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1 Informagées para Pedido

1.1 Kits

Kits de Reagente

57075 Kit de Reagente MS/MS
MassScreen® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
em sangue seco (ndo-derivatizado)
com Placas de 96 Pocos

Contetdo do kit para 960 andlises:
(Nimero de unidades de embalagem /' nimero do pedido /' nome / conteddo por unidade de embalagem)

2 x 57001 Fase Mével 1000 mL
1 x 57074 Mix de Padréo Interno 4 x 50,0 mL (liof.)
1 x 57044 Padréo Interno Succinilacetona (ndo-derivatizado) 4x18mlL
2 x 57078 Tampdo de Extracdo 100 mL
4 x 57013 Tampdo de Extracdo Succinilacetona 18 mL
1 x 57007 Solucdo de Lavagem 1000 mL
5x 57010 Placa de 96 Pocos 5 uns.
4 x 55011 Selos de Protecdo para

placas de 96 Pocos 10 uns.
1x 0195  MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel | em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
1x 0196  MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel Il em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
1x 0197  MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel Il em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots

57075-F Kit de Reagente MS/MS
MassScreen® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
em sangue seco (ndo-derivatizado)
com Placas Filtrantes de 96 Pocos

Conteddo do kit para 960 andlises:
(Nimero de unidades de embalagem / nimero do pedido /' nome / conteddo por unidade de embalagem)

2 x 57001 Fase Mével 1000 mL
1 x 57074 Mix de Padrdo Interno 4 x 50,0 mL (liof.)
1 x 57044 Padréo Interno Succinilacetona (ndo-derivatizado) 4x18mlL
2 x 57078 Tampdo de Extracdo 100 mL
4 x 57013 Tampédo de Extracdo Succinilacetona 18 mL
1 x 57007 Solucdo de Lavagem 1000 mL
2 x 57055 Placas Filtrantes de 96 Pocos 5 uns.
3x 57010 Placas de 96 Pocos 5 uns.
4 x 55011 Selos de Protecdo para

placas de 96 pocos 10 uns.
1x 0195  MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel | em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
1x 0196  MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel Il em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
1x 0197  MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel Ill em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
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57075-ADO Kit de Reagente MS/MS

2 x 57001
1 x 57074
1 x 57474
1 x 57044
2x 57078
4x 57013
1 x 57007
5x 57010
4 x 55011

1 x 0295

1 x 0296

1 x 0297

MoassScreen® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
em sangue seco (ndo-derivatizado)

incl. Ado, dAdo com Placas de 96 Pocos

Contetdo do kit para 960 andlises:

CHROMSYSTEMS

(Nimero de unidades de embalagem / nimero do pedido /' nome / conteido por unidade de embalagem)

Fase Mével

Mix de Padréo Interno

Mix de Padrdo Interno Ado, dAdo

Padrdo Interno Succinilacetona (ndo derivatizado)
Tampéo de Extracdo

Tampé&o de Extracdo Succinilacetona

Solucéo de Lavagem

Placas de 96 Pocos

Selos de Protecéo

para placas de 96 pocos

MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
incl. Ado, dAdo

Controle Nivel | em Spot de Sangue Seco
MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
incl. Ado, dAdo

Controle Nivel Il em Spot de Sangue Seco
MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
incl. Ado, dAdo

Controle Nivel Ill em Spot de Sangue Seco

57075-F-ADO MS/MS Reagent Kit

2 x 57001
1x 57074
1x 57474
1 x 57044
2x 57078
4 x 57013
1 x 57007
2 x 57055
3x 57010
4 x 55011

1 x 0295

1 x 0296

1 x 0297

MassScreen® Amino Acids, Acylcarnitines EXTENDED

em sangue seco (ndo-derivatizado)
incl. Ado, dAdo com Placas Filtrantes de 96
Pocos Contetdo do kit para 960 andlises:

1000 mL

4 x 50,0 mL (liof.)
4 x 50,0 mL (liof.)
4 x 18 mL

100 mL

18 mL

1000 mL

5 uns.

10 uns.

1 x 3 spots

1 x 3 spots

1 x 3 spots

(Nimero de unidades de embalagem / nimero do pedido /' nome / conteddo por unidade de embalagem)

Fase Mével

Mix de Padréo Interno

Mix de Padrdo Interno Ado, dAdo
Padrdo Interno Succinilacetona (ndo derivatizado)
Tampdo de Extracéo

Tampé&o de Extracdo Succinilacetona
Solucdo de Lavagem

Placas Filtrantes de 96 Pocos

Placas de 96 Pocos

Selos de Protecdo para

placas de 96 pocos

MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
incl. Ado, dAdo
Controle Nivel | em Spot de Sangue Seco

MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
incl. Ado, dAdo

Controle Nivel Il em Spot de Sangue Seco
MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED
incl. Ado, dAdo

Controle Nivel Ill em Spot de Sangue Seco

1000 mL

4 x 50,0 mL (liof.)
4 x 50,0 mL (liof.)

4 x 18 mL
100 mL
18 mL
1000 mL
5 uns.

5 uns.

10 uns.

1 x 3 spots

1 x 3 spots

1 x 3 spots
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1.2 Componentes individuais

1.2.1  Componentes necessdrios
Para realizar o ensaio, sGo necessdrios os componentes da Chromsystems listados neste capitulo.

Para preparo de amostra:

Produtos CE/IVD

57074 Mix de Padrdo Interno 4 x 50,0 mL (liof.)
57044 Padrdo Interno Succinilacetona (ndo derivatizado) 4x18mlL
57078 Tampé&o de Extracdo 100 mL
57013 Tampé&o de Extracdo Succinilacetona 18 mL
57010 Placas de 96 Pocos 5 uns.
55011 Selos de Protecdo

para placas de 96 pocos 10 uns.
57014 Selos Térmicos Perfuraveis

para placas de 96 pocos 6 uns.

Para preparo de amostra com Placas Filtrantes de 96 Pocos:
57055 Placas Filtrantes de 96 Pocos 5 uns.

Para preparo de amostra em caso de co-determinacdo de adenosina e 2’-deoxiadenosina, em
combinacdo com 57074:

57474 Mix de Padréo Interno Ado, dAdo 4 x 50,0 mL (liof.)
Equjpamento geral de laboratdrio

55016 Adaptador para centrifugacdo 2 uns.
42740 Selador Térmico 1 un.

Para controle de qualidade:

Produtos CE/IVD

0195 MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel | em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
0196 MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel Il em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
0197 MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

Controle Nivel Ill em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots

Em caso de co-determinacdo de adenosina e 2’-deoxyadenosine, em vez de 0195, 0196, 0197:

0295 MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

incl. Ado, dAdo

Controle Nivel | em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
0296 MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

incl. Ado, dAdo

Controle Nivel Il em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
0297 MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas EXTENDED

incl. Ado, dAdo

Controle Nivel Il em Spot de Sangue Seco 1 x 3 spots
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Para andlise instrumental:

Produtos CE/IVD

57001 Fase Mével 1000 mL
57002 Fase Mével 10 x 1000 mL
57007 Solucdo de Lavagem 1000 mL
57016 Préfiltro de PEEK 2 pm 5 uns.
Acessdrios

55018 Capilar Restritor 1 un.

Equipamento Geral de Laboratdrio
15017 Suporte do Préfiltro de PEEK 1 un.

Para a primeira instalagéo e otimizagéo do método:

Produtos CE/IVD
57097-1  Tuning Mix 1

Analitos e Padrées Internos Tx1mlL
57097-2  Tuning Mix 2

Analitos e Padrées Internos 1x1mlL
57098 Tuning Mix Succinilacetona (ndo derivatizado)

Analito e Padréo Interno Tx1ml
57080 Conjunto de Linearidade Multinivel para spot de sangue seco 6 x 1 spot

Em caso de co-determinacdo de adenosina and 2’-deoxiadenosina, em vez de 57080:

57090 Conjunto de Linearidade Multinivel para spot de sangue seco
incl. Ado, dAdo 6 x 1 spot

1.2.2  Componentes opcionais

Os componentes listados neste capitulo sdo adequados para uso com o ensaio. No entanto, seu uso é opcional.

57059 Selos Adesivos com Fendas Cruzadas
para placas de 96 pocos 6 uns.

Caso vocé utilize os Selos Adesivos com Fendas Cruzadas em vez dos Selos Térmicos Perfurdveis, ndo serd
necessdrio o Seladora Térmica listada no capitulo 1.2.1.
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2 Introducdo

2.1 Informacdes Bdsicas

O objetivo da triagem neonatal (teste do pezinho) é o diagnéstico oportuno de erros inatos do metabolismo
(EIM), idealmente antes do aparecimento de sintomas. A triagem possibilita o tratamento precoce das
doencas e previne danos consequentes na medida do possivel.

O primeiro teste de triagem para recém-nascidos foi o teste para fenilcetondria, introduzido em alguns
paises europeus e nos EUA na década de 1960 [1,2]. Desde entdo, o nimero de doencas testadas
aumentou constantemente, e a introducdo da espectrometria de massas em tandem (MS/MS), que permitiu
a triagem de mais de 40 doencas a partir de uma Unica amostra de sangue seco, representou um grande
avanco [1].

Na maioria dos casos, a causa de um erro inato do metabolismo é um defeito em um Unico gene que
codifica uma enzima. Como resultado, sua atividade é reduzida ou completamente suprimida.
Consequentemente, o substrato da reacdo enzimdtica, que ndo é mais convertido, acumula-se no
organismo e, dependendo da extensdo do distirbio, o produto da reacdo é produzido de forma
insuficiente ou ndo é produzido. Algumas doencas também levam ao acimulo de metabélitos téxicos que
podem danificar érgdos ou desencadear doencas multissistémicas (ex.: aminoacidopatias, acidemias
orgénicas). Outras doencas sdo causadas por uma mutacdo em genes codificadores de transportadores,
de modo que o transporte através de certas membranas é prejudicado. Na adrenoleucodistrofia, por
exemplo, o substrato n&o é transportado para os peroxissomos e acumula-se por ndo ser metabolizado.

Se ndo forem diagnosticados e, portanto, n&o tratados, muitos desses distirbios metabédlicos podem levar
a danos irreversiveis graves no recém-nascido nos primeiros meses de vida, enquanto outros sé se
manifestam no inicio da idade adulta. Por serem defeitos genéticos, essas doencas ainda ndo tm cura na
maioria dos casos, mas, com a terapia adequada, os sintomas de muitas delas podem ser amplamente ou
mesmo completamente prevenidos.

A triagem para essas doencas é realizada medindo as substéncias marcadoras (que podem estar elevadas
ou diminuidas) no sangue dos recém-nascidos. Para isso, o sangue é preferencialmente coletado do
calcanhar, pingado em papel de filtro, seco e analisado em laboratério.

Por meio da espectrometria de massas em tandem, é possivel triar um amplo espectro de distdrbios
metabdlicos em uma Onica andlise, determinando simultaneamente muitos marcadores. Devido & alta
seletividade da espectrometria de massas em tandem, esta andlise ndo requer uma coluna de HPLC,
resultando em um tempo de andlise muito curto, inferior a 2 minutos. O uso de padrdes marcados com
isétopos é essencial para compensar os efeitos de supressdo iénica interferentes e para alcancar uma
quantificacdo precisa dos analitos.

No Apéndice IV vocé pode encontrar um resumo dos marcadores descritos na literatura para distirbios-
alvo da triagem neonatal baseada em andlise por injecdo de fluxo-espectrometria de massas em tandem
(FIAMS/MS).

2.2 Principio do ensaio

Este ensaio da Chromsystems permite a andlise rotineira confidvel de aminodcidos, succinilacetona, carnitina
livre, acilcarnitinas, lisofosfolipidios, nucleosideos, creatina e metabélitos relacionados & creatina em sangue
seco em papel filtro (DBS) para a triagem neonatal de distirbios metabdlicos, como aminoacidopatias,
aciddrias orgénicas, distirbios da oxidacdo de dcidos graxos e distirbios do metabolismo de purinas ou
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creatina, por MS/MS.

O preparo da amostra baseia-se em um procedimento simples e eficiente. O sangue seco no papel de filtro
é perfurado (picotado), e os andlitos sdo extraidos em placas de 96 pocos. A butilacdo ndo é necessdria. Se
forem utilizadas placas de filiro, os extratos podem ser transferidos com seguranca e conveniéncia para a
placa de coleta por meio de uma breve centrifugacédo.

Para a medicdo da succinilacetona, cada picote de sangue é extraido uma segunda vez apés a extracdo
dos outros analitos. Para viabilizar a extracdo, a succinilacetona é convertida em seu derivado de pirazol.

Apés a combinacdo de ambos os extratos, todos os analitos séo medidos na mesma corrida analitica.
Para garantir uma determinacdo quantitativa de alta qualidade dos analitos, este método utiliza padrdes

infernos marcados isotopicamente para calibracdo e medicdo. Informacdes sobre o uso dos diferentes
padrées internos podem ser encontradas no capitulo 5.2.

Este produto é um dispositivo médico para diagnéstico in vitro.
Atencdo: Observe as limitacdes clinicas no capitulo 2.4.

2.3 Finalidade pretendida

O ensaio da Chromsystems "MassScreen® Aminodcidos e Acilcarnitinas ESTENDIDO" é um dispositivo
médico para diagndstico in vitro, projetado para usudrios profissionais em laboratérios clinicos para a
determinacd&o quantitativa dos analitos listados abaixo em amostras de sangue de recém-nascidos secas em
papel de filtro.

O preparo da amostra é realizado manualmente, e as amostras séo analisadas por espectrometria de massas

em tandem (MS/MS).

O kit é destinado & triagem de recém-nascidos para distirbios metabdlicos hereditdrios nos primeiros dias de
vida. Uma lista dos distirbios metabélicos associados aos analitos determinados é fornecida abaixo.

Andlito (sinénimo) Abreviacdo  Erro Inato do Metabolismo Associado™*

Aminodcidos

Alanina Ala PDHXD, PC, MSUD, OH-PRO, NKHG, ARG, CIT I, CIT Il, ASA,
Sarcosina™ Sar* CPS, OTC

Arginina Arg ARG, CIT II, ASA, CIT |, PC

Acido argininosuccinico Asa ASA

Citrulina Cit ASA, CIT 1, CIT I, OTC, CPS, NAGS, PC, CUD, HHH, GACR, HCY,

TYR I, MET/MAT, TYR I, TYR Ill, HYRPRO1/HP-I, HYRPRO2/HP-II,
ARG, Cbl E, Cbl G, Cbl D v1, MTHFR, 3MCC (mat), GA 1 (mat)

i Glnt OTCt, CPS $, NAGSE, PC#, LYS#, DE RED#, CIT I

Lisina#* Lys#*

Acido glutémico Glu OTC, CPS, CIT I, CIT I, PC

Glicina Gly NKHG, PA/PROP, MUT, Cbl A, B

e =G MSUD (#), OH-PRO, PDHXD(#), HCY$#, PKU, H-PHE, BIOPT
Isoleucina# lle# (BS), BIOPT (REG), MET/MATt# , Cbl Et#, Cbl Gt#, Cbl D
Alls- selbane Allo-le v1t#, MTHFRE#, TYR I, TYR II, TYR I

Hidroxiprolina™ Hyp*

Metionina Met HCY, MET/MAT, CIT Il, MTHFR, Cbl E, Cbl G, Cbl D v1,

GNMT, SAHH, CIT I, TYR I, TYR I, TYR Ill, CUD, PA/PROP,
MUT, Cbl A,B, Cbl C,D, OTC, CPS, B12 def (mat), PC
Ornitina Orn HHH, GACR, ARG, CIT Il, CPS, OTC
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Fenilalanina

Prolina
Serina

Tirosina

Valina

3-O-Metildopa (3-O-meti-DOPA, 3-
metoxitirosina)

Carnitinas

Carnitina livre

Acetilcarnitina

Propionilcarnitina

Malonilcarnitina

3-Hidroxibutirilcarnitina / 3-
Hidroxisobutirilcarnitina™
Butirilcarnitina# /
Isobutirilcarnitinat *

Metilmalonilcarnitina /
Succinilcarnitina
Hydroxyisovalerilcarnitina /
2-Metil-3-hidroxibutirilcarnitina®
Isovalerilcarnitina# /
Metilbutirilcarnitina$ *
Tiglilcarnitinat /
3-Metilcrotonilcarnitina#t*
Glutarilcarnitina
3-Hidroxihexanoilcarnitina™®

Hexanoilcarnitina

Adipilcarnitina /
3-Metilglutarilcarnitina™
Octanoilcarnitina

Octenoilcarnitina

Decanoilcarnitina

Decenoilcarnitina
Decadienoilcarnitina
Dodecanoilcarnitina flavroilcarnitina)
Dodecenoilcarnitina

Tetradecanoilcarnitina
[miristoilcarnitina)
Tetradecenoilcarnitina

Tetradecadienoilcarnitina
3-Hidroxitetradecanoilcarnitine

Hexadecanoilcarnitina
(palmitoilcarnitina)

Hexadecenoilcarnitina

Phe

Pro
Ser
Tyr

Val
3-OMD

Co

C2

C3

C3DCt
CA4OH#*

C4*

C4DCt
C50H#*
C5*
C5:1*

C5DC
COOH#*

Cé
cébC*

C8

C8:1
Ci10
C10:1
C10:2
Ci12
C12:1
Cl4

Cl14:1
Cl14:2
C140H
C16

Cié:l

CHROMSYSTEMS

PKU, H-PHE, BIOPT (BS), BIOPT (REG), MET/MAT, HCY, MSUD,
ASA, CIT 1, CIT I, OH-PRO, TYR |, TYR II, TYR Ill, ARG, OTC, CPS,
PC, MTHFR, Cbl C,D, Cbl E, Cbl G, CbI D v1, VAL,

PDHXD, HHH, GACR, HYRPRO1/HP-, HYRPRO2/HP-I
HYRPRO1/HP-, HYRPRO2/HP-I, PDHXD, PC

SER, HHH, GACR

TYR I, TYR I, TYR Ill, Tyr (trans), PKU, H-PHE, BIOPT (BS), BIOPT
(REG), HCY, MSUD, MET/MAT, Cbl E, Cbl G, Cbl D v1,
MTHFR, PDHXD, ASA, CIT I, CIT I, PC, OTC, CPS

MSUD, VAL, PDHXD, TYR |, TYR II, TYR III

AADCD

CUD, CPT Ia, CPT Il, 3MCC, GA 1, PA/PROP, VLCAD, SCD, CACT,
BKT, HMG, GA 2, IVA, 2M3HBA, 2MBG, MUT, MCD,

Chl A,B, Cbl C,D, MCAD, EE, 3BMGA, SUCLA2

CUD, CPT I, CACT, M/SCHAD, MCAD, VLCAD, CPT la, MCKAT,
SCAD, IVA, PA/PROP, 2MBG, IBG/IBDD, MUT, Chl A,B, Cbl C,D,
SUCLA2, MCD, GA 2, LCHAD, TFP, B12 def (mat), EE, 3MCC
(mat), GA 1 (mat), BIOT, Cbl F, ECHS1D,

TCN2

PA/PROP, MCD, MUT, Cbl A,B, Cbl C,D, CUD, SUCLA2, BIOT, B12
def (mat), Cbl F, TCN2, 2MBG, IBG/IBDD, SCAD, IVA, CPT la, CPT
Il, CACT, MET/MAT, HCY, MTHFR, Cbl E, Cbl

G, EE, GA 2, MAL, 3MCC (mat), GA 1 (mat)

M/SCHAD#, MALY, BKT#, HIBCHD#, ECHS1D, HADH, GA 11,
$2M3HBA#, MCKATE

SCAD#, IBG/IBDD%, EE#, GA 2, GA 1, M/SCHAD, MCD,
B12 def (mat), Cbl C,D, MUT, Cbl A,B, PA/PROP, MCKAT,
MAL, IVA, VLCAD

3MCC#, HMG#, BKT#, 2M3HBA#, 3MGA#, MCD#, BIOT#,
SUCLA2%, Cbl C,D, MUT#, Cbl A,Bt, GA 1#, GA 2#, MCAD 3-

IVA#, 2MBGt, EE#, GA 2, MCD, B12 def (mat), MUT, Chl 2-
A,B, PA/PROP, VLCAD
BKT%, 2M3HBA}, 3MCCi#, ECHS1D¥

GA 1%, GA 2§, M/SCHAD#, MCKAT#, MALt, MCAD{,
HMG#

MCAD, GA 2
HMG

MCAD, MCKAT, GA 2, SCAD, 3MCC, HMG, BKT, GA 1,
2M3HBA, 3MGA, IBG/IBDD, MCD, M/SCHAD, EE, IVA,
2MBG, VLCAD

MCKAT, GA 2, MCAD

MCAD, MCKAT, GA2, DE RED, MAL
MCAD, GA 2, MCKAT

DE RED

VLCAD, GA 2, CPT I, CACT, MCKAT, GA 1
VLCAD, GA 2, LCHAD

VLCAD, LCHAD, TFP, CPT Il, CACT, GA 2

VLCAD, LCHAD, TFP, GA 2
VLCAD, GA 2, LCHAD, TFP
LCHAD, TFP

CUD, LCHAD, TFP, VLCAD, CPT la, CPT Il, CACT, GA 2, GA 1,
PA/PROP, MUT, Cbl A,B, Cbl C,D, B12 def (mat), MCD,
M/SCHAD, 3MCC (mat), SUCLA2, Cbl F

CPT II, CACIT, CPT la, VLCAD, GA 2, LCHAD, TFP
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3-Hidroxihexadecanoilcarnitina C160H LCHAD, TFP

(3-hidroxipalmitoilcarnitina)

3-Hidroxihexadecenoilcarnitina C16:10H# LCHAD#, TFP#, PA/PROP}/#, MUTt/#, Cbl A,B%/#, Cbl

Heptadecanoilcarnitina™ C17%* C,D%, B12 def (mat), TCN2¥

Octadecanoilcarnitina c18 CUD, CPT la, CPT ll, CACT, LCHAD, TFP, VLCAD, GA 2, GA 1,

(estearoilcarnitina) 3MCC (mat)

Octadecenoilcarnitina (oleoilcamitina) C18:1 CUD, CPT la, CPT Ill, CACT, LCHAD, TFP, VLCAD, GA 2, GA 1,
3MCC (mat)

Octadecadienoilcarnitina C18:2 CPT la, CPT I, CACT, LCHAD, VLCAD, TFP, GA 2, CUD

(linoleoilcarnitina)

3-Hidroxioctadecanoilcarnitina C180H LCHAD, TFP, CACT

(3-hidroxiestearoilcarnitina)

3-Hidroxioctadecenoilcarnitina C18:10H LCHAD, TFP

(3-hidroxioleoilcarnitina)

3-Hidroxioctadecadienoilcarnitina /3- C18:20H LCHAD, TFP

hidroxilinoleoilcarnitina)

Eicosanoilcarnitina C20 VLCAD

(arachidoylcarnitine)

Docosanoilcarnitina C22 ALD, AGST1 - AGS 8

(behenoylcarnitine)

Tetracosanoilcarnitina C24 ALD

(lignoceroilcarnitina)

Hexacosanoilcarnitina C26 ZS/PBD-ZSS, ALD, AGS1 - AGS 8

(cerotoilcarnitina)

Cetonas

Succinilacetona SUAC TYRI

Nucleosideos
Adenosina *** Ado ADA-SCID
2'-Deoxiadenosina *** dAdo ADA-SCID

Lisofosfolipideos

1-Arachidoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3- C20:0 LPC ZS/PBD-ZSS, Single PED, DDCH/CADDS, RDLKD, EMPF
phosphocholine 1/EMPF 2, AGS1 - AGS 8, ALD

(C20:0 lysophosphatidylcholine)

1-Behenoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3- C22:0 LPC ZS/PBD-ZSS, Single PED, DDCH/CADDS, RDLKD, EMPF
phosphocholine 1/EMPF 2, AGS1 - AGS 8, ALD

(C22:0 lysophosphatidylcholine)

1-Lignoceroil-2-hidroxi-sn-glicero-3- C24:0 LPC ZS/PBD-ZSS, Single PED, DDCH/CADDS, RDLKD, EMPF
fosfocolina 1/EMPF 2, AGS1 - AGS 8, ALD

(C24:0 lisofosfatidilcolina)

1-Hexacosanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3- C26:0 LPC ALD, ZS/PBD-ZSS, Single PED, DDCH/CADDS, RDLKD, AGS1
fosfocolina - AGS 8, EMPF 1/EMPF 2

(C26:0 lisofosfatidilcolina)

Creatina e metabdlitos relacionados

Creatina CRE GAMT, GSD Il
Creatinina CRN GSD I
Acido Guanidinoacético GAA GAMT

Isémeros ou isébaros; com este método, eles ndo podem ser distinguidos no experimento de espectrometria
de massa em tandem; portanto, uma estimativa somada (ou uma estimativa pela soma dos isémeros) é
fornecida nesses casos; as abreviacdes correspondem co isdbaro/isémero na mesma linha, enquanto as
doencas associadas correspondem a todos os isémeros/isébaros na linha da tabela, a menos que indicado
o contrdrio (veja F e # abaixo).

s Erros Inatos do Metabolismo (EIMs) em negrito séo descritos como aqueles para os quais se deve rastrear
usando o andlito indicado como um marcador primdrio, enquanto os outros séo descritos como marcadores
secunddrios ou parte de razdes informativas.

Tirosinemia transitéria e deficiéncias secunddrias de carnitina podem estar associadas a EIMs, mas, elas
préprias, ndo sdo alvos do rastreamento.

HHE Ado e dAdo s6 podem ser determinados quando se utiliza o "Mix de Padré&o Interno Ado, dAdo" e os controles

de qualidade de sangue seco correspondentes

for#: Apenas o isdmero/isébaro rotulado correspondentemente é relevante para a doenca indicada; nos casos em
que apenas algumas, mas n&o todas as publicacdes, associam especificamente um dos isémeros/isébaros ao
EIM, o rétulo correspondente estd entre colchetes.
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Abreviacdes dos Erros Inatos do Metabolismo (cédigos OMIM entre parénteses): Informacdes detalhadas
sobre os erros inatos do metabolismo podem ser encontradas buscando pelos cédigos OMIM no site
OMIM.org (Online Mendelian Inheritance in Man)):

2M3HBA (300438): Acidiria/acidemia 2-metil-3-hidroxibutirica; 2MBG (610006): 2-Metilbutirilglicindria; 3MCC (210200; 210210):
Deficiéncia de 3-metilcrotonikCoA carboxilase (pode incluir o fipo materno (mat)); 3MCC (mat): Deficiéncia materna de 3-mefilcrotonil-
CoA carboxilase; 3MGA (250950): Aciddria/acidemia 3-metilglutacénica tipo |; AADCD (608643): Deficiéncia de aromdtica L-
aminodcido descarboxilase; ADA-SCID (102700): Imunodeficiéncia combinada severa por deficiéncia de adenosina deaminase; AGS1
- AGS 8 (225750; 610181; 610329; 610333; 612952; 615010, 615846, 619486, 619487): Sindrome de Aicardi-Goutiéres; ALD
(300100): Adrenoleucodistrofia ligada ao X; ARG (207800): Argininemia; ASA (207900): Acidiria argininosuccinica; B12 def (mat):
Deficiéncia de B12 (materna); BIOPT (BS) (261640): Defeitos na biossintese da biopterina (cofator); BIOPT (REG) (261630): Defeito na
regeneracdo da biopterina (cofator); BIOT (253260): Deficiéncia de biotinidase; BKT (203750): Deficiéncia de beta-cetotiolase /
deficiéncia de 3-oxofiolase; CACT (212138): Deficiéncia do transportador de carnitina-acilcarnitina; Cbl A,B (251100; 251110):
Acidemia metilmalénica (distdrbios cbl A, B); Cbl C,D (277400; 277410): Acidemia metilmalénica (Cbl C,D) / Acidemia metilmalénica
com homocistindria (mefilmalonil-CoA mutase e homocisteina: metiltransferase MTHF / proteina MMADHC); Cbl D v1 (277410):
Deficiéncia de metfilcobalamina tipo cbIDv1; Chl E (236270): Deficiéncia de metilcobalamina tipo cblE; Cbl F (277380): Acidemia
metilmalénica com homocistindria, tipo cblF; Cbl G (250940): Deficiéncia de metilcobalamina fipo cblG; CIT | (215700): Citrulinemia
tipo I; CIT Il (605814): Citrulinemia tipo Il; CPS (608307; 237300): Deficiéncia de carbamoil fosfato sintetase; CPT la (255120):
Deficiéncia de caritina palmitoiltransferase tipo la; CPT Il (255110; 608836; 600649): Deficiéncia de carnitina palmitoiltransferase tipo
I, CUD (212140): Defeito de captacdo/transporte de carnitina (pode incluir o tipo materno); DDCH/CADDS (300475): Sindrome de
delecdo contigua ABCD1 DXS1357E; DE RED (616034): Deficiéncia de 2,4-dienoil-CoA redutase / deficiéncia de dienoil-CoA redutase
causada por deficiéncia de NAD kinase 2 mitocondrial; ECHS1D (616277): Deficiéncia de enoil-CoA hidratase de cadeia curta; EE
(602473): Encefalopatia etilmalénica; EMPF 1/EMPF 2 (614388; 617086): Defeitos de fissdo peroxissomal / encefalopatia por fisséo
mitocondrial e peroxissomal defeituosa; GA 1 (231670): Acidemia glutérica fipo | (pode incluir o tipo materno); GA 1 (mat): Acidemia
glutdrica tipo | materna; GA 2 (231680): Deficiéncia de mltiplas acil-CoA desidrogenases (MAD) / acidemia glutdrica tipo Il; GACR
(258870): Atrofia girata da coroide e refina / deficiéncia de ornitina aminotransferase; GAMT (612736): Deficiéncia de
guanidinoacetato metiltransferase / sindrome de deficiéncia cerebral de creatina 2; GNMT (606664): Deficiéncia de glicina N-
metiltransferase; GSD Il (232300): Doenca de depésito de glicogénio tipo Il / Doenca de Pompe; HCY (236200): Homocistindria (CBS);
HADH (231530): Deficiéncia de curta cadeia 3-hidroxiaci-CoA desidrogenase; HHH (238970): Sindrome de hiperornitinemia-
hiperamonemia-homocitrulindria; HIBCHD (250620): Deficiéncia de 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolase; HMG (246450): Aciddria 3-
hidroxi-3-metilglutérica; HPHE (261600): Hiperfenilalaninemia (benigna); HYRPRO1/HP (239500): Hiperprolinemia tfipo |;
HYRPRO2/HPI (239510): Hiperprolinemia tipo Il; IBG/IBDD (611283): Deficiéncia de isobutiri-CoA desidrogenase /
Isobutirilglicindria; IVA (243500): Acidemia isovalérica; LCHAD (609016): Deficiéncia de longa cadeia L-3-hidroxi acil-CoA
desidrogenase; LYS (238700): Hiperlisinemia; M/SCHAD (601609): Deficiéncia de média/curta cadeia L-3-hidroxi acil-CoA
desidrogenase; MAL (248360): Acidiria/acidemia malénica; MCAD (201450): Deficiéncia de média cadeia acil-CoA desidrogenase;
MCD (253270): Deficiéncia de holocarboxilase sintetase / deficiéncia multipla de carboxilase; MCKAT (602199): Deficiéncia de
medium-chain ketoacyl-CoA dehydrogenase/tiolase; MET/MAT (250850; 613752; 606664): Hipermetioninemia incl. Deficiéncia de
metionina adenosiltransferase; MSUD (248600): Doenca da urina de xarope de bordo; MTHFR (236250): Deficiéncia de
metilenotetrahidrofolato redutase; MUT (251000): Acidemia mefilmal&nica; NAGS (237310): Deficiéncia de N-acetilglutamato sintase;
NKHG (605899): Hiperglicinemia néo cetética (sinénimo: encefalopatia glicinica, GCE); OH-PRO (237000): Hidroxiprolinemia /
deficiéncia de 4-hidroxi-L-prolina oxidase; OTC (300461; 311250): Deficiéncia de omitina transcarbamilase; PA/PROP (606054):
Acidemia propiénica; PC (266150): Deficiéncia de piruvato carboxilase; PDHXD (245348, 245349, 246900, 312170, 608782,
614111): Deficiéncia do complexo da piruvato desidrogenase, incluindo deficiéncia de piruvato desidrogenase E2, deficiéncia de
piruvato desidrogenase E3, deficiéncia de diidrolipoamida desidrogenase, deficiéncia de piruvato desidrogenase E1-alfa, deficiéncia de
piruvato desidrogenase fosfatase, deficiéncia de piruvato desidrogenase El-beta; PKU (261600): Fenilcetoniria classica; RDLKD
(618863): Deficiéncia da Proteina 5 com Dominio de ligacdo a Acil-CoA / distrofia refinal com leucodistrofia; SAHH (613752):
Deficiéncia de S-adenosilhomocisteina hidrolase; SCAD (201470): Deficiéncia de curta cadeia acil-CoA desidrogenase; SCD:
Deficiéncias secunddrias de carnitina (ex., em acidemias orgdnicas e distirbios de oxidacdo de dcidos graxos); SER (614023, 610992,
601815, 256520, 616038): Sindrome da deficiéncia de serina (incl. Sindrome de Neu-laxova) causada por deficiéncia de 3-
fosfoglicerato desidrogenase, deficiéncia de 3fosfoserina fosfatase ou deficiéncia de fosfoserina aminotransferase; Single PED:
Deficiéncias de Enzimas Peroxissomais Isoladas, inclui deficiéncia da proteina D-bifuncional (DBP) (261515) e deficiéncia de acil-CoA
oxidase peroxissomal (ACOX1) (264470); SUCLA2 (603921): Deficiéncia de succinil-CoA sintetase; TCN2 (275350): Deficiéncia de
transcobalamina II; TFP (609015): Deficiéncia da proteina trifuncional; Tyr (trans) (ORPHA:3402): Tirosinemia transitéria; TYR | (276700):
Tirosinemia tipo I; TYR Il (276600): Tirosinemia tipo II; TYR Il (276710): Tirosinemia tipo lll; VAL (277100): Valinemia; VLCAD (201475):
Deficiéncia de muito longa cadeia acil-CoA desidrogenase; ZS/PBD-ZSS (214100; 214110; 614859; 614862; 614866; 614870;
614872; 614876; 614882; 614883; 614886): Sindrome de Zellweger / Distirbios da biogénese peroxissomal.
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2.4 Llimitagées Clinicas

Este teste é destinado & triagem. Nenhum diagnéstico pode ser feito com base exclusiva nos resultados
obtidos. Recém-nascidos identificados com achados presuntivos exigem testes adicionais e avaliacéo clinica
para confirmar sua condicdo como afetados ou ndo afetados. Além disso, os usudrios devem seguir as
diretrizes locais em relacdo aos testes confirmatérios.

A interpretacdo médica dos resultados adquiridos com este ensaio deve ser realizada apenas por pessoal
com treinamento médico apropriado ou por um especialista em metabolismo.

