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Introduccion

La aldosterona es una hormona que desempefia un papel importante
en el mantenimiento de las concentraciones normales de sodio y
potasio en la sangre y en el control del volumen y la presion
sanguinea. La aldosterona es producida por las glandulas
suprarrenales ubicadas en la parte superior de cada rifion, en su
porcion externa (llamada corteza suprarrenal). La aldosterona
estimula la retencién de sodio (sal) y la excrecién de potasio por los
rifiones. La aldosterona es responsable de la reabsorcion de
aproximadamente el 2% del sodio filtrado en los rifiones, que es casi
igual al contenido total de sodio en la sangre humana bajo tasas de
filtracion glomerular normales. '3

Principio de medicién

Este ensayo se basa en el método competitivo de un solo paso. Se
combinan la muestra, las microparticulas recubiertas con anticuerpos y
la aldosterona marcada con enzimas. Durante la incubacion, el
antigeno marcado con enzimas y la aldosterona presente en la
muestra compiten por la unién a los anticuerpos en la solucion de
microparticulas. Después del lavado, se genera un complejo entre los
anticuerpos recubiertos de microparticulas, la aldosterona en la
muestra o el antigeno ligado a enzimas por reacciones inmunoldgicas.
Luego se agrega el sustrato quimioluminiscente y se cataliza por este
complejo, lo que resulta en una reaccion quimioluminiscente. La
reaccion quimioluminiscente resultante se mide como RLU. La RLU es
inversamente proporcional a la concentracién de aldosterona en la
muestra del paciente.

Materiales provistos

1. Calibradores
En la siguiente tabla se muestran 6 viales que contienen 1,0 ml de
calibrador A a F con las correspondientes concentraciones
aproximadas de aldosterona. La matriz es PBS (solucién salina
tamponada con fosfato) que contiene BSA (albumina de suero bovino).
Contiene 0.2% de conservante ProClin 300®.

Calibradores suministrados listos para usar.
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1. Paquete de Reactivos
El paquete de reactivos provistos esta listo para su uso.
° Buffer de ensayo
1 vial que contiene 5,5 ml de tampon Tris-NaCl Contiene 0,1% de
conservantes ProClin 300®.

° Conjugado de enzimas

1 vial que contiene 5,5 ml de antigeno de aldosterona marcado con
rabano picante peroxidasa en tampdn Tris-NaCl que contiene BSA
(albimina de suero bovino). Contiene 0.1% de conservante ProClin
300®.

° Solucién de Microparticulas

1 vial que contiene 2,3 ml de microparticulas recubiertas con
anticuerpo policlonal de conejo en PBS (solucion salina tamponada con
fosfato) que contiene BSA (albimina de suero bovino). Contiene 0.1%
de ProClin 300® y 0.2% de conservantes de azida de sodio.

Analizadores de ensayo en los que se puede utilizar
el kit

o AutoLumo A2000

®  AutoLumo A2000 Plus

El inmunoensayo de microparticulas quimioluminiscentes
(Microparticulas CLIA) estd disefiado para su uso en Analizador de
Ensayos, que es AutoLumo A2000 o AutoLumo A2000 Plus.

Materiales Requeridos pero no Provistos

Analizador de ensayo

Recipiente(s) de reaccion para muestra reactivo de reaccion
Copa(s) de muestra o tubo(s) para contener muestra
Diluyente Universal

Substrato Quimioluminiscente

Sistema de lavado para el lavado de la aguja de pipeteo.
Tampon de lavado utilizado en el procedimiento de lavado
Agua destilada o desionizada.
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Trazabilidad Metrolégica De Calibradores

La medicion o analito en los calibradores de cortisol es rastreable a los
calibradores de trabajo del fabricante. El proceso de trazabilidad se basa
en la norma EN ISO 17511.

Los valores asignados se establecieron utilizando muestras
representativas de este lote de calibrador y son especificos de las
metodologias de ensayo de los reactivos. Los valores asignados por
otras metodologias pueden ser diferentes. Tales diferencias, si estan
presentes, pueden ser causadas por un sesgo inter-método.

Advertencias y Precauciones

Para los calibradores y el conjugado enzimatico, que contienen 5-
cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-uno y 2-metil-4-isotia-zolin-3-ona, se
aplican las siguientes declaraciones
H315 Causa irritacion de la piel.
H319 Provoca irritacion ocular grave.
H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
H412 Nocivo para la vida acuatica con efectos de
larga duracion.

