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. USO PREVISTO

El inmunoanalisis para la deteccion de EPO de Biomerica se utiliza para la
determinacién cuantitativa de Eritropoyetina (EPO) en el suero humano. Este analisis
estd destinado a uso diagndstico in vitro, como complemento para el diagndstico de
anemias y policitemias. Con el advenimiento de la administracion de eritropoyetina
recombinada como terapia biol6gica para aumentar la masa de eritrocitos, puede
utilizarse un andlisis de eritropoyetina para facilitar la prediccién y el monitoreo de la
respuesta al tratamiento con eritropoyetina recombinada en personas con anemia.

1. RESUMEN Y EXPLICACION

La eritropoyetina (EPO) es una proteina altamente glucosilada con un peso molecular
de 30.000 — 34.000 daltones aproximadamente. La EPO humana es un polipéptido que
consta de 165 aminoacidos y contiene una cadena de carbohidratos enlazada por O y
tres enlazadas por N'. La EPO recombinada es un buen sustituto de la proteina nativa
para su utilizacidn en inmunoanalisis?. Los niveles de EPO en suero dependen de la tasa
de produccién y la tasa de depuramiento de la proteina. El noventa por ciento de la EPO
se produce en las células peritubulares del rifién adulto, en respuesta a una disminucion
de la oxigenacion de los tejidos®“. La evidencia indica que la proteina de estas células
que detecta la saturacion de oxigeno de la sangre es una fraccién que contiene
hemoglobina®. A medida que el pO2 del plasma (una funcién del hematocrito)
disminuye, la concentracién de EPO aumenta®. También hay observaciones que
sugieren la presencia habitual de una correlacién inversa entre los niveles de EPO en
suero y la masa de eritrocitos’.

La cuantificacién de la concentracién de eritropoyetina en el suero sirve como un
complemento diagnéstico para determinar la causa de la anemia o la eritrocitosis. La
anemia aplésica, la anemia hemolitica y la anemia ferropénica producen una elevacion
de la EPO en el suero. Por lo general, los niveles de EPO en pacientes con anemia
secundaria producida por insuficiencia renal y otros trastornos como el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) son inadecuadamente bajos para el grado de
anemia. Esto se origina principalmente por una disminucion de la capacidad del rifidén
enfermo para producir cantidades adecuadas de EPO®. Las bajas concentraciones de
EPO pueden constituir una advertencia temprana de rechazo de un trasplante de rifion°.
La EPO también puede utilizarse para monitorear pacientes con SIDA que estén
realizando una terapia con Zidovudina (AZT). Un aumento en la concentracion de EPO
verifica que la anemia asociada con una terapia con Zidovudina (AZT) se debe a
hipoplasia de eritrocitos o aplasia®®.

La policitemia rubra vera o eritrocitosis primaria (un aumento de la masa de eritrocitos)
se origina debido a una hiperproduccion no estimulada de eritrocitos. Por lo tanto, el
aumento en la hemoglobina provoca una disminucion en la produccion de EPO, lo que
a su vez origina niveles anormales de EPO en el suero®. Las policitemias secundarias,
que también se caracterizan por un aumento en la masa total de eritrocitos, se producen
como una respuesta fisiol6gica a niveles elevados de EPO circulatoria provocados por
hipoxia de los tejidos. La hipoxia puede producirse por factores tales como fibrosis
pulmonar, trastornos cardiovasculares, exposicion prolongada a gran altitud, formas
anormales de hemoglobina o tratamientos con drogas®®. Algunos tumores producen EPO
y, en estos casos, la EPO puede utilizarse como indicador del tumor para monitorear la
efectividad del tratamiento.

I. PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El inmunoanalisis para la deteccién de eritropoyetina de Biomerica es inmunoanalisis
[ELISA] de dos sitios para la medicién de la cadena acida biolégicamente activa de 165
aminoacidos. Utiliza dos anticuerpos monoclonales de raton diferentes a la EPO
humana, especificos para regiones bien definidas en la molécula de EPO. Uno de ellos
estd biotinilado y el otro estd marcado con peroxidasa de rabano [HRP] para deteccion.

Pocillo de estreptavidina - AntiEPO biotinilada (monoclonal de ratén) -- EPO --
AntiEPO conjugada con HRP (monoclonal de ratén)

En este andlisis, los calibradores, los controles y las muestras de los pacientes se incuban
simultdneamente con el anticuerpo marcado con enzimas y un anticuerpo acoplado con
biotina en un pocillo de microplaca recubierto con estreptavidina. Al final de la
incubacion del analisis, el micropocillo se lava para eliminar componentes sueltos y la
enzima enlazada a la fase sélida se incuba con el sustrato, tetrametilbencidina (TMB).