Né&o existem intervalos de referéncia e valores de corte universalmente aplicaveis para os analitos cobertos
por este ensaio. Resultados obtidos usando métodos diferentes ndo podem ser transferidos. Fatores de
conversdo entre diferentes métodos de andlise ndo devem ser usados para prever resultados para um
paciente em particular. Os laboratérios devem indicar o método utilizado para andlise para permitir uma
interpretacdo precisa dos resultados. Os usudrios devem especificar seus préprios intervalos de referéncia e
valores de corte com base na avaliacdo clinica. Diferentes pontos de corte podem ser necessdrios para
diferentes sistemas de MS/MS (espectrometria de massa em tandem), mesmo ao usar o mesmo ensaio.

Devido a diretrizes especificas de cada pais e regido, a coleta de sangue para a triagem neonatal pode ser
realizada em vdrios momentos (horas) apés o nascimento. Uma vez que a concentracdo de analitos
especificos é influenciada pelo momento da coleta de sangue, pode ser necessdrio implementar intervalos
de referéncia e valores de corte especificos para a idade, a fim de interpretar os resultados com preciséo.
Além disso, cada laboratério deve seguir os regulamentos locais correspondentes. Observe que recém-
nascidos afetados s6 podem ser identificados se os niveis dos analitos estiverem anormais no momento da
amostragem. Dependendo do tempo estabelecido para a amostragem em sua populacéo, alguns distirbios-
alvo podem ndo ser detectdveis ainda.

E importante notar que alguns compostos isoméricos ou isobdricos ndo podem ser distinguidos usando este
método (andlise por injecdo de fluxo-espectrometria de massa em tandem). Assim, nestes casos particulares,
é fornecida uma estimativa somada de miltiplos isémeros/isébaros. Portanto, testes de acompanhamento
devem ser realizados para identificar o(s) andlito(s) que levaram ao resultado anormal.

Embora este seja um teste quantitativo, a amostragem de spots de sangue seco em papel de filtro pode afetar
os resultados da triagem, por exemplo, com base em diferencas no hematécrito (o hematdcrito é reconhecido
como um fator significativo que afeta as caracteristicas de uma amostra de spot de sangue seco). Certifique-
se de aderir as diretrizes locais e internacionais aplicdveis em relacdo & coleta de espécimes (por exemplo,
Norma CLSI NBSO1-Ed7, 2021 [3]).

Por favor, considere as informacdes sobre coleta e armazenamento da amostra do paciente (ver capitulo
5.1) e sobre possiveis interferéncias (ver capitulo 11) ao utilizar o ensaio.
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3 Sistema LC-MS/MS

Cuidado:

Ao utilizar os reagentes, cumprir com as informacées de perigo no Anexo |.

Para a utilizacdo correta do seu sistema de LC-MS/MS, leia o manual de instrucdes correspondente. Se tiver
alguma divida, contacte o fabricante do instrumento. Pode ser necessdrio treinamento pelo fabricante.

3.1 Equipamento de uso geral

Este capitulo lista todo o equipamento adicional de uso geral néo listado no capitulo 1 que é necessario ou
recomendado para a andlise FIA-MS/MS de aminodcidos, succinilacetona, carnitina livre, acilcarnitinas,
lisofosfolipidios, nucleosideos, creatina e metabolitos relacionados & creatina em sangue seco, utilizando os

ensaios 57075, 57075-ADO, 57075-F e 57075-F-ADO.

Equipamento essencial

—  Espectréometro de massa tandem de triplo quadrupolo com fonte ESI (desde que forneca sensibilidade
suficiente)

- Sistema HPLC incluindo amostrador automdtico (autosampler)

- Software especial de avaliacéo

- Picotador manual ou automdtico para perfurar a amostra, com diémetro de 1/8 de polegada (3,2 mm)

- Agitador termostatizado para placas de 96 pocos:

- Recomenda-se a utilizacdo de 2 agitadores separados, um para a extracdo & temperatura ambiente e outro
para a extracdo/incubacdo a 45 °C.

—  Rolo de borracha para selar as placas de 96 pocos com folhas de protecdo

—  Baldo volumétrico de 50,0 mL

Para preparacéo de amostra com Placas de Filtro de 96 Pocos:
- Centrifuga para placa filtrante de 96 pocos (velocidade: minimo de 2200 x g; 3000 x g recomendado)

Equipamento opcional/recomendado
—  Funcdo de refrigeracdo no amostrador automdtico

3.2 Pardmetros do instrumento HPLC

As substéncias sdo introduzidas no MS/MS por injecdo de fluxo (flow injection) usando um gradiente de fluxo.
Manter a fase mével fechada ou tampada, mesmo durante a utilizacdo. N&o é necessaria coluna HPLC nem
forno de colunas. Conectar o sistema HPLC ao sistema MS/MS através do Pré-filtro PEEK (n° de pedido 57016)
e do Capilar Restritor (n® de pedido 55018).

Nota:
A utilizacdo de um préfiltro (Préfiltro PEEK 2 pm, n° de pedido 57016) é obrigatéria para garantir o
desempenho andlitico do ensaio.

Configuragées do instrumento:

Amostrador automdtico: Refrigeracdo recomendada, ver capitulo 5.7
Volume de injecdo: 10 pL

Tempo de andlise: 1,7 min

Gradiente de fluxo: 20 a 600 pL/min

Solucdo de lavagem da agulha para o injetor: Solucéo de Lavagem (no. de pedido 57007)
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Perfil do Gradiente:

O perfil de gradiente mostrado abaixo e o exemplo de um cromatograma no capitulo 6.3 destinam-se a servir
como base para otimizacdo. Devido aos diferentes volumes mortos de sistemas HPLC individuais, o perfil de
gradiente pode ter que ser modificado. Se o sistema capilar ou o volume de injecdo forem alterados, o
gradiente deve ser verificado e ajustado conforme necessario.

Tabela 1: Perfil do Gradiente

Tempo 0,01 min 0,20 min 0,21 min 1,21 min 1,22 min 1,70 min
Fluxo 200 pl/min 200 pL/min 20 pl/min 20 pL/min 600 pl/min 600 pl/min
700
600
S 500
£
>
= 400
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2
3 300
0
200
100
0
0 0.2 04 0.6 0.8 1 12 14 16
Time [min]

Figura 1: Diagrama do perfil de gradiente

3.3 Operacdo MS/MS

Principio de Funcionamento:

Espectrometros de massa medem moléculas de acordo com sua razdo massa-carga (m/z). Os analitos primeiro
precisam ser ionizados e transferidos para a fase gasosa. A ionizacdo por electrospray (ESI) mostrou-se um
método de ionizacdo altamente versétil e de fécil utilizacdo para este propdsito.

O método de espectrometria de massa em tandem de triplo quadrupolo utiliza vdrios modos de medicdo. O
dnico utilizado para o ensaio aqui apresentado é o monitoramento de reacdes multiplas.

Monitoramento de reagdes multiplas (MRM):

No modo MRM, ambos os filtros de massa, o primeiro e o segundo s&o configurados estaticamente para
uma razdo massa-carga (m/z) especifica. No MS 1, o ion molecular do analito é geralmente selecionado.
ions com uma razéo massa-carga diferente néo séo detectados. O fon molecular sofre fragmentacdo na
célula de colisdo (Q2) e o MS 2 detecta o ion fragmento caracteristico. Todas as transicdes MRM sdo
fornecidas no capitulo 4. O modo MRM permite uma quantificacdo excecionalmente sensivel e seletiva.
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3.4 Oftimizacdo dos MRMs (Tuning)

Antes de iniciar o tuning, é altamente recomendével verificar a precisdo e a resolucdo de massa do sistema
MS/MS. Se a precisdo e a resolucdo de massa estiverem fora das especificacdes do fabricante do
instrumento, uma nova calibracdo do espectrémetro de massa é recomendada. Apéds isso, as transicdes
MRM do analito devem ser ajustadas da seguinte forma:

1. Dilua os Tuning Mixes (n°s de pedido 57097-1, 57097-2 e 57098) com a Fase Mével (n° de
pedido 57001) de forma apropriada para o dispositivo especifico (por exemplo, 1:50 para
instrumentos da série SCIEX 4500 ou Waters Xevo TQ-S micro).

2. Injete o Tuning Mix diluido ou infunda-o diretamente usando uma bomba de seringa (fluxo de 0,02
mL/min).

3. Use o Q1 Scan (Varredura MS) para determinar as posicdes exatas do sinal maximo das massas
no MS1 (ions precursores/pai) (com pelo menos uma casa decimal).

4. Determine as posicdes exatas do sinal maximo das massas no MS2 (ions produto/filho) por meio
de uma varredura de ion produto (product ion scan) (com pelo menos uma casa decimal).

5. Ofimize os parémetros individuais para cada transicdio MRM (por exemplo, energia de colisdo).

6. Use as transicdes MRM ofimizadas para ofimizar os parédmetros da fonte de ions, especialmente a
voltagem do capilar, a temperatura e os fluxos de gases.

3.5 Faixa de Medi¢éo Analitica

A determinacéo do limite inferior da faixa de medida andlitica pode ser realizada de acordo com diretrizes
conhecidas.

A determinacéo do limite superior da faixa de medida analitica pode ser necessdria, especialmente ao
utilizar espectrémetros de massa com faixas dindmicas lineares baixas. Para este fim, os Conjuntos de

Linearidade de Spot de Sangue Seco Multinivel (n°s de pedido 57080 e 57090) podem ser usados da

seguinte forma:

1. Prepare todos os 6 niveis do Conjunto de Linearidade de Spot de Sangue Seco Multinivel (n° de pedido
57080) ou do Conjunto de linearidade de Spot de Sangue Seco Multinivel incl. Ado, dAdo (n° de
pedido 57090) de acordo com o capitulo 5.6.

2. Injete as amostras preparadas em ordem crescente (do nivel mais baixo para o mais alto).

3. Calcule as concentracdes de todos os niveis de acordo com o capitulo 6.4.

4. Verifique se as concentracdes determinadas possuem uma correlacdo linear com suas concentracdes
enriquecidas declaradas na folha de informacées do produto:

a) Se ndo houver correlacdo linear, remova os niveis mais altos sucessivamente do conjunto de
dados para os analitos em questdo e repita o célculo até que uma correlacéo linear possa ser
demonstrada.

bj O nivel mais alto resultante, com sua concentracéo de analito obtida (=medida), é definido como
o limite superior da faixa dindmica linear no sistema utilizado.

Nota

As concentracdes declaradas na bula de informacdes do produto dos Conjuntos de Linearidade séo valores
enriquecidos e ndo devem ser usadas para calibrar o sistema de andlise para a quantificacdo de amostras
de pacientes.
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3.6 Inicializagdo do Sistema

Antes de iniciar uma sequéncia, prepare o sistema LC-MS/MS da seguinte forma:

4.

Nota:

Lave a linha de solvente com Fase Mével (n° de pedido 57001) e enxague todo o sistema HPLC por
aproximadamente 5 minutos usando as condicdes iniciais do método. Além disso, lave a linha de solvente
do amostrador automdtico (autosampler) para lavagem externa da agulha com Solucdo de Lavagem (n°
de pedido 57007).

Monte a Capilar Restritora (n° de pedido 55015) incluindo o Préfiliro PEEK (n° de pedido 55033) e
equilibre o sistema por cerca de 15 minutos, usando as condicdes iniciais do método.

Redlize trés injecdes sem matriz (matrixfree) (por exemplo, com Fase Mével, n° de pedido 57001),
seguidas de pelo menos trés injecdes do eluato do Controle de Mancha de Sangue Seco Nivel | (n°s de
pedido 0195 ou 0295) até que as intensidades do sinal dos andlitos e dos padrdes internos estejam
consistentes e estdveis.

Inicie a sequéncia

Verifique a precisdo de massa e a resolucdo do espectrémetro de massa periodicamente e recalibre o
espectrometro de massa se notar desvios.

3.7 Desligamento do Sistema

Para pausar a operacéo, desligue a bomba HPLC e deixe a fase mével dentro do sistema HPLC. E pouco provével
que se formem cristais de sal nas vedacées dos pistées das bombas HPLC. Para proteger a fonte de ions e o
multiplicador (detector), coloque o sistema MS/MS em modo de espera (standby mode). Deixe as bombas de

vécuo do sistema MS/MS ligadas.

Para preparar o sistema para uma froca de ensaio, desmonte o Capilar Restritor incluindo o Préfiliro PEEK do
sistema. Uma lavagem do sistema com metanol 50% é possivel.

Para uma parada mais longa, desligue a bomba HPLC e coloque o sislema MS/MS em modo de espera.

4 Transicdes MRM

A tabela a seguir inclui todas as transicées MRM para os analitos e seus padrées internos marcados com
isétopos estdveis. Meca os analitos e os padrdes internos no modo de ionizacdo positiva (ESI positivo).

Tabela 2: Transices MRM recomendadas para aminodcidos, succinilacetona, carnitina livre, acilcarnitinas,

lisofosfolipidios, nucleosideos, creatina e metabdlitos relacionados & creatina

Substéncia Abreviagdo Transicdo de massa
(MRM)

Aminodcidos

*Alanina/sarcosina Ala/Sar 90 > 44

Alanina-D4 Ala-D4 94 > 48

Arginina Arg 175>70

Arginina-13C6 Arg-13C6 181 >74

Acido argininosuccinico Asa 291>70

Acido argininosuccinico -13C6, 15N4 Asa-13C6,15N4 301 >75
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Substdncia

Citrulina
Citrulina-D4
*Glutamina/lisina
Glutamina-13C5
Acido glutdmico
Acido glutamico-D3
Glicina
Glicina-13C2,15N
*Leucina/isoleucina/alo-isoleucina/hidroxiprolina
Leucina-D3
Metionina
Metionina-D3
Ornitina
Ornitina-D6
Fenilalanina
Fenilalanina-13C6
Prolina

Prolina-D7

Serina

Serina-D3

Tirosina
Tirosina-D4

Valina

Valina-D8
3-O-meti-DOPA
3-O-meti-DOPA-D3

Carnitinas

Carnitina livre

Carnitina livre-D9

Acetilcarnitina

Acetilcarnitina-D3
Propionilcarnitina
Propionilcarnitina-D3
*Butirilcarnitina/isobutirilcarnitina

Butirilcarnitina-D3

*(Metilmalonilcarnitina/succinilcarnitina) /
(3-Hidroxiisovalerilcarnitina/2-metil-3-hidroxibutirilcarnitina)

3-Hidroxiisovalerilcarnitina-D3
*sovalerilcarnitina/2-mefilbutirilcarnitina
Isovalerilcarnitina-D9
*Glutarilcarnitina/3-hidroxihexanoilcarnitina
Glutarilcarnitina-Dé

Hexanoilcarnitina

Hexanoilcarnitina-D3

Octanoilcarnitina

Octanoilcarnitina-D3

Decanoilcarnitina

Abreviagdo

Cit

CitD4
Gln/Lys
GIn-13C5
Glu
Glu-D3
Gly
Gly-13C2,15N
Xleu
Leu-D3
Met
Met-D3
Orn
Orn-D6
Phe
Phe-13C6
Pro
Pro-D7
Ser
SerD3
Tyr
Tyr-D4
Val
Val-D8
3-OMD
3-OMD-D3

Co

C0-D?

C2

C2-D3

C3

C3-D3

C4

C4-D3
C4DC/C50H

C50H-D3

(69)

C5-D9
C5DC/C6CH
C5DC-D6

Cé

Cé6-D3

C8

C8-D3

Ci10

CHROMSYSTEMS

Transicdo de massa

(MRM)

176> 113
180> 117
147 > 84
152 > 88
148 > 130
151> 133
76> 30

79> 32

132> 86
135 > 89
150> 133
153> 136
133>70
139>76
166 > 120
172> 126
116 >70
123>77
106 > 60
109 > 63
182> 136
186 > 140
118>72
126 > 80
212> 153
215> 156

162 > 85
171> 85
204 > 85
207 > 85
218>85
221>85
232>85

235> 85
262 > 85

265 > 85
246 > 85
255> 85
276> 85
282> 85
260 > 85
263 > 85
288 > 85
291>85
316 > 85
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Substdncia

Decanoilcarnitina-D3
Dodecanoilcarmitina
Dodecanoilcarmnitina-D3
Tetradecanoilcarnitina
Tetradecanoilcarnitina-D3
Hexadecanoilcarnitina
Hexadecanoilcarnitina-D3
3-Hidroxihexadecanoilcarnitina
3-Hidroxihexadecanoilcarnitina-D3
Octadecanoilcarnitina
Octadecanoilcarnitina-D3
Hexacosanoilcarnitina

Hexacosanoilcarnitina-D3
Cetonas
Succinilacetona
Succinilacetona-13C5
Nucleosideos

Adenosina
Adenosina-13C5
2'-Deoxiadenosina

2'-Deoxiadenosina-13C5

Lisofosfolipideos
1-Hexacosanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina
1-Hexacosanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina-D4
Creatina e metabdlitos relacionados

Creatina

Creatina-D5

Creatinina
Creatinina-D3

Acido guanidinoacético

Acido guanidinoacético-13C2,15N

Abreviagdo

C10-D3
C12
C12-D3
Cl4
C14D3
Clé6
C16-D3
C16CH
C160H-D3
Ci18
C18-D3
C26
C26D3

SUAC
SUAC-13C5

Ado
Ado-13C5
dAdo
dAdo-13C5

C26:0 LPC
C26:0 LPC-D4

CRE
CRE-DS
CRN
CRN-D3
GAA

GAA-13C2,15N

CHROMSYSTEMS

Transigdo de massa

(MRM)
319>85
344 > 85
347 > 85
372> 85
375> 85
400 > 85
403 > 85
416 > 85
419> 85
428 > 85
431 > 85
540> 85
543 > 85

155> 137
160 > 142

268 > 136
273> 136
252> 136
257 > 136

636> 104
640 > 104

132 >90
137 > 95
114> 44
117 > 47
118 > 101
121> 104

* Os seguintes analitos séo isémeros ou isébaros e ndo podem ser distinguidos no experimento de espectrometria de massa

em tandem:

- Alanina/sarcosina (Ala/Sar)

- Leucina/isoleucina/alo-isoleucina/hidroxiprolina (Xlev = leucina/isoleucina/alo-isoleucina/hidroxiprolina)

- Glutamina/lisina (Gln/Lis)

- Butirilcarnitina/isobutirilcarnitina (C4)

- Isovalerilcarnitina/2-metilbutirilcarnitina (C5)

- Metilmalonilcarnitina/succinilcarnitina (C4DC)/3-hidroxiisovalerilcarnitina/2-metil-3-hidroxibutirilcarnitina (C5OH)

- Glutarilcarnitina/3-hidroxihexanoilcarnitina (C5DC/C60OH)

As massas nominais especificadas sdo pontos de partida para oftimizacdo. A posicdo das massas exatas

pode variar ligeiramente de um sistema de MS para outro e precisa ser determinada com precisdo durante
a calibragdo (tuning) do método. Para configurar o método, recomendamos especificar as posicdes de

massa com pelo menos uma casa decimal. Use os Tuning Mixes para este fim (ndmeros de pedido 57097-

1, 57097-2 e 57098, ver capitulo 3.4).
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A tabela a seguir mostra acilcarnitinas e lisofosfolipidios sem padrdes internos préprios, suas transicdes de
massa e os padrdes internos marcados isotopicamente estdveis recomendados.

Tabela 3: Transicdes MRM recomendadas para acilcarnitinas e lisofosfolipidios sem padrées internos préprios (ISTD)

Substéncia Abreviagdo MRM ISTD Recomendado
*Malonylcarnitine/(3-hydroxybutyrylcarnitine/ C3DC/C40H 248 > 85 C4D3
3-hydroxyisobutyrylcarnitine)

*Tiglylcarnitine/3-methylcrotonylcarnitine C5:1 244 > 85 C5D9

* Adipylcarnitine/3-methylglutarylcarnitine CéDC 290 > 85 C5DC-D6
Octenoylcarnitine C8:1 286 > 85 C8D3
Decenoylcarnitine C10:1 314> 85 C10-D3
Decadienoylcarnitine C10:2 312>85 C10-D3
Dodecenoylcarnitine C12:1 342> 85 C12-D3
Tetradecenoylcarnitine C14:1 370> 85 C14.D3
Tetradecadienoylcarnitine C14:2 368 > 85 C14.D3
3-Hydroxytetradecanoylcarnitine C14C0H 388> 85 C14.D3
Hexadecenoylcarnitine C16:1 398 > 85 C16D3

* 3-Hydroxyhexadecenoylcarnitine/ C16:10H/C17 414> 85 C16D3
heptadecanoylcarnitine

Octadecenoylcarnitine c18:1 426 > 85 C18D3
Octadecadienoylcarnitine C18:2 424 > 85 C18D3
3-Hydroxyoctadecanoylcarnitine C180H 444 > 85 C18D3
3-Hydroxyoctadecenoylcarmnitine C18:10H 442 > 85 C18D3
3-Hydroxyoctadecadienoylcamitine C18:20H 440 > 85 C18D3
Eicosanoylcarnitine C20 456 > 85 C26D3
Docosanoylcarnitine C22 484 > 85 C26D3
Tetracosanoylcarnitine C24 512>85 C26D3
1-Arachydoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3- C20:0 LPC 552> 104 C26:0 LPC-D4
phosphocholine

1-Behenoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine C22:0 LPC 580 > 104 C26:0 LPC-D4
1-lignoceroyl-2-hydroxy-sn-glycero-3- C24:0 LPC 608 > 104 C26:0 LPC-D4

phosphocholine

* Os seguintes analitos s&o isémeros ou isébaros e ndo podem ser distinguidos no experimento de espectrometria
de massa em tandem:

- Malonilcarnitina (C3DC)/3-hidroxibutirilcarnitina/3-hidroxiisobutirilcarnitina (C4OH)

- Tigililcarnitina/3-metilcrotonilcarnitina (C5:1)

- Adipilcarnitina/3-metilglutarylcaritina (C6DC)

- 3-hidroxihexadecenoilcarnitina/heptadecanoilcarnitina (C16:1TOH/C17)

Se necessitar de mais informacdes para configurar o método no seu sistema de LC-MS/MS, por favor,

contacte a equipa de suporte da Chromsystems através da nossa linha direta +49 89 18930-111 ou
por e-mail para support@chromsystems.com.
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5 Preparo da amostra

Cuidado:

Ao utilizar os reagentes, cumprir as informacées de perigo no Anexo |.

Assegure-se de que, dentro de uma sequéncia, o lote de reagentes (incluindo os padrdes internos) utilizado

para a preparacdo da amostra, bem como o lote dos controles, ndo sejam alterados.

Cuidado:

Todos os reagentes e materiais de laboratério estdo em risco de contaminacdo por substéncias endégenas.
Evite o contacto com a pele. Use sempre luvas novas e certifique-se de que as luvas ndo entram em
contacto com fluidos corporais, especialmente suor. Se isso acontecer, troque de luvas.

5.1 Coleta e armazenamento de amostras de pacientes

Para a colheita e armazenamento de espécimes de pacientes, existem recomendacées diferentes dependendo

do pais. E fortemente recomendado o cumprimento das regulamentacées nacionais. Por exemplo, na

Alemanha, a colheita de sangue para o rastreio neonatal deve ser realizada entre 36 e 72 horas apés o
nascimento (ver as diretrizes alemas "Kinder-Richtlinie" [4]), enquanto de acordo com a Norma CLSI NBSO1-
Ed7, 2021 [3] "alguns programas de rastreio neonatal preferem que a colheita inicial seja feita apés 24 horas

do nascimento. O momento da colheita é um compromisso e a maioria dos programas de rastreio neonatal

recomenda atualmente que a colheita inicial seja feita entre as 24 e as 48 horas de idade".

O sangue é pingado num papel de filiro e seco. Recomenda-se a utilizacdo de papéis de filtro aprovados

pela FDA ou equivalentes (por exemplo, papel de filtro grau 903 ou 226). A amostra de sangue deve

preferencialmente ser colhida do calcanhar do recém-nascido. N&o deve ser utilizado sangue com EDTA ou

heparina, pois podem ser obtidos resultados falsamente negativos ou falsamente positivos!

Descricdo sumdria do procedimento de colheita de sangue:

o

Limpe o local designado para a picada no calcanhar do recém-nascido com um antisséptico. Seque o
calcanhar com uma compressa estéril.

Puncione o calcanhar do bebé com uma lanceta estéril. A ponta da lanceta deve ser menor que 2 mm; puncdes
mais profundas podem lesionar recém-nascidos pequenos.

Remova a primeira gota de sangue com uma compressa estéril.

Toque na préxima gota grande de sangue com o papel de filtro. Aguarde até que o sangue tenha impregnado
totalmente o papel e preenchido completamente o circulo designado. N&o sobreponha gotas de sangue nem
as aplique em ambos os lados do papel de filtro. Isso alteraria o volume de sangue aplicado por mancha,
podendo indicar falsamente resultados patolégicos.

Preencha cada um dos circulos restantes no papel de filiro com uma dnica gota de sangue.

Os cuidados com a ferida devem ser de acordo com a prdtica comum do hospital.

Secar as manchas de sangue durante 4 horas numa superficie seca, horizontal e ndo absorvente, a +20 a
+25 °C.

Envie os papéis de filtro secos para o laboratério no prazo de 24 horas.

Instrucées detalhadas para a colheita de espécimes podem ser encontradas no manual do fabricante do papel
de filtro e nas diretrizes alemas "Kinder-Richtlinie" [4] ou noutras regulamentacdes nacionais aplicdveis. Além
disso, a Norma CLSI NBSO1-Ed7, 2021 [3] fornece informacdes detalhadas sobre a aceitabilidade e
qualidade do espécime, referindose tanto a aspetos qualitativos (caracteristicas macroscépicas da

impregnacdo de sangue no papel de filtro) como quantitativos (volume) do sangue aplicado no papel de
filtro. A diretriz afirma: "A qualidade do espécime é um fator importante na definicdo da sua aceitabilidade,

porque a qualidade do espécime pode afetar os resultados analiticos obtidos e, consequentemente, o

resultado do rastreio neonatal. A colheita de um espécime de mé qualidade é uma das razées pelas quais
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um espécime pode ser rejeitado como inaceitdvel".

O armazenamento em ambiente de baixa humidade (inferior a 30%) & temperatura ambiente (+20 a +25 °C) é
adequado se a andlise for antecipada nas 24 a 48 horas seguintes. Humidade baixa e temperaturas baixas
(refrigerado ou abaixo de -18 °C) sdo sugeridas para armazenamento para além de 48 horas [3]. Evite
temperaturas acima de +25 °C, uma vez que temperaturas elevadas podem levar & degradacdo de alguns
analitos.

Os seguintes dados de estabilidade baseiam-se em investigacdes internas.

Devido & indisponibilidade de quantidades suficientes de sangue residual e recentemente colhido de recém-
nascidos, foi utilizado sangue total humano de adultos para este estudo.

Para analitos presentes em concentracdes suficientemente elevadas no sangue de dadores, foi utilizado sangue
de 10 adultos sauddveis diferentes. Para os analitos restantes, que ndo estdo naturalmente presentes em
concentracdes suficientes no sangue, foi utilizado um pool de sangue total humano de adultos, fortificado com
os respetivos analitos. Além disso, para alguns analitos, foram utilizados inibidores enzimdticos para simular
condicdes patoldgicas em que a atividade enzimdtica é reduzida ou estd ausente. Caso contrdrio, ndo seria
possivel obter informacées sobre a estabilidade no sangue humano devido & degradacéo enzimdtica imediata.

Apds a aplicacdo do sangue no papel de filtro, as manchas foram secas e armazenadas em sacos de aluminio
herméticos contendo sacos dessecantes e cartdes indicadores de humidade.

Tabela 4: Estabilidade de amostras de DBS de sangue adulto humano, armazenadas em sacos herméticos com umidade

abaixo de 30%.

Temperatura de Armazenamento Vida Uil
C20:0 LPC, C22:0 LPC, C24:0 LPC and C26:0 LPC: 3 dias
+30 °C Orn, CRN e C6DC: 7 dias
Todos os outros analitos: 14 dias
+20 °C 14 dias
+2 a+8 °C 4 semanas
abaixo -18 °C 3 meses
Ciclos de congelamento-descongelamento 1 ciclo

(temperatura de congelamento abaixo de -18 °C)

Nota:
E de responsabilidade de cada laboratério utilizar todas as referéncias disponiveis e/ou seus préprios
estudos para determinar critérios especificos de estabilidade.

5.2 Padrdes Internos

Estdo disponiveis trés diferentes produtos padrdo interno:

- O Mix de Padréo Interno bésico (n° de pedido 57074) contém os padrdes internos para todos os
analitos, exceto para succinilacetona, adenosina e 2'-desoxiadenosina. Ele precisa ser reconstituido
antes do preparo da amostra (ver capitulo 5.2.1 ou 5.2.2)

— O Padrao Interno Succinilacetona (n° de pedido 57044) contém o padréo interno para
succinilacetona. Ele estd pronto para uso e n&o precisa ser reconstituido.

- O Mix de Padréo Interno Ado, dAdo (n° de pedido 57474) contém os padrdes internos para
adenosina e 2'-desoxiadenosina e deve ser reconstituido em conjunto com o Mix de Padrdo
Interno bésico (n° de pedido 57074) antes do preparo da amostra (ver capitulo 5.2.2)

Os kits 57075 e 57075-F incluem o Mix de Padréo Interno bésico (n° de pedido 57074) e o Padréo Interno
Succinilacetona (n° de pedido 57044). Para a determinacdo de adenosina e 2'-desoxiadenosina, vocé
precisa adicionalmente do Mix de Padréo Interno Ado, dAdo (n° de pedido 57474).
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5.2.1  Reconstituicdo individual do Internal Standard Mix 57074

O Mix de Padréo Interno (n°® de pedido 57074) é utilizado como calibrador para cada amostra. Todos os
padrdes internos sdo rastredveis a material de referéncia de ordem superior (ver Anexo V Cadeia de
rastreabilidade). Apés a reconstituicdo, uma quantidade definida da solucéo de padréo interno é adicionada
& amostra e submetida a todo o preparo da amostra.

Antes do preparo da amostra, reconstitua o Mix de Padréo Interno com exatamente 50,0 mL de Tampéo de
Extracdo (n° de pedido 57078). Proceda da seguinte forma:

1. Remova a selagem e a tampa de borracha do frasco

A tampa de borracha deve ser removida com cuidado, para que sua parte interna ndo entre em contato
com outros objetos. Se houver vestigios do produto liofilizado em sua superficie, nenhuma acéo adicional
é necessdria; prossiga conforme descrito abaixo.

Adicione lentamente, com pipeta, 5 mL de Tampéao de Extracdo (n° de pedido 57078) no frasco original do
Mix de Padréo Interno (n° de pedido 57074).

Tampe o frasco com a tampa de borracha e reconstitua por 10 min a +20 a +25°C (sem agitar durante a
etapa de reconstituicdo de 10 min).

Remova a tampa de borracha e, em seguida, usando uma pipeta, misture o conteGdo do frasco aspirando e
dispensando-o trés vezes e, depois, transfira-o para um baldo volumétrico de 50,0 mL.

Pipete 5 mL de Tampdo de Extracdo (n° de pedido 57078) para dentro do frasco original do Mix de Padréo
Interno e tampe-o com a tampa de borracha. Misture bem o conteido do frasco (vértex) e, em seguida,

transfira o liquido para o baldo volumétrico.

6. Repita a etapa 5 mais duas vezes.

7. Complete o volume do baldo volumétrico até 50,0 mL com Tampé&o de Extracdo e misture bem o conteddo

do bala@o

Para armazenamento, a solucdo dos padrdes internos reconstituidos pode ser transferida para um frasco de
vidro émbar livie de substéncias interferentes. Recomendamos utilizar o frasco e a tampa originais,
completamente vazios, do Tampé&o de Extracdo (n° de pedido 57078). Certifique-se de identificar este frasco
de forma inequivoca.

A solucdo dos padrées internos reconstituidos possui as mesmas propriedades de perigo que o Tampdo
de Extracéo (n° de pedido 57078, ver Anexo |) e as medidas de precaucéo apropriadas devem ser
seguidas.

Evite a exposicdo a luz solar direta. As concentracdes dos padrées internos sdo dependentes do lote e
s@o fornecidas no folheto informativo do produto do Mix de Padréo Interno.

5.2.2  Reconstituicdo combinada dos Mixes de Padrao Interno 57074/57474

Se a determinacdo adicional de Ado e dAdo for realizada, ambos os Mixes de Padrdo Interno (n° de pedido
57074 e 5747 4) sdo usados como calibrador para cada amostra. Todos os padrées internos s@o rastredveis
a material de referéncia de ordem superior (ver Anexo V). Apés a reconstituicdo e unificacdo de ambos os
Mixes de Padrdo Interno, uma quantidade definida da solucdo de padréo interno resultante é adicionada &
amostra e submetida a todo o preparo da amostra.
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Antes do preparo da amostra, reconstitua e unifique os Mixes de Padréo Interno com exatamente 50,0 mL
de Tampao de Extracdo (n° de pedido 57078). Proceda da seguinte forma:

1. Remova as selagens e as tampas de borracha dos frascos

A tampa de borracha deve ser removida com cuidado, para que sua parte interna n&o entre em contato
com outros objetos. Se houver vestigios do produto liofilizado em sua superficie, nenhuma acéo adicional
é necessdria; prossiga conforme descrito abaixo.

2. Adicione lentamente, com pipeta, 5 mL de Tampéo de Extracéo (n° de pedido 57078) no frasco original
do Mix de Padrdo Interno (n° de pedido 57074)

3. Adicione lentamente, com pipeta, 5 mL de Tampdo de Extracdo (n° de pedido 57078) no frasco original
do Mix de Padréo Interno Ado, dAdo (n° de pedido 57474)

4. Tampe cada frasco com a tampa de borracha correspondente e reconstitua o Mix de Padrdo Interno por
10 min a +20 a +25°C (sem agitar durante a etapa de reconstituicdo de 10 min)

5. Remova a tampa de borracha e, em seguida, usando uma pipeta, misture o conteddo de cada frasco
aspirando e dispensando-o trés vezes e, depois, combine ambos os contetdos os transferindo para um
Unico bald@o volumétrico de 50,0 mL

6. Pipete 5 mL de Tampdo de Extracdo (n° de pedido 57078) em cada frasco original dos Mixes de Padréo
Interno e tampe-os com as tampas de borracha correspondentes. Misture bem o conteddo de cada frasco
(vortex) e, em seguida, transfira o liquido para o baléo volumétrico

7. Repita a etapa 6 mais duas vezes

8. Complete o volume do bal&o volumétrico até 50,0 mL com Tampéo de Extracéo e misture bem o conteddo
do baldo

Para armazenamento, a solucdo dos padrées internos reconstituidos pode ser transferida para um frasco de
vidro &mbar livre de substéncias interferentes. Recomendamos utilizar o frasco e a tampa originais,
completamente vazios, do Tampdo de Extracéo (n° de pedido 57078). Certifique-se de identificar este frasco
de forma inequivoca.

A solucdo dos padrées internos reconstituidos possui as mesmas propriedades de perigo que o Tampdo
de Extracdo (n° de pedido 57078, ver Apéndice |) e as medidas de precaucéo apropriadas devem ser
seguidas.

Evite a exposicdo & luz solar direta. As concentracdes dos padrdes internos sdo dependentes do lote e séo
fornecidas nos folhetos informativos dos produtos dos Mixes de Padrdo Interno.

