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USO PREVISTO

El kit ELISA de la prueba PLAC® de diaDexus es un inmunoensayo enzimatico para la determinacion
cuantitativa de Lp-PLA, (fosfolipasa A, asociada a lipoproteina) en plasma o suero, para usarlo junto con
la evaluacion clinica y la valoracion del riesgo del paciente, como ayuda en la prediccién del riesgo de
cardiopatia coronaria e ictus isquémico asociados con la arteriosclerosis.

RESUMEN Y EXPLICACION

La Lp-PLA; es una serina lipasa calcio-independiente que esta asociada tanto con una lipoproteina de baja
densidad (LDL) y, en menor medida, con una lipoproteina de alta densidad (HDL) en el plasma y el suero
humano [1] y se diferencia de otras fosfolipasas, tales como cPLA, y sPLA; [2]. La Lp-PLA, es producida
por macrofagos y otras células inflamatorias y se expresa en concentraciones mayores en las lesiones
ateroscleréticas avanzadas que en las lesiones de las etapas mas tempranas [3,4]. Varias lineas de
evidencia sugieren que la oxidacién de LDL juega un papel critico en el desarrollo y la progresion de la
arteriosclerosis [5,6]. La Lp-PLA, participa en la modificacién oxidativa de LDL hidrolizando fosfatidilcolina
oxidada generando lisofosfatidilcolina y acidos grasos libres oxidados, productos proinflamatorios que
contribuyen a la formacion de placas ateroscleréticas [7,8,9]. La Lp-PLA, ha demostrado unas variaciones
intra- e inter-individuales modestas, proporcionadas con otros marcadores de lipidos cardiovasculares y
sustancialmente menores que la proteina reactiva-C (CRP, C-reactive protein). Ademas, la Lp-PLA; no
asciende en condiciones inflamatorias sistémicas, y puede ser un marcador méas especifico de inflamacion
vascular. La variacién bioldgica relativamente pequefia de la Lp-PLA; y su especificidad resultan valiosas
en la deteccién y la supervision del riesgo cardiovascular [10,11].

Se encontraron niveles elevados de Lp-PLA,, cuando se midieron en el inmunoensayo, en pacientes con
cardiopatia cardiaca (CHD, Coronary heart disease) probada angiograficamente, cuando se compararon
con controles emparejados por edad [1]. En un estudio de control de casos retrospectivo, en el que se
utilizaron muestras de hombres hipercolesterolémicos (n=1740), el West of Scotland Coronary
Prevention Study (Estudio de prevencién coronaria del oeste de Escocia, WOSCOPS), se observo que
los sujetos del quintii mas alto de los niveles de Lp-PLA, presentaban el doble de riesgo de sufrir
cardiopatia cardiaca comparados con los del quintii ma&s bajo [12]. Ademés, se demostré que la
asociacion de riesgo de CHD del Lp-PLA, era independiente de LDL y otros marcadores de inflamacion:
la proteina reactiva-C, el numero de glébulos blancos y fibrinégeno. Los autores del estudio
establecieron en sus conclusiones, “Elevados niveles de fosfolipasa A, asociada a lipoproteina parecen
ser un fuerte factor de riesgo para la cardiopatia coronaria, éste es un hallazgo que tiene implicaciones
para la aterogénesis y la valoracion del riesgo”. En otro informe, en el que se utilizaron muestras del
estudio Atherosclerosis Risk in Communities (Riesgo de aterosclerosis en comunidades, ARIC), y se hizo
el seguimiento de 12.819 hombres y mujeres aparentemente sanos, de mediana edad (45 a 64 afos),
durante seis a ocho afios, se descubrié que la Lp-PLA, era un importante factor prondstico del riesgo de
CHD. Para individuos con LDL inferior a 130 mg/dL, la Lp-PLA, fue significativamente e
independientemente asociada con un riesgo dos veces mas alto para sufrir episodios de CHD, tales
como revascularizacion, infarto de miocardio y muerte por cardiopatia [13].

El estudio ARIC se volvié a analizar para determinar el riesgo de ictus asociado con el aumento de los
niveles de Lp-PLA,. Se identificaron un total de 223 sucesos de ictus en el grupo de estudio, de estos
194 (87%) fueron ictus isquémicos asociadas con arteriosclerosis, segun la clasificacion de los
investigadores del estudio ARIC. Esta proporcion de ictus isquémico con el total es coherente con el
porcentaje encontrado en la poblacion general [14]. Los resultados de este estudio indicaron que la Lp-
PLA, era un fuerte factor prondstico de estos ictus isquémicos, con un aumento del riesgo de casi el
doble, incluso después del ajuste de la tensién sanguinea, los lipidos, la diabetes, el indice de masa
corporal y otros marcadores inflamatorios [15].

