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CYFRA 21-1 EIA

Instrucciones de uso Kit de ensayo inmunométrico enzimatico
Para 96 determinaciones

USO PREVISTO

El kit CYFRA 21-1 EIA esta destinado a la determinacion cuantitativa de fragmentos
solubles de citoqueratina 19 en suero humano.

RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO

La citoqueratina 19 pertenece a un grupo de citoqueratinas integrado al menos por
veinte polipéptidos diferentes. Las citoqueratinas constituyen la estructura filamentosa
intermedia de las células epiteliales (1, 2). Aunque los filamentos de citoqueratina son muy
poco solubles, tras una degradacion proteolitica se forman fragmentos de citoqueratina
solubles que son liberados a los fluidos corporales.

El CYFRA 21-1 es un inmunoensayo que determina el nivel de fragmentos de
citoqueratina 19 en suero (3-6). EI EIA CYFRA 21-1 se basa en dos anticuerpos
monoclonales (BM 19.21 y KS 19.1) especificos para la citoqueratina 19 (3, 7-8).
Se observan niveles altos de fragmentos de citoqueratina 19 en el suero de pacientes
con cancer de pulmon (5, 9-12) y también en otros canceres, como el de vejiga (13).
La indicacion mas importante del CYFRA 21-1 es el seguimiento del curso de la enfermedad en
el cancer no microcitico de pulmén (non-small cell lung cancer o NSCLC) (11).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El EIA CYFRA 21-1 es un inmunoensayo en fase sdlida no competitivo basado en dos
anticuerpos monoclonales (derivados de ratones) dirigidos contra dos determinantes
antigénicos diferentes de los fragmentos solubles de la citoqueratina 19 (7-8). Los calibradores,
los controles y las muestras del paciente se incuban junto con anticuerpo monoclonal (MAb)
anti-CYFRA 21-1 biotinilado y peroxidasa de rabano (HRP) etiquetada como "Anti-CYFRA
21-1 MAb" en microtiras revestidas con estreptavidina. Después del lavado, se anade reactivo
tamponado sustrato/cromogeno (peréxido de hidrogeno y 3,3'5,6'-tetrametilbencidina) a
cada pocillo y se deja que se produzca la reaccion enzimatica. Si hay antigeno, durante la
reaccion enzimatica se desarrollara un color azul. La intensidad del color es proporcional a
la cantidad de CYFRA 21-1 presente en las muestras.

Dicha intensidad se determina en un espectrofotémetro de microplacas a 620 nm (o bien
a 405 nm tras la adicion de solucion de parada).

Se construyen curvas de calibracion para cada ensayo representando el valor de laabsorbancia
frente a la concentracion de cada calibrador. Finalmente, se leen las concentraciones de
CYFRA 21-1 de las muestras de los pacientes a partir de la curva de calibracion.



REACTIVOS

e Cada kit EIA CYFRA 21-1 contiene reactivos para 96 determinaciones.

e Lafecha de caducidad del kit viene indicada en la etiqueta de la parte externa de la caja.

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

¢ No mezcle reactivos de diferentes lotes de kits.

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

e La estabilidad de los reactivos abiertos se resume en la tabla siguiente, siempre
que no estén contaminados, que se conserven enlos 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 Conservacidn y estabilidad
después del primer uso

MICROPLA

Microplaca de estreptavidina 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.
Vuelva a cerrarla cuidadosamente para mantenerlas secas.

[ cAL [cYFRA21-1| A |

Calibrador A de CYFRA 21-1 1x8mL 2-8°C hasta la fecha de
caducidad indicada en el vial

Solucion salina tamponada con fosfato que contiene albumina sérica bovina, un
colorante amarillo inerte y un conservante antimicrobiano sin azida. Listo para su
uso. Debe utilizarse también para la dilucion de las muestras.



Componente Cantidad Conservacion y estabilidad
después del primer uso

Calibradores B-F de CYFRA 21-1 5 viales Estabilidad tras la reconstitucion
liofilizados 4 semanas a 2-8 °C
4 meses a —20 °C o menos

[caL [cyFrA21-1] B | Tx1mL
[caL [eyrrA211] € | Tx1mL
[caL [cYFra21-1] D | 1x1mL
[caL [cYFra21-1] E | 1x1mL
[caL [cyFra21-1] F | 1x1mL

Los calibradores liofilizados contienen antigeno CYFRA 21-1 en una solucion salina
tamponada con fosfato con albimina sérica bovina, un colorante amarillo inerte

y un conservante antimicrobiano sin azida. Para reconstituir con agua destilada o
desionizada antes de su uso. NOTA: La concentracion exacta de CYFRA 21-1 es
especifica del lote y se indica en la etiqueta de cada vial.

