CDG PCT ELISA RAPID
Product Code: BM-PCT-96E

Seccién 1 — Introduccién y uso previsto

ElI CDG PCT RAPID ELISA es una prueba inmunoenzimatica micro pozos para la
deteccion cualitativa y cuantitativa de Procalcitonina en suero o plasma humano.
Se utiliza para el diagndstico y control del tratamiento de infecciones bacterianas
y sepsis severas.

Seccién 2 — Resumen y explicacion del método

La Procalcitonina (PCT) es una pequefia proteina de 116 residuos de amino&cidos
con un peso molecular de aproximadamente 13 kDa. La PCT se produce
normalmente en las células C de la glandula tiroides. En 1993, se reportaron
niveles elevados de PCT en pacientes con una infeccién del sistema de origen
bacteriano y, ahora la PCT se considera como el principal marcador de trastornos
acompafiados por inflamacién sistémica y sepsis. El valor diagnéstico de la PCT
es importante debido a la estrecha correlaciéon entre concentracion de PCT y
gravedad de la inflamacion. En personas sanas la concentracion de PCT es
menor a 0.1 ng/mL. Los niveles de PCT aumentan rapidamente después de una
infeccién bacteriana con consecuencias sistémicas. También puede elevarse por
quemaduras severas, cirugia mayor 6 en neonatos. Sin embargo, también regresa
a su estado basal rapidamente. Empero, en la mayoria de las infecciones virales,
colonizacién bacteriana, infecciones localizadas, desordenes alérgicos,
enfermedades autoinmunes y trasplantes usualmente no se obtienen aumentos
significantes de PCT (PCT < 0.5 ng/mL). Por lo tanto, mediante la evaluacion de
las concentraciones de PCT, los médicos también son capaces de evaluar el
riesgo de progresion de sepsis grave y shock séptico.

Seccion 3 — Principio del ensayo

El principio de CDG PCT RAPID METHOD ELISA es una prueba
inmunoenzimatica tipo sandwich o captura de un paso. El ensayo utiliza dos
anticuerpos monoclonales especificos (captura y deteccién) dirigidos hacia el
mismo antigeno, pero a diferentes epitopes. El anticuerpo de captura recubre el
pozo de reaccion; entonces, el antigeno es afiadido (muestra) conjuntamente con
el anticuerpo de deteccion (conjugado); durante a incubacién se produce un
complejo tipo sandwich conformado por el anticuerpo fijado en el pozo, el antigeno
(muestra) y el anticuerpo de deteccién, que a su vez esta conjugado a una
molécula HRP (peroxidasa de rabano). Luego de 5 lavados, se remueven las
particulas no fijadas, y se procede a afiadir el sustrato TMB-HRP y posteriormente
la solucién de parada. El resultado de reaccién se mide espectrofotométricamente,
en donde la concentracion de PCT es proporcional a la intensidad de misma. El
kit incluye un cut-off (calibrador) de 0.5 ng/mL el cual se debe correr
conjuntamente con la muestra, y que funciona como cut-off y calibrador a la vez.
Las absorbancias de las muestras que resulten por debajo de la absorbancia del
calibrador cut-off se consideran menores a 0.5 ng/mL (negativas). Para titular
muestras positivas, se debe calcular un factor de calibraciéon para calcular las
concentraciones entre 0.5 ng/mL y 10 ng/mL.

Seccion 4 — Contenido del kit

1. 1 Microplaca de inmunoensayo de 96 pozos rompibles, sensibilizada
con Anti-human-PCT antibody.

2. 4 Calibradores/Cut-off liofilizados de 1 mL c/u, concentracion de PCT
0.5 ng/mL

3. Conjugado enzimatico 8,0 mL, en una matriz proteica estabilizada
con preservativos.

4. Sustrato TMB 12,0 mL

5. Solucién de parada acida 8,0 mL

6 Solucién de lavado concentrada 20x 50mL (requiere preparacion).

Materiales requeridos, pero no suministrados en el kit:

-Pipetas monocanales y multicanales ajustables

-Lavador de placas automaticos

-Lector de microplacas

Seccion 5 — Conservaciéon

Conservar componentes del kit entre 2-8 Grados Centigrados.

El calibrador una vez reconstituido debe ser alicuotado y almacenado a -20
Grados centigrados.

Seccion 6 — Estabilidad y Manejo de reactivos

Maneje los reactivos en condiciones asépticas para evitar contaminacion
microbiana. No deje que la placa se seque entre el lavado y la adicién de reactivo.
El componente de sustrato es sensible a la luz. Evitar la exposicién a la luz. La
solucion de sustrato no debe entrar en contacto con acidos, materiales
combustibles y agentes oxidantes o reductores fuertes. Asegurese de que ningin
componente metalico entre en contacto con el sustrato sin haber probado
previamente su compatibilidad.

