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VIDAS® TPSA (1Psa)

VIDAS® TPSA es una prueba cuantitativa automatizada en los instrumentos de la familia VIDAS que permite la
valoracion cuantitativa de la concentracion del antigeno prostatico especifico (PSA) en suero o plasma humano
(heparina de litio o EDTA) con la técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

INTRODUCCION Y OBJETO DEL ANALISIS

El antigeno especifico de la prostata (PSA) es una
glicoproteina que pertenece a la familia de las kalicreinas
(1, 2, 3). EI PSA tiene un peso molecular de unos
30 000 Daltons (3, 4, 5).

El PSA se produce principalmente en el epitelio glandular
de la prostata y se secreta en el liquido seminal. El PSA
también esta presente en la orina y en la sangre. EI PSA
actua sobre el liquido seminal para fluidificarlo y aumentar
la movilidad de los espermatozoides (2, 3, 6).

El aumento de las tasas de PSA esta asociado a
patologias prostaticas tales como la hiperplasia benigna
(HBP) o cancer de prostata. El analisis de PSA y su
evolucion, resultan utiles para el seguimiento, y el control
de la eficacia del tratamiento de un carcinoma (5, 6). La
valoracién del nivel de PSA permite detectar la aparicion
de metastasis o la persistencia de la enfermedad tras
tratamiento de un cancer prostatico. Un aumento del nivel
de PSA tras tratamiento o la persistencia de un nivel
elevado durante un tratamiento indica una enfermedad
residual o recurrente.

El PSA esta presente en la sangre bajo tres formas
principales. La forma inmuno-reactiva mas importante es
el PSA asociado a la Alfa-1-antiquimotripsina (PSA-ACT).
El PSA libre es la otra forma inmuno-reactiva presente en
el suero (4, 5). La prueba VIDAS TPSA es una prueba
equimolecular (7): la relacion molar (soluciéon con 100%
de PSA Libre en una dosis de una soluciéon con 100% de
PSA-ACT) esta comprendida entre 105y 125 %.

La tercera forma de PSA, combinado con la alfa-2-
macroglobulina, no es por si misma detectable mediante
inmuno-analisis.

La prueba VIDAS TPSA se emplea en el diagnostico de
las patologias de la préstata incluyendo el cancer de
prostata, y en el prondstico y seguimiento de los
pacientes con tumores malignos diagnosticados.

PRINCIPIO

Este analisis asocia el método inmuno-enzimatico de tipo
sandwich en 2 etapas con una deteccion final mediante
fluorescencia (ELFA).

El cono (SPR®) desechable sirve a la vez de fase solida y
de sistema de pipeteo. Los otros reactivos de la reaccion
inmunolégica estan listos al empleo y distribuidos en el
cartucho.

El instrumento realiza automaticamente todas las etapas
del anadlisis. Consisten en una sucesién de ciclos de
aspiracion/expulsion del medio reactivo.

La muestra se aspira y expulsan varias veces a través del
interior del cono. Esta operacion permite a los anticuerpos
fijados sobre el mismo capturar el antigeno especifico de
la prostata, presente en la muestra. Los componentes no
fijados se eliminan mediante lavado. El anticuerpo
conjugado con la fosfatasa alcalina se incuba en el cono
en el que se fija al antigeno especifico de la prostata.
Sucesivas etapas de lavado eliminan el conjugado sin
fijar.

Durante la etapa final de deteccion, el substrato
(4-Metil-umbeliferil-fosfato) es aspirado y bombeado a
través del cono. La enzima del conjugado cataliza la
reaccion de hidrdlisis de este substrato en un compuesto
(4-Metil-umbeliferona) cuya fluorescencia emitida se mide
a 450 nm. El valor de la sefial de fluorescencia es
proporcional a la concentracion de antigeno especifico de
la prostata presente en la muestra.

