criteria following a
change of reagent lot.

RESULTS
Refer to Appendix C of the ARCHITECT Sy Operati M | for
information on results calculations.

Representative performance data are given in the EXPECTED VALUES
and SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this
package insert. Results obtained in individual laboratories may vary.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE
Refer to the SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING and SPECIFIC
PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this package insert.

EXPECTED VALUES
Reference Range

Serum/Plasma®
Range (U/L)
Male 1210 64
Female 9 to 36

It is recommended that each laboratory determine its own reference
range based upon its particular locale and population characteristics.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Linearity

GGT is linear up to 1,543 U/L (1,417 U/L using IFCC factor).

Flex Rate Linearity is 9,256 U/L (8,500 U/L using IFCC factor). To use
Flex Rate Linearity, the operator must edit the linear high value to 9,256
on the C assay p screen, Results view.

Linearity was verified using Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) protocol NCCLS EP6-P.?

Limit of Detection (LOD)

The LOD for GGT is 2.5 U/L. The LOD is the mean concentration of
an analyte-free sample + 2 SD, where SD = the pooled, within-run
standard d 1 of the analyte-free sample. A study performed on an
ARCHITECT ¢ System produced an LOD for GGT of 1.0 U/L.

Limit of Quantitation (LOQ)

The LOQ for GGT is 3.3 U/L. The LOQ is the analyte concentration at
which the CV = 20%.

Interfering Substances

Interference studies were conducted using CLSI protocol NCCLS
EP7-P.'° Interference effects were assessed by Dose Response and
Paired Difference methods, at the medical decision level of the analyte.

Interfering Interferent Concentration N Target Observed
Substance (U/L) (% of Target)
o 15 mg/dL (257 ymol/L) 4 475 92.5
Bilirubin
B 30 mg/dL (513 umol/l) 4 475 88.1
3 250 mg/dL (2.5 g/L) 4 428 91.6
Hemoglobin
500 mg/dL (5.0 g/L) 4 426 @ 826
1,000 mg/dL (10.0 g/L,} 4 451 99.8
Intralipid L o)

2,000 mg/dL (20.0 g/L) 4 451 103.2

Bilirubin solutions at the above concentrations were prepared by
addition.of a bilirubin stock to human serum pools. Hemoglobin
solutions at the above concentrations were prepared by addition of
hemolysate to human serum pools. Intralipid solutions at the above
concentrations were prepared by addition of Intralipid to human serum
pools.

Interferences from medications or endogenous substances may affect
results.!!
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SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(Continued)

Precision
The imprecision of the GGT assay is < 4.8% Total CV. Representative

data from studies using CLSI protocol NCCLS EP5-A™ are summarized

below.
Control Level 1 Level 2
N 80 80
Mean (U/L) 46.2 201.0
SD 1.07 1.41
Within Run
%CV 2.3 0.7
SD 0.60 0.78
Between Run
%CV 1.3 0.4
SD 0.59 1.90
Between Day
%CV 1.3 1.0
SD 1.36 2.49
Total
%CV 2.9 1.2

Method Comparison

Correlation studies were performed using CLSI protocol NCCLS
EP9-A.1

Serum results from the GGT assay on the AEROSET System

were compared with those from a commercially available
gamma-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide substrate methodology.
Serum results from the GGT assay on an ARCHITECT ¢ System were
compared with the GGT assay on the AEROSET System.

AEROSET vs. ARCHITECT vs.
Comparative Device AEROSET
N 80 87
Y - Intercept -0.680 -0.90
Correlation Coefficient 0.997 1.000
Slope 1.271 113

Range (U/L)* 13.8 to 1,240.8 11.8 to 7,582.1

*AEROSET Range
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TOTAL PROTEIN
7D73-21

C8 CLINICAL CHEMISTRY s0saze

TOTAL PROTEIN

This package insert contains information to run the Total Protein assay on the ARCHITECT c Systems and the
AEROSET System.

NOTE: This package insert must be read carefully prior to product use. Package insert instructions must be
followed accordingly. Reliability of assay results cannot be guaranteed if there are any deviations from the
instructions in this package insert.

