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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 - Afio de Homengje a Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein

Disposicion
NUmero: DI-2021-8581-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 17 de Noviembre de 2021

Referencia: EX-2020-87839131-APN-DGA#ANMAT

VISTO e expediente N° EX-2020-87839131-APN-DGA#ANMAT del Registro de la Administracion Nacional
de Medicamentos Alimentos y TecnologiaMédicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma JENCK S.A. solicita autorizacion para la venta a laboratorios de andlisis
clinicos de los Productos Médicos para diagnéstico de uso “in vitro” denominados 1) 1000/B VMA, HVA and 5-
HIAA inurine; 2)

1011 Mobile Phase; 3) 1003/B Calibration Standard; 4) 1009 Urine Calibration Standard; 5) 1004/B Internal
Standard; 6) 1005 Wash Buffer |; 7) 1006 Wash Buffer II; 8) 1077 Elution Buffer; 9) 1013 Finisher; 10) 1008
Sample Clean Up Columns.

Que en e mencionado expediente consta € informe técnico producido por € Servicio de Productos para
Diagnostico in vitro que establece que los productos rednen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion.

Que € Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial N© 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por e Decreto N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por dllo;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE



MEDICAMENTOS, ALIMENTOSY TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
de los productos médicos para diagnostico de uso in vitro denominadosl) 1000/B VMA, HVA and 5-HIAA in
urine; 2) 1011 Mobile Phase; 3) 1003/B Cdlibration Standard; 4) 1009 Urine Calibration Standard; 5) 1004/B
Internal Standard; 6) 1005 Wash Buffer I; 7) 1006 Wash Buffer I1; 8) 1077 Elution Buffer; 9) 1013 Finisher; 10)
1008 Sample Clean Up Columns, con los Datos Caracteristicos que figuran al pie de la presente, de acuerdo con
lo solicitado por lafirma JENCK S.A.

ARTICULO 2°.- Autoricense los textos de los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones que obran en €l
documento N° IF-2021-93127599-APN-DGA#ANMAT.

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “ Autorizado por la
ANMAT PM N° 2188-1", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase € Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en € Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica los nuevos productos. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rétul os e instrucciones de uso autorizados 'y €l Certificado
mencionado en e articulo 4°. Girese a la Direccién de Gestién de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar el leggjo correspondiente. Cumplido, archivese.-

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
EMPRESA: JENCK SA.
NOMBRE COMERCIAL: 1) 1000/B VMA, HVA and 5-HIAA in urine; 2)

1011 Mobile Phase; 3) 1003/B Calibration Standard; 4) 1009 Urine Calibration Standard; 5) 1004/B Internal
Standard; 6) 1005 Wash Buffer I; 7) 1006 Wash Buffer 11; 8) 1077 Elution Buffer; 9) 1013 Finisher; 10) 1008
Sample Clean Up Columns.

INDICACION DE USO: 1) VMA, HVA and 5-HIAA in urine es un kit de reactivos disefiado para el andlisis de
acido vainillinmandéico, &cido homovanilico y &cido-5 hidroxiindolacético en orina por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC). Antes de la separacion cromatogréfica estos analitos se aislan fécilmente de la matriz de
la orina utilizando una columna de intercambio i6nico en e proceso de preparacion de muestras; 2) a 10)
reactivos utilizados para e andisis de é&cido vainillinmandélico, &cido homovanilico y &cido-5
hidroxiindolacético en orina por cromatografialiquida de alta eficiencia (HPLC).

FORMA DE PRESENTACION: 1) Envases por 100 determinaciones, conteniendo: Mobile Phase 1 x 1000 mL,



Cdlibration Standard 5 x 1.0 mL, Internal Standard 1 x 100 mL, Wash Buffer | 1 x 300 mL, Wash Buffer 11 2 x
300 mL, Elution Buffer 1 x 200 mL, Finisher x 10 mL, Sample Clean Up Columns 2 x 50 unidades; 2) Mobile
Phase 1 x 1000 mL; 3) Calibration Standard 5 x 1.0 mL; 4) Urine Calibration Standard 5 x 5.0 mL; 5) Internal
Standard 1 x 100 mL; 6) Wash Buffer | 1 x 300 mL; 7) Wash Buffer I1 1 x 300 mL; 8) Elution Buffer 1 x 200
mL; 9) Finisher 1 x 10 mL; y 10) Sample Clean Up Columns 1 x 50 unidades.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1), 3), 4) y 5): 36 (TREINTA Y
SEIS) meses desde la fecha de elaboracion conservado entre 2y 8°C; y 2), 6), 7), 8), 9) y 10): 36 (TREINTA Y
SEIS) meses desde |a fecha de elaboracion conservado entre 18 y 30°C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH, Am Haag
12, 82166 Grafelfing (ALEMANIA).

N° EX-2020-87839131-APN-DGA#ANMAT

AM

Digitally signed by GARAY Valeria Teresa

Date: 2021.11.17 16:09:28 ART

Location: Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Valeria Teresa Garay

Subadministradora Nacional

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica

Digitally signed by Gestion Documental
Electronica
Date: 2021.11.17 16:09:30 -03:00



PROYECTOS DE ROTULO EXTERNO

ROTULO DE ORIGEN

1) VMA, HVA and 5-HIAA in urine

- 2 CHROMSYSTEMS® i
o Chromrsysiems nstruments & Chamicals GrmbH
-Ths gl pckege s bzl sbbtones. ocsn Am Hoog)2, 82166 Grile fing/Germany, +49 89 139300 47]9
IO..co N @ HPLC Reagent Kit X
I VMA, HVA, 5-HIAA (3
: oo in urine
E"mmmmmm“m,: For 100 analyses [EF] 1000/B c €
2) Mobile Phase
— CHROMSYSTEMS B %
el wll £ £ §§§§f [ 1319
e @ Mobile Phase ‘ X
i VMA, HVA, 5-HIAA [
Y in urine
1000 ml mr 1011 CE

3) Calibration Standard

e ~

CHROMSYSTEMS ~“ZB&
l ST, s sy
Calibration Standard ) PX
VMA, HVA, SHIAA in wire =
| 5x1.0ml(iyoph) 038 CE€ |
4) Urine Calibration Standard
[ CHROMSYSTEMS T
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Urine Calibration Standard J‘"
VMA, HVA, 5-HIAA [
in uring éﬂf
[ Sx5.0ml(lyoph.) Rl 10 ) i -
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5) Internal Standard

-

Internal Standard
VMA, HVA, 5-HIAA
in urine

100 ml

6) Wash Buffer |

CHROMSYSTE MS
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CHROMSYSTENS il wion
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Wash Buffer | Xm
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7) Wash Buffer [l ) .
| CHROMSYSTEMS — ™“iHB&@ .2,
ol S TR e GJ [T 1319
Wash Buffer II /i"m
VMA, HVA, 5-HIAA i
in urine
| 300ml 1006 C€

8) Elution Buffer

—
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9) Finisher

Ry mm it oo e b

i,
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10) Sample Clean Up Columns

o

f

CHROMSYSTEMS ™=
Sample Clean Up Columns

VMA, HVA, 5-HIAA

in urine

50 pes. 1008

11) Calibration Standard
CHROMSYSTEMS " i g

by e sen £ s Tase

T T

Calibration Standerd
VA, HVA, S-HIAA in urine
Ercomsfivte with 1 9l 8.7 mal/1 HO
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12) Urine Calibration Standard

=
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VMA, HVA, 5-HIAA in urine

\_ Reconstitute with 5.0 ml dist. water 1009 c € )

SOBREROTULO

JENCK S.A

Directora Técnica; Maria Cristina Vescina

Fabricante: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Haag 12, 82166 Gréfelfing, Alemania

“USO PROFESIONAL EXCLUSIVO - VENTA EXCLUSIVA A
LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS”

Autorizado por ANMAT- PM 2188-1

Alvarez Thomas N° 228, Ciudad Auténoma de Buenos Aires
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PROYECTO DE ROTULO INTERNO

1) VMA, HVA and 5-HIAA in urine

1. Nombre del Producto

VMA, HVA and 5-HIAA in urine

2. Numero de lote o partida

3. Fecha de Vencimiento

i

4. Indicacion de las unidades métricas,
tales como volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada
componente del producto

1 analisis

5. Indicacién de las condiciones
adecuadas de almacenamiento vy
transporte del producto

/#} )
+2°C

2) Mobile Phase

1. Nombre del Producto

Mobile Phase

2. Numero de lote o partida

3. Fecha de Vencimiento

8

4, Indicacion de las unidades meétricas,
tales como volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada
componente del producto

1000 mL

5. Indicacién de las condiciones
adecuadas de almacenamienic vy
transporte del producto

rc
+E'C

i 7

Jf , /
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3) Calibration Standard
1. Nombre def Producto Calibration Standard

2. Numero de lote o partida

3. Fecha de Vencimiento g

4. Indicacién de las unidades métricas,
tales como volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada 1.0mL
componente del producto

adecuadas de almacenamiento vy

5. Indicacion de las condiciones F‘c
transporte del producto 2

4) Urine Calibration Standard
1. Nombre del Producto

Urine Calibration Standard

2. Numero de lote o partida LOT

3. Fecha de Vencimiento g

4. Indicacion de las unidades métricas,
tales como volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada 5.0 mL
componente del producto

adecuadas de almacenamiento vy

5. Indicacién de las condiciones J}n
transporte del producto 2T

5) Internal Standard
1. Nombre del Producto

Internal Standard

2. Numero de lote o partida LOT

3. Fecha de Vencimiento g

4. Indicacién de las unidades metricas,
tales come volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada 100 mL
componente del producto

JenckSA  Confidencial  -5- J AT
i

Y 0 NgE o

Ly LI. \B ﬁ _k:l Ty

I"la i
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5. Indicacion de las condiciones
adecuadas de almacenamiento vy
transporte del producto

J}rﬂ
+2°C

) Wash Buffer |

1. Nombre del Producto

Wash Buffer |

2. Numero de lote o partida

3. Fecha de Vencimiento

&

4. Indicacion de las unidades métricas,
tales como volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada
componente del producto

300 mL

5. Indicacion de las condiciones
adecuadas de almacenamiento y
transporte del producto

/ﬂ}m:
HE'C

-]

) Wash Buffer Il

1. Nombre del Producto

Wash Buffer |1

2. Numero de lote o partida

3. Fecha de Vencimiento

2

4. Indicacion de las unidades métricas,
tales como volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada
componente del producto

300 mL

5. Indicacién de las condiciones
adecuadas de almacenamiento vy
transporte del producto

+30°C
m‘?:,ﬂ/

8

) Elution Buffer

1. Nombre del Producto

Elution Buffer

2. Numero de lote o partida

LOT

3. Fecha de Vencimiento

4, Indicacién de las unidades métricas,
tales como volumen, peso, actividad u

le

nek SA Confidencial -6-

TDusana Macias
Apcderada
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otra unidad caracteristica de cada
componente del producto