Se agrega luego una solucioén de parada 4cida para interrumpir la reaccién, cambiandose
el color a amarillo. La intensidad del color amarillo es directamente proporcional a la
concentracion de EPO en la muestra. Se genera una curva dosis-respuesta de la unidad
de absorbancia frente a la concentracion mediante la utilizacién de los resultados
obtenidos de los calibradores. Las concentraciones de EPO presentes en los controles y
las muestras de pacientes se determinan directamente a partir de esta curva. Los
estandares de Biomerica, Inc. se han ajustado al estandar internacional de eritropoyetina
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cual consiste en EPO derivada de
ADN recombinado. El estandar de referencia de la OMS que se utilizé fue el 1° estandar
internacional de eritropoyetina (87/684).

IV.  COMPONENTES DEL KIT

dC;n;[thonentes Descripcion Cantidad
RGT 1 = Reactivo 1 Anticuerpo de EPO biotinilado [EPO antihumana 1x3,5mL
monoclonal de ratén] que contiene ProClin 300 como
conservante
RGT 2 = Reactivo 2 Anticuerpo de EPO marcado con peroxidasa (enzima) 1x35mL
[EPO antihumana monoclonal de ratén]
RGT A = Reactivo A Concentrado de lavado de ELISA [salino con agente 1x30mL
tensioactivo y con el conservante hidrocloruro de
ciprofloxacino]
RGT B = Reactivo B Sustrato TMB [tetrametilbencidina] 1x20 mL
SOLN = Solucién de Solucién de parada para ELISA [4cido sulfarico 1 N] 1x20mL
parada
PLA = Microplaca Un soporte con tiras recubiertas de estreptavidina. 12 tiras de 8
pocillos

CAL = Calibradores

E: exactas
F:

Hormona EPO sintética liofilizada. EI Calibrador cero

A 0miU/mL liofilizado es una solucion proteica con bufer y los calibrador cero
B! consulte las etiquetas demas calibradores se componen de hormona EPO
" del vial para obtener sintética (1-165) en solucién p[oteica con bufer. Estos 1x2mL para
" Jas concentraciones estandares se han ajustado al 1” estandar internacional todos los
: de eritropoyetina de la Organizacién Mundial de la demas

Salud [EPO derivada de ADN recombinado] (87/684).
Cada calibrador contiene el conservante hidrocloruro de
ciprofloxacino

1x4mL parael

calibradores

CTRL = Controles 1y 2

Consulte las etiquetas
del vial para obtener

Liofilizados. 2 niveles. Hormona EPO sintética (1-165)
en solucion proteica con bufer. Cada control contiene el
conservante hidrocloruro de ciprofloxacino

1x2mL por
nivel

los intervalos exactos

MATERIAL Y EQUIPO REQUERIDO PERO NO SUMINISTRADO

. Lector de microplacas capaz de leer a 450 nm y 405 nm.

. Lavadora de microplacas [si no se puede disponer de una lavadora, se acepta el
lavado manual].

e  Pipetas de precision para dosificar 25, 100, 200 y 150 pL.

e  (Opcional): Un dosificador de canales multiples o un dosificador de repeticion
para 25, 100 y 150 pL.

e  Temporizador capaz de obtener una precision de + 2 minutos.

e Agua destilada o desionizada.

e  Agitadores de microplaca: Biomerica ha descubierto que para los didmetros de
agitador indicados a continuacion, los kits de estreptavidina mantendran una
respuesta de rendimiento 6ptima en las siguientes configuraciones de velocidad:

Agl_tadores de Diémetro de agitado Conflgur_acm'n de
microplaca velocidad:
3 mm (0.1118 in) 600 + 10 rpm
Orbitario
19 mm (0.75 in) 170 + 10 rpm
Lineal 25 mm (0.98 in) 170 + 10 rpm

V. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES PARA LOS USUARIOS

Para uso diagnédstico in vitro.

Si bien el disefio especifico de los reactivos suministrados en este kit garantiza la
ausencia de componentes de la sangre humana, las muestras de pacientes, que pueden
presentar anticuerpos de HBsAg, HBcAg o VIH, deben considerarse un riesgo bioldgico
potencial. Deben tomarse las precauciones habituales en la manipulacién de dichas
muestras, como se hace con las muestras de pacientes no analizadas.

