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ANTECEDENTES

En diversos estudios clinicos se ha observado que entre una tercera y una quinta parte de
los pacientes que presentan pancreatitis aguda {PA) desarrollan cuadros graves (1,2,3). En estos
casos el prondstico del enfermo se ensombrece reportdndose una mortalidad de alrededor del 30%
(1). Esto ha originado la bisqueda de predictores de gravedad como eriterios madltiples o estudios
de laboratono que seleccionen de manera adecuada al enfermo en riesgo de complicarse.
[micialmente se considerd que las manifestaciones de la PA y sus complicaciones sistémicas eran
secundanas al efecto de la liberacion de las diversas enzimas pancredticas, sin embargo los
estudios realizados no mostraron correlacién entre gravedad del cuadro y el nivel sénico de las
enzimas {4). Estudios realizados desde 1990 demostraron que el fendmeno de autodigestidn tisular
provocado por las enzimas pancredticas estimula la produccién de citocinas que son las
responsables de las manifestaciones sistémicas de la PA (5).

La pancreatitis aguda grave (PAG) se manifiesta por el desarrotlo de un sindrome de
respuesta sistémica inflamatona, que se acompaiia a nivel circulatono de 1a liberacién de diversos
ttpos de mediadores de inflamacién y reactantes de fase aguda, que traducen el compromiso
orgdnico observado (5). El dafio que se presenta en pancreatitis aguda (PA), tanto local (pdncreas
y tejidos peripancredticos) como a distancia (compromiso de otros 6rganos y sistemas) es muy
vanable y tiene repercusiones prondsticas importantes. En la actualidad existen diversos estudios
que intentan investigar los factores que inciden de manera relevante en el dafio orgdnico y por lo
tanto la gravedad de la enfermedad. La atencion se ha centrado sobre todo en marcadores séricos

de gravedad como la proteina C reactiva (PCr), la protefna asociada a la pancreatitis (PAP) y

recientemente las interleucinas (IL) y el faclor de necrosis tumoral alfa (TNF-at).

Los niveles de PCr en suero se han analizado ampliamente en varios estudios clinicos y se
ha observado en forma consistente que es uno de los que tienen mejor sensibilidad y especificidad
como marcador tnico de prediccidn de gravedad o complicaciones en estos enfermos (6, 7), en

cspecial se ha demostrado que sus niveles correlacionan con el grado de necrosis que se presenta



en el tejido pancredtico y por lo tanto con la gravedad del cuadro (6). La PCr ¢s un reactante de
fase nguda que suele incrementarse 24 horas después del aumento de la IL-6 (alrededor de 48
horas después de iniciada una PA) (8). Las concentraciones de PCr se han correlacionado con los
e la IL-6 durante la evolucién de la PA en la mayorfa de 1os estudios informados (8-10),
precediéndo la elevacién de ésta wltima al pico mdximo de PCr, por lo que algunos autores
proponen la combinacidn de ambos como marcadores prondsticos, dependiendo del tiempo de
evolucidn de la PA (8).

La PAP es una proteina secretada por el pdncreas exocrino como respuesta al dafio agudo,
por lo que tlambién se considera un reactante de fase aguda mds especifico de patologfa pancredtica
{11). Se ha demostrado que en sujetos normales los niveles de PAP circulantes son casi
indetectables, sin embargo, durante una PA su sintesis aumenta significativamente a diferencia de
suyetos con abdomen agudo por otras etiologfas (11,12). Se ha estudiado su utilidad como
predictor de gravedad en PA con resultados controveriales. lovanna y cols. encontraron que los
niveles de PAP correlacionan de manera satisfactorta con la gravedad del cuadro (13), lo que no se
pudo corroborar en el estudio de Pezzilli y cols (14) ni en el de Kemppainen y cols. (15).

En las unidades de terapia intensiva (UTI} se ha observado que existe similitud en el
comportamiento hemodindmico de los enfermos con PAG y aquellos con sepsis (5). Esto provocd
que se investigara el papel que juegan las IL en la fisiopatologfa de 1a PA, ya que tienen una
participacién preponderante en la sepsis. Las IL mas estudiadas en PA han sido las pro-
inflamatonas IL-1, [L-6 e IL.-8 y la anti-inflamatoria IL-10 (8, 9, 16, 17). Tanto en ratas como en
humanos se ha observado que los niveles de IL-1, IL-6 e IL.-8 se encuentran elevados cn PA y que
dicho incremento es atin mds marcado cuando es grave (8, 17, 18). Asi mismo, se ha demostrado
que ¢l bloqueo del receptor de IL-1 antes o inmediatamente después de provocar pancreatitis
experimental disminuye el incremento de todas estas citocinas, asi como el dafio orgdnico y la
gravedad de la pancreatitis (17, 19). Los niveles de [1.-6, y en menor proporcién los de IL.-8, han
mostrado correlacion con la extensidn del dafio orgdnico y la gravedad de la pancreatitis en

humanos, por lo que en varios estudios se han propuesto como marcadores prondsticos de la



enfermedad (5, 7-10, 20, 21), aunque esto no ha sido universalmente aceptado, La elevacidn de la
JL-6 precede en general la de reactantes de fase aguda como la PCr, por {o que se considera gue
esta IL estimula su hiberacion (8-10, 18). No existe acuerdo en relacion al tiempo en que se
presenta el pico maximo de elevacidn de IL-6, pero parece ser entre 24 y 48 hrs de inicio del
cuadro, aunque en algunos estudios esto se ha presentado incluso hasta 3 dias después (18). Por
otro lado, no se ha establecido si esta elevacion también se presenta en los casos con

complicaciones locales.

El TNF-¢ es una de las citocinas mds importantes ya que es la que inicia la casacada

inflamatoria que se desencadena en procesos como id sepsis y a Fa y juega un papel
preponderante en el desarrollo de la falla orgdnica de estos enfermos (10). Incrementa [a
permeabilidad de las c€lulas endoteliales, estimula la produccién de radicales de oxfgeno e induce
la marginacion, atraccidn y activacién de neutrdfilos que a su vez liberan otras IL (11,12). Se

produce principalmente en monocitos y macréfagos activados, aunque se ha detectado su RNA-m

en células acinares pancredticas y en neumatocitos (22).En teorfa estas caracteristicas del TNF-a 1o

harfan el marcador mds precoz en la respuesta inflamatoria; sin embargo la medicién de sus niveles

séncos de ha sido de poca utilidad clinica, ya que en muchos casos, incluso aquelios con PAG

¢stos no son detectables (22-24). Esto puede ser debido a una vida media corta del TNF-a, a su

union con otras proteinas, al método de deteccion o al hecho que su liberacidn sanguinea sea
intermitente {17, 22).

La PAP se produce en las células del pancreas, por lo que en teorfa serfa el marcador mds
especifico de dailo pancredtico y el que se elevarfa de manera mds temprana, sin embargo, no hay
cstudios que analizen la efevacidn de esta protefna en relacién al tiempo de evolucidn del cuadro, o
al tipo de complicaciones, es decir pancredticas o sistémicas, lo cual podria explicar en parte los

resultados controversiales informados en la literatura.



