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Utilizacion

Protein C es un enzimoinmunoensayo de fase solida para la determinacion cuantitativa de
proteina C en plasma humano citratado. La determinacion de proteina C es una ayuda en la
estimacion del riesgo de trombosis.

Aplicacion clinicay principio del ensayo

La proteina C es un cimdgeno inactivo dependiente de la vitamina K de una proteasa de serina
gue es sintetizada principalmente por los hepatocitos en el higado. Su peso molecular es de
62 kDa y se encuentra en el plasma en una concentracion de 4 pg/ml. La proteina C activada
(PCa) es un componente clave del sistema anticoagulante de la proteina C que se activa por
la union de la trombina con el receptor transmembrana endotelial trombomodulina. El complejo
de trombina y trombomodulina activa la proteina C y la proteina C activada, a su vez, forma
un complejo con su cofactor proteina S con gran afinidad por las membranas de fosfolipidos.
Esto tiene importancia fisiologica dado que la PCa desactiva preferentemente los factores de
coagulacion Vay Vllla unidos a la membrana. Ademas, la proteina C activada tiene actividad
profibrinolitica porque inhibe al inhibidor 1 del activador de la plasmina (PAI-1). El déficit de
proteina C puede ser hereditario o adquirido y se asocia a un riesgo variablemente aumentado
de trombosis. Se calcula que la prevalencia del déficit de proteina C puede ser de hasta un
caso por cada 300 en la poblacion general. Casi el 50-80% de las personas con déficit
hereditario de proteina C sufrirdn un episodio tromboético antes de los 30-45 afios. Los
pacientes con déficit homocigético de proteina C pueden presentar una purpura neonatal
fulminante o una trombosis venosa masiva. El déficit de proteina C adquirido suele asociarse
a una enfermedad hepética, cirugia, tratamiento oral anticoagulante, sindrome antifosfolipido,
etc. El déficit de proteina C se clasifica en dos tipos. El déficit de tipo | consiste en una
reduccion de la concentracion de proteina C. El déficit del tipo Il se caracteriza por una
reduccion en la actividad de la proteina C, con niveles normales de antigeno. Para conocer el
tipo de déficit, el diagnéstico de laboratorio de la proteina C requiere determinar la
concentracion de antigeno y el estado funcional.

Principio del test

Ei Protein C es un ELISA tipo sandwich en microplaca recubierta de un anticuerpo de
captura especifico de la proteina C humana. En los pocillos se incuba el plasma diluido
al 1:51 para que la proteina C presente en el plasma se una al anticuerpo. La fracciéon
no unida se elimina mediante lavado. Después se incuba un anticuerpo anti-proteina C
conjugado con una peroxidasa de rdbano picante (conjugado) que reacciona con el
complejo antigeno-anticuerpo que reviste la superficie del micropocillo. Tras la
incubacion, el conjugado no unido se elimina mediante lavado. La adicién del sustrato
TMB genera una reaccion enzimatica colorimétrica (azul) que se detiene con acido
diluido (el color cambia a amarillo). La velocidad de formacion del color a partir del
cromégeno se determina en unidades de densidad 6ptica con un espectrofotémetro a
450 nm. La concentracion porcentual relativa de antigeno de proteina C del plasma de
un paciente se determina mediante una curva preparada a partir del Plasma de
Referencia incluido en el kit.
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3  Contenido del equipo
PARA SER RECONSTITUIDO
Color
Articulo Cantidad del Color_qe E Descripcion/Contenido
2 solucion
tapon
Concentrado 5 x
. . Tris, Cloruro de sodio (NaCl), albimina de suero
Tampon de muesra (5x) 1x20ml Blanco | Amarillo bovino (BSA, por sus siglas en inglés), azida sédica <
0,1 % (conservante)
Concentrado 50 x
Tampon de lavado (50x) 1x20ml Blanco @ Verde Tris, Cloruro de sodio (NaCl), Tween 20, azida s6dica
< 0,1 % (conservante)
Plasma de Referencia 3x0,4ml Blanco Plasma humano, liofilizado
Control ,N* 3x0,2ml Blanco Plasma humano, liofilizado
Control ,D¢ 3x0,2ml Blanco Plasma humano, liofilizado
LISTO PARA EL USO
Chlm; Color de la
Articulo Cantidad del L Descripcién/Contenido
. solucion
tapon
Conjugado, 1gG 1x15ml Azul Azul Anti-humanas Protein C anticuerpo con peroxidasa
Terametilbenzidina estabilizada y peréxido de
Substrato TMB 1x15ml Negro  Incoloro hidrégeno (TMB/H,05)
Solucién de paro 1x15ml Blanco @ Incoloro Acido clorhidrico 1M
Placa Microtiter 12x8 _tlras N/D N/D Con tiras rom_p|bles de_ ,pocnlos. Consu_lte_ el parrafo 1
de pocillos para obtener informacién sobre revestimiento.
* La intensidad del color aumenta con la concentracién
MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO
Filtro de lectura de 450 nm para lector de tiras Microtiter y filtro de referencia recomendado de 620 nm (600-690 nm). Equipo de
cristal (cilindro 100-1000 ml), tubos de ensayo para disoluciones. Mezclador espiral, pipetas de precision (10, 100, 200, 500, 1000
ul) o pipeta maltiple ajustable (100-1000 pl). Dispositivo de lavado de la microplaca (pipeta de repeticién o microcanal de 300 pl
0 sistema automatizado), papel absorbente. Nuestras pruebas se han disefiado para uso con agua destilada, de acuerdo con la
definicion de las farmacopeas de Estados Unidos (USP 26 - NF 21) y Europa (Eur.Ph. 42 ed.).
4  Almacenamiento y Caducidad