5.2.3  Vida 0til dos Padrées Internos apéds a reconstituico
Apds a reconstituicdo com Tampdo de Extracdo de
- Mix de Padrdo Interno (n° de pedido 57074) individualmente,
- ambos os Internal Standard Mixes (n° de pedido 57074 e 57474) em combinacdo

todos os padrées internos contidos sdo estdveis conforme a seguir, mas ndo além da data indicada no rétulo:

Tabela 5: Vida itil dos Mixes de Padréo Interno (n° de pedido 57074 e 5747 4) apés reconstituicdo

Temperatura de Armazenamento Vida il Outras condicdes de armazenamento
+20 a +25 °C 3 dias Protecdo da luz, bem fechado
+2 a+8 °C 2 semanas Protecdo da luz, bem fechado
abaixo de -18 °C 1 més Protecdo da luz, bem fechado

Ciclos de congelamento/descongelamento 1 ciclo -
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5.3 Manipulagdo do Tampao de Extragdo Succinilacetona 57013

Apds o transporte em temperatura ambiente, o Tampéo de Extracdo Succinilacetona (n°® de pedido 57013)
é armazenado abaixo de -18 °C. Isto resulta em segregacdo (separacdo de componentes).

Portanto, deixe este reagente atingir a temperatura ambiente e misture-o bem (vértex) antes de usar. Uma
vez que o reagente foi descongelado apés armazenamento abaixo de -18°C, armazene-o a +2 a +8°C e
evite recongeld-lo.

Prazo de validade do Tampé&o de Extragdo Succinilacetona apés o descongelamento:
Apds o descongelamento, o Tampdo de Extracdo Succinilacetona é estdvel conforme a seguir, mas n&o além

da data indicada no rétulo:

Tabela é: Prazo de validade do Tampéo de Extracéo Succinilacetona apés o descongelamento e a primeira abertura

Temperatura de armazenamento Vida otil Ovutras condigées de armazenamento
+2 a+8 °C 2 semanas Protecdo da luz, bem fechado
Ciclos de congelamento/descongelamento 1 ciclo -

5.4 Manipulagéo dos controles

Os MassCheck® Dried Blood Spot Controls (n° de pedido 0195, 0196, 0197 e 0295, 0296, 0297) destinam-
se a monitorar a exatid&o e a precisdo de cada sequéncia analitica e s&o usados em combinacdo com os padrées
internos para garantir a rastreabilidade da concentracdo individual da amostra até padrées comercialmente
disponiveis da mais alta ordem (ver Anexo V). Estdo disponiveis em trés niveis de concentracdo diferentes. Os
spots de sangue seco s@o baseados em sangue total humano. Eles séo manuseados da mesma maneira que uma
amostra de paciente e sdo analisados em condicées de rotina, de forma andloga ao respectivo procedimento de
teste.

Os cartées de filtro sdo sensiveis & humidade e & temperatura. Por isso, a embalagem inclui um indicador de
temperatura, pacotes de dessecante (silica gel) e um cartdo indicador de humidade. Verifique os controles antes
de cada utilizacdo da seguinte forma:

1. Verifique o estado do indicador de temperatura colado: Os controles sé podem ser utilizados se todos
os campos estiverem brancos. Se um campo ficou preto, o cartdo de filtro deve ser descartado.

2. Deixe os controles atingirem a temperatura ambiente (+20 a +25 °C), evitando luz solar direta.

3. Abra a embalagem.
Verifique imediatamente o estado do indicador de humidade incluido: Se o indicador de humidade
mudou de cor de azul para rosa no nivel de 30 %, descarte o cartdo de filtro

Cuidado:
— Ao picotar os controles, use apenas a drea dentro da linha pontilhada. As concentracées dos analitos
podem desviar-se dos valores especificados na drea marginal.

-~ Como o aumento da humidade tem um efeito negativo na estabilidade do produto, o tempo fora da
embalagem hermética deve ser minimizado.

Imediatamente apés o uso, coloque o material de controle restante de volta no saco de armazenamento com
fecho de correr, sele hermeticamente e congele abaixo de -18 °C.

As concentracdes dos analitos nos controlos sdo dependentes do lote. Os valores individuais séo fornecidos
nas bulas informativas do produto que acompanham cada controle. Também pode baixar os valores em
formato de tabela Excel no centro de downloads do nosso website.
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Cuidado:

Este produto é fabricado a partir de um poo/ de sangue total humano, que foi testado pelo fabricante e
apresentou resultados negativos para infeccées pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pelo virus da
hepatite B (HBV), pelo virus da hepatite C (HCV) e pela bactéria Treponema pallidum. No entanto, um
risco potencial de infeccdo ndo pode ser totalmente excluido. Considere todos os produtos que contém
material de origem humana como potencialmente infecciosos e tenha o mesmo cuidado no manuseio deste
produto como no manuseio de amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Prazo de validade dos controles de spot de sangue seco apés a primeira abertura:
Apds a primeira abertura, os controles de spot de sangue seco sdo estdveis conforme a seguir, mas néo
além da data indicada no rétulo:

Tabela 7: Estabilidade dos controles de spot de sangue seco apés a primeira abertura

Temperatura de armazenamento Vida dtil  Outras condi¢des de armazenamento
abaixo de -18 °C 3 meses  Em saco com fecho com dessecante, bem fechado
Ciclos de congelamento/descongelamento 9ciclos -

5.5 Manipulagéo dos conjuntos de linearidade

Os Conjuntos de Linearidade para Spot de Sangue Seco Multinivel Chromsystems (n° de pedido 57080,
57090) destinam-se a verificar o extremo superior do intervalo linear dindmico do seu sistema de LC-MS/MS
(ver capitulo 3.5). O conjunto contém spots de sangue seco em seis niveis de concentracdo diferentes. Os
spots de sangue seco sdo baseados em sangue total humano. Elas sdo manuseadas da mesma maneira que
uma amostra de paciente e sdo analisadas em condicdes de rotina, de forma andloga ao respectivo
procedimento de teste.

Os cartdes de filtro dos conjuntos de linearidade sdo manuseados da mesma forma que os dos controles.
Siga as instrucdes do capitulo 5.4 e tome nota das precaucdes ali descritas:

Prazo de validade dos Conjuntos de Linearidade para Spot de Sangue Seco Multinivel apés a primeira
abertura:

Apés a primeira abertura, os Conjuntos de Linearidade para Spot de Sangue Seco Multinivel sdo estaveis
conforme a seguir, mas ndo além da data indicada no rétulo

Tabela 8: Estabilidade dos Conjuntos de Linearidade para Spot de Sangue Seco Multinivel apés a primeira abertura

Temperatura de armazenamento Vida dtil  Outras condi¢des de armazenamento
abaixo de -18 °C 3 meses Em saco com fecho com dessecante, bem fechado
Ciclos de congelamento/descongelamento 9 ciclos -

5.6 Procedimento de preparacdo de amostra

Antes da preparacdo da amostra, deixe que os reagentes/controlos/amostras armazenados congelados
ou refrigerados atinjam a temperatura ambiente. Misture bem os produtos liquidos.

A preparacdo da amostra é robusta dentro de certos limites. Para detalhes, consulte os dados de robustez
no Anexo Il.
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5.6.1  Preparo de amostra com Placa de Filtro de 96 Pocos

Para preparar as amostras de pacientes e os controlos de qualidade para andlise, execute os seguintes
passos na ordem indicada:

1. Picotagem da amostra:
Coloque uma Placa de Filiro de 96 Pocos (n° de pedido 57055) sobre uma Placa de 96 Pocos (n° de
pedido 57010). Perfure um disco de mancha de sangue seco de 1/8 de polegada (3,2 mm) do cartdo de
filtro para um poco da Placa de Filtro de 96 Pocos.

2. Extragdo:
Adicione 200 pL do Mix de Padréo Interno reconstituido (n° de pedido 57074) ou, no caso de
determinacdo adicional de Ado e dAdo, 200 pl da combinacdo reconstituida dos Mixes de Padréo Interno
(n° de pedido 57074 e 57474) (ver capitulo 5.2) a cada amostra. Sele a Placa de Filtro de 96 Pocos
com uma Ladmina Protetora (n° de pedido 5501 1) e agite ambas as placas, uma sobre a outra, a 600 rpm
por 20 min a +20 a +25 °C.

3. Centrifugagdo:
Remova a Lamina Protetora da Placa de Filtro de 96 Pocos.

Antes da centrifugacdo, verifique os niveis de liquido nos pocos da placa superior (Placa de Filtro de 96
Pocos) sem levantar a placa da placa de coleta. Se pocos individuais contiverem obviamente menos
liquido ou nenhum liquido, as amostras afetadas devem ser excluidas desta medicéo e a preparacdo da
amostra deve ser repetida para essas amostras.

Transfira o sobrenadante para a Placa de 96 Pocos por centrifugacdo a 3000 x g por 5 min. Retire a
Placa de Filtro de 96 Pocos com os discos de spot de sangue seco. Em seguida, sele a Placa de 96
Pocos que contém o eluato com uma nova L&mina Protetora (n° de pedido 55011).

4. Extracdo de succinilacetona:
Adicione primeiro 75 pL de Tampdo de Extracdo Succinilacetona (n° de pedido 57013) e, em seguida,
75 pl do Padr&o Interno Succinilacetona (n° de pedido 57044) ao disco de spot de sangue seco restante.
Sele suavemente a Placa de Filiro de 96 Pocos com uma Lamina Protetora (n° de pedido 55011) e agite
por 30 min a 45 °C e 400 rpm.

Verifique se houve algum vazamento. Se pocos individuais contiverem obviamente menos liquido ou
nenhum liquido, as amostras afetadas devem ser excluidas desta medicdo e a preparacdo da amostra
deve ser repetida para essas amostras.

5. Agrupamento dos exiratos / Centrifugacdo:
Remova as Laminas Protetoras da Placa de Filtro de 96 Pocos e da Placa de 96 Pocos. Agrupe os extratos
do passo 3 e do passo 4, centrifugando a Placa de Filtro de 96 Pocos (contendo o extrato do passo 4)
para dentro da Placa de 96 Pocos (contendo o extrato do passo 3) durante 2 min a 3000 x g.
Posteriormente, sele a Placa de 96 Pocos que contém o eluato combinado com uma Selo Térmico
Perfurdvel (n° de pedido 57014) ou um Selo Adesivo com Corte em Cruz (n° de pedido 57059).

6. Incubacdo:
Incube a Placa de 96 Pocos por 45 min a +45 °C e 400 rpm antes da injecdo.

7. Injegdo:
Injete 10 plL do eluato no sistema de LC-MS/MS.

Importante

- O Tampdo de Extracdo Succinilacetona (n° de pedido 57013) segrega-se durante o armazenamento
abaixo de -18 °C. Apds o descongelamento, este reagente deve ser misturado completamente
(vértex) antes do uso, para evitar inomogeneidades na solucdo.

- Respeite a ordem de pipetagem descrita no passo 4.

- No passo 5, as Ldminas Protetoras da Placa de Filtro de 96 Pocos (n° de pedido 57055) devem ser
removidas imediatamente apés a extracdo para evitar a condensacdo de solvente no filme.

- Em caso de falhas nas etapas de filiracéo, consulte o capitulo 12.
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5.6.2  Preparo de amostras com Placa de 96 Pocos

Para preparar as amostras de pacientes e os controlos de qualidade para andlise, execute os seguintes

passos na ordem indicada:

1.

Picotagem da amostra:

Picote um disco de spot de sangue seco de 1/8 de polegada (3,2 mm) do cartdo de filtro para um poco da
Placa de 96 Pocos (n° de pedido 57010).

ExtragGo:

Adicione 200 pl do Mix de Padré&o Interno reconstituido (n® de pedido 57074) ou, no caso de determinacdo
adicional de Ado e dAdo, 200 plL da combinacéo reconstituida dos Mixes de Padréo Interno (n° de pedido
57074 e 57474) (ver capitulo 5.2) a cada amostra. Sele a Placa de 96 Pocos com uma L&mina Protetora
(n° de pedido 55011) e agite a 600 rpm por 20 min a +20 a +25 °C.

. Transferéncia:

Remova a Lamina Protetora da Placa de 96 Pocos. Transfira o sobrenadante para uma nova Placa de 96
Pocos (n° de pedido 57010) e sele-a com uma nova Lamina Protetora (n° de pedido 55011). Tome cuidado
para transferir o sobrenadante de forma mais completa possivel, de modo a que n&o reste liquido nos discos
de spot de sangue seco.

Extragdo da succinilacetona:

. Adicione primeiro 75 pl do Padrdo Interno Succinilacetona (n° de pedido 57044) e, em seguida, 75 pl de

Tampdo de Extracdo Succinilacetona (n° de pedido 57013) ao disco de spot de sangue seco restante. Sele
a Placa de 96 Pocos com uma Lémina Protetora (n° de pedido 55011) e agite por 30 min a 45 °C e 400
rpm.

Agrupamento dos extratos:

Remova as Laminas Protetoras de ambas as Placas de 96 Pocos e pipete o extrato do passo 4 para o extrato
do passo 3. Sele a Placa de 96 Pocos com um Selo Térmico Perfurdvel (n° de pedido 57014) ou um Selo
Adesivo com Corte em Cruz (n° de pedido 57059).

Incubagao:

Antes da injecdo, agite a Placa de 96 Pocos por 45 min a +45 °C e 400 rpm.

Injegdo:

Injete 10 plL do eluato no sistema de LC-MS/MS.

Importante

O Tampdo de Extracdo Succinilacetona (n° de pedido 57013) segrega-se durante o armazenamento
abaixo de -18 °C. Apds o descongelamento, este reagente deve ser misturado completamente (vértex)
antes do uso, para evitar inomogeneidades na solucéo.

No passo 5, as Laminas Protetoras da Placa de 96 Pogos (n° de pedido 57010) devem ser removidas
imediatamente apds a extracdo para evitar a condensacdo de solvente no filme.

5.7 Vida itil das amostras preparadas

As amostras preparadas para andlise de acordo com o capitulo 5.6 tém a seguinte estabilidade quando
seladas com Selos Térmicos Perfurdveis (n° de pedido 57014), desde que o selo térmico ndo tenha sido

perfurado:

Tabela 9: Prazo de validade das amostras preparadas em Placas de 96 Pocos seladas com Selos Térmicos Perfurdveis (n°

de pedido 57014)

Temperatura de armazenamento Vida dtil Outras condigdes de armazenamento
+20 a +25 °C Asa, GAA: 12 horas Protecdo da luz, bem fechado
Todos os outros: 3 dias
+2 a+8 °C 5 dias Protecdo da luz, bem fechado
abaixo -18 °C 7 dias Protecdo da luz, bem fechado

Ciclos de congelamento/descongelamento 1 ciclo -
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Nota:

Devido a efeitos de evaporacdo, o prazo de validade das amostras é consideravelmente reduzido assim
que os Selos Térmicos Perfurdveis (n° de pedido 57014) séo perfurados. Neste caso, a determinacéo correta
das concentracdes pode j& ndo ser possivel. A extensdo da reducdo do prazo de validade depende
fortemente das configuracdes do autosampler.

o

Tabela 10: Prazo de validade das amostras preparadas em Placas de 96 Pocos seladas com Selos Térmicos Perfurdveis (n
de pedido 57014) apés perfuracéo da pelicula

Temperatura de armazenamento  Vida il Outra condi¢éo de armazenamento
+20 a +25 °C 6 horas Protecdo da luz

GAA: 6 horas
+2 a+8 °C C26, C26:0 LPC: 8 horas Protecdo da luz

Todos os outros analitos: 12 horas

As amostras preparadas para andlise de acordo com o capitulo 5.6 tém o seguinte prazo de validade
quando seladas com Selos Adesivos com Corte em Cruz (n° de pedido 57059), desde que a pelicula ndo
tenha sido perfurada:

Tabela 11: Prazo de validade das amostras preparadas em Placas de 96 Pocos seladas com Selos Adesivos com Corte em

Cruz (n° de pedido 57059):

Temperatura de armazenamento  Vida dfil Outra condig¢éo de armazenamento

GAA: 3 horas
+20 a +25 °C Protecdo da luz
Todos os outros analitos: 8 horas

AA: 6 h
+2 a+8 °C GAA: 6 horas ) Protecdo da luz
Todos os outros analitos: 24 horas

Nota:

Devido a efeitos de evaporacdo, o prazo de validade das amostras é consideravelmente reduzido assim
que os Selos Adesivos com Corte em Cruz (n° de pedido 57059) sdo perfuradas. Neste caso, a
determinacdo correta das concentracdes pode j& ndo ser possivel. A extensdo da reducdo do prazo de
validade depende fortemente das configuracées do autosampler.

Tabela 12: Prazo de validade das amostras preparadas em Placas de 96 Pocos seladas com Selos Adesivos com Corte em
Cruz (n° de pedido 57059) apés perfuracéo da pelicula

Temperatura de armazenamento  Vida dtil Ovutra condi¢céo de armazenamento

GAA: 3 horas
+20 a +25 °C Protecdo da luz
Todos os outros analitos: 8 horas

GAA, C26, C26:0 LPC: 6 horas

+2a+8 °C ) Protecdo da luz
Todos os outros analitos: 12 horas

5.8 Manipulacdo de amostras acima do intervalo de medicdo analitico

As concentracdes dos analitos sGo quantificdveis apenas até ao extremo superior do intervalo linear dindmico,
conforme determinado, por exemplo, de acordo com o capitulo 3.5. Concentracdes acima do intervalo de
medicdo analitico ndo séo abrangidas por uma pré-diluicdo verificada da amostra processada.
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6 Aquisicdo de dados e avaliagdo

6.1 Calibracéo do sistema de andlise

O padréo interno é utilizado como um calibrador individual para cada amostra, de modo que os efeitos de
matriz sejam reduzidos ao minimo. Para este fim, a amostra (controle, espécime) é misturada com uma
quantidade definida dos produtos de Padréo Interno (nimeros de pedido 57074, 57474, 57044). As
concentracdes dos compostos marcados isotopicamente nos produtos de Padrdo Interno dependem do lote
e sdo fornecidas na folha de informacdes do produto.

O nosso conceito para a exatiddo e a rastreabilidade metrolégica para amostras de pacientes baseia-se
adicionalmente na correcdo dos resultados de medicdo com fatores de resposta relativa (RRF, Relative
Response Factors), que sdo definidos individualmente para cada analito em cada sistema de andlise (ver
capitulo 6.4). Estes valores de RRF corrigem diferencas especificas do sistema na resposta entre os analitos
e os seus padrdes infernos correspondentes.

Esta abordagem completa a cadeia de rastreabilidade entre a concentracdo da amostra individual e o
material de referéncia utilizado para a atribuicdo de valor dos padrées internos e dos controlos (para mais
informacées, consulte o Anexo V).

6.2 Spot de sangue seco - volume de sangue

Conhecer o volume de sangue utilizado é necessario para a andlise quantitativa bem-sucedida das
amostras. O volume de sangue num disco recortado de mancha de sangue seca depende do diémetro do
disco, do hematécrito da amostra e do material do papel de filtro utilizado.

A Norma CLSI NBSO1-Ed7, 2021 [3] fornece a recomendacéo de que deve ser utilizado apenas papel
de filtro destinado & andlise de manchas de sangue secas para a triagem neonatal. Alguns papéis de filiro
que cumprem os requisitos do Apéndice C da Norma CLS| estdo comercialmente disponiveis, por exemplo,
papel de filtro grau 903 ou 226. O furador utilizado deve ter 1/8 de polegada (3,2 mm) de didmetro.

O volume de sangue num disco de spot de sangue seco depende do valor do hematécrito. Na Norma
CLSI NBSO1-Ed7, 2021 [3], é especificado sangue de doador ajustado para um valor de hematécrito de
0,55, e o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) utiliza sangue total de doador com um valor
de hematécrito de 0,50 [5].

Dependendo do valor do hematécrito, o volume de sangue varia entre 3,42 pl para um hematdcrito de
0,55 [6] e 2,86 pL para um hematécrito de 0,5 [5].

No entanto, assume-se e é geralmente aceito que o volume de sangue num disco de spot de sangue seco
com um diémetro de 3,2 mm (1/8 de polegada) é de aproximadamente 3,1 pL [7].

Como o volume de sangue utilizado varia de amostra para amostra, um procedimento de rastreio que

utiliza spots de sangue secos para a determinacdo da concentracdo é algo limitado. Para confirmar
resultados positivos de triagem, é essencial realizar testes de diagnéstico adicionais.
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6.3 Exemplo do cromatograma

O gréfico seguinte fornece um exemplo de um cromatograma criado utilizando este método.

Intensity

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6

Tempo [min]
Figura 2: Cromatograma de um MassCheck® Controle Nivel Il em Sangue Seco em Papel Filiro

6.4 Quantificacdo de resultados

A quantificacdo dos analitos é feita pela comparacéo da intensidade do sinal com a dos correspondentes padrées
internos marcados isotopicamente. Vdrias acilcarnitinas com relevancia diagnéstica, para as quais ainda ndo
estdo disponiveis padrées internos marcados isotopicamente, ainda podem ser medidas com este ensaio.
Acilcarnitinas com comprimentos de cadeia iguais apresentam aproximadamente o mesmo fator de resposta.
Recomenda-se quantificar esses marcadores de doenca com os padrdes internos marcados isotopicamente
indicados na tabela 3.

A concentracdo do analito de interesse na amostra é calculada de acordo com o seguinte principio: a razdo
entre a intensidade do pico do andlito e a do padrdo interno é determinada e multiplicada pela quantidade do
correspondente padrdo interno (concentracdo no produto, conforme especificado na bula do produto,
multiplicada pelo volume utilizado no preparo da amostra) para determinar a quantidade do analito na amostra.
Para obter a concentrac@o do analito na amostra de sangue, esse valor é entéo dividido pelo volume de sangue
na amostra preparada e corrigido usando um fator de resposta relativa (RRF) para normalizacdo especifica do
sistema de andlise.

O fator de resposta relativa (RRF) é calculado com base na andlise dos Controles MassCheck® de Spot de Sangue
Seco (nimeros de pedido 0195, 0196, 0197 ou 0295, 0296, 0297), conforme descrito abaixo. Se qualquer
outra amostra for usada para o célculo do RRF, a exatiddo dos resultados quantitativos pode ficar comprometida.

O valor final do RRF a ser usado para outros célculos é representado pela média dos valores de RRF determinados
para cada nivel de controle de qualidade. Para cada analito, deve-se verificar se os trés valores de RRF especificos
de cada nivel sdo uniformes. Se esse ndo for o caso, os parémetros de ajuste (tuning)/condicdes de medicdo
correspondentes devem ser verificados e ofimizados de acordo (consultar também o capitulo 12).

Nao use amostras de controle preparadas para determinacéo do RRF para fins de controle de qualidade.

Por favor, note que para analitos que néo estdo incluidos nos Controles MassCheck® de Mancha de Sangue
Seca, recomenda-se o uso de RRF baseados, por exemplo, nas medianas da populacéo, para garantir
resultados estdveis ao longo do tempo e em diferentes sistemas de medicdo.
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Recomendamos realizar o célculo inicial do RRF com base em medicdes em dias diferentes para levar em
conta a variacdo dia a dia do sistema de andlise utilizado.

Utilize o procedimento descrito no capitulo 7 para monitorar a adequacdo do RRF em uso. O cdlculo do
RRF pode precisar ser repetido regularmente, especialmente apés alteracdes no sistema de andlise.

Por favor, note que usar um RRF baseado apenas em nossas amostras de Controle MassCheck® de Spot
de Sangue Seco pode né&o ser suficiente para harmonizar diferentes sistemas de medic&o ou para alcancar
resultados consistentes por longos periodos no mesmo sistema em seu laboratério. O ajuste continuo do
RRF com base, por exemplo, na mediana da populacdo, pode ser necessdrio para alcancar um viés
suficientemente baixo entre instrumentos e ao longo do tempo, permitindo o uso do mesmo ponto de corte
(cutoff). Isso estd de acordo com uma sugestdo no capitulo "Comparacdo de Mdltiplos Instrumentos" do
Norma CLSI NBSO4-Ed2, 2017 [8], no caso de uso de miltiplos instrumentos. Alternativamente, pontos de
corte especificos por instrumento e ajustes de pontos de corte ao longo do tempo podem ser aplicados.

Calcule a concentracdo de um analito na amostra de sangue seco (Candite) da seguinte forma:

|Analito x ViSTD
Chndlio [pmol/L] = x CistD
lisTD x Vsangue no picote DBS X RRF
—  Concentracdo do analito na amostra de sangue = Candlio
— Intensidade do sinal do analito no eluato da amostra = | Analito
- Intensidade do sinal do padrao interno no eluato da amostra = liso
- Concentracdo do padrdo interno na solucdo de ISTD = Cisio
—  Volume de sangue contido no picote de DBS* = V.angue no picote DBS
—  Volume da solugdo do padrdo interno usado para o preparo da amostra = Vs
—  Fator de resposta relativa® = RRF

E geralmente aceito que o volume de sangue em um disco de 1/8 de polegada (3,2 mm) de spot de
sangue seco é de aproximadamente 3,1 pL.
# Para cada nivel de controle de qualidade de spot de sangue seco:

Concentracdo medida do analito

RRF =
Concentracdo alvo do analito

Nota:
O cdlculo e a aplicacdo do RRF dependem do software de andlise neonatal utilizado. Em alguns casos
(por exemplo, Waters lonlynx), a férmula fornecida abaixo deve ser aplicada:

[Analito X CISTD sample X RRF

CAndlito [Pm0|/|-] = [
ISTD

A concentracdo do padréo interno na amostra (C ISTD amostra) é fornecida na bula do produto.

VISTD
CISTD amostra [pmol/L] = x CistD
Vscngue em picote DBS

# Para cada nivel de controle de qualidade de spot de sangue seco:

Concentracdo medida do analito

RRF =
Concentracdo alvo do analito
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Nota sobre o uso de software especial para avaliagdo quantitativa:

Os volumes dos Padrées Internos 57074 (ou da combinacdo dos Padrdes Internos 57074 e 57474) e
57044 tilizados no preparo da amostra sdo diferentes entre si. Ao utilizar programas de avaliacdo que
permitem inserir apenas um volume de Pl (Padro Interno) globalmente para todos os analitos, a
concentrac@o do Pl inserida para o SUAC-13C5 deve ser multiplicada pelo quociente entre o volume
inserido no software e o volume realmente adicionado.

Exemplo:

Volume inserido no software = 200 plL

Volume de 57044 realmente adicionado =75 plL

Concentracdo de exemplo do Pl (dependente do lote, consulte a bula do produto) = 0,141 pmol/L

Concentracdo exemplo a ser inserida em pmol/L:

75 plL
200 pL

0.141 pmol/L x =0.053 pmol/L

Para o manuseio correto do software de andlise, contate o fabricante do seu sistema de MS, se necessdrio.

Se vocé precisar de mais informacdes sobre a configuracdo do método em seu sistema LC-MS/MS, entre
em contato com nossa equipe de suporte da Chromsystems ligando para nossa central +49 89 18930-
111 ou por e-mail em support@chromsystems.com.

6.5 Fatores de conversdo

A tabela a seguir lista os fatores de conversdo entre concentracdes massais e molares, e vice-versa.

Tabela 13: Fatores de conversdo

Substéncia pmol/L a mg/L mg/L a pmol/L
Aminodcidos

Ala x 0,08909 x 11,22
Arg x 0,1742 x 5,740
Asa x 0,2903 x 3,445
Cit x0,1752 x 5,708
Gln x 0,1461 x 6,843
Glu x 0,1471 x 6,797
Gly x 0,07507 x 13,32
Leu x0,1312 x 7,624
Met x 0,1492 x 6,702
Orn x0,1322 x 7,567
Phe x 0,1652 x 6,054
Pro x0,1151 x 8,686
Ser x0,1051 x 9,515
Tyr x0,1812 x 5,5191
Val x0,1171 x 8,536
3:OMD x0,2112 x 4,735
Carnitinas

Co x0,1612 x 6,204
C2 x 0,2032 x 4,920
C3 x0,2173 x 4,603
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Substancia

C40H
Cc4
C50H
C5

C5:1
C5DC
Cé
C6DC
C8

C8:1
C10
C10:1
C10:2
C12
Cl12:1
Cl4
Cl14:1
Cl14:2
C140H
Cl6
Clé6:1
C160H
C16:10H
C18
C18:1
C18:2
C180OH
C18:10H
C18:20H
C20
C22
C24
C26

Cetonas
SUAC

Nucleosideos

Ado
dAdo

Lisofosfolipideos

C20:0 LPC
C22:0 LPC
C24:0 LPC
C26:0 LPC

Creatina e metabdlitos relacionados

CRE
CRN
GAA

pmol/L a mg/L

x 0,2473
x0,2313
x 0,2613
x 0,2453
x 0,2433
x0,2753
x 0,2593
x 0,2893
x 0,2874
x 0,2854
x 0,3154
x 0,3134
x0,3114
x 0,3435
x 0,3415
x0,3716
x 0,3695
x 0,3675
x 0,3876
x 0,3996
x 0,3976
x0,4156
x0,4136
x 0,4277
x 0,4256
x 0,4236
x 0,4437
x 0,4416
x 0,4396
x 0,4557
x 0,4838
x0,5118
x 0,5399

x 0,1582

x 0,2672
x 0,2512

x0,5517
x 0,5798
x 0,6078
x 0,6359

x0,1311
x0,1131
x0,1171

CHROMSYSTEMS

mg/L a pmol/L

x 4,044
x 4,324
x 3,827
x 4,076
x 4,110
x 3,632
x 3,856
x 3,456
x 3,480
x 3,504
x 3,170
x 3,190
x 3,211
x2,911
x 2,928
x 2,691
x 2,706
x 2,721
x 2,580
x 2,502
x 2,515
x 2,406
x 2,418
x 2,338
x 2,349
x 2,361
x 2,254
x 2,264
x 2,275
x 2,194
x 2,067
x 1,954
x 1,852

x 6,323

x 3,742
x 3,980

x 1,812
x 1,725
x 1,645
x 1,573

x 7,626
x 8,840
x 8,539
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7 Controle de qualidade

Monitore a exatid&o e a precisdo das andlises incluindo os controles de qualidade MassCheck® (nGmeros
de pedido 0195, 0196, 0197 ou 0295, 0296, 0297) em cada rodada analitica. Execute os trés niveis
idealmente no inicio e no final de cada placa de 96 pocos, conforme recomendado na Norma CLSI NBS0O4-
Ed2, 2017 [8], mas pelo menos no inicio e no final da sequéncia de medicdo. Se a andlise desses controles
apresentar concentracdes fora dos intervalos indicados na bula do produto, recalcule os valores do Fator
de Resposta Relativo (RRF) (ver capitulo 6.4).

Se as concentracdes dos controles continuarem fora da faixa especificada apés a aplicacdo dos valores
RRF recalculados, verifique o sistema, o procedimento de preparo da amostra, bem como o cdlculo das
concentracdes do analito (ver capitulo 12).

Conforme descrito na Norma CLSI NBS04-Ed2, 2017 [8], cada laboratério deve estabelecer critérios para

aceitar os resultados das amostras de cada rodada analitica. Esses critérios sGo baseados principalmente
na andlise dos controles de qualidade.

8 Armazenamento e transporte dos componentes do kit

Fechados, e desde que as condicdes de transporte e armazenamento sejam atendidas, os componentes do
kit sGo estdveis até a data de validade impressa no rétulo. Transporte e armazene os componentes sob as
seguintes condicdes:

Tabela 14: Condices de transporte

Produto Condigdes de transporte
Mix de Padréo Interno (artigo no. 57074) em gelo seco

Controles de DBS (n° de pedido 0195, 0196, 0197 e 0295, 0296, 0297) em gelo seco

Todos os outros componentes listados no capitulo 1 temperatura ambiente

Desembale os componentes imediatamente apés o transporte e armazene-os conforme declarado abaixo:

Tabela 15: Condicées de armazenamento

Produto Condi¢des de armazenamento
Fase Mével (n° de pedido 57001, 57002) +18 a +30 °C

Solucdo de Enxdgue (n° de pedido 57007) +18 a +30 °C

Tampdo de Extracdo (n° de pedido 57078) +18 a +30 °C

Tampdo de Extracdo para Succinilacetona (n® de pedido 57013) abaixo de -18 °C

Mix de Padréo Interno (n° de pedido 57074) abaixo de -18 °C

Mix de Padréo Interno Ado, dAdo (n° de pedido 57474) abaixo de -18 °C

Padréo Interno Succinilacetona (n° de pedido 57044) +2 a+8 °C

Tuning Mix 1 (n° de pedido 57097-1) abaixo de -18 °C
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Produto Condigdes de transporte
Tuning Mix 2 (n° de pedido 57097-2) abaixo de -18 °C

Tuning Mix Succinilacetona (n°® de pedido 57098) +2a+8 °C

Conjunto Multinivel de Linearidade para DBS (n°® de pedido 57080, 57090) abaixo de -18 °C
Controles de DBS (n° de pedido 0195, 0196, 0197 e 0295, 0296, 0297) abaixo de -18 °C

Feche os reagentes imediatamente apés o uso e armazene-os na temperatura especificada. A vida dtil em
uso de produtos liquidos é de um ano, mas ndo se estende além da data de validade declarada. Detalhes
sobre a estabilidade dos Mix de Padrdo Interno apés a reconstituicdo, do Tampdo de Extracdo para
Succinilacetona apés o descongelamento, bem como dos Controles de Amostra de Sangue Seco
MassCheck® e dos Conjuntos Multinivel de Linearidade para Amostra de Sangue Seco apés a primeira
abertura sdo fornecidos nos capitulos 5.2 a 5.5.

Materiais de laboratério ndo listados aqui podem ser armazenados a +18 a +30 °C.

A estabilidade em uso do préiliro depende das condicdes individuais sob as quais este componente é
utilizado (ex. frequéncia de uso). Considere as medidas listadas no capitulo 12 para identificar a diminuicdo
do desempenho.

Q9 Descarte de residuos

Residuos perigosos

A Fase Mével (n° de pedido 57001, 57002), a Solucdo de Lavagem (n° de pedido 57007), os Tampdes
de Extracdo (n° de pedido 57078 e 57013), o Padrdo Interno Succinilacetona (n° de pedido 57044), o
Tuning Mix 2 (n° de pedido 57097-2), o Tuning Mix para Succinilacetona (n° de pedido 57098) e os
Padrées Internos reconstituidos (n° de pedido 57074 e 57074/57474 em Tampdo de Extracdo, n° de
pedido 57078) contém solventes orgdnicos. Descarte os residuos do produto em um coletor para solventes
orgdinicos isentos de halogénio.

O Tuning Mix 1 (n° de pedido 57097-1) contém uma substéncia sensibilizante para a pele e deve ser
coletada e descartada como residuo perigoso. Residuos de amostras de pacientes e amostras preparadas,
bem como dos Controles de Amostra de Sangue Seco MassCheck® (n° de pedido 0195, 0196, 0197,
0295, 0296, 0297) e componentes dos Conjuntos Multinivel de Linearidade para Amostra de Sangue
Seco (n° de pedido 57080, 57090), além de materiais de consumo de laboratério contaminados com
material humano, devem ser coletados e descartados como residuos potencialmente infecciosos.