Controles de CYFRA 2 viales Estabilidad tras la reconstitucion
liofilizados 1 semana a 2-8 °C
4 meses a —20 °C o menos

| CONTROL|CYFRA 21-1 | 1 |
1x1mL

| CONTROL|CYFRA 21-1 | 2 |
1x1mL

Los controles liofilizados contienen antigeno CYFRA 21-1 en una matriz sérica humana y
un conservante antimicrobiano sin azida. Parareconstituir con agua destilada o desionizada
antes de su uso.




Componente Cantidad Conservacion y estabilidad
después del primer uso

[BIOTIN| Anti-CYFRA 21-1

Anti-CYFRA 21-1 con biotina 1x15mL 2-8 °C hasta la fecha de
caducidad indicada en el vial

Anticuerpo monoclonal anti-CYFRA 21-1 de ratén marcado con biotina, aproximadamente
1,25 pg/mL. Contiene solucion salina tamponada con Tris-HCI (pH 7,2), albumina sérica
bovina, agentes bloqueantes, detergente, un colorante azul inerte y un conservante
antimicrobiano sin azida. Para mezclar con marcador antes de su uso.

[ CONJ [Anti-CYFRA 21-1

Marcador, Anti-CYFRA 21-1 con HRP  1x0,75mL  2-8 °C hasta la fecha de
caducidad indicada en el vial

Solucion de reserva de anticuerpo monoclonal anti-CYFRA 21-1 de ratén marcado con
HRP, aproximadamente 42 pg/mL. Contiene conservantes antimicrobianos sin azida.
Para mezclar con anti-CYFRA 21-1 con biotina antes de su uso.

| suss | v |

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

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

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

Contiene &cido clorhidrico 0,12 M. Listo para su uso.




Componente Cantidad Conservacion y estabilidad
después del primer uso

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

Solucion salina tamponada con Tris-HCI, con Tween 20. Contiene Germall Il como
conservante. Para diluir 25 veces con agua destilada o desionizada antes de usar.

Indicaciones de inestabilidad

La solucion de sustrato de TMB 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 Siga las instrucciones de empleo que figuran en el prospecto. La fiabilidad de
los resultados del ensayo no puede garantizarse si no se siguen las correspondientes
instrucciones de empleo.

o Consulte la publicacion numero 88-8395 (CDC) del Departamento de Salud y
Servicios Humanos de EE UU (Bethesda, Md., EEUU) sobre procedimientos de
seguridad en el laboratorio u otra regulacion local o nacional.

¢ Manipule todas las muestras de suero como potencialmente infecciosas.

o Evite el contacto con reactivos que contengan peroxido de hidrogeno o acido clorhidrico.
En caso de entrar en contacto con uno de estos reactivos, lavese con abundante agua.

e 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 ningun 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 PREPARACION DE MUESTRAS

El kit EIA CYFRA 21-1 esta disefado para utilizarse con suero. Recoja la sangre mediante
venopuncion y separe el suero segun los procedimientos habituales. Las muestras se
pueden conservar entre 2 °C y 8 °C durante 1 dia. Para periodos mas largos, guarde
las muestras a -40 °C o menos. Evite la congelacion y descongelacion repetidas de las
muestras. Si se trata de muestras alicuotas, elija el tubo de tamafio adecuado, es decir,
limite el espacio vacio del tubo. Lleve las muestras congeladas a temperatura ambiente
y mézclelas suavemente antes del andlisis.

Nota: La mezcla de muestras con mezcladores de rodillos debe limitarse a 1 minuto como
maximo, con una velocidad maxima de 16 rpm. La mezcla de muestras con mezcladores
eléctricos por vibracion (Vortex) debe limitarse a 5 segundos como maximo. 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.

PROCEDIMIENTO
Materiales necesarios pero no suministrados con el kit

1. Agitador de microplacas
La agitacion debe ser entre moderada y vigorosa, aproximadamente a 900-1.100
oscilaciones por minuto.

2. Lavadora de microplacas
La lavadora automatica de placas debe ser capaz de realizar 1 y 6 ciclos de lavado
con un volumen de llenado minimo de 350 pL por pocillo y ciclo de lavado.