5. Indicacién de las condiciones
adecuadas de almacenamiento vy
transporte del producto

r
HE'T

9) Finisher
1. Nombre del Producto Finisher
2. Numero de lote o partida LOT
3. Fecha de Vencimiento g
4. Indicacion de las unidades métricas,
tales como volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada 10 mL

componente del producto

5. Indicacion de las condiciones
adecuadas de almacenamiento vy
transporte del producto

Jﬂ}wc
HET

10) Sample Clean Up Columns

1. Nombre del Producto

Sample Clean Up Columns

2. Numero de lote o partida

3. Fecha de Vencimiento

2

4. Indicacion de las unidades métricas,
tales como volumen, peso, actividad u
otra unidad caracteristica de cada
componente del producto

1 unidad

5. Indicacién de las condiciones
adecuadas de almacenamiento y
transporte del producto

MNTK S.A.
Susana Macis g
Apoderaca

J-enck SA Confidencial -7- T L/
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BIOGENIC AMINES

4

AMINES BIOGENES
AMMINE BIOGENE

AMINAS BIOGENAS

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

Manual de instrucciones para el andlisis por HPLC

VMA, HVA, 5-HIAA
en orina

N° de pedido 1000/B

Farmacéutica

9
Apoderada
7 M.N. 10.370
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CHROMSYSTEMS

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH estd certificada de acuerdo con las normas ISO 9001 e
ISO 13485 [incluyendo MDSAP). Los productos se producen y distribuyen de acuerdo con la Directiva
98/79/CE sobre productos sanitarios para diagnésfico in vitro.

© This document is protected by copyright. All rights reserved.

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH

Am Hoag 12
82166 Gréfelfing

Alemania

Tel.: +49 89 18930-0
Fax: +49 89 18930-299

- . w.cl':romsysfems.co;n ,W Q\
/| A28 ":“;l" 99-APN-DGA;I W e D

i léﬂ._,- ana Macias e menuell
Pagina 1 MI 1000/B VMA, HVA, 5HIAA/orina £S 05/20ApoiBerada Maria Cristina Vescii;

Farmacéutica
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CHROMSYSTEMS
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CHROMSYSTEMS
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1 Informacién sobre el pedido

N° de pedido

1000/B

1000/B/AT

1000/B/A5

1000/B/A9

Producto

Kit de reactivos por HPLC
VMA, HVA, 5-HIAA en orina
Contenido del kit para 100 andlisis:
Mobile Phase

Calibration Standard

Internal Standard ({iso-VMA)
Wash Buffer |

Wash Buffer Il

Elution Buffer

Finisher

Sample Clean Up Columns

Kit de reactivos por HPLC
Preparacién de muestras con el Gilson® ASPEC™
VMA, HVA, 5-HIAA en orina
Contenido del kit para 100 anélisis:
Mobile Phase

Calibration Standard

Internal Standard (iso-YMA)

Wash Buffer |

Wash Buffer |l

Elution Buffer

Finisher

Sample Clean Up Columns con tapén DEC

Kit de reactives por HPLC

Preparacion de muestras con el Gilson® ASPEC™
VMA, HVA, 5-HIAA en orina

Contenido del kit para 500 andlisis:
Mobile Phase

Calibration Standard

Internal Standard (iso-VMA)

Wash Buffer |

Wash Buffer ||

Elution Buffer

Finisher

Sample Clean Up Columns con tapén DEC

Kit de reactivos por HPLC

Preparacién de muestras con el Gilson® ASPEC™
VMA, HVA, 5-HIAA en orina

Contenido del kit para 1000 andlisis:
Mobile Phase

Calibration Standard

Internal Standard (iso-VMA)

Wash Buffer |

Wash Buffer II

Elution Buffer

Finisher

Sample Clean Up Columns con tapén DEC

Pagina 4 Ml 1000/B VMA, HVA, 5H|AA/onr,‘k
. cﬁ'

t.-

CHROMSYSTEMS

1000 ml

5 x 1,0 ml (liof.)
100 ml

300 ml

2 x 300 ml

200 ml

10 ml

2 x 50 unidades

1000 ml

5,0 ml (liof.)
100 ml

300 ml

450 m|

200 m|

10 ml

100 unidades

3 x 1000 ml

3 x 5,0 ml (liof.)
2 x 250 ml

1000 ml

2 x 1000 ml
1000 ml

50 ml

5 x 100 unidades

6 x 1000 ml

5 x 5,0 ml (liof.)
1000 ml

2 x 1000 ml

4 x 1000 ml

2 x 1000 ml

2 x 50 ml

10 x ]OO unidades

-APN- DGA#/@HW

3
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Componentes individuales

CHROMSYSTEMS

1017 Mobile Phase 1000 ml
1012 Mobile Phase 10 x 1000 ml
1003/B Calibration Standard 5x 1,0 ml {liof.)
1009 Urine Calibration Standard 5 x 5,0 ml (liof.)
1004/B Internal Standard 100 ml
1005 Wash Buffer | 300 ml
1006 Wash Buffer Il 300 ml
1077 Elution Buffer 200 ml
1013 Finisher 10 ml
1008 Sample Clean Up Columns 50 unidades
Accesorios
1100/B Columna de HPLC (equilibrada, con cromatograma de prueba) 1 unidad
15009 Prefiliro con revestimiento de PEEK, 5 pm 5 unidades
15010 Carcasa de PEEK para el prefiltro 1 unidad
17001 Soporte para cartuchos de precolumna 4/10 1 unidad
17002 Cartucho de precolumna 4/10 1 unidad
Accesorios especiales
51303/B Internal Standard (10 mg HICA/I) 5ml
(para aumentar la precisién del andlisisdel 5-HIAA)
1099 Potential Optimisation Mix 5 x 0,5 ml (liof.)
Accesorios para para la preparacién de muestras con el Gilson® ASPEC™
1009/T Urine Calibration Standard 5,0 ml (liof.)
1044/B/A1 Internal Standard 100 ml
1044/B/A5 Internal Standard 250 ml
1044/B/A9 Internal Standard 1000 ml
1005/A5 Wash Buffer | 1000 ml
1006/A Wash Buffer Il 450 ml
1006/A5 Wash Buffer Il 1000ml
1008/A Sample Clean Up Columns con tapén DEC 100 unidades
1013/A5 Finisher 50 ml
1077/A5 Eluticn Buffer 1000 ml
Estandar de calibracién y controles de Chromsystems para VMA, HVA, 5-HIAA en
orina
0040 Endocrine Urine Control, Normal Range 10 x 8,0 ml (liof.)
0050 Endocrine Urine Control, Pathological Range 10 x 8,0 ml {liof.)
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2 Introduccion

2.1 Informacién general

El 4cido vanilmandélico (VMA) y el acido homovanilico (HVA) son productos de la degradacién de las
catecolaminas adrenalina (sin. epinefrina), noradrenalina (sin. norepinefrina) y dopaming, y el écido 5-
hidroxiindelacético (5-HIAA), del neurotransmisor serotonina.

Las catecolaminas adrenalina (sin. epinefrina), noradrenalina (sin. norepinefrina) y dopaming, asi como el
neurofransmisor serotonina pertenecen a las aminas biégenas, que se forman en el organismo mediante la
descarboxilacién enzimdtica de los aminodcides. Como mensajeras, desempefian un papel esencial en la
transmisién de impulsos del sistema nervioso. Cada una de las moléculas interactia con receptores
membranales, desencadenando reacciones complejas que afectan principalmente al sistema circulatorio.
Ademads, la serofonina regula la funcién del sistema gastrointestinal e incide en el estado animico debido a
su efecto en el sistema nervioso central.

Metabolismo

A partir del aminodcido Lirosina se forma la dopamina, que es hidroxilada a L-noradrenalina mediante la
enzima dopamina-p-hidroxilasa (DBH). La fenilmetanclamina-N-metiltransferasa (PNMT) cataliza la
metilacién de la L-noradrenalina a Ladrendlina. El catabolisme de las catecolaminas se realiza en dos
pasos: Una metilacién mediante la catecolamina-O-metiltransferasa (COMT) y una desaminacién con
ayuda de una monoaminocoxidasa (MAQ). La figura T muesira los productos de la descomposicién
relevantes para el diagndstico dcido vanilmandélico y écido homovanilico.

OH OH H
HO NH HO NH HO N
_— —_—
HC HO HO
Dopamina L-noradrenalina L-adrenalina
COMT COMT COMT
OH OH H
HyCO NH, H2CO NH, HaCO N
T e,
HO HO HO
3-mefoxitiramina (3-MT) L-normetanefring L-metanefrina
MAO MAO MAO
OH
H3CO HzCO
U\COOH COOH
HO HO

Acido homovanilico (HVA)

Acido vanilmandélico (VMA)

Figura 1:

Metabolismo de las catecolaminas
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La serotonina se desamina enzimdticamente mediante una monoaminooxidasa (MAQO) y a continuacién se
oxida con ayuda de una aldehido deshidrogenasa (ALDH) en su principal producto de eliminacién, el
acido 5-hidroxiindolacético.

: : :
& MAO | ALDH [
| HO % HO % HO % ]
| H OH |
’ NH, O o '

Serotenina [5-hidrexiliptaminal 5-hidroxiindolacetaldehide Acido S-hidroxiindelucstico (5-HIAA) :
|

Figura 2: Metabolismo de la serotonina

Relevancia en el diagnéstico

Resulta especialmente interesante el andlisis de los metabolitos VMA, HVA y 5-HIAA para el diagnéstico
de fumores neuroendocrinos. Estos tumores producen, al igual que sus células originales, catecolaminas o
serofonina y, en consecuencia, también aumenta la eliminacién de sus productos de descomposicién. Los
sintomas como cefaleas paroxisticas, sudoracién, presién arterial elevada y taquicardia, o rubor facial
paroxistico (flush) estén directamente relacionados con un aumento en la produccién y liberacién de
sustancias mensajeras.

Neuroblastomas

Los neuroblastomas provienen de células embrionarias del fubo neural y por tanto se encuentran casi
exclusivamente en nifios. Pueden encontrarse tanto dentro como fuera de los rifiones y producen también
catecolaminas [1]. Para su diagnéstico se suelen analizar principalmente en orina los niveles de VMA,
HVA y dopamina, y con menos frecuencia, también los de noradrenalina, adrenalina, normetanefrina y
metanefrina [5].

