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Ref. 3935010
e4Risk® Calibrator

CONTENIDO
e4Risk® Calibrator 4 x 0.5 mL

Turbidimetria en latex
Solo para diagnéstico in vitro

Ce

INTRODUCCION

e4Risk® es una prueba turbidimétrica basada en el principio de
aglutinacion del latex para la determinacién cuantitativa in vitro de la
isoforma E4 de la apolipoproteina E (ApoE4) en muestras de plasma
humano. La prueba consta de un reactivo con particulas de latex y de
otro reactivo con un anticuerpo monoclonal anti-ApoE4, que induce la
aglutinacion de las particulas de latex cuando ApoE4 esta presente en
la muestra de plasma. Esta aglutinacion se puede medir con un
fotdémetro. El grado de turbidez es proporcional a la concentracién de
ApoE4 en la muestra.

COMPOSICION DE REACTIVOS

e4Risk® R1. Ref: 3135050. Anticuerpo anti-apoE4 en un tampén Bis-
Tris, BSA <0.5%, NaN3 <0.1%.

e4Risk® R2. Ref: 3135056 Particulas de latex, en un tampén Tris, NaN3
<0,1%.

e4Risk® Calibrator. Ref: 3935006. 1 x 0,5 mL de ApoE4 humana
recombinante en plasma humano. La concentracién de ApoE4 se indica
en el vial.

e4Risk® Positive control. Ref: 3935011. 1 x 0,5 mL. Mezcla de plasma
humano de portadores APOE g4 y no portadores APOE €4.

e4Risk® Negative control. Ref: 3935012. 1 x 0,5 mL. Mezcla de plasma
humano de portadores APOE g4 y no portadores APOE €4.

Precauciones:

Los reactivos contienen azida sédica <0,1%. Evite el contacto con la piel
o las mucosas.

El calibrador y los controles contienen plasma humano. El material
debe ser tratado como potencialmente infeccioso.

PREPARACION DE REACTIVOS
e4Risk® R1. Listo para usar.

e4Risk® R2. Listo para usar. Mezclar suavemente el vial antes de usar
evitando la formacion de espuma.

e4Risk® Calibrator. Liofilizado. Reconstituir con 0,5 mL agua destilada.

e4Risk® Positive control. Liofilizado. Reconstituir con 0,5 mL agua
destilada.

e4Risk® Negative control. Liofilizado. Reconstituir con 0,5 mL agua
destilada.

Curva de calibracién (2 puntos): la curva del calibrador se preparara con el
calibrador y agua purificada: Prepare un tubo con agua destilada (calibrador 0
ug / L). Resuspender el tubo CAL justo antes de usarlo. Deje que el tubo CAL
alcance la temperatura ambiente 10 minutos antes de resuspenderlo con 0,5

mL de agua destilada. Espere 15 minutos a que se disuelva y mezcle
suavemente durante 15 minutos con un agitador de rodillo sin crear burbujas.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

1. Los reactivos sin abrir permaneceran estables hasta la fecha de
caducidad impresa en la etiqueta solo cuando se almacenen bien
cerrados a 2-8°C y se eviten las contaminaciones durante su uso.

2. Los R1y R2 permaneceran estables una vez abiertos por lo menos
durante 2 meses cuando se almacenen bien cerrados a 2-8°C. No
deje los reactivos abiertos durante un periodo prolongado. La
evaporacién puede causar la concentracion del R1, lo que puede
afectar a las mediciones. El calibrador reconstituido y los controles
son estables después de la reconstitucién durante 1 y 7 dias
respectivamente, a 2-8°C. El calibrador y los controles
resuspendidos no se deben congelary reutilizar.

3. Nointercambie reactivos de diferentes lotes. No utilice los reactivos
después de la fecha de caducidad.

4. Deterioro del reactivo: presencia de particulas y turbidez.

MUESTRA

e4Risk® estd disefiado para muestras de plasma humano. Otras matrices
como el suero o la sangre no han sido probadas. Para la recoleccién de
plasma, utilice técnicas de venopunciéon estandar en tubos EDTA. Otros
anticoagulantes no se han probado y pueden interferir con los resultados.
Centrifugar la sangre a 2280 rcf durante 10 min a 2-8°Cy separar el plasma
lo antes posible después de la extraccion.