Al final del andlisis, el instrumento calcula los resultados
automaticamente con relacién a una curva de calibracion
memorizada, y después los imprime.
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COMPOSICION Y RECONSTITUCION DE LOS REACTIVOS DEL EQUIPO (60 PRUEBAS):

60 cartuchos TPSA STR [Listo para su empleo.
60 conos TPSA SPR |Listo para su empleo.
2x30 Conos sensibilizados con inmunoglobulinas monoclonales de ratén anti-PSA.
Control TPSA C1 Reconstituir con 2 ml de agua destilada. Esperar 30 minutos y después
1 x 2 ml (liofilizado) homogeneizar.
Después de reconstituir, es estable durante 24 h a 2-8°C o hasta la fecha de
caducidad del envase a 25 + 6°C. Admite 5 ciclos de congelacion/descongelacion.
Suero humano* + PSA humano + conservantes.
Los datos de la tarjeta MLE proporcionan el intervalo de confianza en ng/mL
(“Control C1 Dose Value Range”).
Calibrador TPSA S1 Reconstituir con 2 ml de agua destilada. Esperar 30 minutos y después

2 x 2 ml (liofilizado)

homogeneizar.

Después de reconstituir, es estable durante 24 h a 2-8°C o hasta la fecha de
caducidad del envase a 25 + 6°C. Admite 5 ciclos de congelacion/descongelacion.
Suero humano* + PSA humano + conservantes.

Los datos MLE indican la concentracion del estandar o calibrador
("Calibrator (S1) Dose Value") y el intervalo de confianza en
Fluorescence Value ("Calibrator (S1) RFV Range).

en ng/mL
"Relative

Diluyente muestra TPSA R1
2 x 4 ml (liquido)

Listo para su empleo.

Suero de ternera + azida sodica 0,9 g/l.

Especificaciones de los datos de fabricacidon necesarias para la calibracion de la prueba:

e Datos MLE (Master Lot Entry) suministrados en el equipo,
(o]
e Codigo de barras MLE impreso en la etiqueta del envase.

1 Ficha técnica suministrada en el equipo o a descargar en www.biomerieux.com/techlib.

* Se ha verificado la ausencia de antigeno HBs, de anticuerpos anti-VIH1, VIH2 y de anticuerpos anti-VHC. Sin embargo, dado que
ningun ensayo puede aportar una garantia absoluta, este producto debe manipularse con las precauciones de uso relativas a los

productos potencialmente infecciosos.

El cono

El cono se sensibiliza en el momento de su fabricacion
mediante inmunoglobulinas monoclonales de ratéon anti-
PSA. Cada cono se identifica por su codigo TPSA.
Extraer Unicamente el numero de conos necesarios Yy
luego cerrar bien la bolsa.

Descripcion del cartucho TPSA:

El cartucho

El cartucho estd compuesto por 10 pocillos recubiertos
por un sello consistente en una lamina de aluminio
impresa. Dicha impresion incluye un cédigo de barras que
contiene el tipo de ensayo realizado, el niumero de lote y
la fecha de caducidad del envase. El primer pocillo esta
perforado para facilitar la introducciéon de la muestra. El
ultimo pocillo es una cubeta que permite la lectura por
fluorimetria. Los pocillos intermedios contienen diferentes
reactivos necesarios para el analisis.

Pocillo Reactivos
1 Pocillo de muestra.
2-3-4-9 |Pocillos vacios.

5 Conjugado: inmunoglobulinas monoclonales de ratéon anti-PSA conjugadas con fosfatasa alcalina + azida

saodica 0,9 g/l (400 pl).
6-7 Tampon de lavado: Tris (0,05 mol/l, pH 7,4) + NaCl (0,4 mol/l) + Tween (0,05 %) + azida sodica 0,9 g/l

(600 pl).

8 Diluyente: Tris (0,1 mol/l) + NaCl (0,1 mol/l) + suero de ternera (5 %) + azida sddica 0,9 g/l (400 pl).

10 Cubeta optica con substrato: 4-Metil-umbeliferil fosfato (0,6 mmol/l)+ dietanolamina DEA* (0,62 mol/l es
decir 6,6 ; pH 9,2) + azida sédica 1 g/l (300 pl).

* Palabra de advertencia : PELIGRO
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Indicacién de peligro
H318 : Provoca lesiones oculares graves.