Feocromocitoma y paraganglioma:

Ambos tumores producen catecolaminas. El feocromocitoma procede de los fejidos cromafines de la
corteza suprarrenal, mientras que el paraganglioma prefiere formarse por fuera del rifén, en el plexo
nervioso simpdtico de la zona abdominal y pélvica [1]. Para este cuadro clinico resulta relevante el
andlisis de las catecolaminas y metanefrinas en orina [4]. Aunque el andlisis del metabolito VMA fiene una
alta especificidad (las personas sanas obtendrdn con casi toda probabilidad un resultado negativo en las
pruebas), la sensibilidad es baja, lo que significa que las personas enfermas también obfienen resultados
negativos en las pruebas con relativa frecuencia. Por eso no se suele usar a menudo el andlisis del VMA
para este tipo de tumores [4].

Tumores productores de serotonina (fambién: carcinoides)

Ademds, existe un grupo de tumores neuroendocrinos del fracto gastrointestinal que producen serofonina
y por fanto desencadenan sintfomas especificos (el llamado sindrome carcinoide) [2]. Principalmente se
analiza el 5-HIAA en oring, la serofonina en orina sélo aumentapara un subgrupo especial de carcinoides

[6].

2.2 Uso previsto

El kit de reactivos de Chromsystems VMA, HVA, 5-HIAA en orina es un producto de diagnéstico in vitro

para su uso en laboratorios clinicos que sirve para el andlisis cuantitativo del dcido vanilmandélico (YMA),

del dcido homovanilico (HVA) y del acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en muestras humanas de orina
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Este kit se usa como prueba en pacientes en los 3
que fiene relevancia clinica conocer el nivel en orina de estos metabolitos. /
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2.3 Principio del kit de reactivos

Este kit de reactivos permite el andlisis fiable de écido vanillimandélico, dcido homovanilico y dcido 5-
hidroxiindolacético en orina por HPLC. Antes de la separacién cromatogréfica, estos analitos se aislan
facilmente de la matriz de la orina utilizando una columna de intercambio iénico en el proceso de
preparacion de muestras.

La columna HPLC seleccionada junto con una fase mévil optimizada para la separacién permiten una
cuanfificacién cromatogréfica fiable. Con el kit de reactivos de HPLC de Chromsystems, una persona
puede analizar hasta 100 muestras de orina al dia. Este méfodo de andlisis da resultados rapidos y
fiables y permite con ello su integracién fiable en la rutina del laboratorio. Con el kit de reactivos de HPLC
de Chromsystems, los laboratorios con poca experiencia en HPLC también tienen la posibilidad de
infroducir esta tecnologia a bajo ceste para propésitos clinicos de rutina.
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3 Fundamentos de la deteccién electroquimica

3.1 Principio

El principio de medicién electroquimico aplicado con més frecuencia en la cromatografia liquida es el
amperométrico con un potencial de trabajo constante. En los detectores amperométricos convencionales
se utiliza una célula de medicién de tres electrodos compuesta por un electrodo de trabajo, un electrodo
de referencia y un contraelectrodo.

El potencial (tensidn de polarizacién) necesario para la reaccién de oxidacién y/o de reduccién es
producido entre el elecirodo de referencia {normalmente Ag/AgCl) y el elecirodo de trabajo. El
contraelectrodo sirve para mantener el potencial y ademds evita un flujo de corriente hacia el electrodo
de referencia. Al pasar una sustancia electroquimicamente activa por la célvla de caudal, se oxida y/o se
reduce. La oxidacién o reduccién de esta sustancia conduce a la pérdida o ganancia de electrones; la
corriente resultante es registrada por un dispositivo de medicién, reforzada eléctricamente, y puede ser
presentada como un pico en el cromatograma.

Debido a que los grupos funcionales y estructuras quimicas susceptibles a los procesos de redox son
limitados, la deteccién electronica destaca, ademds de por su alta sensibilidad, por su alta selectividad.

3.2 Influencia del potencial de trabajo

La seleccion del potencial de trabajo correcto es de gran relevancia para la selecfividad de la medicién.
Lo ideal seria medir con un potencial en que la sefial del detector sea maxima para la sustancia deseada,
pero con el que no se detecten las posibles sustancias pardsitas (sustancias acompafantes de la matriz de
las muestras).

La siguente ilustracién muestra la relacién entre la sefal del detector y el potencial de trabajo.

A

Sefial

[n& o

altura/ drea

del pico)

Pl PZ P3 = PapL
Potencial de trabajo [mV]
Figura 3: Relacién entre el potencial de trabajo y la sefial del detector
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Si el potencial es menor que P1, no se envia energia suficiente para activar la oxidacién de las moléculas
que llegan a la superficie de los colectores. Si se aumenta el potencial de P1 a P2, aumentard también la
energia disponible. Con ello ya se convierten electroquimicamente gran parte de las moléculas que llegan
a la superficie. Si se sigue aumentando el potencial, en P3 se obtiene suficiente energia disponible para
convertir todas las moléculas que llegan a la superficie de los colectores.

A partir del potencial P3 ya no se puede lograr ningiin aumento de la sefial aumentando el potencial de
trabajo y la sefal de medicién solamente depende de la concentracién de la sustancia a medir: "Rango
de meseta controlado por difusién". Debido a que una vez alcanzado el rango de la meseta no es posible
que aumente la sefial de medicién, no tiene sentide medir con valores de potencial mayores que P3. Al
contrario, con potenciales superiores se pierde selectividad, ya que a mdés energia disponible mayor seré
el nimero de sustancias que puedan ser convertidas electroquimicamente.

3.3 Optimizacién del potencial de trabajo

Para la selectividad de la analitica, la dimensién del potencial de trabajo fiene una relevancia decisiva,
por lo cual deberia de ser optimizada. Un potencial de trabaje optimizado garantiza la més alta
sensibilidad para el analito deseado y la minima induccién pardsita de ofras sustancias de la muestra o de
la fase movil.

La experiencia muestra que el potencial de frabajo éptimo varia de célula medidora a célula medidora.
Esto se debe a que la resistencia entre el electrodo de referencia y el electrodo auxiliar no es homogénea.
Por ello, el potencial de trabajo éptimo deberia determinarse empiricamente, p.ej. separando y
detectando un estdndar en varios potenciales. Para la opfimizacion del potencial en la andlitica de VMA.,
HVA-y 5-HIAA basta con consultar las alturas de los picos de VMA e iso-VMA en el cromatograma del
estdndar de calibracién acuoso (n® de pedido 1003/B) o el Potential Optimisation Mix (n® de

pedido 1099}, ya que su oxidacién exige un potencial méximo.

Proceder de la siguiente manera para la optimizacién:
1. Ajustar el potencial de frabajo en +680 mV e inyectar un esténdar de calibracion
(n® de pedido 1003/B) o Potential Opfimisation Mix (n® de pedide 1099).
Determinar las alturas de pico de VMA e iso-VMA.
2. Aumentar el potencial de trabajo en 40 mV. Inyectar un esténdar de calibracién
(n° de pedido 1003/B) o Potential Optimisation Mix (n® de pedido 1099).
Determinar las alturas de pico de VMA e isoVMA.
3. Sila dltura de pico de iso-VMA es < 70% de la altura de pico de YMA — repetir el paso 2.

4. Sila altura de pico de iso-VMA es = 70% de la altura de pico de VMA — el potencial de trabajo es
éptimo.

Optimizacién més rdpida - Potential Optimisation Mix (n° de pedido 1099) ‘
| El tiempo necesario para la optimizacién disminuye a la mitad al utilizar el Potential Optimisation Mix
| (n° de pedido 1099). Este estandar contiene solamente los analitos: VMA e iso-VMA. ‘

El potencial de trabajo dptimo se suele encontrar entre +700 mV y +850 mV y no se ve influenciado por
los trabajos de mantenimiento de rutina en la célula medidora (p.ej.: renovacion de la solucién KCl o
activacién del electrodo de trabajo). Después de intervenciones mayores en la célula de medicién (p.ej.
cambio del electrodo de referencia) se deberia volver a optimizar el potencial de trabajo. Antes de cada
serie de andlisis, se deberia inyectar un estdndar de calibracién y comparar el cromatograma obtenido
con el cromatograma de referencia, recomenddndose opfimizar nuevamente el potencial de trabajo en

caso de discrepancias significativas. ? \
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! 4 4. Inyeccion

Sefial
laltura/ drea
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2. Inyeccién X
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i 680 720 760 820

Potencial de trabajo [mV]

Figura 4: Opfimizacién del potencial de trabajo

4 Sistema HPLC

Atencion:
En el manejo de los reactivos, prestar atencién a las observaciones acerca de las sustancias peligrosas
mencionadas en el apéndice Il.

4.1 Equipamiento y pardmetros del equipo

Para la determinacién de VMA, HVA, 5-HIAA en orina se precisa un sistema isocrdtico con bomba de
HPLC, inyector y detector electroquimico. Usar un horno para columnas para evitar fluctuaciones en la
temperatura y optimizar la estabilidad y reproducibilidad de la separacién cromatogréfica. Mantenga la

fase mévil cerrada o tapada también durante el funcionamiento.
/ - r&{
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Ajustes del aparato:

Volumen de inyeccién: 10-20 pl

Duracién del andlisis: 20 min aprox.

Velocidad de flujo: 1 ml/min*

Temperatura de la columna: +20 hasta +25 °C

Presién de la columna: 150-160 bar aprox.

Detector electroguimico: potencial de trabajo: +700 hasta +850 mV

corriente de fondo: <5 nA
Fluido de lavado de la aguja para el inyecior:  agua/metanol, 95/5

*Esta flujo se enfiende como punto de partida para una optimizacidn y puede ser variado entre 0,8 y 1,3 ml/min,

4.2 Columna de HPLC

La columna de HPLC para la determinacién de VMA, HVA, 5-HIAA se envia equilibrada y festada, lista
para su uso. Puede usarse directamente. Con una velocidad de flujo de 1,0 ml/min, la contrapresién de
una columna nueva es de, por lo menos, 150-160 bar. La confrapresién puede aumentar a medida que
envejece la columna. Mientras las separaciones sean satisfactorias, dicho aumento de la presién no es
relevante, pero no deberia sobrepasar los 200 bar.

Nota:
Para aumentar la durabilidad de la columna se recomienda el uso de una precolumna (n® de pedido

17002 y 17001) o un prefiliro (n° de pedido 15009 y n° 15010).

Antes de iniciar una serie de andlisis, prepare el sistema de HPLC como se indica a continuacién:

Conectar la columna andlifica a la bomba HPLC en la direccién de flujo

Lavar con unos 20 ml de fase mévil con una velocidad de flujo de 1 ml/min

Conectar el capilar de salida de la columna a la entrada del detector

Fijar un capilar de salida, a la salida del detector

Equilibrar el sistema con un caudal de 1 ml/min hasta que se estabilice la linea de base

Inyectar varias veces el estandar de calibracién procesado hasta que aparezean dos cromatogramas
idénticos en sus tiempos de retencién y dreas o alturas de pico

SR B M

En cuanto el sistema esté equilibrado y la corriente basal sea de < 5 nA, se puede recircular la fase mévil.