Almacene todos los reactivos y la microplaca entre 2-8°C/35,6-46,4°F, en sus contenedores
originales. Con la excepcion del plasma de referencia y los controles, una vez las soluciones
sean reconstituidas son estables durante 1 mes a 2-8°C/35,6-46,4°F. El plasma de referencia
y los controles después de reconstituidos, son estables durante 8 horas cuando almacenados
entre 2-8°C/35,6-46,4°F.

Los reactivos y la microplaca deben de ser utilizados dentro de la fecha de caducidad indicada
en cada componente. Evite la exposicién solar intensa de la solucion TMB. Almacene la
microplaca con el desecante en la bolsa de aluminio suministrada y cierre lo mas ajustado
posible.
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Precauciones

5.2

Datos de riesgo para la salud

ESTE PRODUCTO ES SOLO PARA EL USO EN DIAGNOSTICO IN VITRO . Por lo tanto, solamente
el personal formado y especialmente asesorado en los métodos de diagndstico in vitro puede
realizar el ensayo. Aunque este producto no se considera especialmente toxico ni peligroso
en las condiciones de uso previsto, siga estas recomendaciones para garantizar un nivel de
seguridad éptimo:

Recomendaciones y precauciones

Este equipo contiene componentes potencialmente peligrosos. Aunque los reactivos del
equipo no estan clasificados como irritantes de los ojos y la piel, recomendamos evitar el
contacto de los mismos con los ojos y con la piel y utilizar guantes desechables.

iAVISO! Los calibradores, controles y agentes contienen azida de sodio (NaNg) como
conservante. El NaNg puede ser toxico si se ingiere o se absorbe por medio de la piel o de
los ojos. El NaN3 puede reaccionar con la fontaneria de plomo y de cobre y formar azida

metalica muy explosiva. Al tirar tirarla, deje correr una gran cantidad de agua para evitar que
la azida tome consistencia. Por favor, consulte los procesos de descontaminacion del CDC u
otras directrices locales o nacionales.

No fume, coma o beba mientras manipule el equipo. No pipetee con la boca.

El plasma de referencia y los controles incluidos en este kit han sido analizados por métodos
aprobados y han sido negativos para HbsAg, hepatitis C y VIH 1. Sin embargo, ninguna prueba
puede garantizar por completo la ausencia de agentes virales en dicho material. Por tanto,
manipule las muestras de plasma de referencia, de los controles y del paciente como si
existiera riesgo de transmision de enfermedades infecciosas y siguiendo los requisitos de su
pais.

