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ALTA CALIDAD EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

Estradiol CLIA

Reactivo para la determinacion de estradiol

AGENTE DE DIAGNOSTICO PARA USO IN VITRO. PARA USO DE EXCLUSIVO EN
LABORATORIOS CLINICOS O DE GABINETE.

INDICACIONES DE USO
Ensayo inmunoenzimatico por quimioluminiscencia para la medicién
cuantitativa de estradiol en suero humano.

DESCRIPCION

El ensayo esta basado en el principio de enlace competitivo entre E2
en el espécimen y E2-HRP conjugado por una cantidad constante de
anti-estradiol de conejo. En la incubacién pocillos recubiertos con
anticuerpos cabra-anti conejo que son incubados con estandar de E2,
muestras de pacientes, E2-HRP conjugado y reactivo cabra-anti conejo
de estradiol a temperatura ambiente. Durante la incubacién una
cantidad fijada de HRP-E2 etiquetado, compite con el E2 endégeno en
el estandar, muestras para un numero fijado de sitios de enlace para el
anticuerpo E2 especifico. Asi la cantidad de peroxidasa E2 conjugado
inmunolégicamente adherido al pocillo disminuye progresivamente
mientras que la concentracion deE2 en el espécimen aumente.

RESUMEN Y APLICACION

El estradiol (E2) es una forma del estrégeno, una hormona sexual
femenina producida por los ovarios. El estradiol tiene dos grupos
hidroxilo en su estructura molecular. Esta hormona esteroidea tiene un
peso molecular de 272.4 Daltons. El E2 es secretado a la sangre,
donde el 98% de él circula unido a SHBG (globulina de unién a
hormonas sexuales). Una pequefia parte de él estd unido a otras
proteinas del suero como a la albumina.

El E2 es responsable del crecimiento del Gtero, las trompas de Falopio
y la vagina. También promueve el crecimiento del pecho y el
crecimiento de los genitales externos. La hormona juega un papel en la
distribucién de la grasa corporal en las mujeres y detiene el proceso de
aumento de estatura. En mujeres sexualmente maduras, es producido
mayormente por los ovarios y en pequefias cantidades por las
glandulas adrenales. El estrégeno es también producido por la placenta
durante el embarazo. Hombres sexualmente maduros tienen niveles
mucho més bajos de E2, los cuales son producidos por los testiculos y
las glandulas adrenales.

En mujeres no embarazadas con ciclos menstruales normales, la
secrecion de E2 sigue un patrén ciclico bifasico con la concentracion
mas alta encontrada inmediatamente antes de la ovulacién. Durante el
embarazo, los niveles de E2 en el suero materno se incrementan
considerablemente. En casos de infertilidad, la medicion de E2 en
suero es Util para monitorear la induccién de la ovulacién siguiendo el
tratamiento con, por ejemplo, citrato de clomifero, LH-RH (hormona
liberadora de LH), o gonadotropinas exodgenas. Los niveles de E2
afectan el funcionamiento de los ovarios seriamente. Esto puede
causar problemas menstruales, incluyendo sangrado anormal o perdida
de periodos. La prueba E2 también puede ser usada en nifios o nifias
para verificar el dafio o enfermedad de los testiculos, ovarios o
glandulas adrenales.

CONTENIDO
Kit para la determinacion de 96 pruebas:

1. Enzima conjugada 2 viales con 6 ml.

2. Reactivo anti-estradiol 5.5 ml.

3. 5 calibradores con 1 ml: 0 pg/m.,30 pg/ml, 100 pg/ml, 300 pg/mly
1000 pg/ml.

4. Sustrato A 6 ml.

5. Sustrato B 6 ml.

6. Control 1y 2 liofilizado.

7. PBS-T en polvo (2 bolsas 5 g.).

8. 1 bolsa zip-lock.

9. 2 piezas de papel auto-adherible.

10. Instructivo de uso.

MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS
Pipetas de precision y puntas, 0.025 mL, 0.05mL, 0. 1mL.
Agua destilada.

Tubos de vidrio o frascos para mezclar sustrato Ay B.
Vortex mezclador.

Papel absorbente o una toalla de papel.

Papel para gréfica logaritmica.

Un Luminémetro.
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ALMACENAMIENTO DE EQUIPO E INSTRUMENTACION
Almacene todos los componentes a una temperatura de 2°C-8°C.
No lo congele. Evitar la luz intensa.

2. Colocar los pocillos no utilizados en la bolsa zip-lock con
desecante proporcionado y refrigerar 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 de 2-8°C, condiciones
en que los reactivos se mantendran estables durante 2 meses.
Para usar por mas tiempo los calibradores, almacene en alicuotas
y congelar a -20°C, evite multiples ciclos de congelamiento y
descongelamiento.

4. Selle y devuelva todos reactivos no utilizados a 2-8°C,
condiciones en que se mantendra la estabilidad durante 2 meses,
o0 hasta la fecha de caducidad marcada, lo que ocurra primero.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

1. La sangre debe extraerse usando técnicas estandar de
venopuncioén y el suero debe ser separado de los glébulos rojos
tan pronto como sea posible. Evite hemdlisis, lipemia o turbidez
excesiva en las muestras.

2. Las muestras deberan ser niveladas y se pueden almacenar hasta
48 horas de 2-8°C, antes del ensayo. Los especimenes retenidos
por un tiempo mas largo pueden ser congelados a -20°C. Los
especimenes deben ser mezclados antes de la prueba.