CDG Biotech Corp. no se hace responsable por el mal manejo de los reactivos
incluidos en el kit.

Seccidén 7 — Precauciones

1. Solo para diagndstico in vitro. Solo para uso profesional. 2.Use solo los
componentes del kit. No mezcle componentes de diferentes kits o fabricantes a
menos que se especifique. 3. Se deben utilizar puntas de pipeta nuevas y limpias
para cada paso del ensayo. Use s6lo material limpio, preferiblemente desechable.
4.Use guantes protectores desechables, bata de laboratorio y proteccion para los
ojos al manipular muestras. Lavese bien las manos después de manipular las
muestras. Ademas, siga todos los protocolos de seguridad en uso en su
laboratorio.5. No utilizar en caso de dafios al empaque. 6. Nunca pipetear con la
boca. 7.Los calibradores, los pocillos de reaccién, los conjugados y el calibrador
en este kit incluyen sustancias de origen animal. Todos los componentes han sido
evaluados y han resultados negativos para, antigeno de superficie de la hepatitis
B (HBsAQg), anticuerpos contra la hepatitis C y anticuerpos contra el virus de la
inmunodeficiencia humana, los sueros de control y las muestras de pacientes
deben manipularse como potencialmente infecciosos. Los pozos de reaccion
estan recubiertos con antigeno inactivado. Sin embargo, deben considerarse
potencialmente infecciosos y manejarse con cuidado. Ningin método actual
puede ofrecer una garantia completa de que los agentes infecciosos estan
ausentes.

8. La solucién de sustrato puede ser irritante para los ojos, el sistema respiratorio
y la piel. En caso de contacto con esta solucion, enjuague bien con agua y busque
atencion médica. Para obtener més informacion, se encuentra disponible a
solicitud la Hoja de datos de seguridad del material. 9. No use este producto en
procesadores automatizados a menos que hayan sido previamente validados para
ese proposito. 10. Todo el material debe manipularse y eliminarse como
potencialmente infeccioso. Observe las regulaciones locales para la eliminacion
de residuos clinicos. 11. CDG Biotech Corp. no se hace responsable por el mal
manejo de los reactivos incluidos en el kit.

Seccion 8-Recoleccion y preparacion de muestras

Todas las muestras de venopuncién ya sean sangre, plasma o suero deben
tomarse con las precauciones habituales. Para una comparacion precisa con los
valores normales establecidos, se debe obtener una muestra de suero en ayunas
por la mafiana. La muestra debe ser recolectada en un tubo tapa roja simple o
(para plasma) en un tubo vacio que contenga heparina. Permita que la sangre se
coagule para obtener muestras de suero. Centrifugue la muestra para separar el
suero o el plasma de las células. Asegurese de procesar las muestras dentro de
las 3-6 horas después de la recoleccion, o guardelas de acuerdo con lo
especificado en la Tabla 1 (evite congelar y descongelar repetidamente). Cuando
se analizan por duplicado, se requieren 0.100 mL (100uL) de muestra mas el
volumen muerto del tubo.

Tabla 1. Recomendaciones para la conservacion de la muestra antes de la
realizacion del andlisis:

G 24 tone
Tonpo s ardvir (25 28°0)  vou
Congrly a -Hrs #masee

Seccion 9 — Control de Calidad

Se debe correr un blanco (control negativo de corrida) de reaccién utilizando buffer
de lavado en vez de muestra.

Para que la prueba sea vélida, la absorbancia del blanco (control negativo) debe
ser menor a la del calibrador/cut-off incluido.

Ademas, CDG Biotech Corp. ofrece controles de calidad con valores previamente
determinados (vendidos por separado) para andlisis de precision intra e inter-
ensayo.Cada laboratorio estad a cargo de probar sus propios controles como
desconocidos en rangos bajo, normal y alto. Todos los rangos utilizados deben
tener limites. Con el fin de seguir el desempefio en cada procedimiento realizado,
se deben usar graficos de CC y los métodos estadisticos pertinentes para
determinar la tendencia. La luminiscencia méaxima debe ser consistente con
experiencias pasadas. Si se observa cualquier desviacién de los estandares de
rendimiento establecidos, puede indicar algin cambio o degradacién en los
reactivos del kit. En este caso se deben utilizar reactivos frescos para determinar
la razon de la variacion.

Seccion 10 — Preparacion de los reactivos

Todos los reactivos suministrados estan listos para usar, a menos que se
especifique lo contrario:

1.Buffer de Lavado: Disuelva el contenido (50mL) de — CDG ® Solucién de Lavado
(20x) hasta 1 litro con agua destilada. Si se forman cristales de sales en la solucion
concentrada durante el almacenamiento, caliente la solucién a 37 ° C antes de
diluir. Una vez diluido, almacene a 2-8.