DEFINICION DEL PROBLEMA

LaPA es una condicién clinica que se caracteriza por inflamacién y necrosis del tejido
pancredtico y peripancredtico; con una gama de presentacion que varia desde una enfermedad con
muy leves repercusiones locales y sistémicas en un extremo, hasta la necrosis y hemorragia
pancreditica y peripancredtica con falla multiorgdnuica, sepsis y muerte en el otro. Se considera que
del 20% al 30% de los casos son graves, con una mortatidad que se aproxima al 10% (1-3). En
este senlido, uno de los aspectos principales en €l manejo de la PA es el poder identificar de
rmanera temprana aquel grupo de enfermos que van a presentar un episodio grave, que amerita
ingreso a una unidad de terapia intensiva y tralamiento agresivo, que constituyen medidas que no
estan justificadas en pacienies con cvadros leves. Existen diversos criterios prondsticos de
gravedad tanto clinicos como los criterios mifltiples de Ranson oel APACHE I de reconacitmiento
universat (25) y los del Instituto Nacional de fa Nutricion “Salvador Zubirdn” (INNSZ) usados a
nivel nacional (3); también hay criterios basados en cambios morfolégicos de estudios de imagen
como los de Balthazar (26) o en alteraciones bioquimicas en sangre periférica como PCf, [L-6y
PAP (27}, entre otros. La utilidad clinica de poder predecir el prondstico de la PA con s6lo un
examen de laboratorio tan sencilto es obvia, por lo que se ha tratado de mejorar los resultados
obtenidos con la PCr, considerada hasta la actualidad como el estdndar ideal de marcador
serolGgico de gravedad, el cual ya ha sido establecido en un informe preliminar en nuestro

[nsututo (28).



JUSTIFICACION

La utilidad de los marcadores serelogicos como PCr o PAP ha sido informada en
multiples estudios clinicos con resultados variables y en ocasiones controversiales Existen pocos
trabajos que comparen la utilidad de los marcadores en una misma poblacion y que analicen las
posibles causas de las diferencias observadas entre los resultados obtenidos

En México no existe experiencia en relacion a la aplicacion de marcadores serologicos
como PCr, {L-6 y PAP en enfermos cont PAG. La utilidad ciinica de €stos puede variar de
acuerdo al tiempo de evolucion del cuadro, por lo que se hace necesario hacer el analisis
temporal de los mismos para poder adaptar los resultados a la poblacion estudiada Los trabajos
realizados muestran, por ejemplo, que la produccion de IL-6 se incrementa de manera importante
el primer dia de inicio del cuadro y disminuye 3 a 4 dias después. En cambio, la PCr se
incrementa hasta dos dias después del inicio de la PA. No se ha establecido el tiempo de mayor
elevacion de la PAP, ademas de existir poca consistencia en los resultados, a pesar de ser un
marcador mas especifico de dafio pancreatico En la practica clinica, aunque es infrecuente
atender al enfermo justo al inicio de un dolor abdominal, se torna fundamental conocer cual es el
mejor marcador seroldgico al momento del ingreso al hospital que con mayor oportunidad y

especificidad nos permita identificar a los casos graves



OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

GENERAL:

* De las determinaciones séricas de IL-6, PCr y PAP, identificar al mejor marcador

pronostico de gravedad en pacientes que ingiesdn al LNINSZ con PA.

ESPECIFICOS:

+ Establecer la sensibilidad, especificidad y razén de probabilidades de las

determinaciones de IL-6, PCr y PAP para predecir el riesgo de desarrollar PAG.

o Analizar las diferencias en la utilidad de los marcadores de inflamacion (IL-6, PCry

PAP) de acuerdo al tiempo de evolucion de la pancreatitis

* Determinar si hay diferencia en los niveles de IL-6, PCr y PAP entre enfermos con

complicaciones locales y aquellos con complicaciones sistémicas de PA,

1y



HIPOTESIS

+ Al ingresoal hospital, los niveles séricos de IL-6, PCr y PAP se encuentran significativamente
mads elevados en enfermos con PA que evolucicnardn a al gravedad que en los que persisten

como casos leves.

¢ Las diferencias en la utilidad clinica (senstbilidad, especificidad y razén de probabilidades) de
éstos marcadores séricos, para establecer el prondstico de gravedad en nuestra poblacién de

enfermos al ingresar al hospital, es dependiente del tiempo de evolucién de la PA.

* Los mveles de los marcadores estudiados son mayores cuando se desarrollan complicaciones
sistémicas que en aquellos que desarrollan complicaciones locales. La diferencia en los niveles
de estos marcadores entre los casos compiicados y los no complicados es mayor cuando se

consideran séio complicaciones sistémicas.



MATERIAL Y METODOS

SEDE

El estudio se realizé en el INNSZ, que es un hospital de tercer nivel de la Secretarfa de

Salud y por lo tanto un centro de concentracién de enfermos con PA.,

DISENO DEL ESTUDIO

Es un estudio observacional, comparativo y longitudinal prospectivo en el cual se
analizaron pacientes que acudieron al hospital durante su primer cuadro de PA de menos de una
semana de evolucién. Para hacer las mediciones de PCr, IL-6 y PAP se les tomd una alicuota de
suero proveniente de la muestra de sangre que se obtuvo al ingreso al hospital {primeras 24 h de
hospitalizacién).

Durante la evolucidn de los enfermos se recabd informacion acerca de datos generales
(nombre, registro, sexo, edad); criterios prondsticos de Ranson; etiologfa; desarrollo de
complicaciones locales (necrosis, absceso, pseudoquiste, colecciones) y/o sistémicas, a saber:
falla renal, respiratoria o mulubrgénica, choque y/o sepsis (de acuerdo a los criterios de Atlanta y
de APACHEII) (29, 30); estancia intrahospitalaria y en la Unidad de Terapia Intensiva (UTI);
tratamiento y evolucion.

Se analizaron los niveles de PCr, IL-6 y PAP y se compararon en grupos de enfermos de
acuerdo a la presencia o no de criterios de mal prondstico y en aquellos con y sin desarrollo de
complicaciones tanto locales como sistémicas, buscando diferencias en su utilidad de acuerdo al
tipo de complicacién. También se analizaron las diferencias entre aquellos con pancreatitis leve vs
grave de acuerdo a la definicién establecida mds adelante en las vanables primarias. Los resultados

se expresan en medianas para cada uno de los marcadores, La comparacién se realizé mediante U



de Mann-Whitney. Se calcularon sensibilidad y especificidad y de acuerdo a larazén de
probabilidades positiva (sensibilidad/(1-especificrdad))se seleccionaron los tmites de corte. Segun
este tltimo valor y considerando la probabilidad pre-prueba de 30% de acuerdo a la prevalencia
encontrada en nuestra poblacin (31}, se obtuvo la probabilidad post-prueba para predecir
gravedad siguiendo el nomograma de la figura 1 (32). Asimismo, se calcularon las razones de
ricsgos. Se calcularon los intervalos de confianza al 95% para todos estos pardmetros. Se
realizaron curvas ROC (Receiver Operator Characteristics) para buscar el mejor nivel de corte para
cada uno de tos marcadores de acuerdo al tiempo de evolucién del cuadro. Una vez establecidos
los mveles de corte, se analizé mediante Chi cuadrada las diferencias entre los grupos definidos.

