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SERATEC® PSA SEMIQUANT

Art.-Nr. PSM400F

Test de diagndstico in vitro de uso profesional forense para la deteccion de fluido seminal mediante
la determinacion semicuantitativa de PSA (Antigeno prostata especifico).

Uso aconsejado
El Test PSA SEMIQUANT de SERATEC es indicado para la deteccion
rapida de PSA en fluido seminal. La interpretacion es visual por la
visualizacion de la linea del test en el caso de una muestra de PSA positiva.
Si se requiere, la intensidad de la linea del test puede ser correlacionada con
la intensidad de un estandar interno el cual estd ajustado a semejar la
intensidad de color de la linea del resultado del test a 4 mg PSA/ml.

Introduccion

El PSA (Antigeno préstata especifico) es una glicoproteina producida en la
prostata y secretada en el fluido seminal. El PSA es una de las proteinas
principales del fluido seminal con concentraciones de 0,2 a 3 mg/ml. Su
funcion principal es licuar el fluido seminal. Esta gran cantidad y de hecho el
que el PSA se encuentre solamente a muy bajas concentraciones en el fluido
vaginal femenino (0,4-0,9 ng/ml y 0,0-1,25 ng/ml respectivamente)2,3 hace
del PSA un interesante marcador en ciencias forenses para la deteccion
incluso de pequefias cantidades de fluido seminal. Las ventajas de una
determinacion de PSA son:

. La deteccion de esperma es posible en casos donde no deben
encontrarse espermatozoides (por ejemplo hombres vasectomizados).

. Pequefias cantidades de esperma pueden ser registradas. Estudios de
MACALUSO vy otros (1999) indican, que una cantidad de s6lo 10
microlitros de esperma incrementa la concentracion de PSA en el fluido
vaginal 200 veces.

. El PSA tiene una buena estabilidad. En un frotis vaginal es detectable
hasta 14-47 horas después del coito.® También en manchas de 30 afios
de antigliedad, el PSA puede ser recuperado a concentraciones
detectables.!

. El PSA es un marcador, el cual es mas especifico que el test de
fosfatasa 4cida.

El test sera afectado, en su evidencia, por el hecho de que otros fluidos del
cuerpo humano como sangre u orina pueden también contener PSA. Visto
que la concentracion de PSA en suero humano es normalmente bajo (<4
ng/ml) y esta elevado solamente en el caso de enfermedades prostaticas hasta
200 ng/ml, la cantidad de PSA en orina de hombres sanos muestran en
algunos casos valores de 800ng/ml. (valor estimado).*

En caso de duda, una diferenciacion entre fluido seminal y orina puede ser
posible por la determinacién de concentraciones de PSA. El mas alto grado
de dilucién en orina de hombres con un resultado positivo de PSA reportado
es 1:200. Por otro lado, muestras de semen generalmente dan resultados
positivos de PSA incluso a factores de dilucién de 1: 200.000, esto es a 1000
veces mayor a la mas alta dilucion.* Estudios indican que niveles bajos de
PSA son detectables en la orina de chicos de 11 afios.*

Ver la referencia #6 para un listado de otros fluidos corporales que contienen
PSA.

Normalmente las concentraciones de PSA en los otros fluidos corporales son
bajas, por tanto una interferencia con la interpretacion del resultado del test
es practicamente imposible trabajando con materiales diluidos/extraidos.

Descripcion del test

Originalmente el test PSA SEMIQUANT SERATEC fue desarrollado para la
determinacion de PSA en suero para permitir la deteccion de niveles elevados
de PSA que podrian ser una indicaciéon de cancer de prostata. Para la
deteccién de semen, el test es usado generalmente como test cualitativo. En
casos especiales, sin embargo, puede ser de ayuda estimar la cantidad de PSA
en la muestra correlacionando la intensidad de la linea de resultado del test
con la del estandar interno.

Principio del test
El test PSA SEMIQUANT SERATEC, es un inmunoensayo cromatografico
(CIA) para la determinacién semi-cuantitativa rapida de PSA en fluidos
corporales. Contiene 2 anticuerpos monoclonales murinos anti PSA como
componentes activos. Uno de estos anticuerpos esta inmovilizado en la zona
del test de la membrana. La zona control y la zona del estandar interno (entre

zona control y zona del test) contiene anticuerpos policlonales anti ratén
obtenidos en cabra. La cantidad de anticuerpo de estandar interno esta
ajustada a la intensidad de color de la linea, la cual es igual a la intensidad de
color de la linea del test a una concentracion de PSA de 4 ng/ml.