Instrucciones generales para la utilizacion

En caso de que observe defectos o datos incorrectos en la informacién del producto, incluidas
las etiguetas, péngase en contacto con el fabricante o proveedor del producto.

No mezcle o sustituya Control, Calibradores, Conjugado o microplacas de numeros de lote
diferentes. Esto podria llevar a una variacién de los resultados.

Deje que todos los componentes alcancen la temperatura (20-32°C/68-89,6°F) antes de
utilizarlos. Agitelos bien y siga el esquema de incubacion recomendado para una Optima
realizacion del ensayo.

Incubacién: Se recomienda realizar las pruebas a 23°C/73,4°F para sistemas
automatizados.

No exponga nunca los componentes a temperaturas mas altas de 37°C/ 98,6 °F.

Pipetee siempre la solucion de substrato con puntas nuevas. Protega este reactivo de la luz.
Nunca pipetee el conjugado con puntas previamente utilizadas con otros reactivos.

Un diagnéstico clinico definitivo no debe estar basado solamente en los resultados del ensayo
realizado. Debe ser elaborado por el médico después de haber evaluado todos los hallazgos
clinicos y de laboratorio. Es necesario verificar el diagnéstico por medio de distintos métodos.
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Toma, manipulacién y almacenamiento de las muestras

Deben utilizarse preferentemente muestras de plasma recién extraidas, con citrato sodico al
3,2% o0 3,8% como anticoagulante. La extraccion de sangre debe cumplir los requisitos de
protocolo de su pais. No deben utilizarse muestras ictéricas, lipémicas, hemolizadas ni
contaminadas con bacterias. Las muestras deben recogerse en tubos limpios, secos y vacios.
Las muestras de plasma han de utilizarse inmediatamente después de la centrifugacion, si no
es asi, pueden conservarse herméticamente cerradas a 2-8°C/35,6-46,4°F hasta 8 horas o
congeladas a -20°C/-4°F durante periodos mas prolongados.

Procedimiento del ensayo

Preparativos antes de dispensar

Diluir los reactivos concentrados:

Diluir la solucién tampdn concentrada de muestra a 1:5 con agua destilada (p.ej., 20 ml en 80
ml).

Diluir la solucion tampdn concentrada de lavado a 1:50 con agua destilada (p.ej., 20 ml en 980
ml).

Plasma de Referencia:

Reconstituir el Plasma de Referencia afadiendo 0,4 ml de agua destilada y agitar suavemente.
Dejar reposar el plasma reconstituido durante 10 minutos a temperatura ambiente antes de
Su uso.

El Plasma de Referencia es estable durante 8 horas a 2-8°C/35,6-46,4°F.

Controles:

Reconstituir el Control N y el Control D con 0, 2 ml de agua destilada y agitar suavemente.
Dejar reposar los controles reconstituidos durante 10 minutos a temperatura ambiente antes
de su uso. Los controles son estables durante 8 horas a 2-8°C/35,6-46,4°F.

Dilucion previa del Plasma de Referencia:

Preparar una dilucion 1:2 del plasma de referencia reconstituido con la solucion tampén de
muestra (1x) y mezclar adecuadamente, por ejemplo 100 pl de plasma de referencia + 100 pl
de solucion tampon de muestra.

Preparacion de la curva de referencia:
Las diluciones se preparan con el Plasma de Referencia previamente diluido.

Volumen del Plasma de Volumen de la Solucion Nivel de referencia
Referencia tampon de la muestra
60 pl 1000 pl 150 %
40 pl 1000 pl 100 %
30l 1000 pl 75 %
20 pl 1000 pl 50 %
10 pl 1000 pl 25 %
10 pl 2000 pl 12.5 %
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Dilucién de las muestras y los controles:

Afiadir 20 pl de plasma a 1000 pl de solucion tampén de muestra (1x) y mezclar
adecuadamente.

Lavado:

Preparar 20 ml de solucién tampon de lavado diluida (1x) para 8 pocillos o 200 ml para 96
pocillos (p.€j., 4 ml de concentrado y 196 ml de agua destilada).

Lavado automaético:

Tener en cuenta los volimenes de exceso requeridos para purgar el instrumento y el volumen
muerto en el dispensador del aparato.