La solucion de parada consiste en acido sulfarico 1 N. Se trata de un &cido potente. Si
bien el mismo se encuentra diluido, debe manipularse con cuidado. Puede producir
quemaduras y debe manipularse con guantes, gafas y ropa protectora adecuada.
Cualquier derrame debe enjuagarse inmediatamente con abundante cantidad de agua.
No respire cuando advierta el vapor del mismo y evite su inhalacion.

El reactivo 1 de ELISA, el anticuerpo de EPO biotinilado, contiene ProClin 300 como
conservante. Evite el contacto y utilice guantes al manipular este reactivo. En caso de
producirse el contacto accidental con la piel, lavela inmediatamente con jabon suave y
agua. En caso de que el reactivo entre en contacto con los ojos, lavelos con abundante
agua por 15 minutos. En caso de ingestion, evite el vdmito y suministre abundante
cantidad de agua. Consulte inmediatamente con un médico.

El Reactivo A de ELISA, el concentrado de lavado y los calibradores y controles de
EPO contienen hidrocloruro de ciprofloxacino como conservante. Mantenga estos



productos alejados del personal que haya demostrado sensibilidad a drogas basadas en
Quinoleina. Las mujeres que estén embarazadas o crean estarlo deben evitar todo
contacto con el Ciprofloxacino.

Si se observa turbidez en algln reactivo, no realice el ensayo y péngase en contacto con
su distribuidor.

Se encuentran a la venta diversos tipos de agitador con diferentes especificaciones. En
caso de que el agitador de microplaca no se encuentre dentro del intervalo especificado
anteriormente, se anima a cada laboratorio a establecer su propio intervalo éptimo.

VI. RECOPILACION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

La determinacién de la EPO debe realizarse en suero humano. Para realizar un analisis
de la muestra por duplicado, se requiere 400 pL de suero humano. Se recomienda
especialmente que la muestra se recolecte entre las 7:30 a.m. y las 12:00 del mediodia,
ya que se ha informado sobre la variacion diurna de la eritropoyetina en diferentes
estudios.!**2 Recolecte sangre completa sin anticoagulante y permita, si fuera posible,
que la misma se coagule entre 2-8°C. Se ha informado que las muestras de suero
coaguladas a temperatura ambiente (22°C a 28°C) provocaron una disminucion en el
valor de la EPO, la cual fue evaluada a través de un radioinmunoanalisis de
aproximadamente un 30% de la coagulacion sobre hielo.*® Luego, el suero debe
separarse inmediatamente, preferentemente en una centrifugadora refrigerada, y
almacenarse a -15°C o0 menos. Las muestras de suero pueden almacenarse hasta 24 horas
a 2-8°C. Las muestras de suero congeladas a -15°C son estables por un méximo de 12
meses. No almacene muestras en congeladores con descongelamiento automatico. Evite
el congelamiento y descongelamiento repetido de las muestras. Para el almacenamiento
de muestras a largo plazo, se recomienda la colocacion de las mismas en tubos para
muestras o viales antes de proceder a su congelamiento. Antes de utilizarlas, deje que
las muestras alcancen la temperatura ambiente (22°C a 28°C) y mezcle invirtiendo o
revolviendo suavemente. Evite las muestras marcadamente lipémicas o hemolizadas.

VIl. PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE REACTIVOS

Almacene todos los componentes del kit a 2-8 °C.

1. Todos los reactivos, excepto los calibradores, los controles de kit y el concentrado
de lavado, estan listos para usar. Almacene todos los reactivos a 2-8 °C.

2. En el Calibrador cero (Calibrador A), reconstituya el vial con 4 mL de agua
destilada o desionizada y mezcle. En cada uno de los calibradores que no sean cero
(del Calibrador B al F) y en los controles 1 y 2 del kit, reconstituya cada vial con
2 mL de agua destilada o desionizada y mezcle. Permita que los viales reposen 10
minutos y luego mezcle por completo, invirtiendo el envase con cuidado para
obtener la reconstitucion completa. Utilice los calibradores y los controles lo
antes posible luego de la reconstitucidon. Congele (a -15°C) los calibradores y
los controles restantes lo antes posible luego de utilizarlos. Los estandares y los
controles permanecen estables a -15°C durante 6 semanas luego de la
reconstitucion, con un maximo de 3 ciclos de congelamiento/descongelamiento
cuando se manipulan segun lo recomendado en la seccion “Notas de
procedimiento”.