El plasma aislado es estable al menos durante 24 horas si se mantiene a
temperatura ambiente (20-25°C) y hasta 7 dias si se almacena a 2-8°C. Las
muestras de plasma se pueden congelar y mantener a-80 £ 10°C durante
al menos 3 meses. El resultado no varia después de 2 ciclos de congelacién
/ descongelacién. Las muestras de plasma congelado también se pueden
almacenar a -20 + 5°C durante al menos 3 meses y el resultado no varia
después de 1 ciclo de congelacién / descongelacion.

MATERIALES REQUERIDOS

- Espectrofotémetro o fotémetro termoestable a 37°C con un filtro de
546 nm.

PROCEDIMIENTO

Procesamiento de la muestra:
Mantener la muestra de plasma a 2-8°C hasta su procesado.
Preparacion de controles:

Resuspender los controles justo antes de usarlos. Deje que los tubos C+
y C- alcancen la temperatura ambiente durante 10 minutos antes de
resuspender con 0,5 ml de agua purificada. Espere 15 minutos hasta que
se disuelvay mezcle suavemente durante 15 minutos con un agitador de
rodillo sin crear burbujas.

Procedimiento analitico
1. Usar agua destilada como blanco realizando la lectura a 546nm
2. Pipetear en la cubeta:

R1 550 pL
Muestra / Calibrador / Controles / Agua (blanco)(*) 25 L
R2 550 pL

(*. Cantidad minima 5 puL. Respetar proporciones de

muestra/calibrador/controles/blanco vs R1y R2.

3. Mezcle bieny lea la absorbancia inmediatamente (A1).
4. Incubar a 37°C durante 5 minutos y leer la absorbancia (A2).
5. Realizar calculos.

Calculo

Calcule la diferencia de absorbancia (A>-A1) de cada punto de la curva de
calibraciéon y represente los valores obtenidos frente a la concentracion
de ApoE4 de ambos puntos de calibracién. La concentracion de ApoE4
en la muestra se calcula por interpolacion de su valor (A2-A1) en la curva
de calibracion.
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CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda usar los controles de e4Risk® para controlar el
rendimiento de los procedimientos de ensayo manuales y
automatizados. Se recomienda utilizar controles positivos vy
negativos (Ref: 3935011y 3935012 respectivamente).

Cada laboratorio debe establecer su propio esquema de control de
calidad y se deben aplicar medidas correctivas si los controles no
cumplen con las tolerancias aceptables. Los valores de
concentracién de los controles de e4Risk® pueden variar en funcién
de los analizadores y del lote de produccién. Los siguientes rangos
de concentracién se consideran validos:

- Control positivo e4Risk®: 6-14 ug/mL
- Control negativo e4Risk®: 0-3 ng/mL
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Biocross recomienda un punto corte de 4,10 ug/mL. Si bien el anélisis
es cuantitativo (medido en pg/mL), los resultados deben expresarse
cualitativamente (portador de APOE 4 / no portador de APOE ¢ 4). Por
lo tanto, se considera que las muestras con una concentraciéon por
encima del valor de corte provienen de portadores de APOE ¢ 4
(pacientes con al menos un alelo € 4 del gen APOE), mientras que las
muestras con una concentracién por debajo del valor de corte se
consideran procedentes de no portadores de APOE ¢ 4 (pacientes sin
copias del alelo ¢ 4 del gen APOE).

RELEVANCIA CLIiNICA

e4Risk® es una prueba inmunoturbidimétrica para identificar a
individuos portadores de APOE ¢4 en muestras de plasma humano.

