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ALTA CALIDAD EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

Testosterona CLIA

Reactivo para la determinacion de testosterona

INDICACIONES DE USO

Ensayo inmunoenzimatico por quimioluminisencia para la medicién
cuantitativa de testosterona (TEST) en suero humano.

Agente de diagndstico in vitro, para uso exclusivo de laboratorio clinico
0 de gabinete.

DESCRIPCION

En el ensayo TEST CLIA el estandar de testosterona o el suero del
paciente es incubado con anticuerpo de testosterona y con
testosterona-peroxidasa equina conjugado en el pocillo impregnado
con anti-conejo testosterona. En este sistema de fase sdlida,
anticuerpo adherido de testosterona permanecera en el pocillo mientras
que la no adherida ser4d eliminada por lavado. Una reaccion
quimioluminisencia se desarrolla cuando el substrato de CLIA es
mezclado con el anticuerpo de la testosterona adherida con peroxidasa
equina. La unidad de luz relacionada (RLU) es proporcional a la
cantidad de enzima presente e inversa a la cantidad de testosterona
des etiquetada en la muestra.

RESUMEN Y APLICACION

La testosterona es una hormona esteroidea del grupo de los
andrégenos. En hombres, la testosterona juega un papel importante en
el desarrollo del tejido reproductivo masculino tal como los testiculos y
la prostata, asi como también promoviendo los caracteres sexuales
secundarios tales como el incremento de la musculatura, la masa 6sea
y el crecimiento del vello corporal. Generalmente el cuerpo de un
hombre adulto produce cerca de 10 veces mas testosterona que el
cuerpo de una mujer adulta, pero las mujeres son mas sensibles a la
hormona. En mujeres, es necesaria para el balance hormonal y para
ayudar a que su cuerpo funcione normalmente, si el cuerpo de una
mujer esta produciendo mucha testosterona, ella puede tener mas vello
corporal del normal y periodos menstruales anormales, carecer de ellos
o ser infértiles. Hay varios factores que pueden afectar los niveles de
testosterona de un individuo. Las pruebas de testosterona son usadas
para diagnosticar varias condiciones en el hombre, mujer y nifios. Estas
condiciones incluyen tumores testiculares en hombres, desordenes en
el hipotalamo o pituitaria, hirsutismo y virilizacion en nifias y mujeres.
Un numero de métodos para detectar testosterona usada por atletas ha
sido empleada, la mayoria basada en orina. En muchos programas de
evaluacion, los registros de resultados de individuos pueden servir
como un intervalo de referencia para la interpretacion de un resultado
sospechoso. Otra aproximacion que se esta investigando es la
deteccion de la forma administrada de la testosterona.

CONTENIDO

Kit para la determinacién de 96 pruebas:

1. Placa con 96 pozos.

Enzima conjugada 1 vial con 5.5 ml.

6 calibradores con 1 ml: 0, 0.5, 1.0, 2.5, 10.0 y 20.0 ng/ml.
Sustrato A 6.0 ml.

Sustrato B 6.0 ml.

Control 1y 2 liofilizado 1 ml c/u.

PBS -T en polvo (buffer de lavado, 2 bolsas 59).
1 bolsa zip-plock.

2 piezas de papel auto-adherible.

Instructivo de uso.

Anticuerpo anti-testosterona en solucion 5.5 ml.
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MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS
Pipetas de precision y puntas, 0.1 ml, 0.025 ml, 0.05 ml.
Agua destilada.

Tubos de vidrio o frascos para mezclar sustrato Ay B.
Papel absorbente o una toalla de papel.

Papel para gréfica logaritmica.

Un Luminémetro.
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ALMACENAMIENTO DE EQUIPO E INSTRUMENTACION

1. El equipo sin abrir debe guardarse a una temperatura de entre
2°C-8°C a partir de la recepcion y la placa debe guardarse en una
bolsa sellada con desecantes para minimizar la exposicién a la
humedad del aire. El equipo se puede utilizar hasta la fecha de
caducidad de la etiqueta.

2. El equipo abierto se mantendra estable hasta que expire la fecha
indicada, siempre y cuando se almacene segln lo estipulado
anteriormente.

3. Los calibradores una vez reconstituidos y almacenados entre 2-
8°C permaneceran estables durante 2 meses, para usar por
mayor tiempo utilice alicuotas y almacene a -20°C. Evite mdltiples
ciclos de congelamiento-descongelamiento.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

1. La sangre debe extraerse usando técnicas estandar de
venopuncion y el suero debe ser separado de los glébulos rojos
tan pronto como sea posible. Evite muestras excesivamente
hemolizadas, lipémicas o turbias.

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

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Permita que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente
(18-25°C) antes de su uso. Todos los reactivos deben mezclarse
suavemente por inversion o agitacion antes de su uso. No inducir
la formacién de espuma.

2. Para preparar Buffer de Lavado: afiadir 1 bolsa de PBS-T a 500
mL de agua destilada y mezclar bien. La solucion de lavado es
estable a temperatura ambiente por 2 meses.

