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ALTA CALIDAD EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

Ensayo inmunoenzimético por Quimioluminiscencia para la cuantificacion
de Alfafetoproteina (AFP) en suero.

INTENCION DE USO
El equipo AFP CLIA se destina para la determinacion cuantitativa de
concentracion de AFP en suero humano.

RESUMEN Y APLICACION

La alfa-feto proteina (AFP) es una glicoproteina con un peso molecular de
aproximadamente 70.000 Daltons. La AFP es producida principalmente por
el saco vitelino fetal y el higado del feto y en menor medida por el tracto
gastrointestinal. La elevacion de suero de AFP a los valores anormalmente
altos se produce en varias enfermedades malignas, sobre todo cancer
testicular no seminomatoso y el carcinoma hepatocelular primario.
Aproximadamente el 70% de pacientes con carcinoma hepatocelular
primario muestran niveles elevados de AFP. En el caso de los testiculos
teratoma, una relacion directa se ha observado entre la incidencia de
niveles elevados de AFP y la etapa de disease3. No hay aumento de los
niveles de AFP se encuentran en los testiculos seminomas. La aplicacion de
las AFP medida a la gestiéon de pacientes con carcinoma no ha sido bien
documentada. Ademas, la elevaciéon de las concentraciones séricas de AFP
se ha medido en pacientes con otras enfermedades no cancerosas, como la
ataxia telangiectasia tirosinemia hereditaria y, neonatal hiperbilirrubinemia,
hepatitis viral aguda, hepatitis crénica activa y cirrosis. Niveles elevados de
AFP sérica también son observados en mujeres embarazadas. Debido a
esto las mediciones de AFP no son recomendados para proceso de la
deteccién de cancer en la poblacion en general.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

Este ensayo estd basado en el método de tipo sandwich de un paso. La
muestra, los micropozos marcados con Anti-AFP y la enzima conjugada con
Anti-AFP son combinados. Durante la incubacion, el AFP presente en la
muestra se lleva a reaccion simultaneamente con los dos anticuerpos,
resultando en que la AFP queda emparedada entre la fase sélida y la
enzima ligada a anticuerpos. Después de los lavados, un complejo es
generado entre la fase sélida, la AFP de la muestra y la enzima ligada a
anticuerpos por reacciones inmunolégicas. El sustrato A y el sustrato B son
entonces agregados y catalizados por este complejo. La reaccion
quimioluminiscente resultante es medida como RLU’s. Los RLU’s son
proporcionales a la cantidad de AFP en la muestra.

MATERIALES SUMINISTRADOS

1. 96 Micropozos recubiertos con Anti- AFP

2. Enzima Conjugada: 12 ml

3. Estandares de Referencia: 10, 20, 50, 100, 250 y 500 ng/m AFP (6
viales, liofilizados)

CLIA Sustrato A: 6.0 ml

CLIA Sustrato B: 6.0 ml

Control 1: Liofilizado

Control 2: Liofilizado

PBS-T en Polvo (buffer de Lavado ,2 bolsas 5 gr.)
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MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS
1. Agua destilada.
2 Pipetas de precision 20 pl-200 pl, 100 pl-1000 pl (se recomienda el
uso de puntillas desechables)
Luminémetro.
Mezclador Vértex o Equivalente.
Lavador de Micropozos.
Papel absorbente o una toalla de papel.
Sueros para el control de calidad.
Incubadora.
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ALMACENAMIENTO DE EQUIPO E INSTRUMENTACION

1. El Equipo de prueba sin abrir deben almacenarse a 2-8°C a la
recepcion. El equipo se puede utilizar a lo largo de la fecha de
caducidad del kit (12 meses a partir de la fecha de fabricacion).

2. Estandares reconstituidos deben ser usados dentro de 14 dias y
congelarse a -20°C para el largo plazo de almacenamiento. Evitar la
congelacion y descongelacion repetida. Los micropozos, deben
mantenerse en una bolsa sellada con desecantes para minimizar la
exposicion a la humedad del aire. Otros componentes abiertos se
mantendran estables durante al menos 2 meses, siempre que se
almacenen en forma descrita anteriormente.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

1. El suero es el tipo de muestra recomendado para este ensayo. Las
muestras de plasma con EDTA, heparina u oxalato pueden interferir
con los procedimientos de prueba y debe ser evitado.