Lavado manual:

Eliminar el liquido de los pocillos invirtiendo la placa. Golpear vigorosamente el marco de la
microplaca con los pocillos boca abajo sobre papel absorbente limpio. Pipetear 300 ul de
solucion tampon de lavado diluida dentro de cada pocillo y esperar durante 20 segundos.
Repetir todo el procedimiento dos veces mas.

Microplacas:

Calcular el numero de pocillos necesarios para el ensayo. Quitar los pocillos sin usar del marco
de la microplaca y guardarlos en la bolsa de plastico del kit, junto con el desecante, cerrar
herméticamente (2-8°C/35,6-46,4°F).

Page 5 of 11



N\ DO

autoimmune diagnostic assays

Product Ref. 10901
Product Desc. Protein C
Manual Rev. No. 002: 2024-05-31

7.2 Esquema de dispensacion

Se sugiere dispensar los calibradores, controles y muestras como sigue:
Para la interpretaciéon cuantitativa utilizar las soluciones de
trabajo del Plasma de Referencia para crear una curva

150: Reference Level 150 %
100: Reference Level 100 %

75: Reference Level 75 %

estandar.

150
150
100
100
75
75
50
50

I @ m m O O W >»

7.3 Esquemade trabajo

Paso

1.

B

Descripcion

12.5
12.5
CD
CD
CN
CN

50: Reference Level 50 %
25: Reference Level 25 %

12.5: Reference Level 12.5 %

P1
P1
P2
P2
P3
P3

CD: control ,deficient plasma  P1: patient 1
CN: control ,normal plasma‘  P2: patient 2
P3: patient 3

Asegurese de que los preparativos del paso 7.1 (arriba) se han llevado a cabo antes

del pipeteado.

Siga los pasos descritos a continuacion de acuerdo con los resultados de
interpretacion cuantitativa que se deseen obtener:

CONTROLES y MUESTRAS

Dispense 100 pl del plasma diluido de cada paciente en los
pocillos correspondientes.

Dispense 100 ul de cada dilucién del trabajo del Plasma de
Referencia y los Controles diluidos en los pocillos
+100 4l designados.
@ Incube durante 30 minutos a temperatura 20-26°C/68-78,8°F.
30’

I
M Lave 3x con 300 ul de tampon de lavado (diluido 1:50).
— —
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CONJUGADO
6.
Dispense 100 pl de conjugado dentro de cada pocillo.
+100 pl
7.
Incube durante 30 minutos a temperatura 20-26°C/68-78,8°F.
30
8.
I
— - Lave 3x con 300 pl de tampén de lavado (diluido 1:50).
3x 300ul
SUBSTRATO
9.
Dispense 100 pl de substrato TMB dentro de cada pocillo.
+100 pl
10. §
Incube durante 30 minutos a temperatura ambiente
@ 20-26°C/68-78,8°F., protegido de la luz directa.
30
PARO
11.
Dispense 100 pl de solucién de paro dentro de cada pocillo,
siguiendo el mismo orden de pocillos que cuando dispenso el
i - substrato.
+100 pl
12. Ty
@ Incube un minimo de 5 minutos.
5
13. Agite la placa cuidadosamente durante 5 segundos.
14, O8O0y Lea la absorbancia a 450 nm (opcionalmente a 450/620 nm)
450/620 nm dentro de los 30 minutos siguientes.
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Interpretacion Cuantitativa

Para la interpretacion cuantitativa debe crearse la curva de referencia en una grafica con la
densidad optica (D.O.) de cada dilucion del Plasma de Referencia (eje y) frente al valor
correspondiente del Nivel de Referencia en % (eje x). Para obtener mejores resultados se
recomiendan coordinadas log/lin y ajuste al parametro 4. El valor relativo expresado en %
correspondiente a los pacientes se obtiene a partir de la D.O. de cada muestra. El valor relativo
obtenido de la curva de referencia debe multiplicarse por el factor asignado indicado en el
folleto del control de calidad para calcular el nivel de antigeno de proteina C en % respecto al
valor normal.

