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CanAg NSE EIA

Instrucciones de uso Kit de ensayo inmunométrico enzimatico

Para 96 determinaciones

USO PREVISTO

El kit EIA CanAg NSE esta destinado a la determinacion cuantitativa de NSE en suero
humano.

RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO

La enzima glucolitica enolasa (2-fosfo-D-glicerato hidrolasa, EC 4.2.1.11) existe como
varias isoenzimas diméricas (oo, af, oy, BBy vy) compuestas por tres subunidades
distintasa, B y v. La unidad y se encuentra en una enzima homologa yy o en una
isoenzima heterdloga ay, y se conoce como enolasa neuronal especifica (NSE, neuron-
specific enolase). Los anticuerpos monoclonales utilizados en el EIA CanAg NSE se
unen a la subunidad y de la enzima y, por tanto, detectan tanto la forma yy como la
forma ay (1, 2). Los valores de NSE son bajos en sujetos sanos y en pacientes con
enfermedades benignas. Sin embargo, es frecuente encontrar niveles elevados en
pacientes con neoplasias malignas de diferenciacion neuroendocrina, especialmente,
carcinoma pulmonar microcitico (CPMC) (3) y neuroblastoma (4). La determinacion
cuantitativa de NSE en suero puede ser valiosa en el tratamiento de los pacientes con
diagnostico de sospecha o confirmado de CPMC o neuroblastoma, para contribuir al
diagnostico diferencial y para controlar el efecto del tratamiento (5, 6).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El EIA CanAg NSE es un inmunoensayo en fase sélida no competitivo basado en dos

anticuerpos monoclonales (derivados de ratones) dirigidos contra dos determinantes

antigénicos diferentes de la molécula de NSE. Los anticuerpos monoclonales (MAb)

utilizados se unen a la subunidad y de la enzima y, por tanto, detectan tanto la forma

vy como la forma ay. Los calibradores y las muestras del paciente se incuban junto

con el MAb anti-NSE biotinilado E21 y el MAb de ratén anti-NSE con peroxidasa

de rabano (HRP) E17, en microtiras revestidas con estreptavidina. Después del

lavado, se afiade reactivo tamponado sustrato/cromogeno (peroxido de hidrogeno

y 3,3'5,5"tetrametilbencidina) a cada pocillo y se deja que se produzca la reaccion

enziméatica. Si hay antigeno, durante la reaccion enzimatica se desarrollara un color azul.

La intensidad del color es proporcional a la cantidad de NSE presente en las muestras.
Dicha intensidad se determina en un espectrofotometro de microplacas a 620

nm (o bien a 405 nm tras la adicion de solucion de parada).
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Se construyen curvas de calibracién para cada ensayo representando el valor de
absorbancia frente a la concentracion de cada calibrador. Finalmente, se leen las
concentraciones de NSE de las muestras de los pacientes a partir de la curva de
calibracion.

REACTIVOS

e Cada kit EIA CanAg NSE contiene reactivos para 96 determinaciones.

o La fecha de caducidad del kit viene indicada en la etiqueta de la parte externa
de la caja.

e No use el kit después de la fecha de caducidad.

o No mezcle reactivos de diferentes lotes de kits.

e Conserve el kit a una temperatura de 2 °C a 8 °C. No lo congele.

o La estabilidad de los reactivos abiertos se resume en la tabla siguiente, siempre
que no estén contaminados, que se conserven en los recipientes originales
nuevamente cerrados y que se manipulen como se indica. Vuelva a dejarlos
a una temperatura de 2 °C a 8 °C inmediatamente después de su uso.



Componente Cantidad Conservacion y estabilidad después
de la primera apertura

MICROPLA

Microplaca 1 placa 2-8 °C hasta la fecha de caducidad
indicada en la placa

12 x 8 pocillos separables recubiertos con estreptavidina. Después de abrir el envase,
devuelva inmediatamente las tiras no utilizadas a la bolsa de aluminio con desecante
y vuelva a cerrarla cuidadosamente para mantenerlas secas.

