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ALTA CALIDAD EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

FSH CLIA

Reactivo para la determinacion de la hormona de estimulacion

folicular (FSH).

INTENCION DE USO

Ensayo inmunoenzimatico por quimioluminiscencia para la determinacién
cuantitativa de la hormona de estimulacién folicular (FSH) en suero humano.
Agente de diagnéstico in vitro, para uso exclusivo de laboratorio clinico o de
gabinete.

RESUMEN Y APLICACION

La FSH (hormona foliculo estimulante) es una hormona que se encuentra
en humanos y otros animales. Es sintetizada y secretada por las células
gonadotropas de la glandula pituitaria anterior. La prueba FSH evalia la
cantidad de esta hormona en muestra de sangre. La FSH es una
glicoproteina secretada en respuesta a GnRH (hormona liberadora de
gonadotropinas), la cual es liberada por el hipotdlamo. Las mismas células
de la pituitaria secretan también la hormona LH (hormona Luteinizante). La
FSH y LH estdn compuestas de una subunidad alfa y una beta. La
subunidad especifica beta es la que le confiere su actividad biolégica Unica.
La FSH y LH se unen a los receptores en los testiculos y ovarios, donde
regulan la funciéon gonadal promoviendo la produccién de esteroides
sexuales y la gametogénesis. En mujeres, la FSH ayuda al control del ciclo
menstrual y la produccién de évulos por los ovarios. La cantidad de FSH
varia entre los ciclos menstruales de las mujeres y su concentracion es alta
justo antes de la ovulacién. En hombres, la FSH ayuda al control de la
produccién de espermatozoides. La cantidad de FSH en hombres por lo
general permanece constante. Se ha encontrado que la FSH humana
recombinante puede causar varias mejoras, ya sea en aumentar
espermatozoides en la eyaculacion o incrementando el éxito en la inyeccion
intracitoplasmica de espermatozoide en hombres infértiles con arresto en la
maduraciéon. En mujeres y hombres, la FSH y la LH son solicitadas como
parte del tamizaje de infertilidad y desordenes gonadales o de la pituitaria.
La FSH puede ser solicitada en mujeres que se les ha detenido el ciclo
menstrual o se ha vuelto irregular, para determinar si la mujer esta entrando
a la menopausia. En mujeres, los niveles de FSH y LH pueden ayudar a
diferenciar entre fallo ovarico primario (falla de los ovarios por si mismos) y
fallo ovarico secundario (fallo en los ovarios debido a desordenes en la
pituitaria o el hipotdlamo). Los niveles incrementados de FSH y LH estan
ligados a fallo ovarico primario.

DESCRIPCION

La prueba FSH CLIA es un inmunoensayo solido de dos posiciones. Un
anticuerpo monoclonal cubre la superficie de los pocillos y otros anticuerpos
monoclonales etiquetado con peroxidasa equina la cual es usada como
restauradora. Las moléculas de FSH presentes en el estandar o en el suero
son emparedadas entre los anticuerpos. Siguiendo la formacion del
complejo anticuerpo recubierto antigeno-anticuerpo-enzima.

Las etiquetas des adheridas anticuerpo-enzima son removidas mediante el
lavado. La peroxidasa equina limitada en los pocillos es alcanzada por
reacciones quimioluminicentes. La unidad de luz relacionada (RLU) es
proporcional a la concentracion de FSH presente en la muestra.

CONTENIDO

Kit para la determinacion de 96 pozos.

1. Placa con 96 pozos.

2. Enzima conjugada 2 vial con 6 ml.

3. 5 calibradores con 1 ml con concentraciones 1, 2.5,10,40, 160mIU/ml.
4. Sustrato A 6.0 ml.

5. Sustrato B 6.0 ml.

6. Control 1y 2 liofilizado.

7. PBS-T en polvo (buffer de lavado, 2 bolsas 5 g).
8. 1 bolsa zip-lock.

9. 2 piezas de papel autoadherible.

10. Instructivo de uso.

MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS
1. Pipetas de precision.

2. Agua destilada.

3. Vortex mezclador.

4. Papel absorbente o una toalla de papel.

5. Papel cuadriculado logaritmico.

6. Luminémetro.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

1. La sangre debe extraerse utilizando técnicas estandar de puncién
venosa y el suero debe separarse de las células rojas de la sangre tan
pronto como sea posible. Evite muestras excesivamente hemoliticas,
lipémicas o turbias.

2. Las muestras deben cerrarse y se pueden almacenar hasta 48 horas
de 2-8°C, antes del ensayo. Para un periodo mas largo de
conservaciéon se pueden congelar a -20°C. Las muestras
descongeladas deben mezclarse antes de la prueba.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Parauso de diagnéstico in vitro solamente.

2. El Manejo de reactivos y las muestras de suero deben estar de
acuerdo con los procedimientos de seguridad local.

3. Los calibradores contienen componentes de origen humano, que se
han probado y no reaccionan para el antigeno de superficie de
hepatitis B, asi como tampoco contra anticuerpos anti-VIH. Todos los
productos de origen animal y sus derivados han sido recogidos de
animales sanos. Los componentes bovinos son originarios de paises
en los que la EEB no se ha presentado, sin embargo, los estandares
de referencia y componentes que contienen sustancias animales
deben ser tratados como potencialmente infecciosos.

4.  Evitar cualquier contacto con la piel.

5. No fumar, comer, beber o aplicar cosméticos en la zona de trabajo. No
pipetear con la boca. Use ropa protectora y guantes desechables.

ALMACENAMIENTO DE EQUIPO E INSTRUMENTACION

1.  Almacene todos los componentes de 2 -8°C. No lo congele. Evitar la
luz intensa.

2. Colocar los pocillos no utilizados en la bolsa zip-lock con desecante
proporcionado y mantener de 2-8°C, condiciones en que los pozos se
mantendran estables durante 2 meses, o hasta la fecha de caducidad
marcada, lo que ocurra primero.