2.  Recoger todas las muestras de sangre y observar las precauciones

universales para la venopuncion.

Permita que la muestra se coagule antes de la centrifugacion.

Evite muestras excesivamente hemoliticas, lipémicas o turbias.

Las muestras pueden almacenadas hasta 48 horas de 2 — 8°C.

Durante mas tiempo de almacenamiento congelar a -20°C. Las

muestras descongeladas deben mezclarse antes de la prueba.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Parauso diagnostico in vitro.

2. Manejo de reactivos, las muestras de suero deben estar de acuerdo
con los procedimientos de seguridad local.

3. Los estandares contienen componentes de origen humano, se han

probado y no reaccionaron para el antigeno de superficie de hepatitis

B, asi como anticuerpos contra el VIH. Todos los productos de origen

animal y derivados han sido recogidos de animales sanos.

Componentes de la especie bovina originarios de paises en los que la

EEB no ha sido reportada. Sin embargo, estandares y los

componentes que contienen sustancias animales deben ser tratados

como potencialmente infecciosos.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel.

No fumar, comer, beber o aplicar cosméticos en la zona de trabajo. No

pipetear con la boca. Uso de ropa protectora y guantes desechables.
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PREPARACION DEL REACTIVO

1. Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente (18-25°C)
ante de su uso.

2. Reconstituir cada estdndar con 1 ml de agua destilada. Deje el
material reconstituido en reposo durante al menos 10 minutos. Los
estandares reconstituidos deben ser almacenados 2 ~ 8 °C.

3. Reconstituir cada control con 1 ml de agua destilada y mezclar bien
con voértex durante 1 minuto. Permita que el material reconstituido
repose durante al menos 10 minutos.

4.  Para preparar Buffer de Lavado: afiadir una bolsa de PBS-T en Polvo
a 500 ml de agua destilada y mezclar. El buffer de lavado es estable a
temperatura ambiente durante dos meses.

5. Determinar la cantidad que de la solucién de sustrato necesario y
preparar mezclando volimenes iguales de sustrato Ay B en un
recipiente limpio. Por ejemplo, afiadir 1 ml de sustrato Ay 1 ml de
sustrato B por 2 tiras de ocho pocillos (quedara un ligero exceso de
material preparado). Deseche la porcién no utilizada si no se utiliza
dentro de 20 minutos después de la mezcla.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Asegure el nimero deseado de pozos cubiertos en el soporte.

2. Dispense 20 pl de los estandares de AFP, las muestras y los controles
en los pozos apropiados.

3. Dispense 100 pl del reactivo de enzima conjugada en cada pocillo.

4.  Mezclar bien durante 30 segundos. Es importante tener una mezcla

completa en este paso.

Se incuba a 37°C durante 60 minutos.

Retire la mezcla de incubacién vaciando el contenido de la placa en

un recipiente de residuos. Enjuague los pocillos 5 veces con agua

destilada. Golpee los pozos enérgicamente sobre papel absorbente

para eliminar las gotas de agua residual. El volumen del micropozo es

de 300 pl.

7. Dispense 50 pl del sustrato A, y 50 pl de sustrato B en cada pocillo.
Mezclar suavemente durante 10 segundos.

8. Ponga la microplaca en la camara de deteccién de Luminémetro
durante 5 minutos, a continuacién, lea el RLU con un Luminémetro.
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NOTAS IMPORTATES

1.  No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad

2. No mezclar o usar componentes con diferentes lotes.

3.  Se recomienda que no se monten mas de 32 micropozos en cada
ensayo, si el pipeteado es manual, ya que todas los estandares,
muestras y controles deben ser completados dentro de 5 minutos. Un
plato de 96 pozos puede ser utilizado si la pipeta es automatica.

4. Vuelva a colocar las tapas de los reactivos inmediatamente.

5.  El procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente producira
una mala precision y resultados invalidos.

CALCULO DE RESULTADOS

1. Calcule el valor medio de los reactivos duplicado. En su caso, los
valores medios se deben utilizar para el trazado.

2. El gréfico logaritmico papel cuadriculado el l1og10RLU (ordenadas)
obtenidos a partir de cada estandar de referencia contra el logaritmo
decimal de la concentracién correspondiente de la AFP en ng / ml (eje
de abscisas) y dibujar una curva de calibracién a través de los puntos
de referencia estandar mediante la conexién del trazado puntos con
una linea curva.