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El kit ELISA de la prueba PLAC de diaDexus es un inmunoensayo enzimatico de tipo sandwich que
utiliza dos anticuerpos monoclonales altamente especificos para la medicién directa de la concentracién
de Lp-PLA;, en plasma y suero humano. El sistema de ensayo utiliza anticuerpos monoclonales anti-Lp-
PLA, (2C10), dirigidos contra la Lp-PLA, para la inmovilizacion en fase sélida en la microplaca. La



muestra se afiade a la placa y se incuba durante 10 minutos a 20 a 26 °C. A continuacién, se agrega un
segundo anticuerpo monoclonal anti-Lp-PLA, (4B4) marcado con la enzima peroxidasa de rabano (HRP)
y se hace reaccionar con el antigeno inmovilizado a 20 a 26 °C durante 180 minutos, lo que provoca que
las moléculas de Lp-PLA, queden capturadas entre la fase sélida y los anticuerpos marcados con la
enzima. Los pocillos se lavan con un tampo6n suministrado para eliminar todo el antigeno no unido. A
continuacion, se afiade el sustrato, tetrametilbenzidina (TMB), y se incuba a 20-26 °C durante 20
minutos, lo que da lugar a la aparicion de un color azul. El desarrollo del color se detiene con la adicion
de la solucién de parada, que cambia el color a amarillo. La absorbancia de la conversion enzimatica del
sustrato se determina espectrofotométricamente a 450 nm y es directamente proporcional a la
concentracién de Lp-PLA, presente. Se usa un conjunto de calibradores Lp-PLA, para realizar el gréafico
de una curva estandar de absorbancia frente a la concentracién de Lp-PLA,, por la que se puede
determinar la concentracion de Lp-PLA, en la muestra de la prueba. Se suministran dos niveles de
controles para supervisar el rendimiento dentro del rango clinico del ensayo.

REACTIVOS Y MATERIALES

Materiales provistos con el kit: (suficiente para 96 pocillos)

N.° DE . .
REFERENCIA SIMBOLO DESCRIPCION DEL COMPONENTE CANTIDAD
60001 PLATE! Placa recubierta con anticuerpos 1
Microplaca recubierta con anticuerpos
monoclonales de ratén anti-Lp-PLA,
(2C10)
60006 CAL Calibradores 1ljuego,
60007 (0, 50, 100, 250, 500 y 1000 ng/mL) 0,25 mL
60008 Antigeno recombinante diaDexus Lp- cada uno
60009 PLA, (DDX-RA) en un diluyente
estabilizante de proteinas
60010
60011
60002 WASH Tampdn de lavado 20X 50 mL
Detergente no iénico en una solucién
tampon
60003 CONJ Conjugado 23 mL
Anticuerpo monoclonal de raton anti-Lp-
PLA,; (4B4) conjugado con peroxidasa
de rabano en un reactivo tamponado
con proteinas transportadoras bovinas y
de ratén
60004 Reactivo TMB 11 mL
3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina en un
tampodn ligeramente acido
60005 STOP Solucién de parada 11 mL
HCI 1N
65009 CONTROLl Control bajo (~150 ng/mL) 1 frasco,
@ Antigeno recombinante diaDexus Lp- 0,5mL
PLA, (DDX-RA) en una matriz liquida
amortiguada con proteina (BSA)
65010 CONTROL Control alto (~350 ng/mL) 1 frasco,
HIGH Antigeno recombinante diaDexus Lp- 0,5mL
PLA, (DDX-RA) en una matriz liquida
amortiguada con proteina (BSA)
FMD-01-026 Certificado de analisis - Rangos de 1 de cada

control

Los rangos de control para cada lote
aparecen indicados en el certificado de
analisis



Materiales necesarios pero no suministrados:

Pipetas de precision de uno o varios canales: 0,02, 0,10, 0,20 mL

Puntas de pipeta desechables (se debe utilizar una nueva punta de pipeta para cada adicion de
las diferentes muestras o reactivos durante el procedimiento de ensayo)

Mezclador vorticial o equivalente

Agua desionizada

Lector de microplacas con un ancho de banda de 10 nm o menos y una densidad 6ptica (DO) en
el rango de 3 0 mas a 450 nm

Software capaz de realizar un ajuste de curva punto a punto para el célculo de la concentracion
del analito a partir de la densidad Optica (opcional)

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso en diagndstico in vitro.

Trate todas las muestras de sangre como material biolégico potencialmente peligroso.

La exposicion de las muestras a la temperatura ambiente debe minimizarse a menos de 6 horas
(tiempo utilizado para la extraccion de sangre, el procesamiento, el transporte y el tiempo de
andlisis de la muestra en el laboratorio). Esto no incluye la incubacion en la placa ELISA.

El almacenamiento de las muestras a -20 °C durante mas de 24 horas no esta recomendado.
Algunos componentes estan etiquetados con precauciones de seguridad. Consulte la seccion de
Informacién sobre seguridad del producto.

