QMS® Tacrolimus Inmunoassay

thermo
scientific

Rx Only

10015556

Consulte este prospecto detenidamente antes de utilizar Quantitative Microsphere
System (QMS). Deben seguirse las instrucciones incluidas en el prospecto tal y como
vienen indicadas. No se garantiza la fiabilidad de los resultados del ensayo si existen
desviaciones con respecto a las instrucciones contenidas en este prospecto.

INDICACIONES

El uso previsto de QMS Tacrolimus Immunoassay es la determinacion cuantitativa de
tacrolimus en sangre completa humana, mediante analizadores automaticos de bioquimica
clinica. Los resultados que se obtengan se utilizaran para ayudar en el tratamiento de pacientes
de trasplante de rifion, higado y corazén que estén sometidos a terapia con tracolimus. Este
dispositivo de diagnéstico in vitro esté indicado solo para uso en laboratorios clinicos.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

El tacrolimus (FK506, PROGRAF®) es un antibidtico macrdlido de origen flngico,
Streptomyces tsukubaensis, con potentes efectos inmunosupresores tal como se
prescribe para pacientes sometidos a trasplante de rifion e higado.' El tacrolimus es un
inhibidor de la calcineurina, una fosfatasa que activa la proliferacion de los linfocitos.?* A
nivel celular, el tacrolimus se une a una familia de proteinas de unién denominadas FKBP
(proteinas de union FK506) y, a continuacion, forma un complejo pentamérico que incluye
tacrolimus, FKBP, calcineurinas A y B, y calmodulina.*® La formacion del pentamero
produce la inhibicion de la actividad fosfatasa de la calcineurina, necesaria para activar
factores de transcripcion para el transporte al interior del ntcleo celular. Por tanto, la
expresion genética de los linfocitos T se ve especialmente afectada por citocinas tales
como la IL-2, lo que produce un efecto inmunosupresor en los pacientes.?®

La distribucion del tacrolimus entre la sangre entera y el plasma depende de varios
factores, tales como el hematocrito, la concentracion de farmaco y la concentracién
de proteinas plasmaticas. La media del cociente entre las concentraciones en sangre
entera y en plasma fue de 35 (intervalo de 12 a 67).57 El tacrolimus es metabolizado
en gran medida por el sistema del citocromo P-450, principalmente CYP3A.3' Se
metaboliza el farmaco en al menos 8 metabolitos (M-I — M-VIIl) mediante desmetilacion
e hidroxilacién.” La semivida media estimada del tacrolimus in vivo es de 48 horas.®™
También se ha informado de la existencia de una gran variabilidad tanto intrapacientes
como interpacientes en las concentraciones de tacrolimus en sangre entera.”® Se
recomienda un control cuidadoso y frecuente del tacrolimus.™

FUNDAMENTOS DEL PROCEDIMIENTO

QMS Tacrolimus Immunoassay es un inmunoensayo turbidimétrico potenciado mediante
particulas homogéneas. El anélisis se basa en la competencia entre el firmaco contenido
en la muestra y el farmaco del recubrimiento de una microparticula por los sitios de
unién de los anticuerpos del reactivo de anticuerpos tacrolimus. El reactivo formado
por microparticulas recubiertas de tacrolimus se aglutina rdpidamente en presencia
del reactivo contra tacrolimus, en ausencia de cualquier farmaco competidor en la
muestra. El indice de cambio de la absorbancia se mide mediante espectrofotometria a
700 nm. Cuando se afiade una muestra que contiene tacrolimus, se inhibe parcialmente
la reaccion de aglutinacion, ralentizando asi la tasa de cambio de la absorbancia. Se
puede obtener una curva clasica de inhibicién de la aglutinaciéon dependiente de la
concentracion, utilizando la tasa maxima de aglutinacion a la menor concentracion de
tacrolimus, y la menor tasa de aglutinacién a la maxima concentracion de tacrolimus.

REACTIVOS

Kit de reactivos

QMS Tacrolimus, 10015556, se presenta en un kit que consta de tres reactivos
liquidos, listos para su uso, que contiene:

[REAGENT[ 1] 1 x 18 ml

[REAGENT[ 2] 1 x 12 ml

Reactivo de extraccion de 1 x 50 ml (se requiere una solucion de trabajo, consulte
p. 2, Preparacion de la solucion de extraccion)

Principios reactivos

Principio Concentracion
REAGENT] 1] Anticuerpo monoclonal contra tacrolimus (conejo) <1,0 %
Azida sodica 0,09 %
REAGENT[ 2] Microparticulas recubiertas de tacrolimus <0,3%
Azida sodica 0,09 %
Azida sédica 0,09 %

MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO DE REACTIVOS
[REAGENT[ 1], [REAGENT][ 2]y [EXT] (Reactivo de extraccion) Listo para su uso

e Inviértase varias veces antes del uso para evitar que se formen burbujas.

e Retirar las burbujas de aire que haya en el frasco del reactivo. Otra posibilidad es
dejar que el reactivo repose a la temperatura de almacenamiento adecuada para
que las burbujas se disipen. Para minimizar la pérdida de volumen de liquido, no
utilizar pipetas de transferencia para quitar las burbujas.

