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1 APLICACION

El kit Alfa-1 microgobulina en orina Optilite esta disefiado para la cuantificacién in vitro de
Alfa-1 microgobulina en orina utilizando del analizador Optilite de Binding Site. Este test se
debe usar junto con otras determinaciones clinicas y de laboratorio.

RESUMEN Y EXPLICACION ]

La Alfa-1 microgobulina es una proteina de 26 kd, que también se conoce como proteina
humana formadora de complejos. Pertenece a la superfamilia de proteinas de las
lipocalinas, que tiene estructuras tridimensionales altamente conservadas que forman un
bolsillo de unién con el ligando interno. La Alfa-1 microgrobulina es sintetizada por las
células del higado y se conjuga facilmente con la Inmunoglobulina en suero, aunque
Gnicamente la forma libre se filtra a través del glomérulo y es reabsorbida por las células
tuburales. (Ref. 1 y 2). la alfa-1 microgubilina urinaria puede utilizarse para evaluar la
funcién tubular y como indicador precoz de proteinuria. La lesién tubular proximal puede
dar lugar a una reabsorcion comprometida y a niveles incrementados de Alfa-1
microgobulina en orina. La Alfa-1 microgobulina incrementada puede ser, en consecuencia,
un indicio de dafios renales, principalmente en el nivel tubular proximal. (Ref. 3y 4)

3 PRINCIPIO

La evaluacién de la concentracién de un antigeno soluble por turbidimetria supone la
reaccion con un antisuero especifico para formar complejos insolubles. Al pasar la luz a
través de la suspension formada, se transmite y focaliza una porcién de esta luz a un
fotodiodo mediante un sistema de lentes opticas. La cantidad de luz transmitida es
indirectamente proporcional a la concentracién de proteina especifica en la muestra
analizada. Las concentraciones se calculan automaticamente a partir de una curva de
calibracién almacenada en el instrumento.

4 REACTIVOS

4.1 Antisuero: Se suministra en forma liquida estabilizada. Conservantes: 0,1 mol/L
de cloruro sédico y 15 nmol/L de azida sédica.

4.2 Calibradores y controles: Preparados a partir de una mezcla de suero humano,
se suministran en forma liquida estabilizada. Contienen 0,099% de azida sédica,
0,1 % de &cido E-amino-n-caproico (EACA) y 0,01% de benzamidina como
conservantes. La concentracion indicada en el certificado de control de calidad se
ha obtenido mediante comparacién con un patrén de calibracién interno.

43 Buffer de reaccion: Contiene 15 mmol/L de &zida sédica como conservante.

Los sueros humanos suministrados en el kit han sido sometidos a screening para
donantes, resultando negativos a la presencia del antigeno de superficie de la hepatitis B
(HBsAg) y a la presencia de los anticuerpos del virus de inmunodeficiencia humana (HIV1 y
HIV2) y del virus de la hepatitis C. Las técnicas usadas estan aprobadas por la FDA (EE.
UU.) o para el diagnéstico in vitro en la UE (directriz 98/79/CE, Anexo Il). Sin embargo,
estas pruebas no garantizan la ausencia de agentes infecciosos. Deben establecerse
métodos de manipulacién y eliminacion adecuados para todos los materiales
potencialmente infecciosos, incluyendo el uso de guantes y vestuario protector adecuado
en todo momento al manipular este producto. Los procedimientos deben ser accesibles
Gnicamente a personal con formacién especifica.

ADVERTENCIA: Este producto contiene azida sédica, por lo que debe ser manipulado con
precaucion. Se deben usar guantes y vestuario protector adecuado en todo momento al
manipular este producto. No trague ni permita el contacto con la piel (especialmente si hay
heridas) o las mucosas. En caso de contacto, lave con abundante agua y consulte a un
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médico urgentemente. En caso de contacto prolongado de la azida sédica con tuberias de
plomo y cobre pueden formarse azidas metélicas explosivas. Cuando se elimine el
reactivo, enjuague con mucha agua los recipientes para evitar la acumulacién de azida.

Este producto debe ser utilizado Gnicamente por personal especializado para los
fines indicados en el apartado Aplicacién. Resulta esencial seguir estas
instrucciones de forma estricta en todo momento. No se garantiza la validez de los
resultados si se utilizan pardmetros diferentes a los indicados en estas
instrucciones.