Deseche los reactivos de conformidad con los reglamentos aplicables.

No utilice los reactivos después de sus fechas de caducidad.

No mezcle los reactivos de diferentes nimeros de lotes de Kits.

No use el producto si existen evidencias de contaminacion.

La hemodlisis puede afectar a los resultados. No analice muestras hemolizadas.

Se recomienda incluir en cada andlisis los controles bajo y alto. Si los valores de control no se
encuentran dentro de los limites de aceptacidn, repita el ensayo. Es posible que sea necesario
realizar pruebas de control de calidad adicionales de conformidad con los reglamentos locales y
estatales.

Para evitar resultados erréneos, almacene los materiales segun se indica.

Los rangos de control provistos se derivaron de pruebas replicadas de lotes de control
especificos utilizando los kits ELISA de la prueba PLAC y deben utilizarse como orientacion. Las
medias de los laboratorios individuales pueden variar de los valores listados. Las variaciones
entre los laboratorios pueden ser ocasionadas por diferencias técnicas o por la variabilidad de los
reactivos. Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios rangos aceptables.

PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS

Almacene los kits de prueba sin abrir entre 2 y 8 °C tras su recepcién. Ademéas, mantenga la microplaca
sellada en la bolsa de aluminio con desecante para minimizar la exposicion a la humedad. Los kits de
prueba abiertos se mantendran estable hasta la fecha de caducidad indicada, siempre que se conserven
como se ha descrito anteriormente.

Prepare el tampén de lavado 1X diluyendo el tampén de lavado 20X 1:20 con agua desionizada. Mezcle
1 parte de tampon de lavado con 19 partes de agua desionizada. Conserve a temperatura ambiente
(entre 20 y 26 °C). Utilice el tampo6n de lavado 1X en un plazo de cuatro semanas desde la fecha de
preparacion. Deseche el tampdn si observa crecimiento microbiano.



RECOGIDA' Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

e El ayuno no es necesario.
e Recoja las muestras de sangre en

o tubos para la separacion de suero o plasma tratados con gel

o tubos de recogida de plasma con heparina o EDTA

o cualquier tubo de recogida de suero.

e Procese las muestras mediante procedimientos de separacion estandar.

o Las muestras se deben centrifugar y separar en el transcurso de las cuatro horas
posteriores a la venopuncién, siguiendo las buenas practicas de laboratorio, pero no
después de que hayan transcurrido 36 horas desde la extracciébn de sangre. Las
muestras se deben almacenar refrigeradas (de 2 a 8 °C).

e Muestras de sangre sin procesar:

o Almacene y transporte las muestras en paquetes frios (de 2 a 8 °C) y procéselas en las

36 horas siguientes a la recogida.
e Muestras procesadas:

o Las muestras se deben almacenar refrigeradas de 2 a 8 °C durante un minimo de 24
horas después de que la muestra haya sido extraida antes de que pueda tener lugar la
prueba.

o Las muestras se pueden analizar hasta 7 dias después de que la muestra haya sido
extraida siempre que se hayan almacenado de 2 a 8 °C.

o Para un almacenamiento a mas largo plazo, las muestras de suero/plasma se deben
almacenar a o por debajo de -70 °C. Una vez descongelada, la muestra se puede
analizar hasta 7 dias después, siempre que se haya almacenado de 2 a 8 °C. Las
muestras pueden congelarse y descongelarse dos veces sin que eso afecte a la
cuantificacion de la Lp-PLA,.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
Calibracion

Cada andlisis de placas o tiras se debe calibrar utilizando una curva de calibracion completa (6 puntos).
Se puede generar una curva estandar utilizando el modelo de ajuste de curva punto a punto. Verifique la
curva de calibraciébn con al menos dos niveles de controles siguiendo los requisitos del laboratorio.
Calibre y analice los controles para cada ensayo de placa.

Control de calidad

Analice los controles alto y bajo con cada ensayo. Si los valores de control no se encuentran dentro de
los limites de aceptacion, repita el ensayo. Es posible que sea necesario realizar pruebas de control de
calidad adicionales de conformidad con los reglamentos locales, estatales y/o federales o los requisitos
de acreditacion.

Pasos de preparacion

1. Deje que la microplaca, el conjugado, el tamp6n de lavado y el TMB se atemperen a temperatura
ambiente (20 a 26 °C) antes de su uso.

2. Retire de la bolsa de papel de aluminio el marco de la placa y el nUmero necesario de microtiras
recubiertas. Vuelva a sellar completamente la bolsa de aluminio que contiene las tiras no utilizadas,
junto con el desecante incluido en la bolsa, y almacénela de 2 a 8 °C.