Solo para uso en diagndstico in vitro

e Cuando el frasco del reactivo [REAGENT] 1] o [REAGENT] 2] se gaste, reemplazar
ambos reactivos y comprobar la calibracion con al menos una muestra de cada
nivel de controles conforme a lo dispuesto en los requisitos de control de calidad
de su laboratorio. Si los controles dan como resultado valores fuera de los limites
aceptables, es posible que sea necesario repetir la calibracion.

e Consultar la hoja de pardmetros del sistema para el ensayo, especifica del
analizador, para obtener informacion especifica del sistema.

e Encasodevertidoaccidental,limpieydeseche elmaterial segtinlos procedimientos
normales de trabajo del laboratorio y las normativas locales y nacionales.

e Si observa dafios en el embalaje en el momento de la entrega, péngase en
contacto con su representante de asistencia técnica (consulte la Gltima péagina
de este prospecto).

& PRECAUCION: Las presencia de burbujas en el reactivo puede interferir en la
adecuada deteccion del nivel de reactivo en el frasco, lo que provocaria una succion
insuficiente de reactivo que podria afectar a los resultados.

/Y” Los reactivos sin abrir son estables hasta su fecha de caducidad si se almacenan
ze a una temperatura de entre 2y 8 °C.

No congelar los reactivos ni exponerlos a temperaturas superiores a 32 °C.

A ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

e Solo para uso en diagndstico in vitro. Adoptar las medidas de precaucion
habituales requeridas para manipular reactivos de laboratorio.

* No mezclar materiales de kits con diferentes nimeros de lote.

e No utilizar los kit de reactivos més alla de su fecha de caducidad.

PELIGRO: QMS Tacrolimus Immunoassay contiene <3,0 % de albimina de suero humano
(HSA) y <1,0 % de anticuerpo especifico de la sustancia (conejo).

QMS Tacrolimus Extraction Reagent contiene <9,0 % de sulfato de zinc (ZnS04).

H317 - Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H334 - Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso
de inhalacién.

H318 - Provoca lesiones oculares graves.

H411 - Téxico para los organismos acuéaticos, con efectos nocivos duraderos.

Evitar respirar los vapores o la niebla. La ropa de trabajo contaminada no debe salir
del lugar de trabajo. Llevar guantes de proteccion/ proteccion para los ojos/méscara de
proteccion. En caso de ventilacion insuficiente, llevar equipo de proteccion respiratoria.
En caso de contacto con la piel: Lavar con abundante agua y jabon. EN CASO DE
INHALACION: Si respira con dificultad, transportar a la victima al exterior y mantenerla
en reposo en una posicion confortable para respirar. En caso de irritacion cutanea o
sarpullido: Consultar a un médico. En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un
CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un médico. Lavar la ropa contaminada antes de volverla
a usar. Eliminar el contenido/el recipiente en un lugar que esté en conformidad con las
normativas locales, regionales, nacionales e internacionales.

Evitar las emisiones al medio ambiente. Llevar guantes de proteccion/gafas/mascara
de proteccién. EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente
con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil.
Seguir aclarando. Llamar inmediatamente a un centro de toxicologia/médico. Recoger el
vertido. Eliminar el contenido/el recipiente en un lugar que esté en conformidad con las
normativas locales, regionales, nacionales e internacionales.

&PRECAUCION: Se hanllevado a cabo anlisis en los materiales de origen humano para
comprobar la existencia de HIV1y 2, Hepatitis B y Hepatitis C segin un método aprobado
por la FDA, y los resultados fueron negativos. No obstante, dado que ningin método puede
descartar con absoluta certeza el riesgo de posible infeccion, debe manipularse el material
con el mismo cuidado con que se manipula la muestra de paciente. En caso de exposicion,
deben seguirse las directivas de los responsables sanitarios.