P261 Evitar respirar
polvo/humo/gas/niebla/vapores/spray.
GHS 07
Advertencia
P280 Usar guantes protectores/indumentaria de
proteccion/proteccion ocular/proteccion facial.

P273 Evitar su liberacion al medio ambiente.
P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS
0JOS Enjuague cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quitese las lentes de contacto, si
estan presentes y son faciles de hacer. Continuar
enjuagando.

P321 Tratamiento especifico (ver en esta etiqueta).
P501 Eliminar el contenido / el recipiente de acuerdo
con las regulaciones locales / regionales / nacionales
/ internacionales.

1. Para uso profesional solamente.
2. Siga las instrucciones de uso con cuidado. La confiabilidad de los

resultados del ensayo no se puede garantizar si hay alguna
desviacion de las instrucciones en este manual de uso.

3. Consulte la hoja de datos de seguridad del material y la etiqueta del
producto para conocer los peligros quimicos que pueden estar
presentes en este ensayo.
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Maneje los materiales y desechos potencialmente contaminados de
manera segura de acuerdo con los requisitos locales.
PRECAUCION: los calibradores contienen material de origen
humano, que ha sido probado y no es reactivo para HBsAg, HIV-1
and HIV-2, HCV vy sifilis. Se recomienda que todos los materiales de
origen humano se consideren potencialmente infecciosos. Este
ensayo contiene materiales de origen animal. Los componentes
bovinos se originan en paises donde no se ha notificado
encefalopatia espongiforme (EEB).

Algunos reactivos que contienen ProClin 300® pueden causar
sensibilizacion por contacto con la piel. Debe evitarse el contacto
con la piel. Este material y su recipiente deben desecharse de
forma segura. En caso de ingestion, consulte a un médico
inmediatamente y muestre este envase o etiqueta.

No fume, beba, coma o use cosméticos en el area de trabajo.

Use ropa protectora y guantes desechables cuando trate con
muestras y reactivos. Lavarse las manos luego de las operaciones.
Tenga cuidado al manipular muestras de pacientes para evitar
contaminacion cruzada. Se recomienda el uso de pipetas
desechables o puntas de pipeta.

Conduzca el ensayo lejos de malas condiciones ambientales por
ejemplo aire ambiente que contiene alta concentracion de gas
corrosivo, como acido clorhidrico sddico, alcalino, acetaldehido,
etc., 0 que contiene polvo.

No utilice reactivos mas alla de la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta.

No mezcle ni use componentes de kits con diferentes cddigos de
lote.

Cuando almacene los calibradores, asegurese de que los viales
estén bien sellados.

Aseglrese de que las microparticulas estén resuspendidas antes
de cargarse en el analizador.

Evite formacion de espuma en todos los reactivos y tipos de
muestras (muestras, calibradores y controles).

No sustituya ningun reactivo en este kit de otros fabricantes u
otros lotes.

Cuando se observe cualquier dafio al empaque protector o
cualquier cambio en el rendimiento analitico no use el kit.

Almacenamiento

1. Almacenar el kit a 2-8°C. No congelar. Evite la luz fuerte. Cuando
se almacena segun las indicaciones, todos los reactivos son
estables hasta la fecha de caducidad.

2. Refrigere el paquete de reactivos a 2-10°C durante un minimo de
2 horas antes de su uso.

3. Almacene el paquete de reactivos en posicién vertical a 2-10°C en
el analizador. Pueden almacenarse en el analizador por un maximo
de 28 dias. Después de 28 dias, el paquete de reactivos debe
desecharse. Una vez que se retiran del analizador, guardelos a 2-
80C en posicion vertical. Para los reactivos almacenados fuera del
analizador, se recomienda que se almacenen en sus bandejas y
cajas originales para garantizar que permanezcan en posicion
vertical.

4. Una vez que el paquete de reactivos esta abierto, se puede
almacenar a 2-8°C durante 2 meses.

Muestra

1. Recolectar muestras de plasma con EDTA de acuerdo con las
practicas médicas correctas. Las muestras de esta prueba deben
recogerse a las 7: 00-10: 00 a.m.

2. No utilice muestras inactivadas por calor. No use conservante de
azida de sodio en las muestras.

3. No utilice muestras con contaminaciéon microbiana obvia.

4. Los sedimentos y los sdlidos suspendidos en las muestras pueden

10.

11.