3. Prepare el tampén de lavado 1X diluyendo el tampdén de lavado 20X 1:20 con agua desionizada (1
parte de tampo6n de lavado y 19 partes de agua desionizada). Conserve a temperatura ambiente
(entre 20 y 26 °C). Utilice el tampdn de lavado 1X en un plazo de cuatro semanas desde la fecha de
preparacion.

4. Deje que las muestras de pacientes se descongelen a 2-8 °C, si fuese necesario, y coléquelas en

hielo o entre 2 y 8 °C una vez descongeladas.

Conserve los controles de 2 a 8 °C o en hielo hasta su uso.

Con ayuda de un mezclador vorticial, agite las muestras y los controles para mezclarlos bien. Evite la

formacién de espuma.

ou



Incubacién de las muestras

Con una pipeta y una punta de pipeta con una precision adecuada de bajo volumen, administre
20 pL de los calibradores, las muestras y los controles en los pocillos correspondientes, una vez
mezclados. Utilice una pipeta calibrada y una punta de pipeta nueva para cada calibrador, control o
muestra.

Deje que las muestras se incuben en la placa durante 10 £ 2 minutos antes de afadir el conjugado.
Pipetee 200 pL de conjugado a temperatura ambiente en los pocillos correspondientes de la
microplaca recubierta. Evite la contaminacién mediante la adicién del conjugado sin tocar las
muestras con las puntas de pipeta. Si se produce la contaminacién cruzada, cambie la punta de
pipeta y siga afladiendo conjugado a los pocillos.

Incube durante 3 horas a temperatura ambiente.

Al final del periodo de incubacién, lave los micropocillos cuatro (4) veces con un minimo de 300 pL
del tampo6n de lavado 1X suministrado a temperatura ambiente. (NO USE AGUA DEL GRIFO o
DESTILADA).

Deje la placa sobre papel absorbente después del ultimo lavado. Inmediatamente (en menos de 2
minutos), proceda al siguiente paso. No deje que la microplaca se seque.

Incubacién del sustrato

PP

o

No

Pipetee 100 pL de reactivo TMB a temperatura ambiente en cada pocillo.

Mueva suavemente la placa sobre una superficie plana de 10 a 15 segundos para que se mezcle.
Incube la placa a temperatura ambiente durante 20 minutos protegida de la luz.

Detenga la reaccion afiadiendo 100 pL de la solucién de parada a temperatura ambiente a cada
pocillo.

Mueva suavemente la placa sobre una superficie plana de 20 a 30 segundos para que se mezcle. Es
importante asegurarse de gue el color azul cambie completamente al color amarillo.

Seque la humedad de la parte inferior de la placa con una toalla de papel.

En el transcurso de los 15 minutos posteriores a la adicion de la solucion de parada, lea la densidad
Optica (DO) a 450 nm mediante un lector de microplacas.

NOTAS SOBRE EL PROCEDIMIENTO

e Almacene todos los reactivos de la prueba de 2 a 8 °C. A excepcién de los calibradores y los
controles, deje que los reactivos se atemperen a temperatura ambiente antes de usarlos. Un
frasco de 23 ml de reactivo puede requerir una hora o méas para llegar a la temperatura
ambiente. Mantenga los calibradores y los controles de 2 a 8 °C o en hielo hasta su uso.

¢ Deje que la microplaca se atempere a temperatura ambiente antes de abrir la bolsa. Guarde las
tiras en la bolsa de aluminio con desecante para minimizar la exposicion a la humedad.
Mantenga siempre las tiras no utilizadas dentro de la bolsa de aluminio con desecante.

e Tenga siempre preparado el reactivo del paso siguiente entre 2 y 3 minutos antes de la etapa de
lavado.

e Para conseguir una medicion exacta de las muestras, la adicion de las muestras, los calibradores
y los controles debe ser precisa. Pipetee cuidadosamente utilizando Unicamente equipos
calibrados.

e Este ensayo se puede llevar a cabo mediante cualquier método de lavado validado.

¢ No utilice selladores de placa durante las incubaciones.

¢ No utilice una mesa agitadora durante las etapas de incubacion.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

1.

2.

Construya una curva de calibracion representando la absorbancia obtenida para cada calibrador en
el eje "y" frente a la concentracion de Lp-PLA;, en ng/mL en el gje "x". Utilice un ajuste de curva punto
a punto con el software informético adecuado para construir la curva de calibracion.

Usando el valor de absorbancia para cada muestra y control, determine la concentracion

correspondiente de la Lp-PLA, en ng/mL en la curva de calibracion.



EJEMPLO DE CURVA DE CALIBRADOR

En una curva de calibracion, las lecturas de DO a 450 nm se representan en el eje "y" del grafico, frente
a las concentraciones Lp-PLA, (ng/mL) que se muestran en el eje "X". Esta curva de calibracion sirve
meramente a efectos ilustrativos. El usuario debe generar una curva de calibracion para cada andlisis
realizado.