Calibradores de NSE 5 viales, liofilizados 4 semanas a 2-8 °C
3 meses a -20 °C

[cansE] A | i omm
[caLnsE] B | i omm
1x075 mL
[caLNsE] D | i omsm
[cansE] E | i omm

Los calibradores liofilizados contienen NSE humana en una matriz proteica con un
0,01% de conservante sin azida. Para reconstituir con 0,75 mL de agua destilada o
desionizada antes de su uso.

NOTA: la concentracion exacta de NSE es especifica del lote y se indica en la etiqueta
de cada vial.

ioT] Ant-NsE |

Anti-NSE con biotina 1x15mL 2-8 °C hasta la fecha de caducidad
indicada en el vial

Anticuerpo monoclonal anti-NSE de ratén marcado con biotina, aproximadamente

2 ug/mL. Contiene solucion salina tamponada con fosfato (pH 7,1), albumina sérica
bovina, agentes bloqueantes, un colorante azul inerte y metilisotiazolona (MIT) al 0,01 %
como conservante. Para mezclar con marcador, anti-NSE con HRP, antes de su uso.




Componente Cantidad Conservacion y estabilidad después
de la primera apertura

[Cony [ Antrise

Marcador, Anti-NSE con HRP 1 x 0,75 mL 2-8 °C hasta la fecha de caducidad
indicada en el vial

Solucion de reserva de anticuerpo monoclonal anti-NSE de raton con HRP,
aproximadamente 40 ug/mL. Para mezclar con anti-NSE con biotina antes de su uso.
Contiene metilisotiazolona (MIT) al 0,02%, bromonitrodioxano al 0,02% y 20 ppm

de Proclin™ 300 como conservantes.

| suss | v |

Sustrato TMB de HRP 1x12mL 2-8 °C hasta la fecha de caducidad
indicada en el vial

Listo para su uso. Contiene peroxido de hidrégeno tamponado y 3, 3, 5, 5™-tetrametilbenzidina
(TMB).

Solucion de parada 1x15mL 2-8 °C hasta la fecha de caducidad
indicada en el vial

Listo para su uso. Contiene acido clorhidrico 0,12 M.

Concentrado de lavado 1 x50 mL 2-8 °C hasta la fecha de caducidad
indicada en el frasco

Para diluir con agua 25 veces antes de usar. Solucion salina tamponada con Tris-HCI
y estabilizada con Tween 20. Contiene Germall Il como conservante.




Indicaciones de inestabilidad

La solucion de sustrato TMB de HRP debe ser incolora o ligeramente azulada.
Un color azul indica que el reactivo se ha contaminado y debe desecharse.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso diagnéstico in vitro
e Solo para uso profesional
o Consulte la publicacion numero 88-8395 (CDC) del U.S. Department of Health
and Human Services (Bethesda, Md., EEUU) sobre procedimientos de seguridad
en el laboratorio, o la correspondiente normativa local o nacional.
e Manipule todas las muestras de pacientes como potencialmente infecciosas.
¢ Siga las directrices locales para la eliminacion de todos los materiales de desecho.

Advertencia

Todas las unidades de donacion utilizadas en la preparacion del reactivo original
humano han sido analizadas y se ha comprobado que no reaccionan con los
anticuerpos anti-VIH-1/2, el anticuerpo anti-VHC y el antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAg). Puesto que ningiin método puede descartar completamente la
presencia de enfermedades transmitidas por la sangre, la manipulacion y la eliminacion
de los reactivos originales humanos de este producto deben realizarse como si fueran
potencialmente infecciosos.

RECOGIDA Y PREPARACIGN DE MUESTRAS

El kit EIA CanAg NSE esta disefiado para utilizarse con suero. Recoja la sangre
mediante venopuncion y separe el suero segun los procedimientos habituales. Se
procedera a separar el suero del codgulo antes de que transcurran 60 minutos

desde la recogida, para evitar la fuga de la NSE de las células sanguineas. No utilice
muestras hemolizadas. No se recomienda el plasma, ya que las plaquetas pueden
liberar cantidades significativas de NSE. Las muestras se pueden conservar entre 2 °C
y 8 °C durante 24 horas. Para periodos mas largos, guarde las muestras a -70 °C o
menos. Las muestras no se guardaran en un congelador con sistema antiescarcha, y
no se descongelaran y recongelaran antes del andlisis. Lleve las muestras congeladas
a temperatura ambiente y mézclelas COMPLETAMENTE invirtiéndolas con cuidado
varias veces antes del andlisis. Las muestras que contienen particulas grandes deben
centrifugarse a 10.000 x g durante 10 minutos antes del uso para eliminar cualquier
material particulado que pueda haberse formado en el proceso de descongelacion.
Analice las muestras descongeladas en el plazo de 1 hora.