Se considerd significativa una p <0.05,

CRITERIOS DE INCLUSION

«  Pacientes con diagndstico de pancreatitis aguda sustentado por: a) cuadro clinico compatible
con elevacién sénca de amilasa o lipasa cuando menos 5 veces los valores de referencia, b)
hallazgos compatibles con el diagnéstico en ultrasonido abdominal o tomografia axial

computarizada de abdomen o c) evidencia de pancreatitis durante laparotomia.o autopsia.

s Pacientes con su primer episodio de pancreatitis aguda.

+ Consentimiento verbal para la utilizacion de sangre tomada al ingreso al hospital.

CRITERIOS DE EXCLUSION

» Haber ingresado por complicaciones tardias de la pancreatitis.



Tener mds de una semana de evolucién del dolor.

Cursar con patologfas con inmunccompromiso como SIDA, diabetes, neoplasias,

inmunodeficiencias primarias, etc.

Tomar fdrmacos inmunosupresores.

No haberse tomado sangre en las pnimeras 24 horas de hospitalizacién.

VARIABLES

2

PRIMARIAS

PCr: Se midid en suero mediante nefelometria (Beckman, Munich, Alemania) por el

laboratono de rutina del INNSZ.

INTERLEUCINA 6: Se midid en suero utilizando un equipo comercial Human [1.-6,
Quantitative ELISA, R&D Systemns, Minneapolis, MN, EUA (Anexo 1).

PAP: Se muidis en suero mediante ELISA, utilizando un equipo comercial del laboratorio

Dynabio, Francia (Anexo 2).

PANCREATITIS AGUDA GRAVE: Se considerd grave cuando la PA se acompafié del
desarrollo de complicaciones locales (necrosis, necrosis infectada, seudoquuste, absceso) vio
sistémicas (falla renal, cardiovascular, respiratoria, multiorgdnica, sepsis, hemorragia de tubo

digestivo) (29, 30)



5. PANCREATITIS AGUDA LEVE: Se consideré leve cuando fa PA no se asocid al desarrotto

de complicaciones locales nt sistémicas.

B. SECUNDARIAS

1. CRITERIOS DE MAL PRONOSTICO DE GRAVEDRAD AL INGRESO: Se consideraron

positivos cuando se presentaron 3 o mds criterios de Ranson en las valoraciones de 24 y 48

b

g%

. NECROSIS: St considerd necrosis pancredtica a zonas de lupoperfusién demostradas por
tomografia dindmica, o cuando se tuvo evidencia motfoldgica de la misma, p. ¢f. por cirugia o

necropsia.

3. PSEUDCQUISTE: Se considerd pseudoquiste a toda coleccidn de jugo pancredtico,

circunscrito por una pared fibrosa o de tejido de granulacién, demostrada por ultrasonido o

tomograffa.

4. ABSCESCO PANCREATICO: Se considerd absceso a toda coleccién de pus bien delimitada que
se presentd en la proximidad del pdncreas, demostrada por estudios de imagen, puncién o

cirugfa.

5. FALLA RENAL.: Se consideré en falla renal a todo paciente que presento elevacidn de la

creatimna sérica mayor a 3.5 mg/dl, volumen urmario < 479ml/dfac = 159mli/8h, 6 clevacion

del BUN = 100 mg/100 ml.



6 CHOQUE O FALLA CARDIOVASCULAR: Se consideré en choque a todo paciente que
durante su evolucidn presentd frecuencia cardfaca < 54/min, presidn arterial media < 49
mmHg, desarrollo de taquicardia o fibnlacidn ventricular o con pH sérico = 7.24 con PaCO2 <

40 mmHg.

7. FALLA RESPIRATORIA; Se considerd en falla respiratoria a todo paciente que presentd

frecuencia respiratoria = 5/min o = 49/min, Paco2 = 50 mmHg o que se encuentrd dependiente

de ventilador o con presién positiva continua de la via aérea.

8. FALLA MULTIORGANICA: Se consider6 en falla multiorgdnica a todo paciente que presentd

al menos falla de dos sistemas por un periodo de 24 hrs o mds.

9. SEPSIS: Se considerd en sepsis a todo paciente que presentd evidencia clinica de infeccidn, en

conjunto con taquicardia, taquipnea y alteraciones de la termoregulacidn,

10. HEMORRAGIA DE TUBO DIGESTIVO: Se considerd cuando la hemorragia [ué de mds de

500 ml en 24 horas.

11.INGRESO A TERAPIA INTENSIVA: Esta variable se consider¢ positiva cuando el paciente

ingresd a la UTI por cniterios de mal pronéstico o desarrello de complicaciones.



RESULTADOS

CARACTERISTICAS GENERALES

Demografia
La poblacién estudiada consistio en 72 enfermos con PA De éstos, 37 (51.3%)
pertenecian al género masculine y 35 (48 6%) al femenino. El promedio de edad del grupo

estudiado fue de 45.6 + 17 afios, con un rango de 16 a 85 afios.

Etiologia
Las etiologias de PA mas frecuentes fueron' biliar (n=31), post-colangiografia
endoscopica (n=10), alcoholica (n=9), idiopatica (n=9), hipertrigliceridemia (n=7), drogas (n=3),

trauma (n=1), post-quinirgica (n=1) e hipercalcemia (n=1).

Criterios de mal prondstico

Veintitrés pacientes presentaron criterios de maf pronodstico {(Ranson ) al ingreso al
hospital. Doce de éstos desarrollaron PAG. La sensibilidad de estos criterios en el grupo
estudiado fue de 52% con especificidad de 82% y razdn de probabilidades de 2.8., lo que

incremento poco (55%) la probabilidad de predecir gravedad.

Gravedad

En 14 pacientes (19.4%) se documentaron complicaciones locales (13 asociadas a
complicaciones sistémicas y 1 solo local) y en 20 (28%) sistémicas (13 asociadas a locales y 7
solo sistémicas) (tabla 1). En total veintiun pacienies (29%) desarrollaron PAG de acuerdo al

desarrollo de complicaciones, uno de los cuales fallecid por falla organica multiple.



MARCADORES SEROLOGICOS

Del total de pacientes estudiados se pudo obtener mediciones de IL-6 en 70, de PCren 67
y de PAP en 57 enfermos.Se observé una gran dispersién de valores de los marcadores
serolégicos (figura 2) en enfermos con PA leves como graves, por lo que se decidid expresar los
resultados como medianas y percentilas (figura3). En la tabla 2 se anotan los niveles de corte
seleccionados en base a las curvas ROC, asi como la sensibilidad, especificidad y razén de

probabilidades para cada marcador sérico independientemente tiempo de evolucidn de la PA.

* Proteina C reactiva

Los enfermos con criterios de mal prondstico tuvieron valores de PCr mayores que
aguellos sin cnterios de mal prondstico (10.7 vs 5.6 mg/mL, p=0.04). No se observé diferencia
en los niveles de PCr enire los pactentes que se admitieron a la UTT y los que se mancjaron en
otros servictos (p=0.2). La PCr fue mds alta en enfermos que desarrollaron PAG comparados a
los que presentaron PA leve (14 vs 5.6 mg/mL, p=0.004) (figura 2}. Los niveles de PCr
estuvieron mds elevados tanto en enfermos que desarrollaron complicaciones locales (21.4 vs 6.2

mg/mL, p=0.004) como complicaciones sistémicas (14 vs 5.6 mg/mL., p=0.004) (tabla 1).