Residuos perigosos ndo devem ser descartados junto com o lixo doméstico. N&o descarte na rede de
abastecimento de dgua. Faca o descarte em conformidade com a Diretiva 2008/98/EC sobre Residuos e
com as exigéncias nacionais e locais. Os coletores de residuos devem ser armazenados de forma
apropriada e o acesso permitido apenas a pessoal autorizado.

Residuos ndo perigosos

As Misturas de Padrdo Interno (n° de pedido 57074, 57474) e os materiais de consumo de laboratério
ndo contaminados ndo sdo classificados como perigosos. Descarte-os em conformidade com a Diretiva
2008/98/EC sobre Residuos e com as exigéncias nacionais e locais.
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10 Intervalos de referéncia

CHROMSYSTEMS

Em um estudo piloto realizado em dois centros alem&es e uma investigacdo adicional na Chromsystems, os
seguintes percentis foram determinados usando os ensaios 57075-F e 57075-F-ADO, respectivamente.

Por favor, note que, embora os pontos de corte (cut-offs) possam ser inicialmente baseados em percentis, um ajuste
pode ser necessdrio para ofimizar a sensibilidade e a especificidade diagnéstica. Os valores mostrados abaixo
sdo especificos para a populacéo investigada (recém-nascidos triados de acordo com a "Kinderrichtlinie" alema
[4]) e para o laboratério. Cada laboratério deve determinar seus préprios intervalos de referéncia/percentis,
dependendo da populacdo investigada e dos sistemas utilizados para a medicdo. Recomendamos um
monitoramento continuo da distribuicdo populacional, bem como do desempenho clinico, para permitir os ajustes
necessdrios nos valores de corte.
Consulte o Apéndice Ill para obter dados de desempenho clinico, incluindo os valores de corte definidos.

Tabela 16: Concentracdes de analitos determinadas em amostras de sangue seco de triagem neonatal de rotina (idade
de 36 a 72 h). Os dados séo baseados em 7798 amostras individuais (5261 para os analitos Asa, 3-OMD,
C5:1, C22, C20:0 LPC) medidas com o ensaio 57075-F em um sistema de triagem Waters RenataDX™ no
Dietmar-Hopp-Stoffwechselzentrum Heidelberg e em um sistema Waters Xevo™ TQD IVD no Screening-Labor
Hannover.

Analito

Aminodcidos
Ala/Sar
Arg
Asa
Cit
Gln/Lys
Glu
Gly
Xleu
Met
Orn
Phe
Pro
Ser
Tyr
Val
3-OMD

Carnitinas
Co
C2
C3
C3DC/C40H
Cc4
C4DC/C50H
C5
C5:1
C5DC/C60H
Cé
C6DC
Cc8
C8:1
C10
C10:1
C10:2

0.1°

93,9
1,44
0,109
4,80
233
140
199
49,2
9,20
43,8
22,6
76,0
78,8
25,4
42,1
0,503

5,92

6,51

0,430
0,048
0,060
0,105
0,029
0,002
0,043
0,018
0,016
0,016
0,012
0,018
0,015
0,018

0.5°

11
1,80
0,135
5,69
353
175
230
55,6
10,6
49,2
27,1
88,6
94,4
32,3
48,1
0,563

7,26

8,57

0,582
0,059
0,076
0,122
0,035
0,004
0,052
0,022
0,022
0,020
0,015
0,023
0,019
0,022

Percentil [pmol/L]
99.5°

499
27,1
0,694
33,2
1088
582
857
212
34,6
221
88,0
301
911
210
216
1,97

51,0
57,1

4,48

0,503
0,775
0,625
0,287
0,034
0,300
0,140
0,266
0,144
0,169
0,249
0,093
0,067

99.9°

688
40,9
0,877
58,9
1232
671
1198
275
48,9
298
101
414
1451
318
264
2,39

63,6
66,4

5,51

0,599
1,25

0,858
0,712
0,051
0,363
0,193
0,316
0,244
0,228
0,393
0,117
0,080
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Andlito

C12
Cl2:1
Cl4
Cl4:1
Cl14:2
C14CH
Cl6
Cl16:1
C160H
C16:10H/C17
C18
C18:1
C18:2
C180OH
C18:10H
C18:20H
C20

C22

C24

C26

Cetonas
SUAC

Lisofosfolipideos
C20:0 LPC
C22:0 LPC
C24:0 LPC
C26:0 LPC

Creatina e metabdlitos relacionados
CRE

CRN

GAA

0.1°

0,015
0,012
0,054
0,028
0,009
0,003
0,744
0,054
0,006
0,016
0,274
0,529
0,038
0,005
0,008
0,003
0,009
0,002
0,003
0,002

0,448

0,042
0,064
0,309
0,111

137
33,5
0,238

0.5°

0,019
0,015
0,076
0,036
0,011
0,004
1,23

0,074
0,007
0,019
0,364
0,684
0,044
0,006
0,010
0,004
0,011
0,002
0,004
0,002

0,477

0,058
0,078
0,363
0,135

243
38,5
0,349

Percentil [pmol/L]

99.5°

0,262
0,275
0,449
0,325
0,047
0,041
7,25

0,496
0,060
0,101
1,72

3,09

0,464
0,047
0,041
0,021
0,074
0,010
0,025
0,017

1,04

0,425
0,479
1,51

0,538

1000
112
3,35

CHROMSYSTEMS

99.9°

0,317
0,335
0,536
0,395
0,057
0,047
8,66

0,598
0,071
0,120
2,14

3,49

0,616
0,054
0,048
0,025
0,091
0,012
0,032
0,021

0,532
0,606
1,69

0,621

1236
140
8,72

Tabela 17: Concentracées de analitos determinadas em amostras de sangue seco de rotina do teste do pezinho (idade
de 36 a 72 horas). Os dados sdo baseados em 1758 amostras individuais medidas com o ensaio 57075-F-
ADO em um equipamento Waters Xevo™ TQ-S micro em um estudo interno na Chromsystems.

Analito

0.1°
Aminodcidos
Ala/Sar 185
Arg 1,87
Asa 0,067
Cit 6,08
Gln/Lys 261
Glu 112
Gly 150
Xleu 62,8
Met 10,4
Orn 49,6
Phe 21,2
Pro 75,4

0.5°

210
2,51
0.091
6,50
360
145
192
70,3
11,3
53,6
29,7
88,0

Percentil [pmol/L]

99.5°

1035
35,8
0,590
30,1
1158
564
841
237
41,5
200
83,8
336

99.9°

1167
48,0
0,844
43,7
1287
653
1024
265
66,1
263
97,6
514
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Anadlito

0.1°
Ser 82,6
Tyr 20,8
Val 41,6
3-OMD 0,511
Carnitina livre e acilcarnitinas
Co 5,97
C2 6,60
C3 0,390
C3DC/C40H 0,067
C4 0,063
C4DC/C50H 0,130
C5 0,033
C5:1 0,008
C5DC/C60H 0,044
Cé 0,029
Cé6DC 0,043
C8 0,019
C8:1 0,018
C10 0,016
Cl10:1 0,015
C10:2 0,017
Cl12 0,015
Cl12:1 0,018
Cl4 0,042
Cl4:1 0,027
Cl14:2 0,011
C140H 0,005
Clé6 0,285
Clé6:1 0,025
C160H 0,007
C16:10H/C17 0,011
c18 0,128
Cl18:1 0,430
Ci18:2 0,039
C180H 0,006
C18:10H 0,009
C18:20H 0,006
C20 0,009
C22 0,003
C24 0,004
C26 0,003
Cetonas
SUAC 0,389
Nucleosideos
Ado 0,204
dAdo 0,008
Lisofosfolipideos
C20:0 LPC 0,051
C22:0 LPC 0,055
C24:0 LPC 0,257
C26:0 LPC 0,136

Percentil [pmol/L]

0.5°

96,6
31,1
49,6
0,580

6,82

9,04

0,534
0,076
0,079
0,147
0,041
0,010
0,056
0,033
0,050
0,022
0,021
0,023
0,019
0,018
0,022
0,020
0,069
0,035
0,013
0,006
0,510
0,041
0,009
0,017
0,235
0,560
0,045
0,008
0,011
0,006
0,010
0,003
0,004
0,003

0,410

0,284
0,009

0,055
0,062
0,289
0,149

99.5°

986
256
223
1,53

55,9

63,3

4,65

0,552
0,924
0,615
0,445
0,031
0,296
0,155
0,262
0,155
0,203
0,300
0,108
0,043
0,350
0,308
0,505
0,370
0,055
0,050
7,09

0,533
0,066
0,098
1,63

3,05

0,549
0,056
0,044
0,026
0,075
0,010
0,020
0,011

0,913

1,68
0,030

0,328
0,227
1,06

0,604

CHROMSYSTEMS

99.9°

1417
512
250
1,89

79,3

79,3

6,25

0,649
1,95

0,720
2,56

0,036
0,327
0,179
0,337
0,240
0,291
0,419
0,126
0,077
0,746
0,380
0,709
0,433
0,062
0,066
8,61

0,646
0,081
0,112
1,94

3,84

0,763
0,067
0,053
0,032
0,090
0,012
0,023
0,014

1,02

2,25
0,039

0,409
0,295
1,26

0,702
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Anadlito

0.1°
Credtina e metabdlitos relacionados
CRE 113
CRN 22,2
GAA 0,354

Percentil [pmol/L]

0.5° 99.5°
157 1063
29,9 115
0,434 2,85

CHROMSYSTEMS

99.9°

1270
157
3,68

Tabela 18: Concentracdes de analitos determinadas em amostras de sangue seco de rotina do teste do pezinho (idade
de 36 a 72 horas). Os dados sdo baseados em 1754 amostras individuais medidas com o ensaio 57075-F-
ADO em um equipamento Sciex Triple Quad™ como parte de um estudo interno na Chromsystems

Andlito 0,1°
Aminodcidos
Ala/Sar 97,2
Arg 1,31
Asa 0,185
Cit 6,02
Gln/Lys 178
Glu 139
Gly 163
Xleu 63,7
Met 7,81
Orn 45,9
Phe 26,7
Pro 79,9
Ser 73,1
Tyr 27,8
Val 50,6
3-OMD 0,355
Carnitina livre e acilcarnitinas
Co 6,85
& 4,94
C3 0,370
C3DC/C40H 0,092
C4 0,062
C4DC/C50H 0,129
C5 0,098
C5:1 0,007
C5DC/C60OH 0,056
Cé 0,029
Cé6DC 0,065
C8 0,031
C8:1 0,030
C10 0,021
Cl10:1 0,018
C10:2 0,019
Ci12 0,026
Cl12:1 0,025
Cl4 0,071
Cl14:1 0,035
Cl14:2 0,010
C140H 0,012
Cl6 0,479
Clé6:1 0,038
C160H 0,011
C16:10H/C17 0,019
C18 0,137
C18:1 0,379

Percentil [pmol/L]

0,5°

111
1,54
0,212
6,65
338
175
210
72,7
8,55
54,3
35,0
99,7
96,0
33,9
57,8
0,438

8,40
8,06
0,521
0,105
0,087
0,143
0,105
0,008
0,070
0,032
0,082
0,034
0,034
0,031
0,020
0,020
0,032
0,029
0,090
0,041
0,012
0,014
0,794
0,050
0,012
0,023
0,295
0,648

99.,5°

451
23,3
0,623
33,7
1225
566
809
256
33,2
162
100
361
764
232
251
1,08

55,9
59,3
4,34

0,503

0,707

0,680

0,451

0,025

0,309

0,139

0,318

0,160

0,187

0,243

0,097

0,043

0,277

0,264

0,492

0,271

0,045

0,058
7,96

0,503

0,066

0,104
1,81
3,19

99,9°

554
27,9
0,724
51,0
1298
680
1018
294
51,4
200
127
464
1166
316
291
1,54

84,4
64,4
4,91
0,610
1,04
0,879
0,992
0,041
0,352
0,172
0,363
0,211
0,219
0,350
0,118
0,052
0,588
0,320
0,585
0,340
0,052
0,069
8,98
0,597
0,073
0,134
2,08
3,64
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C18:2 0,073
CI180OH 0,009
C18:10H 0,011
C18:20H 0,011
C20 0,017
C22 0,006
C24 0,007
C26 0,005
Cetonas

SUAC 0,496
Nucleosideos

Ado 0,145
dAdo 0,025
Lisofosfolipideos

C20:0 LPC 0,063
C22:0 LPC 0,089
C24:0 LPC 0,341
C26:0 LPC 0,124
Credtina e metabdlitos relacionados
CRE 112

CRN 22,8

GAA 0,310

11 Teste de interferéncias

0,079
0,010
0,014
0,014
0,022
0,007
0,008
0,006

0,547

0,236
0,026

0,075
0,095
0,393
0,143

195
31,1
0,367

CHROMSYSTEMS

0,463 0,628
0,044 0,050
0,041 0,046
0,042 0,048
0,103 0,123
0,027 0,033
0,025 0,032
0,017 0,022
1,08 1,33
2,36 2,95
0,045 0,064
0,357 0,499
0,279 0,324
0,981 1,10
0,383 0,414
804 901
115 134
2,57 7,42

Drogas, metabélitos e compostos isobdricos, bem como interferentes conhecidos na literatura, foram

adicionados nas concentracdes mdaximas esperadas (ver tabela abaixo) em amostras de sangue seco (DBS)

preparadas ou em sangue total, que foi entdo aplicado em cartées de papel filiro e testado para

interferéncias usando um espectrémetro de massa SCIEX Triple Quad™ 4500MD.

Tabela 18: Substancias testadas e suas concentracées

Substéncia

Isobaric substances

beta-Alanina (isobdrica de Ala)

Acido 5-Aminolevulinico (isobdrico de Leu, CRE)
7-Metilguanina (isobdrica de Phe)
Acetilglicina (isobdrico de Val, GAA)

ADP (isobdrico de C18)

Citidina (isobdrico de C5:1)
Deoxiguanosina (isobdrico de Ado)
D-Maltose (isobdrico de C12:1)
Epianandrosterona (isobdrica de Asa)
Epicatequina (isobdrica de Asa)
Epietiocolanolona (isobdrica de Asa)
Eucaliptol (isobdrico de SUAC)

Acido Formiminoglutamico (FIGLU) (isobdrico de Arg)
Acido Félico (isobdrico de C18:10H)
Frutose 6fosfato (isobdrico de C6)

Acido Guanidinosuccinico (isobdrico de Cit)
Guanosine difosfato (isobdrico de C180H)
Acido Indolacético (isobdrico de Cit)
Isomaltose (isobdrico de C12:1)
Kaempferol (isobdrico de C8:1)

Lactulose (isobdrico de C12:1)
L-Asparagina (isobdrica de Orn)

Concentracdo testada no
sangue (mg/L)

53,5
0,173
0,070
68,5
223
3,03
16,0
1741
3,65
0,717
0,00400
3,41
62,2
0,0450
9,52
29,7
34,6
13,8
95,7
0,142
0,811
39,2
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Metionina sulféxido (isobdrica de Phe)
Metionina sulfona (isobérica de Tyr)

Acido N-Acetil-l-aspdrtico (isobérico de Cit)
Acido Protocatecuico (isobdrico de SUAC)
Piridoxal 5'fosfato (isobdrico de C4OH)
Acido Chiquimico (isobdrico de Arg)
Sacarose (isobdrico de C12:1)

Tiamina pirofosfato (isobdrico to C18:1)
Trimetilamina N-6xido (isobdrico to Gly)
Turanose (isobdrico to C12:1)

Drogas
Acetaminofen/paracetamol
4-Aminoantipirina
Acetilcisteina

Acido acetilsalicilico
Alopurinol
Aloxantina/oxipurinol
Alprazolam
Anlodipino
Amoxicilina
Anfetamina/dexanfetamina
Apixabd

Atenolol
Atorvastatina
Azatioprina
Azitromicina
Bisoprolol
Bupropiona
Candesartana
Carvedilol
Cefuroxima
Citalopram
Clonazepam
Clopidogrel
Ciclobenzaprina
Diclofenaco
Duloxetina
Edoxaba
Empagliflozina
Enalaprilato
Fenoterol

Fluoxetina
Fluticasona
Formoterol
Furosemida
Gabapentina
Glimepirida
Glipizida
Hidroclorotiazida
Hidrocodona
Ibuprofeno

Brometo de ipratrépio
Levodopa (L-DOPA)
Lercanidipino
Levetiracetam
Levotiroxina
Lidocaina

Lisinopril

CHROMSYSTEMS

2,48
120
720
1,05
1,18
0,0370
3,08
0,0840
29,7
1,03

156
147
150
30,0
60,0
45,6
0,258
0,0750
54,0
0,330
0,315
9,00
0,750
2,58
11,1
0,258
0,396
0,551
0,233
543
5,43
0,300
0,00169
0,102
24,0
0,162
1,01
0,930
0,819
0,00358
1,42
0,00126
0,000273
15,9
26,7
1,64
3,00
1,13
0,0720
219
0,00300
7,50

0,0407

270

0,429

15,0

0,246
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Lorazepam

Losartana

Meloxicam
Metamizol/dipirona (como 4-metilaminoantipirina)
Metformina
Metocarbamol
Metilfenidato
Metoclopramida
Metoprolol
Montelucaste

Nebivolol

Noscapina
Omeprazol/esomeprazol
Pantoprazol
Fenprocumon
Pravastatina
Prednisolona

Prednisona

Pregabalina

Prilocaina

Propranolol

Ramipril

Ranitidina

Rivaroxabd
Rosuvastatina
Salbutamol/albuterol
Sertralina

Sinvastatina

Sitagliptina
Espironolactona
Tansulosina

Tilidina (como nortilidina)
Torasemida

Tramadol

Trazodona

Triantereno

Valsartana

Venlafaxina

Vitamina K1 (fitomenadiona)
Zolpidem

0,720
0,836
6,00
206
12.0
123
0.108
2.25
1.50
1.65
0.0300
0.810
8.40
30.0
15.0
0.207
1.200
0.0990
22.5
360
1.01
0.156
10.5
2.70
0.111
0.0450
0.927
1.68
1.15
0.555
0.0338
0.368
83.1
3.14
14.7
0.585
1.7
0.696
1.332
0.816

CHROMSYSTEMS

Além disso, diferentes condicées de amostra foram simuladas e sua influéncia no teste foi examinada usando

um espectrémetro de massa SCIEX Triple Quad™ 4500MD.

Ademais, realizamos testes de concentracdo-dependente para diferentes substéncias e determinamos sua
influéncia no teste usando um espectrémetro de massa SCIEX Triple Quad™ 4500MD, bem como um

espectrémetro de massa Waters Xevo™ TQ-S micro.

11.1 Interferéncias detectadas

Na presenca das seguintes substéncias, foram observadas interferéncias:
A presenca das interferéncias declaradas e das condicdes de amostra pode afetar a preciséo dos resultados

dos testes dos analitos em suas concentracées clinicamente relevantes em > 20%.

—  D-Maltose, um metabdlito da icodextrina, que é um agente osmético usado em solucdes de didlise

Pégino 43 IM-57075 - REV 02-EN 2.0vox - 03/2026 - Aminodcidos/Acilcamitinas/ESTENDIDO/sangue seco



CHROMSYSTEMS

peritoneal, interfere com o padrdo interno C14-d3, levando ao aumento das intensidades do sinal
de C14-d3 e, consequentemente, & diminuicdo das concentracdes determinadas de C14, C14:1,
C14:2 e C140H (todos quantificados com o padrdo interno C14-d3) e, assim, a resultados de
triagem falsos negativos.

- Pregabaling, um antiepiléptico, interfere com a transicdo de massa (MRM) do padréo interno da
succinilacetona e pode, assim, levar a concentracdes falsamente baixas de succinilacetona e,
consequentemente, a resultados de triagem falsos negativos.

—  Torasemida, um diurético, interfere com a transicdo de massa (MRM) do C6DC, levando ao aumento
das concentracdes detectadas de C6DC e, assim, a resultados de triagem falsos positivos.

—  4-aminoantipirina, um metabdlito do analgésico metamizol, interfere com a C2-carniting, levando ao
aumento das concentracdes determinadas e a resultados de triagem falsos.

—  4-Metilaminoantipirina, um produto de degradacéo do analgésico metamizol, interfere com a
transicdo de massa (MRM) da C3-carnitina, levando ao aumento das concentracdes determinadas
e a resultados de triagem falsos.

—  Metionina sulfona, um produto de degradacdo da metionina, que estd elevado sob condicées de
estresse oxidativo, interfere com a transicdo de massa (MRM) da tirosina. Assim, pode levar ao
aumento das concentracdes determinadas de Tyr e a resultados de triagem falsos.

Testes de concentracdo-dependente de substincia:

As substdncias potencialmente interferentes foram adicionadas (spiked) em sangue total antes da producéo do
DBS nas concentracdes listadas abaixo. As concentracdes de analitos determinadas para esses DBS foram
comparadas ao longo da faixa crescente de concentracdo de teste.

Tabela 19: Teste de interferéncia concentrac@o-dependente

Andlito aofetado Substéncia interferente
Andlito Concentragdo(ées) Desvio da ) Inferferente Concentracdo de
alvo concentragdo alvo teste no sangue
<20% 125 pmol/L
A A4 el 29-304 % G 250-2000 pmol/L
<20% 125-1000 pmol/L
Glu 181 pmol/L 21-27 % Gln 1500-2000 pmol/L
<20% 125-500 pmol/L
Pro 25 el 25-58 % Bl 1000-2000 pmol/L
<20 % 75 pmol/L
Gelpe 0056 el 24-182 % AP 150-1200 pmol/L
<20% 0,67-2,5 g/L
0,0415 I/L
C140H /0415 pmol/ 23 % Intralipid 10g/L
0,0617 pmol/L <20 % 0,67-10 g/L
<20% 0,67-2,5 g/L
0,0316 I/L
C18:10H /0316 pmol/ 20,3 % Intralipid 10 g/L
0,0780 pmol/L <20% 0,67-10 g/L
C22 <20% 0,67-2,5 g/L
0,0097 pmol/L 8% 10 g/L
<20% Intralipid 0,67-2,5 g/L
0,0241 pmol/L
21 % 109/
<20% 0,67-2,5 L
0,404 pmol/L AV ve/
C20:0 LPC 46 % Intralipid 10 pg/L
' 0638 umol/L <20% At 0,67-2,5 pg/L
051 el 22 % 10 pg/L
<20% 0,67-2,5 L
0,554 pmol/L A be/
C26:0 LPC 36 % Iriellpid 10 pa/L
: 0018 " <20% ntralipi 0,67-2,5 pg/l.
/918 pmol/ 21 % 10 pg/L
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Creatina (CRE):

Com o aumento dos niveis de CRE adicionada artificialmente a uma amostra contendo 414 pmol/L de Ala
endégena, foi observada uma interferéncia crescente e, consequentemente, concentracdes elevadas de Ala.
Quando 250-2000 pmol/L de CRE foram adicionadas a uma amostra nativa contendo 122 pmol/L de CRE,
as concentracdes de Ala aumentaram em 29-304 % (533-1673 pmol/L). Por favor, leve em consideracéo as
concentracdes de CRE ao avaliar amostras de pacientes que apresentam concentracdes elevadas de Ala, pois
estas podem estar falsamente elevadas em casos raros com altas concentracdes de CRE.

Glutamina (Gln):

Com o aumento dos niveis de Gln adicionada artificialmente a uma amostra contendo 181 pmol/L de Glu
endégeno, foi observada uma interferéncia crescente e, consequentemente, concentracdes elevadas de Glu.
Quando 1500-2000 pmol/L de Gln foram adicionadas a uma amostra nativa contendo 271 pmol/L de Gln,
as concentracdes de Glu aumentaram em 21-27 % (219-230 pmol/L). leve em consideracdo as
concentracdes de GIn ao avaliar amostras de pacientes que apresentam concentracdes elevadas de Glu, pois
estas podem estar falsamente elevadas em casos raros com concentracdes altamente aumentadas de Gin.

Ornitina (Orn):

Com o aumento dos niveis de Orn adicionada artificialmente a uma amostra contendo 254 pmol/L de Pro
endégena, foi observada uma interferéncia crescente e, consequentemente, concentracdes elevadas de Pro.
Quando 1000-2000 pmol/L de Orn foram adicionadas a uma amostra nativa contendo 194 pmol/L de Orn,
as concentracdes de Pro aumentaram em 25-58 % (317-401 pmol/L). Essa interferéncia é causada pela
sobreposicdo da transicdo de massa entre um fragmento da Orn formado na fonte de ions e a Pro. Considere
as concentracdes de Orn ao avaliar amostras de pacientes que apresentam concentracdes elevadas de Pro,
pois estas podem estar falsamente elevadas em casos raros com altas concentracdes de Orn.

Acido aspdrtico (Asp):

Com o aumento dos niveis de Asp adicionado artificialmente a uma amostra contendo 0,096 pmol/L de C6DC
endégeno, observamos interferéncia crescente e, portanto, concentracées falsamente elevadas de C6DC.
Quando 150-1200 pmol/L de Asp foram adicionados a uma amostra nativa de 260 pmol/L de Asp, as
concentracdes de C6DC aumentaram em 24-182 % (0,119-0,271 pmol/L). Portanto, em casos raros de niveis
altamente elevados de Asp, um resultado falso positivo para C6DC é possivel.

Triglicerideos:

Concentracdes de intralipidios superiores a 2,5 g/L afetam os resultados quantitativos de algumas acilcarnitinas
em niveis de concentracdo clinicamente relevantes. Como as concentracdes fisiolégicas de triglicerideos em
recém-nascidos (0-14 dias) variam de aproximadamente 0,0082-0,0259 g/L no soro (o que corresponde a
aproximadamente 0,004-0,013 g/L no sangue total), é muito improvével que ocorra um grau relevante de
interferéncia em testes de rotina [?]. Embora a levodopa (LLDOPA) néo interfira na determinacdo analitica de
qualquer analito neste método (desvio < 20 %), bebés nascidos de maes tratadas com este medicamento ainda
podem apresentar niveis elevados de 3-OMD, uma vez que este é um produto de metilacdo do farmaco [10].

11.2 Interferéncias potenciais

As seguintes interferéncias foram relatadas para ensaios de triagem neonatal baseados em FIA-MS/MS:

Tabela 20: Interferéncias conhecidas na literatura

Fonte da interferéncia Analitos Afetados

Diretriz CLS| NBSO4 [8]

Nutricdo Parenteral Total (NPT) Concentracdes elevadas de miltiplos aminodcidos (e.g. Met, Phe, Val, Leu, Arg),
que podem levar a resultados falso-positivos, podem ser determinadas se o DBS for

contaminado com a solucdo de NPT devido a uma coleta inadequada.
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Fonte da interferéncia

Acido valproico

Administracdo de Carnitina

Administracdo de Pivalato (ésteres de
pivalato de antibidticos ou
corticosteroides) a mdes ou recém-

nascidos

Neopentanoato em pomada para

fissuras mamadrias

Oleo de triglicerideos de cadeia
média (MCT) para recém-nascidos

de baixo peso

Doencas Maternas

Efeitos Ambientais

Desconhecida

Analitos Afetados

Algumas solucdes de NPT s&o enriquecidas apenas em aminodcidos de cadeia

ramificada, resultando em um padréo sugestivo de MSUD.

A NPT frequentemente né&o contém carnitina; portanto, apds administracdo

prolongada, pode resultar em uma baixa concentracdo de carnitina livre.

Outros componentes nos fluidos intravenosos podem ter massas dentro de uma ou duas
unidades de uma acilcarnitina especifica, por exemplo, picos de interferéncia em m/z 343
e m/z 399 podem causar elevacdes falsas de C8 (m/z 344.1) e C12 (m/z 400.1).

Aumento dos niveis de C8 é esperado em caso de tratamento com dcido valpréico;
sugestivo de Deficiéncia de MCAD.

Resulta em niveis aumentados de acilcarnitinas de cadeia curta e média. Resultados

falso-positivos sdo esperados.

Elevacdo falsa de C5-carnitina devido & formagdo de pivaloilcarnitina.

Pode levar & deplecdo de carnitina.

Causa potencial de resultados falso-posifivos para C5-carnitina.

O uso deste aditivo alimentar, que contém dcidos graxos com cadeia de 6, 8, 10 e
12 &tomos de carbono, pode resultar em concentracdes aumentadas de C6, C8,
C10 e C12 no DBS.

Perfil anormal de analitos na amostra do recém-nascido para:
—  Defeito na captacdo de carnifina
—  Deficiéncia de 3-metilcrotonil-CoA carboxilase
- Acidemia glutdrica tipo |
- Déficiéncia de vitamina B12

Concentragdes de analitos falsamente elevadas ou reduzidas devido a calor ou umidade
excessivos.

Um interferente isobdrico néo identificado para C26:0 LPC foi observado em amostras de
triagem para X-ALD no modo de fons positivos. Neste caso, séo esperadas concentragdes

falsamente aumentadas de C26:0 LPC, levando a resultados falso-positivos.

Association of Public Health Laboratories - “Newborn Screening Analyte Interference List” [11]

Tratamento da Amosira

Uso de benzocaina na pele antes da

coleta

Uso de Sani-Wipes

Agentes antiestdticos, ex.: Staticide

Condi¢éo Materna

Figado gorduroso da gravidez ou
sindrome HELLP (hemdlise, enzimas
hepdticas elevadas, baixa
contagem de plaquetas).
Fenilcetondria (PKU) materna ou
hiperfenilalaninemia moderada néo

controlada por dieta ou medicacéo

Pode resultar em Phe elevada e, consequentemente, em resultados falso-positivos na
triagem.

Pode levar a concentracées aumentadas de Malonilcarnitina (C3DC) e, assim, a resultados
falso-positivos.

Spray de ar comprimido com produtos antiestdticos (ex.: Staficide) pode interferir com
C4, C6, C8, C10, C6DC, causando elevacdes falsas. Consequentemente, podem ser

determinados resultados falso-positivos na triagem.

Condicées maternas que levam ao aumento dos niveis de acilcarnitinas de cadeia par
e, consequentemente, a resultados falso-positivos. (Presume-se a transferéncia do

analito da mé&e para o bebé através do corddo umbilical).

Concentragées aumentadas de fenilalanina podem ser determinadas e, assim, um resultado
de triagem falso-positivo. (Presume-se a transferéncia do analito da mé&e para o bebé

através do corddo umbilical).

Pdgina 46 IM57075 -

REV 02 - EN 2.0nor - 03/2026 - Aminodcidos/Acilcarnitinas/ESTENDIDO/sangue seco



CHROMSYSTEMS

Fonte da interferéncia Analitos Afetados

Infant condition

Pode resultar em elevacées transitérias de tirosina devido a deficiéncia de vitamina C
Deficiéncia de Vitamina C ou & imaturidade das enzimas hepdticas em decorréncia de nascimento prematuro. E
uma condicdo fransitéria, que persiste até que a vitamina C seja suplementada.

Concentracdes elevadas de C3 s@o esperadas nas duas primeiras semanas de vida devido

Hiperbilirrubinemia N S T - .
P & hiperbilirrubinemia, podendo levar a resultados falso-positivos na triagem.

Imaturacdo das enzimas hepdticas Elevacées transitérias de firosina, metionina e galactose, e ocasionalmente de outros
ou doenca hepdtica aminodcidos, levando a resultados falso-positivos na triagem.

Fator Ambiental

Causa da contaminacdo Pode ocorrer uma elevacéo falsa inexplicada de citrulina e/ou arginina no teste inicial;
desconhecida um resultado que n&o se reproduz quando a amostra é reanalisada; CV > 35%

Neonatologia/Pediatria - Direfrizes sobre Nutricdo Parenteral, Capitulo 13 [12]

Em recém-nascidos sob nutricdo parenteral, a substituicGo da firosina por N-acefilirosina

(um andlogo hidrossolivel da tirosina com baixa biodisponibilidade em neonatos) pode
Nutrigéo parenteral resultar em concentracdes de tirosina ainda diminuidas. Consequentemente, o quociente

Phe/Tyr elevado pode indicar falsamente fenilcetondria, embora a concentracdo de

fenilalanina esteja dentro da faixa normal

Observacdes Gerais e Internas sobre Aditivos de Materiais Plasticos:
Aditivos provenientes de materiais plésticos utilizados antes ou durante a preparacdo da amostra podem
interferir consideravelmente com algumas acilcarnitinas, causando resultados falso-positivos. Foram
observadas interferéncias principalmente nas acilcarnitinas C8, C5:1, C5DC e C6DC.
—  No caso de C8 e C5:1, o policloreto de vinilideno (PVdC) foi identificado como a causa raiz para
resultados falsamente elevados.
- Outras interferéncias desconhecidas provenientes de aditivos podem levar a concentracées
aumentadas de C6DC e, consequentemente, a resultados falso-positivos na triagem.
Portanto, todos os reagentes necessdrios e os recipientes para preparacdo de amostra fornecidos neste kit
de reagentes foram testados quanto & sua adequacdo. A auséncia de interferéncias de material pldstico ndo
fornecido neste kit (por exemplo, ponteiras de pipeta) deve ser garantida pelo usudrio final.
A substéncia endégena oleamida também é utilizada em sua forma sintética como agente de deslizamento,
lubrificante ou inibidor de corroséo na producdo de artigos de pldstico, como ponteiras de pipeta, tubos de
ensaio e placas de microtitulacdo. Alguns desses produtos podem, portanto, conter oleamida residual e
contaminar a amostra durante a preparacdo. A oleamida interfere com o padrao interno da C5DC-carniting,
e um aumento da intensidade do sinal tem sido observado esporadicamente. Isso pode levar a resultados
falso-negativos na triagem. Para identificar amostras afetadas, monitore as intensidades do padréo interno da
C5DC-carnitina em busca de outliers com sinais anormalmente altos. Para amostras de pacientes afetadas,
repita a preparacdo da amostra para obter resultados vélidos.

11.3 Nenhuma interferéncia detectada

As seguintes substancias foram testadas e tiveram influéncia negligencidvel nos resultados quantitativos (desvio
< 20%).

Substéncias isébaricas

Beta-alanina, é&cido 5-aminolevulinico, 7-metilguanina, acetilglicina, ADP, citidina, deoxiguanosing,
epiandrosterona, epicatequing, epietiocolanolona, eucaliptol, é&cido félico, dcido formiminoglutémico,
frutose 6Hfosfato, dcido guanidinosuccinico, difosfato de guanosina, dcido indolacético, isomaltose,
kaempferol, lactulose, L-asparagina, metionina sulféxido, écido N-acetil-L-aspértico, écido protocatecuico,
piridoxal 5'fosfato, dcido chiquimico, sacarose, pirofosfato de tiamina, éxido de trimetilamina, turanose.

Pégino 47 IM-57075 - REV 02-EN 2.0vox - 03/2026 - Aminodcidos/Acilcamitinas/ESTENDIDO/sangue seco



CHROMSYSTEMS

O dcido formiminoglutdmico ndo interfere na determinacdo de C4 neste ensaio. Portanto, em contraste com
métodos que utilizam derivatizacdo (os quais apresentam essa interferéncia), ndo é possivel detectar a
Aciddria Formiminoglutémica (também conhecida como Deficiéncia de Formiminotransferase ciclodeaminase,

cédigo OMIM 229100) com o método ndo derivatizado [8,13,14].