2. Reconstituir los calibradores liofilizados con 1 mL de agua destilada o
desionizada. Los calibradores reconstituidos son estables por 2dias a 2-8 °C.
(Para periodos mas largos es recomendable alicuotar y congelar después de
reconstituido).

Seccion 11 — Procedimiento
Nota: La prueba debe ser realizada por un individuo calificado o profesional
capacitado.
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1. Afiadir 50 pL Muestra, calibrador y control de corrida al pozo respectivo (para el
control de corrida colocar 50 pL de buffer de lavado preparado)

2. Afadir Conjugado 50 pL, y mezclar levemente por 30 segundos

3. Incubar a temperatura ambiente por 20 minutos

4, Lavar cada pozo 4-5 veces con 350 pL de solucion de lavado, secar bien volteando
la placa en papel absorbente

5. Afadir 100 pL de sustrato TMB a cada pozo

6. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos

7. Afadir 50 pL de solucion Stop y mezclar levemente por 10 segundos

8. Leer absorbancias a 450nm (filtro de referencia 620-630nm)

Seccidn 12 -Célculo de los resultados
Los resultados del CDG PCT ELISA RAPID se reportan en ng/mL

Reporte cualitativo:

Negativo: Si la absorbancia de la muestra es menor que la absorbancia del calibrador cut-off
incluido en el kit, el resultado de la muestra se considera negativo, menor a 0,5 ng/mL

Positivo: Si la absorbancia de la muestra es mayor que la absorbancia del calibrador cut-off
incluido en el kit, el resultado de la muestra se considera positivo, mayor a 0,5 ng/mL

Reporte cuantitativo:

Titulacion de muestras positivas:

Calcular calibrador:

Factor de calibracién: 0.5 (ng/ml) / Absorbancia calibrador/cut-off

Célculo de resultados:

Absorbancia de la muestra x Factor = resultado de la muestra ng/mL

Nota: Para resultados calculados que superen 10 ng/mL, se deber reportar > 10 ng/mL, o diluir la
muestra con un diluente apropiado para su reprocesamiento (un diluente apropiado puede ser un
suero o plasma que se conozca hegativo para PCT)

Seccidn 13 — Andlisis de riesgo

Andlisis de riesgo y SDS, segun lo exige la Directiva CE Mark IVD 98/79/EC para este y otros
dispositivos fabricados por CDG Biotech Corp, se pueden solicitar por correo electrénico a
info@cdgbiotech.com

Seccion 14 — Interpretacion de resultados

1.Las mediciones y la interpretacion de los resultados deben sean realizadas por personal
capacitado.

2. Los resultados de laboratorio por si solos son solo un aspecto para determinar la atencién del
paciente y no deben ser la Unica base para la terapia, especialmente si los resultados entran en
conflicto con otros factores determinantes.

3. Los reactivos para el sistema de ensayos se han formulado para eliminar la mayoria de las
interferencias; sin embargo, la interaccién potencial entre muestras de suero raras y los reactivos
del ensayo pueden causar resultados erréneos. Los anticuerpos halteréfilos a menudo causan
estas interacciones y se sabe que ocasionan problemas para todo tipo de inmunoanalisis. Para
fines de diagnéstico, los resultados de este ensayo deben ser usados en combinacién con el
examen clinico, el historial del paciente y todos los demas hallazgos clinicos7.

4.Para obtener resultados de ensayos validos, los controles adecuados y otros parametros deben
estar dentro de los rangos y los requisitos de ensayo enumerados.

5. CDG Biotech Corp no tendr& ninguna responsabilidad si se realizan modificaciones a los kits
de ensayo, (como mezclar partes de diferentes kits) que pudiesen producir resultados falsos del
ensayo, o si los resultados son interpretados incorrectamente.

Seccion 15 — Rendimiento

Variable, depende del nimero de muestras procesadas por corrida.

Sensibilidad

La sensibilidad analitica se calcul6 a partir de la media menos dos desviaciones estandar de
veinte (20) andlisis repetidos del Calibrador 0 y se encontr6 que era de 0.4 ng/ml

Méximo Limite de deteccion

10 ng/mL

Rango dindmico

0.5 ng/mL — 10 ng/mL

Precision, intra e inter-ensayo CV%

La precision intra e inter-ensayo del CDG PCT ELISA RAPID fue determinado mediante analisis
de dos diferentes niveles de grupos de suero control, determinandose entre 5 a 15%.

Seccién 16— Rango de valores esperados
Rango Normal: 0 - 0,5 ng/mL

PCT se detecta dentro de 3-6 horas de infeccion bacteriana. El aumento de la concentracion esta
directamente relacionado con la gravedad de la infeccién. Se aconseja a cada laboratorio que
establezca sus propios rangos para poblaciones normales y anormales. Estos rangos siempre
dependen del lugar, la poblacion, el laboratorio, la técnica y la especificidad del método. Estos
rangos solo deben usarse como guia.
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