ProGRP

ProGRP (CLIA)

Informacion para pedidos

Numero de catalogo Tamanio del paquete

ProGRP111 2 x 50 ensayos

ProGRP112 2 x 100 ensayos

Uso Previsto

El ensayo de ProGRP serie CL es un ensayo
quimioluminiscente (CLIA) para determinar de manera
cuantitativa el ProGRP en suero o plasma humano que se
utilizara como auxiliar en el tratamiento de pacientes con
tumor maligno. No se recomienda el ensayo de ProGRP
como un procedimiento de deteccidn para detectar
cancer en la poblacion general.

Resumen

El péptido liberador de gastrina (GRP) es una hormona del
grupo neuropéptido que estimula la secrecidn de gastrina.
McDonald et al. lo separaron por primera vez del tejido
gastrico de cerdo en el afio 1978. El GRP consta de 27
aminodcidos y se distribuye ampliamente en el tracto
gastrointestinal, el sistema nervioso y el tracto respiratorio
pulmonar de los mamiferos.'?

El GRP abunda en las células endocrinas del epitelio
bronquial de lactantes, pero solo existe en el tejido
nervioso y en pocas células endocrinas del sistema
nervioso pulmonar de adultos en un nivel relativamente
bajo. Las células de carcinoma pulmonar pueden producir
y secretar GRP y regular su propio crecimiento a través de
la comunicacidn autocrina. Como consecuencia, el GRP
se considera un factor de crecimiento auténomo de
células del carcinoma pulmonar microcitico (SCLC, del
inglés small cell lung carcinoma).®*™* Sin embargo, el GRP
es sumamente inestable y tiene un periodo de vida media
en sangre de 2 minutos, lo que hace que sea muy dificil de
detectar y medir de manera clinica. El ProGRP (31-98) es
el precursor del GRP, una regidn carboxi-terminal comun
en tres tipos de variantes de empalme y que se expresa
de manera estable en sangre.®®
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Varias investigaciones demostraron que los niveles
séricos de ProGRP (31-98) sirvieron como un marcador
confiable en pacientes con SCLC.”™"

Principio del ensayo

El ensayo de ProGRP serie CL es un ensayo de dos partes
tipo sandwich.

En la primera parte, se agregan a la cubeta de reaccion
microparticulas paramagnéticas de muestra recubiertas
con anticuerpo monoclonal anti-ProGRP (ratén) y
anticuerpo monoclonal anti-ProGRP conjugado a la
fosfatasa alcalina (raton). Después de la incubacion, el
ProGRP presente en la muestra se une tanto a las
microparticulas recubiertas con anticuerpo anti-ProGRP
como al anticuerpo anti-ProGRP conjugado a la fosfatasa
alcalina para formar un complejo tipo sdndwich. La
microparticula se captura magnéticamente y las otras
sustancias sin unir se eliminan por lavado.

En el segundo paso, la solucion de substrato se afiade al
vaso de reaccion. El anticuerpo anti-ProGRP (raton)
conjugado a la fosfatasa alcalina cataliza la solucién en el
inmunocomplejo que queda en la microparticula. La
reaccion guimioluminiscente resultante se mide como
unidades de luz relativas (RLU) con el fotomultiplicador
integrado en el sistema. La cantidad de ProGRP presente
en la muestra es proporcional a las unidades de luz (RLU)
generadas durante la reaccion. La concentracion de
ProGRP puede calcularse mediante una curva de
calibracion.

Componentes del reactivo

Microparticulas paramagnéticas recubiertas
Ra con anticuerpo monoclonal anti-ProGRP
(ratén) en el bufer TRIS con conservante.

Anticuerpo monoclonal anti-ProGRP
Rb conjugado a la fosfatasa alcalina (ratén) en el
bufer MES con conservante.

La posicidon de cada componente reactivo se muestra en
la siguiente figura (vista delantera por la izquierda y vista
superior por la derecha):
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Almacenamiento y estabilidad

El kit de reactivos de ProGRP (CLIA) es estable sin abrir
hasta la fecha de caducidad indicada si se almacena a
una temperatura de entre 2°Cy 8 °C.

El kit de reactivos de ProGRP (CLIA) se puede almacenar
en el analizador y utilizar hasta un maximo de 28 dias
después de abierto si se mantiene a una temperatura de
entre 2°Cy 8°C.