4.3 Mantenimiento y cuidados del sistema HPLC

4.3.1 Pasivar la bomba y los capilares

El frabajo analitico dentro del rango de sensibilidad necesario para estos andlisis exige un nivel de
limpieza méximo de fodos los componentes. Por ello, se deben ufilizar sélo reactivos y disolventes que
tengan el grado de pureza apropiado. Especialmente en la deteccién electroquimica, trazas de sustancias
electroquimicamente acfivas podrian producir un ruido de fondo demasiado alto y/o picos adicionales.

La mayoria de los problemas en la deteccién electroquimica son atribuibles a la contaminacién del
circuito HPLC. Por este mofivo, se recomienda una "preoxidacién” (pasivacién) del sistema HPLC con
acido nitrico cada 3-4 meses (dependiendo del nomero de muestras que se procesen). )
.;J." l;_"l y -."
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Procedimiento de pasivacién:

Antes de la pasivacién se deben desconectar la columna de HPLC y el detector electroquimico. En
cualquier easo, la pieza capilar que va de la columna andlitica a la célula detectora también se debe de
pasivar, para ello, simplemente montar una pieza de unién en lugar de la columna de HPLC. Antes de
lavar con dcido nitrico, se elimina el tampén de compensacion lavando con agua (20 ml aprox.). A
continuacién, durante 20 minutos aprox, se bombea écido nitrico al 15-20 % o través del sistema de
conducciones capilares y de inyeccién, con una velocidad de flujo de 1-2 ml/min. La unidad de
inyeccién debe de realizar varias veces el procedimiento de inyeccién (es decir: en el sistema de
inyeccién manual cambiar varias veces de LOAD a INJECT. Y si se ufiliza un Auto-inyector se cargard un
vial con écido nitrico al 15-20 % vy se inyectard varias veces el maximo volumen posible).

Después de la pasivacién se debe eliminar bien el acido nifrico lavando el sistema con agua ultrapura
(calidad HPLC), incluyendo aqui también, varias simulaciones del procedimiento de inyeccién, Cuando el
valor del pH del agua de lavado sea neutro (pH 6-8), el sistema puede equilibrarse nuevamente con fase
mévil.

4.3.2 Activacién del electrodo de trabajo

Cuando el detector electroquimico lleva mucho tiempo en funcionamiento, es posible que se acumulen
restos sobre la superficie activa del electrodo de trabajo. Esto se nota principalmente por la pérdida de
sensibilidad del mismo. Para restablecer la sensibilidad, trate el electrodo de trabajo de carbén vitrificado
con una solucién activadora adecuada.

Si tiene preguntas sobre la activacion del elecirodo de irabajo, dirijase nuestro servicio externo o
directamente al servicio de atencién al cliente de Chromsystems, tante llamando a nuestra linea directa al
+49 89 18930-111 como enviando un correo electrénico a support@chromsystems.com.

4.3.3 Mantenimiento del elecirodo de referencia
(Solamente para detectores electroquimicos de Chromsystems)

Con el fiempo, los iones de la solucién de electrolitos (3 M KCI) difunden hacia la fase mévil a través del
diafragma, provocando que el potencial del electrodo de referencia se desplace hacia valores mayores.
Para mantener un potencial del sistema de referencia definido es necesario recargar el elecirodo de
referencia con una solucién de cloruro de potasio 3 M, por lo menos una vez a la semana. Utilizar una
pipeta o similar para rellenar el electrodo de referencia con KCI 3 M, prestando especial atencién en que
no resulte ninguna burbuja de aire en la célula de referencia. La pieza de teflén blanca fija el electrodo
de referencia a la célula medidora. En la parte inferior de la pieza, un diafragma de vidrio poroso
controla la difusién de los iones entre la fase mévil y el elecirodo de referencia. Si las soluciones salinas
cristalizan dentro de la célula pueden provocar grietas en el diafragma, creande una fuga entre la
corriente de eluentes y el interior del electrodo de referencia.

Si el electrodo de referencia Ag/AgCl lleva bastante tiempo en funcionamiento, pueden formarse cristales
de cloruro de plata sobre el diafragma observandose una capa oscura sobre el mismo. El equilibrio del
sislema de referencia se altera debido a este sedimento de AgCl en el diafragma, y el potencial de
trabajo ajustado ya no se mantendrd constante. Para remediarlo, se puede cambiar el inserto del
electrodo, o tratar de limpiar el diafragma con amoniace al 25% (colocar la pieza de teflon en amoniaco
al 25% durante toda la noche; luego lavarlo bien con agual).

/W Susana Macaas Maria Cristlna Vescina
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4.3.4 Evitar pulsaciones de la bomba

La deteccion electroquimica se basa en una conversién electroquimica de los analitos en la superficie del
elecirodo de frabajo. Por ello, la tasa de conversién se ve altamente influida por la velocidad con la que
los analitos llegan al electrodo de trabajo. Debido a la pulsacién de la bomba puede producirse un flujo
irregular de eluentes en la célula, dando lugar a una tasa de conversién irregular de las sustancias de la
muestra en la superficie del electrodo y con ello a una linea basal mucho més irregular. En las mediciones
que requieren de una alta sensibilidad se recomienda equipar la bomba de HPLC con amortiguadores de
pulso adicionales.

4.3.5 Pausas en el funcionamiento

Se recomienda mantener en funcionamiento del sistema equilibrado e instalado si estd previsto volver a
vtilizar el aparato antes de una semana. En este caso el flujo puede ser reducido (0,2 ml/min) y la fase
mévil recircularizada . En pausas mds largas, el sistema debe ser apagado de la siguiente forma:

1. Desmontar la columna de HPLC y cerrarla bien. No es necesario realizar un procedimiento de

conservacion o de lavado de la columna. Para su conservacién, mantener la columna de HPLC en la

fase mévil.

Cambiar el detfector eleciroquimico a "stand-by".

3. lavar el sistema HPLC con aprox. 50 ml de agua/metanol {50/50).

4. Desmontar el electrodo de referencia y el electrodo de trabajo del detector, lavar con agua y una vez
secos guardar hasta su siguiente uso.

5. iMarcar el lado activado del electrodo de trabajol

o]

5 Separacién cromatogrdfica
La siguiente tabla contiene los tiempos de retencién aproximados de los analitos a una velocidad de flujo
de 1 ml/min.

Tabla 1: Tiempos de refencion

Sustancia Tiempo de retencién (aprox.)
VMA 3,0 min

Estandar interno (iscVMA) 4,0 min

5-HIAA 9,4 min

HVA 13,4 min

Estandar interno [HICA)

14,8 min
La duracién de la separacién cromatogréfica (inclusive HICA) es de 20 min aprox. con una velocidad de
flujo de 1,0 ml/min. Los tiempos de retencién pueden variar ligeramente, por ejemplo si cambia la
temperatura ambiente, al usar un nuevo lote de fase mévil o al cambiar la columna HPLC. Per tante,
establezca los valores actuales mediante un cromatograma de calibracion.

3 /S y. /-?/*w
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6 Preparacién de muestras

Atencién:

En el manejo de los reactivos, prestar atencién a las observaciones acerca de las sustancias peligrosas
mencionadas en el apéndice .

Las muestras pueden prepararse también de forma avtomatizada con un Gilson® ASPEC™. Siga para ello
las instrucciones del anexo |.

6.1 Obtencién y conservacién de las muestras de los pacientes

El material de andlisis es orina.

Normalmente se usa para el andlisis la orina de 24 horas. Si obtenerla resultara muy dificil o imposible,
también se puede analizar la orina esponténea. En ese caso los resultados haran referencia a la
creatinina.

Andlisis de VMA/HVA [4]:

Para el andlisis del VMA y el HVA debe reunirse orina de 24 horas en un recipiente adecuado con 10 ml
de dcido clorhidrico al 10-25 %. La orina asi obtenida se conserva estable a temperatura ambiente siete
dias, a +2 hasta +8 °C, 14 dias, y a 20 °C, hasta 3 meses.

Andlisis de 5-HIAA [6]:

Para el andlisis de 5-HIAA hay que recolectar orina de 24 horas en un recipiente adecuado y
almacenarla protegida de la luz a +2 hasta +8 °C. Sélo hace falta acidificar la orina si esta se va a
enviar por correo o si se recoge a temperatura ambiente. En ese caso, hay que introducir previamente en
el recipiente entre 10 y 20 ml de acido acético glacial.

Las orinas asi obtenidas deben tener un pH alrededor de 4,0 y se conservan protegidas de la luz hasta
dos semanas a temperaturas de +2 hasta +8 °C.

Nota: ‘
La orina mezclada con écido clorhidrico debe ajustarse a un pH de 4,0 a 6,0 con hidréxido sédico y
ser analizada lo antes posible. Las orinas muy acidificadas (pH < 1,0}, pueden provocar tasas
disminuidas de recuperacién en la preparacién de las muestras, debido a la alta concentracién de
CIOfUrO.

Los siguientes alimentos contienen grandes cantidades de serotonina, su consumo provoca un aumento en
la eliminacién de 5-HIAA a través de la orina. Por ello, es imprescindible que el paciente se abstenga de
su consumo en los 3-4 dias anteriores, asi como durante, a la recoleccién de la muestra:

— Agvacates — Higos — Pina

— Berenjenas - Kiwis —  Platanos

— Cirvelas amarillas - Melones y sandia — Tomates

- Grosellas - Nueces -~ Uva espina

Los principios activos o medicamentos que se indican a confinuacién pueden influir en los valores de 5-

HIAA en orina:

—  Aumento del resultado del andlisis: Acetanilida, cafeina, cumaring, efedrina HCl, mefenesing,
metanfetamina, metocarbamol, nicotina, paracetamol, fenacetina, fenobarbital, fentolamina

—  Disminucién del resultado del cmqhsls Aspirina, clorpromazing, isoniazida, Ievoclopa metenamina, g

prometazina, estreptozocina
APN- DGA;%N
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Nota:
Es responsabilidad de cada laboratorio hacer uso de todas las referencias disponibles y/o de realizar
| estudios propios para establecer los criterios de estabilidad especificos para su laboratorio.

6.2 Reconstitucidn del estdndar de calibracién acuoso

Antes de preparar las muestras, reconstituya el estdndar de calibracién acuoso (n° de pedido 1003/B)
como se indica a confinuacién:

1. Pipetear 1000 pl de HCI 0,2 M en el recipiente original
2. Mezclar bien la solucién durante 10 min

Los valores de los estandares de calibracién son frazables a pesadas de las sustancias puras (véase
Capitulo 6.1).

El estandar de calibracién reconstituido de esta manera deberia prepararse a diario, ya que el 5-HIAA es
inestable en un medic muy écido. El almacenamiento del esténdar de calibracién durante un tiempo mas
prolongado es posible solamente si la liofilizacién se reconsiruye con H:O en lugar de HCl y
conservandolo a temperaturas de menos de -18 °C. Sin embargo, antes de la cromatografia se tienen
que ajustar las alicuotas descongeladas en una conceniracién de HCL de 0,2 M.