Customer Support
United States: 1-877-4ABBOTT
Canada: 1-800-387-8378 (English speaking customers)
1-800-465-2675 (French speaking customers)
International:  Call your local Abbott representative

Symbols in Product Labeling

Calibrators 1 and 2 Reagent 1
Concentration Catalog number/List number
Contents [N Serial number
éz:gggzidc%?:’::r‘;same n;the K| Consult instructions for use
Ingredients “ Manufacturer

In vitro diagnostic medical device /H/ Temperature limitation

Batch code/Lot number 8 Use by/Expiration date

October 2009 a Abbott

©2009 Abbott Laboratories
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NAME
TOTAL PROTEIN

INTENDED USE

The Total Protein assay is used for the quantitation of total protein in
human serum or plasma.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

Plasma proteins derive primarily from synthesis in the liver, plasma
cells, lymph nodes, spleen, and bone marrow. In disease states both
the total plasma protein level and the ratio of the individual fractions
may be dramatically altered from their normal values. Hypoproteinemia
may be caused by such conditions as nephrotic syndrome, extensive
bleeding, sprue (deficient protein absorption), severe burns, salt
retention syndromes, and Kwashiorkor (acute protein starvation).
Hyperproteinemia may be observed in cases of severe dehydration and
disease states such as multiple myeloma. Changes in the proportions of
the plasma proteins may occur in one or several of the protein fractions
and often without alterations in the quantity of the total protein. The A/G
ratio has commonly been used as an index of the distribution between
the albumin and globulin fractions. This ratio can be significantly altered
in such conditions as cirrhosis of the liver, glomerulonephritis, nephrotic
syndrome, acute hepatitis, lupus erythematosis, and in some acute and
chronic infections.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

Polypeptides containing at least two peptide bonds react with biuret
reagent. In alkaline solution, cupric ion forms a coordination complex
with protein nitrogen with very little difference between albumin and
globulin on a protein-nitrogen basis.

Methodology: Biuret

REAGENTS

Reagent Kit

7D73 Total Protein is supplied as a liquid, ready-to-use, single
reagent kit which contains:

10 x 84 mL
Estimated tests per kit: 3,622
Calculation is based on the minimum reagent fill volume per kit.

Reactive Ingredients Concentration
Sodium Potassium Tartrate 23.4 mmol/L
Sodium Hydroxide 613 mmol/L
Potassium lodide 6.6 mmol/L
Copper Sulfate 13.2 mmol/L

REAGENT HANDLING AND STORAGE

Reagent Handling

Remove air bubbles, if present in the reagent cartridge, with a new
applicator stick. Alternatively, allow the reagent to sit at the appropriate
storage temperature to allow the bubbles to dissipate. To minimize
volume depletion, do not use a transfer pipette to remove the bubbles.
CAUTION: Reagent bubbles may interfere with proper detection of
reagent level in the cartridge, causing insufficient reagent aspiration
which could impact results.

Reagent Storage

Unopened reagents are stable until the expiration date when stored
at 15 to 30°C.

Reagent stability is 23 days if the reagent is uncapped and onboard.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Precautions for Users

1. For in vitro diagnostic use.

2. Do not use components beyond the expiration date.

3. Do not mix materials from different kit lot numbers.

4. CAUTION: This product requires the handling of human specimens.
It is recommended that all human sourced materials be considered
potentially infectious and be handled in accordance with the OSHA
Standard on Bloodborne Pathogens’. Biosafety Level 22 or other
appropriate biosafety practices®# should be used for materials that
contain or are suspected of containing infectious agents.

WARNINGS AND PRECAUTIONS (Continued)
5. The following warnings and precautions apply to

DANGER: Contains sodium hydroxide and copper

sulfate.
H318 Causes serious eye damage.

H315 Causes skin irritation.

H412 Harmful to aquatic life with long lasting
effects.

H290 May be corrosive to metals.

Prevention

P280 Wear protective gloves/protective clothing/eye
protection.

P264 Wash hands thoroughly after handling.

P234 Keep only in original container.

P273 Avoid release to the environment

Response

P305+P351 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for

+P338 several minutes. Remove contact lenses, if
present and easy to do. Continue rinsing.

P310 Immediately call a POISON CENTER or
doctor/physician.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and
water.

P332+P313 If skin irritation occurs: Get medical
advice/attention.

P362 Take off contaminated clothing and wash
before reuse.

P390 Absorb spillage to prevent material damage.

6. This material and its container must be disposed of in a safe way.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Suitable Specimens
Serum and plasma are acceptable specimens.

+ Serum: Use serum collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes with or without gel barriers. Ensure
complete clot formation has taken place prior to centrifugation.
When processing samples, separate serum from blood cells or
gel according to the specimen collection tube manufacturer’s
instructions.