Los reactivos utilizados en los componentes del ensayo contienen <0,09 % de azida sodica.
Evitese el contacto con la piel y las membranas mucosas. Consulte las precauciones
adicionales, las instrucciones de manipulacién y el tratamiento en caso de exposicion
accidental en la Hoja de datos de seguridad.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

e Solo pueden utilizarse muestras de sangre completa recogidas en tubos EDTA. Siga
las indicaciones de procesamiento del fabricante para todos los tubos de recogida
de muestras. Debe prestarse especial cuidado a la integridad de la muestra desde
el momento de la recogida hasta la realizacién del ensayo. Deberian etiquetarse las
muestras con la hora de la recogida de sangre y de la Giltima administracion del farmaco.

e Sedebentapary analizar las muestras en un plazo de 7 dias si se almacenan a una
temperatura de 2 a 8 °C o en un plazo de 6 meses si se almacenan a <-20 °C.5'"
Evitar congelar y descongelar repetidamente. No inducir la formacion de espuma
en las muestras.



PROCEDIMIENTO
Materiales proporcionados
+  QMS Tacrolimus Reagent Kit, [REF] 10015556

Materiales necesarios, pero no incluidos
e QMS Tacrolimus Calibrators, 10015573, CAL A: 1 x4 ml, CAL B-F: 1 x 2 ml cada uno
* Productos de control de calidad
Materiales recomendados:
e MORE Diagnostics Rap/Tac/CsA Controls,
LOW, 280-Q: 4 x 4 ml cada uno
MID, 280-1: 4 x 4 ml cada uno
HIGH, 280-2: 4 x 4 ml cada uno
* Para otros productos de control de calidad disponibles en el mercado,
contactar con el departamento de asistencia técnica de Thermo Fisher
Scientific
e Metanol, grado HPLC (>99,8 % de pureza)
e Tubos de microcentrifuga con base redondeada
e Analizador quimico clinico automatizado

Preparacion de la muestra
Nota: Para realizar los controles, siga las instrucciones y las recomendaciones de
manipulacion especificas del proveedor en el prospecto del envase, si se incluyen.

Antes de la extraccién, esperar a que los calibradores y las muestras de pacientes
alcancen la temperatura ambiente. Antes de utilizarlos, se deben mezclar bien los
calibradores y las muestras de pacientes durante un periodo de 15 a 20 minutos y a
temperatura ambiente. Mezclar bien los calibradores y las muestras de pacientes
invirtiéndolos suavemente (se recomienda utilizar un oscilador). Evitar que se formen
burbujas.

Preparacion de la solucién de extraccion
1. Afadir exactamente 10 ml de reactivo de extraccion a temperatura ambiente en
un frasco limpio, seco y hermético.
2. Anadir exactamente 40 ml de metanol de grado HPLC (>99,8 % de pureza) al frasco
y mezclar suavemente. Etiquetar como «solucién de extraccion de trabajo de
tacrolimus». Anotar la fecha actual y la fecha de caducidad (2 semanas a partir
de la fecha de preparacion) en la etiqueta. Conservar a temperatura ambiente.

Procedimiento de extraccion para muestras, calibradores y controles.

PARA OBTENER UNOS RESULTADOS OPTIMOS, SIGA ESTOS PASOS CON TOTAL
EXACTITUD. DEBEN PROCESARSE LOS EXTRACTOS INMEDIATAMENTE DESPUES DE
SU OBTENCION.

1. Preparar y etiquetar los tubos de microcentrifuga de base redondeada para
la extraccion de las muestras, calibradores y controles. Preparar un tubo de
microcentrifuga para cada muestra.

2. Utilizar una pipeta para medir exactamente 200 pl de muestra, calibrador o
materiales de control en el tubo de microcentrifuga etiquetado. Succionar
la muestra con la pipeta, pasar suavemente la punta de la pipeta por el
borde del vial de la muestra para eliminar cualquier exceso de muestra vy, a
continuacion, afiadir la muestra al lado interior del tubo de microcentrifuga.
Nota: Compruebe la punta de la pipeta para asegurarse de que no tiene burbujas
de aire. El aire en la punta puede causar imprecisiones.

3. Utilice una pipeta para medir exactamente 200 pl de solucion de extraccion en el
tubo de microcentrifuga. Al preparar varias muestras, se recomienda una pipeta
repetidora para succionar y afiadir la solucion de extraccion. Eliminar todas las
burbujas de aire de la punta de la pipeta antes de afiadir la solucién de extraccion.

4, Tapary agitar de inmediato en un vértex el tubo de microcentrifuga a la maxima
velocidad durante un periodo de 15 a 30 segundos. Comprobar que todos los tubos
tienen una mezcla homogénea. Si se detecta que hay una muestra sin mezclar,
separar la parte no mezclada y vuelva a agitar en el vortex.