Los reactivos de diferentes lotes NO son intercambiables.

B ~CVACENAMIENTO Y ESTABILIDAD ]

Los kits no abiertos deben conservarse a 2-8 °C y se pueden usar hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta de la caja del kit. NO CONGELAR. El reactivo, el
calibrador y los controles pueden conservarse refrigerados a 2-8 °C durante tres meses
como maximo tras la apertura, tomando precauciones para evitar la evaporacion. El
reactivo puede almacenarse, sin proteger, en el analizador Optilite durante un maximo de
30 dias, siempre y cuando se deje encendido el interruptor de alimentacion.

OBTENCION DE MUESTRAS Y PREPARACION |

Las muestras de orina pueden almacenarse a 2-8°C durante un maximo de 30 dias; en otro
caso, se deberan alicuotar y congelar a -20°C o a temperatura inferior y almacenarse
durante hasta un maximo de 6 meses (Ref. 5). No congelar y descongelar los sueros mas
de una vez. Evitar el uso de muestras lipémicas, hemolizadas o contaminadas por
microbios, o de muestras que contengan particulas. Es responsabilidad cada laboratorio el
uso de todas las referencias disponibles y/o sus propios estudios para determinar los
criterios de estabilidad especificos para su laboratorio.

8 METODOLOGIA

8.1 Materiales suministrados

8.1.1 1x100 Test Optilite ALM Urine Reagent (reactivo en orina A1M Optilite)
8.1.2 1x2,4mL Optilite ALM Urine Calibrator (calibrador en orina A1M Optilite)
8.1.3 1x1,9 mL Optilite ALM Urine High Control (Control Alto en orina A1M optilite)
8.1.4 1x1,9 mL Optilite ALM Urine Low Control (Control Bajo en orina A1M)

8.2 Materiales necesarios no suministrados con el kit

8.2.1 Materiales necesarios para la preparaciéon de las muestras como tubos para la
recoleccién de la sangre, centrifuga, etc.

8.2.2 Analizador Optilite completamente equipado y operativo.

8.2.3 Las instrucciones actuales de funcionamiento del analizador: Manual de
funcionamiento de Optilite, cédigo INS700.0PT

8.2.4 Diluyente 1 Optilite, cédigo de producto IK709

8.3 Preparacion de los reactivos

Antes de cargar, mezclar por inversién evitando la formaciéon de espuma o burbujas que
podrian interferir en el momento de la aspiracion del reactivo.

8.4 Procedimiento de la prueba

El usuario debera estar familiarizado con el funcionamiento del analizador Optilite
antes de realizar la prueba. Preparar el equipo para su uso segun las instrucciones del
manual de funcionamiento Optilite.

8.4.1 Los parametros para este ensayo se indican en el codigo de barras del certificado
de control de calidad que acompafia al kit (QCcert036.U.OPT). Escanee los
codigos Barcode 1y Barcode 2 para cargar los parametros.

8.5 Rango de medicion

El rango de medicién aproximado del ensayo se indica en la siguiente tabla:

Dilucién del analizador Optilite Rango aproximado (mg/L)
1+0 5-100
1+4 25 - 500
1+9 50 — 1000

I _COoNTROL DE CALIDAD_]

Se deben analizar al menos dos niveles de material de control adecuado una vez al dia
como minimo. Ademas, se deben analizar controles tras la calibracion, con cada nuevo lote
de reactivo y tras el mantenimiento especifico o los pasos de resolucién de problemas
descritos en el Manual de funcionamiento de Optilite.

El andlisis de control se debe realizar de acuerdo a los requerimientos reglamentarios y el
procedimiento estandar de cada laboratorio.

Las concentraciones de los controles que se facilitan se recogen en el adjunto certificado
de control de calidad (QCcert036.U.OPT) Los resultados obtenidos sélo pueden aceptarse
si los resultados de los controles entran dentro del +15 % de la(s) concentracion(es)
indicada(s).