3. ELISA Reactivo A: Concentrado de lavado: Mezcle el contenido del concentrado
de lavado por completo. Si el mismo presenta signos de precipitacion debido al
almacenamiento a una temperatura menor, como podria ser 4°C, disuélvalo
colocando el vial a bafio Maria o en el horno a 37°Cy revuélvalo. Agregue el
concentrado de lavado (30 mL) a 570 mL de agua destilada o desionizada y
mezcle. La solucion de lavado diluida permanece estable por 90 dias cuando la
misma se almacena a temperatura ambiente.

VIIl. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

1. Cologque una cantidad suficiente de Tiras recubiertas de estreptavidina en un
soporte para ejecutar la totalidad de los seis (6) calibradores de EPO, del
Calibrador A al F de los CALIBRADORES DE EPO [la concentracion exacta se
indica en la etiqueta del vial], los controles y las muestras de pacientes. Como
minimo designe dos pocillos para que sirvan como “pocillos de blanco”. Referirse
al paso 9 para la lectura final de placa.

2. Coloque 200 pL de los calibradores, los controles y las muestras en una pipeta y
viértala en el pocillo designado o asignado. Congele (a -15°C) los calibradores y
los controles restantes lo antes posible luego de utilizarlos.

3. Agregue o vierta 25 pL del Reactivo 1 (Anticuerpo biotinilado) en cada uno de los
pocillos que ya contengan los calibradores, los controles y las muestras.

4. Agregue o vierta 25 pL del Reactivo 2 (Anticuerpo marcado con enzimas) en los
mismos pocillos. Golpee ligeramente la microplaca contra un objeto rigido, como
una lapicera, para lograr una mezcla adecuada de la muestra con los reactivos. Para
garantizar una mezcla adecuada, repita los golpecitos 5 veces mas como minimo
con cada uno de los tres lados restantes de la placa. Proceda con cuidado para
evitar derrames. Cubra la o las microplacas con una bandeja o una pelicula de
aluminio para evitar la exposicion a la luz y coléquelas en un agitador preparado
a la configuracion recomendada (consulte la seccion 1V) durante 2 horas + 15
minutos a temperatura ambiente (22-28°C).

5. Primero, aspire el fluido completamente y luego lave/aspire cada pocillo cinco (5)
veces con la solucion de lavado activa (preparada a partir del Reactivo A),
utilizando una lavadora de micropocillos automatica. El volumen de solucion de
lavado debe prepararse para verter 0,35 mL en cada pocillo.

6.  Agregue o vierta 150 pL de la prueba ELISA Reactivo B (sustrato TMB) en cada
uno de los pocillos. Golpee suavemente la microplaca como se describe en el Paso
N° (4).

7. Con una cubierta adecuada para evitar la exposicion a la luz, coloque la o las
microplacas en un agitador preparado a la configuracién recomendada (consulte
la seccion 1V) durante 30 + 5 minutos a temperatura ambiente (22-28°C).

8.  Agregue o vierta 100 pL de la solucion de parada en cada uno de los pocillos.
Golpee suavemente la microplaca como se describe en el Paso N° (4). Proceda con
cuidado para evitar derrames.

9. Lea la absorbancia de la solucion en los pocillos dentro de los 10 minutos,

utilizando un lector de micropocillos establecido en 450 nm. Antes de la lectura,
asegurese de que ambos “pocillos de blanco” mencionados en el punto 1, estén
llenos con 250 pL de agua destilada o desionizada. Lea la placa nuevamente con
el lector establecido en 405 nm contra agua destilada o desionizada.
Nota: La segunda lectura tiene como objetivo extender la validez analitica de la
curva de calibracion al valor aproximado de 450 mIU/mL, representado por el
calibrador més alto (la concentracion exacta se encuentra impresa en la etiqueta
del vial y presentard minimos cambios de un lote a otro). Por lo tanto, las muestras
de pacientes con EPO son > al penultimo calibrador (el 2° més alto). Es decir que
el Calibrador E puede cuantificarse contra una curva de calibracion que consista
en las lecturas ascendentes hasta alcanzar la concentracién equivalente al
calibrador més alto, utilizando la lectura de 405 nm, lejos de la longitud de onda
de absorbancia maxima. Las muestras de pacientes y controles para la
determinacién de las concentraciones de EPO que alcancen la concentracién del
Calibrador E deben leerse utilizando la lectura de 450 nm. Las lecturas de
concentraciones de EPO superiores a la del Calibrador E deben interpolarse
utilizando la lectura de 405 nm.