3. Leala concentracion de cada control y la muestra por interpolacién en
la curva de calibracion.

4.  El uso de la computadora simplifican estos cdlculos. Si el proceso de
resultado automaético se utiliza, una logistica de regresién lineal de
funcién de ajuste de la curva se recomienda.

5.  Cualquier muestra diluida deben ser corregidos por el factor de
dilucioén.

VALORES DE REFERENCIA

Cada laboratorio debe establecer su propio rango normal. La siguiente
informacion se da s6lo para orientacion. Aproximadamente el 97-98% de la
poblacién sana normal tiene los niveles de AFP menos de 20 ng/ml.
Pacientes en alto riesgo, valores de AFP entre 100 y 400 ng/ml sugieren
carcinoma hepatocelular. Concentraciones de mas de 400 ng/ml
generalmente son indicio de la enfermedad.

EJEMPLO DE CURVA ESTANDAR

Una curva tipica estandar se muestra a continuacion es para fines de
ilustracién solamente, y nunca debe ser en lugar de la curva de calibracién
de la hora real.

AFP (ng/ml) RLU
10 1403.30
20 2700.12
50 6198.76
100 10477.90
250 23136.30
500 40394.90
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1. Sensibilidad:

El limite de deteccion se calcula a partir de la curva estandar mediante la
identificaciéon de la concentracion correspondiente a la media de RLU
diluyente estandar (basado en 10 andlisis repetidos), ademas de SD 2.Por
lo tanto, la sensibilidad de AFP CLIA kit es menor que 2.5 ng/ml.

2. Especificidad:

Lo se detect6 interferencia con el desempefio AFP CLIA con la adicion de
grandes cantidades de las sustancias siguientes a un pool de suero
humano.

3. Precision:
Intra-ensayo de precision Intra-ensayo de precision se determiné analizando
20 repeticiones de cada uno de los sueros de control.

Inter-ensayo de precision se determiné analizando duplicados de cada uno
de los sueros de control en 10 carreras por separado.

Suero NUmero Media SD CV (%)
Titulo bajo 10 31.08 2.24 7.21
Titulo alto 10 186.22 9.16 4.92

Suero Namero Media SD CV (%)
Titulo bajo 20 26.93 1.83 6.80
Titulo alto 20 193.02 8.88 4.60

4. Altas de dosis:

Efecto gancho.

No hay efecto gancho, esto ocurri6 con la concentraciéon de AFP hasta
10000 ng/ml. Sin embargo, desde pacientes con enfermedad avanzada de
carcinoma hepatocelular pueden mostrar niveles extremadamente altos,
falsos resultados bajos debido a un efecto gancho de altas dosis pueden
ser vistos en muestras de estos pacientes.

LIMITACIONES

1. Resultados confiables y reproducibles serédn obtenidos cuando el
procedimiento de ensayo se lleva a cabo con una comprension
completa del prospecto y con el cumplimiento de laboratorio la
practica.
2. Anticuerpos heteréfilos en el suero humano pueden reaccionar con
el reactivo de inmunoglobulinas, lo que interfiere con ensayos de
inmunidad in vitro. Los pacientes expuestos rutinariamente a los
animales o productos de origen animal pueden ser propensos a esta
interferencia por lo tanto los valores anémalos pueden ser observados.
Informacién adicional puede ser necesaria para el diagnéstico.

2. Muestras de suero con lipemia, hemolisis o turbidez no debe ser
utilizado con esta prueba.

3. Para el diagnéstico, los resultados obtenidos con esta prueba se debe
utilizar siempre en conjunto con el examen clinico, la historia médica
del paciente, y otros hallazgos.

CONTROL DE CALIDAD

Buenas practicas de laboratorio requiere que las muestras de control de
calidad deben procesarse con cada curva de calibracion para verificar el
rendimiento del ensayo. Para asegurar el funcionamiento adecuado, un
nimero estadisticamente significativo de los controles deben ser analizados
para establecer los valores medios y rangos aceptables. Controles que
contengan acido de sodio no debe ser utilizado.
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