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Bio-CA 15-3

Ensayo inmunoenzimatico por Quimioluminiscencia para la cuantificacion
de Antigeno de cancer de mama (CA 15-3) en suero.

INTENCION DE USO

El antigeno de Cancer 15-3 es un inmunoensayo de
Quimioluminiscencia (CLIA), el cual se ha disefiado para la
determinacion cuantitativa de CA1 5-3 en suero humano.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

La prueba de EIA CA15-3 es un inmunoensayo de fase sélida de dos
sitios. De esta manera, un anticuerpo monoclonal esté revestido en la
superficie de los micropocillos y otro anticuerpo monoclonal marcado
con peroxidasa de radbano picante que se utiliza para trazado de lineas.
Las moléculas del CA15-3 presentes en el suero o solucion estandar
son ‘intercaladas" entre los dos anticuerpos. Tras la formacion
revestida de anticuerpo-antigeno y anticuerpo-enzima compleja, se
deben quitar las etiquetas del anticuerpo-enzima por medio del lavado.
La actividad ligada con la peroxidasa de rdbano picante en los
micropozos es posteriormente ensayada agregando los reactivos del
substrato y siendo sometidos a las reacciones de Quimioluminiscencia.
La intensidad de la luz emitida desde el respectivo micropozo es
proporcional a la cantidad de enzima presente, y esta directamente
relacionada con la cantidad de antigeno de CA15-3 en la muestra. Por
referencia a una serie de normas del CA15-3, las muestras deben ser
analizadas de la misma manera, y deben ser cuantificadas las
concentraciones del CA15-3 en las muestras desconocidas.

MATERIALES SUMINISTRADOS

1. Placa con 96 micropaocillos recubiertos con anticuerpo anti-CA 15-
3

2. Diluyente de la muestra, 100 ml

3. Reactivo conjugado enzimatico, 12.0 ml

4, Estandares de referencia de CA 15-3, conteniendo 0, 15, 30, 60,
120 y 240 U/ml CA 15-3, liquido pre-diluido, listo para su uso.

5. Buffer de lavado concentrado 50X, 15.0 ml

6. Reactivo A en Quimioluminiscencia, 6.0 ml

7. Reactivo B en Quimioluminiscencia, 6.0 ml

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS
1. Agua destilada.

2. Pipetas de precisién, 0.05 ml, 0.1 ml, 0.2 ml

3. Puntas de pipetas desechables.

4.  Tubo de vidrio o frascos para mezclar el reactivo Ay B.
5.  Luminémetro para micropocillos.

6. Mezclador Vértex o equivalente.

7. Papel absorbente.

8. Papel para gréfica.

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Para preparar la solucién de sustrato, se debe realizar una mezcla
1:1 del Reactivo A con el Reactivo B antes de su uso. Mezclar con
suavidad para asegurar una mezcla completa. Desechar el exceso
sobrante después de su uso.

2. Diluir 1 volumen de Buffer de lavado (50X) con 49 volimenes de
agua destilada. Por ejemplo, diluir 15 ml de lavado tampé6n (50X)
en 735 ml de agua destilada para preparar 750 ml de Buffer de
lavado (1X). Mezclar bien antes de su uso.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Nota importante: Los estandares de CA15-3 ya han sido pre-diluidos,

y estan listos para usarse. No diluir otra vez.

1. El suero del paciente y el suero de control deben de ser diluidos,
51 veces, antes de su uso. Después, se debe preparar una serie
de tubos pequefios (tales como tubos de microcentrifuga de 1.5
ml) y mezclar 20 pl del suero con 1.0 ml del diluyente de la
muestra.

2. Asegurar el nimero deseado de micropocillos recubiertos en el
soporte. Después se debe dispensar 100 pl de los estandares de
CA 15-3, de las muestras diluidas y de los controles diluidos, en
los micropocillos adecuados. Mezclar suavemente durante 10 seg.

3. Incubar a 37°C durante 1 hora.

4.  Quite la mezcla de la incubacion, para posteriormente vaciar el

contenido de la placa en un recipiente de desechos.

5. Enjuague y sacuda 5 veces los pocillos con buffer de lavado (1X).

6. Acomode los micropocillos sobre el papel absorbente para quitar
las gotas de agua residual.

7. Afadir 100 pl del reactivo conjugado enzimético a cada pocillo. Y
después mezclar suavemente durante 10 segundos.

8. Incubar a 37°C durante 1 hora.

9. Sacar el contenido y lavar perfectamente la placa como se
describe anteriormente en el paso 4, 5y 6.

10. Pipetear 100 pl de la solucién de sustrato de Quimioluminiscencia
dentro de cada micropocillo. Después se debe mezclar
suavemente durante 5 segundos.

11. Se debe leer 5 min mas tarde, se deberan leer los micropozos
mediante un lector de micropocillos de Quimioluminiscencia.
(Entre 5y 20 minutos después de la dosificacién de los sustratos).

NOTAS IMPORTATES

1. El procedimiento de lavado es fundamental. El insuficiente lavado
producira mala precision y lecturas falsamente elevadas de RLU.

2. Si hay burbujas en los micropaocillos, se crearan lecturas falsas.
Utilice agua destilada para eliminar las burbujas antes de afadir el
sustrato.

CALCULO DE RESULTADOS
Calcular el promedio de las unidades relativas de luz de cada una
de las lecturas realizadas (RLU) para cada conjunto de
estandares de referencia, controles y muestras.

2. Se recomienda utilizar un software especial, el cual sea adecuado
para calcular los resultados. El mejor ajuste para la curva
utilizada en los ensayos es la regresién cuadratica o la 4°
regresion de parametro. Si el software no esta disponible, se
debera construir una curva estandar mediante la representacion
de la media (RLU) obtenida para cada referencia estandar contra
la concentracion de CA 15-3 en miU/ml sobre papel milimetrado
lineal. Se debe colocar los valores de RLU en el eje vertical (y) y
la concentracion en el eje horizontal (x).

3.  Usando el valor promedio de absorbancia para cada una de las
muestra, se debera determinar la correspondiente concentracion
de CA 15-3 en mUI/ml de la curva estandar.

EJEMPLO DE CURVA ESTANDAR

A continuaciéon se muestran los resultados de un funcionamiento
estandar tipico. Esta curva estandar, tiene un Unico objetivo, el cual es
solamente ilustrar y no debe utilizarse para calcular ciertas incognitas.
Se requiere las corridas del ensayo junto con una curva estandar cada
vez. El célculo de los valores de las muestras se deben basar en la
curva particular, que a su vez se debe ejecutar al mismo tiempo.
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VALORES ESPERADOS Y SENSIBILIDAD

Se espera que las mujeres sanas tengan valores inferiores a 35 U/ml
de CA 15-3. La concentraciéon minima detectable de CA15-3 en este
ensayo se estima a 5 U/ml.
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