Preparacion del reactivo
Ra: Listo para su utilizacién

Rb: Listo para su utilizacion

Materiales necesarios pero no incluidos

Analizador para inmunoensayo de quimioluminiscencia
serie CL de Mindray.

Cat.No.ProGRP211: Calibradores de ProGRP: 1x1.2 ml
para el calibrador C(0), 1x1.0 ml para cada calibrador C(1)
y C(2).

N.° cat. ProGRPL311: Control de ProGRP (L), 3x2.0 ml.
N.° cat. ProGRPH311: Control de ProGRP (H), 3x2.0 ml.
N.° cat. ProGRPL312: Control de ProGRP (L), 6x2.0 ml.
N.° cat. ProGRPH312: Control de ProGRP (H), 6x2.0 ml.
Cat.No.WB411: Bufer de lavado, 1x10 |.

Cat.No.CS511: Solucion de substrato, 4x115 ml.
Cat.No.CS512: Solucidn de substrato, 4x75 ml.

Cubeta de reaccion.

Instrumento aplicable

Analizador para inmunoensayo de quimioluminiscencia
serie CL de Mindray

Preparacion y obtencion de muestras

Para este ensayo, se recomiendan muestras de plasma
EDTA, heparina sddica y heparina de litio y suero humano.
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Obtenga todas las muestras de sangre siguiendo las
precauciones rutinarias para la venopuncion. Siga las
recomendaciones del fabricante del tubo de extraccién
sanguinea para la centrifugacién. Centrifugue las
muestras cuando finalice la formacién del codgulo.
Algunas muestras, en particular las de los pacientes que
reciben terapia anticoagulante, podrian tener un tiempo
de coagulacién mayor. Antes del andlisis, compruebe que
la materia celular y fibrina residual se han eliminado.

Para lograr unos resultados éptimos, inspeccione todas
las muestras para ver si hay burbujas. Elimine las burbujas
con una pipeta antes del andlisis. Las muestras se deben
mezclar bien después de descongelarse. Las muestras
descongeladas deben centrifugarse antes de usarse. Si la
muestra se cubrié con una capa lipidica tras la
centrifugacion, debe transferirse a un tubo limpio antes
del ensayo. No transfiera la capa lipidica. Manipule con
cuidado para evitar la contaminacion cruzada. No use las
muestras muy hemolizadas. No use las muestras
inactivadas con calor.

Las muestras se deben analizar con la mayor brevedad
después de su obtencidn. Si el andlisis no se realiza antes
de las 8 horas, las muestras se deben almacenar a una
temperatura maxima de 2-8 °C. Las muestras se
mantendrian estables durante 3 dias a una temperatura
de entre 2°Cy 8 °C, y durante 90 dias a una temperatura
de-20°C.

Evite ciclos repetidos de congelacion y descongelacion.
Se debe evitar someter las muestras a mas de dos ciclos
de congelacion y descongelacion.

Procedimiento del ensayo

Para obtener resultados éptimos con este ensayo, los
operadores deben leer detenidamente el manual de
funcionamiento del sistema para informarse bien sobre las
instrucciones de funcionamiento, el control y la
conservacion de las muestras, las precauciones de
seguridad y el mantenimiento. Prepare también todos los
materiales necesarios para el ensayo.

Antes de introducir el kit de reactivos de ProGRP (CLIA)
en la maguina por primera vez, el frasco de reactivo sin
abrir debe voltearse suavemente al menos 30 veces para
volver a suspender las microparticulas que se asentaron
durante el envio o almacenamiento. Inspeccione
visualmente el frasco para confirmar que las
microparticulas estan suspendidas. Si las microparticulas
permanecen adheridas al frasco, continte volcandolo
hasta que se vuelvan a suspender por completo.
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Si las microparticulas no se suspenden, se recomienda no
usar ese frasco de reactivo. Pdngase en contacto con el
servicio de atencion al cliente de Mindray. No vuelque los
frascos de reactivo abiertos.

Para este ensayo, se necesitan 20 pl de muestra para un
Unico andlisis. Este volumen no incluye el volumen muerto
del contenedor de la muestra. Si se realizan mas anélisis
de la misma muestra, se necesita un volumen adicional.

Los operadores deben consultar el manual de
funcionamiento del sistema y el requisito especifico del
ensayo para determinar el volumen minimo de muestra.

Calibracion

El ProGRP (CLIA) serie CL se estandarizé de acuerdo con
una prueba de ProGRP comercial (CLIA).