Farmacos

Acetaminofeno/paracetamol,  acetilcisteina, dcido  acetilsalicilico, alopurinol,  aloxantina/oxipurinol,
alprazolam, anlodipino, amoxicilina, anfetamina/dexanfetamina, apixabana, atenolol, atorvastating,
azatioprina, azitromicina, bisoprolol, bupropiona, candesartana, carvedilol, cefuroxima, citalopram,
clonazepam, clopidogrel, ciclobenzaprina, diclofenaco, duloxetina, edoxabana, empagliflozing,
enalaprilato, fenoterol, fluoxetina, fluticasona, fumarato de formoterol, furosemida, gabapentina, glimepirida,
glipizida, hidroclorotiazida, hidrocodona, ibuprofeno, brometo de ipratrépio, lercanidipina, levetiracetam,
levodopa, levotiroxina, lidocaina, lisinopril, lorazepam, losartana, meloxicam, metformina, metocarbamol,
metilfenidato, metoclopramida, metoprolol, montelucaste, nebivolol, noscapina, omeprazol/esomeprazol,
pantoprazol, fenprocumon, pravastatina, prednisolona, prednisona, prilocaina, propranolol, ramipril,
ranitidina, rivaroxabana, rosuvastating, salbutamol, sertraling, sinvastating, sitaglipting, espironolactona,
tansulosing, tilidina (como nortilidina), tramadol, trazodong, triantereno, valsartana, venlafaxina, vitamina K1
(fitomenadiona), zolpidem.

Andlise sem interferéncia é possivel nas seguintes condigdes de amostra:

I ctericia

Amostras de sangue total foram fortificadas separadamente com bilirrubina néo conjugada e conjugada (0,4 g/L)
antes da aplicacdo em papel de filtro. As concentracées dos analitos determinadas nestas amostras de DBS foram
comparadas com as de DBS néo modificadas preparadas a partir das mesmas amostras de sangue:

Nenhuma interferéncia significativa ocorreu (desvio < 20%).

Em caso de ddvidas sobre interferéncias, entre em contato com o representante local da Chromsystems ou
com nossa equipe de suporte diretamente pelo telefone +49 89 18930-111 ou por email:
support@chromsystems.com.

12 Solugdo de Problemas

A tabela a seguir fornece informacées sobre como proceder em caso de erros durante a andlise ou
avaliacdo.

Tabela 21: Solucdo de Problemas

Problema Causa Possivel Solucdo

Preparo da Amostra

Pogos individuais da Placa A Folha de Prote¢do (n° do pedido 55011) é Sele a Placa de Filtro de 96 pogos com

de Filiro de 96 pocos aplicada na Placa de Filtro de 96 pogos (n° do cuidado especial.

vazam durante a etapa 4 pedido 57055) com presséo excessiva.

da preparagdo da amostra, Centrifugacdo incompleta do eluato apés a Verifique e ajuste a forca g da centrifuga
"Extragdo da primeira etapa de extrac&o (ver capitulo
succinilacetona” (ver 5.6.1, etapa 3: Centrifugagéo)

capitulo 5.6.1)
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Problema

Sistema de andlise

Né&o é possivel gerar o perfil de

gradiente

Cromatograma inadequado™

Platd instavel

Sinais de interferéncia

Nenhum sinal

Sensibilidade diminuindo

Baixa intensidade do sinal

Sem vdcuo

Falta suprimento de gés

Avdliagdo de Dados

Valores de RRF inconsistentes

(dependentes do nivel)

Controle de qualidade fora da

faixa aceitavel

Causa Possivel

Bomba HPLC
Ar no sistema
Vazdo ndo constante

Volume morto do sistema HPLC néo
considerado ou alterado

Platé instavel

Préfiliro PEEK entupido

Sinais de interferéncia

Nenhum sinal

Injetor com defeito

Bomba com defeito

Sistema MS/MS né&o pronto
Sensibilidade diminuindo

Posicdo inadequada ou mau estado do
capilar de electrospray

Fonte de ions contaminada
Espectrémetro de massa contaminado
Vélvula de injecdo com vazamento

Multiplicador gasto

Baixa intensidade do sinal
Autosampler impreciso

Sem vdcuo

Vazamenfos no sistema de vacuo
Falta suprimento de gds
Compressor com defeito

Cilindro de gés vazio

Pressdo do gés fora da faixa especificada

Configuragdes de MS inadequadas

Preparacéo de amostra incorreta

Valores de RRF inadequados

CV inaceitavelmente alto

CHROMSYSTEMS

Solucdo

Verificar a bomba (ar, vazamentos)
Desgaseificar o sistema HPLC (purgal)
Verificar a bomba

Ajustar o gradiente

Pressdo de retorno do sistema muito baixa

Trocar o préfilro PEEK

Sistema de injecdo contaminado
Injecdo incorreta

Verificar o injetor

Verificar a bomba
Verificar o sisema MS/MS
Préfiltro PEEK entupido

Verificar o capilar de electrospray

Limpar a fonte de ions
Limpar o espectrémetro de massa
Verificar o injetor

Substituir o multiplicador ou aumentar a
voltagem

Massas imprecisas

Verificar a precisdo

Bomba de vacuo com defeito

Verificar tubulaces e conexdes de vécuo
Gerador de nitrogénio com defeito
Verificar o compressor

Trocar o cilindro de gés

Ajustar a press@o do gds

Verificar a sintonia dos pardmetros especificos
do andlito e do padréo inferno

Verificar a sintonia dos parémetros da fonte

Verificar a reprodutibilidade dos resultados
incorretos

Verificar ou recalcular os valores de RRF

Verificar a sintonia dos parédmetros

especificos do analito e do padrédo interno
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*Exemplos de cromatogramas inadequados:

1,07

Intensidade

Tempo Tempo

Figura 3: Cromatogramas inadequados

Em caso de dividas relacionadas & solucdo de problemas, entre em contato com o representante local da
Chromsystems ou com nossa equipe de suporte diretamente pelo telefone +49 89 18930-111 ou por e-mail:
support@chromsystems.com
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Anexo | Informacdo de substéncia

Substancias Perigosas

Ao tilizar os reagentes, observe as informacdes de perigo abaixo e tome as medidas de seguranca
relevantes. Mais informacdes podem ser obtidas em nossas Fichas de Dados de Seguranca (FDS),
disponiveis para download em nosso site www.chromsystems.com ou mediante solicitacdo.

Tabela 22: Frases de Perigo e de Precaucdo

Pictogramas Frases de Perigo e Precaugéo

Fase Mével (n°s 57001, 57002) Componentes: 50-100 % acetonitrila

Perigo
H225 Liquido e vapores extremamente inflaméveis.
H302+H312+H332 Nocivo em caso de ingestdo, contacto com a pele ou inalagdo.

H319 Provoca irritacdo ocular grave.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas e outras

fontes de ignicdo. Né&o fumar.

Q@

P241 Utilizar equipamento elétrico/de ventilacdo/de iluminacéo & prova de exploséo.
P243 Tomar medidas de precaucdo contra descargas eletrostdticas.
P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecéo ocular/protecdo facial.

Solugdo de Limpeza (n°. 57007) Componentes: 50-100 % acetonitrila
Perigo
H225 Liquido e vapor altamente inflamdveis.
H302+H312+H332 Nocivo por ingestdo, em contacto com a pele ou por inalagéo.
H319 Provoca irritacdo ocular grave.
P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas e outras
fontes de ignicdo. Né&o fumar.
P241 Utilizar equipamento elétrico/de ventilacéo/de iluminacéo & prova de exploséo.
P243 Tomar medidas de precaucdo contra descargas elefrostdticas.

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecéo ocular/protecéo facial.

Tampéo de Exiragdo (n°. 57078) Componentes: 50-100 % metanol
A Perigo
(/ﬁ\) H225 Liquido e vapor altamente inflamdveis.
N2 H301+H311+H331 Téxico por ingestdo, em contacto com a pele ou por
X inalag&o. H370 Provoca danos no sistema nervoso central e nos érgéos visuais.
(\:?/3’%:/) P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas e outras
N fontes de ignicdo. N&o fumar.
//i\\ P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecéo facial.
C Iha > P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: Contacte imediatamente um CENTRO DE
o7 INFORMACAO ANTIVENENOS/médico

P302+P352 EM CASO DE CONTACTO COM A PELE: Lavar com muita dgua.

P403+P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado.
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Pictogramas Frases de Perigo e Precaugdo

Tampdo de Extragdo Succinilacetona
(n°. 57013)

Componentes: 50-100 % acetonitrila

Perigo
H225 Liquido e vapor altamente inflamdveis.
H302+H312+H332 Nocivo por ingestdo, em contacto com a pele ou por

inalacdo. H319 Provoca irritacdo ocular grave.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas e outras

fontes de ignicéo. Néo fumar.

Q@

P241 Utilizar equipamento elétrico/de ventilacdo/de iluminacdo & prova de exploséo.
P243 Tomar medidas de precaucdo contra descargas eletrostdticas.
P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecéo facial.

Padrdo Interno Succinilacetona

(n°. 57044)

Componentes: 50-100 % acetonitrila

Perigo

H225 Liquido e vapor altamente inflamdveis.

H302+H312+H332 Nocivo por ingestdo, em contacto com a pele ou por inalagéo.
H319 Provoca irritacdo ocular grave.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas e outras

fontes de ignicéo. Néo fumar.

Q@

P241 Utilizar equipamento elétrico/de ventilacdo/de iluminacdo & prova de explosdo.
P243 Tomar medidas de precaucdo contra descargas eletrostdticas.

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecdo facial.

Componentes:

g 1 (iFs SABZAL 0.0015-0.025 % 2-mefil-2H-isofiazol-3-ona

Atencgdo

H317 Pode provocar uma reacéo alérgica cutdnea.

&

Tuning Mix 2 (n°. 57097-2) Componentes: 50-100 % metanol
/\ Perigo
(/ﬁ\) H225 Liquido e vapor altamente inflamdveis.
\—=/ H301+H311+H331 Téxico por ingestdo, em contacto com a pele ou por inalacéo.
'
A\ H370 Provoca danos no sistema nervoso central e nos érgéos visuais.
(‘ y) P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas e outras
X fontes de ignicdo. Néo fumar.
Vd \N P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo ocular/protecéo facial.
(\-%%;/) P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: Contacte imediatamente um CENTRO DE
N INFORMACAO ANTIVENENOS/médico.

P302+P352 EM CASO DE CONTACTO COM A PELE: Lavar com muita dgua.

P403+P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado.
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Pictogramas Frases de Perigo e Precaugdo

Tuning Mix Succinilacetona
(n°. 57098)

Componentes: 50-100 % acetonitrila

Perigo

H225 Liquido e vapor altamente inflamdveis.

H302+H312+H332 Nocivo por ingestdo, em contacto com a pele ou por inalagéo.
H319 Provoca irritacéo ocular grave.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas e outras
fontes de ignicao. Né&o fumar.

P241 Utilizar equipamento elétrico/de ventilagdo/de iluminacéo & prova de explosdo.

A

P243 Tomar medidas de precaucdo contra descargas elefrostdticas.

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecéo ocular/protecéo facial.

MassCheck® Dried Blood Spot Controls (order
nos. 0195, 0196, 0197, 0295, 0296,
0297)

Componentes:

0,0015-0,025 % 2-metil-2H-isotiazol-3-ona

Atengdo
H317 Pode provocar uma reacéo alérgica cuténea.

<

Conjuntos de Linearidade de Spots de Sangue ~ Componentes:
Seco Multinivel (n°. 57080, 57090) 0,0015-0,025 % 2-metil-2H-isotiazol-3-ona
Atengdo

H317 Pode provocar uma reacéo alérgica cutdnea.

<

Estes componentes néo séo classificados como perigosos de acordo com a legislacéo da Unido Europeia:

Mix de Padrdo Interno (n°. 57074) Componentes: liofilizado
Mix de Padrdo Interno Ado, dAdo (n°. 57474) Componentes: liofilizado
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Tabela 23: Ingredientes ativos

N°. de pedido  Descrigéo

MassCheck® Aminodcidos,

0195-0197/ . o
02950207 Acilcarnitinas Controles
- ESTENDIDOS de Spots de
Sangue Seco
57080/ Conjunto de Linearidade de Spots
57090 de Sangue Seco Multinivel
57001 Fase Mével
57007 Solucdo de Lavagem
57013 Tampdo de Extracdo Succinilacetona
57078 Tampdo de Extracdo
Padrdo Interno Succinilacetona
57044 ) o
(néo derivatizado)
57074 Mix de Padréo Interno
57474 Mix de Padrdo Interno Ado, dAdo
57097-1 Tuning Mix 1
57097-2 Tuning Mix 2
Tuning Mix Succinilacetona (ndo
57098

derivatizado)

Componente Ativo

Analitos (conforme fornecido
na bula)

Acetonitrila

Agua

Acido férmico
Acetonitrila

Agua

Acido férmico
Acetonitrila

Agua

Derivado de pirazol
Metanol

Agua

Andlito isotopicamente
marcado

(conforme fornecido na bula)

Andlito isotopicamente
marcado

(conforme fornecido na bula)

Andlitos isotopicamente
marcados

(conforme fornecido na bula)

Analitos e analitos
isotopicamente
marcados (conforme
fornecido na bula)

Analitos e analitos
isotopicamente
marcados (conforme
fornecido na bula)
Anadlitos e analitos
isotopicamente
marcados (conforme
fornecido na bula)

CHROMSYSTEMS

Especificagdo

conc. ver bula

50-100 %
0-50 %
<2%
50-100 %
0-50 %
<2%
50-100 %
0-50 %
<1%
50-100 %
0-50 %

<0,1%

<0,1%

<0.1%

<0.1%

<0.1%

<0.1%
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Anexo |l Dados de desempenho analitico

As caracteristicas de desempenho foram determinadas no seguinte equipamento:
Espectrémetro de massa SCIEX Triple Quad™ 4500MD com sistema Shimadzu Nexera UHPLC
Espectrémetro de massa Waters Xevo™ TQ-S micro com sistema ACQUITY™ UPLC® H-Class UHPLC

Os usudrios do ensaio “MassScreen® Aminodcidos, Acilcarnitinas ESTENDIDO” devem garantir que o
desempenho do método seja suficiente no espectrédmetro de massa utilizado, em relacdo aos critérios de
aceitacdo definidos pela legislacdo aplicével, diretrizes e regras internas de seu laboratério.

Rastreabilidade metrolégica e veracidade
Para todos os Mixes de Padr&o Interno
Mix de Padrédo Interno, (n°. 57074);
Mix de Padrdo Interno Ado, dAdo (n°. 57474);
Padrdo Interno Succinilacetona (ndo derivatizado) (n°. 57044) em
combinac&o com os Niveis de Controle de Spots de Sangue Seco
MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas ESTENDIDO Controle de Spots de Sangue Seco Nivel HII
(n°. 0195, 0196, 0197) e
MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas ESTENDIDO incl. Ado, dAdo Controle de Spots de Sangue
Seco Nivel HII (n°. 0295, 0296, 0297)
a rastreabilidade metrolédgica a uma referéncia através de uma cadeia ininterrupta documentada de
calibracdes foi demonstrada e estd disponivel como cadeia de rastreabilidade (ver Anexo V).

A veracidade da medicéo foi avaliada dentro do processo de desempenho analitico com base nas seguintes
estratégias:

Comparacdo com método CE/IVD disponivel comercialmente

Andlise de amostras de esquemas de ensaios de proficiéncia

Medicéo de material de controle externo

Determinacdo da recuperacdo relativa (usando material de referéncia certificado, se disponivel)

Taxa de recuperacdo

A recuperacdo relativa foi determinada usando diferentes amostras de sangue total de adultos. Para este fim,
cada uma das amostras individuais foi enriquecida com os analitos antes da producdo de DBS. Trés niveis
de concentracdo préximos aos valores de corte foram investigados. A recuperacdo é calculada usando a
seguinte férmula:

Concentracdo medida na amostra enriquecida - Concentracdo medida na amostra ndo enriquecida x100

Recuperagéo [%] Concentracdo de enriquecimento

Tabela 24: Taxas de recuperacdo DBS

Faixa de Taxa média de recuperacéo relativa em DBS (faixa)

concenfracdo
testada [pmol/L]

Substdncia Determinagdo com espectrometro  Determinacdo com espectrémetro de

de massas SCIEX 4500MD™ Woaters Xevo™ TQ-S micro

Aminodcidos

Ala 355-711 59 % (58-60 %) 50 % (49-52 %)
Arg 21,6-43,3 60 % (59-61 %) 62 % (61-64 %)
Asa 0,514-1,03 58 % (56-60 %) 59 % (58-60 %)
Cit 23,4-46,9 65 % (64-66 %) 67 % (66-68 %)
Gln 503-1509 77 % (76-78 %) 58 % (58-59 %)
Glu 533-1065 58 % (56-61 %) 58 % (57-60 %)
Gly 744-1488 57 % (56-57 %) 30 % (29-31 %)
Leu 138-275 64 % (62-66 %) 68 % (66-70 %)
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Faixalde Taxa média de recuperagdo relativa em DBS (faixa)
Substdncia concentragao Determinac@o com espectrdmetro  Determinacdo com espectrémetro de
testada [pmol/L] de massas SCIEX 4500MD™ de massas Waters Xevo™ TQ-S micro

Met 25.3-50,5 65 % (64-66 %) 66 % (64-67 %)

Orn 164-327 52 % (51-52 %) 55 % (55-56 %)

Phe 57,2-114 69 % (67-70 %) 68 % (66-69 %

Pro 236-472 65 % (64-66 %) 62 % (61-64 %)

Ser 460-1382 59 % (58-60 %) 57 % (56-59 %)

Tyr 192-383 69 % (68-70 %) 69 % (68-70 %)

Val 145-289 66 % (64-68 %) 64 % (63-65 %)

3-OMD 0,917-2,75 73 % (71-75 %) 70 % (69-72 %)

Carnitinas
co 53,8-108 79 % (76-82 %) 79 % (75-82 %)
C2 21,4-64,1 78 % (74-81 %) 77 % (74-79 %)
C3 2,25-6,76 71 % (70-73 %) 72 % (71-74 %)
C40H 0,439-0,878 82 % (81-84 %) 86 % (84-87 %)
c4 0,873-1,75 73 % (70-75 %) 73 % (70-75 %)
C50H 0,436-0,873 92 % (90-94 %) 94 % (91-95 %)
s 0,827-1,65 65 % (62-66 %) 66 % (63-68 %)
C5:1 0,025-0,050 81 % (76-84 %) 81 % (79-83 %)
C5DC 0,246-0,492 85 % (83-87 %) 89 % (87-91 %)
Cé 0,391-0,782 78 % (75-81 %) 85 % (81-88 %)
C6DC 0,099-0198 58 % (55-61 %) 71 % (71-72 %)
C8 0,353-0,705 69 % (66-72 %) 68 % (65-70 %)
C8:1 0,537-1,07 68 % (67-70 %) 70 % (69-72 %)
C10 0,321-0,642 86 % (83-89 %) 87 % (83-89 %)
C10:1 0,489-0,978 73 % (72-75 %) 75 % (73-76 %)
C10:2 0,038-0,076 50 % (46-53 %) 52 % (48-55 %)
C12 0,148-0,443 70 % (67-71 %) 71 % (68-72 %)
C12:1 0,224-0,673 75 % (73-76 %) 72 % (70-73 %)
Cl4 0,136-0,410 79 % (76-81 %) 82 % (78-84 %)
C14:1 0,207-0,622 74% (72-75 %) 72% (71-73 %)
C14:2 0,417-0,834 33 % (32-34 %) 30 % (29-30 %)
C140H 0,038-0,076 62 % (60-63 %) 39 % (38-39 %)
C16 3,45-10,4 88 % (86-90 %) 87 % (86-89 %)
Cl16:1 0,193-0,578 74 % (73-76 %) 67 % (66-69 %)
C160H 0,027-0,081 88 % (87-90 %) 83 % (81-85 %)
C16:10H 0,087-0,174 61 % (59-62 %) 49 % (47 -50 %)
C18 0,474-0,948 81 % (78-84 %) 82 % (78-86 %)
C18:1 0,720-1,44 66 % (63-67 %) 65 % (62-67 %)
C18:2 0,362-0,723 46 % (45-47 %) 35 % (34-36 %)
C180H 0,042-0,083 121 % (118-125 %) 115% (112-118 %)
C18:10H 0,032-0,065 64 % (63-66 %) 47 % (46-47 %)
C18:20H 0,014-0,028 43 % (42-46 %) 31 % (30-32 %)
€20 0,068-0,135 109 % (93-117 %) 133 % (129-139 %)
C22 0,014-0,036 109% (94-117%) 120% (103-130%)
c24 0,016-0,032 113 % (112-115 %) 116 % (112-118 %)
C26 0,012-0,042 84% (82-88%) 86% (80-89%)

Cetonas

SUAC 0,719-1,44 37 % (35-39 %) 36 % (33-39 %)

Nucleosideos

Ado 0,851-2,55 76 % (75-76 %) 77 % (75-78 %)

dAdo 0,034-0,102 89 % (87-91 %) 84 % (82-88 %)

Lisofosfolipideos

C20:0 LPC 0,550-1,65 120 % (116-123 %) 123 % (118-128 %)

C22:0 LPC 0,319-0,637 139 % (137-142 %) 139 % (135-142 %)
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Faixa de
Substéncia concentragdo
testada [pmol/L]
C24:0 LPC 1,28-2,56
C26:0 LPC 0,363-0,762
Creatina e metabdlitos relacionados
CRE 461-1383
CRN 89,3-179
GAA 2,65-5,29

Taxa média de recuperagdo relativa em DBS (faixa)

Determinacdo com espectrémetro
de massas SCIEX 4500MD™
143 % (142-144 %)

94 % (92-98 %)

64% (57-71 %)
86 % (85-87 %)
35 % (32-42 %)

Detferminacdo com espectrémetro de
Waters Xevo™ TQ-S micro

140 % (137-142 %)

80 % (77-83 %)

72 % (70-73 %)
82 % (81-84 %)
42 % (41-44 %)

Faixa de medi¢&o analitica

Limite inferior de quantificacdo (LLOQ) e limite superior de quantificagdo (ULOQ)
A linearidade e o limite superior de quantificacdo (ULOQ) foram determinados pela adicdo de quantidades

definidas de substancias padrdo ao sangue total adulto, antes da producdo dos DBS (manchas de sangue

seco) e da andlise subsequente. O limite inferior de quantificacdo (LLOQ) foi determinado por meio de

diluicdes definidas de amostras de matriz (ou matriz substituta) fortificadas, derivadas de sangue adulto,

antes da producdo das manchas de matriz seca e da andlise subsequente.

Tabela 25: Limites de quantificacéo, determinados com o espectrémetro de massa SCIEX 4500MD™

Substancia

Aminoécidos
Ala

Arg
Asa

Cit

Gln

Glu

Gly

Leu

Met
Orn
Phe

Pro

Ser

Tyr

Val
3-OMD

Carnitinas
(@(0)

C2

C3
C40H
C4
C50H
C5
C5:1
C5DC
Cé
Cé6DC
C8
C8:1
Cl10
C10:1
C10:2
Cl12

LLOQ [pmol/L]

15,8
6,37
0,196
4,17
23,3
10,4
73,4
5,19
2,84
8,29
2,33
3,61
11,5
4,55
7,77
0,449

0,338
0,122
0,022
0,028
0,008
0,012
0,007
0,021
0,033
0,027
0,044
0,005
0,007
0,007
0,012
0,048
0.005

ULOQ [pmol/L]

3245
902
119
1291
4309
2311
2727
704
979
1151
782
1492
2919
1695
1430
70,6

593

164

50,2
14,4
12,3
18,1
15,1
16,4
14,3
5,11

14,6
11,2
11,7
15,3
17,6
10,4
10.6
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Substéncia LLOQ [pmol/L] ULOQ [pmol/L]
Cl12:1 0,009 14,5
Cl4 0,027 13,5
Cl14:1 0,020 14,5
Cl14:2 0,014 5,67
C140H 0,009 12,1
Cl6 0,043 47,3
Clé6:1 0,006 15,8
C160H 0,006 15,1
C16:10H 0,004 9,75
Ci18 0,032 27,4
C18:1 0,023 19,7
C18:2 0,022 8,03
C180H 0,007 19,4
C18:10H 0,011 6,81
C18:20H 0,007 4,57
C20 0,010 18,1
C22 0,022 18,0
Cc24 0,012 15,9
C26 0,015 9,56
Cetonas

SUAC 0,485 59,4
Nucleosideos

Ado 0,029 70,3
dAdo 0,018 71,8
Lisofosfolipideos

C20:0 LPC 0,279 27,1
C22:0 LPC 0,306 32,4
C24:0 LPC 0,329 36,2
C26:0 LPC 0,129 11,7
Creatina e metabdlitos relacionados

CRE 1,87 1112
CRN 4,72 528
GAA 1,36 27,8

Tabela 26: Limites de quantificacdo, determinacdo com o espectrémetro de massa Waters Xevo™ TQ-S micro

Substéncia LLOQ [pmol/L] ULOQ [pmol/L]
Aminodcidos

Ala 26,4 2785
Arg 6,00 967
Asa 0,173 126
Cit 4,00 1300
Gln 18,6 3153
Glu 22,4 1435
Gly 215 2213
Leu 6,09 1921
Met 2,37 968
Orn 16,2 1397
Phe 2,51 1651
Pro 4,27 1889
Ser 12,3 2876
Tyr 4,60 1695
Val 8,10 1997
3OMD 0,436 75,3
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Substéncia LLOQ [pmol/L]
Carnitinas

Cco 0,300
C2 0,068
C3 0,014
C40H 0,014
C4 0,005
C50H 0,010
C5 0,005
C5:1 0,021
C5DC 0,012
Cé 0,006
C6DC 0,019
C8 0,014
C8:1 0,005
C10 0,005
C10:1 0,012
C10:2 0,028
Cl12 0,003
C12:1 0,006
Cl4 0,004
Cl14:1 0,025
Cl14:2 0,007
C140H 0,001
Clé 0,013
Clé6:1 0,004
C160H 0,002
C16:10H 0,002
Ci18 0,009
C18:1 0,006
C18:2 0,003
C180H 0,003
C18:10H 0,002
C18:20H 0,002
C20 0,004
C22 0,005
C24 0,009
C26 0,008
Cetonas

SUAC 0,271
Nucleosideos

Ado 0,029
dAdo 0,016
Lisofosfolipideos

C20:0 LPC 0,349
C22:0 LPC 0,124
C24:0 LPC 0,152
C26:0 LPC 0,079
Creatina e metabdlitos relacionados

CRE 1,69
CRN 12.2
GAA 0,450

ULOQ [pmol/L]

585

429

50,2
14,7
12,4
17,6
15,2
16,9
15,2
5,73
18,0
11,7
13,8
15,7
8,53
5,45
11,7
17,4
14,2
14,1

6,99
6,19
71,0
15,8
17,4
6,72
32,5
21,6
8,40
21,3
4,61

3,15
35,0
29,9
22,1

10,3

132

72,0
79,9

37,0
39,7
39,9
11,9

4424
500
17,3

CHROMSYSTEMS
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Precisdo (repeatabilidade & preciséo intralaboratorial)

Os dados de desempenho foram determinados com base em pelo menos 3 amostras diferentes,
processadas em duplicata, ao longo de 20 dias diferentes, com 2 andlises por dia. O procedimento é
baseado no documento CLSI EPO5-A3 e corresponde a um desenho experimental de 20 x 2 x 2.

Tabela 27: Preciséo (repeatabilidade & preciséo intralaboratorial) para amostras de sangue seco, determinacdo com
espectrémetro de massa SCIEX 4500MD™