Se recomienda el lavador manual de tiras Nunc Immuno-8, si no se utiliza una

lavadora automatica de microplacas.

3. Espectrofotometro de microplacas
Conunalongitud de ondade 620 nmy/0 405 nmy unrango de absorbanciade 0a3,0.

4. Pipetas de precision
Con puntas de plastico desechables para administrar volimenes en microlitros.
Se recomienda utilizar, aunque no obligatoriamente, una pipeta de 8 canales o una
pipeta dispensadora con puntas de plastico desechables para la administracion de
100 pL. Pipetas para administrar volumenes en mililitros.

5. Agua destilada o desionizada
Para la reconstitucion de los calibradores de CYFRA 21-1 y los controles de CYFRA
21-1y para la elaboracion de la solucién de lavado diluida.



Notas del procedimiento

1.

Es necesaria una plena comprension de estas instrucciones de empleo que figuran
en el prospecto para garantizar un uso adecuado del kit EIA CYFRA 21-1.
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.
Debe dejarse que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (20 °C a
25 °C) antes de su uso. Las muestras deben mezclarse suave pero completamente
tras la descongelacion. La mezcla de muestras con mezcladores de rodillos debe
limitarse a 1 minuto como méximo, con una velocidad maxima de 16 rpm.
La mezcla de muestras con mezcladores eléctricos por vibracion (Vortex) debe
limitarse a 5 segundos como maximo. Si se trata de muestras alicuotas, elija el tubo
de tamaiio adecuado, es decir, limite el espacio vacio del tubo.
Antes de comenzar a pipetear los calibradores y las muestras desconocidas, 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 solida 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. Si queda
liquido en los pocillos, invierta la placa y dele golpes suaves contra papel absorbente.
- Lavadora automatica de tiras: Siga las instrucciones del fabricante para efectuar
una limpieza y el mantenimiento adecuados y realice el nimero necesario de
ciclos de lavado antes y después de cada paso de la incubacion. Es muy
recomendable usar el modo de procesamiento strip (tira) y el modo de lavado
overflow (desbordamiento) con un volumen de administracién de 800 uL.
El dispositivo de aspiracion/lavado no debe dejarse de pie con la solucién
de lavado durante periodos prolongados, ya que las agujas podrian obstruirse,
lo que provocaria una mala dispensacion y aspiracion del liquido.
La solucion de sustrato de TMB HRP es muy sensible a la contaminacion.
Para una estabilidad 6ptima del sustrato de TMB HRP, vierta la cantidad necesaria
del vial en un reservorio limpiado cuidadosamente o, preferiblemente, a una 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 preciso adecuada al manipular muestras y reactivos. Evite que
la punta de la pipeta toque la superficie del liquido para impedir su contaminacion.
Emplearunatécnicade pipeteado apropiada es especialmente importante al manipular
las muestras y la solucién de sustrato de TMB HRP.
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Preparacidn de los reactivos Estabilidad del reactivo preparado

Calibradores de CYFRA 21-1 4 semanas a 2-8 °C
4 meses a —20 °C o menos

Anada exactamente 1,0 mL de agua destilada a cada vial. Deje reposar al menos 15 minutos
para reconstituir y mezcle suavemente antes del uso. NOTA: La concentracion de los
calibradores se indica en las etiquetas y debe usarse para el célculo de los resultados.
La mezcla de los calibradores mediante mezcladores eléctricos por vibracion (Vortex) debe
limitarse a 5 segundos como méaximo.

Controles de CYFRA 21-1 1 semana a 2-8 °C
4 meses a —20 °C o menos

Afadaexactamente 1,0 mL de agua destilada a cadavial. Deje reposaral menos 15 minutos
para reconstituiry mezcle suavemente antes del uso. NOTA: El rango de los controles esta
indicado en las etiquetas. La mezcla de los controles mediante mezcladores eléctricos
por vibracién (Vortex) debe limitarse a 5 segundos como méximo.

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.




Preparacidn de los reactivos Estabilidad del reactivo preparado

Solucién de anticuerpo 1 diaa 2-8°C

Prepare la cantidad necesaria de solucion de anticuerpo mezclando 50 uL de marcador,
anti-CYFRA 21-1 con HRP, con 1 mL de anticuerpo anti-CYFRA 21-1 con biotina por
tira (véase la tabla siguiente).

