M GRUPO
— _IVIEXLAB___
ALTA CALIDAD EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

Bio-PSA

Ensayo inmunoenzimatico por Quimioluminiscencia para la cuantificacion
del Antigeno Prostético Especifico (PSA) en suero.

INDICACIONES DE USO
El equipo PSA esta disefiado principalmente para la determinacién de la
concentracion de PSA en suero humano.

RESUMEN Y APLICACION

El anfigeno prostatico especifico, (PSA) es una glicoproteina con un peso
molecular de 34,000 Daltons. EI PSA es una proteasa sérica que es
producida exclusivamente por las células epiteliales de la préstata. EI PSA
es inmunolégicamente especifico del tejido prostatico, esta presente en el
tejido prostatico normal, hiperplasico benigno y maligno, en carcinoma
prostatico metatastico asi como en fluido prostatico y plasma seminal.
Puede servir como un marcador preciso para la evaluacion de la respuesta
al tratamiento en pacientes con cancer de préstata. Por lo tanto, la medicién
de la concentracion de PSA en suero puede ser una herramienta importante
en el monitoreo de pacientes con céncer prostatico y en la determinaciéon
potencial y real de la efectividad de la cirugia u otras terapias. Entre el 30-
50% de los pacientes con hiperplasia prostatica benigna tienen
concentraciones elevadas de PSA en suero, dependiendo del tamafio de la
préstata y del grado de obstruccion, y las concentraciones estan
incrementadas en el 25~92% de pacientes con cancer prostatico,
dependiendo del volumen del tumor. No esta presente en ninguin otro tejido
normal obtenido de varones, ni es producido por canceres de mama,
pulmén, colon, recto, estomago, pancreas o tiroides, ademas de que es
diferente, funcional e inmunolégicamente, del &cido fosfatico prostéatico.
Tanto el examen digital rectal como el cistoscopico y la biopsia de préstata
pueden causar elevacion en la concentraciéon de PSA en suero. Condiciones
tales como prostatitis bacteriana y retencién urinaria aguda también pueden
incrementar el nivel de PSA en suero. Estudios recientes indican que las
mediciones de PSA pueden aumentar la deteccién temprana de céancer de
préstata cuando se combina con el DRE (examen digital rectal). Cuando se
compara con la fosfatasa acida prostatica, el PSA es un marcador mas util y
preciso en todas las situaciones clinicas.

DESCRIPCION

Este ensayo esta basado en un método de un solo paso tipo sandwich.
Primero, en los micropozos recubiertos con anticuerpos anti-PSA se
agregan la muestra y la enzima conjugada con anticuerpos anti-PSA y se
incuban. Durante la incubacién, el PSA presente en la muestra reacciona
simultaneamente con los dos anticuerpos, resultando en que el PSA queda
emparedado entre la fase solida de los micropozos y la enzima conjugada.
Después de una serie de lavados para eliminar los componentes no unidos,
se genera un complejo entre la fase solida, el PSA en la muestra y la
enzima conjugada por reacciones inmunolégicas. Entonces se agregan el
substrato Ay B, y son catalizados por este complejo dando como resultado
una reaccion quimioluminiscente. La reaccién quimioluminiscente resultante
es medida en RLU. Los RLU son proporcionales a la cantidad de PSA en la
muestra.

MATERIALES SUMINISTRADOS

1. 96 Micropozos recubiertos con anticuerpos anti-PSA.
Enzima Conjugada (2 viales de 6 ml).

Calibradores: 0, 2, 4, 15, 50 y 100 ng/ml (6 viales de 1 ml)
Substrato A: 6.0 ml (peréxido de hidrogeno).
Substrato B: 6.0 ml (luminol con potenciadores).
PBS-T en polvo 2 bolsas de 5 g.

Control 1 liofilizado (1 ml).

Control 2 liofilizado (1 ml).

. 2 piezas de papel adherente.

0. 1 bolsa tipo zip-lock

1. 1 instructivo.
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MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS
1 Pipetas de precision de los volimenes apropiados.

2. Agua destilada.

3.  Papel absorbente o una toalla de papel.

4 Mezclador Vortex.

5 Papel milimétrico para graficar (si aplica).

6 Luminémetro.

7 Incubadora.

ALMACENAMIENTO DE EQUIPO E INSTRUMENTACION

1. El equipo sin abrir debe guardarse entre 2-8°C a partir de la recepcién
y la placa debe guardarse en una bolsa sellada con desecantes para
minimizar la exposicion a la humedad del aire. El equipo se puede
utilizar hasta la fecha de caducidad del mismo.

2. El equipo abierto se mantendra estable hasta la fecha indicada,
siempre y cuando se almacene segun lo estipulado anteriormente.

3. Selle y regrese los calibradores a refrigeracion (2-8°C)
inmediatamente después de usar, condiciones bajo las cuales
permaneceran estables por 1 mes, para mayor tiempo, congelar a -
20°C. Evite multiples ciclos de congelacién-descongelacion.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Parauso en diagnostico profesional solamente.

2. CUIDADO: este ensayo contiene material de origen animal. Los
componentes bovinos se originaron en paises donde no se ha
reportado EEB.

3. El procedimiento de lavado es fundamental. La insuficiencia de lavado
se traducira en mala precision y lecturas de absorbancia falsamente
elevadas.