5. Dejar que la mezcla del tubo de microcentrifuga se asiente a temperatura
ambiente durante un periodo de 5 a 7 minutos.

6. Colocar el tubo de microcentrifuga en una centrifuga y centrifugar durante 5
minutos a unas revoluciones por minuto equivalentes a entre 15.000 y 16.000 x g.

7. Decantar el sobrenadante en un recipiente de muestras adecuado (evitar que se
formen burbujas) e inmediatamente realizar la medicion para reducir al minimo la
evaporacion de la muestra. No golpear el recipiente para soltar la (ltima gota de
forma que pueda perjudicar a la bola.

8. Desechar todos los extractos durante el anélisis. Analizar de nuevo las muestras
requiere extractos frescos.

Nota: También se dispone de mas sugerencias y recomendaciones de pasos para
extraccion de muestras de QMS Tacrolimus Immunoassay en el departamento de
asistencia técnica de Thermo Fisher Scientific.

Procedimiento de ensayo
Para obtener una descripcion detallada de como realizar y calibrar un ensayo, consulte
el manual de instrucciones especifico del instrumento.

Procedimiento de dilucion de las muestras
Emplear QMS Tacrolimus CAL A (0,0 ng/ml) para diluir manualmente las muestras fuera
del intervalo lineal del ensayo.

Protocolo de dilucion manual

Se pueden diluir manualmente las muestras de pacientes que tengan concentraciones
de tacrolimus mayores de 30 ng/ml diluyendo la muestra del paciente con QMS
Tacrolimus CAL A (0,0 ng/ml) en una proporcion 1:1 antes de extraer la muestra. Debe
diluirse, ya que la prueba con la muestra diluida ofrece una sensibilidad mayor que la del
ensayo, que es de 1 ng/ml. La concentracion obtenida debera multiplicarse entonces por
el factor de dilucion manual para obtener la concentracion final de muestra.

Concentracion final de la muestra = Concentracion obtenida x Factor de dilucion manual

Factor de dilucién manual = (Volumen de muestra + Volumen de CAL A) + Volumen de muestra

CALIBRACION

QMS Tacrolimus Immunoassay debe calibrarse utilizando un método de calibracion
completa (6 puntos). Para realizar una calibracién completa, pruebe QMS Tacrolimus
Calibrators A, B, C, D, Ey F. Solo deben utilizarse QMS Tacrolimus Calibrators con QMS
Tacrolimus Immunoassay. No se puede obtener una determinacion cuantitativa exacta
de tacrolimus si no se usa el conjunto de QMS Tacrolimus Calibrators, [REF] 10015573,
para la calibracion de QMS Tacrolimus Immunoassay.

Se requiere calibrar con cada nuevo nimero de lote. Verificar la curva calibracién con
al menos una muestra de cada nivel de controles, segln lo dispuesto en los requisitos
de control de calidad de su laboratorio. Si los controles ofrecen resultados fuera de los
limites aceptables, deberdn adoptarse las medidas correctivas que procedan.

Frecuencia de calibracion
Se recomienda la recalibracion
e Después del cambio del lote del calibrador o del reactivo (kit)
e Después de realizar el mantenimiento mensual del instrumental
¢ Tal como estipulen los siguientes procedimientos de control de calidad

CONTROL DE CALIDAD
Todos los requisitos de control de calidad se ajustaran a las normas o a los requisitos de
acreditacion locales, regionales y/o nacionales.

Siempre que proceda, consulte los procedimientos estandarizados de trabajo o el plan
de garantia de calidad de su laboratorio para conocer otros requisitos de control de
calidad y las posibles medidas correctivas.

Requisitos recomendados de control para QMS Tacrolimus Immunoassay:

e Sedebe realizar al menos una muestra de cada nivel de controles cada vez que se
extraen y analizan pruebas de pacientes.

e Sise necesita monitorizar los controles de manera méas frecuente, se recomienda
seguir los procedimientos de control de calidad establecidos en su laboratorio.

¢ Todos los requisitos de control de calidad se ajustaran a las directrices o a los
requisitos de acreditacion locales, regionales y/o nacionales.

e Silos resultados del control de calidad no estan dentro de los limites aceptables
definidos por su laboratorio, los valores de los pacientes podrian no ser los
correctos y no deberian reflejarse. Deberan adoptarse medidas correctivas.

RESULTADOS

Los resultados de QMS Tacrolimus Immunoassay se dan en ng/ml.