PROCEDIMIENTO
Materiales necesarios pero no suministrados con el kit
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Agitador de microplacas
La agitacion debe ser entre moderada y vigorosa. Agitacion longitudinal de
aproximadamente 200 golpes/min; 700-900 oscilaciones/min.

Lavador de microplacas
Lavador automatico de placas, capaz de realizar 1y 6 ciclos de lavado, o
dispositivo semimanual de lavado de microplacas conectado a bomba de vacio
o vacio con chorro de agua y una trampa de liquidos para retener el liquido
aspirado.

Se recomienda el lavador manual de tiras Nunc Immuno-8, si no se usa un
lavador automatico de microplacas.

Espectrofotometro de microplacas

Con una longitud de onda de 620 nm y/o 405 nm y un rango de absorbancia
de 0 a 3,0.

Pipetas de precision

Con puntas de plastico desechables para administrar volumenes en microlitros.
Una pipeta de 8 canales o una pipeta dispensadora con puntas de plastico
desechables para la administracion de 100 pL son utiles, pero no esenciales.
Pipetas para administrar volumenes en mililitros.

Agua destilada o desionizada

Para la reconstitucion de los calibradores de NSE y para la preparacion de la
solucion de lavado.

Notas del procedimiento

1.

Es necesaria la total comprension de las instrucciones que figuran en este
prospecto para garantizar un uso adecuado del kit EIA CanAg NSE. Los reactivos
suministrados con el kit estan pensados para su uso como una unidad integral.
No mezcle reactivos idénticos de kits con numeros de lote diferentes. No use los
reactivos del kit después de la fecha de caducidad impresa en la parte exterior de
la caja.

Se debe dejar que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (20 °C

a 25 °C) antes de su uso. El ensayo solo debe realizarse a temperaturas
comprendidas entre 20 °C y 25 °C para obtener resultados precisos. Las
muestras deben mezclarse suave, pero completamente, tras la descongelacion.
Antes de comenzar a pipetear los calibradores y las muestras de los pacientes,
es aconsejable marcar las tiras para poder identificar claramente las muestras
durante y después del ensayo.



El requisito de un lavado eficaz y profundo para la separacion del antigeno unido y
no unido y los reactivos de los complejos anticuerpo-antigeno unidos a la fase sélida
es uno de los pasos mas importantes en un EIA. A fin de garantizar un lavado eficaz,
compruebe que todos los pocillos estén totalmente llenos con solucion de lavado hasta
el borde superior durante cada ciclo de lavado, que la solucion de lavado se administre
con una velocidad de dispensacion adecuada, que la aspiracion de los pocillos entre
y después de los ciclos de lavado sea completa y que los pocillos estén vacios.
- Lavador automatico de tiras: Siga las instrucciones del fabricante para el
mantenimiento y realice el numero necesario de ciclos de lavado antes
y después de cada paso de incubacion. Es muy recomendable utilizar
el modo de procesamiento strip (tira) y el modo de lavado overflow
(desbordamiento) con un volumen de dispensacion de 800 L.
El dispositivo de aspiracion/lavado no debe dejarse de pie con la solucion
de lavado durante periodos prolongados, ya las agujas podrian obstruirse,
lo que provocaria una mala dispensacion y aspiracion de liquidos.
La solucion de sustrato TMB de HRP es muy sensible a la contaminacion.
Para una estabilidad optima de la solucion de sustrato TMB de HRP, vierta la
cantidad necesaria del vial en un reservorio limpiado cuidadosamente o, mejor,
a en bandeja de plastico desechable, para evitar la contaminacion del reactivo.
Utilice siempre puntas de pipeta de plastico desechables limpias (o puntas de
pipeta dispensadora).
Utilice siempre puntas de pipeta de plastico desechables limpias, asi como
una técnica de pipeteado adecuada, al manipular muestras y reactivos. Evite
la contaminacion sujetando la punta de la pipeta ligeramente por encima de la
parte superior del pocillo y evitando tocar la tira de plastico o la superficie del
liquido. Usar una técnica de pipeteado adecuada es especialmente importante
al manipular la solucioén de sustrato TMB de HRP.