Ejemplo de curva standard
NO utilice este ejemplo para interpretar el resultado del paciente

Nivel de OD 450/620 Resultados (%) CV%
referencia nm (Variacion)
12.5% 0,569 11,95 1,05
25 % 0,874 26,68 0,94
50 % 1,163 48,06 1,04
75 % 1,434 77,70 0,97
100 % 1,583 99,61 1,01
150 % 1,826 147,73 1,02
Ejemplo de célculo
Paciente Replicado Media Valor relativo del Factor Proteina C del
(OD) (OD) paciente (%) paciente (%)
P01 0,933/0,927 0,930 31,8 0,96 30,5
P02 1.790/1.810 1.800 112.3 0.96 107.8

Las muestras que se encuentren por encima del rango maximo de calibrador se deberan
especificar como >Max. Sera necesario diluirlas segun se considere apropiado y repetir el
ensayo. Las muestras que se encuentren por debajo del rango del calibrador deberan
especificarse como < Min.

Para conocer los datos especificos de lote, consulte el documento adjunto de control de
calidad. Los laboratorios deberian realizar un Control de Calidad interno utilizando controles
propios y/o un ,pool“ de sueros interno tal y como contemplan las regulaciones nacionales.

Cada laboratorio deberia establecer su rango normal propio basado en sus propias técnicas,
controles, equipamiento y poblacion segun sus propios procedimientos establecidos.

En caso de que los valores de los controles no se ajusten a los criterios, el ensayo se
considerard invalido y debera repetirse.

Sera necesario realizar las siguientes comprobaciones de problemas técnicos: Fechas de
caducidad de los reactivos (preparados), condiciones de almacenamiento, pipetas,
dispositivos, fotometro, condiciones de incubacion y métodos de lavado.

Si al analizar los elementos se obtuvieron valores exagerados, se produjo algun tipo de
desviacion o los criterios de validacion no se cumplieron por motivos inexplicables, péngase
en contacto con el fabricante o el proveedor del producto.

Valores esperados

Los valores de proteina C se proporcionan en porcentaje relativo (%) en comparacion con una
mezcla de plasmas normales. La concentracion de proteina C en el plasma humano normal
varia normalmente entre el 70% y el 140%.

En las muestras con valores superiores al intervalo de la curva de referencia debe realizarse
de nuevo el ensayo con diluciones mas altas para obtener resultados mas exactos. Cada
laboratorio debe establecer su propio intervalo normal con sus propias técnicas, controles,
equipo y poblacién de pacientes, siguiendo los procedimientos propios establecidos.
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9 Datos Técnicos
Muestra: Plasma
Volumen de muestra: 20 pl a 1:51 con tampon de muestra 1x
Tiempo total de incubacion: 90 minutos a temperatura 20-26°C/68-78,8°F
Rango de calibracion: 12,5-150 %
Sensibilidad analitica: 6,0 %
Almacenamiento: a 2-8°C/35,6-46,4°F utilice solo los viales originales
NUmero de determinaciones: 96 tests
10 Datos de funcionamiento
10.1 Sensibilidad analitica
La prueba del agente de muestra 30 veces en Protein C produjo una sensibilidad analitica de
6,0 %.
10.2 Rendimiento clinico

Las placas de microtitulacién estan revestidas con un anticuerpo de captura especifico para
la proteina C humana. De acuerdo con las recomendaciones de diagnoéstico de laboratorio,
una muestra se considerd deficiente en el analito si la magnitud determinada es inferior al 70
% del valor normal (Labor und Diagnose; editor L. Thomas; 8" edition 2012; Frankfurt/Main;
Alemania).

Se han analizado 79 muestras de plasma con el Protein C y un dispositivo destinado al mismo
fin

Dispositivo destinado al mismo fin
Protein C POS NEG Total

POS 11 0 11

NEG 3 65 68

Total | 14 65 79
Concordancia porcentual|96,2 % 89,4 % a 98,7 %
global
Concordancia porcentual| 78,6 % 52,4% a 92,4 %
positiva
Concordancia porcentual|100 % 94,4 % a 100 %
negativa

La correlacion entre el Protein C y el dispositivo destinado al mismo fin produjo un coeficiente
de correlacion de r = 0,945.
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10.3 Linealidad

Se han analizado muestras de plasma seleccionadas con este kit y se observo que debian
diluirse linealmente.

