MEeXLAB

Bio-Estrogeno Total

Inmunoensayo enzimatico para la cuantificacion de Estrogeno Total en

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO SUero o plasma

INTENCION DE USO
El kit Estrogeno Total ELISA se utiliza para la determinacién
cuantitativa de Estrogeno Total en suero o plasma humano.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El kit Estr6geno ELISA estd basado en un principio de union
competitiva entre el Estrogeno encontrado en la muestra y el
conjugado Estrégeno-HRP por una cantidad constante de
anticuerpos Anti-Estrégeno de conejo. En la primera incubacion,
los micropozos recubiertos con anticuerpos de cabra anti-
Estrogeno de conejo, son incubados con 50ul de estandares de
Estrogeno Total, controles y muestras del paciente; y con 100 pl
del conjugado Estrégeno-HRP y con 50ul del reactivo de conejo
anti-Estrogeno Total, durante 120 minutos a temperatura ambiente,
con agitador. Durante la incubacién, una cantidad fija de HRP-
Estrogeno marcada, compite con el Estrogeno enddgeno de los
estandares, muestras y controles, por un ndmero fijo de sitios de
union al anticuerpo especifico de Estrégeno. Asi, la cantidad de
conjugado Estrégeno-HRP inmunolégicamente unido al micropozo
decrece progresivamente, mientras que la concentracion de
Estrogeno Total en la muestra aumenta. El conjugado no unido es
retirado y los micropozos lavados. Seguidamente, se agregan
100ul de solucion TMB y se incuba a temperatura ambiente por 30
minutos, resultando en una coloraciéon azul. Dicha coloracion es
interrumpida con la adicién de 50ul solucién de frenado y la
absorbancia es medida y se lee con un espectrofotometro a 450
nm.

MATERIALES PROVISTOS 96 Pruebas
1. Micropozos recubiertos con Anti-lgG- 12x8x1
Conejo de Cabra
Esténdares: 7 viales (listos para su uso) 0.25ml
3. Conjugado de Estrégenos-HPR (20x) : 1 0.7 ml
frasco (listo para su uso)
4. Diluyente de muestra: 1 frasco (listo para 12ml
Su uso)
. . . 7 ml
5. Reactivo Anti Estrégeno Total Ab
6. Sustrato TMB: 1 frasco (listo para su uso) 12 mi
7. Solucién de Frenado: 1 frasco (listo para 12 ml
Su Uso)
8. Solucién de Lavado Concentrado 20X: 1 25 ml
frasco

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROVISTOS
Agua destilada o desionizada.

Pipetas de precision.

Puntas de pipetas desechables.

Lector Microelisas.

Papel absorbente o toalla de papel.

Papel cuadriculado.
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ALMACENAMIENTO

1. Almacene el kita 2 - 8°C.

2. Mantenga las tiras de los pocillos selladas en la bolsa de

aluminio.

Todos los compuestos son estables hasta su fecha de

expiracion siempre y cuando las condiciones de almacenaje

sean estrictamente llevadas a cabo como aqui se indica.

4. No exponga los reactivos al calor, luz solar o intensa luz
eléctrica.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Potencial de los materiales de riesgo biolégico: Los
calibradores contienen componentes de origen humano, que
se han sido probados y encontrados no reactivos para el
antigeno de superficie de hepatitis B y anticuerpos contra el
VIH Aprobado por la FDA. Sin embargo no hay método de
prueba que puede ofrecer completa seguridad de que el virus
VIH, Hepatitis B u otros agentes infecciosos estén presentes.
Estos reactivos deben ser manejados segun el Nivel de
Bioseguridad 2, como se recomienda en los Centros para el
Control de Enfermedades / Institutos Nacionales de Salud
manuales. "Bioseguridad en laboratorios microbiolégicos y
biomédicos” 1984.

2. No pipetee con la boca. No fume, coma, o beba en el area
donde maneje este equipo.

3. Los componentes en este equipo son para uso Como una
unidad integral. Los componentes de diferentes lotes no se
deben mezclar.

4. Es recomendable que los estandares, controles y muestras de
suero se corran por duplicado

5. Para obtener Optimos resultados, debe apegarse
estrictamente al protocolo. Pipeteado exacto y preciso, asi
como después de la hora exacta y requerimientos de
temperatura prescritos son esenciales. Cualquier desviacion
de este pueden dar datos no validos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

1. Recolecte sangre por venopuncion y separe el suero de
inmediato.

2. En caso de no llevar a cabo el examen inmediatamente,
refrigere la muestra a (2-8° C) por cinco dias. En caso de
exceder dicho plazo, congele a -20° C hasta un mes.

3. Previo al ensayo, la muestra deberd ser debidamente
descongelada y mezclada.

4. Evite utilizar muestras con exceso de lipidos.

EXTRACCION DE LAS MUESTRAS

NOTA: Una mezcla de 3:2 Acetato de Etilo: Hexano se utiliza para

extraer los estrogenos a partir de muestras de suero o plasma

humano.