Informes de los resultados: Los laboratorios deberian informar que los resultados se
obtienen mediante el método de QMS Tacrolimus.

Codigos de error de los resultados:
Algunos resultados pueden contener codigos de error de resultados. Consulte el manual de
instrucciones especifico del instrumento para obtener una descripcion de los cadigos de error.

LIMITACIONES DE LOS PROCEDIMIENTOS
Las concentraciones de tacrolimus en una muestra dada, determinada con
ensayos de distintos fabricantes, puede variar como consecuencia de las
diferencias en los métodos de andlisis y en la especificidad del reactivo. Se
recomienda un control uniforme con un ensayo.

e Losinmun yos no son especificos ni de reactividad cruzada con metabolitos.
Como consecuencia, los inmunoensayos pueden sobreestimar la concentracion
de tacrolimus (véase la seccion Comparacion de métodos). Cuando la eliminacion
de tacrolimus es reducida, se pueden acumular metabolitos en mayor medida y
provocar una sobreestimacion aiin mayor. En estos casos, se deberia plantear el
uso de un ensayo especifico (por ejemplo, el método cromatografico).

e Pueden aparecer anticuerpos heterdfilos interferentes, con poca frecuencia,
en la poblacion. Estos anticuerpos pueden dar lugar a resultados incorrectos
(incluidos resultados incorrectamente bajos provocados por la aglutinacion del
reactivo de microparticulas).

¢ Loshallazgos de la prueba deberan siempre tenerse en cuenta junto con la historia
médica del paciente, los examenes clinicos y otros hallazgos. Si los resultados no
concuerdan con los datos clinicos, deberian realizarse anélisis adicionales para
confirmar los resultados.




e Consulte en el prospecto del envase de PROGRAF los efectos de la administracién
combinada de farmacos y los farmacos que pueden aumentar o reducir las
concentraciones de tacrolimus."

VALORES ESPERADOS

Con este ensayo no se ha establecido el intervalo terapéutico dptimo para tacrolimus
en sangre completa. Los intervalos terapéuticos de tacrolimus pueden variar en funcion
de factores clinicos y de la metodologia utilizada.

Dado lo heterogéneo del estado clinico de los pacientes, los médicos deberian
establecer el intervalo de control terapéutico que deseen en funcion de su experiencia
y de las necesidades clinicas de cada paciente. Los cambios en el tratamiento no
deberian basarse exclusivamente en los valores de tacrolimus. Las diferencias en la
sensibilidad frente a los efectos inmunosupresores y nefrotoxicos del tacrolimus, la
coadministracion de otros inmunosupresores, el tipo de trasplante, la duracion del
periodo posoperatorio, y toda una serie de distintos factores contribuyen a la necesidad
de diferentes requisitos para obtener unas niveles sanguineos optimos de tacrolimus.

Los intervalos optimos pueden variar dependiendo de la prueba utilizada y, por lo tanto,
se deberian establecer para cada prueba comercial. Los valores obtenidos mediante
diferentes ensayos no pueden usarse de manera intercambiable, dadas las diferencias
metodoldgicas y la reactividad cruzada, ni tampoco deben emplearse factores de
correccion. Se recomienda utilizar un ensayo de manera individual para cada paciente.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO ESPECIFICAS

A continuacion se muestran resultados representativos del rendimiento obtenidos de un
analizador automatico de la hioquimica clinica disponible comercialmente, que utiliza
un analisis turbidimétrico cuantitativo. A menos que se indique lo contrario, todos los
ensayos han sido realizados segn el procedimiento de ensayo aqui incluido y utilizando
el analizador Beckman AU680. Los resultados obtenidos laboratorios individuales
pueden diferir de estos datos. Para obtener méas informacion sobre el funcionamiento
concreto de un analizador, consultar el protocolo de aplicacion especifico del analizador
o pedir ayuda al departamento técnico de Thermo Fisher Scientific.

Intervalo recogido en los informes
El intervalo recogido en los informes para QMS Tacrolimus Immunoassay es de 1 ng/
ml (valor minimo que debe recogerse en los informes dependiendo de la sensibilidad
funcional) a 30 ng/ml de tacrolimus.

Sensibilidad funcional (Limite de cuantificacién )

La sensibilidad funcional representa la concentracion mas baja de tacrolimus que
puede medirse con una precision interensayo de 20 % CV. El estudio se realiz¢ utilizando
muestras de sangre completa enriquecidas con tacrolimus en un intervalo del 0,5 al
5,0 ng/ml para una medida cada vez, dos veces al dia, durante 30 dias y con un total de 60
puntos de datos. En el limite de confianza superior al 95 %, el LdC se calculé que era de
0,9 ng/ml, que es compatible con el limite inferior de 1,0 ng/ml del ensayo. El porcentaje
de recuperacion observado a 0,9 ng/ml es del 102,0 %.