12.

interferir con el resultado de la prueba, que debe eliminarse
mediante centrifugacion. Asegurese de que haya tenido lugar la
formacion completa de coagulos en las muestras de suero antes de
la centrifugacion. Algunas muestras, especialmente las de pacientes
que reciben terapia anticoagulante o trombolitica, pueden mostrar
un aumento del tiempo de coagulacion. Si la muestra se centrifuga
antes de que se forme un coagulo completo, la presencia de fibrina
puede causar resultados erroneos. Asegurese de que las muestras
no estén descompuestas antes de usarlas.

Antes del envio, se recomienda retirar las muestras del coagulo, del
separador de suero o de los glébulos rojos.

El procesamiento insuficiente de la muestra o la interrupcion de la
muestra durante el transporte puede causar resultados deprimidos.
Evite muestras extremadamente hemoliticas, lipémicas o turbias.
Tape y almacene las muestras a 18-25 °C durante no mas de 8
horas, para un uso mas prolongado, las muestras se deben tapar y
almacenar de 2 a 8 °C hasta 48 horas. O bien, congele las muestras
que deben almacenarse o transportarse durante mas de 48 horas a
-200C. Evitar mdltiples ciclos de congelacion y descongelacion.
Mezcle bien las muestras descongeladas mediante vortice de baja
velocidad o invirtiendo 10 veces. Inspeccione visualmente las
muestras, si observa capas o estratificacion, continde mezclando
hasta que las muestras sean visiblemente homogéneas. Después de
descongelar, llevar a temperatura ambiente y mezclar bien agitando
suavemente.

Centrifugar las muestras descongeladas que contengan glébulos
rojos o material particulado, o que tengan una apariencia brumosa o
turbia, etc. antes de su uso para garantizar la consistencia en los
resultados.

Tenga en cuenta que los niveles de interferencia de fibrina pueden
estar presentes en muestras que no tienen particulas visibles o
evidentes.

Si no se puede verificar la recoleccion y preparacion adecuadas de la
muestra, o si las muestras se han alterado debido al transporte o
manejo de la muestra, se recomienda un paso de centrifugacion
adicional. Las condiciones de centrifugacion deben ser suficientes
para eliminar las particulas.

Para obtener resultados 6ptimos, inspeccione todas las muestras
para detectar burbujas. Eliminar las burbujas con una punta antes
de su analisis. Use una nueva punta para cada muestra para evitar
la contaminacion cruzada.

Procedimiento de medicién

1.

3.

Comprobar los materiales consumibles.
Verifique que haya un volumen adecuado de materiales
consumibles antes de realizar la prueba.

Consulte el manual de funcionamiento del analizador de ensayos.
Cargar el kit

Mezcle el contenido de los paquetes de reactivos nuevos (sin
perforar) invirtiendo suavemente el paquete varias veces antes
de cargarlo en el analizador. Evitar la formacion de espuma en
todos los reactivos. No invierta los paquetes abiertos (perforados).
Si es necesario, agite suavemente para mezclar horizontalmente
después de la primera carga.

Lea el codigo de barras en el paquete de reactivos
automaticamente para obtener los parametros requeridos para la
prueba.

Si el cddigo de barras no se puede leer en casos excepcionales, se
pueden reconocer manualmente.

Consulte el manual de funcionamiento del analizador de ensayos.
Orden de pruebas

Coloque los vasos o tubos de muestra en el porta muestras, 100
ul de muestras y calibradores para cada prueba. Pero teniendo en
cuenta el contenedor de muestra y 150 pl de volimenes muertos



del sistema, que pueden consultarse en los manuales
apropiados del analizador de ensayos para obtener el volumen
minimo de muestra requerido.

. Cargue el soporte de muestra e ingrese la informacion de
muestra en la interfaz del software del sistema.

. Seleccione “ejecutar” para iniciar la prueba, el analizador

automaticamente ejecuta las pruebas. Realiza las siguientes

funciones:

Mueve la muestra al punto de ajuste.

Carga un recipiente de reaccién en la ruta del proceso.

Aspira y transfiere la muestra al recipiente de reaccion.

Agrega solucién de microparticulas y conjugado enzimatico al

recipiente de reaccion

Mezcla, incuba y lava la mezcla de reaccion.

Agrega Sustrato Quimioluminiscente

Mide la emision de quimioluminiscencia para determinar la

cantidad de Aldosterona en la muestra

Descarta el recipiente de reaccion usado.

Calcula el resultado.

. Consulte el manual de operacion del analizador de ensayos.
4. Calibrarla curva

. El analizador puede leer el cddigo de barras en el paquete de
reactivos automaticamente para obtener los parametros
necesarios para la prueba.