Un bloque de fibra de vidrio en la parte baja de la membrana es utilizado para
la carga de la muestra y la transmisién a un segundo bloque de fibra con un
segundo anticuerpo monoclonal murino anti PSA marcado en oro y desecado.
El PSA de la muestra se unira al anticuerpo marcado con oro y formara un
complejo PSA-anti PSA marcado con oro.

A través del efecto de capilaridad de la membrana, la mezcla de reaccién
incluyendo el complejo es transportado hacia arriba con el fluido. En
cualquier caso, el anticuerpo coloreado anti PSA marcado con oro se unira al
anticuerpo anti ratén en la zona control y la zona del estandar interno
desarrollando dos lineas rojas (una en la zona control y otra en la regién del
estandar interno). Estas dos lineas son independientes de la existencia de
PSA en la muestra e indican solamente que la ejecucion del test ha sido
correcto. Si la muestra contiene PSA, el complejo PSA-anti PSA marcado
con oro se unird al anticuerpo monoclonal inmovilizado de la zona de
resultado del test que reconoce otro epitopo en la molécula de PSA (complejo
sandwich). La union se muestra por la formacién de una linea adicional. Asi
en una muestra positiva para PSA, apareceran tres lineas coloreadas en la
ventana de resultados. La linea que aparece en medio (estandar interno)
correlaciona con la cantidad de 4 ng/ml de PSA. En algunos casos puede ser
de utilidad estimar la cantidad de PSA en la muestra comparando la linea de
resultado del test con la linea del estandar interno.

Materiales
Materiales suministrados: 40 tests individuales precintados por kit, pipetas de
pléastico y el protocolo de instrucciones de uso.
Materiales requeridos pero no suministrados: reloj avisador

Almacenaje y Estabilidad
El test es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la bolsa sellada. Los
tests pueden almacenarse a temperatura ambiente o refrigerados (+4 a
+ 30°C). El test debe mantenerse en la bolsa sellada hasta su uso.

Caracteristicas Cualitativas
Sensibilidad

El test es capaz de detectar PSA en su rango de concentracién de al menos
2ng/ml PSA hasta 100microgramos/ml PSA. Tener en cuenta que muestras
que contienen menos de 2 ng PSA/ml pueden también producir resultados
positivos débiles, asi que 0,5 ng PSA/ml son en la mayoria de los casos ain
detectados con el test. A concentraciones >_500 microgramos/ml el resultado
del test esté afectado por un exceso de PSA resultando un efecto HOOK.
Preparaciones de Referencia

Las caracteristicas cualitativas del test son confirmados en un test final de
control de calidad usando el siguiente estandar WHO: Antigeno Prostata
Especifico (90:10), Primer Standard Internacional, NIBSC cédigo 96/670.

Caracteristicas de la Realizacion
Las caracteristicas de la realizacién siguientes han sido observadas a una
concentracion de 2ng PSA/ml (limite de deteccion garantizada del test PSA
SEMIQUANT SERATEC).

Sensibilidad Diagndstica 100%
Especificidad Diagndstica 100%
Valor Predictivo positivo 100%
Valor Predictivo negativo 100%
Reproductibilidad 100%

Para la discriminacion de los rangos de concentracion de <y>_ 4 ng/ml PSA,
como es requerido para el diagnéstico de carcinoma de prostata, las
caracteristicas de realizacién del test fueron evaluados en dos estudios
clinicos independientes.

El listado siguiente nos muestra la media de los dos resultados:
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Sensibilidad Diagndstica 90,0%
Especificidad Diagnéstica 88,7%
Valor predictivo positivo 83,3%
Valor predictivo negativo 96,5%
Reproductibilidad 90,2%
Especificidad

El test nos muestra que no tiene reactividad cruzada con otras proteinas del
fluido seminal. Un Inmunoblot con fluido seminal usando los anticuerpos
PSA respectivos resulté solamente una linea reactiva en el peso molecular del
PSA. No se ha observado reactividad cruzada con fluido seminal de otros
mamiferos (perro, gato, caballo, toro, cerdo) 1 excepto para el fluido seminal
de primates. No se ha observado reactividad cruzada con suero sanguineo.
Suero sanguineo de hembras con un contenido de PSA por debajo del limite
de reaccion, no se observo reactividad.

Tener en cuenta que en casos raros en muestras extremadamente hemoliticas
con un color rojo oscuro puede resultar una linea de resultado del test débil
que se vuelve mas débil a medida que pasa el tiempo. Muestras con un ligero
color rojizo debido a células sanguineas hemolizadas no causa la formacion
de una linea de resultado del test.