Linealidad de dilucion

Se realizd un estudio de linealidad diluyendo una muestra de tacrolimus de alta
concentracion con QMS Tacrolimus Calibrator A a concentraciones distribuidas
uniformemente en el intervalo del ensayo. El porcentaje de recuperacion se determiné
dividiendo la concentracién de tacrolimus medido por la concentracion prevista. Las
concentraciones previstas se determinaron utilizando la alta concentracion probada
multiplicada por un factor de dilucion.

Recuperacion

Seenriquecieronlasmuestras de sangre completa negativa con cantidades de tacrolimus
a concentraciones conocidas en todo el intervalo de ensayos. Las concentraciones de
tacrolimus de estas muestras fueron comprobadas por un LC-MS/MS y probadas con
QMS Tacrolimus Immunoassay. Los resultados se muestran a continuacion.

Concentracion Concentracion Recubera-

ID de la muestra n prevista medida ciénp("/ )

(ng/ml) (ng/ml) g
Muestra 1 21 2,7 2,7 101,8
Muestra 2 21 9,8 10,8 109,4
Muestra 3 21 18,0 17,7 98,2
Muestra 4 21 19,8 21,3 107,5
Muestra 5 21 27,0 27,1 100,4

Recuperacion (%) = (concentracion medida + concentracion prevista) x 100

Precision

Se evalud la precision utilizando muestras de sangre completa de pacientes enriquecidas
y agrupadas. El estudio se realizé tal como se describe en el protocolo CLSI EP5-A2."
Cada muestra se ensay6 por duplicado cada vez, dos veces diarias durante 20 dias. Se
calculd la SD y el % de CV medios, intraensayos y totales. A continuacion se muestran
los resultados representativos del estudio.

R Media Intraensayo Ensayo total
uestras n
(ng/ml) )] % CV SD % CV
Muestra 80 30 02 | 49% | 02 | 71%
enriquecida A
Muestra 80 10,0 02 | 19% | o4 | 36%
enriquecida B
Muestra 80 20,9 04 | 19% | 11 | 50%
enriquecida C
Muestra de 80 32 0,1 1% | 02 | 62%
paciente A
Muestra de 80 104 02 | 22% | o4 | 36%
paciente B
Muestra de 80 2,2 05 | 21% | 11 46%
paciente C

Comparacion de métodos

Se realizaron estudios de correlacion para comparar QMS Tacrolimus Immunoassay con
dos métodos LC-MS/MS (sistema 1y sistema 2) y Abbott ARCHITECT® Tacrolimus Assay.
En los estudios se utilizaron muestras EDTA de sangre humana completa obtenidas de
pacientes con trasplante de rifién, higado y corazén que tomaban tacrolimus. Todas las
muestras probadas se obtuvieron de pacientes principalmente adultos con un periodo
posoperatorio para las muestras de méas de 9 meses en la mayoria de los casos. A los
pacientes analizados se les administré un tratamiento de farmacos de tacrolimus solo
o combinado con otros inmunodepresores, principalmente micofenolato de mofetilo
(MMF), 4cido micofendlico (MPA) o corticosteroides. Los resultados del anélisis de
regresion Deming'® entre los distintos métodos se muestran en la tabla siguiente.

. ., Coeficiente de
. . Pendiente | Intercepcion L
Método comparativo n (IC* 95 %) (IC 95 %) correlacion
(R)

111 0,53

LC-MS/MS sistema 1 383 (de 1,084 a (de0,31a 0,972
1,137) 0,76)
1,130 0,71

LC-MS/MS sistema 2 232 (de 1,092 a (de 0,42 a 0,967
1,167) 1,01)
1,126 -0,03

Abbott ARCHITECT 208 | (del071a | (de-063a 0,937
Y 1,181) 0,56)

% de muestra Concentracion Concentracion Recuperacion

elevada prevista (ng/ml) medida (ng/ml) (%)
100,0 % 299 29,9 100,0 %
90,0 % 26,9 26,0 96,8 %
80,0 % 239 228 95,4 %
70,0 % 20,9 19,2 91,8 %
60,0 % 179 17,2 96,1 %
50,0 % 14,9 14,7 98,6 %
40,0 % 12,0 11 92,7 %
30,0 % 9,0 8,6 95,7 %
20,0 % 6,0 6,0 100,0 %
10,0 % 30 3,1 102,9 %
5,0 % 15 15 100,4 %
33% 1.0 1,0 101,4 %
28% 08 0,8 99,6 %
0,0 % 0,0 0,0 N/A