Actualmente, la presencia de uno o dos alelos €4 del gen APOE es el
Unico biomarcador y factor de riesgo contrastado de desarrollar la
enfermedad de Alzheimer (EA) esporadica’?. APOE e4 esta presente en
aproximadamente el 20% de la poblacién mundial y en el 40-60% de
todos los pacientes con EA esporadica®“. La presencia de un alelo €4
del gen APOE aumenta el riesgo de padecer EA entre 3 y 5 veces,
mientras que la presencia en homocigosis aumenta el riesgo entre 12-
15 veces’. Ademads, la EA se manifiesta antes y progresa mas
rdpidamente en portadores de APOE €4 que en no portadores de APOE
€467,

e4Risk® proporciona informaciéon al médico sobre el riesgo del
paciente de padecer EA. Ademads, e4Risk® puede proporcionar
informacién relevante al médico durante el proceso de diagnéstico. La
determinacion de APOE €4 en pacientes con deterioro cognitivo puede
aumentar la precisién diagnoéstica y acelerar el diagnéstico, reduciendo
el tiempo de incertidumbre diagnéstica®. APOE €4 es un factor de
estratificacion comun en los ensayos clinicos de EA y, por lo tanto,
e4Risk® se puede usar como primera prueba de cribado para
seleccionar a los portadores de APOE €4 susceptibles de ser incluidos
en ensayos clinicos de EA*'°. Ademas, existen evidencias de que los
portadores de APOE €4 responden de manera diferente a
medicamentos experimentales® y a medicamentos usados
actualmente’, por lo tanto, e4Risk® podria ser Gtil para seleccionar la
dosis o el tipo de medicamento.

RENDIMIENTO ANALITICO

Rango técnico: ~1.22-146 pg/mL
LdB*/LdD*:0.87 uyg/mL/ 1.22 pg/mL
Efecto Prozona: 146 pg/mL aln da resultado positivo.

Interferencias**: Bilirubina (hasta 18 mg/mL), Hemoglobina humana
(hasta 200 mg/dL), lipidos-intralipid (< 2.5 g/mL), Factor Reumatoide
(hasta 600 Ul/mL), HAMA (hasta 40 ng/mL), sin interferencia.

Precisién (Control de calidad, control alto):
Promedio: 7.12 pg/mL

SD CV(%)
Repetibilidad 0.28 3.88
Intra-Laboratorio 0.82 11.57

* Determinado de acuerdo con las Directrices de Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) documento EP17-A2 y con

proporciones de falsos positivos (a) menores al 5% y falsos negativos
(B) menores del 5%; basado en 192 determinaciones con 96 replicas
del blanco y 96 de baja concentracién. ** Otras sustancias pueden
interferir.

Valor de punto de corte recomendado: 4.10 pg/mL.
Punto de corte Sensibilidad (%)f Especificidad (%)*
4,10 ug/mL 97,4 99,3
tDeterminados con 189 muestras de plasma humano (38 de
portadores de APOE ¢4).

NOTAS

1. Este método puede ser utilizado con diferentes analizadores
quimicos. Cualquier aplicacién a un instrumento debe validarse para
demostrar que los resultados cumplen con las caracteristicas de
rendimiento del método. Se recomienda validar periédicamente el
instrumento. Péngase en contacto con el distribuidor para cualquier
pregunta sobre la aplicacion del método.

2. No se debe realizar un diagndstico clinico basandose Ginicamente en
los resultados de esta prueba, sino que debe integrarse con otros
datos clinicos y de laboratorio.

3. Parainstrumentos automaticos, evite la presencia de burbujas en los
reactivos, ya que pueden interferir con los resultados del ensayo.

4. e4Risk® ha sido adaptado a los siguientes analizadores de quimica
clinica de alto rendimiento Architect ¢16000 (Abbott), ALinity c
(Abbott), ADVIA XPT (Siemens), Atellica (Siemens) y AU 5800
(Beckman Coulter). Los parametros de configuracién estan
disponibles bajo demanda.

5. Para mas informacion sobre la metodologia usaday la validacion del
test ver Calero O. et al (2018)'?y Veiga S. et al (2020)3
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