Preparacidn de los reactivos Estabilidad del reactivo preparado

Calibradores de NSE 4 semanas a 2-8 °C
3 meses a-20 °C

Anada exactamente 0,75 mL de agua destilada a cada vial y mezcle suavemente. Deje
reposar al menos 15 minutos para que se reconstituya. NOTA: la concentracion de los
calibradores se indica en las etiquetas y debe usarse para el calculo de los resultados.

Solucién de lavado 2 semanas a 2—-25 °C
en un recipiente cerrado

Vierta los 50 mL del concentrado de lavado en un recipiente limpio y diluya 25 veces
anadiendo 1.200 mL de agua destilada o desionizada para conseguir una solucion
de lavado tamponada.

Solucion de anticuerpo 3 semanas a 2-8 °C

Prepare la cantidad necesaria de solucion de anticuerpo mezclando 50 pL
de marcador, anti-NSE con HRP, con 1 mL de anticuerpo anti-NSE con biotina
por tira (véase la tabla siguiente).

Niimero de tiras Marcador, anti-NSE con HRP  Anti-NSE con biotina
(w1) (mL)

1 50 1

2 100 2

3 150 3

4 200 4

5 250 5

6 300 6

7 350 7

8 400 8

9 450 9
10 500 10
11 550 11
12 600 12

Asegurese de usar un frasco limpio de plastico o vidrio para preparar la solucion

de anticuerpo.

Alternativa: vierta el contenido del marcador, anti-NSE con HRP, en el vial de anti-NSE
con biotina y mezcle suavemente. Compruebe que todo el marcador se transfiera al vial
de anti-NSE con biotina.

NOTA: la solucion de anticuerpo es estable durante 3 semanas a temperatura de 2 °C
a 8 °C. No prepare mas solucion de anticuerpos que la que se usara en este periodo

y compruebe que se conserva adecuadamente.
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Procedimiento del ensayo

Realice cada determinacion por duplicado para los calibradores y las muestras de los
pacientes. Debe elaborarse una curva de calibracién con cada ensayo. Todos los reactivos
y muestras deben llevarse a temperatura ambiente (20 °C a 25 °C) antes de su uso.

1. Comience por preparar los calibradores de NSE, la solucion de lavado y la
solucion de anticuerpo.
Es importante usar recipientes limpios. Siga las instrucciones cuidadosamente.

2. Transfiera el nimero necesario de tiras de microplacas a un soporte de tiras.
(Devuelva inmediatamente las tiras no utilizadas a la bolsa de aluminio con
desecante y vuelva a cerrarla cuidadosamente.) Lave cada tira una vez con la
solucion de lavado. No lave mas tiras de las que puedan manejarse en 30 minutos.

3. Pipetee 25 pL de los calibradores de NSE (CAL A, B, C, D, E) y las muestras
de pacientes (desconocidos o "desc.") en los pocillos de las tiras, de acuerdo
con el esquema siguiente:

1 2 3 4 5 6 7 etc.
A Cal Cal 4°
A E Desc.
B Cal Cal etc.
A E
C Cal 1°
B Desc.
D Cal 1°
B Desc.
E Cal 2°
] Desc.
F Cal 2°
] Desc.
G Cal 3°
D desc.
H Cal 3°
D Desc.

4. Anada 100 pL de solucién de anticuerpo a cada pocillo, usando una pipeta de
precision de 100 pL (o una pipeta de precision de 100 pL de 8 canales). Evite la
contaminacion sujetando la punta de la pipeta ligeramente por encima de la parte
superior del pocillo y evitando tocar la tira de plastico o la superficie del liquido.