Concentracion prevista = % de muestra de concentracion elevada x concentracion medida elevada
Recuperacion (%) = (concentracién medida + concentracion prevista) x 100

*Intervalo de confianza (IC)

Intervalo de muestras de QMS Tacrolimus: de 1,0 a 30,8 ng/ml
Intervalo de muestras de LC-MS/MS: de 0,8 a 29,5 ng/ml

Intervalo de muestras de ARCHITECT Tacrolimus: de 2,4 a 28,1 ng/ml



Gréfico de dispersion para los resultados de QMS Tacrolimus comparado con el LC-
MS/MS sistema 1 para muestras combinadas de trasplante de rifion, higado y corazén.
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Grafico de desviacion de Bland and Altman'’ Gréafico de dispersion para los resultados de
QMS Tacrolimus comparado con el LC-MS/MS sistema 1 para muestras combinadas de
trasplante de rifion, higado y corazon. La desviacién media se calcula como la diferencia
entre QMS Tacrolimus Immunoassay y los resultados del LC-MS/MS sistema 1.
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Grafico de dispersion para los resultados de QMS Tacrolimus comparado con Abbott
ARCHITECT Tacrolimus para muestras combinadas de trasplante de rifion e higado.

QMS Tacrolimus comparado con ARCHITECT Tacrolimus
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Gréfico de desviacion Bland and Altman' Gréfico de dispersion para los resultados de QMS

Tacrolimus comparado con Abbott ARCHITECT Tacrolimus Assay para muestras combinadas

de trasplante de rifion e higado. La desviacion media se calcula como la diferencia entre los
resultados de QMS Tacrolimus Immunoassay y los de ARCHITECT Tacrolimus.
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Especificidad

Se realizaron estudios de especificidad utilizando como guia el protocolo CLSI EP7-A2."®
Se analizé la reactividad cruzada para los principales metabolitos disponibles de
tacrolimus. También se analizaron otras medicaciones administradas habitualmente
con tacrolimus para determinar si estos compuestos pueden afectar a la determinacion
cuantitativa de tacrolimus mediante QMS Tacrolimus Immunoassay.

Se calcul6 la reactividad cruzada de los metabolitos mediante la formula:

Reactividad cruzada (%) = concentracion medida - concentracion prevista x 10p
Concentracion de reactividad cruzada

Reactividad cruzada con metabolitos de tacrolimus

Enlatabla siguiente se muestra la reactividad cruzada de QMS Tacrolimus Immunoassay
respecto a los principales metabolitos de tacrolimus. Se afiadieron los compuestos
analizados a muestras de sangre humana completa que contenian dos concentraciones
del farmaco tacrolimus y se analizaron en tres muestras idénticas. Se calculd el
porcentaje de reactividad cruzada.

. Concentracion | Concentracion . Reactividad
Metabolitos de . . Concentracion | Recupera-
tacrolimus de metabolitos prevista medida (ng/mi) | cion (%) cruzada
(ng/ml) (ng/ml) ’ (%)
20 58 76 131,0 92
M-1(13-0-didemetil)
20 133 14,8 11,3 11
M-Il 20 5,7 59 103,5 0,7
(31-0-didemetil) 20 132 13,1 99,2 0,5
M-I 20 53 6,0 113,2 38
(15-0-didemetil) 20 124 13,0 104,8 2,7
35 14,6 18,7 1281 171
33 21,2 21,0 1274 1748
M-IV (12-hidroxil)
20 50 6,1 122,0 5,7
20 12,0 14,1 17,5 10,5
M-VII 20 54 73 135,2 93
(13,15-0-didemetil) 20 134 147 109,7 6,7
M-I 20 54 58 1074 22
(13,15-0-didemetil)
+M-VI
(13,31-0-didemetil 20 134 138 1030 20

Recuperacion (%) = (concentracion medida + concentracion prevista) x 100

La reactividad cruzada observada de Tacrolimus Metabolite M-IV fue de <174,8 %. No se han
evaluado Tacrolimus Metabolite M-V y M-VIII para determinar la posible reactividad cruzada.