10. Con los valores de absorbancia finales obtenidos en el paso anterior, trace dos
curvas de calibracién utilizando una lectura de 405 nm y una lectura de 405 nm
mediante una spline clbica, una logistica de 4 pardmetros o una interpolacion
punto a punto para cuantificar la concentracion de EPO.

NOTAS DE PROCEDIMIENTO

. Las muestras con valores inferiores al limite de deteccion (1,1 mIU/mL) deben
informarse como “< 1,1 mlU/mL”.

. Se recomienda analizar la totalidad de los calibradores, los controles y las muestras
de pacientes por duplicado, hasta que el analista o el técnico haya obtenido
suficiente experiencia (como lo demuestra el coeficiente de duplicacion de
variacion inferior al 10% [excepto para los valores inferiores al 2° estdndar mas
bajo distinto de cero] y la capacidad para obtener resultados para los controles del
kit dentro de los intervalos aceptables).

. Las muestras deben colocarse en pipetas y verterse en el pocillo con una minima
cantidad de burbujas de aire.

. Las muestras de pacientes con valores superiores al calibrador més alto
(Calibrador F), que es de 450 mIU/mL aproximadamente (vea la concentracion
exacta en la etiqueta del vial, ya que la misma puede variar de un lote al otro),
deben diluirse con el Calibrador A (Calibrador cero) y volver a analizarse.
Multiplique el resultado por el factor de dilucion. Alternativamente, el resultado
puede ser superior a la concentracién del calibrador més alto (Calibrador F). Por
ejemplo, si el Calibrador F tiene un valor de EPO asignado de 494 mlU/mL, el
informe debe indicar “> 494 mlU/mL”.

. Los reactivos de nimeros de lote diferentes no deben intercambiarse.

. Si lo prefiere, mezcle el Reactivo 1 (anticuerpo biotinilado) y el Reactivo 2
(anticuerpo marcado con enzimas) en una botella &ambar limpia empleando a tal
fin volimenes iguales y cantidades suficientes para el analisis. El reactivo
combinado se mantiene estable por siete (7) dias si se almacena a 4°C. Luego,
vierta 50 pL del anticuerpo mezclado en cada pocillo. Este método alternativo
debe reemplazar al Paso (3) y (4), seqguido por la incubacion.

e Al mezclar, evite salpicar los reactivos fuera de los pocillos. Esto afectara la
precision y la exactitud del analisis.

IX. CALCULO DE LOS RESULTADOS

Método manual

1. Para las lecturas de 450 nm, dibuje una curva dosis-respuesta (curva de
calibracidn) utilizando los primeros cinco calibradores suministrados, es decir, los
Calibradores A, B, C, Dy E. Para las lecturas de 405 nm, dibuje una segunda curva
dosis-respuesta utilizando los Calibradores D, E y F.

Dibuje una curva dosis-respuesta (curva de calibracion) utilizando Calibradores
A ,B,C,DyE.

2. Asigne la concentracion para cada calibrador indicada en el vial en mIU/mL Trace
los datos de la curva de calibracion en papel milimetrado para gréficos con la
concentracion en el eje X y la unidad de absorbancia en el eje Y.

3. Dibuje una linea recta entre 2 puntos adyacentes. Este algoritmo matematico se
conoce comUnmente como el calculo “punto a punto”. Obtenga la concentracion
de la muestra ubicando la unidad de absorbancia en el eje Y y buscando el valor



de concentracién correspondiente en el eje X. Las muestras de control y las
muestras de pacientes deben leerse utilizando la lectura de 450 nm para las
concentraciones de EPO hasta el penultimo calibrador [2° calibrador mas alto], es
decir el Calibrador E. Las concentraciones de EPO superiores a la concentracion
del pendltimo calibrador (156 mIU/mL en el ejemplo incluido a continuacion)
deben interpolarse utilizando la lectura de 405 nm.

Método automatico:

4. Los programas informaticos que utilizan la spline cubica, 4 PL [Logistica de 4
parametros] o el calculo punto a punto pueden resultar adecuados. Para las lecturas
de 450 nm, dibuje una curva dosis-respuesta (curva de calibracién) utilizando los
primeros cinco calibradores suministrados, es decir, los Calibradores A, B, C,D y
E. Para las lecturas de 405 nm, dibuje una segunda curva dosis-respuesta
utilizando los Calibradores D, E, y F. Dibuje una curva dosis-respuesta (curva de
calibracién) utilizando Calibradores A, B, C, D, y E.