La informacion especifica de la curva de calibracion
principal del kit de reactivos de ProGRP (CLIA) se
almacena en el cédigo de barras bidimensional adherido
al paquete de reactivos. Se utiliza junto con calibradores
para calibrar el lote de reactivos especificos. Cuando
realice la calibracion, primero escanee la informacion de la
curva de calibracion principal del cddigo de barras en el
sistema y, a continuacion, utilice los calibradores en los
tres niveles.

Antes de realizar cualquier prueba de ProGRP, es
necesario obtener una curva de calibracion vélida. Se
recomienda repetir la calibracion cada 28 dias, cuando se
utilice un nuevo lote de reactivos o cuando los controles
de calidad no se ajusten al intervalo de valores
especificado. Para obtener instrucciones detalladas de la
calibracion, consulte el manual de funcionamiento del
sistema.

Control de calidad

Se recomienda que los controles de calidad se ejecuten
cada 24 horas si las pruebas estan en uso o después de
cada calibracion. La frecuencia del control de calidad se
debe adaptar a los requisitos individuales de cada
laboratorio. Los dos niveles de controles de calidad
recomendados para este ensayo son control de ProGRP
(L) de Mindray y control de ProGRP (H) de Mindray.

Los resultados de los controles de calidad deben
ajustarse a los intervalos admisibles. Si un control no se
ajusta a su intervalo especificado, los resultados del
ensayo correspondiente no seran validos y las muestras
deberan volver a analizarse.
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Podria ser necesario repetir la calibracion. Inspeccione el
sistema de ensayo consultando el manual de
funcionamiento del sistema.

Si los resultados de los controles de calidad siguen sin
ajustarse al intervalo especificado, péngase en contacto
con el servicio de atencién al cliente de Mindray.

Calculo

El analizador calcula automaticamente la concentracion
de analitos de cada muestra a partir de la lectura del
cédigo de barras en la curva de calibracion principal, y
segun el ajuste de la curva obtenida por la funcién
logistica de 4 parametros (4PLC) con las unidades de luz
relativas (RLU) generadas a partir de los calibradores de
tres niveles de los valores de concentracion definidos. Los
resultados se muestran en unidades de pg/ml.

Dilucion
Las muestras con concentraciones de ProGRP sobre el
limite superior se pueden diluir con el diluyente de

muestras de Mindray. La dilucidon recomendada es de 1:10
(ya sea manual o automatica mediante el analizador).

La concentracion de la muestra diluida debe ser > 50 pg/
ml.

Después de la dilucion manual, multiplique el resultado
por el factor de dilucion. Después de que los analizadores
realizan la dilucidon automatica, el sistema multiplica
automaticamente el resultado por el factor de dilucién
cuando calcula la concentracion de la muestra.

Valores esperados

Un estudio extenso en una cohorte de 380 hombres
sanos y 370 mujeres sanas ha determinado el intervalo de
referencia del ensayo de ProGRP serie CL.

ProGRP (pg/ml)
Percentil 5* Mediana Percentil 95* Percentil
97.5*
25.23 39.61 67.42 78.62

Por las diferencias de parametros geograficos, raza, sexo
y edad, es muy recomendable que cada laboratorio
establezca su propio intervalo de referencia.
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Limitacion

El limite superior de este ensayo es 5,000 pg/ml. Una
muestra con una concentracion de ProGRP inferior al
limite superior se puede determinar de manera
cuantitativa, mientras que la muestra con una
concentracién mayor que el limite superior se notifica
como >5,000 pg/ml.

La concentracion de ProGRP en una muestra concreta,
determinada con ensayos de distintos fabricantes, puede
variar debido a las diferencias en los métodos de ensayo,
la calibracion y la especificidad de los reactivos. Los
resultados de los ensayos se usardn junto con otros datos,
como sintomas, resultados de otras pruebas, historia
clinica, etc.

Los anticuerpos heterdfilos en suero o plasma pueden
reaccionar con la inmunoglobulina en componentes
reactivos para interferir en la prueba'. Las muestras de los
individuos que han sido expuestos a anticuerpos
monoclonales de ratén podrian contener anticuerpos
humanos antirratén (HAMA). Estas muestras podrian dar
valores errdneamente elevados o bajos con los kits de
ensayo que utilizan anticuerpos monoclonales de ratén."
" Sin embargo, en este ensayo no se han observado
interferencias evidentes de HAMA.