Consejo de prudencia

P280 : Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

P305 + P351 + P338 : EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios
minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

Para mas informacion, consulte la ficha de seguridad.

MATERIALES Y DESECHABLES NECESARIOS NO
SUMINISTRADOS

- Pipeta de punta desechable de 2 ml y 200 pl.

- Guantes sin talco de un solo uso.

- Para otros materiales y desechables especificos,
consultar el Manual de Utilizacion del instrumento.

- Instrumento de la familia VIDAS.

PRECAUCIONES DE UTILIZACION

« Unicamente para diagnéstico in vitro.
¢ Exclusivamente para uso profesional.
e Este envase contiene componentes de origen
humano. Dado que ninguno de los métodos de
andlisis actualmente conocidos puede garantizar la
ausencia de agentes patogenos transmisibles, se
recomienda manipularlos con las precauciones de
utilizacion relativas a los productos potencialmente
infecciosos (consultar el Manual de bioseguridad en
el laboratorio — OMS - Ginebra - ultima edicién).
Este equipo contiene componentes de origen animal. El
certificado de origen y/o el estado sanitario de los
animales no pueden garantizar de forma absoluta que
estos productos no contienen ningun agente patégeno
transmisible, se recomienda manipularles con las
precauciones de wuso relativas a los productos
potencialmente infecciosos (no ingerir ; no inhalar). No
utilizar conos cuya bolsa esté perforada.
No utilizar los conos cuya bolsa esté dafiada.
No utilizar los cartuchos visiblemente alterados (lamina
de aluminio o plastico dafiados).
No emplear los reactivos pasada su fecha de caducidad
indicada en el envase.
No mezclar reactivos (o consumibles) de
diferentes.
No utilizar guantes con talco, ya que este producto
puede motivar falsos resultados en ciertos analisis
inmuno-enzimaticos.
Los reactivos del envase contienen un conservante
(nitrato sodico), susceptible de reaccionar con las
tuberias de plomo o de cobre formando nitratos
metalicos explosivos. Se recomienda enjuagar con
chorro de agua abundante.
El substrato (pocillo 10 del cartucho), contiene un
agente irritante (dietanolamina 6,6 %). Referirse a las
indicaciones de peligro "H" y a las medidas de
precaucién "P" indicadas a continuacion.
Las salpicaduras deben limpiarse con un liquido
detergente o una solucidon de lejia, que contenga al
menos un 0,5 % de hipoclorito sédico. Consultar en el
Manual de Utilizacion para eliminar los derramamientos
producidos sobre o en el interior del instrumento. No
procesar en el autoclave el producto tratado con lejia.
e El instrumento debe limpiarse y desinfectarse con
regularidad (consultar el Manual de Utilizacion).

lotes

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

e Conservar el equipo VIDAS® TPSA a 2-8°C.

o No congelar los conos y los cartuchos.

¢ Mantener los reactivos no utilizados a 2-8°C.

e Cuando se abra un equipo, verificar la integridad y el
correcto cierre de (de las ) bolsa(s) de conos. En caso
contrario, no utilizar los conos.

e Después de cada utilizacion, volver a cerrar
cuidadosamente la bolsa con su deshidratante, para
mantener la estabilidad de los conos, y volver a
guardar el envase a 2-8°C.

e Todos los componentes son estables hasta la fecha de
caducidad indicada sobre la etiqueta del envase, si se
conservan en las condiciones indicadas. Consultar la
tabla de composicion del equipo para los modos de
conservacion particulares.

MUESTRAS
Naturaleza y toma de las muestras

Suero o plasma humano (heparina de litio o EDTA).
Ciertos tubos de toma de muestras pueden contener
substancias que interfieran con este ensayo, por lo que
se recomienda a cada laboratorio validar el tipo de tubo
de toma a utilizar.

Las muestras que contengan impurezas deberan ser

centrifugadas antes de analizarlas.

No se ha observado para esta prueba ninguna influencia

significativa de los siguientes:

- de la hemolisis (después de sobrecargar las muestras
con hemoglobina de 0 a 300 pmol/l de monémero),

- de la lipemia (después de sobrecargar las muestras con
lipidos de 0 a 10 mg/ml de equivalente en triglicéridos),

- bilirrubinemia (después de sobrecargar las muestras
con bilirrubina de 0 a 500 pmol/l).