Datos de muestra a 450 nm [lectura de unidad de absorbancia bruta contra agua
destilada o desionizada]

Pocillo de microplaca Unidad de Unidad de Unidad de EPO
absczrbancia absgrbancia absorbancia miu/mL
de 1 lectura de 2 lectura promedio

Calibrador A 0,006 0,006 0,006 0

Calibrador B 0,094 0,092 0,093 10,3

Calibrador C 0,232 0,219 0,226 24,8

Calibrador D 0,509 0,474 0,492 48

Calibrador E 1,918 1,799 1,859 156

Control 1 0,171 0,170 0,171 18,2

Control 2 2,270 2,200 2,240 184

Muestra de paciente 1 0,012 0,012 1,1

Muestra de paciente 2 0,031 0,031 3,2

Muestra de paciente 3 0,089 0,089 9,6

Muestra de paciente 4 0,508 0,508 50,1

Muestra de paciente 5 3,283 3,283 >156*

* Debido a que la concentracién de estas muestras es > a la concentracién del Calibrador E, por
ejemplo 156 mIU/mL, se recomienda utilizar los datos obtenidos en la lectura de 405 nm, como se
muestra en los Datos de muestra a 405 nm en la tabla a continuacion.

Datos de muestra a 405 nm [lectura de unidad de absorbancia bruta contra agua
destilada o desionizada]

Pocillo de Microplaca Unidad de Unidad de Unidad de EPO
absorbancia absorbancia absorbancia miu/mL
de 1" lectura de 2" lectura promedio

Calibrador A 0,000 0,000 0,000 0

Calibrador D 0,140 0,130 0,135 48

Calibrador E 0,538 0,508 0,523 156

Calibrador F 2,060 2,030 2,040 523

Control 1 0,046 0,044 0,045 <156**

Control 2 0,649 0,626 0,638 184

Muestra de paciente 1 0,000 0,000 <156**

Muestra de paciente 2 0,007 0,007 <156**

Muestra de paciente 3 0,023 0,023 <156**

Muestra de paciente 4 0,140 0,140 <156**

Muestra de paciente 5 1,161 1,161 302

** Para las muestras con concentraciones < a la concentracién del Calibrador E, por ejemplo 156
mlU/mL, se recomienda utilizar los datos obtenidos en la lectura de 450 nm, como se muestra en los
Datos de muestra a 450 nm en la tabla anterior. Esta practica debe producir los resultados con
optima sensibilidad del analisis. NOTA: Los datos presentados solo tienen fines de
ilustracion y no deben utilizarse en lugar de los datos generados durante el andlisis.

X. CONTROL DE CALIDAD

Las muestras de control o los grupos de sueros deben analizarse con cada ejecucion de
los calibradores y las muestras de pacientes. Los resultados generados a partir del
andlisis de las muestras de control deben evaluarse para su aceptacion utilizando los
métodos estadisticos adecuados. Cuando el laboratorio introduce por primera vez este
andlisis de EPO, la publicacion de los resultados de las muestras de pacientes deben
realizarse segun los resultados de control de kit se encuentren dentro de los intervalos
aceptables sugeridos. Si uno 0 mas de los valores de muestras de control de calidad se
encuentran fuera de los limites aceptables, el analisis debe repetirse. Una vez que el
laboratorio ha generado datos propios, los parametros de control de calidad deben
basarse en los datos estadisticos del laboratorio, utilizando los controles del kit y/o los
grupos de sueros elaborados por el laboratorio. Deben utilizarse los diagramas de Levy-
Jenning sobre resultados de control. Si los resultados de todas las muestras de control se
encuentran dentro de las desviaciones estandar medias de + 2, sin tendencias definitivas
ni sesgo de los datos de control de calidad, el anlisis debe considerarse aceptable. Se
debe seguir la regla de Westgard a fin de cumplir con las regulaciones de CLIA 88. Si
los resultados de control no se incluyen dentro de los parametros establecidos descritos,
los resultados del analisis no serén validos.

XI. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
A semejanza de lo que sucede con cualquier analito utilizado como adjunto diagnostico,

los resultados de EPO deben interpretarse cuidadosamente con las presentaciones
clinicas generales y otras pruebas de diagndstico complementarias.