Lp-PLA; Absorbancia
(ng/mL) (D.O. a 450 nm)
0 0,048
50 0,348
100 0,623
250 1,269
500 1,868
1000 2,402
25 3
B _'_'_,_'—'—"'_'-'_F
2
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LIMITACIONES
Procedimiento

e Se obtendran resultados fiables y reproducibles cuando el procedimiento del ensayo se lleve a
cabo con una comprension completa de las instrucciones del prospecto y siguiendo una buena
practica de laboratorio.

e Los procedimientos de lavado son fundamentales. Un lavado insuficiente dara lugar a una mala
precision y a lecturas falsamente elevadas de la absorbancia.

e Como con cualquier sistema de inmunoensayo, particularmente los que emplean anticuerpos
monoclonales de ratdn, existe la posibilidad de interferencia por los anticuerpos antimurinicos
humanos (HAMA) u otras interferencias heterofilicas presentes en la muestra, que podrian
producir valores falsamente elevados o disminuidos.

e Al igual que ocurre con cualquier método analitico, existe la posibilidad de que sustancias o
factores no probados (p. ej. técnicos o procedimentales) interfieran en la prueba y provoquen
resultados falsos. Los resultados deben considerarse en conjuncién con otros procedimientos
clinicos y analiticos.



Interpretacion clinica

e Los niveles de Lp-PLA, deben interpretarse junto con los hallazgos clinicos y otras pruebas
diagnésticas.

e Esta prueba no sustituye a las pruebas de colesterol en sangre u otros factores de riesgo
tradicionales identificados para la cardiopatia coronaria o el ictus isquémico.

VALORES ESPERADOS

Muestras de sujetos masculinos (n=251) y sujetos femeninos (n=174) aparentemente saludables, en un
rango de edad relevante clinicamente que va desde 40 a 70 afios, fueron evaluadas con kit ELISA de la
prueba PLAC de diaDexus. La poblacion de referencia fue representada por los siguientes grupos
étnicos: AfroAmericanos n=26, Caucasianos n=390, Hispanos n=8 y no especificados n=1. En la
siguiente tabla aparecen las distribuciones de los valores Lp-PLA, para toda la poblacién y divididas por
género:

Lp-PLA,ng/mL
Sujetos Sujetos
Percentil Todos (n=425) femeninos masculinos

(n=174) (n=251)
5 126 120 131
20 174 169 179
33 201 188 205
50 235 228 244
67 262 252 268
80 289 285 293
95 369 342 376

Se ofrecen estos rangos de referencia Unicamente como directrices y no pretenden sefalar "valores
criticos" o limites de decisiones médicas. Cada laboratorio debe establecer sus propios intervalos de
referencia. Se puede encontrar una guia para establecer intervalos de referencia en CLSI Standard C28-
A2 (How to Define and Determine Reference Intervals in the Clinical Laboratory; Approved Guideline -
Second Edition). Basandose en la concentracion media de Lp-PLA; en la poblacién de 235 ng/mL, se ha
sugerido usar ese valor como un umbral de decision clinica [16]. Mas recientemente, un panel de
consenso de expertos ha sugerido aplicar un umbral de decisiéon de 200 ng/mL, en base a un conjunto
significativo de literatura publicada para la evaluacion del riesgo de la Lp-PLA; [17].

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
Sensibilidad

El limite minimo de deteccién es 0,34 ng/mL, calculado mediante la interpolacién de la media més dos
desviaciones tipicas de 20 repeticiones del calibrador de 0 ng/mL de Lp-PLA,.



Precision del ensayo

La variabilidad de intraensayo e interensayo se determind analizando cuatro muestras de suero humano
combinado con concentraciones de Lp-PLA, distribuidas en todo el rango de calibracién del ensayo. Los
sueros combinados se analizaron por duplicado, en dos tiras distintas cada dia, durante 5 dias, en cuatro
placas al dia. A continuacion se resumen los datos:

Suero Concentracion media intrzgcri;/a o inteor/oei;/a 0 (;/gaf
combinado de Lp-PLA, (ng/mL) n=80 y n=20 Y n=80
1 143 6.2 4.6 7

> 211 41 5.1 6.6

3 368 5,1 8,5 9.9

2 830 9.5 8,7 12,8

En un estudio de repetibilidad llevado a cabo en un conjunto de 108 muestras de suero, los resultados
del ensayo determinados a partir de los primeros pocillos (ensayo de un solo punto) se compararon con
los resultados promedio de dos mediciones sucesivas (pocillos duplicados). Las concentraciones de Lp-
PLA, de las muestras variaron entre 87 y 575 ng/mL, mientras que el %CV promedio entre repeticiones
fue del 2,3%. En un analisis de regresion lineal, los resultados de un Unico punto estan altamente
correlacionados con los resultados promedio duplicados: coeficiente de correlacién r=0,997 (pendiente
1,0 y ordenada en el origen -1,3 ng/mL).