En caso de que un control dé un resultado fuera del rango y se haya empleado una curva
de calibracion almacenada, se recomienda calibrar de nuevo el ensayo. Si al volver a
calibrar los valores del control medidos con la nueva curva siguen fuera del rango, deberan
comprobarse el instrumento y los pardmetros del ensayo antes de repetir el ensayo. Si no
se solucionara el problema, rogamos se dirijan al servicio de asistencia técnica de su
proveedor.

EE_CVITACIONES DEL PROCEDIMIENTO ]

10.1 Los ensayos turbidimétricos no son adecuados para la cuantificacién de muestras
hemolizadas o muestras que contengan materiales particulados, por el grado no
predecible de dispersién no especifica que esos tipos de muestras pueden
generar. Los resultados no previstos deberan verificarse con un método
alternativo.

10.2 No puede darse un diagnéstico ni puede realizarse un tratamiento sobre la base
de, Gnicamente, las cuantificaciones de Alfa-1microgobulina. Deben tenerse en
cuenta también la historia clinica y resultados de otras pruebas de laboratorio.
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VALORES ESPERADOS ]

El intervalo de referencia que consta en la literatura médica para Alfa-1 microgobumina en
orina es <12 mg/L (Ref. 6).

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO ]

12.1  Precision

El estudio de precisién se bas6 en CLSI EP5-A2 Evaluation of Precision Performance of
Clinical Quantitative Measurement Methods. El estudio se llevé a cabo durante 21 dias
laborables con dos analisis al dia. Un usuario evalu6 cinco muestras diferentes, usando
tres lotes de reactivos diferentes en tres analizadores.

Resumen de precision

Intraensayo Interensayo Interdia Total
Valor Desviacic Variaci [ Desvia|Variaci DesviEe Desvia Vet
medio . on cién 6n 0 Variacién| cién G
mg/L A . 4 . .9 4
(mg/L) CSETED cc;nc estand cci)nc estandar| €°N¢ % |estand Lonc. %
% ar % ar

Nivel 1 7,870 0,089 11 (0180 23 0,265 34 0332 | 42

Nivel 2 | 14,554 | 0,095 07 [0279| 19 0,350 2,4 0458 | 3,1

Nivel 3 | 39,281 0,214 05 [0964]| 25 0,889 2,3 1329 | 34

Nivel 4 | 81,178 0,897 11 1,003 | 1,2 2,388 2,9 2,741 3.4

12.2  Estudio comparativo

Se realizé un estudio comparativo analizando 136 muestras (incluidas 48 muestras con
niveles de analito dentro del intervalo de referencia) con el kit Alfa-1 microglobulina en
orina Optilite y otro ensayo alternativo disponible en el mercado. El andlisis de regresion de
Passing-Bablok genero los siguientes resultados:

y=0,93x + 0,04 (mg/L)  (y = Optilite; x = analizador predicado)
coeficiente de correlacion r = 0,997 (calculado mediante regresion lineal)

12.3  Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién para este ensayo se define como el valor inferior del rango de
medicién, 5 mg/L. El estudio de validacion del limite de cuantificacién se basé en CLSI
EP17-A Protocols for Determination of Limits of Detection and Limits of Quantitation.

124 Linealidad

Se llevé a cabo un estudio siguiendo el documento CLSI Evaluation of the Linearity of
Quantitative Measurement Procedures: A Statistical Approach; Approved Guideline (EP6-
A). La linealidad de este ensayo ha sido confirmada mediante diluciones seriadas de
muestras de orina sobre el rango de 5-100 mg/L con desviaciones de linealidad de <10%

12,5 Sustancias interferentes

Se realizé un estudio siguiendo las pautas CLSI EP7-A2: Interference Testing in Clinical
Chemistry, Approved Guideline(documento CLSI EP7-A2). Se analizaron una muestra de
orina normal, una muestra de orina con valores cercanos a los puntos de decisién médica y
muestras de orina anormales. No se observaron interferencias significativas en los ensayos
con hemoglobina (1,25g/L), bilirrubina conjugada (200mg/L), urobilinégeno (45 mg/L),
albumina (1,000 mg/L) o &cido ascérbico (200mg/L).

12.6  Exceso de antigeno

No se observ6 exceso de antigeno hasta el nivel de 5 veces el punto mas alto de la curva
de calibracion a la dilucién de muestra estandar de 1+0. Ello equivale a 500 mg/L.
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