Se han incorporado a los reactivos las proteinas IgG purificadas de la misma especie
que las proteinas para las que se derivaron los anticuerpos de captura y etiqueta, ademas
de un bloqueador de anticuerpos heter6filos comercial a fin de minimizar estos
anticuerpos.* No obstante, no hay garantias de la eliminacion completa de la
interferencia heteréfila. Por lo tanto, se recomienda analizar tres diluciones como
minimo de todo resultado elevado y/o potencialmente positivo para detectar ausencia de
paralelismo comparado con los estandares de referencia.’®

Debido a que los resultados obtenidos con un analisis de EPO comercial pueden diferir
significativamente de los obtenidos con otro tipo de anélisis, se recomienda que toda
prueba en serie realizada en el mismo paciente durante un periodo de tiempo se lleve a
cabo con la misma prueba EPO comercial.’® Es posible que esta prueba no sea lo
suficientemente sensible para discriminar coherentemente los valores de EPO inferiores
anormales de los niveles de EPO normales.

Los niveles de EPO inferiores a lo previsto se han presentado en anemias asociadas a
las siguientes enfermedades: artritis reumatoidea, sindrome de inmunodeficiencia
adquirida, cancer, colitis ulcerosa'’, drepanocitosis, presentandose también en neonatos
prematuros.’® Luego de un trasplante alogénico de médula Gsea, una respuesta
inadecuada de la eritropoyetina puede demorar la recuperacion de la misma.*’

Los pacientes con hipergammaglobulinemia asociada con el mieloma mdltiple o la
enfermedad de Waldenstrém tienen una produccién deficiente de eritropoyetina en
relacion con la concentraciéon de hemoglobina. Esto se ha vinculado a una mayor
viscosidad del plasma.}” No se ha investigado ninguna droga en relacion con
interferencias en el analisis. Los niveles de EPO en personas con eritrocitosis que viven
en lugares montafiosos de gran altitud pueden normalizarse rapidamente luego de
regresar a lugares bajos.*®

Los suplementos que contienen niveles altos de biotina, como los que se comercializan
para el cuidado del pelo, la piel y las ufias, pueden contener cantidades interferentes de
biotina. Unos niveles mas altos de biotina que la dosis diaria recomendada pueden
causar interferencias con el ensayo. Por lo tanto, es importante comunicarse con los
profesionales sanitarios y con los pacientes sobre la dosis de biotina al recoger las
muestras para evitar resultados de pruebas incorrectos.

Xll.  VALORES PREVISTOS

Los niveles de EPO se midieron en 120 personas aparentemente normales en EE.UU.
con la Prueba ELISA para EPO de Biomerica. Las muestras se realizaron en 61 hombres
y 59 mujeres, de 18 a 96 afios de edad. No existe una diferencia estadistica significativa
en los intervalos de referencia obtenidos a partir de los datos de hombres y mujeres. Este
descubrimiento, que no muestra diferencia alguna entre los dos géneros, coincide con lo
presentado en la documentacion 2. Ademas, los valores de EPO no parecen depender
demasiado de la edad, excepto que los valores mas altos se hayan obtenido en muestras
obtenidas en las primeras fases de la edad adulta (es decir, aproximadamente a los 22 a
42 afos de edad). Al utilizar el método no paramétrico para el analisis de valores de
referencia presentados en la publicacion de NCCLS “How to Define, Determine, and
Utilize Reference Intervals in the Clinical Laboratory” (Como definir, determinar y
utilizar los intervalos de referencia en el laboratorio clinico) (Documento de NCCLS
C28-A, Vol. 15 N° 4), los intervalos de referencia (2,5 — 97,5 percentiles) fueron de
3,22-31,9 mIU/mL para la EPO en suero. Cada laboratorio debe establecer su propio
intervalo de valores normales previstos.

“En pacientes con eritrocitosis provocada por hipoxia no compensada, la EPO
inmunoreactiva en suero es elevada; en pacientes con hipoxia compensada, el nivel de
EPO inmunoreactiva en suero generalmente se encuentra dentro del intervalo normal y
en pacientes con policitemia vera, la EPO inmunoreactiva en suero es normal o baja.
Por lo tanto, mientras un nivel de EPO en suero elevado sugiere que la eritrocitosis es
un fenémeno secundario y un nivel de EPO bajo incluye la posibilidad de eritropoyesis
auténoma, un nivel de EPO normal excluye a la hipoxia y a la produccién de EPO

auténoma como causa de la eritrocitosis”. %

Xlll. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Precision

Se analizaron ochenta y cinco (85) muestras de pacientes, con valores de EPO entre 3,8
y 304 mIU/mL mediante el procedimiento ELISA de Biomerica y un kit de EPO para
ELISA. El andlisis de regresion lineal brinda las siguientes estadisticas:

Prueba ELISA de Biomerica = 0,94 kit ELISA -0,41 mIU/mL
r=0,989 N =85

Sl‘:l RTOTITUaa

La sensibilidad o el limite de deteccion minimo de este analisis se define como el valor
individual menor, que puede distinguirse de cero en el limite de confianza de 95%. La
prueba ELISA para EPO de Biomerica tiene una sensibilidad calculada de 1,1 mlU/mL.
Por lo tanto, los resultados de muestras de pacientes inferiores a 1,1 mlU/mL deben
informarse como “Inferiores a 1,1 mIU/mL”.