Nimero de tiras ~ Marcador, Anti-CYFRA 21-1 con HRP  Anti-CYFRA 21-1 con biotina

(uL) (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 utilizar un tubo limpio de plastico o vidrio para preparar la solucién de anticuerpo.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Realice cada determinacion por duplicado paralos calibradores, los controles y las muestras
desconocidas. Debe elaborarse una curva de calibracion con cada ensayo. Todos los
reactivos y muestras deben llevarse a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de su uso.

1.

Para empezar, prepare los calibradores de CYFRA 21-1, los controles 1y 2, la
solucion de lavado y la solucion de anticuerpo. Es importante usar recipientes limpios.
Siga las instrucciones cuidadosamente.

Transfiera el numero 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.

La mezcla de muestras con mezcladores de rodillos debe limitarse a 1 minuto como
maximo, con una velocidad méxima de 16 rpm. La mezcla de muestras con mezcladores
eléctricos por vibracion (Vortex) debe limitarse a 5 segundos como maximo.

Pipetee 50 pL de los calibradores de CYFRA 21-1 (CAL A, B, C, D, Ey F), los
controles 1y 2 y las muestras desconocidas ("desc.") en los pocillos de tiras de
acuerdo con el esquema siguiente:
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1 2 3 4 5 6 7 etc.
Cal Cal 1°

A E Desc.
Cal Cal 1°

A E Desc.
Cal Cal 2°

B F Desc.
Cal Cal 2°

B F Desc.
Cal C1

C

Cal C1

C

Cal C2

D

Cal C2

D

4. Anada 100 pL de solucion de anticuerpo a cada pocillo usando una pipeta de
precision de 100 L y 8 canales (o bien con una pipeta de precision de 100 pL).
Evite que la punta de la pipeta toque la superficie del liquido para impedir
su contaminacion.

5. Incube la placa durante 1 hora (+ 5 minutos) a temperatura ambiente (20-25 °C)
agitandola constantemente usando un agitador de microplacas.

6. Tras la incubacion, aspire y lave cada tira 6 veces.

7. Anada 100 pL de sustrato de TMB HRP a cada pocillo usando el mismo procedimiento
que en el punto 4. Anada el sustrato de TMB HRP alos 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 830 min (£ 5 min) a temperatura ambiente, agitando constantemente.
Evite la exposicion a luz solar directa.

9. Leainmediatamente laabsorbanciaa 620 nmen un espectrofotometro de microplacas.

Opcién

Si su laboratorio no tiene acceso a un espectrofotometro de microplacas capaz de leer
a 620 nm, la absorbancia puede determinarse tal como se indica en el punto 9 alternativo
siguiente:

Alt. 9. Anada 100 pL de solucion de parada, mezcle y lea la absorbancia a 405 nm

en un espectrofotémetro de microplacas dentro de los 15 minutos siguientes
a la adicion de la solucion de parada.
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Rango de medicion

El EIA CYFRA 21-1 mide concentraciones entre 0,5 y aproximadamente
50 ng/mL. Si se espera obtener concentraciones de CYFRA 21-1 superiores al rango
de medicion, se recomienda diluir las muestras con calibrador A de CYFRA 21-1 antes
del andlisis (véase “Calculo de resultados con muestras diluidas”).

Control de calidad

Los controles 1y 2 de CYFRA 21-1 deben utilizarse para la validacion de cada serie

de ensayos. Los rangos de los resultados esperados estan indicados en las etiquetas

de los viales.

Los resultados del ensayo CYFRA 21-1 deben considerarse validos si:

- Los valores medios de los duplicados de control se encuentran dentro de los rangos
especificados.

- Las réplicas de duplicados de los calibradores B-F y de los controles no superan
un CV del 15%.

- Las réplicas de duplicados del calibrador A (cero) no difieren entre si mas de
0,06 unidades de densidad 6ptica (DO).

Si un ensayo produce resultados no validos para el calibrador o el control, deberan

revisarse completamente los reactivos, la precision de las pipetas, la lavadora de placas

y el rendimiento del lector, y a continuacién se repetiran los analisis. Cada laboratorio

puede asimismo preparar sus propios grupos de suero con diferentes niveles, que pueden

utilizarse como controles internos para garantizar la precision del ensayo.