Ejemplo:

1. Reconstituir el estdndar de calibracién en 800 pl H-O.

2. Distribuir en 5 alicuotas de 160 pl cada una.

3. Congelar a temperaturas de menos de -18 °C.

4. Después de descongelar, anadir 40 pl de HCI 1 M a cada alicuota.

Alternativamente, la reconstitucién del esténdar de calibracion con el tampén de elucion (950 pl + 50 pl
Finisher) permite que la mezcla se puede almacenar refrigerada (+2 hasta +8 °C) hasta 5 dias.

6.3 Reconstitucidon del estdndar de calibracién de orina

Antes de preparar las muestras, reconstituya el esténdar de calibracién de orina (n® de pedido 1009)
como se indica a continuacién:

1. Pipetear 5,0 ml de agua destilada en el recipiente original
2. Reconstituir entre 10 y 15 minutos a una temperatura de +20 a +25 °C, agitar repetidamente

Comprobar que el contenido del recipiente sea homogéneo. Si todavia pueden apreciarse sustancias sin
disolver, prolongar el fiempo de reconstitucién. jEvitar la luz del sol directal

Los valores de los estandares de calibracién son trazables a pesadas de las sustancias puras. Las
concentraciones de los analitos en el esténdar de calibracién dependen del lote. Enconirard cada uno de
los valores en la hoja de informacién del estandar de calibracién.

Este producto ha sido producido a partir de un pool de orina humana. No se puede descartar

totalmente un riesgo de infeccién al usar este producto. Considere fodos los productos que contengan |
materiales humanos como potencialmente infecciosos. Al usar estos productos tome las mismas medidas |
de precaucién que en el manejo de muestras de pacienfes potencialmente infecciosas. ‘

jAtenciénl: ‘

=)
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Estabilidad del estandar de calibracién tras la reconstitucion:
El estandar de calibracién disvelto en agua se conserva como se indica a continuacion:

Tabla 2: Estabilidad del estandar de calibracion tras la reconstitucion

Temperatura de almacenamiento Estabilidad Otras condiciones de almacenamiento
+2 hasta +8 °C 5 dias protegido de la luz, cerrade herméticamente
a menos de -18 °C 3 meses™ protegido de la luz, cerrado herméticamente

*Para 5-HIAA la estabilidad es de 1 mes a menos de -18 °C.

6.4 Reconstitucién de los controles

Antes de preparar las muestras, reconstituya los controles de orina (n® de pedido 0040, 0050) como se
indica a continuacién:

1. Pipetear 8,0 ml de agua destilada en el recipiente original
2. Reconstituir entre 10 y 15 minutos a una temperatura de +20 a +25 °C, agitar repetidamente

Comprobar que ¢l contenido del recipiente sea homogéneo. Si todavia pueden apreciarse sustancias sin
disolver, prolongar el tiempo de reconstitucién. jEvitar la luz del sol directal

Las concentraciones de los analitos en los controles dependen del lote. Encontrard cada uno de los
valores en la hoja de informacién de cada control.

jAtencién!:

Este producto ha sido producide a partir de un pool de orina humana. No se puede descartar
totalmente un riesgo de infeccién al usar este producto. Considere todos los productos que confengan
materiales humanos como potencialmente infecciosos. Al usar estos productos fome las mismas medidas
de precaucién que en el manejo de muesiras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidad de los controles tras la reconstitucion:
Los controles disueltos en agua se conservan como se indica a continuacién:

Tabla 3: Estabilidad de los controles tras la reconstitucidn

Temperatura de almacenamiento Estabilidad Otras condiciones de almacenamiento
+2 hasta +8 °C 5 dias protegido de la luz, cerrado herméticamente
amenosde -18 °C 3 meses™ protegido de la luz, cerrado herméticamente

*Para 5-HIAA la estabilidad es de 1 mes a menos de -18 “C.

TS H590-APN-DGA
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6.5 Uso de estdndares internos

6.5.1 Estandar interno iso-YMA

El estandar interno (isoVMA, n® de pedide 1004/B) se encuentra regulado, de manera que al afadirse a
la muestra conlleva directamente el ajuste del pH requerido.

La concentracién del estdndar interno es de 0,5 mg/| (= 0,5 pg/ml) iso-VMA.

6.5.2 Estdndar interno HICA para el andlisis por HPLC de 5-HIAA

Anadiendo el estédndar interne (HICA, n® de pedido 51303/B) a la preparacién del estandar de
calibracién y de las muestras de orina, aumenta considerablemente la precisién del andlisis de 5-HIAA.

Preparacién del estandar de calibracién HICA:

1. Pipetear 975 pl de HCI 0,2 M en el recipiente original del esténdar de calibracién acucso (n® de
pedido 1003/B)
2. Afadir 25 pl Internal Standard (HICA, n°® de pedido 51303/B)

3. Mezclar bien la solucién durante 10 min

El Calibration Standard reconstituido asi se puede inyectar directamente en el sistema HPLC.

6.6 Preparacién de muestras

6.6.1 Tamponamiento de las muestras de orina

Sélo iso-VMA como estandar interno:

1. Pasar 50 pl de muestra de orina a un recipiente adecuade (p.¢j. tubo de reaccién de 1,5ml)
2. Anadir 1,0 ml Internal Standard (iso-VMA, n° de pedido 1004/B)

3. Mezclar brevemente

Iso-VMA e HICA como estdndar interno:

1. Pasar 50 pl de muestra de orina a un recipiente adecuado (p.ej. tubo de reaccién de 1,5ml}
2. Afadir 1,0 ml Internal Standard (iso-VMA, n° de pedido 1004/B)

3. Anadir 50 pl Internal Standard (HICA, n® de pedido 51303/B)

4. Mezclar brevemente

‘ No es necesario ajustar el pH.

7 2 4
E98127509-APN-DGA#ANMAT
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6.6.2 Preparacién de muestras con columnas de intercambio aniénico

Para preparar las muestras de los pacientes, coniroles y estandares de calibracién para su andlisis, realice
los siguientes pasos en el orden indicado:

1. Introducir el volumen total de la orina tampenada [véase Cap. 5.6.1) en una columna de preparacién
de muestra, aplicar vacio o centrifugar (hasta un méximo de 700 x g), eliminar el eluido

2. Introducir 3,0 ml de Wash Buffer | en la columna, aplicar vacio o centrifugar (hasta un méximo de
700 x g), eliminar el elvido

3. Infroducir 3,0 ml de Wash Buffer Il en la columna, aplicar vacio o centrifugar (hasta un méximo de

700 x g), eliminar el eluido

Repita el paso 3 una vez

Intfroducir 2 ml de Elution Buffer en la columna, aplicar vacio o centrifugar (hasta un méximo de 700 x

g), recoger el eluido

6. Anadir 100 pl de Finisher al eluido, mezclar brevemente

7. Inyectar 10-20 pl del eluato en el sistema de HPLC

Sk

Nota:

En orinas muy acidificadas (pH < 1,0) se proeduce una capacidad de enlace muy escasa en las
columnas de preparacién de muestras (sobrecarga), debido a una alta concentracién de cloruros. En
estos casos, se debe diluir la orina 1:1 con agua ultrapura (calidad HPLC) antes del taponamiento.

6.7 Estabilidad de las muestras preparadas

Las muestras preparadas para la determinacién, siguiendo las indicaciones del capitulo 5.6, se conservan
como se indica o continuacion:

Tabla 4: Estabilidad de las muestras preparadas

Temperatura de almacenamiento Estabilidad Otras condiciones de almacenamiento

+2 hasta +8 °C 3 dias profegido de la luz, cerrado herméticamente,
recipientes de vidrio

Se desaconseja totalmente almacenar las muesiras preparadas mas fiempo, incluso aunque estén
congelados (a menos de -18°C).

7 Registro de datos y cdlculo

7.1 Calibracién del sistema de cdlculo

Para calibrar su sistema de célculo y comprobar la capacidad de separacion del sistema de HPLC, antes

de analizar las muestras de los pacientes, realice andlisis de prueba. Utilice para ello el estandar de

calibracién de orina procesado (n° de pedido 1009) o el estandar de calibracién acuoso (n° de pedido

1003/B). La concentracién de los andlitos en los estandares de calibraciéon depende del lote. Encontrard &

los valores exactos en la hoja de informacién adjunta. 7}

5&_-APN-DGA#ANM73(T
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Inyecte, de forma repetida, una alicuota del estandar de calibracién de orina procesade o del estandar
de calibracién acuoso hasta que dos cromatogramas consecutivos sean practicamente idénticos en sus
tiempos de retencién, resolucién de pico y alturas o dreas de pico. Use el cromatograma de la dltima
inyeccion de prueba para calibrar el sistema de cdlculo (software, integrador).

Para comprobar si las condiciones de HPLC (tiempos de retencién, parémetros de la calibracion) se
mantienen constantes durante todo la determinacién, inyecte el calibrador nuevamente durante y al final
de una serie de muestras. Para la calibracién, escoger en el sistema de cdlculo el “método estandar
internc”,

7.2 Cadlculo cuantitativo con estandar interno

El esténdar interno ayuda a compensar las posibles pérdidas que puedan presentarse durante la
preparacién de las muestras. Para ello se afiadird a la muestra (calibrador, controles, muestras de los
pacientes) una cantidad definida del estandar interno. En el software de evaluacién se asignaré el pico
correspondiente del proceso de calibracion definido como esténdar interno en el cuadro de componentes
(en este caso, iso-VMA o iso-VMA/HICA). Ademds se pondran las concentraciones de cada uno de los
analitos en el estandar de calibracion.

Concentraciones de las soluciones del estandar interno:

isoVMA (1004/B): 0,50 pg/ml
HICA (51003/B): 10,00 pg/ml
Ejemplo:

A 50 pl de muestra de orina se le afade 1,0 ml de la solucién del estandar interno (0,5 pg/ml isc-VMA).
La concentracién final del estandar interno en la muestra de orina es de 10 pg/ml (= 10 mg/l) iso-VMA.

y para el HICA-ISTD:
A 50 pl de muestra de orina se le afiaden 50 pl de la solucién del estdndar interno (10 pg/ml HICA,
véase capitulo 6.5, 6.6). La concentracién final del estandar interno en la muesira de orina es de

10 pg/ml (= 10 mg/l) HICA.

En su software de calculo, introducir "10 mg/I" como concentracién de los estdndares internos en las
muestras a medir. El sistema calcula directamente las concentraciones de los analitos en la muestra
desconocida en valores de mg de sustancia por litro de orina. Para calcular la eliminacién en 24 horas en
VMA, HVA y 5-HIAA, solamente se tiene que multiplicar el valor expresade por la cantidad de orina

(en I). El calibrador y el estédndar interno son trazables a pafrones de sustancias puras obtenidas de un
proveedor certificado.