Precision y reproducibilidad
La precision intraandlisis de la prueba ELISA para EPO de Biomerica se calcul6 a partir
de 22 determinaciones repetidas en cada una de las dos muestras.



Variacion intraanalisis

Muestra Valor medio (mlU/mL) N° Coeficiente de variacion
A 14,4 22 8,4
B 189 22 48

La precision interanélisis de la Prueba ELISA para EPO de Biomerica se calcul6 a
partir de los datos de dos muestras obtenidos en 22 analisis diferentes.

Variacion interanalisis

Muestra Valor medio (mlU/mL) N° Coeficiente de variacion
A 20,4 22 8,8
B 183 22 51

Especificidad y reactividad cruzada
La reactividad cruzada en la EPO se estudié mediante la incorporacién de diversas
sustancias al Calibrador cero (Calibrador A).

Reactantes cruzados Cantidad de reactantes cruzados
afiadidos
Transferrina humana 400 pg/mL
Bilirrubina humana (no conjugada) 200 pg/mL
Hemoglobina humana 5 mg/mL
Globulina o humana 60 mg/mL
Macroglobulina a2 humana 500 pg/mL
Glucoproteina 4cida o 1 humana, 800 pg/mL
Antitripsina o. 1 humana 500 pg/mL
Triglicéridos 30 mg/mL
Alblmina humana 60 mg/mL
Gammaglobulina humana 60 mg/mL
ACTH (molécula intacta: secuencia de aminoacidos 1-39) 5000 pg/mL
TSH (tirotropina) 100 plU/mL

Ninguno de los reactantes cruzados interfiere con esta prueba ELISA para EPO en las
concentraciones estudiadas. Los cambios minimos observados en la EPO ante algunos
reactantes cruzados se encontraban dentro de los limites estadisticos de la variacion
intraanalisis.

Recuperacion
Se agregaron diversas cantidades de EPO a cuatro sueros de pacientes diferentes para
determinar la recuperacion. Los resultados se describen en la siguiente tabla:

Muestra EPO EPO Valor Valor Recuperacion
de Suero Endogeno Afadida Previsto Medido F%)
(mlU/mL) (mlU/mL) (mlU/mL) (mlU/mL)
79 - - - -
A 71 50,0 571 52,8 92,5%
55 150,0 155,5 150,0 96,5%
6,0 - - - -
B 54 50,0 55,4 57,2 103,2%
4,2 150,0 154,2 168,0 108,9%
53,6 - - - -
C 48,2 50,0 98,2 105,0 106,9%
375 150,0 1875 202,0 107,7%
0 - - -- --
D 0 50,0 50,0 50,2 100%
0 150,0 150,0 145,0 96,7%

Linealidad de diluciones en muestras de pacientes: Paralelismo
Tres muestras de sueros de pacientes se diluyeron con el Calibrador A (Calibrador 0).
A continuacion, se muestran los resultados en mIU/mL:

% del Valor
Muestra Dilucién Valor Previsto Valor Observado Observado +
Previsto
Sin diluir - 247,0 -
A 1:2 1235 119,0 96%
1:4 61,8 58,5 95%
1:8 30,9 28,8 93%
Sin diluir - 139,0 -
B 1:2 69,5 74,0 106%
14 348 39,9 114%
1:8 17,4 19,8 114%
Sin diluir - >500,0 -
c 1:2 - 253,0 -
1:4 126,5 116,0 92%
1:8 63,3 57,0 90%

Efecto gancho de alta dosis
El kit ELISA para EPO de Biomerica no ha exhibido ninglin “efecto gancho de alta

dosis” en diluyente estandar con 200,000 mIU/mL de EPO. Ademas, tres muestras con

valores de EPO altos conocidos (1920 mIU/mL, 1520 mIU/mL y 966 mIU/mL) se
probaron sin dilucién y sus resultados excedieron ampliamente el estandar mas alto.
Sin embargo, las muestras con niveles de EPO mayores que el calibrador mas alto
deben diluirse y volver a analizarse para obtener los valores correctos.
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