5. Incube la placa durante 1 hora (£ 10 min.) a temperatura ambiente (20 °C a
25 °C) agitandola constantemente en un agitador de microplacas.

6. Tras la incubacion, aspire y lave cada tira 6 veces.
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7. Anada 100 pL de sustrato TMB de HRP a cada pocillo usando el mismo
procedimiento de pipeteado que en el punto 4. La solucién de sustrato TMB de
HRP debe anadirse a los pocillos con la mayor rapidez posible y el tiempo entre
la adicion al primer pocillo y al ultimo no debe superar los 5 minutos.

8.  Incube durante 30 min (+ 5 min) a temperatura ambiente, agitando constantemente.
Evite la exposicion a luz solar directa.

9. Leainmediatamente la absorbancia a 620 nm en un espectrofotometro de microplacas.

Opcion
Si el laboratorio no tiene acceso a un lector de microplacas capaz de leer a 620 nm, la
absorbancia puede determinarse tal como se indica en el punto 10:

10. Anada 100 pL de solucion de parada, mezcle y lea la absorbancia a 405 nm
en un espectrofotometro de microplacas dentro de los 15 minutos siguientes
a la adicion de la solucion de parada.

Rango de medicion

El kit EIA CanAg NSE mide concentraciones entre 1 y aproximadamente 150

ug/L. Si se esperan concentraciones de NSE por encima del rango de medicion,
se recomienda diluir las muestras con suero humano normal antes del analisis.
NOTA: el suero empleado para la dilucion debe medirse también para determinar la
concentracion de NSE endoégena (véase "Calculo de los resultados”).

Control de calidad

Se recomiendan los niveles 1y 2 (disponibles por separado, REF 107-20) del CanChek
Tumor Marker Control Sera, para la validacion de la serie de ensayos. Si se obtienen
valores fuera del rango especificado, deberan revisarse completamente los reactivos

y el funcionamiento del lector y repetirse el andlisis.

Materiales de referencia

Como no se dispone de material de referencia comun para el antigeno NSE, los valores
del calibrador de EIA CanAg NSE se asignan de acuerdo con una serie de estandares
de referencia internos.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Si utiliza un espectrofotémetro de microplacas con programa de célculo incorporado,
consulte el manual del espectrofotometro y cree un programa usando la concentracion
indicada en la etiqueta de cada uno de los calibradores de NSE.

Para el calculo automatico de los resultados de NSE, se recomienda usar cualquiera
de los métodos siguientes:



e Método de ajuste de la curva spline cubica. El calibrador A debe estar incluido en
la curva con el valor O pg/L.
e Método de ajuste de la curva spline suavizada. El calibrador A debe usarse como
blanco de la placa.
e Interpolacion con evaluacion punto a punto. El calibrador A debe estar incluido
en la curva con el valor 0 pg/L.
e Método de ajuste de la curva cuadratica. El calibrador A debe estar incluido
en la curva con el valor 0 pg/L.
NOTA: no deben usarse métodos de evaluacion por regresion lineal ni paramétricos de
grado 4.

Para la evaluacion manual, se construye una curva de calibracion representando los
valores de absorbancia (A) para cada calibrador de NSE frente a la concentracion de
NSE correspondiente (en pg/L) (véase la figura mas abajo). Las concentraciones de
NSE desconocidas pueden leerse después a partir de la curva de calibracion usando
el valor de absorbancia medio de cada muestra de paciente. Si las muestras en un
andlisis inicial indican niveles de NSE superiores a la concentracion del calibrador E,

es necesario diluir la muestra a 1/10 con suero humano normal para obtener resultados
exactos. El resultado se calculara de acuerdo con el siguiente procedimiento:
Dilucién a 1/10: 10 x ([NSE]

-(0,9 x [NSE] )

Muestra diluida Suero humano normal

Ejemplo de resultados

Valores Valor de abs. NSE
decalibrador media (A) pg/L

Muestra

- “ 0 pg/L 0,037
[ CAL [NsE[ B | 7,5 pg/L 0,238
| CAL | 22,9 pg/L 0,663
68,4 pg/L 1,688
[ CAL [NsE[ E | 138,0 pg/L 2,720
Muestra 1 0,518 175
Muestra 2 1,474 578
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Ejemplo, no use esta curva para determinar los resultados del ensayo.