8 Control de calidad

Compruebe la precisién y exactitud de las determinaciones incluyendo controles adicionales en cada serie
de andlisis (n°® de pedido 0040, 0050). Si los valores estan fuera de los rangos indicados en la hoja de
informacién de los controles, hay que revisar el sistema. Si se mantiene la desviacién, vuelva a calibrar el

sistema.
Y
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9 Rangos de referencia

Los rangos de referencia para las aminas biégenas son muy diferentes, y dependen en especial de la
edad y del sexo. Se recomienda que cada laboratorio determine sus rangos de referencia especificos.

Tabla 5: Rangos de referencia bibliografia [4]

Colectivo de pacientes
Ninos

0-2 semanas

2-8 semanas

2-6 meses

7-12 meses

1-5 afics

6-10 afios

11-15 afios

Adulios

Rangos de referencia

VMA

0-850 pg/24 h
0-1300 pg/24 h
0-1500 pg/24 h
0-1700 pg/24 h
0-2200 pg/24 h
0-3600 pg/24 h
0-4800 pg/24 h
1600-7300 pg/24 h

Tabla 6: Rangos de referencia bibliografia []

Colectivo de pacientes
Nifios

0-1 afios

2-4 affos

5-9 afios

10-1% afios

Adultos

Rangos de referencia

VMA

< 18800 pg/g creatinina
11000 pg/g creatinina

< 8300 pg/g creatinina

< 8300 pg/g crectinina

< 5500 pg/g creatinina

HVA

0-1500 pg/24 h
0-2000 pg/24 h
0-2900 pg/24 h
0-3400 pg/24 h
0-4800 pg/24 h
0-6900 pg/24 h
0-8800 pg/24 h
1800-6900 pg/24 h

HVA

< 32600 pg/g creatinina
£ 22000 pg/g creafinina
= 15100 pg/g creatinina
< 12800 pg/g creatinina
< 7600 pg/g creatinina

5-HIAA

< 8200 pg/24 h

5-HIAA

2000-8000 pg/24 h

Tabla 7: Rangos de referencia bibliografia [8]

Colectivo de pacientes

Rangos de referencia

Alter VMA HVA
0-3 meses 3000- 18900 pg/g creatinina 6400-35000 pg/g creatinina
3-6 meses 2900-21800 pg/g creatinina 12500-32100 pg/g creatinina

6-12 meses

4900- 16900 pg/g credtinina

9000-31400 pg/g creatinina

1-2 afios 2500-15500 pg/g creatinina 5700-27300 pg/g creatinina
2-5 afios 2100-10300 pg/g creatinina 2700-23500 pg/g creatinina
5-10 aiios 1100-7600 pg/g creatinina 1100-16500 pg/g creatinina
10-15 afios 1000-5600 pg/g creatinina 1100-9700 pg/g creatinina
15-20 anos 700-4300 pg/g creatinina 1400-5800 pg/g creatinina
120-25 aios 400-4600 pg/g creatinina 600-5200 pg/g creatinina

Pagina 21 Ml 1000/B YMA, HVA/
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Nota
Los rangos de referencia indicados han sido extraidos de la bibliografia y deben tomarse dnicamente
como sugerencia. Tenga en cuenta que no existen rangos de referencia de validez universal para las
aminas bidégenas/metabolitos en orina. No es posible comparar valores obtenidos mediante métodos |
de andlisis diferentes. Los laboratorios deberan indicar el método empleado en el andlisis para una
correcta interpretacién de los resultados.

10 Factores de conversién

La siguiente tabla contiene los factores de conversién entre concentraciones en masa y concentraciones
molares, y a la inversa.

Tabla 8: Factores de conversion

Sustancia mg/| en pmol/I pmol/l en mg/I
VMA x 5,04 x 0,198
HVA x 5,49 x 0,182
5-HIAA x5,23 x 0,191

11 Almacenamiento y caducidad de los reactivos

Sin haber sido abiertos, y respetando sus condiciones de transporte y almacenamiento, los reactivos se
conservan hasta la fecha de caducidad indicada en la efiqueta. Transporte y almacene los reactivos en
las siguientes condiciones:

Tabla 9: Condiciones de transporte del kit de reactivos:

Producte Temperatura de transporte

Kit de reactivos (n® de pedido 1000/B) +18 hasta +30 °C

Desembalar los reactivos inmediatamente después del fransporte y almacenar cada uno de ellos por
separado en las condiciones indicadas en la tabla a confinuacién.

Tabla 10: Condiciones de almacenamientc de los reactivos:

Producto Temperatura de almacenamiento / /"
Mobile Phase (n° de pedide 1011, 1012) +18 hasta +30 °C { JEN -‘.,_'.""*/2\
Estandar de calibracién acvose (n® de pedido 1003/B) +2 hasta +8 °C h’ S Sana Macias
/| 7% Apod
Estandar de calibracién de orina [n® de pedido 1009) +2 hasta +8 °C ,_':-"f,-'f RARIadE
/

Internal Standard [n® de pedido 1004/B) +2 hasta +8 °C / e
Wash Buffer | (n® de pedido 1005) +18 hasta +30 °C A/ A§\
B e IF-2021-93127599-APN-DGA#AN, S
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Producto Temperatura de almacenamiento
Wash Buffer Il (n° de pedido 1006) +18 hasta +30 °C

Elution Buffer {n® de pedido 1077 +18 hasta +30 °C

Finisher (n® de pedido 1013) +18 hasta +30 °C

Controles de orina (n° de pedido 0040, 0050) +2 hasta +8 °C

Inmediatamente después de su uso, cierre los reactives y almacénelos o la temperatura indicada. Una vez
abiertos, se mantienen estables durante un afio tras la fecha de apertura, pero nunca mas allé de la fecha
de caducidad indicada. Enconirard datos sobre la estabilidad de los estandares de calibracién y controles
reconstituidos en los capitulos 5.2, 5.3 y 5.4.

12 Tratamiento de los residuos

La Mobile Phase contiene disolventes organicos. Verter los restos en el contenedor para disolventes
orgdnicos no halogenados.

El Finisher es una base fuerte, el Elution Buffer es un écido fuerte. Neutralizar las soluciones y verterlas en
un Conrenedor para 50|Uci0n85 Salinﬂs.

Los restos de las muestras de pacientes y muestras procesadas, asf como los controles y estandares de
calibracion deben recogerse y eliminarse como residuos potencialmente infecciosos.

Las soluciones mencionadas no deben eliminarse junte con la basura doméstica. No deben verterse al
alcantarillado. Eliminar conforme a la Directiva sobre los residuos 2008/98/CE, asi como a las
normativas nacionales y regionales. Se debe garantizar que solo personal autorizado tenga acceso a los
recipientes recolectores.

JER CK S.A, é&i;
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13 Ejemplos de cromatogramas

Las siguientes im&genes muesiran ejemplos de varios cromatogramas obtenidos con este método.

5-HIAA

1200,00-

1000,00-

VMA
HICA

800,00-

iso-VMA
HVA

600,004

400,00- k

200,00-_"‘1

200 400 600 800 1000 1200 1400 16,00

Minutos

Figura 5: : Cromatograma de un esténdar de calibracién {con iso-VMA y HICA como esténdar interno); velocidad
de flujo 1,0 ml/min
Concentracion del analite: VMA: 0,25 mg/l; 5-HIAA: 0,25 mg/I; HVA: 0,25 mg/|

2000,00-

5-HIAA

1800,001
1600,00
1400,00-
1200,00]

1000,00

VMA
HICA

800,00
600,00

<

E
o /\ /L
200,004 J

200 400 600 800 1000 1200 14,00 16,00

iso-VMA

Minutos

Figura 6: Cromatograma de un control de orina [con isoVMA y HICA como estandar interno); velocidad de flujo:
1F=

1,0 ml/min ;
r
/11 @/} '/?ﬂ,‘\ [
’ - - 4 / \\
fief 0¥599-APN-DGA AN Kﬁ‘ﬁﬁ’(

Conceniracién del analito: VMA: 15,5 mg/l; 5-HIAA: 21,5 mg/l; HVA: 14,1 m&/l
]
Pagina 24 MI 1000/8 YMA, HVA, 54 Ad/orine 55 URANR Macias Maria Cristina Vescina
i _poderada Farmacéutica
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2000,004

VMA

1800,00 N
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1400,00—5
1200,00]
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HVA
HICA
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z=l V.

200,00

>5-HIAA

o

200 400 600 800 1000 12,00 1400 16,00

Minutos

Figura 7: Cromatograma de una muestra de un paciente {con isoVMA y HICA como estandar interno); velocidad
de fluje: 1,0 ml/min
Concentracién del analito: VMA: 46,3 mg/l; 5-HIAA: 2,8 mg/l; HVA: 21,0 mg/|

14 Limitaciones clinicas

No existen rangos de referencia de validez universal para los andlites del kit de reactivos VMA, HVA, 5-
HIAA en orina. No es posible comparar valores obtenidos mediante métodos de andlisis diferentes. Los
laboratorios deberdn indicar el método empleado en el andlisis para una correcta interpretacién de los
resultados.

Cada usuario deberd establecer sus propios rangos de referencia basados en evaluaciones clinicas. No
se deben emplear factores de conversién entre los diferentes métodos de andlisis para predecir los valores
de un paciente.