Material de referencia

Como no se dispone de material de referencia comun para el antigeno CYFRA 21-1,
los valores del calibrador del EIA CYFRA 21-1 se asignan de acuerdo con una serie de
estandares de referencia internos.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Si se utiliza un espectrofotémetro de microplacas con programa de célculo incorporado,
consulte el manual del espectrofotémetro y cree un programa usando la concentracion
indicada en la etiqueta de cada uno de los calibradores de CYFRA 21-1.
Para el calculo automatico de los resultados de CYFRA 21-1, 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 0 ng/mL.
e Interpolacion con evaluacion punto a punto. El calibrador A debe estar incluido
en la curva con el valor 0 ng/mL.
e Método de ajuste de la curva cuadratica. El calibrador A debe estar incluido en
la curva con el valor 0 ng/mL.



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) obtenidos para cada calibrador de CYFRA 21-1 frente a
la correspondiente concentracion de CYFRA 21-1 (en ng/mL). Las concentraciones de
CYFRA 21-1 desconocidas pueden leerse después a partir de la curva de calibracion
usando el valor medio de absorbancia de cada muestra de paciente.

Ejemplo de resultados

Muestra Valores del Valor de la CYFRA 21-1
calibrador (ng/mL) abs. media (A) ng/mL
Calibrador A 0 0,041
Calibrador B 1,4 0,151
Calibrador C 5,0 0,405
Calibrador D 14,8 1,080
Calibrador E 241 1,635
Calibrador F 476 2,721
Muestra 1 0,259 29
Muestra 2 1,366 19,4
30
25
2.0
£
5 15 2
<
1.0
05
"
0.0
0 10 20 30 40 5C

CYFRA 21-1 na/mL

Ejemplo, no use esta curva para determinar los resultados del ensayo.

La concentracién exacta de CYFRA 21-1 se indica en la etiqueta de cada vial de calibrador.
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Calculo de resultados con muestras diluidas
Las muestras con concentraciones de CYFRA 21-1 superiores al rango de medicion
pueden diluirse mediante calibrador A de CYFRA 21-1. La dilucion recomendada es 1/2.
- Dilucion a 1/2 = 100 pL de muestra + 100 pL de calibrador A de CYFRA 21-1
La concentracion de CYFRA 21-1 de la muestra diluida se calcula entonces de
la manera siguiente:
- Dilucion a 1/2: 2 x valor medido

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los pacientes con cancer confirmado pueden presentar valores de CYFRA 21-1 en el mismo
rango que las personas sanas. Asimismo, pueden detectarse niveles elevados de CYFRA
21-1 en personas con una enfermedad no maligna, como neumonia aguda, tuberculosis,
enfermedades hepéticas e insuficiencia renal. Por tanto, el nivel de CYFRA 21-1 no puede
usarse como prueba absoluta de la presencia o ausencia de enfermedades malignas y
no debe utilizarse la prueba de CYFRA 21-1 en el cribado del cancer. Los resultados de
la prueba solo deben interpretarse junto con los resultados de otras investigaciones y
procedimientos en el diagndstico de las enfermedades y la prueba CYFRA 21-1 no debe
sustituir a ninguna exploracion clinica establecida.

La contaminacion de la muestra con saliva puede provocar niveles de CYFRA 21-1
falsamente altos. Los anticuerpos anti-reactivo (anticuerpos humanos anti-raton (HAMA)
o anticuerpos heterdfilos) en lamuestra del paciente pueden interferir ocasionalmente con
el ensayo, aunque se incluyan agentes bloqueantes especificos en el tampén. Una mezcla
excesiva puede ocasionar valores de CYFRA 21-1 reducidos por artefacto, por lo que la
mezcla de muestras con mezcladores de rodillos debe limitarse a 1 minuto como méximo,
con una velocidad méaxima de 16 rpm. La mezcla de muestras con mezcladores eléctricos
por vibracién (Vortex) debe limitarse a 5 segundos como méaximo. Si se trata de muestras
alicuotas, elija el tubo de tamario adecuado, es decir, limite el espacio vacio del tubo.

VALORES ESPERADOS

Se determino el nivel de CYFRA 21-1 en 497 donantes de sangre. El valor medio fue
de 0,7 ng/mL, con una mediana de 0,6 ng/mL.

EI 95% de los donantes de sangre presentaron valores de CYFRA inferiores a 1,6 ng/mL.
Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio valor de referencia para la
poblacion de interés.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Precision

La precision total se determiné segun la directriz EP5-A2 (16) del NCCLS utilizando cuatro
niveles de suero humano agrupado y congelado que contenia CYFRA 21-1 afiadido.