Repetibilidade Precisdo Intralaboratorial
Concentragdo
Substancia  Amostra media Coeficiente de Intiwjlo e Coeficiente de Intirvglo £
[pmol/L] variacéo 9% ce variacdo 9% de
7 confianga 7 confianga
Aminodcidos
Nivel 1 347 4,1 % 3,4-5,3 % 4,9 % 4,2-5,9 %
Ala Nivel 2 712 5,8 % 4,8-7,4 % 6,2 % 5,3-7,4 %
Nivel 3 1107 4,9 % 4,0-6,3 % 5,6 % 4,8-6,7 %
Nivel 1 19,7 4,9 % 4,0-6,3 % 6,5 % 5,5-8,0 %
Nivel 2 29,4 4,4 % 3,6-5,6 % 5,4 % 4,6-6,6 %
Arg Nivel 3 43,1 4,7 % 3,8-6,0% 4,8 % 4,1-56%
Nivel 4 54,0 4,3 % 3,5-5,5% 4,9 % 4,2-6,0 %
Nivel 1 0,507 7,3 % 6,0-9,3 % 10,9 % 9,0-13,7 %
Asa Nivel 2 0,726 52 % 4,3-6,7 % 7,2 % 6,0-8,8 %
Nivel 3 1,27 6,1 % 5,0-7,8% 6,1% 5,3-7.2 %
Nivel 1 18,2 8,6 % 7,0-11,0% 8,9 % 7,7-10,6 %
) Nivel 2 29,7 5,6 % 4,6-7,1 % 6,1 % 5,3-7,3%
Cit Nivel 3 54,8 4,8 % 3,9-6,1 % 5,3% 4,5-6,3 %
Nivel 4 70,2 4,2 % 3,4-5,4% 50% 4,2-6,1 %
Nivel 1 650 5,0 % 4,1-6,4 % 59 % 5,0-7,1%
Gln Nivel 2 1225 5,0 % 4,1-6,4% 5,4 % 4,6-6,4 %
Nivel 3 1737 52 % 4,3-6,7 % 5,8% 5,0-6,9 %
Nivel 1 363 4,1 % 3,4-5,3 % 5,0% 4,3-6,1 %
Glo Nivel 2 604 49 % 4,1-6,3% 53% 4,6-6,3%
Nivel 3 1101 4,8 % 3,9-6,1 % 5,7 % 4,8-6,9 %
Nivel 1 625 4,1 % 3,4-5,3 % 51% 4,4-6,1 %
Gly Nivel 2 1311 5,8 % 4,7-7,4 % 6,5 % 5,6-7,8%
Nivel 3 1701 4,5 % 3,7-5,8 % 51% 4,4-6,0 %
Nivel 1 168 4,1 % 3,4-52 % 4,6 % 3,9-5,5%
Leu Nivel 2 367 4,9 % 4,0-6,3 % 5,4 % 4,7-6,5 %
Nivel 3 432 3,8 % 3,1-4,8 % 4,4 % 3,8-5,4%
Nivel 1 15,1 4,2 % 3,4-5,3 % 4,8 % 4,1-5,7 %
Nivel 2 28,5 4,4 % 3,6-5,7 % 4,9 % 4,2-5,9 %
Met Nivel 3 57,1 4,8 % 3,9-6,2 % 55% 4,7-6,6 %
Nivel 4 73,8 4,0 % 3,3-5,1 % 4,9 % 4,1-5,9 %
Nivel 1 194 2,9 % 2,4-3,8 % 3,9 % 3,3-4,8 %
Om Nivel 2 345 6,4% 52-82% 72% 6,1-87 %
Nivel 3 423 8,0 % 6,6-10,2 % 8,3 % 7,1-10,1 %
Nivel 1 84,9 4,6 % 3,7-5,8 % 5,0% 4,3-6,0 %
Phe Nivel 2 143 5,7 % 4,7-7,3 % 6,3 % 5,4-7.5%
Nivel 3 177 4,5 % 3,7-5,8% 53% 4,5-6,4 %
Nivel 1 199 4,2 % 3,4-5,4% 4,9 % 4,2-5,9 %
Pro Nivel 2 419 49% 4,0-6,2 % 54% 4,6-6,4%
Nivel 3 638 4,3 % 3,5-5,5% 5,0% 4,3-6,1 %
Nivel 1 124 6,2 % 51-79% 6,3 % 55-7,5%
Nivel 2 1025 5,3% 4,4-6,8 % 5,6 % 4,9-6,7 %
Ser Nivel 3 1465 56% 4,6-7,2% 6,1% 5,3-7,4%
Nivel 4 1993 4,5 % 3,7-5,7 % 52 % 4,4-6,2 %
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Repetibilidade Precisdo Intralaboratorial
Concentragdo
Substancia Amostra media Coeficiente de I;;i/rv:;lo el Coeficiente de g;i/rv:;lo ek
[pmol/L] variacéo . © variacdo . ©
7 confianga 7 confianga
Nivel 1 142 4,9 % 4,0-6,3 % 5,6 % 4,8-6,7 %
Tyr Nivel 2 332 5,0 % 4,1-6,4 % 54 % 4,7-6,5%
Nivel 3 439 4,2 % 3,5-5,4% 4,9 % 4,2-5,8%
Nivel 1 158 4,1 % 3,4-5,3 % 51% 4,3-6,3 %
Val Nivel 2 304 5,0 % 4,1-6,4 % 5,7 % 4,9-6,9 %
Nivel 3 454 4,3 % 3,5-5,4% 4,9 % 4,2-59 %
Nivel 1 1,13 4,6 % 3,8-5,9 % 55% 4,7-6,6 %
30MD  Nwel2 2,07 42% 3,5-54% 4,5% 3,9-5.3 %
Nivel 3 4,05 4,0 % 3,3-5,1 % 4,6 % 3,9-5,6 %
Carnitinas
Nivel 1 21,5 3,9 % 3,2-5,0 % 4,5 % 3,8-5,4%
Nivel 2 39,4 5,4 % 4,4-6,9 % 6,6 % 5,6-8,0 %
co Nivel 3 62,8 5,5% 4,5-7,0% 6,0 % 51-7,1%
Nivel4 99,3 5,0 % 4,1-6,4 % 5,8% 4,9-6,9 %
Nivel 1 24,2 5,0 % 4,1-6,4 % 55 % 4,7-6,5%
Nivel 2 53,6 5,8% 4,8-7,5% 6,2 % 5,4-7,4 %
C2 Nivel 3 77,5 6,0% 4,9-7.7 % 6,8% 5,8-8,1%
Nivel 4 94,8 4,3 % 3,5-5,5% 53% 4,5-6,5%
Nivel 1 0,138 9.4 % 7,8-12,1% 10,1 % 8,7-12,0 %
Nivel 2 1,85 51% 4,2-6,5% 5,8% 5,0-7,0 %
C3 Nivel 3 4,04 5,3% 4,3-6,8% 5,8 % 5,0-6,9 %
Nivel 4 5,93 5,7 % 4,7-7,3 % 6,8 % 5,8-8,3 %
Nivel 1 0,272 4,1 % 3,4-5,3 % 5,1% 4,4-6,2 %
C40H Nivel 2 0,632 4,8 % 4,0-6,2 % 5,8% 4,9-7,1 %
Nivel 3 0,870 4,3 % 3,5-5,5% 51% 4,30-6,2 %
Nivel 1 0,650 5,4 % 4,4-6,9 % 5,8 % 5,0-6,9 %
C4 Nivel 2 0,925 5,7 % 4,7-7,3 % 6,5% 5,6-7,8%
Nivel 3 1,15 4,5 % 3,7-5,7 % 5,3% 4,5-6,4 %
Nivel 1 0,462 3,9 % 3,2-5,0 % 4,8 % 4,1-59 %
C50H Nivel2 0,906 52% 4,2-6,6% 58% 50-7.0%
Nivel 3 1,07 4,4 % 3,6-5,6 % 52 % 4,4-6,3 %
Nivel 1 0,364 5,6 % 4,6-7,1 % 6,0 % 51-7,1%
C5 Nivel 2 0,519 51% 4,2-6,6% 6,0 % 51-7,2%
Nivel 3 0,646 51% 4,2-6,6% 6,1 % 52-7,4%
Nivel 1 0,052 4,9 % 4,0-6,3 % 8,9 % 7,2-11,6 %
C5:1 Nivel 2 0,072 4,7 % 3,9-6,1 % 7,0 % 5,8-8,8%
Nivel 3 0,089 3,5% 2,9-4,5% 7,.5% 6,0-9,9 %
Nivel 1 0,159 8,1% 6,7-10,4 % 8,3 % 7,1-9,9%
C5DC Nivel 2 0,356 6,3 % 5,1-8,0% 6,9 % 6,0-8,3 %
Nivel 3 0,430 5,5% 4,5-7,0 % 6,6 % 5,6-8,0 %
Nivel 1 0,092 5,4 % 4,5-7,0 % 6,1 % 52-7,3%
Cé Nivel2 0,192 55% 4,5-71 % 6,5 % 55-7.9%
Nivel 3 0,230 4,8 % 4,0-6,2 % 5,6% 4,7-6,7 %
Nivel 1 0,204 6,8 % 5,6-8,7 % 7,2 % 6,2-8,6 %
C6DC Nivel2 0,350 6,4% 52-82% 7.0% 6,0-8,3%
Nivel 3 0,437 4,8 % 3,9-6,1 % 6,4 % 5,4-7,9 %
Nivel 1 0,129 3,0% 2,5-3,9 % 4,5 % 3,8-5,7 %
C8 Nivel 2 0,230 3,3% 2,7-4,2 % 4,40% 3,7-5,5%
Nivel 3 0,271 3,5% 2,9-4,4 % 52 % 4,4-6,4 %
Nivel 1 0,102 4,6 % 3,8-5,9 % 52% 4,5-6,2 %
c8:1 Nivel2 0,225 6,0 % 4,9-7.7 % 6,5 % 56-7.8%
Nivel 3 0,309 5,2 % 4,3-6,6 % 6,1 % 52-7,5%
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Repetibilidade Precisdo Intralaboratorial
Concentragdo
Substancia Amostra media Coeficiente de I;;/rvzlo el Coeficiente de Ln;e;rvgb e
[pmol/L] variacdo . ° variacdo o ©
7 confianga 7 confianga
Nivel T 0,198 54% 4,4-6,8% 6,4% 55-7.8%
c10 Nivel 2 0,368 6,1 % 50-7,9 % 6,8% 5,8-8,1%
Nivel 3 0,439 52% 4,3-6,7 % 6,3% 5,4-7,8%
Nivel T 0,076 52% 4,3-6,6 % 6,0% 51-7,2%
C10:1 Nivel 2 0,122 6,5 % 54-8,3% 70% 6,0-8,3 %
Nivel 3 0,166 55% 4,6-7,1% 6,5% 55-7,8%
Nivel 1 0,057 50% 4,1-6,4% 69 % 5,8-8,4%
C10:2 Nivel 2 0,088 6,4 % 5,2-8,2 % 7,5% 6,4-9,1 %
Nivel 3 0,110 4,8% 3,9-6,1% 58% 4,9-7.1%
Nivel 1 0,140 55% 4,5-7,0% 6,0% 51-7,1%
C12 Nivel 2 0,370 52% 4,3-6,7 % 58% 5,0-7,0%
Nivel 3 0,453 4,6 % 3,7-5,8 % 53% 4,6-6,5%
Nivel T 0,159 56% 4,6-7,1% 59% 51-7,1%
C12:1 Nivel 2 0,372 59% 4,8-7,6% 67 % 57-8,1%
Nivel 3 0,514 4,6 % 3,7-5,8 % 5,5% 4,7-6,7 %
Nivel T 0,374 4,8% 4,0-6,2 % 53% 4,5-6,2%
Cla Nivel 2 0,533 6,1 % 5,0-7,8 % 6,5% 5,6-7,7 %
Nivel 3 0,654 4,7 % 3,8-6,0 % 5,5% 4,7-6,7 %
Nivel 1 0,168 4,5% 3.,7-5,7 % 4,9% 4,2-5,8 %
C14:1 Nivel 2 0,370 6,1 % 5,0-7,8% 6,5% 5,6-7,8%
Nivel 3 0,505 4,8% 4,0-6,2 % 59% 50-7,2%
Nivel T 0,031 4,9 % 4,1-6,3% 56% 4,8-6,7 %
Cl14:2 Nivel 2 0,063 56% 4,6-7,1% 62 % 53-7,4%
Nivel 3 0,092 4,6 % 3,8-5,9 % 55% 4,7-6,7 %
Nivel T 0,028 56% 4,6-7,1% 6,1% 5,3-7,3%
Cl140H  Nivel2 0,043 56% 4,6-7,1% 62 % 53-7,4%
Nivel 3 0,072 4,5% 3,7-5,8 % 53% 4,5-6,3%
Nivel T 0,406 4,6 % 3,8-5,9 % 57 % 4,9-6,9 %
Nivel 2 3,18 6,1 % 5,0-7,8% 6,4% 55-7,6%
Cié6 Nivel 3 6,72 56% 4,6-7,2% 63% 5,4-7.5%
Nivel 4 9,73 6,3 % 5,1-8,0 % 67 % 58-7,9%
Nivel T 0,260 56% 4,6-7,2% 6,4% 55-7,6%
Cl16:1 Nivel 2 0,501 51% 4,2-6,5% 61% 52-7.2%
Nivel 3 0,922 4,8% 3,9-6,1% 57% 4,9-7,0%
Nivel T 0,032 48% 3,9-6,1% 57% 4,9-6,8 %
C160H  Nivel2 0,084 63 % 5,1-8,0 % 6,6% 57-7.8%
Nivel 3 0,105 4,5% 3.,7-5,7 % 51% 4,3-6,1%
Nivel 1 0,048 58% 4,8-7,4% 58% 5,0-6,9 %
C16:10H Nwel2 0,107 6,8 % 5,5-8,7 % 73% 6,3-8,7 %
Nivel 3 0,146 53% 4,3-6,7 % 6,0% 51-7,2%
Nivel 1 0,398 48% 3,9-6,1 % 6,6% 5,6-8,0 %
Nivel 2 0,969 6,4% 53-8,2% 73% 6,3-8,7 %
cis Nivel 3 2,31 58% 4,8-7,5% 62 % 53-7,3%
Nivel 4 2,80 51% 4,2-6,5% 59% 51-7,1%
Nivel 1 0,699 47 % 3,8-6,0 % 59% 51-7,1%
Nivel 2 2,00 57% 47-7.3% 67 % 57-8,0%
cis: NEREEE 49% 4,0-6,3% 62 % 54-7.5%
Nivel 4 5,76 48% 3,9-6,1 % 59% 50-7,1%
Nivel 1 0,227 4,6 % 3,8-5,9 % 53% 4,6-6,4%
Nivel 2 0,399 57% 47-7,3% 6,5% 56-7.7 %
€18:2 Nivel 3 0,579 55% 45-7.1% 6,3% 54-75%
Nivel 4 0,692 6,0 % 4,9-7,8% 6,8% 58-8,2%
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Concentragdo
Substéncia Amostra media
[pmol/L]
Nivel T 0,056
C180OH Nivel 2 0,073
Nivel 3 0,099
Nivel 1 0,028
C18:10H Nivel2 0,043
Nivel 3 0,072
Nivel 1 0,011
C18:20H Nivel2 0,024
Nivel 3 0,036
Nivel 1 0,031
C20 Nivel 2 0,065
Nivel 3 0,125
Nivel 1 0,021
C22 Nivel 2 0,030
Nivel 3 0,041
Nivel 1 0,026
C24 Nivel 2 0,031
Nivel 3 0,050
Nivel 1 0,017
C26 Nivel 2 0,028
Nivel 3 0,040
Cetonas
Nivel 1 1,00
SUAC Nivel 2 1,68
Nivel 3 2,23
Nucleosideos
Nivel 1 1,65
Ado Nivel 2 2,42
Nivel 3 3,30
Nivel 1 0,015
dAdo* Nivel 2 0,051
Nivel 3 0,083
Lisofosfolipideos
Nivel 1 0,463
C20:0 lPC Nivel2 0,572
Nivel 3 0,707
Nivel 1 0,417
C22:0LPC Nivel2 0,691
Nivel 3 1,17
Nivel 1 0,439
C24:0PC Nivel2 1,10
Nivel 3 1,87
Nivel 1 0,405
C26:0 LPC  Nivel 2 0,583
Nivel 3 0,907
Creatina e metabdlitos relacionados
Nivel 1 73,3
Nivel 2 440
SRE Nivel 3 744
Nivel 4 1124

Repetibilidade

Coeficiente de
variagdo

6,2 %
5,3 %
4,9 %
4,2 %
5,3 %
4,8 %
7.7 %
5,7 %
4,6 %
5,3 %
6,6 %
6,8 %
4,7 %
55 %
5,4 %
4,9 %
57 %
5,6 %
7.9 %
6,5 %
5,4 %

5,8 %
6,6 %
6,8 %

3,1%
3,5%
3,1%
9,4 %
4,8%
41%

8,3 %
10,6 %
9,3 %
9.7 %
10,5 %
9,2 %
7,3 %
8,4 %
6,2 %
14,2 %
12,4 %
12,7 %

4,1 %
4,5 %
4,3 %
2,9 %

Intervalo de
95% de
confianga
51-7,9%
4,3-6,8 %
4,0-6,2 %
3,4-5,4 %
4,3-6,7 %
3,9-6,1 %
6,3-9,8 %
4,7-7,3 %
3,8-5,9%
4,3-6,8 %
5,4-8,5%
5,5-8,7 %
3,8-6,0 %
4,5-7,0 %
4,4-6,9 %
4,0-6,2 %
4,7-7,3 %
4,6-7,2 %
6,5-10,1 %
5,4-8,4 %
4,4-6,9 %

4,7-7,4 %
55-8,5%
5,6-8,8 %

2,6-4,0 %
2,9-4,5%
2,5-4,0%
7,2-13,6 %
3,6-6,9 %
3,2-6,0 %

6,8-10,6 %
8,7-13,5%
7,6-11,9 %
7,9-12,3 %
8,7-13,5%
7,5-11,7 %
6,0-9,4 %
6,9-10,7 %
5,1-8,0%
11,6-18,1 %
10,2-15,8 %
10,4-16,3 %

3,4-5,3%
3,7-5,8%
3,5-5,5%
2,4-3,7 %

Precisdo Intralaboratorial

Coeficiente de
variagdo

6,5 %
59 %
55 %
6,4 %
5,7 %
55 %
7.7 %
6,8 %
52 %
6,6 %
8,6 %
7.7 %
57 %
6,9 %
6,9 %
6,8 %
6,6 %
6,2 %
9,5 %
7,8 %
7,3 %

6,9 %
7,5 %
7.9 %

3,4 %
4,1 %
3,6 %
10,6 %
6,4 %
54 %

11,6 %
11,2 %
10,4 %
11,0 %
10,7 %
9,5 %
8,7 %
9,0 %
7,3 %
14,3 %
12,8 %
12,8 %

4,5 %
54 %
4,7 %
4,7 %

Intervalo de
95% de
confianga
5,6-7,7 %
5,0-7,0 %
4,7-6,6 %
5,4-7,9 %
4,9-6,8 %
4,7-6,7 %
6,7-9,1 %
5,8-8,1 %
4,5-6,2 %
5,6-8,0 %
7,3-10,3 %
6,6-9,2 %
4,9-6,9 %
5,9-8,3 %
5,9-8,3 %
5,7-8,4%
57-79%
5,4-7,4 %
8,1-11,4%
6,7-9,3 %
6,2-8,8 %

59-8,4%
6,4-8,9 %
6,7-9,5 %

3,0-4,1 %
3,5-4,9 %
3,1-4,3 %
8,6-13,7 %
5,0-8,8%
4,2-7,3 %

9,8-14,2%
9,7-13,3%
9,0-12,4%
9,5-13,0%
9,3-12,7 %
8,2-11,2%
7,5-10,4 %
7,8-10,7 %
6,3-8,7 %
12,4-16,9 %
11,0-151 %
11,0-15,1 %

3,9-5,4 %
4,6-6,5 %
4,1-5,7 %
3,8-5,9 %
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Repetibilidade Precis&@o Intralaboratorial
Concentragdo
Substancia Amostra media Coeficiente de I;;/rvzlo el Coeficiente de Ln;e;rvgb e
[pmol/L] variacéo . © variacdo o ©
7 confianga 7 confianga
Nivel 1 82,3 4,4 % 3,6-5,7 % 54 % 4,6-6,5 %
CRN Nivel 2 130 4,4 % 3,6-5,6 % 4,8 % 4,1-5,7 %
Nivel 3 231 4,0 % 3,3-5,1 % 5,0% 4,2-6,2 %
Nivel 1 1,02 6,6 % 5,4-8,4 % 11,9 % 9,6-15,6 %
Nivel 2 2,58 7,1 % 5,8-9,1 % 8,3 % 7,1-10,1 %
S Nivel 3 4,16 6,3 % 5,1-8,0 % 8,0 % 6,7-9,7 %
Nivel 4 7,10 4,3 % 3,6-5,5% 7,2 % 6,0-8,9 %

* n=40, correspondendo a um desenho experimental de 10 x 2 x 2.

Os seguintes dados de desempenho foram determinados com base em pelo menos 3 amostras diferentes,
processadas em duplicata, ao longo de 10 dias diferentes, com 2 andlises por dia. O procedimento
corresponde a um desenho experimental de 10 x 2 x 2.

Tabela 28: Precisdo (repetibilidade & preciséo intralaboratorial) para amostras de sangue seco, determinacdo com
espectrémetro de massa Waters Xevo™ TQ-S micro

Repetibilidade Precisdo Intralaboratorial
Concentragdo
Substéncia  Amostra  media Coeficiente Inteorvclo = Coeficiente de Intirvolo £
[pmol/L] de variagdo 95/0. e variagdo 95/0. 22
confianga confianca
Aminodcidos
Nivel 1 338 4,1 % 3,1-5,9% 4,9 % 3,9-6,6 %
Ala Nivel 2 677 4,0 % 3,1-5,8% 5,8% 4,5-8,0 %
Nivel 3 1044 3,9 % 3,0-5,7 % 7,8 % 59-11,4%
Nivel 1 16,3 4,8 % 3,6-6,9 % 4,8 % 3,9-6,1 %
Nivel 2 29,0 3,4 % 2,6-5,0 % 4,5 % 3,6-6,2 %
Arg Nivel 3 41,9 49% 3,7-7,1% 5,0% 4,1-6,7 %
Nivel 4 55,8 2,6 % 2,0-3,7 % 3,9 % 3,1-5,2 %
Nivel 1 0,507 14,4 % 11,0-20,7 % 15,0 % 12,2-19,3 %
Asa Nivel 2 0,817 12,6 % 9,6-18,2 % 12,8 % 10,5-16,5 %
Nivel 3 1,12 13,2 % 10,1-19,1 % 13,5 % 11,0-17,3 %
Nivel 1 17,7 51% 3,9-7,3% 5,4 % 4,4-7,0 %
) Nivel 2 31,6 4,7 % 3,6-6,7 % 5,8% 4,6-7,8 %
Cit Nivel 3 58,7 3,9 % 3,0-5,6 % 4,2 % 3,4-54%
Nivel 4 71,1 3,9 % 3,0-5,7 % 4,2 % 3,4-5,4 %
Nivel 1 625 3,1% 2,3-4,4 % 4,6 % 3,5-6,7 %
Ghn Nivel2 1119 3.7 % 2.8-53% 43% 3,5-5,6%
Nivel 3 1601 3,6 % 2,7-5,2% 4,2 % 3,4-54%
Nivel 1 210 4,8 % 3,7-7,0% 5,5% 4,4-7,3 %
Glu Nivel 2 684 3,6 % 2,8-52 % 4,1 % 3,3-5,2%
Nivel 3 1256 3,7 % 2,9-54% 4,2 % 3,4-5,5%
Nivel 1 567 16,4 % 12,5-23,6 % 16,4 % 13,4-21,1 %
Gly Nivel 2 838 12,0 % 9,2-17,3% 13,5 % 10,9-17,6 %
Nivel 3 973 12,6 % 9,6-18,1 % 13,9 % 11,3-17,9 %
Nivel 1 168 4,2 % 3,2-6,1 % 4,7 % 3,8-6,1 %
Leu Nivel 2 320 3,4 % 2,6-4,9 % 4,2 % 3,4-5,4%
Nivel 3 463 3,4 % 2,6-4,9 % 4,1 % 3,2-5,5%
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Repetibilidade Precis@o Intralaboratorial
Concentragdo
Substéncia  Amostra  media Coeficiente Ln ;?,/NZIO i Coeficiente de Ln ;e;rvglo i
[pmol/L] de variacdo o © variacdo o ©
7 confianga 7 confianga
Nivel 1 17,2 4,1 % 3,2-6,0% 4,6% 3,7-6,0%
Nivel 2 33,5 3,1% 2,4-4,5% 4,7 % 3,7-6,7 %
Met Nivel 3 50,1 3,7 % 2,8-5,3% 4,3% 3,5-5,6 %
Nivel 4 80,9 3,6 % 2,8-5,2 % 3,9% 3,2-5,0 %
Nivel 1 178 3,6 % 2,8-5,2% 4,5% 3,6-5,9 %
Om Nivel 2 331 4,5% 3,5-6,5% 4,9% 4,0-6,3%
Nivel 3 502 4,0% 3,1-5,8 % 4,8% 3,8-6,4 %
Nivel T 59,8 3,6 % 2,7-5,2% 4,0% 3,2-5,3%
Phe Nivel2 153 3,3% 2,5-4,8 % 4,0% 3,3-5,3%
Nivel 3 182 3,6 % 2,7-5,2 % 4,0% 3,2-5,2 %
Nivel 1 213 3,8% 2,9-5,4% 4,3% 3,5-5,6 %
Pro Nivel 2 333 2,7 % 2,1-3,9% 4,6% 3,5-7,0 %
Nivel 3 567 3,1% 2,3-4,4% 3,9 % 3,1-52%
Nivel 1 137 4,8 % 3,7-6,9 % 5.7 % 4,6-7,6%
Nivel2 613 3,4 % 2,6-4,9 % 4,8 % 3,7-6,6 %
Ser Nivel 3 1551 3,9% 3,0-5,7 % 4,3% 3,5-5,5%
Nivel 4 1958 3,8% 2,9-5,5% 4,4% 3,6-5,9 %
Nivel 1 156 2,8% 2,1-4,0% 4,2% 3,3-5,9 %
Tyr Nivel 2 259 3,3% 2,5-4,7 % 3,9% 3,2-5,1 %
Nivel 3 456 3,9% 3,0-5,7 % 4,3% 3,5-5,7 %
Nivel 1 171 4,2% 3,2-6,0% 4,7 % 3,8-6,1 %
Val Nivel 2 251 2,8% 2,2-4,1% 5,6 % 4,1-8,9%
Nivel 3 402 3,3% 2,5-4,7 % 4,4% 3,5-5,9 %
Nivel 1 1,28 10,9 % 8,4-15,8 % 1,1% 9,1-14,2 %
3OMD Nivel 2 2,29 7,4% 5,7-10,7 % 8,7 % 7,0-11,4%
Nivel 3 4,31 6,5 % 5,0-9,4% 6,5 % 5,3-8,4 %
Carnitinas
Nivel T 23,3 4,5% 3,5-6,5% 4,9 % 4,0-6,5%
Nivel 2 45,0 2,6% 2,0-3,7 % 4,7 % 3,6-6,6 %
co Nivel 3 65,2 3.8% 2,9-5,4 % 3.9% 3,2-5,1%
Nivel 4 87,4 3,6 % 2,8-5,2% 4,2% 3,4-5,6 %
Nivel T 28,8 3,2 % 2,4-4,6% 4,6% 3,6-6,5 %
Nivel 2 55,1 3,4 % 2,6-4,9 % 4,8 % 3,9-6,4 %
C2 Nivel 3 84,9 3,3% 2,5-4,7 % 50% 3,9-6,9 %
Nivel 4 122 3,4 % 2,6-4,9 % 4,6 % 3,7-6,4 %
Nivel 1T 2,22 2,3% 1,8-3,4% 4,6% 3,5-6,8 %
Nivel 2 4,15 3,6 % 2,7-5,2% 4,3% 3,5-5,7 %
c3 Nivel 3 6,34 3.7 % 2.8-53% 4,6% 3,7-6,0 %
Nivel 4 9,02 3,5% 2,7-5,0% 4,3% 3,5-5,7 %
C4OH Nivel T 0,296 4,6% 3,5-6,7 % 5,2 % 4,2-6,7 %
Nivel 2 0,523 3,9 % 3,0-5,6 % 4,4% 3,6-5,7 %
Nivel 3 0,778 3,1% 2,3-4,4% 4,6 % 3,6-6,5 %
Nivel 1 0,662 3,9% 3,0-5,7 % 4,8 % 3,9-6,3 %
c4 Nivel2 0,975 3,5% 2,6-5,0 % 4,7 % 3,7-6,2 %
Nivel 3 1,37 3,7 % 2,9-5,4% 4,2% 3,4-5,5 %
C50H Nivel 1 0,538 32% 2,5-4,7 % 5,4% 4,2-7,4%
Nivel 2 0,962 3,4 % 2,6-4,9% 4,4% 3,5-5,7 %
Nivel 3 1,25 4,0% 3,0-5,7 % 4,8% 3,8-6,4 %
Nivel T 0,220 4,1% 3,1-5,9% 5,7 % 4,5-7,9%
C5 Nivel 2 0,567 4,9% 3,7-7,0% 5,5 % 4,5-7,1 %
Nivel 3 0,795 2,9% 2,2-4,2 % 4,5% 3,4-6,4 %

Pégino 66 IM-57075 - REV 02 - EN 2.0mx - 03/2026 - Aminodcidos/Acilcamitinas/ESTENDIDO/sangue seco



CHROMSYSTEMS

Repetibilidade Precisdo Intralaboratorial
Concentragdo
Substancia  Amostra  media Coeficiente Intirvclo el Coeficiente de Intirvclo ek
[pmol/L] de variacdo 954’. - variacdo 954’. -
7 confianga 7 confianga
Nivel 1 0,028 10,5 % 8,0-15,2 % 12,8 % 10,4-16,7 %
C5:1 Nivel2 0,051 8,1% 62-11,6 % 8,9 % 7.2-11,6 %
Nivel 3 0,077 6,3 % 4,8-9,1 % 7,1 % 5,7-9,2 %
Nivel 1 0,161 7,6 % 5,8-11,0% 9.4 % 7,6-12,4%
C5DC Nivel 2 0,381 7.2% 5,5-10,4 % 7.5% 6,1-9,6 %
Nivel 3 0,531 5,6 % 4,3-8,0 % 6,6 % 5,3-8,8 %
Nivel 1 0,079 6,6 % 5,0-9,5% 7,7 % 6,3-10,0 %
Cé Nivel 2 0,188 4,6 % 3,5-6,7 % 5,7 % 4,5-7,7 %
Nivel 3 0,262 5,6 % 4,3-8,1 % 5,6 % 4,6-7,2 %
Nivel 1 0,209 8,1 % 6,2-11,7 % 9,3 % 7,6-12,1 %
C6DC Nivel 2 0,290 7,1 % 5,4-10,2 % 7,1 % 5,8-9.2 %
Nivel 3 0,386 8,6 % 6,6-12,4% 9,0 % 7,3-11,6 %
Nivel 1 0,126 4,8 % 3,7-6,9 % 5,9 % 4,6-8,0 %
C8 Nivel 2 0,244 4,9 % 3,8-7,1% 59 % 4,8-7.7 %
Nivel 3 0,320 4,9 % 3,7-7,0% 5,6 % 4,5-7,5%
Nivel 1 0,126 4,8 % 3,7-7,0% 6,9 % 5,4-9,7 %
C8 Nivel2 0,215 51% 3,9-7.4% 529% 42-67 %
Nivel 3 0,316 4,7 % 3,6-6,7 % 5,2 % 4,2-6,7 %
Nivel 1 0,218 3,1% 2,4-4,5% 5,0 % 3,9-6,9 %
C10 Nivel 2 0,403 4,1 % 3,1-59% 4,9 % 3,9-6,5%
Nivel 3 0,525 3,9 % 3,0-5,6 % 4,6 % 3,7-6,2 %
Nivel 1 0,082 4,9 % 3,8-7,1 % 5,5% 4,4-7,1 %
C10:1 Nivel 2 0,134 4,0 % 3,1-5,8 % 4,8 % 3,9-6,2 %
Nivel 3 0,192 4,3 % 3,3-6,2 % 52 % 4,2-6,9 %
C10:2 Nivel 1 0,054 55% 4,2-8,0 % 6,1 % 5,0-7,9 %
Nivel 2 0,094 4,7 % 3,6-6,7 % 5,2 % 4,2-6,9 %
Nivel 3 0,118 4,4 % 3,3-6,3 % 51% 4,1-6,8 %
Nivel 1 0,162 4,0 % 3,1-5,8 % 5,3% 4,2-7.2 %
C12 Nivel 2 0,277 4,0 % 3,1-5,8 % 4,7 % 3,8-6,1 %
Nivel 3 0,407 4,4 % 3,4-6,4 % 4,7 % 3,9-6,1 %
Nivel 1 0,165 4,3 % 3,3-6,2 % 5,2 % 4,2-6,9 %
C12:1 Nivel2 0,292 41% 3,1-59% 48% 3,9-6.2 %
Nivel 3 0,433 3,7 % 2,8-54% 4,2 % 3,5-5,5%
Nivel 1 0,386 3,4 % 2,6-4,9 % 5,2 % 4,1-7,0 %
Cl4 Nivel 2 0,578 53% 4,1-7,7 % 5,5% 4,5-7,2 %
Nivel 3 0,813 4,5 % 3,5-6,5% 4,7 % 3,8-6,0%
Nivel 1 0,189 2,9 % 2,2-4,2 % 5,0 % 3,8-7,0%
C14:1 Nivel 2 0,456 4,4 % 3,4-6,4 % 4,7 % 3,9-6,1 %
Nivel 3 0,609 4,1 % 3,1-5,9 % 4,3 % 3,5-5,5%
Nivel 1 0,030 55% 4,2-8,0% 5,9 % 4,8-7,6 %
Cl4:2 Nivel2 0,061 45% 3,4-6,4% 53% 43-6,8%
Nivel 3 0,098 4,8 % 3,6-6,9 % 4,8 % 4,0-6,2 %
Nivel 1 0,019 7.2 % 5,5-10,0 % 8,2 % 6,6-10,8 %
C140H Nivel 2 0,048 6,7 % 51-9,6% 7,1 % 5,8-9,2 %
Nivel 3 0,064 5,6 % 4,3-8,1 % 5,7 % 4,6-7,3 %
Nivel 1 0,423 4,7 % 3,6-6,9 % 5,0 % 4,1-6,4 %
Nivel 2 3,74 4,3 % 3,3-6,2 % 5,6 % 4,4-7,6 %
cle Nivel 3 6,84 3,7 % 2,8-5,3% 57% 4,5-7,6%
Nivel 4 10,3 6,0 % 4,6-8,6 % 6,0 % 4,9-7.7 %
Nivel 1 0,289 3,9 % 3,0-5,7 % 5,5% 4,3-7,6 %
Cl16:1 Nivel2 0,542 3,8% 29-55% 559% 44-73%
Nivel 3 0,814 5,4 % 41-7,8% 5,8 % 4,7-7,4 %
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Repetibilidade Precis@o Intralaboratorial
Concentragdo
Substancia  Amostra  media Coeficiente Inteorvclo e Coeficiente de Intirvclo e
[pmol/L] de variacdo 95/0. = variacdo 95/0. €0
7 confianga 7 confianga
Nivel 1 0,059 6,0 % 4,6-8,7 % 6,4 % 5,2-8,3%
C160H Nivel 2 0,087 4,7 % 3,6-6,8 % 5,8% 4,7-7,7 %
Nivel 3 0,125 52 % 4,0-7,6 % 5,6 % 4,5-7,2 %
Nivel 1 0,045 4,5 % 3,4-6,5% 5,3% 4,2-7,0%
C16:10H Nivel 2 0,109 4,5 % 3,4-6,5 % 5,0% 4,1-6,5%
Nivel 3 0,146 4,0 % 3,0-5,7 % 4,7 % 3,7-6,3%
Nivel 1 0,409 3,9 % 3,0-5,6 % 4,9 % 4,0-6,4 %
Nivel 2 1,11 51% 3,9-7,4% 6,3 % 5,1-8,4%
il Nivel 3 2,50 7,6 % 5,8-10,9 % 7,6 % 6,2-9,7 %
Nivel 4 3,37 5,4 % 41-7,7 % 6,5 % 5,3-8,5%
Nivel 1 0,757 3,7 % 2,8-5,3 % 4,2 % 3,4-55%
Nivel 2 2,26 4,1 % 3,1-5,8% 5,6 % 4,4-7.9 %
Sl Nivel3 3,70 3,9% 3,0-5,6 % 5,5% 4,4-7,2 %
Nivel 4 5,25 51% 3,9-7,4% 5,7 % 4,7-7,4 %
Nivel 1 0,222 5,0% 3,8-7,2% 5,6 % 4,5-7,4 %
Nivel 2 0,408 3,5 % 2,7-5,1% 5,6 % 4,3-8,2 %
Clz Nivel 3 0,584 4,0% 3,1-5,8 % 5,5% 45-7,3%
Nivel 4 0,771 4,5 % 3,4-6,4 % 53% 4,3-6,9%
Nivel 1 0,057 4,3 % 3,3-6,2 % 6,4 % 5,1-8,5%
C180H Nivel 2 0,084 7,8% 59-11,2% 8,3 % 6,8-10,6 %
Nivel 3 0,112 5,3% 4,0-7,6 % 6,4 % 5,1-8,5%
Nivel 1 0,022 6,8 % 5,2-9.9 % 7,4 % 6,0-9,5 %
C18:10H Nivel 2 0,048 5,8% 4,5-8,4 % 6,5 % 5,3-8,4 %
Nivel 3 0,063 5,2 % 4,0-7,5% 6,1 % 4,9-8,1%
Nivel 1 0,014 7,0 % 5,4-10,2 % 7,8% 6,3-10,2 %
C18:20H Nivel 2 0,025 52% 4,0-7,5% 7,1 % 5,7-9,5%
Nivel 3 0,031 5,8% 4,5-8,4 % 7,3 % 5,8-10,1 %
Nivel 1 0,027 59 % 4,5-8,5% 6,8 % 5,56-8,8%
C20 Nivel 2 0,063 6,1 % 4,7-8,8 % 8,0 % 6,3-10,9 %
Nivel 3 0,103 4,8 % 3,7-7,0% 7,.5% 6,0-10,1 %
Nivel 1 0,011 7,4 % 5,7-10,7 % 7,8 % 6,3-10,0 %
C22 Nivel 2 0,021 6,8 % 5,2-9,8% 7,2% 5,9-9,3 %
Nivel 3 0,033 4,8 % 3,6-6,9 % 6,9 % 5,5-9,2 %
Nivel 1 0,021 5,8% 4,4-8,4 % 6,8 % 5,5-8,9 %
C24 Nivel 2 0,033 55% 4,2-8,0 % 7,9 % 6,3-10,7 %
Nivel 3 0,049 6,5 % 5,0-9,4 % 7,5% 6,1-9,7 %
Nivel 1 0,014 10,1 % 7,8-14,6 % 10,9 % 8,9-14,1%
C26 Nivel 2 0,025 5,8% 4,5-8,4 % 6,2 % 5,1-8,0 %
Nivel 3 0,038 5,8% 4,4-8,4 % 7.5% 6,1-9,9 %
Cetona
Nivel 1 0,451 4,6 % 3,5-6,6 % 6,7 % 5,1-9,7 %
SUAC Nivel 2 1,23 4,7 % 3,6-6,8% 6,1 % 4,9-8,2 %
Nivel 3 2,04 5,0 % 3,8-7,2% 54 % 4,4-6,9 %
Nucleosideos
Nivel 1 1,79 4,3 % 3,3-6,2 % 4,7 % 3,8-6,1 %
Ado Nivel 2 2,65 6,5 % 4,9-9,3 % 6,6 % 5,3-8,7 %
Nivel 3 3,43 55% 4,2-7,9 % 6,4 % 5,1-8,6 %
Nivel 1 0,016 21,2 % 16,3-30,7 % 23,9 % 19,5-30,92 %
dAdo Nivel 2 0,046 11,0 % 8,4-15,9 % 14,8 % 11,9-19,5%
Nivel 3 0,076 9.5 % 7,3-13,0 % 11,7 % 9,3-15,9 %
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Repetibilidade Precisdo Intralaboratorial
Concentragdo
Substancia  Amostra  media Coeficiente Intirvclo el Coeficiente de Intirvclo ek
[pmol/L] de variacdo IRID e variacdo D e
7 confianga 7 confianga
Lisofosfolipideos
Nivel 1 0,405 8,3 % 6,3-11,9 % 8,3 % 6,8-10,8 %
C20:0lPC  Nivel2 0,521 6,3 % 4,8-9,1% 8,3% 6,5-11,6 %
Nivel 3 0,785 8,6 % 6,6-12,4% 8,7 % 7,1-11,2%
Nivel 1 0,386 8,8 % 6,8-12,8 % 11,0% 8,7-15,1%
C22:0lPC  Nivel2 0,657 6,9 % 53-99% 7.8% 6,4-10,1 %
Nivel 3 0,909 6,5 % 5,0-9,4 % 7,3 % 5,9-9,6 %
Nivel 1 0,608 8,5 % 6,5-12,2 % 9,3 % 7,5-12,1%
C24:0 LPC Nivel 2 1,23 4,7 % 3,6-6,7 % 6,6 % 51-9,4%
Nivel 3 2,01 5,8% 4,4-8,3 % 6,1 % 5,0-7,9 %
Nivel 1 0,333 9,6 % 7,3-13,9 % 10,3 % 8,4-13,2 %
C26:0lPC  Nivel2 0,570 73% 56-10,5% 8,0 % 6,5-10,5 %
Nivel 3 0,966 7.3 % 5,6-10,5% 7,8 % 6,4-10,0 %
Creafina e metabdlitos relacionados
Nivel 1 79,4 3,8 % 2,9-5,6% 4,3 % 3,5-5,7 %
Nivel 2 433 2,6 % 2,0-3,8 % 4,6 % 3,5-6,8 %
CRE Nivel 3 1136 3,3% 2,6-4,8% 4,2 % 3,4-5,5%
Nivel 4 1470 3,6 % 2,8-5,2% 4,0 % 3,2-52%
Nivel 1 91,3 2,5% 1,9-3,7 % 4,0 % 3,1-5,7 %
CRN Nivel 2 140 3,2 % 2,5-4,6 % 3,9 % 3,2-5,1%
Nivel 3 189 3,9 % 2,9-5,6% 4,3 % 3,5-55%
Nivel 1 1,04 17,9 % 13,7-25,9 % 20,2 % 16,5-26,2 %
Nivel 2 2,69 6,5 % 5,0-9,3 % 6,6 % 5,4-8,5 %
e Nivel 3 4,42 5,9 % 4,5-8,6 % 6,1 % 5,0-7,8%
Nivel 4 7,43 53% 4,1-7,7 % 6,4 % 5,1-8,4%

Desvio

Para identificar qualquer desvio na concentracdo do analito ao longo do tempo, as concentracdes de todos
os analitos nas amostras de DBS investigadas foram comparadas durante todo o periodo do estudo. Nenhum
desvio foi observado para nenhum andlito.