Some specimens, especially those from patients receiving

anticc lant or thrombolytic therapy, may take longer to complete
their clotting processes. Fibrin clots may subsequently form in these
sera and the clots could cause erroneous test results.

Plasma: Use plasma collected by standard venipuncture techniques
into glass or plastic tubes. Acceptable anticoagulants are lithium
heparin (with or without gel barrier) and sodium heparin. Ensure
centrifugation is adequate to remove platelets. When processing
samples, separate plasma from blood cells or gel according to the
specimen collection tube manufacturer’s instructions.

For total sample volume requirements, refer to the instrument-specific
ASSAY PARAMETERS section of this package insert and Section 5 of
the instrument-specific operations manual.

Specimen Storage

Serum and Plasma: Total protein is stable in serum and plasma for

1 week at room temperature, for at least 1 month when refrigerated, and
for up to 2 months at -20°C.5

An in-house study confirmed total protein is stable in serum for 34 days
at 2 to 8°C.

NOTE: Stored specimens must be inspected for particulates. If present,
mix and centrifuge the specimen to remove particulates prior to testing.

PROCEDURE

Materials Provided
7D73 Total Protein Reagent Kit

Materials Required but not Provided

. ]E65 Multiconstituent Calibrator, 3x5mL

+ Control Material

+ Saline (0.85% to 0.90% NaCl) for specimens that require dilution
Assay Procedure

For a detailed description of how to run an assay, refer to Section 5 of
the instrument-specific operations manual.
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PROCEDURE (Continued)

Specimen Dilution Procedures

The ARCHITECT c Systems and the AEROSET System have automatic
dilution features; refer to Section 2 of the instrument-specific operations
manual for additional information.

Serum and Plasma: Specimens with total protein values exceeding
18.4 g/dL (184 g/L) are flagged and may be diluted using the
Automated Dilution Protocol or the Manual Dilution Procedure.

A d Dilution Prot 1

If using the Automated Dilution Protocol, the system performs a dilution
of the specimen and autor ly corrects the concentration by
multiplying the result by the appropriate dilution factor. To set up the
automatic dilution feature, refer to Section 2 of the instrument-specific
operations manual for additional information.

Manual Dilution Procedure

Manual dilutions should be performed as follows:

+ Use saline (0.85% to 0.90% NaCl) to dilute the sample.

The operator must enter the dilution factor in the patient or control

order screen. The system uses this dilution factor to automatically

correct the concentration by multiplying the result by the entered
factor.

« If the operator does not enter the dilution factor, the result must
be multiplied by the appropriate dilution factor before reporting the
result.

NOTE: If a diluted sample result is flagged indicating it is less than the

linear low limit, do not report the result. Rerun using an appropriate

dilution.

For detailed information on ordering dilutions, refer to Section 5 of the

instrument-specific operations manual.

CALIBRATION

Calibration is stable for approximately 23 days (552 hours) and is
required with each change in reagent lot number. Verify calibration with
at least two levels of controls according to the established quality control
requirements for your laboratory. If control results fall outside acceptable
ranges, recalibration may be necessary.

For a detailed description of how to calibrate an assay, refer to Section 6
of the instrument-specific operations manual.

For information on calibrator standardization, refer to the Multiconstituent
Calibrator package insert.

QUALITY CONTROL

The following is the recommendation of Abbott Laboratories for quality
control. As appropriate, refer to your laboratory standard operating
procedure(s) and/or quality assurance plan for additional quality control
requirements and potential corrective actions.

Two levels of controls (normal and abnormal) are to be run every
24 hours.

If more frequent control monitoring is required, follow the established
quality control procedures for your laboratory.

If quality control results do not meet the acceptance criteria

defined by your laboratory, patient values may be suspect. Follow
the established quality control procedures for your laboratory.
Recalibration may be necessary.

Review quality control results and acceptance criteria following a
change of reagent or calibrator lot.

RESULTS

Refer to the instrument-specific operations manual for information on
results calculations.

» ARCHITECT Sy Operati M: I—Appendix C

- AEROSET Sy Operati M I—Appendix A
Representative performance data are given in the EXPECTED VALUES
and SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this
package insert. Results obtained in individual laboratories may vary.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Refer to the SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING and SPECIFIC
PERFORMANCE CHARACTERISTICS sections of this package insert.