. Si el codigo de barras no se puede leer en casos excepcionales, se
pueden reconocer manualmente.

. Transfiera los calibradores a los vasos o tubos de muestra y
coléquelos en el soporte de muestra. Realizar la deteccion de
duplicados en el sistema.

. Cargue el soporte de muestra y la informacion de los calibradores
de entrada en la interfaz del software del sistema.

. Seleccione “ejecutar” para iniciar la prueba y generar la curva de
calibracion; se requiere una calibracion cada 28 dias.

. Una vez que se acepta y almacena una curva de calibracion,
todas las muestras posteriores pueden analizarse sin mas
calibracién a menos que:

Los controles estan fuera de rango después de mediciones
repetidas

Se utiliza un kit de reactivos y un sustrato quimioluminiscente con
un nuevo codigo de lote.

o Mas alla de la fecha de vencimiento de una curva de calibracién

o Partes importantes del analizador son reemplazadas o reparadas.

. Consulte el manual de funcionamiento del analizador de ensayos.
5. Diluir la muestra
Las muestras con un valor de aldosterona superior a 1000 pg/ml se

pueden diluir con el método de dilucion automatizado. El Diluyente

Universal se utiliza para diluir las muestras. Después de la dilucién del

analizador, el software automaticamente toma en cuenta la dilucion al

calcular la concentracion de la muestra.

e La concentracidon de la muestra después de la dilucion no debe ser
inferior a 10 pg/ml.

Resultados de medicion

El software del sistema determina automaticamente los resultados de
las pruebas de muestra utilizando un método de reduccion de datos de
ajuste de curva logistica de 4 parametros. La cantidad de aldosterona en
las muestras se determina a partir de la produccién de luz medida por
medio de los datos de calibracidon almacenados. Los resultados de las
pruebas de muestra se pueden revisar utilizando la pantalla apropiada.
Consulte el manual de operacion del analizador de ensayos para revisar
los resultados de las muestras.

Procedimiento de control

El requisito de control recomendado para este ensayo es comprar los
materiales de control por separado y probarlos junto con las muestras
dentro de la misma ejecucién. El resultado es valido si los valores de
control se encuentran dentro de los rangos de concentracién impresos
en las etiquetas. Cuando un valor de control estd fuera del rango
especificado, puede indicar un deterioro de los reactivos o errores en la
técnica. Los resultados de las pruebas asociadas pueden ser invalidos y
pueden requerir una nueva prueba. La recalibracion del ensayo puede
ser necesaria. Se recomienda que cada laboratorio establezca su rango
aceptado para garantizar un rendimiento de prueba adecuado.

Limitaciones de procedimiento

1. Este ensayo pretende ser una ayuda para el diagnostico clinico.
Lleve a cabo este analisis junto con el examen clinico, el historial
médico del paciente y los resultados de otras pruebas.

2. Silos resultados son inconsistentes con la evidencia clinica, pruebas
adicionales se sugiere confirmar el resultado.

3. Se necesita una técnica habil y un estricto cumplimiento de las
instrucciones para obtener resultados confiables.

4. Un resultado dentro de la interferencia de referencia bioldgica no
descarta la presencia de enfermedad y debe interpretarse junto con
el cuadro clinico del paciente y otros procedimientos de diagndstico.

5. Los resultados de las pruebas se reportan cuantitativamente. Sin
embargo, el diagndstico de una enfermedad no debe basarse en el
resultado de una sola prueba, sino que debe determinarse junto con
los hallazgos clinicos en asociacién con el criterio médico.

6. Cualquier decision terapéutica también debe tomarse caso por caso.

7. Los niveles de aldosterona en edad pediatrica no han sido
investigados.

8. Esta prueba mide concentraciones dentro del rango de 10-1000
pg/ml. Si se esperan concentraciones de Aldosterona por encima del
rango de medicion, se recomienda diluir las muestras con Diluyente
Universal, la dilucidn maxima es 1: 9 de esta prueba, lo que permite
que las muestras se cuantifiguen aproximadamente a 10000 pg/ml.

Intervalo de referencia bioldgica

Se obtuvo un rango normal de 40 pg/ml a 310 pg/ml para la posicion
vertical y de 10 pg/ml a 160 pg/ml para la posicidn supina (intervalo de
confianza del 95%) analizando muestras de plasma con EDTA de 412
individuos definidos como normales por clinico

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango normal,
que puede ser exclusivo de la poblacién a la que sirve, segln los factores
geograficos, del paciente, de la dieta o ambientales.