Caracteristicas de rendimiento
Intervalo posible

El intervalo de notificacion se define por la sensibilidad
analitica y el limite superior de la curva de calibracion
principal. El intervalo de notificacidn del kit de reactivos de
ProGRP (CLIA) es de 3-5,000 pg/ml (o el limite superior
es de hasta 50,000 pg/ml para las muestras diluidas 10
veces).

Limites inferiores de medicion

El kit de reactivos de ProGRP (CLIA) tiene un limite de
espacio en blanco (LoB) de =2 pg/ml, un limite de
deteccion (LOD) de =3 pg/ml y un limite de cuantificacion
(LOQ) de <7 pg/ml (con un total de error relativo admisible
de =30 %).

Especificidad

Las concentraciones maximas de hemoglobina de 1,000
mg/dl, bilirrubina de 70 mg/d|, triglicéridos de 2,000 mg/
dly proteina total de 12.0 g/dl no interfieren en el ensayo
de ProGRP serie CL.
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Estas sustancias muestran interferencias inferiores al 10

% en las concentraciones indicadas.

No se observaron interferencias evidentes debido al factor
reumatoideo hasta 500 |U/ml. Estas sustancias muestran
interferencias inferiores al 15 % en las concentraciones

indicadas.

Las pruebas de sustancias de interferencia se realizaron
en 34 productos farmacéuticos de uso comun. Estos
compuestos mostraron menos de un 10 % de interferencia
en el ensayo de ProGRP serie CL en los niveles que se

indican a continuacion.

Concentracion de

Compuesto de prueba sustancias de
interferencia
paracetamol 200 pg/ml
acetilcisteina 150 pg/ml
aspirina 1,000 pg/mi
acido ascorbico 300 pg/ml
ciclosporina 5 ug/mi
heparina sddica 5,000 U/l
ibuprofeno 500 pg/mi
levodopa 20 pg/ml
metildopa 20 pg/mi
metronidazol 200 pg/ml
butazolidina 400 ug/ml
rifampicina 60 pg/mi
teofilina 50 ug/mi
Carboplatino 600 ug/ml
Cisplatino 180 pg/mi
Ciclofosfamida 500 pg/mi
Dexametasona 20 pg/ml
Docetaxel 112.5 ug/mi
Doxorrubicina 72 pg/ml
Erlotinib 150 pg/ml
Etopdsido 300 pg/ml
Gifetini 250 pg/ml
Clorhidrato de gemcitabina 1,500 pg/mi
Ifosfamida 2,400 pg/ml
Lomustina 172.5 pug/ml
Continva -
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Metotrexato 150 pg/ml
Metoclopramida 7.5 ug/mi
Paclitaxel 330 pg/ml
Clorhidrato de topotecéan 2.25 pg/ml
Sulfato de vincristina 3.0 pg/ml
Tartrato de vinorelloina 53.1 ug/ml
Gemcitabina 43.7 ug/mi
Irinotecan 11.5 pug/ml
Vinblastina 0.1 pg/ml

El calibrador C(0) de SCCA de Mindray se complementd
con otros marcadores tumorales, tales como alfa-
fetoproteina (AFP), antigeno de cancer 125 (CA(125)),
antigeno de cancer 15-3 (CA(15-3)), antigeno
carbohidrato 19-9 (CA(19-9)), antigeno
carcinoembrionico (CEA), antigeno de cancer 72-4
(CA(72-4)), enolasa neuroespecifica (NSE), fragmento de
citoqueratina 19 (CYFRA (21-1)), antigeno especifico
prostatico (PSA) ferritina (FERR), antigeno carbohidrato
50, antigeno carbohidrato 242, proteina epididimal
humana 4 (HE(4)) y ProGRP en los niveles especificos
indicados en la siguiente tabla. No se observo reactividad
cruzada obvia, ya que todos los resultados fueron <10.0
pg. Los resultados se indican en la tabla a continuacion.

Concentracion Valor informado

Marcador de reactante de ProGRP Criterios't':le
tumoral cruzado (pg/ml) aceptacion
AFP 1,000 ng 0.93
CA125 1,000 U/ml 0.00
CA15-3 100 U/ml 0.00
CA19-9 1,000 U/ml 0.00
CEA 1,000 ng 0.95
CA(72-4) 300 U/ml 0.00 Valor
NSE 350 ng 0.00 informado de
CYFRA (21-1) 500 ng 0.00 ProGRP <10.0
PSA 100 ng 0.00 pg/ml
FERR 1,000 ng 0.00
CA(50) 500 U/ml 6.79
CA(242) 200 U/ml 1.65
HE@4) 1,500 pmol/l 0.00
SCCA 70ng 0.00
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Efecto gancho de dosis alta

Para el ensayo de ProGRP serie CL, no se observo efecto
gancho de dosis alta con cuando se analizaron las
muestras que contienen hasta 100,000 pg/ml de ProGRP.