RESULTS (Continued)

EXPECTED VALUES
Reference Range

Serum®

Range (g/dL) Range (g/L)

Premature 3.6 10 6.0 36 to 60
Newborn 4610 7.0 46 to 70
Cord 4.8 t0 8.0 48 to 80
1 week 441076 44 t0 76
7 months to 1 year 511073 511073
1to 2 years 561075 56 to 75
2 3 years 6.0 10 8.0 60 to 80
Adult, Ambulatory 6.4 10 8.3 64 to 83
Adult, Recumbent 6.0to 7.8 60 to 78
> 60 years lower by ~ 0.2 lower by ~ 2

To convert results from g/dL to g/L, multiply g/dL by 10.

Plasma

Plasma values are generally 0.3 to 0.5 g/dL higher than serum values
due to the presence of fibrinogen.” This difference has been shown to
vary among specific populations.?

It is recommended that each laboratory determine its own reference
range based upon its particular locale and population characteristics.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Linearity

Total Protein is linear up to 18.4 g/dL (184 g/L). Linearity was verified
using Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) protocol
NCCLS EP6-P.?

Limit of Detection (LOD)

The LOD for Total Protein is 0.5 g/dL (5.0 g/L). The LOD is the mean
concentration of an analyte-free sample + 2 SD, where SD = the
pooled, within-run standard deviation of the analyte-free sample.

A study performed on an ARCHITECT ¢ System and an AEROSET
System produced an LOD for Total Protein of 0.07 g/dL (0.7 g/L).

Limit of Quantitation (LOQ)

The LOQ for Total Protein is 0.76 g/dL (7.6 g/L). The LOQ is the analyte
concentration at which the CV = 20%.

90



SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(Continued)

Interfering Substances

Interference studies were conducted using CLSI protocol NCCLS
EP7-P.Y0 Interference effects were assessed by Dose Response and
Paired Difference methods, at the medical decision level of the analyte.

Interfering Interferent Concentration N  Target Observed
Substance (g/dL) (% of Target)
. 30 mg/dL (513 ymoljL) 3 6.6 96.2
Bilirubin
60 mg/dL (1,026 ymol/L) 3 66 93.4
. 125 mg/dL (1.25 g/L) 3 5.2 106.2
Hemoglobin
250 mg/dL (2.50 g/L) 3 5.2 1121
Human 750 mg/dL (8.5 mmol/L) 4 8.9 100.2
triglyceride 1,000 mg/dL (11.3 mmol/L) 4 8.9 99.5

Bilirubin solutions at the above concentrations were prepared by addition
of a bilirubin stock to human serum pools. Hemoglobin solutions at the
above concentrations were prepared by addition of hemolysate to human
serum pools. Human triglyceride solutions at the above concentrations
were prepared by mixing an elevated triglyceride human serum pool with
a normal triglyceride human serum pool.

lmen‘ert?:'lces from medications or endogenous substances may affect
results.

Precision

The imprecision of the Total Protein assay is < 3% Total CV.
Representative data from studies using CLSI protocol NCCLS EP5-A™2
are summarized below.

Control Level 1 Level 2
N 80 80
Mean (g/dL) 6.5 41
SD 0.01 0.01
Within Run

%CV 0.2 0.4
SD 0.03 0.02

Between Run
%CV 0.4 0.4
SD 0.09 0.08

Between Day
%CV 14 1.8
SD 0.09 0.08

Total

%CV 14 1.9

Method Comparison

Correlation studies were performed using CLSI protocol NCCLS
EPg-A.®

Serum results from the Total Protein assay on the AEROSET System
were compared with those from a commercially available biuret reaction
methodology.

Serum results from the Total Protein assay on an ARCHITECT

¢ System were compared with those from the Total Protein assay on

an AEROSET System.

AEROSET vs. ARCHITECT
Comparative Method vs. AEROSET
N 80 100
Y - Intercept 0.167 0.000
Correlation Coefficient 0.984 1.000
Slope 1.020 0.989
Range (g/dL)* 2.20 to 11.46 194 to 16.77

*AEROSET range
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Anexo 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

NUMERO:

HISTORIA CLINICA:

EDAD: SEXO: F( ) M()

*EVALUACIONES DEL PERFIL HEPATICO

1° EVALUACION 2° EVALUACION 3° EVALUACION

TGO:

TGP:

FA:

GGP

PT:

92