3. Para preparar el sustrato de trabajo: mezclar suavemente el
sustrato A y B en proporcion de 1:1, 20 minutos antes de usarla.
El preparado de sustrato de trabajo (después de la mezcla) es
estable a temperatura ambiente, en la oscuridad, durante 12
horas. Descartar el exceso después de cada uso.

4. Reconstituya cada control y calibradores con 1 ml de agua
destilada y mescle bien. Permita reposar al menos 10 minutos.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Utilice el nUmero deseado de micropozos.

2. Agregue 25 pl de calibradores, controles o muestras al pocillo
asignado.

3. Agregue 50 pl de solucién anti-testosterona a cada pocillo.

4.  Agregue 50 pl de enzima conjugada a cada pocillo.

5. Agite la placa suavemente por 30 segundos. Cubra la placa con el
papel adherente e incube a temperatura ambiente por 60 minutos.

6. Deseche el contenido de los pocillos por decantacion o aspiracion.
Si decanta, golpee la placa sobre papel absorbente. Lavar cada
micropozo 5 veces con 350 pl de solucién de lavado, golpear la
placa sobre papel absorbente para eliminar las gotas de solucion
residual.

7. Agregue 100 pl de la mezcla de sustrato A y B a cada pocillo.

8. Ingrese la placa en el cuarto de detecci6én de un Luminémetro e
incube a completa obscuridad por 5 minutos, después lea los
valores de RLU’s de cada pocillo.

NOTAS IMPORTATES

1. El procedimiento de lavado es fundamental. La insuficiencia de
lavado se traducira en mala precisién y lecturas de absorbancia
falsamente elevadas.

2. Serecomienda que no mas 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 todos los RLU’s obtenidos. Calcule la media de los RLU’s si
utilizo duplicados y utilice esta media para los siguientes célculos:

0B = RLU CAL B/RLUCAL A, qC = RLU CAL c/RLU CAL A,
gD = RLU CAL D/RLU CAL A, gE = RLU CAL E/RLU CAL A.

Grafique los logaritmos de gB a gE contra el logaritmo comun de las
concentraciones en ng/mL de cada calibrador. Dibuje una linea delgada
entre los puntos graficados en papel grafico lineal. Si utiliza
computadora seleccione el método de curva con funcion de regresion
lineal. Para determinar la concentracion de testosterona de una
muestra, localice el logaritmo de gB a qE para cada muestra en el eje
vertical (Y) en el gréfico, encuentre el punto de interseccién en la curva
y lea el logaritmo comun de la concentracion del eje horizontal (X) en el
grafico. Si una computadora es usada, para determinar la
concentracion de testosterona de una muestra, ingrese el logaritmo de
gB a gE para cada muestra y obtenga el logaritmo comdn de la
concentracion.

VALORES DE REFERENCIA

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

Testosterona (ng/mL)

Rango
Hombre 28 - 120
Mujer 0 - 18

La concentracién minima detectable de testosterona humana para este
ensayo se estima que es de 0.1 ng/mL.

LIMITACIONES

Anticuerpos heterdfilos y factores reumatoides en las muestras pueden
interferir con los resultados de la prueba. Pacientes rutinariamente
expuestos a animales o a componentes del suero animal pueden ser
propensos a esta interferencia y valores anormales pueden ser
observados. Informacién adicional puede ser requerida para el
diagnéstico. Este tipo de muestras no es recomendable para ser
probada por este ensayo.

PERFOMANCE

1. Precision:

Este ensayo esta disefiado para tener una precision Intra-ensayo de
<10%. 2 sueros humanos (alto y bajo) fueron probados, usando 1 lote
de reactivos con 20 repeticiones. Los datos del estudio fueron
registrados en la siguiente tabla:

3. Especificidad analitica:

Este ensayo esta disefiado para no tener reactividad cruzadas con las
substancias enlistadas debajo, con los niveles de concentracion
enlistados, en buffer PBS con 3% de BSA.

Substancias Interferentes Concentracién pg/ml

Progesterona 30

Estradiol 1000

MEDICION DE PRESICION POR CORRELACION

Un estudio fue realizado donde las muestras fueron probadas usando
este ensayo y una prueba de testosterona por ELISA, las cuales estan
actualmente en el Mercado. Los datos fueron analizados y registrados
en la tabla siguiente:

Método de . Coeficiente
o n Intercepto | Pendiente de
correlacion L
correlacion
Regresion lineal 180 0.089 0.9383 0.9687

Muestra Lote n Media SD %CV
1 1 20 1.74 0.1 5.75
2 1 20 9.31 0.39 4.19

Este ensayo fue disefiado para tener una precision inter-ensayo de
<15%. 2 sueros humanos (alto y bajo) fueron probados, usando 3 lotes
de reactivos, con 2 repeticiones, una vez por dia durante 20 dias de
prueba. Los datos de este estudio fueron registrados en la tabla
siguiente:

Muestra n Media SD %CV
1 120 2.23 0.21 9.55
2 120 8.79 0.81 9.72

2. Sensibilidad analitica:

La sensibilidad analitica definida como la concentracién
correspondiente a la media de los RLU’'s de 10 repeticiones del
estandar A menos 2 desviaciones estandar, es de < 0.25 ng/ml.
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