Cada muestra se pipeted aleatoriamente por duplicado y se analizé dos veces cada dia

durante 20 dias, es decir, se realizaron 40 pruebas con 40 plantillas diferentes por parte

de tres técnicos diferentes que utilizaron dos lotes distintos del kit EIA CYFRA 21-1.
18



Muestra Réplicas Media Intraensayo Intraensayo Interensayo Interensayo
po/L  DE (ng/mL) CV % DE (ng/mL) CV %

CYFRA21-11 80 27 0,1 2,4 0,1 3,9
CYFRA 21-12 80 72 0,1 1,7 0,2 3,2
CYFRA21-13 80 177 0,5 2,6 0,5 3,1
CYFRA 21-14 80 35,7 1,0 27 11 3,0

La precision total determinada para el EIA CYFRA 21-1 fue < 6% CV.

Limite de deteccion

El limite de deteccion del ensayo EIA CYFRA 21-1 es < 0,5 ng/mL.

El limite de deteccion (LD) corresponde al limite superior del intervalo de confianza
del 95% y representa la minima concentracion de antigeno CYFRA 21-1 que puede
distinguirse de cero. Se empled la directriz EP17-A (17) del NCCLS para disefiar los
experimentos sobre el LD. Se realizo un estudio en el que el calibrador A de CYFRA
21-1 (cero) y 4 muestras de sujetos sanos diluidas a 0,2 ng/mL con diluyente de
muestras fueron analizados en réplicas de 24 por prueba en 4 pruebas efectuadas
en dos dias separados. El LD se calcul6 de la manera siguiente:

LD (ng/mL) =0,2 ng/mL x (1,65 x DEg + 1,65 x DEO,Q) / (DOO’Q - DOy)
El limite de deteccion del kit EIA CYFRA 21-1 fue < 0,1 ng/mL.

Sensibilidad funcional

La sensibilidad funcional del ensayo EIA CYFRA 21-1 es < 0,5 ng/mL.

La sensibilidad funcional se expresa como la concentracion de un analito en la
que el CV es del 20%. Se emple¢ la directriz EP5-A2 (16) del NCCLS para disefar
los experimentos de determinacion de la sensibilidad funcional. Se realizé un estudio
en el que un grupo de sensibilidad de seis miembros se analizd en réplicas de 2 en
2 pruebas en 20 dias diferentes con dos lotes de reactivos. La sensibilidad funcional
determinada para el EIA CYFRA 21-1 fue < 0,2 ng/mL.

Recuperacion

La recuperacion media del ensayo EIA CYFRA 21-1 es del 100% * 200%.

Se realizé un estudio en el que se anadieron diluciones de una solucion de antigeno
con concentraciones conocidas de CYFRA 21-1 a muestras de suero humano normales.
La concentracion de CYFRA 21-1 se determiné mediante el ensayo EIA CYFRA 21-1
y se calculd el porcentaje de recuperacion resultante. Los datos representativos de
este estudio se resumen en la tabla siguiente:*
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Muestra  Valor del ensayo Antigeno CYFRA 21-1

Valor del ensayo CYFRA 21-1

Porcentaje de

enddgeno (ng/mL) aiiadido (ng/mL) observado (ng/mL) recuperacion** %

1 0,5 2 23 93
5 5,4 100

16 15,4 91

38 39,9 103

2 0,5 2 25 99
5 52 96

16 16,4 97

38 39,6 102

3 0,6 2 2,6 102
5 5,4 99

16 16,1 95

38 420 108

4 0,5 2 2,4 95
5 53 98

16 17,6 104

38 43,1 111

5 0,5 2 2,4 96
5 5,4 100

16 171 101

38 39,2 101

La recuperacion media en cada una de las cuatro concentraciones enriquecidas que

indica la tabla fue del 100%.

* Datos representativos; los resultados de laboratorios especificos pueden diferir

de estos datos.

** 0 de recuperacion = Concentracion de CYFRA 21-1 observada (ng/mL) /
Concentracion de CYFRA 21-1 enddgena (ng/mL) + CYFRA 21-1 afiadido (ng/mL)

Efecto de gancho por dosis alta

No se observo efecto de gancho por dosis alta en muestras que contenian hasta

1.100 ng/mL de antigeno CYFRA 21-1.
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Linealidad de dilucidn

La linealidad de dilucion media del ensayo EIA CYFRA 21-1 es del 100% % 20%.