Pdagina 25 MI 1000/B VMA, HVA, 5-HIAA orina ES 05/2019 V8
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15 Localizacién y resolucién de problemas

Tabla 11: Medidas en caso de averia

Problema

Linea basal irregular

La linea basal muestra
oscilaciones ritmicas

Linea basal inestable

Alta corriente basal

Disminucion de la
sensibilidad del detector;

pérdida de la sefial

Causa posible

Contaminacidn del sistema HPLC con
impurezas electroquimicamente
aclivas

Formacién de grietas en el diafragma

Sedimentos en el diafragma del
sistema de referencia

Junias de las cabezas de la bomba
HPLC dafiadas

Impurezas o productos de reaccién
sobre la superficie del electrodo de
trabajo

Pared interior de la célula medidora
dafiada {arafazos)

La célula medidora de su detector

a]ecfroquimico no es herméﬁco

Burbujas de aire en el sistema de la
bomba; pulsacién de la bomba

El sistema aln no estd equilibrado

Variaciones en la temperatura
ambiente

Contaminacién del sistema de HPLC
con impurezas electroquimicamente
activas

Fase movil contaminada
Columna de HPLC contaminada

Suciedad o productos de reaccién
sobre la superficie del electrodo de
trabajo

Impurezas o productos de reaccién
sobre la superficie del electrodo de
trabajo

£ Apoderada
Pdgina 26  MI 1000/B VMA, HVA, 5:HIAA/orina” ES 05/2019 V8

Solucién

Pasivar la bomba, los capilares y el
sistema de inyeccién con dcido nitrico

Cambiar la pieza de teflén

Limpiar el diafragma con amoniace dl
25 % o cambiarlo

Comprobar la bomba HPLC para
descartar fugus

Comuniquese con el servicio de
asistencia si fuera necesario

Limpiar el electrodo de trabajo

Cambiar o hacer reparar la célula

Comprobar la célula medidora para
descartar fugas

Con cuidado, ajustar un poco mdés el
tornillo de presion

Cambiar la junta de la célula

Purgar la bomba

Bombear la fase mévil en el circuito
durante largo rato

Garantizar que la temperatura
ambiente sea constante

Si se presentaran regularmente grandes
oscilaciones de temperatura,
termostatizar la columna de HPLC

Pasivar la bomba, los capilares y el
sistema de inyeccién con dcido nitrico

Cambiar la fase movil
Cambiar la columna de HPLC

Limpiar el electrodo de trabajo

Limpiar el electrodo de trabajo

Maria Cristina Vescina
Farmacéutica
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Problema

Picos desconocidos en el

cromatograma

Tiempos de retencién

modificados

Picos dobles

Discontinuidades en todos

los picos

%5//5 -y
ISana Macias

Causa posible

Disminucion del potencial de trabajo

Sistema de inyeccidn sucio

Jeringuilla de inyeccidn sucia

Contaminacién del sistema HPLC con
impurezas e|ec’rr0quimicc:menfe
aclivas

Columna de HPLC contaminada

Material de hermetizacion
inadecuado en el sistema de
inyeccién

Oscilacién de la temperatura
ambiente

La velocidad de flujo oscila

Volumen muerto a la entrada de la
columna de HPLC

Grietas en el relleno de la columna
Volumen muerto en el sistema de

inyeccion

Volumen muerto en el sistema

CHROMSYSTEMS

Solucién

Comprobar el potencial adyacente
entre el colector y el electrodo de
referencia. En caso de potencial
demasiado bajo, controlar el sistema
de electrodos de referencia

Lavar el sistema de inyeccién primero
con agua y luego con alcohal
isopropilico. Accionar la vélvula de
inyeccién varias veces durante la fase
de ]UVUdO.

Al utilizar un Autosampler, llevar o
cabo el proceso de inyeccién varias
veces durante el proceso de lavado

Lavar la jeringuilla con alechol
isopropilico y agua. Si fuese necesario,
lavar brevemente con dcido nitrico al
15-20%

Pasivar la bomba, los capilares y el
sistema de inyeccién con dcido nifrico

Cambiar la columna HPLC

Los sistemas de conmutacién de
inyeccién estén equipados
normalmente con juntas de rotor de
material VESPEL. Sin embargo, las
juntas VESPEL se desgastan con el
tiempo. Por ello, en la defeccidn
electroquimica se producen picos
perturbadores. Generalmente, se
deberian de ufilizar juntas de rotor de
material TEFZEL

Garanfizar una temperatura ambiente
constante. Termostatizar la columna de

HPLC

Controlar la velocidad de flujo. Sila
bomba de HPLC funciona
irregularmente, controlar si hay
burbujas de aire en el circuito del
sistema. Comuniquese con el servicio
técnico si fuera necesario

Llenar con material de relleno la

" cabeza de columna (fase estacionarial),

si fuera necesario, cambiar la columna
Cambiar la columna HPLC

Controlar el asiento del bucle de
muestra. Controlar |las perforaciones de
las obturaciones de devanado

Controlar la cabeza de columna
Comprobc:r que todos los extremos de
los capilares estén bien ajustados

IF-2021-93127599-A PN-DGAU/#;@/
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Problema Causa posible Solucion

Picos anchos; colas Capacidad de rendimiento de la Cambiar la columna HPLC
columna de HPLC agotada

Contrapresién alta Acumulacién de particulas sobre la Cambiar la columna HPLC o la
columna analitica precolumna
Sistema de inyeccion obturado Lavar el sistema de inyeccién varias

veces con agua y luego con alcohol
isopropllico

Si tiene dudas sobre como arreglar averias, dirfjase nuestro servicic externo o directamente al servicio de

atencién al cliente de Chromsystems, tanto llamando a nuestra linea directa al +49 89 18930-111 como
enviando un correo elecirénico a support@chromsystems.com.
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Apéndice I: Preparacién automatizada de muestras con

Gilson® ASPEC™

Racks ASPEC™

El programa Chromsystems ASPEC™ para VMA, HVA, 5-HIAA en orina precisa los siguientes racks de

muestras/reactivos:

- Rack de muestras, cédigo 28
- Rack de solventes, codigo 61

colectores.

Tabla 12: Colocacién de los racks

Reactive

Muesiras
Tubos vacios

Finisher {n° de pedide 1013/A)

Internal Standard (n° de pedido 1044/B/A)
Wash Buffer 1 [n® de pedido 1005/A)
Wash Buffer 2 [n° de pedido 1006/A)
Elution Buffer (n® de pedido 1077 /A)

Sample Clean Up Columns (n® de pedido
1008/A)

Tubos vacios ("Collect" - coleccién)

Agua destilada

Opcidn:

Rack

Rack de muestras
Rack de muestras

Rack de muestras
Rack de solventes
Rack de solventes
Rack de solventes

Rack de solventes
Rack (s) DEC

Rack (s} colectores

Reservorio

Racks desplazables DEC, cédigo 101 (méx. 3 unidades) con sus correspondientes racks y viales

Posicién
1-52
55-106

(mismo nimero que de muestras)
107-108

109

110

11

112

113-220

segon el nimero de los cartuchos SPE

Para mejorar todavia mas la analitica de 5-HIAA, puede usarse HICA (n® de articulo 51303/B) como
estdndar interno adicional. En ese caso, hay que modificar la posicion de los racks como se indica en la

siguiente tabla:

Tabla 13: Colocacidn de los racks usando HICA como estandar interno

Reactive
Muestras
Tubos vacios

Internal Standard (HICA; n® de pedido
51303/B)

El resto de reacfivos se colocan igual que arriba

Rack
Rack de muestras

Rack de muestras

Rack de muestras

Solvente, DEC,

Rack (s) colectores

Posicién
1-51
55-105

(mismo nimero que de muestras)

106

igual que arriba =

98127599-APN-DGA#ANMAT. —
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jAntes de iniciar una secuencia de andlisis hay que lavar manualmente el “dilutor” con el liquido del
reservorio [ir a ment, MANUAL - Prime dilutor}!

Cada muestra precisa los siguientes voldmenes de reactivos:

Tabla 14: Volimenes de reactivos necesarios

Reactivo Cantidad
Finisher (n® de pedido 1013/A) 100 pl*
Internal Standard {n® de pedido 1044/B/A) 1,0 ml

- Wash Buffer 1 [n® de pedido 1005/A) 2,0 ml
Wash Buffer 2 (n® de pedido 1006/A) 4,0 ml
Elution Buffer (n° de pedido 1077/A) 2,0ml

En caso de usarlo:

Internal Standard (HICA; n® de pedido 51303/B) 50 pl

Hay que colocar en el correspondiente recipiente la cantidad de reactivos adecuada para el nimero de
muestras, mds un volumen adicional de unos 30 ml.

* Para el Finisher: Dependiendo del nimero de muestras utilizadas se llenard a continvacién el vial n®
107 con hasta 3,5 ml. Si hay que analizar mas de 35 muestras, eche la cantidad adicional necesaria de
Finisher en el vial n® 108.

Principio del programa™ ASPEC

Usar el ASPEC™ para mezclar 50 pl de cada muestra de orina con 1,0 ml de Internal Standard en un vial
vacio. |El Internal Standard contiene un tfampén para diluir y ajustar el pH, por lo que, antes de la
extraccién, no es necesario corregir manualmente el pH!

La orina diluida pasa por todo el proceso de preparacién de muesiras (SPE con pasos de lavado y
elucién). Los eluatos obtenidos pueden inyectarse directamente en el sistema de HPLC.

El disquete ASPEC™ contiene dos programas:

VMA":

iEl ASPEC™ debe estar correctamente conectado al sistema de HPLC! Este programa controla toda la
preparacién de muestras para analizar VMA, HVA y 5-HIAA en orina. Los eluatos preparados se inyectan
automdticamente en el sistema de HPLC y se inicia la cromatograffa. Durante el andlisis por HPLC, se
prepara la siguiente muestra.

El volumen de inyeccién es de 20 pl por defecto, pero puede cambiarse en caso necesario en el punto del
programa "19 - INJECT".

El punto del programa "21 - WAIT" sirve para la coordinacién temporal de las inyecciones del ASPEC™
a la duracién de la cromatografia y los tiempos de preparacién de muestras y deberd adaptarse segin

correspon dq 5
, )
7 4 /! Lok
L}%/ [ pra/ N

H24599-APN-DGA#ANMAT—
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"VMA_H":

Idéntico @ "VMA", solo que en este caso se usa HICA como esténdar interno adicional para el andlisis de

5-HIAA.

El punto de programa "INJECT" es el ndmero 21
El punto de programa "WAIT" para adaptar la duracién de la cromatografia es el nimero #23

"VMA_N" /"V_H_N":

El ASPEC™ realiza la preparacién de muestras pero no las inyecta en el sistema de HPLC.

Configuracién requerida
Este programa precisa de un teclado para controlar el ASPEC™.

Hay que comprobar las siguientes enfradas en el punte de meni CONFIG y en caso necesario adaptarlas
a la configuracién real del ASPEC™:

Configuration SAMPLER:

Model

Arm

Rinsing station depth: por lo general 80 mm
Rinsing station positions: A y/o B, C
Injection loop(s): posicién y volumen

Calib. tubing volume

ID number

Configuration DILUTOR:
Tipo

Left syringe volume

Right syringe volume
Transfer tubing

ID number

/ P T 20832 ISg08A PN -DGAY
¥ Apoderada Maria Cristina Vescin
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Apéndice ll: Observaciones sobre las sustancias peligrosas

En el manejo de los reactivos, prestar atencion a las siguientes observaciones sobre las sustancias
peligrosas y tomar las medidas de seguridad apropiadas. Nuestras hojas de datos de seguridad
contienen informacion adicional. Puede descargarlas de nuestra pagina web www.chromsystems.com o
pedirnoslas.

Tabla 15: Indicaciones de peligro y consejos de prudencia

Pictogramas Indicaciones de peligro y consejos de prudencia

Mobile Phase (n® de pedido 1011, 1012)

Atencién

H302+H312+H332 Nocive en caso de ingestién, contacto con la piel o inhalacién.

H371 Puede provocar daiios en los érganos.

P280 Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccién.
P302+P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua y jabén.
P3014P312 EN CASO DE INGESTION: Uamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico si

ICI persona se encuentra rm:||_

P403+P233 Almacenar en un lugar bien ventilado. Mantener el recipiente cerrado
herméticamente.