1 pmol/I = 0.36 pg/ml

Caracteristicas de rendimiento

1. _Precisién de medida
Este ensayo esta disefiado para tener una precision dentro de la

ejecucién de <10%. Se analizaron 3 miembros de panel basados en
plasma humano (1, 2 y 3), utilizando 1 lote de reactivos, en réplicas de
10. Los datos de este estudio se resumen en la siguiente tabla.

Precision dentro

Miembros | n Media de corrida
del Panel
SD %CV
1 1 10 222.9 3.2 1.45
2 1 10 384.8 7.3 1.91
3 1 10 696.4 8.9 1.28

Este ensayo esta disefiado para tener una precision entre ejecuciones de
<15%. Se analizaron 3 miembros de panel basados en plasma humano (1,
2 y 3), utilizando 1 lote de reactivos, en réplicas de 10, una vez al dia
durante 3 dias de prueba. Los datos de este estudio se resumen en la
siguiente tabla.



) Precision entre
Miembros

del Panel L0t n Media corridas
SD %CV
1 1 30 214.64 135 6.29
2 1 30 380.55 11.6 3.05
3 1 30 626.88 29.5 4.46

2. _Sensibilidad Analitica
La sensibilidad analitica, definida como la concentracion correspondiente

a las ALU medias de 20 repeticiones del calibrador A menos 2
desviaciones estandar, es < 10 pg/ml.

3. Especificidad Analitica
Reaccion cruzada: se agregaron compuestos relacionados con la

estructura de Aldosterona a las muestras, se encontraron las siguientes
reactividades cruzadas (%).

Sustancia Concentracion Reaccion

(pg/ml) cruzada %
Allotetrahidrocortisol 2*105 0.077
Androstenediona 2*105 0.152
Cortisona 12.2*105 0.042
a-cortol 2*105 0.023
a-cortolona 5%105 0.002
B-cortol 5*105 0.031
-cortolona 2*105 0.007
Dehidrocorticosterona 5%105 1.588
11-desoxicortisol 6.75%105 0.020
20a-dihidrocortisol 5%105 0.035
20B-dihidrocortisol 1*¥106 0.031
20a-dihidrocortisona 1*106 0.019
20pB-dihidrocortisona 1*106 0.037
11B-hidroxiandrosterona 1*¥106 0.023
11B-hidroxietiocholanolona 5*105 0.053
11B-hydroxiprogesterona 2.5%106 0.175
11-ceto-androsterona 1*106 0.016
11-ceto-etiocholanolona 1*106 0.009
Pregnanetriol 2*105 0.028
Pregnenolona 7.5%105 0.007
Tetrahidrocortisol 5%106 0.001
Tetrahidrocortisona 2.5%106 0.002
Prednisolona 1.17*106 0.022
6-metil-Prednisolona 2.5%106 0.011
17-hidroxipregenenolona 1*¥104 0.002
Progesterona 5%104 0.001
Dexametasona 1*104 0.008
21-hidroxiprogesterona 1*¥104 0.002

Interferencia: No hay interferencia con 60 mg/dl de hemoglobina, 10
mg/dl de bilirrubina, 2000 mg/dI de intralipid.

4. Veracidad por Prueba de Recuperacion

1 conjunto formado por una baja concentracion y una alta
concentracion en la muestra de aldosterona (muestras X e Y) se
mezclaron en proporciones 4: 1, 3: 2, 2: 3y 1: 4 y se analizaron, se
midieron frente a las concentraciones de aldosterona esperadas y se
analizaron mediante regresion lineal. Los coeficientes de correlacion (r)
oscilaron entre 0.996 y 1.000.

Medicién de Concentracién
Dilucion concentracion esperada Recuperacion %
(bg/d!) (bg/d!)
X 158.905 158.905 -
4:01 319.826 308.624 103.6
3:02 470.394 458.343 102.6
2:03 630.034 608.062 103.6
1:04 778.202 757.781 102.7
Y 907.500 907.500 -

5.  Precision de la medicién por correlacion

Se realizd un estudio en el que se analizaron muestras utilizando este
ensayo y una prueba de aldosterona que ya estaba disponible en el
mercado. Los datos fueron analizados y se resumen en la siguiente
tabla.

Método de  NUmero de ., Coeficiente de
iz Intercepto Inclinacion g
correlacion muestras Correlacion
Regresion 60 31431 11.114 0.9694
Lineal
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