* Interleucina-6

Los niveles séricos de IL-6 en enfermos con criterios de mal prondstico fueron mayores
que en aquellos sin criterios de mal prondstico (127 vs 23.7 pg/mL, p=0.0001). Se observéd que
la [L.-6 fue mds alta en los casos que requineon ingresarse a la UTT comparados con los que se
manejaron en otros servicios hospitalarios (120 vs 38 pg/mL, respectivamente; p=0.01). Hubo
diferencia estadisticamente significativa en niveles de [L-6 entre pacientes que desarrollaron PAG
v PA leve (118 vs 29 pg/mL, p==0.005) (figura 2}. Las diferencias en los niveles de IL-6 fueron

mds pronunciadas en los enfermos que desarrollaron complicaciones sistémicas (121 vs 29



pg/mL., p=0.001) en comparacién a aquellos con complicaciones locales (119 vs 39 pg/mL,

p=0.06) (tabla 1).

* Protefna asociada a la pancreatitis

Aunque os enfermos con criterios de mal prondstico tuvieron mayores niveles de PAP en
comparacién a aquellos sin criterios de mal prondstico, esto no mostré si gnificancia estadistica
(280 vs 86 ng/mL, p=0.1). Tampoco se observd diferencia en los niveles de PAP entre los
pacientes que se admitieron a Ja UTI y los que se manejaron en otros servicios (p=0.9). Sin
embargo, los que desarrollaron PAG tuvieron valores mayores que aquellos que presentaron PA
leve (300 vs 85 ng/mL., p=0.04) (figura 3). Las diferencias mds aparentes cn los niveles de PAP
s¢ observaron en pacientes que desarrollaron complicaciones sistémicas (292 vs 86 ng/miL,

p=0.06) 1 no en aqueilos con complicaciones locales (280 vs 139 ng/mL, p=(.16).

TIPO DE COMPLICACION (tabla3)

El andlisis de complicaciones individuales mostré que los niveles elevados de IL-6 y de
PCr correlactonaron con el desarrollo de necrosis y casi todas las complicaciones sistémicas. El
pscudoquiste fue la complicacién que no mostré diferencias en los niveles de ningiin marcador
sérico, probablemente por no estar directamente relactonado con el fenémeno inflamatorio. La falla
organica miltiple y el choque fueron las complicaciones que mostraron diferencias en los niveles

de ios tres marcadores de gravedad,

ANALISIS TEMPORAL

Para estudiar 1a utilidad de los marcadores serol6gicos en el diagndstico de PAG al
momento de ingreso al hospital se contruyeron curvas ROC para diferentes tiempos de evolucién
de 1a PA y de acuerdo a las dreas bajo estas curvas (ABC) se separd la muestra en dos grupos:

Grupo 1, con 0-2 dfas de evolucién de la PA y Grupo 2, con 3-7 dias (tabla 4).



* Grupo 1

En este grupo se incluyeron 32 pacientes.

La PCr mostré un ABC de 0.63. El nivel de corte en este caso fue de 2,34 mg/dL, con
sensitilidad y especificidad de 86% y 41% respectivamente y con una razén de probabilidades de
1.35, es decir que Ja prueba no incrementa la probabilidad de hacer ¢l diagndstico. Con este mvel
de corte no hubo diferencia estadisticamente significativa para el diagndstico de PA grave (p=0.5).

La[L-6 y la PAP mostraron ambas un ABC de 0.81.

Dors ba 1 £ o) mone nivel de corte e de 308 pg/mL, con una senstbilidad y especif icidad
de 63% y 96%, respectivamente y una razén de probabilidades de 7.4, con lo que se incrementa
hasta casi 80 la probabilidad de hacer el diagndstico con un resultado positivo. Con este mvel de
corte, sc observé diferencia estadisticamente significativa entre pacientes con PA grave y leve
(p=0.008).

Para la PAP el mejor nivel de corte fue de 244 ng/mL, con una sensibilidad y especif: 1cidad
de 83% v 78% respectivamente, con una razén de probabilidades de 6 y una ganancia hasta el

70% de poder predecir gravedad. Con este nivel de corte, la PAP también fue 1itil para el

diagnostico de PAG (p=0.05).

* Grupo 2

En este grupo la PCr mostrd un ABC de 0.79. El mejor nivel de corte fue de 16.6 mg/dL,,
el cual tuvo sensibilidad y especificidad de 73% y 82%, respectivamente y una razon de
probabilidades de 4, lo que dupplica la probabilidad de tener una PAG en los casos estudiados.
Con este nive! de corte se observé diferencia estadisticamente significativa entre enfermos con PA
grave y leve (p=0.01).

LaIL-6 tuvo un ABC de 0.62 con 1.91 de razén de probabilidades y la PAP de 0.55 con 2
de raz6n de probabilidades, por lo que ninguna de éstas incrementa por arriba del 50% la

probabihidad de predecir gravedad (tabla 4).



ANALISIS DE RIESGOS
Se ohservé un incremento significativo en el riesgo de desarroliar PAG cuando alguio de

los marcadores que se identificaron previamente como ttiles fue positivo (tabla 5.



DISCUSION

Uno de los retos mas importantes que se presentan ante el clinico es el poder predecir la
evolucion de un paciente con PA cuando lo recibe en el hospital, ya que [os casos graves ameritan
un manejo agresivo y costoso que no se justifica en casos leves, Se han descrito multiples
sistemas pronosticos como los criterios de Ranson, Glasgow, INNSZ y los del APACHE-IL, entre
otros, los cuales tienen el inconveniente de requerir varias determinaciones de laboratorie o
esperar hasta 48h para obtener una evaluacion adecuada. Por esto se han buscado estudios de
iaborarorio en donde una sola detelininacion bioyuiiva pusde su usada vuus PICAICIOT 48
gravedad (27)

Desde el inicio de la década de los noventas se ha reconocido el papel que juegan las
citocinas en la fisiopatologia de la PA y de sus complicaciones. Experimentalmente, se sabe que
treinta minutos después de iniciado el dafio del pancreas se incrementan significativamente tos
niveles de interleucinas en tejido pancreatico y horas después este incremento se encuentra en el
suero (17). Se ha demostrado que a nivel periférico, tanto en pulmén como en bazo e higado,
también se estimula la produccién de TNF-o e IL-1 en respuesta a las citocinas liberadas por el
pancreas (22). Se ha demostrado que durante la sepsis grave, la IL-1 y el TNF-o son los
responsables de la mayor parte del dafio sistémico, fenomeno que ocurre también en PA. En este
sentido, algunos estudios han demostrado que Ia produccion de TNF-a en tejido pulmonar
correlaciona con el dafio a este nivel y con el desarrollo del sindrome de insuficiencia respiratoria
progresiva del adulto (SIRPA), una de las complicaciones mas temidas de los cuadros graves
(33). La IL-1 v el TNF- son las interleucinas que se han identificado como responsables de
desencadenar o potenciar toda la cascada inflamatoria de la PA, por lo que se ha intentado

medir sus niveles en plasma o suero como marcadores de mal pronéstico Sin embargo, los



resultados han sido controversiales, probablemente porque su liberacion a la sangre periférica es
intermitente y de corta duracion (17, 22). Se han medido entonces otras citocinas como [L-6 ¢ [L-
8 demostrandose en varios estudios que sus niveles séricos correlacionan con la gravedad de la
PA (7-10, 17, 27). Una de las acciones conocidas de la IL-6 es la de estimular la produccién de
reactantes de fase aguda como serfa la PCr en el higado, cuyos niveles se han utilizado comao
marcador pronéstico de la enfermedad, siendo uno de los més aceptados y considerado como
estandar ideal para PAG (6, 34). Sin embargo, la produccion de esta cascada inflamatoria es un
fenémeno que no es especifico del pancreas, por lo que algunos investigadores han propuesto el
nen de nirne marcadores serolGgicos més especificos de dafio tisular como la PAP, originada en €l
pancreas y cuya produccion correlaciona con la gravedad de la PA (13).