Linealidad

Se mezclaron seis muestras de suero con concentraciones conocidas y elevadas de Lp-PLA; con seis
muestras de suero con concentraciones conocidas y bajas de Lp-PLA,. Las recuperaciones porcentuales
se determinaron como el valor promedido dividido por el valor esperado, multiplicado por 100. La
recuperacion promedio fue del 93%, lo que demuestra la linealidad de las muestras diluidas en un rango
151 a 810 ng/mL de Lp-PLA,.

Sustancias interferentes

Se evaluaron sustancias enddégenas encontradas en sangre y sustancias exégenas (medicamentos con
y sin receta médica) para determinar la interferencia en el ensayo. Se afiadieron posibles sustancias
interferentes a cinco muestras de suero individuales con valores de Lp-PLA, comprendidas entre 163 y
908 ng/mL. No se observé ninguna interferencia apreciable para las siguientes sustancias en los niveles
de adicién analizados.

Endbégenas Ex6genas (medicamentos sin receta, etc.)
Posible interferente  Concentracidn dela Posible interferente  Concentracién de la
prueba prueba

Bilirrubina 20 mg/dL Paracetamol 1,66 pmol/L
Colesterol 500 mg/dL Aspirina 3300 pmol/L
Hemoglobina 1250 mg/dL Atorvastatina 20 pumol/L
Triglicéridos 3000 mg/dL Bisulfato de clopidogrel 140 pmol/L
AlbUumina total* ~6500 mg/dL Difenhidramina 19,6 pumol/L
Fenofibrato 125 pmol/L
Lisinopril 0,74 pmol/L
* 2,5 g/dL de albumina afiadidas a la Metformina 310 pmol/L
mezcla de plasma, presumiblemente de Niacina 6500 pumol/L
4 g/dL de albumina Pravastatina 10 pmol/L
Tolbutamida 2400 pumol/L
Vitamina C 227 pmol/L
Warfarina 64,9 umol/L



ESTUDIOS CLINICOS
Cardiopatia coronaria

Para determinar la eficacia del kit ELISA de la prueba PLAC de diaDexus como factor prondstico del
riesgo para la cardiopatia coronaria (CHD), se midieron los niveles de Lp-PLA, en 1.348 muestras del
banco de plasma-EDTA de un gran estudio epidemioldgico llevado a cabo en varios centros, el estudio
Atherosclerosis Risk In Communities (Riesgo de aterosclerosis en comunidades, ARIC), patrocinado por
National Institutes of Health’s National Heart, Lung, and Blood Institute (Instituto Nacionale de Salud del
Corazén, los Pulmones y la Sangre). Se hizo el seguimiento a los participantes para estudiar el
desarrollo de CHD durante seis a ocho afios. Las muestras utilizadas para la prueba PLAC eran de
participantes con edades comprendidas entre los 47 y 69 afios, que no tenian CHD en el momento de la
extraccion de sangre. Este fue un estudio de cohorte de casos donde las muestras de todos los casos
CHD (607) se analizaron junto con 741 participantes emparejados correctamente sin CHD en el
momento censor (controles).*

Se utilizaron los modelos de regresion de Cox para evaluar la asociacion de Lp-PLA, y CHD en un
andlisis de una sola variable (Modelo 1), un analisis de una sola variable ajustado a los datos
demograficos (Modelo 2), y un modelo con multiples variables ajustado a los datos demograficos y otros
factores de pronéstico (Modelo 3). Se utilizaron los puntos de corte de los terciles alto y bajo de Lp-PLA,,
generados a partir de los datos del estudio ARIC establecidos (420 y 310 ng/mL, los percentiles 67° y 33°
respectivamente), los indices de peligro de los andlisis de regresion de Cox demostraron que la Lp-PLA,
era un factor prondstico significativo de riesgo para CHD, para los niveles mas alto e intermedio, cuando
se comparaban con el nivel mas bajo de Lp-PLA,, para todos los participantes (véase Tabla 1). Se debe
observar que diferentes puntos de corte pueden ser apropiados para diferentes poblaciones clinicas.

* NOTA: 86 resultados (5,5%) se encontraban fuera del criterio de aceptacion del ensayo y se excluyeron
de los analisis de datos.

Tabla 1. indices de riesgo de CHD para sujetos en todos los niveles de LDL

indice de riesgo de Lp-PLA, (IC del 95%, valor de p)*
Lp-PLA; Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3
N.° de casos de 127/366 192/444 288/538
CHD/total de sujetos (43,2%) (53,5%)
g (34,7%)
en la categoria
Modelo 1 1,0 1,49 2,50
(1,11 a 1,99, p=0,008) (1,89 a 3,31, p<0,001)
Modelo 2 1,0 1,24 1,76
(0,92 a 1,66, p=0,154) (1,32 a 2,36, p<0,001)
Modelo 3 1,0 1,71 2,12
(1,06 a 2,75, p=0,029) (1,29 a 3,48, p=0,003)

*Se us el tercil mas bajo con valores de Lp-PLA; <310 ng/mL como grupo de referencia.