Elution Buffer (n° de pedido 1077)

Atencidén

H315 Provoca irritacion cutdnea.

H319 Provoca irritacion ocular grave.

P280 Uevar guantes/prendas/gafas/mdscara de profeccidn.

P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente
con agua durante varios minutes. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando.

Finisher (n° de pedido 1013)

Peligro

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

P280 Llevar guantes/prendas/gafas/méscara de proteccion.

P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente
con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando.

P309+P311 EN CASO DE exposicién o si se encuentra mal: Llamar a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico.

P301+P330+P331 EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. NO provocar el vémito.

MAd Maria Cristina Ve
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Pictogramas Indicaciones de peligro y consejos de prudencia
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Estos elementos han sido clasificados como no peligrosos acorde a la legislacién de la Unién

Europea:

Calibration Standard (n® de pedide 1003/B)

Urine Calibration Standard (n® de pedido 1009)
Internal Standard (n° de pedido 1004/B)

Woash Buffer | [n® de pedido1005)

Woash Buffer Il (n® de pedido1006)

Internal Standard [HICA) {n° de pedido 51303/B)
Potential Optimisation Mix [n® de pedido 1099)
Endocrine Urine Conirols (n® de pedido 0040, 0050)

Apéndice lll: Calculo manual

Para el calculo manual se necesitan los siguientes datos:

Area o altura de pico de:

Denominacién

Andlito A (p.e[.:VMA) en el cromatograma de la muestra.

Analito A (p.ej.:YMA) en el cromatograma del estandar de calibracién.
Estandar interno 1S (p.ej.: iso-VMA) en el cromatograma de la muestra
Estdndar interno 1S (p.ej.: iso-VMA) en el cromatograma del estdndar de
calibracion.

Férmula de célculo:

AMuestra X |SEstandar

Concentracién del andlito A en la muestra (en mg/l) =
|SMuestra X AEstandar

Factores para la férmula de céleulo anterior: VMA: 0,25
5-HIAA: 0,25
HVA: 0,25
HICA: 0,25

Cdleulo de la recuperacién:

AMuesira

AEsiandar
[SMuestra
|SEstandar

x factor x 40

Area del pico de lso-VMA en el cromatograma de la muestra

Producte =

x 100

Area del pico de Iso-VMA en el cromatograma del estandar de calibracion

Requisito para el célculo cuantitativo del 5-HIAA es una recuperacién superior al 50 %. La precisién del
andlisis de 5-HIAA aumenta utilizande HICA como estandar interno (ver Cap. 5.5.2).

P

.
i f' I |
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Apéndice IV: Datos de rendimiento

Dentro del marco de la prueba de linealidad y de la validacién, se afiadieron a las muestras de orina
cantidades definidas de VMA, HVA y 5-HIAA y se procesaron varias veces.

Tasas de recuperacién:

La tasa de recuperacién andlitica se determiné a partir de la pendiente de las curvas de calibracién,
mediante adiciones estdndar, de varias muestras de orina y diluciones acuosas:

Tabla 16: Tasas de recuperacion

Sustancia Tasa de recuperacién
VMA 70%
HVA 82 %
5-HIAA 66 %
Estandar inferno (iso-VMA) 78 %
Estandar interno (HICA) 72 %

Linealidad y limite de cuantificacién del andlisis (LLOQ):
El método es lineal desde el limite inferior (LLOQ) hasta el limite superior de andlisis indicado [rango
lineal).

Tabla 17:  Llinealidad y limite de cuantificacién del andlisis
; Limite inferior de cuantificacién (LLOQ), A
Sustancia * Rango lineal hasta por lo menos
aprox.
VMA 0,2 mg/I 78 mg/!
HVA 0,2 mg/| 51 mg/I
5-HIAA 0,2 mg/I 76 mg/|

*Los limites del andlisis dependen del estado del elecirodo de irabajo empleado.

Reproducibilidad Intra-ensayo:
Los coeficientes de variacién se calcularon para 3 concentraciones diferentes, procesando varias veces
(n = 10) la misma muestra en una secuencia:

Tabla 18:  Reproducibilidad Intra-ensayo

Sustancia Coeficiente de variacién (concentracién de sustancia)
n=10 n=10 n=10
0,6 % (4,56 mg/) 0,8 % (16,0 mg/l) 1,3% (9,79 mg/l)
1,1 % (4,49 mg/l) 1,0 % (13,5 mg/I) 1,3 % (8,98 mg/l)

3,8 % (3,34 mg/|) 1,7% (11,4 mg/|) 3,0 % (6,84 mg/l)

r j [
/ (/ T e
/ ’H"’ ,:r"/'.x 13 \)\
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Reproducibilidad Inter-ensayo:
El andlisis de la reproducibilidad Inter-ensayo se realizé mediante un procesamiento cuddruple y una
medicién de las concentraciones de andlitos en dos controles de orina en 20 series diferentes:

Tabla 19 Reproducibilidad Inter-ensayo

Sustancia Coeficiente de variacién (concentracién de sustancia)
n=280 n=80

VMA 2,1 % (4,51 mg/l) 2,0% (15,5 mg/l)

HVA 1,2 % (4,38 mg/) 1,8 % (13,1 mg/l)

5HIAA 4,5% (3,98 mg/l) 4,2% (12,3 mg/l)

[ i /
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CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LCHS/MS
EC-Declaration of Conformity

according to directive 98/79 EC on in vitro diagnostic medical devices

We, as manufacturer

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Am Haag 12
82166 Grdfelfing, Germany

declare on our own responsibility, that herein after called in vitro diagnostic medical
devices for the HPLC defermination of:

GMDN Code 60606, term "HVA/VMA/5HIAA IVD, kit, liquid chromatography”

EDMA Nomenclature term:  Vanillylmandelic acid .|

EDMA Nomenclature code: 12-09-02-17-00 _;\:fi

IVDD Classification: other product f

Reagent Kit: 1000/B - VMA, HVA und 5-HIAA in Urine =

Calibrators: 1009 - Urine Calibration Standard e
1003/B - Calibration Standard

Controls: 0040 - Endocrine Urine Control, Normal Range

0050 - Endocrine Urine Control, Pathological Range
meet all applicable requirements of the directive 98/79/EC.
Conformity assessment procedure: Annex Il of the directive 98/79/EC

Applied harmonized standards:

EN ISO 13485, EN 13612, EN 13641, EN ISO 14971, EN 18113-1, EN 18113-2,
EN 15223-1, EN 17511, EN 23640

Notified body: -

Grafelfing, April 114, 2019 / AT
(ot Cpmity

Michael Meier
Managing Director

EC declaration valid until May 26™, 2022 Vers. 3.0
Chromsystems Am Haog 12 Telefon: +49 67 18930-0 mailbax@chiomsystems.com ) Monagementsystem zertifiziart noch:
Instruments & Chemicals GmbH 82164 Grilelfing /Germany Telefos: +49 B9 18930193 winw.chromsystems.com DINEY IS0 9001, DINEW 150 13485, 1S0 13435 CWOE)
e e (]
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CHROMSYSTEMS

Apéndice VI: Simbolos

En nuestras efiquetas, manuales de instrucciones y embalajes usamos simbolos de conformidad con
EN ISO 15223-1, cuyo significado se describe en la siguiente tabla:

Tabla 20: Simbolos
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Significado

Fabricante

Fecha de fabricacién

Fecha de caducidad

Nimero de articulo

Cédigo de lote

Seguir instrucciones de uso

Limite superior de tfemperatura:

Almacenamiento por debajo de una temperatura determinada

Limite de temperatura:

Almacenamiento dentro de un rango determinado de temperatura

Diagnéstico in vitro

Suficiente para <n> pruebas

Nuimero de serie

V. Apoderada
£~
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 - Afio de Homengje a Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein

Certificado - Redaccion libre
NUOmero: CE-2021-116937892-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 2 de Diciembre de 2021

Referencia: EX-2020-87839131-APN-DGA#ANMAT

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

N° EX-2020-87839131-APN-DGA#ANMAT

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por la firma JENCK SA. se autoriza la inscripcion en el Registro Naciona de
Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de nuevos productos meédicos para diagnostico de uso
in vitro con los siguientes datos:

NOMBRE COMERCIAL: 1) 1000/B VMA, HVA and 5-HIAA in urine; 2)

1011 Mobile Phase; 3) 1003/B Calibration Standard; 4) 1009 Urine Calibration Standard; 5) 1004/B Internal
Standard; 6) 1005 Wash Buffer I; 7) 1006 Wash Buffer 11; 8) 1077 Elution Buffer; 9) 1013 Finisher; 10) 1008
Sample Clean Up Columns.

INDICACION DE USO: 1) VMA, HVA and 5-HIAA in urine es un kit de reactivos disefiado para el andlisis de
acido vainillinmandélico, &cido homovanilico y acido-5 hidroxiindolacético en orina por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC). Antes de la separacion cromatogréfica estos analitos se aislan facilmente de la matriz de
la orina utilizando una columna de intercambio i6nico en € proceso de preparacion de muestras; 2) a 10)
reactivos utilizados para e andlisis de &cido vainillinmandélico, &cido homovanilico y &cido-5
hidroxiindolacético en orina por cromatografialiquida de alta eficiencia (HPLC).

FORMA DE PRESENTACION: 1) Envases por 100 determinaciones, conteniendo: Mobile Phase 1 x 1000 mL,
Calibration Standard 5 x 1.0 mL, Internal Standard 1 x 100 mL, Wash Buffer | 1 x 300 mL, Wash Buffer 11 2 x
300 mL, Elution Buffer 1 x 200 mL, Finisher x 10 mL, Sample Clean Up Columns 2 x 50 unidades; 2) Mobile
Phase 1 x 1000 mL; 3) Calibration Standard 5 x 1.0 mL; 4) Urine Calibration Standard 5 x 5.0 mL; 5) Internal



Standard 1 x 100 mL; 6) Wash Buffer | 1 x 300 mL; 7) Wash Buffer Il 1 x 300 mL; 8) Elution Buffer 1 x 200
mL; 9) Finisher 1 x 10 mL; y 10) Sample Clean Up Columns 1 x 50 unidades.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1), 3), 4) y 5): 36 (TREINTA Y
SEIS) meses desde la fecha de elaboracidn conservado entre 2y 8°C; y 2), 6), 7), 8), 9) y 10): 36 (TREINTA Y
SEI'S) meses desde |a fecha de elaboracion conservado entre 18 y 30°C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH, Am Haag
12, 82166 Grafelfing (ALEMANIA).

CONDICION DE VENTA/CATEGORIA: Venta a Laboratorios de andlisis clinicos. USO PROFESIONAL
EXCLUSIVO.

Se extiende € presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO
USO IN VITRO PM N° 2188-1.

N° EX-2020-87839131-APN-DGA#ANMAT

AM
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