Pudimos obtener los criterios de Ransen en todos nuestros pacientes, observando que los
enfermos que tenfan tres o mds de €stos presentaban niveles de PCre IL-6 significativamente
mayores, 1o que no se observé en el caso dela PAP. Lo anterior concuerda con el hallazgo de
niveles stgnificativamente mds altos de PCre IL-6 que de PAP en los casos con evolucion térpida
(tabla 2). En la poblacion estudiada encontramos que 30% de los enfermos desarrollaron alguna
complicacién y por lo tanto corresponde a la prevalencia de gravedad definida de acuerdo a los
enterios de Atlanta (29). Esta prevalencia concuerda con lo observado en estudios previos de
enfermos similares, es decir, admitidos en forma directa en nuestro Instituto, por loquela
probabilidad de predecir PAG (30%) usada para obtener la probabilidad post-prueba es la
adecuada para nuestra poblacion.

Lasensibilidad de los criterios de Ranson y su razén de probabilidades fueron similares a
las de IL-6 y PAP y menores que las obtenidas para PCr, independientemente del tiempo de
evolucion de la pancreatitis (tabla 2). La baja sensibilidad de los criterios prondsticos ha sido
tnformada por otros autores (36) y es dificil optimizar sus resultados, sin embargo en relacidn con
los marcadores analizados, al separar a los enfermos de acuerdo a la duracién de los sintomas al
ingreso, hay un evidente incremento en la probabilidad de predecir gravedad para las

determinaciones de IL-6 y PAP en el grupo 1 y de PCrenel grupo 2. Estos hallazgos apoyan la



propuesta hecha por otros autores {17} de usar un marcador sénco como tdnica y mejor alternativa
a los critenios multiples para predecir gravedad.

Los enfermos con PAG requieren generalmente del apoyo de servicios de terapia iniensiva
durante fa evolucidn del cuadro, por lo que el ingreso a ésta puede ser un dato indirecto de
gravedad que decidimos evaluar en este estudio. Los resultados obtenidos en los enfermos
estudiados mostraron que aquellos que ingresaron a la UTT tuvieron niveles significativamente
mayores de IL-6 que los que fueron atendidos en otros servicios clinicos. Esta observacion
ademds del hallazgo de niveles altos de [1.-6 en los pacientes que presentaron predominantemente
complicaciones sistémicas, que son las que requieren mayor vigilancia, permiten proponer a la Il
6 como el mejor indicador para iniciar un manejo agresivo de la PA ala admisidn de los enfermos.

En este estudio encontramos que los niveles de los tres marcadores investigados, PCr, [L-
6 v PAP, al momento de ingreso al hospital se encuentran significativamente mds elevados en
enfermos que desarrollaron PAG. Se observé una gran dispersion de valores que puede cxplicar [a
gran varnabihdad en los resultados que se han informado en la literatura para cada una de estas
pruebas. Por otro lado, tambien se observé vanacion en las diferencias de los resultados de las
pruebas dependiente del tipo de complicaciones (tabla3).

El marcador més titil en el grupo estudiado, independientemente del tiempo de evolucién
del cuadro, fue la PCr (tabla 2) y tal como ha sido propuesto en otros estudics, podrfa ser utilizado
como marcador timco de gravedad en estos casos, sobre todo si no se dispone de otros estudios de
apoyo. Es mds, se ha informado que la PCr es un predictor il para el diagnéstico de necrosis
pancredtica {6), lo que puede apoyarse con nuestros hallazgos de niveles significativamente mds
altos en presencia de esta complicacidn as{ como también en los casos de absceso (tabla 3). Es
interesante mencionar que atin cuando en nuestros enfermos también se elevd la PCr en presencia
de complicaciones sistémicas (insuficiencia respiratoria, choque, sepsis y falla orgdmca miiltiple),
se pudo observar que las diferencias en sus niveles fueron mayores cuando los pacientes tuvieron
complicaciones sistémicas asociadas a complicaciones locales, probablemente reflejando la

presencia de necrosis y/o absceso (tabla 1).



La IL-6 mostré utlidad para predecir desarrollo de PAG (tablas 2, 4y 5), sobre todo los
valores mds elevados se encontraron en pacientes con necrosis pancredtica y con cualquiera de las
complicaciones sistémicas (tablas 1 y 3}. Esta mayor selectividad de la IL-6 para todas las
complicaciones sistémicas comparada con los otros marcadores estudiados, puede deberse al papel
de las citocinas en la cascada de respuesta inflamatona generalizada cuando hay dafio agudo del
pdncreas, independientemente det desarrollo de complicaciones [ocales.

La PAP fue la prueba con menor utilidad para predecir gravedad de PA al momento de
mngreso al hospital en nuestra serie de enfermos. Lo anterior pudiera explicarse por que [a PAP
reflege el dafio pancredtico tisular, lo que o necesaniamente correlacione con la gravedad de la PA,
sin embargo esto no se apoya con los resultados de niveles de PAP en las complicaciones locales
{necrosis, absceso, seudoquiste) en donde no se elevd de manera significativa (tabla 3). En este
estudio, se observeé incremento significativo sélo en enfermos con choque y falla orgdnica
muiltiple, por lo que su utilidad parece limitada al compararla con los otros marcadores. Los
resultados con PAP han sido controversiales; los estudios de lovanna y cols. (13) muestran
miveles significativamente mayores en enfermos con PAG mientras que el estudio de Pezzill1 y
cols. (14) v el de Kemppainen y cols. (15) no encuentran diferencia entre pacientes graves y leves.
Ademds de las diferencias en las poblaciones estudiadas, pudieran existir diferepcias en la
metodologia para la determinacién de la PAP. En el primero utilizan un ELISA con anticuerpos
dingidos contra el péptido sintético N-terminal de la PAP, en cambio en los otros dos estudios y
en el nuestro se utiliza un equipo comercial de ELISA que mide anticuerpos policlonales contra la
PAP.

La variacion y dispersién de los resultados obtenidos en los marcadores observadas en éste
y otros estudios, se redujo cuando éstos se analizaron tomando en cuenta las observaciones hechas
previamente en relacion a la fisiopatologia de 1a PA; es decir, al hacer el andlisis en relacion con el
tiempo esperado en que estas proteinas alcanzan su pico méximo, como parte de la respuesta al
daiio pancredtico. Lo esperado serfa que la PAP, cuyo origen es en el pancreas, fuera la primera

respuesta, seguida por mediadores de inflamacidn como citocinas producidas en tejido pancredtico



pero que son a su vez inductoras de de mayor produccicn en otros érganos y condicionan la
produccitn de reactantes de fase aguda como la PCr.