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Llevar 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.

2. Ajustar la incubadora a 37 grados.

3. 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 por 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.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Asegure el nimero deseado de pozos a dispensar. Agregue 25 pl
de estandares, muestras y controles en los pocillos apropiados.

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

3. Dispensar 50 pl de reactivo Anti-Estradiol a cada pocillo. Mezclar
suavemente durante 30 segundos

4.  Cubrir la placa con el papel adherente, incubar a 37°C durante 60
minutos.

5. Descarte el contenido de la placa en un recipiente de residuos por
decantacion o aspiracion. Enjuague los pocillos 5 veces con 350
ul de solucién PBS de lavado. Golpee los pozos enérgicamente
sobre papel absorbente para eliminar las gotas de agua residual

6. Afadir 100 yl de la mezcla de sustrato A y B a cada pocillo y
mezclar por 10 segundos.

7. 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 fundamental. La insuficiencia de
lavado se traducirA en una mala precision y lecturas de
absorbancia falsamente elevadas.

2. Serecomienda que no més de 32 pozos sean utilizados para cada
ensayo si el pipeteado es manual, ya que los especimenes y los
controles deben ser completados dentro de 5 minutos. Una placa
de 96 pocillos puede utilizarse si el pipeteado es automatico.

3. Laduplicacién de todos los estandares y especimenes, aunque no
es obligatorio, se recomienda.

CALCULO DE RESULTADOS

Registre los RLU’s obtenidos. Calcule la media de RLU’s de todas las
mediciones por duplicado que se hayan hecho y utilicela para el
siguiente calculo. Grafiqgue los RLU’s contra las concentraciones en
pg/mL de cada calibrador. Una los puntos graficados con una linea
delgada. Si usa una computadora, seleccione el método de curva punto
a punto con funcién de reduccion de datos, para generar la curva de
calibracion. Para determinar la concentracién de E2 de una muestra
desconocida, localice los RLU’s de cada muestra en el eje vertical (Y)
del gréafico, encuentre el punto de interseccion en la curva y lea la
concentracion del eje horizontal (X) del grafico. Si una computadora es
usada, para determinar la concentracion de E2, ingrese los RLU’s de
cada muestra y obtenga la concentracion.

VALORES DE REFERENCIA

Cada laboratorio debe establecer sus propios rangos normales sobre la
base de poblacién de pacientes. Los resultados mostrados abajo
fueron tomados en un laboratorio con muestras de pacientes tomadas
al azar.

E2(pg/ml) RLU
0 28322

30 18681
100 11709
300 6283
1000 2279

Intervalo de referencia

(pg/mL)
Hombres <75
Fase postmenopausica <60
Mujeres
Fase folicular 30-150
Pico de medio ciclo 60-480
Fase litea 45-250
Embarazadas >35,000
Nifios (a) prepuberes <10

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. Resultados confiables y reproducibles seran obtenidos cuando el
procedimiento del ensayo se lleve a cabo con una completa
comprension del proceso y con el cumplimiento de buenas
practicas de laboratorio.

2. Anticuerpos heteréfilos y factores reumatoides en las muestras,
pueden interferir con los resultados de la prueba. Los anticuerpos
heteréfilos en el suero humano pueden reaccionar con las
inmunoglobulinas  del  reactivo, interfriendo con los
inmunoensayos in vitro. Pacientes expuestos rutinariamente con
animales o productos de suero animal pueden ser propensos a
esta interferencia y pueden ser observados valores anormales.
Informacion adicional puede ser requerida para el diagnostico.
Este tipo de muestras no son adecuadas para ser probadas por
este ensayo.

PERFOMANCE

1. Sensibilidad analitica:

Definida como la concentracién correspondiente a la media de RLU’s
de 10 repeticiones del calibrador A menos 2 desviaciones estandar, es
de <10 pg/mL.

2. Especificidad analitica:

Este ensayo esta disefiado para no tener reactividad cruzada con las
substancias mostradas a continuacién a las concentraciones ahi
enlistadas en una solucién buffer de fosfatos con BSA.

INTERFERENCIAS CONCENTRACION (ng/ml)
Testosterona 100
Progesterona 300

Este ensayo esta disefiado para tener una precision Intra-ensayo
<10%. 2 sueros humanos basados en dos niveles de medicién (bajo y
alto) fueron probados, usando un lote de reactivo, con 20 réplicas. Los
datos de este estudio fueron registrados en la siguiente tabla.

Suero Lote n Media SD %CV
Bajo 1 20 88.72 5.01 5.65
Alto 1 20 543.93 18.42 3.39

Este ensayo estad disefiado para tener una precision inter-ensayo de
<15%. 2 sueros humanos basados en dos niveles de medicion (bajo y
alto) fueron probados, usando 3 lotes de reactivos, con 2 réplicas, una
vez por dia a través de 20 dias de prueba. Los datos de este estudio
fueron registrados en la tabla a continuacion.

Suero n Media SD CV%
Bajo 120 55.93 6.61 11.82
Alto 120 213.93 19.18 8.87

3. Medicién de precisién por correlacion:

Un estudio fue realizado donde las muestras fueron probadas usando
este ensayo y un E2 por ELISA el cual esta actualmente disponible en
el mercado. Los datos fueron analizados y registrados en la tabla
siguiente.

Método de | NUumero de Intercento endiente Coeficiente
correlacion muestras p p correlacion
Rﬁgmsm” 180 0.089 0.9312 0.965
inear
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