La concentracion exacta de NSE se indica en la etiqueta de cada vial de calibrador.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El nivel de NSE no puede usarse como prueba absoluta de la presencia o ausencia de
enfermedad maligna, y no debe utilizarse la prueba de NSE en el cribado del cancer.
Los resultados de la prueba sélo deben interpretarse junto con los resultados de otras
investigaciones y procedimientos en el diagnostico de las enfermedades, y la prueba
NSE no debe sustituir a ninguna exploracion clinica establecida.

Pueden observarse valores elevados de NSE, no debidos a tumores, en pacientes
sometidos a didlisis y en pacientes con leucemia.

El suero no contendra hemolisis visible (la absorbancia a 500 nm para muestras
no turbias no superara el 0,3) puesto que los eritrocitos contienen cantidades
significativas de NSE (7). La conservacion prolongada de sangre entera puede
provocar la liberacion de NSE de las células sanguineas.

Los anticuerpos anti-reactivo (anticuerpos humanos anti-raton (HAMA) o
anticuerpos heterofilos) en la muestra del paciente pueden interferir ocasionalmente
con el ensayo, aunque se incluyan agentes bloqueantes especificos en el tampon.

VALORES ESPERADOS

Se espera que los individuos sanos presenten valores de NSE inferiores a 13 pg/L.

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio intervalo normal para tener
en cuenta factores ambientales locales como la dieta, el clima, las condiciones de vida,
la seleccion de pacientes, etc.



CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Precision

La precision total se determiné segun la directriz EP5-A (8) del NCCLS utilizando
cuatro niveles de suero humano agrupado y congelado que contenia NSE anadida.
Cada muestra se pipete¢ aleatoriamente por duplicado y se analizé dos veces cada dia
durante 20 dias. Los analisis se realizaron durante un periodo de 40 meses, por > tres
técnicos distintos y utilizando 20 lotes diferentes de EIA CanAg NSE.

Muestra Duplicados Media  Intraensayo Intraensayo Interdia Interdia
pg/L DE (pg/L) GV (%) DE (pg/L) CV %

NSE 1 80 10,3 0,24 2,3 0,57 55
NSE 2 80 23,7 0,82 3,5 0,97 4,1
NSE 3 80 48,2 1,02 2,1 1,93 4,0
NSE 4 80 92,7 1,60 1,7 3,44 37

Limite de deteccidn

El limite de deteccion del kit EIA CanAg NSE es < 1 ug/L, definido como la concentracion
correspondiente a la media de los valores de absorbancia del calibrador A de NSE mas

2 desviaciones estandar, segun la formula:

2xDE CALA
DO CAL B-DO CAL A

x [CAL B] pg/L
Efecto de gancho

No se ha observado efecto de gancho con muestras hasta de 200.000 ug/L.

Linealidad

Se diluyeron de forma seriada las muestras de los pacientes con suero humano
normal y se analizaron. Los valores obtenidos estuvieron dentro del 93-101% de
los valores esperados.



Especificidad

Los anticuerpos monoclonales utilizados son especificos para la subunidad y de la
enolasa. No se han observado reactividades cruzadas medibles con otras enolasas.
Se siguio la directriz EP7-P (9) del NCCLS para determinar posibles fuentes de
interferencia. Se estudiaron las siguientes sustancias y concentraciones y se observéd
que no interfieren con la prueba.

Concentracion sin interferencia
significativa (+ 10%)

Lipemia (Intralipid®) 10 mg/mL
Bilirrubina no conjugada 0,6 mg/mL



GARANTIA

Los datos de rendimiento aqui presentados se obtuvieron usando el procedimiento de
ensayo indicado. Cualquier cambio o modificacion del procedimiento no recomendado
por Fujirebio Diagnostics puede afectar a los resultados, en cuyo caso Fujirebio
Diagnostics rechaza todas las garantias expresas, implicitas u obligatorias, incluida

la garantia implicita de comerciabilidad e idoneidad para el uso.
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