Carry-over

Uma amostra de sangue total adulto preparada foi fortificada com concentracées de analito préximas ao
limite superior de quantificacdo antes da producdo do DBS e analisada entre vdrios picotes de papel de
filtro em branco j& processadas. As concentracdes do analito nas amostras em branco, coletadas antes e
depois da amostra de alta concentracdo, foram comparadas. No caso de carry-over significativo (> LLOQ),
o valor foi calculado com base percentual em relacdo & amostra precedente. Foi observado carry-over
para os seguintes analitos:

Tabela 29: Taxas de Carry-over

Taxa de Carry-over

Substéncia Sistema Shimadzu Nexera Sistema ACQUITY™ UPLC®
UHPLC em combinacdo com |-Class em combinacéo com
SCIEX 4500MD™ Woaters Xevo™ TQ-S micro

Aminoécidos

Ala <LLOQ 0,46 %

Arg 0,51 % 3,65 %

Asa 0,63 % 1,79 %

Cit <LLOQ 0,28 %
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Taxa de Carry-over

Substancia Sistema Shimadzu Nexera Sistema ACQUITY™ UPLC® |-Class
UHPLC em combinacéo com UHPLC em combinacdo com Waters
SCIEX 4500MD™ Xevo™ TQ-S micro
GlIn <LLOQ 0,43 %
Glu <LLOQ <LLOQ
Gly < LLOQ <1LOQ
Leu <LLOQ 0,29 %
Met <LLOQ 0,23 %
Orn 42,3 %* 26,9 %*
Phe <LLOQ 0,32 %
Pro 0,24 % 2,03 %
Ser <LLOQ 0,42 %
Tyr <lLOQ 0,24 %
Val <LLOQ 0,29 %
3-OMD <LLOQ <LLOQ
Carnitinas
(0] 0,25 % 0,19 %
C2 0,70 % 0,19 %
C3 0,33 % 0,18 %
C40H 0,57 % 0,29 %
C4 <LLOQ 0,17 %
C50H 0,55 % 0,17 %
C5 0,10 % 0,20 %
C5:1 0,19 % 0,19 %
C5DC 0,21 % 0,19 %
Ccé 0,29 % 0,25 %
Cé6DC 0,27 % 0,17 %
C8 0,13 % 0,22 %
C8:1 0,14 % 0,22 %
C10 0,14 % 0,17 %
CI10:1 0,09 % 0,20 %
C10:2 <LLOQ 0,19 %
Cl12 0,08 % 0,15 %
Cl2:1 0,11 % 0,16 %
Cl4 0,11 % 0,13 %
Cl4:1 0,09 % 0,13 %
Cl14:2 <LLOQ 0,15 %
C140H 0,09 % 0,15 %
Clé 0,10 % 0,13 %
Clé:1 0,05 % 0,14 %
C160OH 0,09 % 0,12 %
C16:10H 0,08 % 0,15 %
c18 <LLOQ 0,12 %
C18:1 <LLOQ 0,13 %
C18:2 <LLOQ 0,14 %
C180H 0,06 % 0,13 %
C18:10H 0,11 % 0,15 %
C18:20H 0,09 % 0,15 %
C20 0,05 % <LLOQ
C22 0,04 % <LLOQ
C24 0,04 % 0,18 %
C26 <LLOQ 0,24 %
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Taxa de Carry-over

Substancia Sistema Shimadzu Nexera Sistema ACQUITY™ UPLC® |-Class
UHPLC em combinagéo com UHPLC em combinacdo com Waters
SCIEX 4500MD™ Xevo™ TQ-S micro

Cetonas

SUAC < LLOQ 0,36 %

Nucleosideos

Ado <LLOQ 0,23 %

dAdo 0,09 % 0,21 %

Lisofosfolipideos

C20:0 LPC < LLOQ <LLOQ

C22:0 LPC < LLOQ <LLOQ

C24:0 LPC <LLOQ <LLOQ

C26:0 LPC < LLOQ <LLOQ

Creatina e metabdlitos relacionados

CRE 0,09 % 0,22 %

CRN <LLOQ <LLOQ

GAA <LLOQ 1,79 %

*Nota importante:

Devido & alta taxa de carry-over da ornitina, pode ser necessdrio reinjetar amostras analisadas apés
aquelas com altas concentracdes de ornitina, pois, caso contrdrio, estas poderiam apresentar falsos
aumentos de concentracdo.

Robustez

O efeito de modificacdes definidas na preparacdo da amostra e na configuracdo do sistema HPLC foi
avaliado durante a verificacdo. O método é robusto dentro das seguintes tolerdncias, desde que a
configuracdo especifica permaneca constante durante uma série de medicées:

Tabela 30: Intervalos de tolerdncia do sistema HPLC - volume de injecéo
Sistema HPLC Intervalo de toleréncia
Volume de injecdo™ 5al15pL

* Dependendo do volume de injecéo, o gradiente de fluxo deve ser ofimizado de acordo.

Tabela 31: Faixas de tolerdncia do sistema HPLC - gradiente

Sistema de HPLC - gradiente

Tempo™ * 0,01 min a 0,20 min 0,21 mina 1,21 min 1,22 min a 1,69 min 1,70 min
Taxa de fluxo 200 pL/min 20 pl/min 600 pL/min 600 pl/min
Faixas de 15 pl/min 600 pl/min

tolerancia - 25 pl/min 1000 pl/min

** Devido aos diferentes volumes mortos de cada sistema HPLC, o perfil do gradiente pode precisar ser modificado.
O ajuste do tempo é indicado caso o cromatograma apresente picos inadequados ou um platé (para um exemplo,
ver o capitulo 12).
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Tabela 32: Faixas de toleréncia para o preparo da amostra

Preparo de Amostra Faixa de toleréncia

19 Extragdo (capitulos 5.6.1/5.6.2, passo 2)

Tempo de incubacao 15 a 25 min
Velocidade de agitacéo 500 a 700 rpm
19 Extragdo (capitulos 5.6.1, passo 3)

2200 x g por 10 min
2500 x g a 3000 x g por 5 min

Velocidade de centrifugacéo

2° Extragdo (Succinilacetona) (capitulos 5.6.1/5.6.2, passo 4)

Temperatura de extracdo 40 a 50 °C
Tempo de incubacao 25 a 35 min
Velocidade de agitacéo 300 a 500 rpm

2° Extracdo (Succinilacetona) (capitulos 5.6.1, passo 5)

2200 x g por 5 min

Velocidade de centrifugacéo
2500 x g a 3000 x g por 2 min

Incubagédo (capitulos 5.6.1/5.6.2, passo 6)
45 a 60 min a 45°C e 400 rpm

Condicées de incubacdo 8 h a +20 a +25 °C sem agitacéo

8 h a+2 a +8 °C sem agitacdo

Os dados de desempenho andlitico apresentados neste apéndi foram estabelecidos em nosso laboratério
unicamente para verificar o desempenho do ensaio e atender aos requisitos regulatérios. Salientamos, de
forma particular, que estes dados néo séo adequados para comparar os sistemas de medicéo utilizados,
nem para fazer qualquer declaracéo sobre o seu desempenho em geral.
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Dados de desempenho clinico

Os parémetros de desempenho clinico foram estabelecidos durante testes de rotina no Screening-Labor
Hannover utilizando o ensaio 57075-F-ADO, de acordo com a sua finalidade pretendida. A populacéo-
alvo consistiv em recém-nascidos da Alemanha, que foram avaliados em conformidade com os
regulamentos locais [4] em um esquema de triagem expandida, como parte de um estudo de viabilidade.

Com base na experiéncia de testes de rotina anteriores e nos percentis determinados para recém-nascidos
ndo afetados no mesmo laboratério, utilizando o ensaio 57075-F-ADO, os seguintes valores de corte
foram definidos e as regras de classificacdo foram estabelecidas.

Tabela 33: Resumo dos Valores de Corte e Regras Aplicadas na Nossa Avaliacdo de Desempenho Clinico

Analito ou Razao

Asa

Cit

Xleu

Met

Met baixo

Phe

Tyr

Val

3-OMD

SUAC

Phe/Tyr
Xleu/Phe

Cco

CO baixo

C2

C3
C3DC&C40H
C4
C4DC&C50H
C5
C5DC&C60H
C5:1

Cé

Cé6DC

C8

Cl10

C10:1

C12

Cl12:1

Cl4

C14:1
C14:2
C140H
Cl16
C16 baixo
C160H
ci8
C18 kaixo

Cut-off

0,756 pmol/L
56,9 pmol/L
347 pmol/L
52,9 pmol/L
7,86 pmol/L
147 pmol/L
284 pmol/L
262 pmol/L
2,41 pmol/L
1,21 pmol/L
2,90

4,28

61,7 pmol/L
6,70 pmol/L
70,0 pmol/L
5,30 pmol/L
0,622 pmol/L
1,27 pmol/L
0,944 pmol/L
0,539 pmol/L
0,370 pmol/L
0,051 pmol/L
0,192 pmol/L
0,340 pmol/L
0,252 pmol/L
0,433 pmol/L
0,121 pmol/L
0,312 pmol/L
0,331 pmol/L

1,01 pmol/L

0,404 pmol/L
0,059 pmol/L
0,043 pmol/L
8,59 pmol/L
1,32 pmol/L
0,144 pmol/L
2,12 pmol/L
0,311 pmol/L

Regra de Classificagdo:

repeticdo acionada/classificagdo positiva...

alterado como parémetro Gnico

alterado como parémetro Gnicot

alterado como parémetro Gnico

alterado como parémetro Gnico + teste de 2° etapa
alterado como parémetro Gnico + teste de 2° etapa
alterado como parémetro Gnico

alterado como parémetro Gnico

alterado somente se o XLeu também estiver alterado
alterado como parémetro Gnico

alterado como parémetro Gnico

alterado como parémetro Gnico

alterado somente se o XLeu também estiver alterado
somente se Cxtotal + CO/(C16+C18) estiverem alteradas
como pardmetro Unico (+ potencialmente teste de 2° etapa)
apenas informativo

como pardmetro Gnico (+ potencialmente teste de 2° etapa)
como pardmetro Unico (+ potencialmente teste butilizado)
alterado como parémetro Gnico

alterado como pardmetro Gnico (+ potentially butylated test)
alterado como parémetro Gnico + 2nd tier test

alterado como pardmetro Gnico (+ potentially butylated test)
somente se C50H estiver alterado

somente se C8 estiver alterado

apenas informativo

alterado como parémetro Gnico

somente se C8 estiver alterado

somente se C8 estiver alterado

somente se C14:1 estiver alterado

apenas informativo

apenas se as razdes que incluam C14, C14:1, C14:2 ou um dos
compostos entre C12 e C16 estiverem anormais

alterado como parémetro Gnico

alterado como parémetro Gnico

somente se C160OH estiver alterado

apenas informativo

somente se CO/(C16+C18) estiver alterado
alterado como parémetro Gnico

apenas informativo

somente se CO/(C16+C18) estiver aumentado
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Regra de Classificagéo:
repeticdo acionada/classificagdo positiva...

somente se CO/(C16+C18) estiver aumentado

somente se CO/(C16+C18) estiver aumentado
alterado como parédmetro Gnico
alterado como parédmetro Gnico

somente se CO/(C16+C18) estiver aumentado

somente se C5DC estiver alterado
somente se C5DC estiver alterado
somente se C5DC estiver alterado
somente se C5DC estiver alterado

somente se C14:1 estiver alterado
somente se C14:1 estiver alterado
somente se C14:1 estiver alterado
somente se C14:1 estiver alterado
alterado como parémetro Gnico
alterado como parémetro Gnico

Analito ou Razdo Cut-off

C18:1 3,59 pmol/L apenas informativo

C18:1 low 0,587 pmol/L

C18:2 0,424 pmol/L apenas informativo

C18:2 low 0,036 pmol/L

C180OH 0,105 pmol/L

C18:10H 0,039 pmol/L

C18:20H 0,024 pmol/L apenas informativo

total Cx* 142 pmol/L

total Cx low™ 20,6 pmol/L apenas informativo

C3/C2 0,212 somente se C3 estiver alterado
C3/C16 1,48 somente se C3 estiver alterado
C4DC&C50H/C0 0,057 apenas informativo
C4DC&C50H/C2 0,048 apenas informativo
C4DC&C50H/Xleu 0,009 apenas informativo

C5/C2 0,037 somente se C5 estiver alterado
C5DC&C60OH/CO 0,027

C5DC&C60OH/C2 0,020

C5DC&C60OH/C8 6,39

C5DC&C60OH/C16 0,113

C8/C2 0,012 somente se C8 estiver alterado
C8/C10 1,35 somente se C8 estiver alterado
C8/C12 2,00 somente se C8 estiver alterado
Cl14:1/C2 0,021

Cl4:1/C4 2,17

C14:1/Cé 7,36

Cl14:1/C8 6,25

CO/(C16+C18) 48,0

(C16+C18:1)/C2 1,09

Cl14:1/C12:1 4,04

somente se C14:1 estiver alterado

* total Cx =C0 + C2 + C3 + C3DC&C4OH + C4 + C4DC&C50H + C5 + C5DC&CH6OH + C5:1 + C6 + C6DC + C8 +
ClI0+CI10:1+C12+C12:1 +C14+CI140H + C14:1 +C14:2+C16 +C160OH + C16:1 +C18 +C18:1 + C18:2

tPor favor, note que a utilizagdo de niveis diminuidos de Cit como pardmetro Gnico para a triagem de distorbios do

ciclo da ureia (NAGS, OTC, CPS) foi descrita como tendo baixa especificidade e provavelmente baixa sensibilidade,

pelo menos para a OTC de inicio tardio [15].

A Tabela 34 resume o nimero de resultados de triagem verdadeiros negativos, falsos negativos,

verdadeiros positivos e falsos positivos para todos os marcadores de triagem investigados, combinados.

Os pardmetros de desempenho clinico do ensaio Chromsystems sdo apresentados na Tabela 35.

Tabela 34: Classificacéo das amostras de recém-nascidos friados.

Recém-nascidos ndo afetados
Triagem Final Negafiva 1485 (verdadeiro negativo)
93 (falso positivo)

Total 1578

Triagem Final Positiva

Recém-nascidos afetados Total

0 (falso negativo) 1485
67 (verdadeiro positivo*) 160
1645%

# Das 1645 amostras, 179 foram inicialmente positivas na triagem apés avaliacéo da primeira amostra de sangue seco (DBS)
(o que corresponde a uma taxa de repeticdo tedrica de 10,9%). Néo foi possivel repetir a medida para 86 delas devido
& falta de material. Estas foram consideradas positivas na triagem final. Das 93 amosiras restantes, uma segunda amosira
de DBS foi processada. 19 destas foram negativas na triagem final e 74 foram positivas na friagem final.

* ver tabela 36 para os distirbios-alvo identificados
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Tabela 35: Parémetros de desempenho clinico do ensaio Chromsystems 57075-F-ADO. Dados combinados para todos os
alvos e andlitos invesfigados.

Parémetro de Desempenho Clinico Valor
Sensibilidade 100.00%
Especificidade 94.11%

Além da avaliacdo geral do desempenho clinico, o desempenho para distérbios-alvo individuais foi
avaliado quando amostras positivas foram obtidas. A tabela a seguir mostra os marcadores especificos
para Erros Inatos do Metabolismo (EIM), os pontos de corte e as regras de classificacdo aplicados, bem
como os pardmetros relevantes selecionados para esses distirbios.

Tabela 36: Sumério dos pardmetros de desempenho clinico para a triagem especifica de EIM.

FP: falso positivo; TN: verdadeiro negativo; TP: verdadeiro positivo; FIN: falso negativo; *: os valores dependem da prevaléncia
da doenca; Note que a prevaléncia da doenca fornecida é a da populagéo geral, ndo a da populagéo invesfigada, na qual
as amostras positivas foram enriquecidas. 3MCC: Deficiéncia de 3-metilcrotoni-CoA carboxilase; AC: Acilcarnitina(s); ASA:
Acidiria argininosuccinica; AADCD: Deficiéncia de aromdtica L-aminodcido descarboxilase; CACT: Deficiéncia de translocase
camitina-acilcarnifing; CPT |- Deficiéncia de carnifina  palmitoiliransferase  tipo I; CPT lI: Deficiéncia de carnifina
palmitoiliransferase tipo Il; CUD: Defeito de captacdo/transporte de camnitina; GA 1: Acidemia glutérica tipo |; GA 2: Deficiéncia
de mdltiplas aci-CoA desidrogenases (MAD) / Acidemia glutérica fipo Il; HPHE: Hiperfenilalaninemia (benigna); EIM: Erro
Inato do Metabolismo; LCHAD: Deficiéncia de hidroxiacil-CoA desidrogenase de cadeia longa; MCAD: Deficiéncia de acil-
CoA desidrogenase de cadeia média; MUT: Acidemia mefilmalénica; PKU: Fenilcetondria cldssica; PA/PROP: Acidemia
propiénica; TFP: Deficiéncia da proteina trifuncional (mitocondrial); TYR HII; Tirosinemia tipo HIl; VLCAD: Deficiéncia de acil-
CoA desidrogenase de cadeia muito longa.

EIM Alvo Marcadores/Regras Aplicadas ~ Classificagéo Desempenho Clinico Especifico do EIM
3MCC C50H deve esfar aumentado P 3 Sensibilidade: 100.00 %
(C5:1 e CO baixo apenas
informativos) N: 1640 Especificidade: 99.82 %
TP: 5 Prevaléncia da Doenca: 0.0023 % [16]
FN: O Valor Preditivo Positivo*: 1.24 %
AADCD 3-OMD deve estar aumentado FP: 13 Sensibilidade: 100.00 %
TN: 1635 Especificidade: 99.21 %
TP: 1 Prevaléncia da Doenca: 0.000077 % [17]
FN: O Valor Preditivo Positivo*: 0.01 %
ASA Asa e Cit devem estar aumentados ~ FP: 0 Sensibilidade: 100.00 %
TN: 1647 Especificidade: 100.00 %
TP: 2 Prevaléncia da Doenca: 0.0014 % [18]
FN: O Valor Preditivo Positivo™: 100.00 %
CPTI CO/(C16+C18) deve estar acima FP: 4 Sensibilidade: 100.00 %
do ponto de corte alto e pelo menos . )
um dos seguintes abaixo do ponto N: 1644 Especificidade: 99.76 %
de corte baixo: C16 baixo, C18 baixo, ’ .. i o
C18:1 tone, C182 00 TP: 1 Prevaléncia da Doenca: 0.00013 % [19]
FN: 0 Valor Preditivo Positivo*: 0.05 %
CPTlle (C16+C18:1)/C2 deve estar acima gp, 14 Sensibilidade: 100.00 %
CACT do ponto de corte alto e C6-C8
devem ser normais N: 1628 Especificidade: 99.15%
TP 1 Prevaléncia da Doenca: 0.0000065 % [20]
FN: 0 Valor Preditivo Positivo*: 0.00 %
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EIM Alvo

CuUD

CA 1l

GA2

LCHAD e TFP

MCAD

MSUD

PA/PROP

PKU e H-PHE

TYR I

Marcadores/Regras Aplicadas

CO baixo (Cx fotal baxo 56 é
considerado posifivo em
combinacdo com CO baixo)

C5DC deve estar acima do ponto
de corte

Pelo menos uma acilcarnitina de
cadeia curta ou média (C4, C5,
C8) e uma de cadeia mais longa
(C14:1 ou C14:2) devem estar
aumentadas

Pelo menos dois dos seguintes
analitos devem estar alterados:
C160H, C14, C180H, C18:10H,
C14:1 (2x o ponto de corfe),
C14:2 (2x o ponto de corte)

C8 deve estar aumentado (C6,
C10, C10:1 s6 séo considerados
posifivos se C8 estiver alterado)

Xleu deve estar acima do ponto de
corte alto

C3 deve estar aumentado

Pelo menos um dos seguintes deve
estar alterado: Phe ou a razéo

Phe/Tyr

SUAC deve estar acima do ponto
de corte

Classificacéo

FP:

TN:

TP:

FN:

FP:

TN:

TP:

FN:

FP:

TN:

TP:

FN:

FP:

TN:

TP:

FN:

FP:

TN:

TP:

FN:

FP:

TN:

TP:

FN:

FP:

TN:

TP:

FN:

FP:

TN:

TP:

FN:

FP:

TN:

TP:

FN:

3

1644

1628

17

CHROMSYSTEMS

Desempenho Clinico Especifico do EIM

Sensibilidade:
Prevaléncia da Doenca:
Sensibilidade:
Especificidade:
Prevaléncia da Doenca:
Valor Preditivo Positivo™:
Sensibilidade:
Especificidade:
Prevaléncia da Doenca:
Sensibilidade:
Prevaléncia da Doenca:
Especificidade:
Prevaléncia da Doenca:
Sensibilidade:
Prevaléncia da Doenca:
Especificidade:
Prevaléncia da Doenca:
Sensibilidade:
Prevaléncia da Doenca:
Valor Preditivo Posifivo™:
Sensibilidade:
Especificidade:
Prevaléncia da Doenca:
Valor Preditivo Posifivo™:
Sensibilidade:
Especificidade:
Prevaléncia da Doenca:
Valor Preditivo Posifivo™:
Sensibilidade:
Prevaléncia da Doenca:

Valor Preditivo Positivo*:

Sensibilidade:
Especificidade:
Prevaléncia da Doenca:
Valor Preditivo Positivo™:

Sensibilidade:

100.00 %
99.82 %
0.0022 % [21]
1.19%

100.00 %
100.00 %
0.00083 % [22]
100.00 %
100.00 %
100.00 %
0.00040 % [23]
100.00 %
100.00 %
100.00 %
0.00053 % [24]
100.00 %
100.00 %
99.82 %

0.020 % [25]
9.81%

100.00 %
99.76 %
0.00067 % [26]
0.28 %

100.00 %
99.70 %
0.0010 % [27]
0.33%

100.00 %
98.96 %

0.014 % [28]
1.33%

100.00 %
99.57 %
0.00091 % [29]

0.21 %
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EIM Alvo Marcadores/Regras Aplicadas ~ Classificacéo Desempenho Clinico Especifico do EIM
TYR Il e TYR Tyr deve estar aumentado e SUAC ~ FP: 12 Sensibilidade: 100.00 %
& deve estar normal TN: 1633 Prevaléncia da Doenca: 99.27 %
TP: 1 Valor Preditivo Positivo*: 0.00040 % [30,31]
FN: 0 Sensibilidade: 0.05 %
VIACD C14:1 ou C14:2 deve estar pelo FP: 0 Especificidade: 100.00 %
TIEDZCEEEIFENDEOED Gy avig Valor Predifivo Positivo*: 100.00 %
TP: 3 Sensibilidade: 0.0020 % [32]
FN: 0 Especificidade: 100.00 %

A tabela a seguir resume os valores dos marcadores determinados em recém-nascidos afetados e ndo
afetados em nosso estudo de avaliacdo de desempenho clinico.

Tabela 37: Resumo das concentracdes dos marcadores em [pmol/L] e razdes em [(pmol/L)/(pmol/L)] determinadas para
recém-nascidos afetados e ndo afetados. EIM: Erro Inato do Metabolismo; Min: minimo, Max: méximo, conc:

concentracdo.
Afetados Néo afetados
EIM Alvo
Marcador Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
min max mediana  média min max mediana  média
3MCC (@0) 5,20 102 15,4 31,6 3,98 207 20,4 23,3
C50H 5,34 17,3 10,6 10,2 0,024 1,89 0,272 0,291
C5:1 0,004 0,069 0,017 0,030 0,000 0,092 0,013 0,014
AADCD 30MD 11,3 11,3 11,3 11,3 0,401 14,1 1,09 1,18
ASA Asa 72,9 190 161 141 0,105 3,93 0,334 0,356
Cit 91,7 187 92,0 124 1,06 85,7 12,7 14,1
CPT Cl6 0,074 0,074 0,074 0,074 0,118 10,1 3,41 3,48
C18 0,077 0,077 0,077 0,077 0,087 2,85 0,796 0,835
C18:1 0,116 0,116 0,116 0,116 0,128 4,32 1,50 1,57
C18:2 0,063 0,063 0,063 0,063 0,013 0,665 0,111 0,134
CO/(C16+C18) 53,1 53,1 53,1 53,1 1,74 98,3 4,74 6,70
CPT I (C16+C18:1)/ C2 15,3 15,3 15,3 15,3 0,047 15,4 0,233 0,290
Z ACT C6 0,023 0,023 0,023 0,023 0,006 3,14 0,054 0,076
C8 0,030 0,030 0,030 0,030 0,004 27,6 0,047 0,166
CuUD (@0] 4,98 4,98 4,98 4,98 3,980 207 20,4 23,4
Cxtotal 8,68 8,68 8,68 8,68 6,818 278 51,3 55,7
GA 1l C5DC 1,30 1,88 1,73 1,64 0,013 0,430 0,119 0,126
GA?2 C4 0,668 0,668 0,668 0,668 0,007 2,08 0,203 0,237
C5 0,949 0,949 0,949 0,949 0,008 14,2 0,091 0,147
C8 0,759 0,759 0,759 0,759 0,004 27,6 0,047 0,165
Cl14:1 0,534 0,534 0,534 0,534 0,010 511 0,102 0,126
Cl14:2 0,054 0,054 0,054 0,054 0,004 0,313 0,020 0,022
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EIM Al Afetados Néo afetados
Marcador Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.  Conc. Conc. Conc.
min max mediana média min max mediana  min
LCHAD Cl4 0,099 1,33 0,534 0,714 0,015 0,900 0,211 0,229
o1 C160H 0,149 3,53 0,247 1,30 0,002 0,099 0,024 0,026
C180H 0,120 3,07 0,257 0,855 0,000 0,068 0,019 0,020
C18:10H 0,067 1,16 0,093 0,395 0,002 0,050 0,020 0,020
Cl4:1 0,042 1,46 0,592 0,657 0,010 0,805 0,102 0,121
Cl4:2 0,022 0,192 0,058 0,077 0,004 0,106 0,020 0,021
MCAD C6 0,397 3,14 1,50 1,62 0,006 0,352 0,054 0,059
C8 1,82 27,6 8,82 10,1 0,004 0,601 0,046 0,053
C10 0,250 2,88 1,27 1,19 0,008 0,980 0,075 0,088
C10:1 0,146 1,41 0,645 0,623 0,008 0,165 0,041 0,044
MSUD Xleu 539 539 539 539 25,1 447 110 118
PA/
PROP C3 5,75 27,2 8,17 11,1 0,027 7,22 1,52 1,65
PKU e Phe 172 974 328 372 18,5 169 51,2 53,2
e Phe/Tyr 0,969 22,2 3,48 7,42 0,083 5,06 0,663 0,707
TYRI SUAC 2,22 15,0 12,0 9,72 0,404 1,35 0,738 0,744
TYRII TYR 711 711 711 711 10,4 1090 77,8 89,3
e
TYRIH SUAC 0,907 0,907 0,907 0,907 0,404 15,0 0,738 0,758
VIACD C14:1 1,27 511 1,51 2,63 0,010 0,805 0,102 0,122
Cl14:2 0,137 0,313 0,155 0,202 0,004 0,106 0,020 0,021

Por favor, note que os erros inatos do metabolismo que s&o detectados por este teste de triagem neonatal séo
extremamente raros e considerados doencas raras (doencas 6rfds). Portanto, nédo foi possivel incluir amostras
positivas de todos os erros inatos do metabolismo alvo em nossa avaliacdo de desempenho clinico neste
momento. Consulte a pdgina 1 deste manual de instrucdes para obter informacées sobre como e onde relatar
incidentes. Para reclamacées ou para relatar experiéncias clinicas com o uso do nosso teste em recém-nascidos

com uma doenca rara, entre em contato pelo e-mail support@chromsystems.com.
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Anexo IV Erros inatos do metabolismo e seus marcadores

Na tabela a seguir, resumimos os possiveis marcadores dos distirbios-alvo da triagem neonatal baseada em FIA-

MS/MS descritos na literatura.

As fontes dos dados fornecidos estéo listadas diretamente abaixo da tabela. Por favor, note que, em alguns casos,

a literatura ndo usou especificamente os termos "primdrio", "secundério" ou "informativo" para disfinguir os

marcadores. Nesses casos, afribuimos a classificacdo dos marcadores com base nas informacées fornecidas nas

publicacdes.

Tabela 38: Erros inatos do metabolismo e seus marcadores

Abreviagdio Alvo da Triagem Marcador Primério/

(OMIM*) razéo

2M3HBA Acidoria/acidemia 2-metil-3-hidro-  C50H'-'2,

(300438) xibutirica CaR(AHARIE-E
2-Metilbutirilglicindria/ Ch'-68-14

2MBG (610006)  Deficiéncia de Aci-CoA
desidrogenase de cadeia curta/

ramificada
3MCC (210200;  Deficiéncia de carboxilase do 3- C50H°-12™ Co'™,
210210) Mefilcrotonil-CoA (pode incluir o C5:14
materno)
3MGA Aciddria/Acidemia 3- C50H'-
(250950) Mefilglutacénica fipo |
AADCD Deficiéncia de descarboxilase de ~ 3-OMD"®
(608643) l-aminodcidos aromdticos
Imunodeficiéncia combinada Ado’, dAdo”
ADA-SSCID severa por deficiéncia de
(102700) adenosina deaminase

AGAT (612718)  Deficiéncia de arginina:glicina GAAbow/lownomal'®
amidinotransferase

AGS1-AGS8 C26:0 LPC'7-1°
610181;

610329;

610333; Sindrome de Aicardi-Goutfiéres
612952;

615010,
615846,
619486,
619487)

C26:0 LPC720
ALD (300100) Adrenoleucodistrofia ligada ao X

Arg!25-911-14
ARG (207800) Argininemia
Cif 2569-1421
ASA (207900) Acidemia argininosuccinica
Asq25781112
C3%5, C17?
B12 def (mat) Deficiéncia de B12 (materna)

Marcador secunddrio ou Informativo/razéo

C50H/C8'224811 C50H/C0**8, C40H"

C5/C01,2,5,6,8,1 1,14 C5/C21,2,5,é,8,11
C5/C3'254811, C5/C8°

C50H/C8'", C50H/C0"™,
(CO+C2+C3+C16+C18:1+C18)/Cit® tipo

C50H/C8'254811, C50H/CO%5814

C24:0 LPC", C22:0 LPC'7, C20:0 LPCY, C26:0 (25750;
LPC/C20:0 LPC'®, C26'8'%, C26/C22"°, C26:1'°

C24:0LPC", C22:0LPC17, C20:0 LPC17, C26:0
LPC/C20:0 LPC18, C2618,20, C2420, C26,/C2220,
C24/C2220

Arg/Om?#'214 Arg/Ala®, Arg/Phe®®, Cit/Argiow

511
Cit/Arg'>>81 Cit/Phe®*8, Asa/Arg>>®!", Ci,

Cit/Tyr®, Ala/Citiow'*
C3/C2%%, C3/C16%°, C3/Mef*®, C4/C3’,

C5/C3Iow5
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Abreviagédo
(OMIM*)
BIOPT (BS)
(261640)

BIOPT (REG)

(261630)
BIOT (253260)

BKT (203750)

CACT (212138)

CblAB
(251100;
251110)

CblCc,D
(277400;

CblDv1
(277410)

Cbl E (236270)
Cbl F (277380)

Cbl G (250940)

CIT1(215700)

CIT Il (605814)

CPS (608307;
237300)

CPT la (255120)

Alvo da Triagem

Defeitos na Biopterina na
Biossintese do Cofator

Defeito na Biopterina na
Regeneragdo do Cofator
Deficiéncia de Biotinidase

Deficiéncia de beta-Cefofiolase/
Deficiéncia de 3-oxofiolase

Deficiéncia da Translocase
carnitine-acilcamitina

Acidemia Metilmaldnica (distdrbios

Cbl A,B)

Acidemia Metilmalénica com
Homocistindria (Cbl C, D)/
acidemia metilmalénica (mutase
metilmalonilCoA e proteina
mefiltransferase homocisteina:

MTHF/ MMADHC)

Deficiéncia de Metilcobalamina

tipo cblDv1
Deficiéncia de Metilcobalamina
tipo cblE

Acidemia Metilmaldnica com
homocistindria, fipo cblF

Deficiéncia de Metilcobalamina
tipo cblG

Citrulinemia fipo |

Citrulinemia fipo |l

Deficiéncia da Sintetase do
carbamoil fosfato

Deficiéncia da Carnitina Palmitoil-

transferase tipo la

Marcador Primdrio/
razdo
Phe!25-1113,14

Phel,Z,SfH,lB,M

C50H33, C3*
C5:1'"'4, C50H
6,8—1AI CAOHQ,S,H

C16'"214 C18:2'
6,8,]0,]2, C-I 8] 1-

6810,12 1-68,10-
,C18

12 C 1 42,4,5,8,]],
C16:124812 2,2,
C12% C180H?

C31,2,5—12,1A, C 'I 72/
C16:10H°, C4DC?

C31,2,5— M/ C‘l 72,
C4DC8

Met'!

M ehOWS,B,l 1

C32,13,M

MehOW5'8l.| !

Cit!25-11.131421

C“]'Z'5—”, Arga'”,
Met'!, Thi?'!

Cito”>%1, GIn®,
Glv®, Argioy, ”

CO'-681011,14

C ] 6|ow]79/”

Cl 8|0w113'”
C18: 110248,
C18:22458
C16:1iow?

’

CHROMSYSTEMS

Marcador secunddrio ou Informativo/razéo

Phe/Tyr!%5-8111314 phe /Xleu?, Tyrnow/n
Phe/Tyr'2>-8111314 "Phe /Xl eu?, Tymow/”

C3/C2*
C50H/C8!226811 C50H/C0%*%, C5OHhigh/n”

CO/(C16+C18)'24%, (C16+C18:1)/C224514
C3/C16?, CO/(C16+C18)un?>, C18/C3?

C3/c21,2,5,6,8,11,12,]A Ca/c'l 61,2,5—8,] 1,12
C3/C0%78, C3/Met**, C4/C3n’, C5/C30’,
Gly, c3/c4

C3/c21,2,5,6,8,1],]2,]A C3/c‘|é],2,5—8,]1,12
C3/Met'#>48 C4/C3°, Met'®, C16:10H’,

C3/C078, C3/C47, Met/Phe® 277410)

Met/Citew® , Met/Tynow® , Met/XLeuiow®, Met/Phe'!
Met/Citow , Met/Pheins>®"!, Met/Tyrow’,
Met/XLeuew 8, C3/Met®

C3/C16?, C3/C2%™

Met/Citow’, Met/Pheiow”®!", Met/Tyriow’,
Met/XLeuow 8, C3/Met®

Cit/Arg'?54%1  Cit/Phe?>%, Met/Citiow?,

Gln/Citiow®, Glu/Citow’, Cit/Tyr®, Ala/Citow'
Cit/Arg'?54® Cit/Phe?>%, Met/Citiow?, Orn/Ciow?
Glu/Citow®, Arg/Phe®, Cit/Tyr®, Ala/Citow'*

Glu/Cit*®, Met/Cit**, Ala/Cit?, Gln/Cit>°,
Cit/Phetow 2°#', Cit/Argiow *8, ACs/Cif’, Cit/Tyr®,

Om/Cit®, écido ordtico?