4.  Se recomienda que no mas de 32 pozos sean utilizados para cada
ensayo, si el pipeteado es manual, ya que los especimenes y los
controles deben ser completado dentro de 5 minutos. Una placa de 96
pocillos puede utilizarse si el pipeteado es automatico.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

1. Todos los reactivos deben alcanzar la temperatura ambiente (18-25°C)
antes de su uso.

2. Reconstituir cada estandar liofilizado con 1 ml de agua destilada. Deje
que el material reconstituido repose durante un minimo de 10 minutos.
Los estandares reconstituidos deberan conservase a 2-8°C

3. Preparar la solucién de lavado mezclando el contenido del sobre PBS-
T con 500 ml de agua destilada.

4.  Para preparar el substrato de trabajo: mezclar suavemente el sustrato
Ay B en proporcion 1:1. Esta solucién es estable por 20 minutos,
deseche la solucién que no haya empleado después de este tiempo.

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Mantener los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso

durante al menos 30 minutos. Mezclar todos los reactivos por inversion

suavemente o girando antes de su uso. No provocar la formacion de
espuma.

Ajustar la incubadora a 37 grados.

Reconstituir cada control con 1 ml de agua destilada y mezclar bien

con vértex 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 500ml 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 A y 1 ml de
sustrato B por 2 tiras de ocho pocillos (quedara un ligero exceso de
material preparado). Deseche la porciéon no utilizada si no se utiliza
dentro de 20 minutos después de la mezcla.
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PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1.  Asegure el nUmero deseado de pozos.

2. Dispensar 25 pl de calibradores, muestras y/o controles en los pocillos

apropiados.

Agregar 100 pl de enzima conjugada a cada pocillo.

Mezclar perfectamente bien y suavemente durante 30 segundos.

Cubra la placa con el papel adherente e incube a 37°C por 60 minutos.

Deseche la mezcla vacidndola en un contenedor de residuos.

Enjuagar y vaciar la placa 5 veces con soluciéon PBS-T. Secar la placa

golpeandola sobre un papel absorbente o toallas de papel para

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

de aproximadamente 350 pl.

7. Dispensar 100 pl de la mezcla de substratos previamente preparada.
Mezcle suavemente durante 10 segundos.

8. Incubar 5 minutos dentro de la camara obscura del Luminémetro y leer
los valores RLU.
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CALCULO DE RESULTADOS

Le recomendamos utilizar el software adecuado para el célculo de los
resultados, en caso de que esto no sea posible, construya una curva
estandar trazando los RLU obtenidos a partir de cada calibrador en contra
de su concentracién en ng/mL en papel milimétrico cuadriculado, con los
valores RLU en la vertical o eje Y las concentraciones en la horizontal o eje
X. Utilice los valores RLU de cada muestra para determinar la concentracién
correspondiente de PSA (ng/ml) de la curva estandar por interpolacion.
Cualquier espécimen diluido debe de ser corregido por el factor apropiado
de dilucién.

VALORES DE REFERENCIA

Cada laboratorio debe establecer su propio rango normal. La siguiente
informacion se da sélo para orientaciéon. Un rango normal de menos de 4
ng/ml fue obtenido probando 653 individuos clinicamente sanos.

EJEMPLO DE CURVA ESTANDAR
Los datos mostrados a continuacién son solamente una ilustraciéon y no
deben emplearse en lugar de una curva de calibracién.

Muestra Concentracion RLU
(ng/ml)
Cal A 0 138
CalB 2 793
CalC 4 1607
Cal D 15 5960
CalE 50 21004
Cal F 100 44025
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PERFOMANCE
1. Precision:

Este ensayo fue disefiado para tener una precision Intra-ensayo de <10%.
Dos sueros control (alto y bajo) fueron probados con 20 repeticiones cada
uno.

2. Sensibilidad analitica:

Se define como la concentracion correspondiente a la media de RLU’s de
10 repeticiones del calibrador A menos 2 desviaciones estandar. La
sensibilidad es de 0.5 ng/ml.

3. Especificidad analitica:

Este ensayo esta disefiado para tener una especificidad de menos de 0.5
ng/ml, con las substancias que se muestran a continuacion y a las
concentraciones que se indican.

Substancia Concentracion
AFP 500 ng/ml
CEA 500 ng/ml

SF 400 ng/ml

Suero Nimero Media SD CV %
Bajo 20 4.52 0.34 7.52
Alto 20 15.26 0.96 6.29

Este ensayo esta disefiado para tener una precision inter-ensayo de <15%.
Se probaron 2 sueros (alto y bajo) con dos repeticiones por suero cada dia
durante 10 dias de ensayo.

Suero Nimero Media SD CV %
Bajo 20 3.95 0.31 7.85
Alto 20 15.29 0.91 5.95

3. Medicién de precisién por correlacién:

Un estudio fue disefiado, en el que las muestras fueron probadas usando
este ensayo y un ensayo Inmunoenzimatico de PSA que se encuentra
actualmente en el mercado. Los datos se muestran a continuacion.

. Coeficiente
Método _qe N° de Intercepto Pendiente de
correlacion muestras L

correlacion
Regresion
lineal 72 0.9781 1.046 0.943

4. Efecto gancho de altas dosis:
Una muestra adicionada con PSA a una concentracion mayor a 900 ng/ml
da un valor de RLU mas alto que el dltimo punto de calibracion.
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