Procedimiento del test

Precauciones
Fluido seminal y todos los materiales que han estado en contacto con él
deben ser manipulados y dispuestos como potencialmente capaces de
transmitir infeccion. Evitar el contacto con la piel utilizando guantes y el
atuendo apropiado en el laboratorio.
El test y todos los materiales que han estado en contacto con fluido seminal
deben pasarse por el autoclave antes de tirarse.

e Uso exclusivo para diagndstico In Vitro.

o No utilizar los tests después de la fecha de caducidad o si la bolsa ha
sido dafiada.

e El test se compone de materiales potencialmente infecciosos (p.ej:
anticuerpos).
Estos materiales no causan peligro si el equipo es usado de acuerdo
con las instrucciones.

e No abrir las bolsas hasta que se esté preparado para realizar el
ensayo.

Manipulacién y recoleccion de muestras.

El fluido seminal debe ser diluido al menos 1:500 antes de utilizarse debido a
su extremadamente alto contenido de PSA. Para la dilucion, soluciones
tamp6n estandar a un rango de pH neutro (por ej.: Fosfato, HEPES, Tampén
Tris salino) pueden ser utilizados.

Manchas de semen o torundas pueden ser extraidas con tampdn, mediante
incubacién en un agitador durante 2h a 4°C. El PSA contenido en el
sobrenadante es separado, centrifugado durante 3 minutos a 13.000g y — si es
necesario- diluido. Es utilizado como muestra para realizar el test. Particulas
de tejido no interfieren con el resultado del test.

NOTA!
e Una alta viscosidad de la muestra puede interferir con la capilaridad.
o Evitar muestras altamente hemoliticas con un color rojo intenso.
e Las muestras deben estar alrededor de un pH neutro (entre pH5-9).
e Permitir que las muestras alcancen la temperatura ambiente antes de

iniciar el test.
Inicio del ensayo
Equipo del test
PSA
Ventana del < T
resultado

Pocillo de la muestia

. Llevar el equipo del test a temperatura ambiente. Sacarlo de la bolsa
protectora y marcar el equipo del test para su identificacion.

e  Afadir 5 gotas (aprox. 200 microlitros) de muestra en el pocillo de
muestra. Reservar la muestra sobrante para el caso que fuera necesario
realizar diluciones adicionales.

. Leer el resultado después de 10 minutos de incubacién a temperatura
ambiente. No debe haber fluido sobrante en el pocillo de la muestra en
ese momento. Si se desea estimar la cantidad de PSA comparando con
el estandar interno mantener estrictamente los 10 minutos. De otra
forma las intensidades del estandar interno y el resultado puede cambiar
resultando unas lecturas incorrectas.

Interpretacion de resultados

Muestras con PSA negativo ( por debajo del limite de deteccién ) mostraran
2 lineas en la ventana de resultados, sin embargo muestras con PSA positivo
mostraran 3 lineas:

Linea del resultado del test (T): refleja la concentracion de PSA en la
muestra y es visible solamente en muestras con PSA positivo.
Estandar Interno: La intensidad del color correlaciona con una
concentracion de aproximadamente 4 ng/ml de PSA.
Linea Control (C): Control para ver posibles errores en el procedimiento y
de integridad de los componentes.

Equipo del test

PSA
c T

Ventana del J(, I |j
resultado || J/

I .
Linea contol Estandar Linea del Pocillo
Interno  resultado de la muestra

Resultado negativo (Inexistencia de PSA o en concentraciones por debajo al
limite de deteccién).

La linea del resultado del test (T) no es detectable. ([ Psa .
La aparicion de la linea del estandar interno y la q—l——j 0O
del Control (C) confirman la validez del test. En & g -
este caso es bastante seguro que la muestra no ‘-
contiene fluido seminal.

Nota: Asegurarse que la dilucion de la muestra se encuentra dentro de los rangos
de deteccion de concentracién de PSA. Concentraciones de PSA muy bajas (por
gj.. debido a una insuficiente extraccién) o muy altas (por ej.: debido a un
insuficiente dilucion; 500 microgramos/ml, resulta un efecto Hook) interfieren
con la formacidn del resultado del test.

Resultado positivo (PSA detectable) PsA
Aparecen la linea de resultado del test (T), la del
estandar interno y la de Control (C). En este caso
es bastante seguro que la muestra contiene fluido
seminal.

iD o

9 5

Nota: Si existe el riesgo de mezcla de PSA de diferentes fluidos corporales
y fluido seminal se deber4 intentar conseguir unos resultados mas precisos
realizando mas altas diluciones.

Resultado invalidado
Las lineas del estandar

interno y del control (C) e 7

no son detectables. EI test D O
debe ser invalidado y

repetir el ensayo con un

nuevo cassette. [ B84 .

Nota: CI1D O

Si la muestra contiene
grandes cantidades de =
PSA es posible que la || PsA _
intensidad de color de la ( 30 | s
linea control sea
solamente débil.
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