Sin embargo, se aconseja no utilizar
visiblemente hemolizadas, lipémicas o
efectuar, si fuera posible una nueva toma.

muestras
ictéricas 'y

Estabilidad de las muestras

Las muestras pueden conservarse 24 horas como
maximo a 2-8 °C en tubos con tapén; si se requiere una
conservacion mas larga, congelar el suero o plasma a
-25 + 6°C, ya que, un estudio realizado sobre muestras
congeladas durante dos meses no ha mostrado ninguna
influencia sobre la calidad de los resultados. Evitar las
congelaciones y descongelaciones sucesivas.
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INSTRUCCIONES DE USO

Para instrucciones completas, consultar el Manual de
Utilizacion.

Lectura_de los datos del protocolo VIDAS® PTC
(Protocol Test Change) y de los datos MLE

Cuando utilice por primera vez el test

Con el lector de codigos de barras externo del
instrumento, leer los cédigos de barras (PTC y MLE) en
el orden siguiente:

1. De acuerdo con el instrumento utilizado, escanear los
codigos de barras PTC que se pueden descargar desde
www.biomerieux.com/techlib.  Esta lectura  permite
transferir los datos del protocolo VIDAS® PTC al software
del instrumento para su actualizacion.

2. Escanear los datos de la tarjeta MLE situados en la
etiqueta del envase.

Cuando se abre un nuevo lote de reactivos

Antes de realizar la prueba, escanear los datos MLE de la
etiqgueta del envase con el lector de cddigos de barras
externo del instrumento.

Nota: Los datos de lote patron de calibracion solo
deben introducirse una vez para cada lote.

Es posible introducir los datos MLE de forma manual o
de forma automatica dependiendo del equipo (consulte
el Manual de Usuario).

Calibracion

La calibracién, que se realiza con la ayuda del calibrador
incluido en el equipo, debe efectuarse a la apertura de
cada nuevo lote después de introducir las
especificaciones del mismo (tarjeta MLE) y de forma
regular cada 14 dias. Esta operacion permite ajustar la
calibracién a cada aparato y a la evolucién eventual del
reactivo en el tiempo.

El calibrador, identificado por S1, debe probarse por
duplicado (véase el Manual de Operador Utilizacion). El
valor del calibrador debe estar comprendido en los limites
de RFV ("Valor de Fluorescencia Relativa") fijados. Si no
es asi, la media no sera memorizada: repetir una
calibracion.

El sistema VIDAS TPSA esta calibrado con relacion a un
patron de referencia: El "Primer Standard International”
de la OMS 96/670 (8). Segun el modo de dilucion y la
naturaleza del diluyente utilizado con el estandar
internacional, se puede observar una desviacion del
15 %.

Realizaciéon del analisis

1. Sacar unicamente los reactivos que se vayan a
usar, y dejarlos atemperar 30 minutos a
temperatura ambiente antes de su empleo.

2. Utilice un cartucho "TPSA" y un cono "TPSA" para
cada muestra, control o calibrador que se haya de
evaluar. Asegurese de que la bolsa de
conservacion se haya cerrado herméticamente
después de sacar los conos necesarios.

3. El test se identifica con el cdédigo "TPSA" en el
instrumento. El calibrador se identificara
obligatoriamente como "S1", y debe analizarse en
doble para ser memorizado. Si se analiza el control,
sera identificado como C1.

4. Homogeneizar bien con la ayuda de un agitador tipo

vortex, el calibrador, el control y las muestras (para el
suero y el plasma coger el sobrenadante ).

5. Para este test, la cantidad de muestra, control y
calibrador es 200 pL.

6. Introduzca los cartuchos "TPSA" y conos "TPSA" en el
sistema. Asegurese de que las etiquetas de color
coinciden con el cddigo del ensayo en los cartuchos y
conos de reactivo.

7. Iniciar el analisis como se indica en el Manual de
Utilizacion. Todas las etapas son controladas
automaticamente por el aparato.