CO/(C16+C18)"2457811.14 (deniro dos 10 dias de
vida), C3/C16%%, (C16+C18:1)/C2n?>™,
COrighyn’, CO/C168 CO/C188
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Abreviagédo

(OMIM*)

CPTII (255110;
608836;
600649)

CUD (212140)

DDCH/CADDS
(300475)

DE RED
(616034)

ECHS1D
(616277)

EE (602473)

EMPF 1/EMPF 2

617086)

GA 1 (231670)

GA 2 (231680)

Alvo da Triagem

Deficiéncia de camitina Palmitoil-
transferase tipo I

Defeito de captacéo/transporte

de camitina (pode incluir tipo
materno)

Sindrome de Delecdo Contigua
ABCD1 DXS1357E

Deficiéncia de 2,4-diencil-CoA

redutase/deficiéncia dedienoil-CoA

redutase causada por deficiéncia
de NAD kinase 2

mitocondrial

Deficiéncia de hidratase enoilCoA

de cadeia curta

Encefalopatia efilmalénica

Defeitos de fisséio peroxissomal/
encefalopatia por fissdo
mitocondrial e peroxissomal
defeituosa

Acidemia glutdrica tipo | (pode
tipo materno)

Deficiéncia multipla de acil-CoA
desidrogenase (MAD)/
Acidemia glutdrica

tipo Il

CHROMSYSTEMS

Marcador Primério/ Marcador secunddrio ou Informativo/razéo

razdo

C16'-111314 CO/(C16+C18)288 (C16+C18:1)/C2%4571114
C18:2!-6810 (dentro dos 10 dias de vida”), C3/C16iw?,
C18:1'-8° C18'- CO/(C16+C18)ow*>™, C2iu” , C18/C38
6,8,10,11,13

C]42'4’5’8'”,

C16:1%*8, C20?°,

C12% COw'®

CO'"* M COow? (CO+C2+C3+C16+C18:1)/Cit"®!", C3/Meton??,
51314 (22458 ACs/Citiow”, Ctotow’,

C3n (CO+C2+C3+C16+C18:1+C18)/Cition 2?4,
Clbion>>81% C3+C16°

C18cy 2813

C18:Tiow 2°8, outras

espécies de AC
geralmente baixas?,

C18:28

C26:0 LPC” C24:0 LPC", C22:0 LPC'7, C20:0 LPC"”

C10:21246891112  C10:2/C10', Lys®"

C5:1%, C20n?

C40H/C3DC*

Todas as razées séo aplicdveis aos marcadores primdrios'®,

C4/C32°8M C4/C225814 C5/C3%*°8, C4/C8¢, C5/CO%%,
C5/C2%8, C5/C88

CA-] —6,8,94141’ C5] -6,89

C26:0 LPC', C24:0 LPC', C22:0 LPC", C20:0 (614388;
LPC"”

CSDC]_M'Z], C5DC/C50H]'2’5'6'”’M, C5Dc/C81,2,5—8,] ]:

COi™®'" C5DC/C16"481112 C5DC/C3DC* ™,

C18:1low *, C18low?, C5DC/C0? C5DC/C47, C5DC/C12,
Trp® C5DC+C100H?, (C5DC+C100H)/C50H?, incluir o

(C5DC+C100H)/C4®, (C5DC+C100H)/C8?,
(C5DC+C100H)/C16¢,
(CO+C2+C3+C16+C18:1+C18)/Cift

C4.C18 saturado Todas as razées séo aplicéveis aos marcadores primdrios' ",

e arazdo C14:1/C12:1 varia de normalalta para elevada

insaturado 247210, 4 arazéo (C16+C18:1)/C2 varia de normalalta para
C4*981114 C5%  elevada*, C4/C2%, C4/C3%,
381114 espécies de

C5/C0°8, C5/C25%, C5/C3%8, C8/C25%,
C5DC/C50H®, C14:1/C25, C14:1/C165,
C5DC+C100HE, (C5DC+C100H)/C50H,
(C5DC+C100H)/C4°

cadeia longa®, C8:1%,
C10%8 C12%3,
C14:2*%, C14:1%3,
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Abreviagédo

(OMIM*)

GACR (258870)

GAMT (61273¢)

GNMT
(606664)

GSD 1 (232300)

HCY (236200)

HHH (238970)

HIBCHD
(250620)
HMG (246450)

H-PHE (261600)

HYRPRO1/HP
(239500)

HYRPRO2/HPAI
(239510)

HADH (231530)

IBG/IBDD
(611283)

IVA (243500)

Keto

LCHAD
(609016)

Alvo da Triagem

Atrofia girata das coroides e
refina/ deficiéncia da
orfinina aminotransferase

Deficiéncia de guanidinoacetato
metiltransferase/
Sindrome da deficiéncia cerebral

de creatina 2
Deficiéncia de glicina
N-mefiltransferase

Doenca de acimulo de glicocénio
tipo Il/Doenca de Pompe

Homocistindria (CBS)

Sindrome de hiperomitinemia-
hiperamonemia-
homocitrulindria

Deficiéncia de 3-
hidroxiisobufirikCoA hidrolase

Acidiria 3-Hidroxi-3-

mefilglutdrica
Hiperfenilalaninemia
(Benigna)

Hiperprolinemia tipo |

Hiperprolinemia tipo Il
Deficiéncia de 3-hidroxiacilCoA
de cadeia curta desidrogenase

Deficiéncia de Isobutitri-CoA
desidrogenase/ Isobufirilglicindria

Acidemia isovalérica

Cefose (NAO é um EIM, mas
uma causa potencial para o
aumento dos niveis dos analitos)

Deficiéncia de 3-hidroxiaci-CoA

de cadeia longa
desidrogenase

Marcador Primdrio/
razdo

C14%M C16:14,
C16*", C18:2¢,
C18:14,C18% C6°,
C85'8'”, C]OS,
C5DC", C12:1°,

vérias acilcarnitinas
13

C10:18, C6°
Orm’, Citiow '

GANZ?

Met'®

(CRE/CRN)?

Met1,2,5714,21

Om’?1* (Om néo
é informativo de
acordo com ?),

.89
Homocit®

C40H*

CSOH]_M‘Z],
CéDcl—6,8,10—13

Phe29-11.14

Pr02,8,9,14

Pro?8?

C4OH

C41—12,14

C51—]A,21

C24 C12:14 C124
C14:24 C14:14
Cl4% C16:1%,
Cl6%, C18:2%,
C18:14 C18,
C40H*

C16:10H'
3,56,8,10,11 C 1 6OHI =

CHROMSYSTEMS

Marcador secunddrio ou Informativo/razéo

Asn+Om®, (Asn+Ormn)/Phe®, (Asn+Om)/Ser®,

Om/Cif?, Cit/Pheiow '*
GAA/CRE?

Met/Phe'>2681114 ‘Met/XLeu>>®, Met/Tyr>>,

MeT/CifZ'S, C3/Mehow 3

Asn+Om®, (Asn+Om)/Phe®, (Asn+Omn)/Ser®,
Om/Cif*1*

CSOH/C8],2,5,6,8,H CSOH/C02,5,8,I 1,14
C6DCrigh/n 7, C6OH'™

Phe/Tyr*'""'*, Phe/XLeu?

Pro/Cit?, Pro/Phe®

Pro/Cit?, Pro/Phe®

CA/c21,2,5,6,8,H,14 CA/c31,2,5,6,8,11,14 CA/C81,2,5,6,8,H

C5/co],2,5,6,8,1],]4,2]l C5/c21,2,5,6,8,1],21,

C5/C3125-811 C5/C47, C5/C87%
A razéo C14:1/C12:1varia de normalalta a
elevada *

C160H/C16'25681114 C180H/C18%°,
C160H/C14?, a razéo C14:1/C12:1 varia
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Abreviagéo
(OMIM*)

LYS (238700)

M/SCHAD
(601609)

MAL (248360)

MCAD
(201450)

MCD (253270)

MCKAT
(602199)

MET/MAT
(250850;
613752;
606664)

MSUD (248600)

MTHFR
(236250)

Alvo da Triagem

Hiperlisinemia

Deficiéncia de desidrogenase de
L-3-hidroxiacilCoA de cadeia
média/curta

Acidiria/acidemia maldnica

Deficiéncia de desidrogenase de
aci-CoA de cadeia média

(pode incluir fipo materno)

Deficiéncia da holocarboxilase

sintetase/deficiéncia mltipla

de carboxilase

Deficiéncia de cetoacilCoA de
cadeia média desidrogenase/
Deficiéncia de tiolase

Hipermetioninemia incl.
Deficiéncia de mefionina

adenosilfransferase

Urina de xarope de bordo

Deficiéncia de

metfilenotetrahidrofolato redutase

Marcador Primério/
razdo

14, C18:1 OHLS,S—MI
Cl BOHl—é,B,lO—M,
C140H?4%,
C18:20H28, C16%8,
C18:248,

C18:14%, C18%%,
C14:2°, C14:1°8,
C14% C10:10H?,
C120H8, C16:18,
C12:10H?,
C14:20H?,
C14:10H®

LyS”

C40H 1-3,56,8-13
C6OH®,

C100H?, C28,
C8'%, C80OH'?

C3Dcl—12,14 C312

Cgo-1214 Cgl0-1214
C10:1'-12 C10'-

12

CSOHI—S,S-M

C32,5,8,9,1 1-13

C8 1,2689,11
C]oZ,S,]Zl !
CI00H*?, C12%2,

C10:10H8,

C6OHS, C10:18,

C8:18,
C8OH+C3DC?,
C8OH""

Met'25-12.14

1,2,5-14,21
Val ,

XLeu],Z,SflA,Zl

M ehow2,5,7,8,10

CHROMSYSTEMS

Marcador secundério ou Informativo/razdo

de normalalta a elevada #, razéo (C16+C18:1)/C2
varia de normakalta a elevada 4, C14:1/C23,
Cl4:1/C16°

C40H/C16% C40H/C8? C40H/C4?

C3DC/C10'25681114 C5DC/C3DCion??
C8OH+C3DC8, (C8OH+C3DC)/C48,
(C8OH+C3DC)/C108

C8/C2', C8/C10", (CADC+C50H)/C8iow'*,

COow °, acilcarnitinas de cadeia média®*

C50H/C812568, C50H/CO%5#, C3/C25,
C3/C16°% C4/C3iow> , C5/C3ow” , Crighyn’ ,

C3/C0®, razdes relacionadas aos marcadores primdrios'!

C8/C2'%8, C8/C10'%%, C3DC/C10",
(C8OH+C3DC)/C48, (CBOH+C3DC)/C10°

Met/Phe!%>6811:14 Met/Cit>>, Met/XLeu?>8,
Met/Tyr*®, C3/Metiow’

Val/Phe! 25811 Xley/Phe! 25681114
Xleu/Ala">>¢81 Xleu/Tyr?,
(XLeu+Val)/(Phe+Tyr)®

Met/Pheiow>>® , Met/Citiow’ , Met/Tynow” ,
Met/XLeuow 8, C3/Met’
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CHROMSYSTEMS

Abreviagdio Alvo da Triagem Marcador Primdrio/ Marcador secundério ou Informativo/razdio
(OMIM*) razdo

Acidemia metilmalénica Cc3''* C177, C3/C2124-68111214 C3/C14!25-81112

/deficiéncia de metimalonikCoA  C16:10H®, C4DC? C3/C0?78, C3/Mef?®, nivel de C4DC varia de normal-
MUT (251000) mutase (incl. MMA por defeito no

receptor de

transcobalamina/TcblR)

Deficiéncia de N-acefilglutamato

GIn%, Citow?>?

alta a elevada 4, C4/C3iw® , C5/C3ion’ ,
Gly, C3/C4’

NAGS (237310)  sintase Argiow”
NKHG Hiperglicinemia ndo-cetdtica Gly'68211.14 (ngo Gly/Ala'®
(605899) (Sinénimo: encefalopatia informativa segundo ?)
glicina, GCE)
OH-PRO Hidroxiprolinemia/deficiéncia Xleu®" Xleu/Ala®, XLeu/Phe?
(237000) da 4-hidroxi-L-prolina oxidase

Citiow 2289, Gln?,

Glu/Cit**, Met/Cit?*, Ala/Cit?, Gln/Cif®,

OTC (300461; Deficiéncia de ornitina Glv’, Argiow Cit/Pheiow >>2™, Cit/Argiow >8, ACs/Cit*, Cit/Tyr®,
311250) transcarbamilase
Om/Cit¥, écido orético?
c3-1421 172 C3/C2124-6811121421 C3/C]6)25-81112
PA/PROP Acidemia propinica C16:10H°, CO® C3/Mef*?, C4/C3iow °, C5/C3iw >, Gly’, C3/CO7%,
(606054)
C3/c4’
Deficiéncia de piruvato Cit' 2568, Cit/Arg'>*4® Cit/Phe®>®, Met/Citiow?, Glu/Citiow? ,
PC (266150) carboxilase Ala/bAla/Sar®, Pro® Cit/Tyr®, Lys®
Deficiéncia do Complexo Ala/bAla/Sar®, (XLeu+Val)/(Phe+Tyr)?, Xel/Ala®, XLeu/Phe?,
Piruvato Desidrogenase (inclui
deficiéncia de piruvato Xleu®'"", Pro®, Pro/Phe®, Val/Phe®
PDHXD desidrogenase E2, deficiéncia Va2
(245348, de piruvato desidrogenase E3,
245349, deficiéncia de
246900, DIIDROLIPOAMIDA
312170, DESIDROGENASE, deficiéncia
608782, de piruvato desidrogenase
614111) El-alfa, deficiéncia de piruvato
desidrogenase fosfatase,
deficiéncia de piruvato
desidrogenase E1-beta)
PKU (261600) Fenilcetontria cldssica Phe'23-1321 Phe/Tyr'2>811-13 Phe/XLev?, Tyr'?, Tynowm
Deficiéncia da Proteina 5 C26:0 LPC” C24:0 LPC", C22:0 LPC'7, C20:0 LPC"”
RDLKD Contendo o Dominio de Ligacdo
(618863) a AcilCoA/distrofia retinal
com leucodistrofia
SAHH (613752) Deficiéncia da Met'®
S-adenosilhomocisteina hidrolase
SCAD (201470) Deficiéncia da aciFCoA c4'-14 C4/C2'25881114 . C4/C3125681 C4/C8256811
Desidrogenase de cadeia curta
Deficiéncia de camitina COow®
SCD secunddria (ex., em acidemias
orgéinicas e distirbios de
oxidagdo dos dcidos graxos)
SER (614023, Sindrome de deficiéncia de serina,  Senow 2%
610992, incl. Sindrome de Neu-laxova
601815, (NLS); causado por deficiéncia 3-
256520, na 3fosfoglicerato desidrogenase
616038) , deficiéncia da 3fosfoserina
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CHROMSYSTEMS

Abreviagdio Alvo da Triagem Marcador Primério/ Marcador secundério ou Informativo/razdo

(OMIM*) razdo
fosfatase, ou deficiéncia da
fosfoserina aminotransferase

C26:0 LPC'718

Deficiéncias da Enzima C24:0 LPC", C22:0 LPC", C20:0 LPC

Single PED (incl. Peroxissomal Unica (inclui
261515, deficiéncia de proteina
264470) D-bifuncional (DBP) e deficiéncia
da acil-CoA oxidase peroxissomal)
SUCLA2 Deficiéncia da succinitCoA C33.48, CADC348 C3/C2*8 C3/C08 C3/C16°
(603921) sintetase (SUCLA2)
Suplementacéo com ~friglicen’deos Cé* C8% C10?,
Sup. MCT de cadeia-média (NAO é um C10:1#

EIM, mas uma causa potencial de
niveis elevados dos andlitos)

TCN2 (275350) Deficiéncia de transcobalamina Il C3?% C172 C3/C2?

C16:10H"
35681911, C160H!~
351214, C18:10H'-
351214, C180H"

C160H/C1625481114 C180OH/C18%,
C160H/C14% C14:1/C2°, C14:1/C16°

356,810-12,14,
C140H,
C18:20H%8,
TFP (609015) Deficiéncia de proteina trifuncional  C14:2°, C14:1°%'2,
C14>'2 C10:10H8,
C120H8,
C12:10H8 C18:18,
C16:18, C16%%2,
C188 C18:28,
C14:20H8,
C14:10H?8
Tyr (trans) Tirosinemia fransiente Tyr®
(ORPHA:3402)
Ty 2B Tyr/Cit'"®, , Tynighn , (XLeu+Val)/(Phe+Tyr),
TYR | (276700) Tirosinemia fipo |
Suac!25-81112,14 SUAC/Phe', Met"2
Tyr! 2314 Tyr/Cit'"%, Phe/Tynow >™, Met/Tynow 2,
TYR Il (276600) Tirosinemia fipo I
(XLeu+Val)/(Phe+Tyr)?, XLeu/Tynow '*
Tyr!2268-1214 Tyr/Cit'%, Phe/Tynow >, Met/Tyrow 2,
TYR I (276710) Tirosinemia fipo Il
(XLeu+Val)/(Phe+Tyr)®, XLeu/Tynow ™
VAL (277100) Valinemia Val®! Val/Phe®
C]4:21—6,8,10,11,13,30 C'|4:'|/C'|6],2,5,6,8,H,M C]AZ]/C22'5’8’”’M
C14:1'-142130, C14:1/C12:12458 nivel de (C16+C18:1)/C2 varia
C14'-6810-13%0 de normalalta a elevada 4, C14ngy”
C12:1%58, C16rigyn”, C18: Thign /, C14:1/C47, C14:1/C5,
VLCAD Deficiéncia de acilCoA C12%58% C14:1/C87, C14:1/C148 C20%
(201475) desidrogenase de cadeia longa

C'I 6: 'I 4,8,12,30
C16412, C18:24%,
C18:1412, C18%,
COIow]3
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Abreviagdo

(OMIM*)

CHROMSYSTEMS

Marcador Primério/

3 Marcador secunddrio ou Informativo/razéo
razdo

Alvo da Triagem

ZS/PBDZSS C26:0 LPC'® C20:0 LPC'7"'8 C26'8, C22:0 LPCV, C24:0 LPC'7
(214100;

214110;
614859;
614862;

614866;
614870;
614872;

Sindrome de Zellweger/
Distrbios da biogénese

dos peroxissomos

614876;

614882;

614883;

614886)

*OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) entre parénteses: informacées detalhadas sobre os EIM podem ser encontradas
pesquisando os cédigos OMIM no site OMIM.org.

Observacdo: Marcadores em cinza ndo podem ser quantificados (em niveis relevantes) usando os kits 5707 5(-F)(-ADO)

Bennett MJ. National Academy of Clinical Biochemistry Laboratory Medicine Practice Guidelines: Follow-Up Tesfing For Metabolic
Diseases |dentified By Expanded Newbom Screening Using Tandem Mass Spectrometry. 2009.

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). NBSO4-Ed2: Newborn Screening by Tandem Mass Spectrometry. 2017;(2nd edition).
Rinaldo P, Cowan TM, Matern D. Acylcamitine profile analysis. Genetics in medicine : official journal of the American College of
Medical Genefics. 2008;10(2):151-156.

Miller MJ, Cusmano-Ozog K, Oglesbee D, Young S. Laboratory analysis of acylcamnitines, 2020 update: a technical standard of the
American College of Medical Genefics and Genomics (ACMG). Genetics in medicine : official journal of the American College of Medical
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AnexoV  Rastreabilidade  dos  padrées  internos
(calibrador) e controles

Versdo 1.1

MassScreen® Aminodcidos, Acilcamitinas ESTENDIDO
Mix de Padrdo Interno (no. de pedido 57074)
Padrdo Interno de Succinilacetona (ndo derivatizado) (no. de pedido 57044)
Mix de Padrdo Interno Ado, dAdo (no. de pedido 57474)

MassCheck® Aminodcidos, Acilcamifinas ESTENDIDO
Controle em Spot de Sangue Seco Nivel |, Il e lll (nos. de pedido 0195, 0196, 0197)

MassCheck® Aminodcidos, Acilcamifinas ESTENDIDO incl. Ado, dAdo
Controle em Spot de Sangue Seco Nivel |, Il e lll (order nos. 0295, 0296, 0297)

Uma solucdo padrdo de referéncia principal foi preparada gravimetricamente pela adicdo de material de
referéncia dos analitos da mais alta ordem disponivel e do padrdo interno. Para os andlitos alaning, argining,
glicing, leucina, metioning, fenilalaning, proling, sering, tirosina e valing, foi utilizado material obtido como NIST
SRM 2389q; para écido argininosuccinico, ornitina, 3-O-metildopa, citrulina, glutaming, écido glutdmico, carnitina
livre, acetilcarniting, butirilcarnitina, isovaleri lcarnitina, glutarilcarniting, hexanoilcarnitina, octanoilcarniting,
decanoilcamitina,  decenoilcarnitina,  dodecanocilcarniting,  tetradecanoilcamitina,  tetradecenoilcarniting,
hexadecanoilcarnitina, octadecanoilcarnitina, octadecenoilcarnitina,  succinilacetona, adenosina, creating,
creatinina e dcido guanidinoacético, foram utilizados materiais obtidos como Materiais de Referéncia Certificados
(CRMs) e Materiais de Referéncia (RMs). J& para propanoilcarniting, 3-hidroxibutirilcarniting, tiglicarnitina, 3-
hidroxiisovaleri  lcarnitina,  adipilcarnitina,  decadieno ilcarnitina,  3-hidroxihexadecanocilcarnitina,  3-
hidroxioctadecanoilcarnitina, hexacosanoilcarnitina, 2'-desoxiadenosina e 1-hexacosanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-
fosfocolina, foram utilizadas substdncias puras obtidas de fornecedores comerciais. Essa solucdo padréo de
referéncia principal foi ufilizada para definir as concentracées dos padrées internos dos produtos “Master Internal

Standard”.

A definicdo das concentracdes do padréo interno principal e dos produtos subsequentes de padréo interno
(nmeros de pedido 57074, 57474, 57044) foi redlizada no laboratério do fabricante utilizando o ensaio
Chromsystems MassScreer® Aminodcidos, Acilcarnitinas ESTENDIDO MS/MS. Por meio desse procedimento,
assegurou-se a rastreabilidade aos CRMs obtidos de fornecedores certificados segundo as normas ISO 17025 e
ISO 17034, aos RMs de fornecedores certificados segundo ISO 17025, e &s substancias puras provenientes de
fornecedores certificados segundo ISO 9001, bem como ao material de referéncia NIST SRM (ver grdfico abaixo).
A pureza e/ou as concentracdes dos materiais NIST, CRMs e RMs foram determinadas por fornecedores
certificados, utilizando os métodos apresentados no gréfico.

Os produtos da Chromsystems — Internal Standard Mix, Internal Standard Succinylacetone (né&o derivatizado) e
Internal Standard Mix Ado, dAdo (padrdes internos de trabalho, utilizados como calibradores de trabalho) —
possuem concentracdes especificadas na bula de cada lote, determinadas pelo laboratério do fabricante usando
o ensaio Chromsystems MassScreer® Aminodcidos, Acilcarnitinas ESTENDIDO MS/MS como referéncia. O ensaio
foi calibrado utilizando as misturas-padréo internas principais da Chromsystems, com concentracdo conhecida
(incluindo a incerteza, indicada no gréfico abaixo).

A homogeneidade ¢ verificada para cada lote por meio de mltiplas andlises de vdrias aliquotas, baseando-se na
justificativa estatistica da Chromsystems para o tamanho amostral (com base na norma ISO 13528, com um minimo
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de 10 repeticdes em duas corridas). Os valores atribuidos e as respectivas incertezas sé&o fornecidos na bula de
cada padrdo interno (utilizado como calibrador).

Para a definicdo das concentracdes dos controles-mesire de sangue e dos produtos subsequentes da Chromsystems
— MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas ESTENDIDO Controle em Spot de Sangue Seco Niveis I-1Il e
MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas ESTENDIDO incl. Ado, dAdo Controle em Spot de Sangue Seco Niveis
|- 1l (controles de qualidade de trabalho) — sdo utilizados, respectivamente, o padréo interno principal e os produtos
de padrdo interno como calibradores. Para os andlitos que ndo possuem um padrdo interno isotopicamente
marcado correspondente, mas cuja definicdo é realizada com base no padrdo interno de outro andlito, a
determinacdo das concentracdes nos controles segue o mesmo procedimento, uma vez que a solucdo padrdo de
referéncia principal também inclui esses analitos, os quais, por sua vez, foram relacionados aos padrées internos
utilizados.

Os controles de qualidade de trabalho apresentam concentracdes especificadas na bula de cada lote,
determinadas pelo laboratério do fabricante ufilizando o ensaio Chromsystems MassScreen® Aminodcidos,
Acilcarnitinas ESTENDIDO MS/MS, incluindo os Mixes de Padrdes Internos da Chromsystems.

A homogeneidade ¢é verificada para cada lote por meio de multiplas andlises de vérias amostras de sangue seco,
baseando-se na justificativa estatistica da Chromsystems para o tamanho amostral (com base na norma ISO 13528,
com um conjunto minimo de 10 repeficdes em duas corridas analiticas).

Os valores atribuidos séo fornecidos na bula de cada controle MassCheck® Aminodcidos, Acilcarnitinas

ESTENDIDO Controle de Spot de Sangue Seco, sendo utilizados para a harmonizagéo de valores por meio de
fatores de resposta relativa especificos de cada sistema.
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Gravimetric preparation of NIST material, CRMs and
RMs used for value assignment; Purity and identity
are checked by methods provided in the table

NIST SRM 238%a

Analyte C::Iilzd UnceSmn'ry k Purity Identity
Alanine 2.50 mmol/L  0.07 mmol/L ) LC-MS, sec. methods'

Arginine 251 mmol/L  0.07mmol/L 2 LC-MS, sec. methods'

Glycine 252 mmol/L  0.07 mmol/L 2 LC-MS, sec. methods'

Leucine 2.44 mmol/L  0.11 mmol/L 2 LC-MS, sec. methods'

Methionine 2.51 mmol/L  0.07 mmol/L 2 LC-MS, sec. methods'

Phenylalanine 255mmol/l  0.09mmol/l 2 LC-MS, sec. methods'

Proline 246mmol/l 011 mmol/L 2  LC-MS, sec. methods'

Serine 2.44 mmol/L  0.11 mmol/L 2 LC-MS, sec. methods'

Tyrosine 2.54 mmol/L  0.08 mmol/L 2 LC-MS, sec. methods'

Valine 251 mmol/L 0.1 mmol/L 2  LC-MS, sec. methods'

Certified Reference Material (CRM)

Argininosuccinic acid 73.1% + 2.2% 32 gNMR

Citrulline 99.6% + 2.2% 2.8 qNMR

Glutamine 99.8% + 0.4% 2 gNMR -
Glutamic acid 99.6% + 0.2% 2 gNMR -

Free carnitine 10.0 mg/mL =+ 0.1 ug/mlL 2 LC-MS LC-MS, TH-NMR
Acetylcarnitine 10.0 mg/mL  + 0.2 ug/mlL 2 LC-MS LC-MS, TH-NMR
Butyrylcarnitine 99.9 ug/mL + 3.5 ug/mlL 2 Chromctogrophvt LC-MS
Isovalerylcarnitine 100.0 ug/mL =+ 4.3 ug/mlL z Chromcﬂogrophvf LC-MS
Glutarylcarnitine 100.0 ug/mL =+ 3.9 ug/mlL 2 LC-MS LC-MS, TH-NMR
Hexanoylcarnitine 100.0 ug/mL  + 1.4 ug/mlL 2 Chromcto_qmpth LC-MS
Octanoylcarnitine 99.9 ug/mlL + 1.9 ug/ml 2 Chromcto_qraphvf LC-MS
Decanoylearnitine 99.9 ug/mlL + 2.7 ug/ml 2 Chromatogrqphvf LC-MS
Decenoylcarnitine 100 ug/mL + 3 pg/mlL 2 LC-MS -
Dodecanoylcarnitine 100.0 ug/mL = 2.8 ug/mlL 2 Chromctogrophvf LC-MS
Tetradecanoylcarnitine  100.0 ug/mL  + 3.0 ug/mlL 2 Chromcllogrc:phvf LC-MS
Tetradecenoylcarnitine 100 ug/ml + 1 ug/mlL 2 LC-MS -
Hexadecanoylcarnitine  5.000 mg/mL =+ 0.172 mg/mL 2 LC-MS LC-MS, TH-NMR
Octadecanoylcarnitine  199.9 ug/mL  + 3.4 ug/mlL 2 Chromutogruphvf LC-MS
Octadecenoylearnitine 200 ug/mlL + 3 pg/mlL 2 LC-MS

Succinylacetone*** 99.7% + 1.2% 2.8 gNMR -
Adenosine** 99.8% + 0.4% 2.0 HPLC-LV, sec. methods? IR
Creatinine 2.00 mg/mL  + 0.01 mg/mL 2 HPLC-UV, LC-MS LC-MS, TH-NMR
Reference Material (RM)

Ornithine 98.9% + 1.0% 2 TH-NMR EA, NMR, RT, IR, LC-MS
3-O-Methyhldopa 98.25% + 0.43% 2 HPLC-LV, sec. methods®  TH-NMR, 13C-NMR, LC-MS, IR
Creatine 99.1% + 1.0% 2 1H-NMR NMR, EA, LC-MS, IR
Guanidinoacetic acid 99.5% + 2.0% 2 EA EA, NMR, RT, IR, LC-MS, UV

! métodos secunddrios: andlise elementar, umidade residual por titulacdo KF
2 métodos secunddrios: determinacdo de solventes residuais, perda por secagem/voldteis, andlise de residuos

% métodos secunddrios: teor de voldteis, solventes residuais, residuos inorganicos
T ndo especificado em maior detalhe

v

See next page
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Gravimetric perparation of stock solutions from pure
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glycero-3-phosphocholine

Analyte Purity  Purity  Identity
Propionylcarnitine 294.0%  HPLC -
3-Hydroxybutyrylcarnitine 295.0%  HPLC
Tiglylcarnitine 294.0%  HPLC
3-Hydroxyisovalerylcarnitine 290.0% TLE
Hexacosanoylcarnitine >95% 1H-NMR
Adipylcarnitine 297.0% TLC -
Decadienoylcarnitine 295.0%  HPLC LC-MS
3-Hydroxyhexadecanoylcarnitine  295.0% TLC
3-Hydroxyoctadecanoylcarnitine  294.0%  HPLC
2'-Deoxyadenosine™™ 298% HPLC
1-Hexacosanoyl-2-hydroxy-sn- ~99% e

Chromsystems procedure for assay

MassScreen® Amino Acids, Acylcarnitines
EXTENDED using FIA-MS/MS analysis

Chromsystems procedure for assay

MassScreen® Amino Acids, Acylcarnitines
EXTENDED using FIA-MS/MS analysis

v

Chromsystems master of Dried Blood Spot
Control MassScreen® Amino Acids,
Acylcarnitines EXTENDED from dried blood

(non-derivatised)

Y

Chromsystems procedure for preparation

of master reference standard solution for

all analytes contained in DBS Controls
and all internal standards in
Internal Standard products™

Chromsystems master of
Internal Standard products

Chromsystems Internal Standard
products* MassScreen® Amino Acids,

Acylcarnitines EXTENDED; values are given
on insert leaflet in Internal Standard box

Chromsystems Dried Blood Spot Control
MassScreen® Amino Acids, Acylcarnitines
EXTENDED from dried blood (non-

derivatised); values are given on insert
leaflet in DBS quality control box

legenda: ('H,/3C,/q)NMR: ressondncia magnética nuclear (de préton/carbono/quantitativa); EA: andlise elementar; HPLC-
UV cromatografia liquida de alta eficiéncia com defector ultravioleta-visivel: FIA-MS/MS: espectrometria de massas em tandem

por injecéo em fuxo, IR: espectroscopia no infravermelho; LCMS: cromatografia liquida acoplada ¢ espectrometria de massas;

RT: tempo de retencéo, TLC: cromatografia em camada delgada.

*

* %

* k%

Esta cadeia aplicase aos Mixes de padrdo interno com os seguintes nos de pedido: 57074, 57044, 57474
Aplicase apenas a parte do Mix de padréo inferno Ado, dAdo (n° de pedido 57474) e, nos controles, aos nimeros

de pedido 0295, 0296 e 0297

Aplicase apenas a parte do Mix de padréo interno Succinilacetona (ndo derivatizado) (n° de pedido 57044)
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A disponibilidade de materiais de referéncia padrdo (SRM) e materiais de referéncia certificados (CRM) é
verificada regularmente, no mdaximo antes da producdo de um novo lote principal (master lot), a fim de garantir
a rastreabilidade dos calibradores e controles da Chromsystems a materiais de referéncia de ordem superior.
Portanto, a cadeia de rastreabilidade atual dos calibradores e controles pode diferir ligeiramente daquela
apresentada neste documento. A cadeia de rasireabilidade atualmente vélida estd disponivel no centro de

downloads do nosso site. A cadeia de rastreabilidade apresentada aqui (versdo V1.1) representa o status em
24/06/2025.
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Anexo VI Simbolos

Utilizamos os simbolos da norma EN ISO 15223-1 em nossos rétulos, especificacdes e embalagens. Os
significados de cada simbolo sé@o apresentados na tabela abaixo:

Tabela 39: Simbolos

Simbolo Significado

Fabricante

Data de fabricacéo

-

Validade

| el 3

Nomero do pedido

-
|

—
(=]
-

Cédigo do lote / cédigo da fabricacdo

-
|

=

Consultar as instrucées de uso

-
|

Limite superior de temperatura:

Armazenar abaixo de determinada temperatura

-

S oc

Faixa de temperatura:

Armazenar dentro de uma faixa especifica de temperatura

H
w

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

-
|

Suficiente para <n> testes

xS

-
|

1
|

g B>

Atencdo

Nomero de série

-
|

m
m

Marcacdo CE de conformidade com a legislacdo europeia aplicével

Marcagdo CE de conformidade com a legislacéo europeia aplicvel

m
m

(com o sufixo 0123 - referente ao organismo notificado: TUV Sid Product Service GmbH)
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Anexo Vi Histérico de versdes

Tabela 40: Histérico de versdes

Versdo Data de langamento Descricdo
(AAAA-MM-DD)
1.0wor 24062025 Criacdo Inicial
1. Tvor 24102025 Mudanca dos seguintes nimeros de pedido:

Préfiliro em PEEK: antes 55033, agora 57016
Suporte de Préfiltro em PEEK: antes 15010, agora 15017
Capilar Restritor: antes 55015, agora 55018
2.0wor 02-122025 Capitulo 5.2.3: Correcéo da informacédo nos ciclos de congelamento

Capitulo 5.3: Tabela 6 se refere a estabilidade e apés a primeira
abertura

Capitulo 10: Adicdo de mais intervalos de referéncia
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