Las muestras de paciente con tacrolimus contenian bajas concentraciones de metabolitos de
tacrolimus en comparacion con el farmaco original, con aproximadamente el 6 % de M-I, el 15 % de
M-I1, el 6 % de M-Il y practicamente indetectable el M-IV. 121

Sustancias interferentes

Se realizaron estudios de interferencias utilizando como guia el protocolo CLSI EP7-A2."®
QMS Tacrolimus Immunoassay se analizd con farmacos administrados en combinacion
con tacrolimus y con farmacos comunes para comprobar posibles interferencias.
Los compuestos analizados se afiadieron a muestras de sangre completa con
aproximadamente 5y 12 ng/ml de tacrolimus, y se analizaron utilizando QMS Tacrolimus
Immunoassay. Se consideré que una recuperacion de la concentracion de tacrolimus
superior a un 10 % de error interferiria con el ensayo. Los compuestos analizados en
las concentraciones detalladas en la tabla siguiente no mostraron interferencia con el
ensayo. La recuperacion porcentual media de tacrolimus oscilé entre el 91 % y el 109 %.

Compuesto 0 i Compuesto 0 e

cion (ng/ml) cion (ng/ml)
Paracetamol 200.000 Sulfato de Kanamicina B 100.000
ﬁg:g:gsi‘:anosma/ 1000000 | Cetoconazol 100.000
Alopurinol 50.000 Labetalol 17.100
Sulfato de amikacina 150.000 Lidocaina 100.000
Anfotericina B 100.000 Litio 35.000
Ampicilina 100.000 Lovastatina 20.000
Apresolina/Hidralazina 100.000 Metilprednisolona 100.000
Atenolol 40.000 Metoclopramida 100.000
Azatioprina 100.000 Minoxidil 60.000
Azitromicina 5.000 Sulfato de morfina 100.000
srggfncg'z“gfé ocrypting 8.000 Acido micofenélico 100.000
Carbamazepina 120.000 N-acetilprocainamida 120.000

Tabla (continuacion)

Compuesto SIS Compuesto I
cion (ng/ml) cion (ng/ml)

Cefazolina 150.000 Nadolol 1.200
Ceftriaxona 500.000 Naproxeno 100.000
Cefalosporina C 100.000 Nicardipina 500
Clorpromazina 50.000 Nicotina 20.000
Cloranfenicol 250.000 Nifedipina 100.000
Clordiazepoxido 20.000 Penicilina G 100.000
Cloroquina 1.500 Pentobarbital 100.000
Cimetidina 100.000 Fenobarbital 150.000
Ciprofloxacino 7.400 Fenitoina 100.000
Claritromicina 5.000 Prazosina 100.000
Clonidina 100 Prednisolona 100.000
Colchicina 90 Prednisona 100.000
Cortisona 1.200 Primidona 100.000
g:g:gzﬁg:gz/ A 10.000 Probucol 600.000
Diazepam 20.000 Procainamida 100.000
Digitoxina 100.000 Propoxifeno 4.000
Digoxina 10.000 Propranolol 40.000
Diltiazem 60.000 Quinidina 100.000
Disopiramida 100.000 Ranitidina 200.000
Eritromicina 200.000 Rifampina/Rifampicina 100.000
Etosuximida 300.000 Acido salicilico 500.000
Everolimus 100 Sirolimus (Rapamicina) 300
Famotidina 10.000 Espectinomicina 100.000
Fluconazol 100.000 Estreptomicina 100.000
E:ﬁg'rt;’csl't':iﬁa 40000 | Sulfametoxazol 150.000
Furosemida 100.000 Teofilina 250.000
Ganciclovir 1.000.000 Ticlopidina 150.000
Gemfibrozilo 100.000 Tobramicina 100.000
Gentamicina 120.000 Triamtereno 100.000
Hidroclorotiazida 40.000 Trimetoprima 40.000
Hidrocortisol 100.000 Acido valproico 500.000
Ibuprofeno 400.000 Vancomicina 100.000
Itraconazol 100.000 Verapamilo 100.000
Sulfato de Kanamicina A 100.000

Las siguientes sustancias enddgenas potencialmente interferentes, cuando se
analizaron con QMS Tacrolimus Immunoassay a las concentraciones indicadas,
mostraron una recuperacion entre el 92 % y el 108 %.

Sustancia potencialmente interferente Concentracion
Albimina 12 g/dI
Bilirrubina 60 mg/dI
Colesterol 500 mg/dl
Creatinina 5 mg/dl
Triglicérido 1500 mg/dI
Acido arico 20 mg/dl
Gammaglobulina IgG 12 g/dI
Factor reumatoide 500 1U/ml
AHAM* 400 ng/ml
Hematocrito 12 %-64 %

*AHAM= anticuerpos humanos antimurinos
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