Es asi que con base a curvas ROC hechas a diferentes tiempos de evolucion de laPA, se
identificaron los dias y los niveles de corte que reflejan la mejor utilidad de los marcadores
serolégicos de acuerdo a las dreas bajo estas curvas. Conviene mencionar que los valores
seleccionados (tabla 5) se encuentran dentro de los rangos descritos por otros autores (7, 25). La
division de fos casos se hizo en dos grupos: el pnmero (grupo 1) conformado por pacientes que
acudieron al hospital en los pnmeros 2 dfas de iniciada la PA y el segundo (grupo 2) por pacientes
gue acudicron con mds dias de evolucion. Pudimos observar que en el grupo 1 anto la IL-6 como
la PAP lucron los estudios mds iitiles para predecir gravedad y en cambio la PCr mostré utilidad
marginal, observdndose un nivel de corte muy bajo (tabla 4). La diferencia en los niveles de IL-6
entre los casos graves y leves fue mds significativa que para PAP, encontrdndose que el
incremento en la probabilidad de predecir gravedad también fue mayor para IL-6 que llega al 80%
y que es muds representativa de la utilidad de la prueba, cuya sensibilidad del 63% que interpretada
aisladamente podr{a descalificarla. Por otro lado, el riesgo de desarrollar PAG en los casos con IL-
6 > 308 pg/mL fue de 6, ligeramente menor que con la PAP pero también con mejor intervalo de
confianza (tabla 5). Estas ventajas, asi como que la determinacidn de IL-6 es una prueba de
laboratorio como mayor apheacitn en otras patologias, a diferencia de la PAP o incluso del
péptido activador del tripsindgeno y el de carboxipeptidasa-B (27), otros marcadores serologicos
de gravedad que se han descrito como 1tiles durante los primeros dias de evolucién de la PA, nos
hace recomendarla como el marcador a utilizar en los casos de pancreatitis identificados en forma
temprana, tales como aquellos secundanos a colangiopancreatograf (a endoscdpica (37) en los que
se han llegado a encontrar altas tasas de mortalidad (35} y que en nuestro medio fue el segundo
factor elioldgico de la PA.

De acuerdo a informes previos (8} y dado que la produccién de PCr ccurre después del
inicio de la cascada inflamatoria, es esperado que su medicidn sea mds util en el grupo de

enfermos que acudreron al hospital después del tercer dia de iniciada la PA, duplicando la



probabilidad de predecir un ¢uadro grave (60%) y asociandose a un riesgo relative § veces mayor
cuando los niveles se encuentran por arriba de 16.6 mg/dL.. Las condicicnes en las que se
aplicaria esta prueba corresponden a la mayor parte de nuestros enfermos y es en ésta poblacion
en la que creemos deberia ser realizada de rutina, o bien cuando no es posible establecer la
duracion de la PA o solo se puede contar con una prueba, ya que ademas de ser en la actuatidad
la mas accesible en nuestro medio es la que presento la mejor utilidad en forma global (tabla 2).

Dado que la muestra estudiada fue de 72 enfermos no se pudo realizar un mayor analisis
en busca de otras diferencias entre los niveles de marcadores de gravedad, como serian los
factores etiologicos o la obesidad En un estudio previo encontramos que la etiologia biliar o
alcohdlica se puede asociar a cuadros graves pero sdlo en pacientes obesos (con indice de masa
corporal 225 Kg/m2) (38) Se sabe que la respuesta inmune se encuentra alterada en pacientes
obesos y por lo tanto ser una condicién que contribuya al desarroillo de complicaciones Ademds,
algunos estudios (7) han encontrado que los niveles de linfocitos CD4 se encuentran disminuidos
en pacientes con PA, lo que correlaciona con los niveles de IL-6, aungue ain existen
controversias al respecto.

Es de esperar mayor mortalidad en los casos de enfermos con PAG por lo que llama la
atencion que solo un paciente del estudio haya fallecido. 8¢ puede observar que a pesar de
mantenerse sin cambio la prevalencia de gravedad en nuestros enfermos con PA, la mortalidad de
las series de casos informados se han ido reduciendo (3, 38, 39 ). Uno de los factores que puede
influir en la baja mortalidad, ademés de la mejor y mas temprana identificacion y manejo de los
casos graves, es la seleccion de pacientes en su primer episodic de PA v que no hubieran recibido

tratamiento en otros hospitales, [o que ha sido previamente informado en otras series de pacientes

(35)



CONCLUSIONES

1. La utilidad de los marcadores de gravedad (PCr, IL-6 y PAP) es mayor cuando se analiza en

grupos de enfermos de acuerdo al tiempo de evolucidn de la PA.

2. En forma global, es decir, independientemente del tiempo de evolucion del cuadro, la PCr es el

mejor predictor de gravedad, sobre todo en presencia de complicaciones locales.

3. Los niveles séricos de IL-6 pueden ser utilizados como marcadores de gravedad en PA asociada

al desarrofla de complicaciones sistémicas

4. La sensibilidad, especificidad y la razén de probabilidades de laTL-6 y PAP en pacientes con <
2 dias de evolucién y de la PCr en pacienies con > 3 dias de evolucién fueron mejores que las de
los critenos de Ranson, por lo que en nuestra poblacion pudieran ser una mejor alternativa como

predictores de gravedad.

5. Restningir la prediccién de gravedad al resultado de un sdlo estudio de laboratorio accesible
tiene ventajas, sobre todo en hospitales con recursos limitados. Por lo tanto, en base a nuestros
resultados creemos que en nuestra poblacidn deberia de rmplementarse la medicion de estos

marcadores, adaptados al tiempo de evolucién de la PA, como predictores dnicos de gravedad.
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Figura 1. Nomograma del terorema e Bayes's
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Figura 2. Niveles

séricos_de marcadores de gravedad en PA
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Figura 3. Niveles de marcadores de gravedad en pacientes con PA grave y leve
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* PCr=mg/dL X 10 IL-6= pg/ml. PAP=ng/mlL,

** U de Mann-Whitney
En esta figura se pueden observar las medianas, 1ntercuartiles y rangos de los niveles de

los marcadores en pacientes con PA leve y grave.



Tabla I. Niveles de PCr, IL-6 y PAP de acuerdo al desarrollo de complicaciones

locales o sistémicas.