Modelo 1: andlisis con una sola variable

Modelo 2: ajustado por edad, raza y género

Modelo 3: Modelo 2, mas ajuste segun el estado de tabaquismo actual, tension sanguinea, diabetes, HDL,
LDL, CRP e Interaccion Lp-PLA; - LDL

Se encontrd una interaccion estadistica entre Lp-PLA, y LDL. Por lo tanto, resulté apropiado evaluar los
indices de riesgo de Lp-PLA; en los subgrupos LDL alto y bajo. El valor medio de LDL para la poblacién
cohorte fue 130 mg/dL. Esto definio los subgrupos LDL alto y bajo. Las tablas 2a y 2b representan el
andalisis de una sola variable de los indices de riesgo en los subgrupos de LDL alto y bajo. Los indices de
riesgo se calcularon a partir de la regresion de Cox empleando el método ponderado de cohorte de
casos con el ajuste Barlow, n=1348.
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Tabla 2a. indices de riesgo de CHD para sujetos con LDL <130 mg/dL

indice de riesgo de Lp-PLA, (IC del 95%)*
Lp-PLA,' Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3
indice de riesgo 1,0 2,17 3,52
(1,41 a 3,36) (2,25 a 5,49)
N.° de casos de 51/215 75/195 77/163
CHDl/total de sujetos (23,7%) (38,5%) (47,2%)
en la categoria

*Se uso el tercil mas bajo con valores de Lp-PLA; <310 ng/mL como grupo de referencia.
"Los puntos de corte de la Lp-PLA; se basan en la poblacién del estudio ARIC en todos los niveles LDL.

Tabla 2b. indices de riesgo de CHD para sujetos con LDL >130 mg/dL

indice de riesgo de Lp-PLA, (IC del 95%)*
Lp-PLA,' Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3
indice de riesgo 3,15 3,66 5,10
(2,08 24,77) (2,43 a5,51) (3,43a7,57)
N.° de casos de 110/234 126/247 169/294
CHDl/total de sujetos (47,0%) (51,0%) (57,5%)
en la categoria

*Se us6 el tercil mas bajo para el subgrupo con LDL <130 con valores de Lp-PLA; <310 ng/mL como grupo de referencia.
Los puntos de corte de la Lp-PLA; se basan en la poblacién del estudio ARIC con LDL 2130 mg/dL.

En el subgrupo de LDL alto, los grupos de terciles especificos del subgrupo ofrecieron puntos de corte de
350 y 460 ng/mL; el indice de riesgo aumentd con valores mas altos de Lp-PLA,. Por lo tanto, para
individuos con un LDL alto, se debe considerar un punto de corte Lp-PLA, més alto. Est4 justificado
realizar investigacién adicional para evaluar la interaccion Lp-PLA, - LDL en el subgrupo con LDL alto.
Para el total de la poblacidn, la Lp-PLA, fue un factor prondstico significativo de riesgo para CHD para los
grupos alto e intermedio frente al grupo (de referencia) de Lp-PLA,.

Ictus isquémico

Se evaluaron los niveles de Lp-PLA, en el estudio ARIC para determinar su eficacia como factor
prondstico del riesgo de ictus. Se identificaron un total de 223 episodios de ictus en el grupo de estudio,
de estos 194 (87%) fueron ictus isquémicos asociados con arteriosclerosis, segun la clasificacion de los
investigadores del estudio ARIC. Se disefié un estudio de cohorte de casos similar donde las muestras
de todos los casos de ictus isquémico (194) se analizaron con 762 participantes emparejados
apropiadamente sin CHD o ictus en el momento censor (controles).

Al igual que en el estudio de riesgo de CHD, se utilizaron los modelos de regresion de Cox para evaluar
la asociacion de Lp-PLA; e ictus en un analisis de una sola variable (Modelo 1), un analisis de una sola
variable ajustado a los datos demograficos (Modelo 2), y un modelo de mudltiples variables ajustado a los
datos demograficos y otros factores de pronéstico (Modelo 3), y todos los factores, incluyendo el estado
CHD (Modelo 4). En este estudio se aplicaron los mismos puntos de corte de terciles (420 y 310 ng/mL,
los percentiles 67° y 33° respectivamente), al igual que en los andlisis anteriores. Se descubrié que el
mismo estado de CHD es un factor prondstico de riesgo, con un indice de riesgo de 2,26 en un modelo
completamente ajustado. Los indices de riesgo de los andlisis de regresién de Cox demostraron que la
Lp-PLA, era un factor pronéstico de riesgo significativo e independiente para el ictus isquémico para los
terciles mas altos, cuando se comparaban con el tercil mas bajo de Lp-PLA,, para todos los
participantes, con un aumento de hasta casi el doble, incluso después del ajuste de la diabetes, los
lipidos, la tensidn sanguinea, el estado de tabaquismo, el indice de masa corporal (BMI, body mass
index), y otros marcadores inflamatorios, asi como estado CHD (véase la Tabla 3).
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Tabla 3. indices de riesgo de ictus isquémico para todos los sujetos