Muestra Factor de concentracion medida concentracion esperada  Recuperacion

N° dilucion (%) (%) (%)

1 1/50 115,30 120 96,1
1/100 60,88 60 101,5
1/200 31,71 30 105,7
1/400 14,41 15 96,1

2 1/50 41,47 40 103,7
1/100 19,86 20 99,3
1/200 9,48 10 94,8
1/400 4,85 5 97,0
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Precision
Para determinar la precision del ensayo se evalud la variabilidad (intra e interensayo)

determinando su reproducibilidad en tres muestras de plasma seleccionadas para representar
un intervalo por encima de la curva estandar.

Intra-Ensayo Inter-Ensayo
Muestra N° Media (%) CV (%) Muestra N° Media (%) CV (%)
1 115,0 5,3 1 116,2 2,4
2 93,0 1,7 2 43,3 7,4
3 27,0 2,1 3 8,1 3,7
Calibracion

Este ensayo cuantitativo se calibra respecto al segundo estandar internacional de la OMS
para la proteina C. Los valores se dan en porcentaje relativo (%) en comparacién con una
mezcla de plasmas normales.
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" EupwTrdikr oupguwvia

" Déclaracéo CE de Conformidade

96

" 96 determinazioni " 96 tests

" 96 tests " 96 pruebas

" 96 Bestimmungen " 96 Trpoodiopiopoi
" 96 Testes

" Rispettare le istruzioni per l'uso

" See instructions for use

" Voir les instructions d'utilisation

" Ver las instrucciones de uso

” Gebrauchsanweisung beachten

" NéBete urdwn Tig 0dnyieg Xpriong

" Ver as instrucdes de uso

" Da utilizzarsi entro " Use by
“ Utilise avant le “ Utilizar antes de
“ Verwendbar bis " XpRon péxpl

" Utilizar antes de

+8°C
+2°C

" Conservare a 2-8°C

" Store at 2-8°C (35.6-46.4°F)

" Conserver a 2-8°C

" Conservar a 2-8°C

" Lagerung bei 2-8°C

" ®uhdooetal oToug 2-8°C

“ Conservar entre 2-8°C

" Prodotto da

“ Manufactured by

" Fabriqué par

" Fabricado por

“ Hergestellt von

" Kataokeuadetal ammé

" Fabricado por

REF.PLASMA

" Plasma di riferimento

" Reference Plasma

" Plasma de référence

" Plasma de Referencia

"~ Referenzplasma

" mAdopa avapopdg

" Plasma de referéncia

" Controllo ,D" " Control “D”
CON D “ Contréle ,D* “ Control ,D*

" Kontrolle ,D* " éAeyxog D"

" Controlo ,D*

" Controllo ,N* " Control “N”

" Controle ,N* " Control ,N*
CON N " Kontrolle ,N* " éheyxog ,N*

" Controlo ,N”

"~ Coniugato " Conjugate

” Conjugé  Conjugado
C O N J " Konjugat " Z0Zeuypa

" Conjugado

MP

"~ Micropiastra rivestita

" Coated microtiter plate

” Microplague sensibilisée

" Microplaca sensibilizada

" Beschichtete Mikrotiterplatte

" ETNIKGAUPPEVN PIKPOTTAGKQ

" Microplaca revestida

“ Tampone di lavaggio “ Wash buffer
W Q S H B 5 O ” Tampon de Lavage " Solucién de lavado
X " Waschpuffer " PuBpioTIK6 SidAupa TTAUoNg

" Solucgo de lavagem

“ Tampone substrato

" Substrate buffer

SUB

" Substrat “ Tamp6n sustrato
" Substratpuffer “ PuBpIoTIkG SIGAUNA UTTOOTPWHATOG
" Substrato

" Reagente bloccante

" Stop solution

STOP

" Solution d'Arrét

“ Solucién de parada

" Stopreagenz

" AvTISpaoTripio dIakoTIfg avTidpaang

” Soluc&o de paragem

“ Tampone campione

” Sample buffer

SB | 5x

“ Tampon Echantillons

“ Tampén Muestras

" Probenpuffer

" PuBpioTiké SidAupa delyuaTwyv

" Diluente de amostra