Exactitud

Para confirmar la exactitud de este ensayo, se realizé la
prueba de recuperacion con respecto al enriquecimiento
de la muestra. Se enriguecieron dos muestras diferentes
con niveles altos de ProGRP en una muestra basica que
presenta un nivel bajo de ProGRP con una proporcion de
volumen de 1:9, respectivamente. Los resultados
mostraron que este ensayo tuvo una recuperacion media
de 10015 %. Los resultados se enumeran en la siguiente
tabla.

ProGRP sin diluir  ProGRP enriquecido
(pg/ml) (pg/ml)
Nivel bajo: 3.05
Nivel alto: 1,142.08

Recuperacion media

116.74 99.81%

Precision

El ensayo de ProGRP serie CL esta diseiiado para tener
una precision de =8 % (en el CV del dispositivo). La
precision se determind siguiendo los estandares del
protocolo EP(5)-A(2)[(14)] del National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Se probaron dos
niveles de controles de calidad en duplicado en dos series
independientes por dia, durante un total de 20 dias,
usando un Unico lote de reactivo y una curva de
calibracion. Los datos de precision se resumen en la
siguiente tabla.

Valor medio Enla Entre Enel CV del
Muestra deProGRP ejecucion  ejecucion d'? e i e
(pg/ml) delCV delcy  SISposttivo
1 44.88 2.35% 3.03% 4.35%
2 587.23 6.88 % 1.85% 2.20%
Linealidad

Se mezclé una muestra de concentracion alta de ProGRP
(aproximadamente 5,000 pg/ml) con una muestra de
concentracion baja (<3 pg/ml) con diferentes
proporciones, lo que genera una serie de diluciones. El
ProGRP de cada dilucion se calculd mediante el ensayo
de ProGRP serie CL de Mindray.
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Se demostrd que la linealidad se ajustaba al intervalo de 3
pg/ml a 5,000 pg/ml; el coeficiente de correlacion r es
=0.9900.

Los datos de linealidad se resumen en la siguiente tabla.

Concentracion 2 3 a4 5 6
(pg/ml)

Valor previsto
de ProGRP

1.54 1006.13 2010.71 3015.30 4019.88 5024.47

Valor medido
de ProGRP

1.54 1103.21 2215.36 2963.41 4125.36 5024.47

Comparacion de métodos

El ensayo de ProGRP serie CL de Mindray se comparé con
un kit de diagndstico disponible comercialmente en un
estudio de correlacion. Los datos estadisticos obtenidos
por el modo de célculo Deming se muestran en la
siguiente tabla.

Intervalo de
concentracion  Pendiente Origen r?
(pg/ml)
2.62-4,856.14 0.9514 214 0.9864

Advertencias y precauciones

1. Exclusivo para uso diagndstico in vitro.

2. Siga todas las reglas para manipular los reactivos de
laboratorio y tome todas las precauciones de
seguridad necesarias.

3. Debido a las diferencias de metodologia y la
especificidad de los anticuerpos, los resultados de los
ensayos de la misma muestra pueden ser diferentes si
se usan kits de reactivos de otros fabricantes en el
sistema Mindray o si se usan kits de reactivos Mindray
en otros sistemas.

4. No use kits de reactivos con la fecha de caducidad
vencida.

5. No use reactivos mezclados de distintos lotes.

6. Mantenga el paguete de reactivos siempre en posicién
vertical para garantizar que no se pierdan
microparticulas antes de su uso.

7. No se recomienda usar paquetes de reactivos abiertos
mas de 28 dias.

8. Lafiabilidad de los resultados del ensayo no se puede
garantizar si no se siguen las instrucciones de este
prospecto.
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9. Los residuos de las reacciones y las muestras deben
tratarse como riesgos bioldgicos potenciales. Las
muestras y los residuos de las reacciones se
manipularan conforme a las normativas y directrices
locales.

10. La hoja de datos de seguridad de los materiales
(MSDS) esta disponible previa solicitud.
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