Complicaciones PCr IL-6 PAP

n Mediana n Mediana n Mediana
Locales Total 11 21.4 14 119 14 280
Con sistémicas 11 21.4 i3 125 13 261
Sin sistémicas 0 0 1 9.2 1 300
Sin complicaciones locales 56 6.2 56 39 43 139
Sistémicas total 18 14 20 121 18 292
Con locales 11 21.4 13 125 13 261
Sin locales 7 8.6 7 118 5 300
Sin complicaciones sistémicas 49 56 50 29 39 86




Tabla 2. Utilidad de marcadores serolégicos de gravedad de PA

independientemente de Ia evolucién del cuadro

Marcador Nivel de Sensibilidad Especificidad RP
corte (%) (%)
PCR 17.3 mg/dL 50 88 4
IL-6 89.6 pg/mL 67 71 2.4
PAP 244 ng/mL 68 74 2.6

RP= Razoén de probabilidades




Tabla 3. Niveles de marcadores serolégicos de gravedad en PA segin tipo de

complicacién

Complicacion PCr (mg/dL) IL-6 (pg/imL) PAP (ng/mL)
n [Mediana| p n |Mediana| p n | Mediana | p

Necrosis + 8 21.4 8 244 8 280

_ I 59 6.2 0.005( 62 38 0.003] 49 139 0.3
Absceso + 6 20 9 44.6 9 300

_ | el 6.6 0.04 | 61 46.3 0.7 | 48 156 0.1
Scudoquisic + 2 24 3 113 > 500

_ {65 7 0.1 | 67 44.6 0.6 | 54 156 0.2
Fallarenal  + 2 5.4 2 427 2 406

_ | 65 8 0.6 { 68 43 0.02 | 55 173 0.1
Fallaresp. + 12 20 14 44.6 13 300

_ | 35 6 0.001} 56 378 001 | 44 112 0.07
Choque + 14 14.5 15 125 13 300

_ | 53 6 0.007| 55 294 0002 44 85 0.02
F.O.M. + 11 21.4 12 205 11 300

_ | 5 6.2 0.002( 58 38 0.007| 46 112 0.04
Sepsis + i0 21.4 11 125 11 259

_ 157 6.1 0.001} 59 3% 0.04 ) 46 180 0.5

o

Falla resp.= Falla respiratoria

F.O.M.: Falla orgdnica mdltiple



Tabla 4. Utilidad de marcadores seroldgicos de gravedad de PA de acuerdo al

tiempo de evolucion del cuadro

Nivel de Sensibilidad Especificidad p
corte {90} (%)
Grupo 1
PCR 234 mg/dL 86 41 0.5
IL-6 308 pg/mL 63 96 0.008
PAP 244 ng/mlL 83 78 0.05
Grupo 2
PCR 16.6 mg/dL 73 82 0.01
IL-6 89.7 pg/mL 67 65 0.15
PAP 228 ng/mL. 61 70 0.26




Tabla 8. Riesgo de presentar PA grave de acuerdo al resultado de marcadores

serolégicos

PAGRAVE PALEVE  RIESGORELATIVO  IC93%

n i
GRUPO 1 (< 2 dfas)
IL-6 (nivel de corte)
>308 pg/mL 3 2
<308 pg/mL 3 21 6 1.9-17
PAP (nivel de corte)
>244 ng/mL 5 5
<244 ng/mL. 1 i3 7 14-34
GRUPO 2 (> 3 dias)
PCr (mivel de corte)
>16.6 mg/mL 8 5
<16.6 mg/mL 3 22 5 1.9-14

1C 65%= Intervalos de confianza al 95%



ANEXOS
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PANCREPAP
IMMUNOENZYMATIC KIT FOR ASSAYING HUMAN PAP

INSERM LICENCE

USE LIMITED TO RESEARCH

INTRODUCTION

The Pancreatitis Associated Protein (PAP) is
stnthesized by the exocnne pancreas in the course of
acute pancrzatitis It is found in the blood within 12
hours of the onset of the pancreatitss episode. A recent
study 1n the adult {Gastroenterology, 1994. 106 - 728-
774y has shown that ;

- Pauents presenung with a normal serum PAP value
at aamission generally do not develop complications

- The increass in seram PAP with time is correlated
with the seventy of the episode and can reach 100
umes the normal value (wich is generaliy lower than
109G ng/mi)

- A decrease 1n the PAP level indicates that the end of
the acute phase of the casis 1s ending,

Thus, analysis of the variations of the serum PAP level
In 3 pauent provides information on the progression of
acute pancreatiis.

ASSAY PRINCIPLE

The PANCREPAP kit is used fo assay human PAP in
samples of serum, plasma or whele bleod dried on
blotting paper. [Its principle 15 based on a sandwich
immunoenzymatic system.

Microutration plates are coated with polyclenal anti-
PAP anubodies In the first step, the samples to assay
are deposited in the wells and PAP is allowed to bind
to specific antibodies All proteins not specifically
bound are elinunated by washing, Then polyclonal
anti-PAP antibodies coupled to biotin are allowed to
attach to the bound PAP. After washing, antigen-
antibody complexes are detected by an avidm-
peroxidase complex and are visualized by the addition
of a chromogenic substeate. The intensity of the color
reaction is proportional to the quantity of PAP bound
in the first step.

Z.A. les Nertiéres
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REAGENTS

CHARACTERISTICS

Ome JS-well microlitrabien plate
<rated with ar-P AP antibodiss.

ion af recombinant
Llrzzze-dned noy
10 Zaer contaming 0,02 02
merasal

piean medium sontarung 0,02 %5
vdumrerasal

yuticn of Biclinrlated 2nt-PAP
wnnitodied fr2¢2edned i a protein
senlaming

|
i
¥
1
|
1
:’
[
l Ofuuon butler, Feetc-dned ina
i
1
|
H
i
i
i
;

Saputen of avidin-POD freeze-
ned i 3 praten medium
eavung 0.02 23 rerosal

Sahston of chremogenic substrate
TWB

Soisticn of saremogentc substrate
HlOn

Solurcnof I S M
Crbzprosghions acd.

3 PBS pellels,

Salution of Tween 20
{193%)

Ready 10 use.

Rzeanstitate with the volume of
stanle apyrogeme H2ZO
mentioned on the vial Yabel

Reconsutute with 8 mi of stenle
apvragenic H20. The

8 mi ars then diluted 1n 42 ml
stenle apvregenic H20

Reconstitute carefully with
10 ml stertle apyrogenuc H20.

Rzconsutute carefully with
10 ml steniie apyrogeme H2Q

Mix with H202 just before use.

Mucwnth TMB just before use

Ready 1o use.

Dissolve 5 peftetsof PBS n 1
liter sterile apyrogeme H20ta
obtain | liter of PBS.

Diluta the 10 ml of soluton to |
liter with PBS to obtain the
washing buffer

STORAGE AND STABILITY

The assav kat should be kept at 4°C until the printed
expuatien date Once lyopiulisates are reconstituted, they
should be stored at -20°C, except for the avidin-POD
solution watch remauns stable at 4°C. The wash solution can
be stored at -20°C With these storage conditions, the assay
Kt can te used for 30 days after operung

MATERIALS NOT SUPPLIED WITH THE KIT AND
NEEDED FOR THE ASSAY

Two liters of stenie apyrogenic water (wash buffer,
recopstitution of assay reagents).
Disposabie tp mucropipettes 200-1000 pi, 20-200 ul, 2-20

ul

Dhsposable 10 ml plastic pipettes.
A periectly calibrated multichannel pipette or manual

dystnbutor

4 ml plastic disposable hemolysis fubes for preparing the

standard range

Cme dispesable plastic serew-cap tube for preparing the

substrate-chrormoegen mixture
A vorteX muxer

A szrmu-automauc of automate plate washer, whashed and
abundantly rinsed with uitra-pure water before use
A 1l bontle nnsed wath ultra-pure water to keep the wash

barler

A 130 md flask to keep the sample dilution buffer.

st oeill PepEl wn c:llill]Il-.lLlng Co31CLLLL uqulu oIl plulas
after each wash.

A plate reader for measuring absorbance at 450 nm,
equipped with a 620 nm reference filter.

PRECAUTIONS FOR USE

Use Limiied te research

De not pipette by mouth.

Do not eat, dnnk or smoke durng the test .