1. Agregue 0.2 ml de suero o plasma a un tubo de ensayo de
tamafio apropiado.

2. Agregue 2 ml de la mezcla al suero o plasma.

3. Agite vigorosamente por un minuto para permitir la separacion
de los solidos.

4. Transfiera la capa orgénica a un tubo de ensayo limpio y
evapore mediante gas inerte (Ej. Nitrdgeno).

5. Reconstituya la muestra con 1X PBS, pH 7,0. La muestra se
encuentra lista para el ensayo (50uL por pozo).

6. Durante el analisis de las muestras, multiplique el resultado
por el factor de dilucién (10 en el siguiente ejemplo).

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Conjugado Enzimético 20X. Prepare una solucién de trabajo
de 1X a 1:19 con diluyente de ensayo (ej. Agregar 0.1 ml del
conjugado enzimatico de Estrégeno concentrado a 1.9 ml de
diluyente de ensayo.

2. Solucién de Lavado 20X. Prepare una solucion de lavado a
1X, adicionando el contenido de la botella (25 ml, 20 X) a 475
ml de agua destilada o des ionizada. Conserve a temperatura
ambiente (18-26° C).



PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Previo al ensayo, todas las muestras y reactivos deben ser

llevados a temperatura ambiente (18-26° C). Mezcle gentilmente

todos los reactivos previos a su uso.

1. Corte el nUmero de pozos a utilizar. Cierre y selle el resto de
los pozos no utilizados y refrigérelos a 2-8° C.

2. Dispensar 50ul de los estandares, control y muestras en los
pozos designados.

3. Agregar 100yl del conjugado enzimatico de Estrégeno Total
en cada pozo.

4. Agregar 504l del reactivo Anti-Estrégeno en cada pozo.

5. Cubrir e Incubar a temperatura ambiente (18-25° C) por 120
minutos, con agitador (600 rpm).

6. Remover el liquido de los pozos .Lave en tres tiempos con
350 pl de solucién de lavado a 1x. Golpee los pozos sobre una
toalla o papel absorbente.

7. Agregar 100 pl de sustrato TMB en cada pozo.

8. Cubrir e incubar a temperatura ambiente (18-25° C) por 30
minutos, con agitador (600 rpm).

9. Frenar la reaccion agregando 50 ul de Solucién de Frenado a
cada pozo. Agitar gentilmente por 10 segundos.

10. Lea la densidad o6ptica a 450nm con un lector de placa de
micro valoracion en un plazo de 10 minutos después de haber
agregado la solucién de frenado.

CALCULO DE RESULTADOS

La curva estandar se construye de la siguiente manera:

1. Calcule el valor de estandar en Estrégeno Total en cada vial
estandar. Este valor puede variar de lote a lote. Asegurese de
chequear los valores en cada kit. Tome el ejemplo de estandar
adjunto como referencia.

2. Para la construccion de la curva trazar la lectura de
absorbancia de los estandares de referencia en eje vertical
contra su concentracion en eje horizontal en papel grafico
lineal, dibujar la curva de mejor manera posible uniendo los
puntos.

3. Lea la concentracién (pg/ml) para controles y para cada
muestra desconocida de la curva. Registre el valor de cada
muestra desconocida.

Ejemplo de Curva Standard

OD 450 nm Conc. plu/mL
Std 1 2.92 0
Std 2 2.45 10
Std 3 2.14 20
Std 4 1.61 100
Std 5 1.28 200
Std 6 0.66 500
Std 7 0.36 1500

VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios rangos
normales sobre la base de una muestra representativa de la
poblacion local.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. Los resultados obtenidos en el presente analisis deben ser
utilizados solo como ayuda en el diagnéstico y deben ser
interpretados en relacién a la historia clinica del paciente,
pruebas fisicas y otros procedimientos.

2. No utilice azida de sodio como preservante ya que inhibe la
actividad de la enzima HRP.

PERFORMANCE

1. Precision:

Intra Ensayo
Suero No. de Media Desvio Coeficiente de
Réplicas mlU/ml Estandar Variacion (%)
1 16 32 2.29
2 16 290.7 14.29 4.9
3 16 1104.2 43.65 3.9
Inter Ensayo
Suero No. de Media Desvio Coeficiente de
Réplicas mlU/ml Estandar Variacion (%)
1 16 33.6 2.87 8.5
2 16 295.4 17.0 5.8
3 16 1157.1 76.86 6.6

2. Sensibilidad:

La sensibilidad de esta prueba resulta de calcular la media mas
dos desvios estandar del punto de estandar cero, veinte veces en
la misma prueba.

o . Desvio Media +
Suero Réplica Media Estandar 2sD
Zero 24 2.579 0.054 2.69
Estandar

3. Especificidad del anticuerpo:

Compuesto % Reactividad Cruzada
Estradiol (E2) 100
Estrone (E1) 100
Estriol (E3) <10
Equilin <0.3
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