indice de riesgo de Lp-PLA, (IC del 95%, valor de p)*

Lp-PLA, Tercil 1 Tercil 2 Tercil 3
N.° de casos de ictus 47/283 44/305 103/368
isquémico/total de (16,6%) (14,4%) (28,0%)
sujetos
Modelo 1 1,0 0,85 1,79

(0,57 a 1,29, p=0,45) | (1,27 a 2,52, p=0,0010)
Modelo 2 1,0 0,89 2,09

(0,59 a 1,35, p=0,58) | (1,46 a 3,01, p=0,0001)
Modelo 3 1,0 0,89 1,81

(0,58 a 1,36, p=0,59) | (1,22 a 2,69, p=0,0034)
Modelo 4 1,0 0,86 1,75

(0,56 21,31, p=0,48) | (1,18 a 2,60, p=0,0057)

*Se uso el tercil mas bajo con valores de Lp-PLA; <310 ng/mL como grupo de referencia.

Modelo 1: analisis con una sola variable

Modelo 2: ajustado por edad, raza y género

Modelo 3: Modelo 2, més ajuste segun diabetes, LDL, HDL, tensién sanguinea, tabaquismo, BMl y CRP
Modelo 4: Modelo 3, méas segun CHD

Se llevaron a cabo andlisis adicionales para determinar si la Lp-PLA,; era predictiva de ictus isquémico en
todo el rango de tension sanguinea sistélica (SBP, systolic blood pressure) en la poblacion, y para
determinar si la tensién sanguinea y la Lp-PLA, eran aditivas en la valoracién del riesgo de ictus
isquémico. Los puntos de corte de los terciles de tensién sanguinea sistdlica fueron asignados por los
percentiles 33° y 67° de la poblaciéon (113 y 130 mm Hg, respectivamente). La poblacién del estudio se
dividié en rango bajo, medio y alto (1%, 2° y 3% tercil) de SBP y el rango bajo y alto de Lp-PLA, (por
debajo y por encima de la media, 377 ng/mL en el estudio ARIC). El riesgo relativo de cada grupo se
comparé con el riesgo de episodios asociados con el grupo en el 1* tercil de SBP y el grupo por debajo
de la media de Lp-PLA, (Tabla 4).

Tabla 4. indices de riesgo de ictus isquémico: Efectos aditivos de Lp-PLA, y tensién
sanguinea sistélica

Lp-PLA,
Por debajo de | Por encimade
la mediana la mediana
SBP N.° de casos de 68/478 126/478
(mm Hg) ictus isquémico/ (14,2%) (26,4%)
total de sujetos en
la categoria
<113 29/270 1,00 2,29
(10,7%) (p=0,03)
113 a 130 60/337 2,05 3,53
(17,8%) (p=0,06) (p=0,0004)
>130 105/349 3,52 6,75
(30,1%) (p=0,0005) (p<0,0001)

Los individuos por encima de la mediana de la concentracion de Lp-PLA;, del estudio ARIC vy el tercil
superior de la tensidn sanguinea sistélica (>130 mm Hg) presentaron un indice de riesgo de 6,75
(p<0,0001), comparado con los individuos que estaban por debajo de la mediana de Lp-PLA, y en el
tercil més bajo de tensién sanguinea. Estos resultados indicaron que la Lp-PLA; y la tension sanguinea
eran aditivos en su capacidad para predecir el riesgo, y que los individuos en los grupos mas altos de
ambas variables tenian el mayor riesgo de sufrir ictus isquémico asociado con arteriosclerosis.
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INFORMACION SOBRE SEGURIDAD DEL PRODUCTO

Juego de calibradores

Tampén de lavado 20X

Solucién de parada

Conjugado, Reactivo TMB

¢ 6<){>C[z:;tr0| ot A G pa $26/36/37/39 b pa SogaBi37i30 il
S26/36/37/39
R34 Causa quemaduras
R36 Irrita los ojos
R38 Irrita la piel
R41 Riesgo de lesiones oculares graves
S26 Enl caso de contacto con los o0jos, lavense inmediata y abundantemente con agua y acidase a un
médico
S36/37/39 Usense indumentaria y guantes adecuados y proteccion para los ojos/la cara
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