3.  Almacene los calibradores reconstituidos a 2-8°C, condiciones en que
los reactivos se mantendran estables 2 meses. Para usar por mas
tiempo, almacene en alicuotas y congelar a -20°C, evite mdltiples
ciclos de congelamiento-descongelamiento.

4.  Selle y devuelva todos los reactivos no utilizados a 2-8°C, condiciones
en que se mantendra la estabilidad durante 2 meses, o hasta la fecha
de caducidad marcada, lo que ocurra primero.

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Mantener los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso

durante al menos 30 minutos. Mezclar todos los reactivos por inversion

suavemente o girando antes de su uso. No provocar la formacién de
espuma.

Ajustar la incubadora a 37 grados.

Para preparar Buffer de Lavado: afiadir una bolsa de PBS-T en Polvo

a 500 ml de agua destilada y mezclar. El buffer de lavado es estable a

temperatura ambiente durante dos meses.

4. Determinar la cantidad de la solucién de sustrato necesario y preparar
mezclando volimenes iguales de sustrato A y B en un recipiente
limpio. Por ejemplo, afiadir 1 mL de sustrato Ay 1 mL de sustrato B
para 2 tiras de ocho pocillos (quedara un ligero exceso de material
preparado). Deseche la porcion no utilizada si no se utiliza dentro de
20 minutos después de la mezcla.
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PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Asegure el nimero deseado de micropozos en la placa. Dispense 25
pl de los estandares de FSH, las muestras y los controles en los
micropozos.

2. Dispensar 100 pl de Enzima Conjugada en cada pocillo. Mezclar
suavemente durante 30 segundos.

3. Cubrir la placa con la tapa adherente, incubar a 37°C durante 60
minutos.

4. Deseche el contenido de los pocillos vaciandolo en un recipiente de
residuos. Enjuague los pocillos 5 veces con 350 pl de soluciéon PBS de
lavado. Golpee los pozos enérgicamente sobre papel absorbente para
eliminar las gotas de agua residual.

5. Afadir 100 pl de la mezcla de sustratos A 'y B a cada pocillo y mezclar
por 10 segundos.

6. Incubar a temperatura ambiente en la oscuridad 5 minutos sin agitar y
leer los valores de RLU con un Luminémetro.



NOTAS IMPORTATES

1.  El procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente producira
una mala precision y valores elevados.

2. Se recomienda que no mas de 32 pozos se utilicen para cada ensayo,
si el pipeteo es manual, ya que el pipeteo de todos los estandares,
muestras y controles deben ser completados dentro de 5 minutos. Una
placa de 96 pozos puede ser utilizada si el pipeteo es automatizado.

3. La duplicacion de todos los estandares y las muestras, aunque no es
obligatorio, se recomienda.

CALCULO DE RESULTADOS

1. Registre los RLU de cada pocillo. Calcule las medias de todas las
muestras que estén por duplicado y utilice las medias para los
célculos.

2. Trace el logaritmo comun del RLU para cada estandar de referencia
contra el logaritmo comun de las correspondientes concentraciones de
FSH en mUI/mL en el papel gréafico logaritmico, con valores de RLU en
el eje Y concentracion en el eje X.

3. Leala concentracion de cada control y la muestra por interpolacién en
la curva de calibracion.

4.  Si una computadora es utilizada, para determinar la concentraciéon de
FSH de una muestra, ingrese el logaritmo comin del RLU de cada
muestra y obtenga el logaritmo comun de la concentracién (en
mlu/mL).

EJEMPLO DE CURVA ESTANDAR

FSH (mIU/mL) RLU’s
1 247
2.5 600
10 2389
40 11571
160 47161
5 p
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VALORES DE REFERENCIA
Cada laboratorio debe establecer su propio rango normal basado en la
poblacién de pacientes. Estos valores se dan sdélo para orientacion.

Rangos de referencia (mlU/mL)

Hombres 1-12.1

Mujeres con menstruacién normal

Fase Folicular 2.5-11.4

Pico de medio ciclo 3.3-21.7
Fase Lutea 1.2-7

Mujeres Postmenopausicas 18.8-132

PERFORMANCE

1. Sensibilidad analitica:

Definida como la concentracion correspondiente a la media de los RLU’s en
10 repeticiones del diluyente del calibrador méas 2 desviaciones estandar, es
de < 0.5 mlU/mL.

2. Especificidad:
Este ensayo esta disefiado para no tener reactividad cruzada con las
substancias enlistadas a continuaciéon, con las concentraciones enlistadas,
en buffer Tris-HCI con 50% de suero bovino y 3% de BSA (suero de
albumina bovina).

INTERFERENCIAS CONCENTRACION
LH 500 mlu/mL
TSH 520 mlu/mL
HCG 22800 miU/mL
3. Precision:

La precisiéon Intra-ensayo se determiné analizando 2 sueros humanos con
20 repeticiones de cada uno. Los resultados se muestran abajo.

Suero Lote n Media SD CV (%)
Titulacion
Baja 1 20 3.18 0.23 6.80
Titulacion
Alta 1 20 15.02 1.05 4.60

La precision Inter-ensayo se determiné analizando dos sueros humanos con
2 duplicados, una vez por dia durante 20 dias. Los resultados se muestran a
continuacion.

Panel n Media SD CV (%)
1 120 3.14 0.35 11.24
2 120 14.61 1.50 10.25

4. Efecto gancho de alta dosis:

En este ensayo de FSH, las muestras de pacientes con niveles de FSH
mayores que 580 mUI/mL dan valores mas altos de RLU que el dltimo punto
de la calibracion.
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