Reagents contaimag thumerosal, H202, the H2804 solution
and the PBS pellets may be toxic and imitant. They must be
handled to avoid any contact with the skin, eyes and
mucosae

In case of accidentally contact, rinse the affected parts
immediately with plenty of water,

RECOMMENDATIONS

Never allow the plate to dry since well drying may impair
the quality of the results

Special care should be taken to the washing steps in order to
avoid non-speeific signal

Do not use reagents afier their expiration date.

Do not mix reagents from different batches.

Avord biological and chemical contarunation of reagents
and samples

Equilibrate every reagent at recom temperature,
Freezedried reagents must be reconstituted at least 10
minutes before use in order to obtam total and
homogenecus dissofution,

Shake reagents gently before use

Respect strictly incubation times,

SAMPLE TAKING AND STORING

Blood can be drawn in dry or heparinized tubes. After
sampling, senum or plasma can be stored at 2 to 8°C for 24
hours, or frozen at -20°C for longer storage Do not exceed 3
[reeze/thaw cycles. Hemolysed or hyperlipemic samples of
plasma or serum may intecfere with the PAP assay,

PREPARATION OF REAGENTS

The plate packaged under vacuum must be equilibrated at
room temperature before 1emoval from its wrapping Bars
not used wathin hours must be placed in the transparent bag
containing a desiccant

The wash buffer (PBS-Tween) 15 obtained by dissolving 3
PES pellets in one liter of stenle apyrogenic water Afler
complete dissolution, the Tween 20 solution (10 %) 1s
diluted with 990 mj of PBS.

The standard range is prepared from freeze-dried thPAP.
Thus standard solution 15 reconstingted with the volume of
sterile apyrogenie water mentioned on the vial label This
gives a solution at 300 ng/ml that is further diiuted in
dilution buffer to prepare the standard range.

The dilution buffer 15 to be reconstituted first with 8 ml of
sterile apyrogenic water. The 8 ml of buffer obtained are
“Heen diluted in 42 mi sterile apyrogenic water,

The lyophilisate of biotinylated anti-PAP antibodies 1s
reconstituted with 10 mi stenle apyrogenic water

The lyophilisate of avidin-POD 15 reconstitated with 10 mi



The substrate-chromogen splutinon must e preparea within
oo mrrates of 15 use The solutror comtamung TMB and the
shen eentning H20D must e mived 1n 2guai volumes
posabie plastc screw—cap wbe The tube is stored in
zlore use Do not use a substrale solution already

wnsred
ASSAY PROCEDURE

A rarge of thPAP 15 prepared from the freeze-dried standard
cn The Incphuisate is *aken up with the volume of
sterile apyiogenic waler mentioned on vial label and gives
[0 F’JLP solution at 300 ng/ml. This solution 1s then diluted
o Biiunien bulfer. The concentrations of inPAP

cmaerdad for tne standard curve are i the range of 30
ne'ml

'

4.

3%
PREPAPATION OF THE RANGE

5 ul of PAP at 3¢ C0 ngrml - 450 ul of buffer = 30 00 ngrml
P2xulofselution  at 3000 ngml ~ 300 ul of bulfer = 10.00 ngrmi
i wlotseluuen  at 1000 ngml - 300 pl of buffer = 3 33 ngml
P35 uletsoiuton  at 333 ngmi - 300 ul ofbutfer = 1 11 ng'ml
Poaorscivwon 3t 1 1 ngmi = 300 ul of buffer = 0 37 ng mi
Pluwtefsouuen 3t 0376gml - 300 ul of buffer = 0 12 ngmi
Pidatselunen 3t O 12ngml - 300 ul of buffer = 0 04 ng/mid

Tag wells must b2 reserved for decesiting dilution buffer, to
te used 33 ranze blank. Samples to be assayed must be
tituted 1 dilunion buffer The range and the diluted samples
212 feposiieg on the plate 2t 80 pifwel] and are incubated
tor 3 h al room temperatare, covered vath adhesive The
rells are then washed 5 imes with PBS/0,1% Twezn as
toltows

+  thorcughly draw up each well,

¢ 0! wath 4C0 ul wash butfer,

¢ rereat the first two steps 4 times,

¢ atter the last wash, eliminate residual liquid by inverting
the plate and tapping 1t on absorbent paper.

Mote 1118 recommended to use an automatic ot
semdutomatic plate washer.

The reconstitured selution of biounylated anti-PAP
aniibedies 13 then immediatety deposited on the plate at

i ulwell and incubated for 30 munutes at room
temperature The plate 15 coversd with adhesive. The plate
15 then washed 5 umes with PBSA) 1 % Tween (as
desembed above) and then 80 ul of the reconstiuted avidin-
POD salution 15 immediately added to each well

After |3 munutes 1ncubation at reom temperature, the plate
15 washed 3 tumes with PBS/0.1% Tween. Duniag the last
wash, washuing butler should be lett 5 men in the wells. After
rhe plate has been tapped dry, the chromogenic substrate is
2died at 30 ubwell ARer 135 munutes meubalion n the dark,
the color reacteon is stopped by adding 1,5M
Orthophospheric acid at 80 pliwell The absorbance of each
well i3 rzad on a spectrophotometnic plate reader at 430 nm,
usuig 3 620 nm filter as reference filter. Plates should be
read immediately after the-reaction is stopped

CALCULATION OF RESULTS

concentratien of PAP in each sample 15 determined by
ralirsen fram the <fandard c1irvs Thowe A1 trae 1o

EXAMPLE OF RESULTS

These values are provided only as an example a
standard curve must be prepared for each assay series.

Standard ng'mi Absorbance  Mean Abserbanice
PPN {rbackground) |
0’ 0032
0 5035 G033
004 2043
004 0047 0.046 06013
0.2 5084
0.tz 0087 0085 0052
037 Q185
037 0181 0.183 0150
(B4} ¢ 450
1t C.448 0448 0415
33 0993
333 G969 0981 0.948
10 1735
10 16594 1715 1.682
30 2178
30 2 (39 2158 2125

CHARACTERISTICS OF THE TEST

1/ Detection st

The detection lumut is estimated at 32pg/ml, a PAP
concentration corresponding o the mean absacbance of 20
meastrements of the zero of the range plus two times the
standard deviation,

2/ Specificity
Absence of cross-reaction wath IL2,1L6,IFNy,
TNFa and E Coli protewns.
Absence of hook effect up to a concentration of 30
ng/ml

SUMMARY OF THE TEST
EIRST STEP

! | Prepare the standard range.

1.2 Once the plate 15 equilibrated at room temperature,
remove it from 1ts package and immediately deposit the
range peinis and the samples to test at 80 ulfwell.

1 3 Incubate for 3 hours at room temperahire

SECOND STEP

2 1 Draw up the conteats of each well and immediately cary
out a series of 3 whashes

2 2 Distnbute the conjugate at 80 pliwel)

2 3 incubate for 30 minutes at room lemperature.

THIRD STEP

3 | Draw ug the contents of each well and wash
immediately.

3.2 Distribute the avdin-POD at 80 pliwell.

3 3 Incubate for I3 minutes at room temperature,

FOURTH STEP

4 1 Draw ap the contents of each well and wash
unmediately. Keep the washing bufler 3 min 1n the wells

during the fast wash.
d Y Mietmhivta the crithatrars ot D0 10 17 rall