8. Vuelva a cerrar los viales y retornelos a la temperatura
adecuada tras pipetear.

9. La duracién de la prueba es de aproximadamente
60 minutos. Al final del analisis, retirar los conos y los
cartuchos del instrumento.

10. Eliminar los conos y los cartuchos usados en un
recipiente apropiado.

RESULTADOS E INTERPRETACION

Una vez finalizado el analisis, el sistema informatico
calcula automaticamente los resultados. El aparato
realiza dos medidas de fluorescencia en la cubeta de
lectura para cada andlisis. La primera lectura tiene en
cuenta el ruido de fondo debido a la cubeta de substrato
antes de que se ponga en contacto el substrato con el
cono. La segunda lectura se efectia después de la
incubacién del substrato con el enzima presente en el
cono. El célculo del RFV es el resultado de la diferencia
de las dos lecturas. Aparece sobre la hoja de resultados.
Los resultados los calcula el sistema automaticamente
con curvas de calibracidon que conserva el sistema
(modelo logistico de 4 parametros); las concentraciones
se expresan en ng/ml.

Las muestras que presenten concentraciones de TPSA
superiores a 100 ng/ml deben volver a analizarse
después de su dilucion en el diluyente TPSA (R1).

Si el factor de dilucién no se introdujo cuando se cred la
Lista de Trabajo (véase Manual de Utilizacion),
multiplique el resultado mediante el factor de dilucion para
obtener la concentracion de la muestra.

La interpretacion de los resultados del analisis debe
realizarse teniendo en cuenta el contexto clinico y
eventualmente los resultados de otros analisis.

CONTROL DE CALIDAD

Cada equipo VIDAS® TPSA incluye un control, que debe
ser utilizado al abrir cada nuevo equipo con el fin de
comprobar la ausencia de alteraciones en los reactivos.
Cada calibracion debe ser igualmente verificada con la
ayuda de este control. Para que el equipo pueda verificar
el valor del control, es necesario identificarle como "C1”.
Si el valor del control se desvia de los valores esperados,
los resultados no pueden ser validados.

Nota:

Es responsabilidad del usuario comprobar que el control
de calidad se ha realizado conforme a la legislacion local
en vigor.

LIMITACIONES DEL ANALISIS

Puede producirse una interferencia entre ciertos sueros
que contengan anticuerpos dirigidos contra componentes
del reactivo, razén por la cual los resultados de este
analisis deben ser interpretados en el marco de un perfil
clinico completo.

Los niveles de PSA sérico de una muestra aislada, no
pueden ser interpretadas sino en funcién de los datos
clinicos y de las informaciones aportadas por otras
metodologias. En efecto, una tasa anormal de PSA no
corresponde obligatoriamente a una enfermedad maligna.
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Se desaconseja realizar analisis de TPSA entre los
pacientes que hayan recibido un agente de contraste
durante las ultimas 24 horas (9).

VALORES ESPERADOS

Se han determinado los valores mas frecuentes sobre
1041 muestras provenientes de individuos sanos. Las
concentraciones de PSA por edades son las siguientes:

Concentraciones de PSA (ng/ml)
Edad (afios) Limite bajo* Limite alto*
<40 0,21 1,72
40-49 0,27 2,19
50 -59 0,27 3,42
60 - 69 0,22 6,16
> 69 0,21 6,77

*incluye el 95 % de la poblacion.

Sobre una poblacién de hombres sanos de 50 afios y
superior, la distribucion de los valores es la siguiente:

PRESTACIONES

Rango de medida

El rango de medida del equipo VIDAS TPSA se extiende
de 0.07 hasta los 100 ng/ml.

Limite de deteccién

Definido como la minima concentracion de antigeno
especifico prostatico significativamente superior a cero
con una probabilidad de un 95 %: 0,07 ng/ml.

Efecto Hook

No se ha observado ningun efecto Hook hasta
concentraciones en antigeno especifico prostatico de
100 000 ng/ml.

Precision

Los resultados indicados en las tablas siguientes se dan a
titulo de ejemplo.

Reproducibilidad (intra-serie)

Se han analizado cinco muestras 30 veces en una misma
serie.