Se realizo un estudio para el EIA CYFRA 21-1 disefiado segun la directriz EP6-A (18)
del NCCLS (CLSI). Las muestras de suero con valores de CYFRA 21-1 elevados se
diluyeron mediante el calibrador A (cero) de CYFRA 21-1. Se determino la concentracion
de CYFRA 21-1 para cada dilucion y se calculo el porcentaje (%) de recuperacion.

Los datos representativos de este estudio se resumen en la tabla siguiente:*

Muestra Factor de dilucion  Valor obtenid Valor espera! Pi taje de
final (ng/mL) (ng/mL) recuperacion™ (%)
A Sin diluir 43,9 43,9 100
1:1,25 34,8 35,1 99
1:1,7 26,0 26,3 99
1:2 215 21,9 98
1:2,5 171 175 97
1:5 9,0 8,8 102
1:10 4,3 4,4 99
1:20 2,2 2,2 102
B Sin diluir 36,9 36,9 100
1:1,26 28,6 29,5 97
1:17 21,1 29,1 96
1:2 18,3 18,4 99
1:2,5 14,5 14,8 98
1:5 6,9 74 93
1:10 3,2 37 86
1:20 1,5 1,8 81
C Sin diluir 43,2 43,2 100
1:1,25 341 34,6 99
1:1,7 25,4 25,9 98
1:2 21,0 21,6 97
1:2,5 16,5 173 96
1:5 7.8 8,6 91
1:10 3,8 4,3 87
1:20 1,8 2,2 83
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Muestra Factor de dilucion Valor obtenid Valor esperad: F je de
final (ng/mL) (ng/mL) recuperacion** (%)
D Sin diluir 437 437 100
1:1,25 33,1 35,0 95
1:1,7 25,9 26,2 99
1:2 21,4 21,9 98
1:2,5 16,6 175 95
15 79 8,7 90
1:10 3,8 4,4 86
1:20 1,8 2,2 80
E Sin diluir 39,6 39,6 100
1:1,26 30,6 317 97
11,7 23,6 23,8 99
1:2 197 19,8 100
1:2,6 15,2 15,8 96
1:5 73 79 92
1:10 3,5 4,0 88
1:20 1,6 2,0 82

La recuperacion media entre las cinco muestras diluidas indicadas arriba fue del 94%.

* Datos representativos; los resultados de laboratorios especificos pueden diferir

de estos datos.

** % de recuperacion = Concentracion de CYFRA 21-1 obtenida x Factor de dilucion /
Concentracion de CYFRA 21-1 sin diluir.
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Especificidad analitica

La especificidad media del ensayo EIA CYFRA 21-1 es del 100% % 15%.

Se realizaron estudios de recuperacion para comparar sueros que contienen los
siguientes compuestos en las concentraciones indicadas con sueros de control.
Se emple¢ la directriz EP7-A (19) del NCCLS para disefar los experimentos sobre
interferencias. Se estudiaron las siguientes sustancias y concentraciones y se observo

que no interfieren con la prueba.

Interferencias séricas enddgenas

Concentracion del andlisis

Triglicéridos 30 mg/mL
Bilirrubina 0,2 mg/mL
Hemoglobina 5 mg/mL
Proteina total 120 mg/mL

Interferencias con medicamentos quimioterapéuticos

Concentracion del analisis

Carboplatino 500 pg/mL
Cisplatino 165 pg/mL
Dexametasona 10 pg/mL
Doxorubicina 1,16 pg/mL
Leucovorina 2,68 ug/mL
Metotrexato 45 pg/mL
Paclitaxel 3,5 ng/mL

Enfermedades clinicas que pueden interferir

El ensayo EIA CYFRA 21-1 se evaluo utilizando muestras con HAMA y factor

reumatoide (FR) para evaluar adicionalmente la especificidad del ensayo. Se evaluaron
seis muestras positivas para HAMA y cinco muestras positivas para FR con respecto
al porcentaje de recuperacion del antigeno CYFRA 21-1 afiadido a cada muestra
aproximadamente a 5 y 25 ng/mL. Los resultados de recuperacion media se resumen
en la tabla siguienteX

Enfermedad clinica Niimero de muestras Y% de recuperacion media

HAMA 6 98
FR 5 101

* Datos representativos; los resultados de laboratorios especificos pueden diferir
de estos datos.
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GARANTIA

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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