Sobre una poblacién de 54 personas con hipertrofia de
prostata benigna, la distribucion de los valores es la
siguiente:

N° [Distribucion en porcentaje(%) en
sujetos funcién de la zona de valores en
ng/ml
<4ng/ml| 4a10 (>10ng/ml
ng/ml
Media =
3,08 ng/mi 74 24 2
Desviacion 54 (n=40) (n=13) (n=1)
tipica =
2,3 ng/ml

Estos resultados se dan a titulo indicativo, y se
recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia sobre una poblacion rigurosamente
seleccionada.

PSA (ng/ml) 0-2 2-4 4-6 >6 N ° Muestras 1 2 3 4 5
Frecuencia | 83,5% 13,5% 1,3% 1,7% Media (ng/ml) 0,55 | 3,0 7,6 17,4 | 31,6
CV % 6,5 3,9 3,5 3,4 3,9

Reproducibilidad (interserie)

Se han analizado cinco muestras en 29 series diferentes
sobre un mismo instrumento VIDAS.

N ° Muestras 1 2 3 4 5
Media (ng/ml) 0,52 2,8 75 16,9 | 32,1
CV % 6,8 3,9 3,9 4,3 55
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Exactitud
Prueba de dilucién

La matriz sérica de la muestra puede influir en los resultados del andlisis de dilucién. Al entregar los resultados, se
recomienda precisar el nivel de dilucion utilizado.

Se han diluido tres muestras en diluyente TPSA y se han analizado en simple en 3 series. La concentracion media
medida con relacion a la concentracion esperada se expresa en porcentaje medio de recuperacion.

Muestran® Factor de dilucion Concentracién Concentracién media | Porcentaje medio de
esperada medida recuperacion
(ng/ml) (ng/ml) (%)
1 1M 92,9 92,9 100
1/2 46,4 41,9 90
1/4 23,2 19,8 85
1/8 11,6 9,9 85
1/16 5,8 5,0 86
2 1M 52,8 52,8 100
1/2 26,4 26,1 99
1/4 13,2 12,5 95
1/8 6,6 6,4 97
1/16 3,3 3,2 97
3 1M 18,2 18,2 100
1/2 9,1 8,1 89
1/4 4,6 4,2 92
1/8 23 2,2 96
116 1.1 1,1 96

Sensibilidad y especificidad diagnostica

Se valoraron con VIDAS? TPSA 109 muestras de pacientes afectados de hiperplasia benigna prostatica y 205 muestras
de pacientes afectados de un cancer prostatico.

Se establecié una curva ROC en 314 muestras. Se identificaron 2 umbrales :
- 3,03 ng/ml : sensibilidad = 95 %
- 6,73 ng/ml : sensibilidad = 80 %

Umbral 3,03 ng/ml 6,73 ng/ml
(IC 95%) (IC 95%)
Sensibilidad 91,16 97,36 73,86 84,99
Especificidad 9,88 23,75 46,41 65,09
Valor predictivo positivo 67,94 77,36
Valor predictivo negativo 60,71 59,22

Comparacion con otros métodos de analisis

La concentracion en antigeno especifico prostatico de una muestra determinada con la ayuda de equipos provenientes
de diferentes fabricantes, puede variar en funcién de los métodos de analisis.

Cuando se cambia de método de prueba y en el marco de seguimiento de pacientes, el laboratorio debe confirmar las
concentraciones halladas precedentemente.

Se realiz6 una correlacion entre VIDAS® TPSA (Y), y otra técnica inmunoenzimatica (X).

X=0,99Y-0,17 r= 0,994

(n=126)
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ELIMINACION DE LOS DESECHOS

Eliminar los reactivos utilizados o no utilizados, asi como
los materiales de un solo uso contaminados siguiendo los
procedimientos relativos a los productos infecciosos o
potencialmente infecciosos.

Es responsabilidad de cada laboratorio la gestion de los
desechos y efluentes que produce segun su naturaleza y
peligrosidad, garantizando (o haciendo garantizar) su
tratamiento y eliminacion, segun las reglamentaciones
aplicables.
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