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PROPOSITO:

La determinacién cuantitativa de concentracion de Estradiol en
suero o plasma humano mediante un ensayo
i i étrico con micr

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

La medicion de Estradiol en suero o plasma es considerado el camino
mas confiable para evaluar su tasa de produccion.

Estradiol (17B-Estradiol), es una hormona esteroide (de peso
molecular 272.3 daltons) la cual circula predominantemente unida a
una proteina. En adicién al Estradiol, otros estrégenos esteroides
naturales incluyen hormonal secretadas principalmente por los
foliculos ovaricos y también por las glandulas adrenales, cuerpo lUteo
y placenta; en el hombre por los testiculos. Estrégenos exégenos
(naturales o sintéticos) provocan un grado de variacién a todas las
respuestas farmacolégicas usualmente producidas por estrégenos
endégenos.

Las hormonas estrogénicas son secretadas a diferentes tasas
durante el ciclo menstrual alo largo del periodo de actividad ovarica.
Durante el embarazo la placenta llega a ser la fuente principal de
estrogenos. En la menopausia la secrecion de estrégenos disminuye
a diferentes tasas. Las gonadotropinas de la secrecién que regula la
glandula pituitaria anterior de las hormonas ovéricas, estradiol y
progesterona; control hipotaldmico de la produccion de la
gonadotropina hipofisiaria es regulada por la concentracion de plasma
de estrogenos y progesterona. Este sistema de retroalimentacion
compleja resulta en fenémeno ciclico de ovulacion y menstruacion.
Las determinaciones de estradiol han proporcionado valor en una
variedad de contextos incluyendo la investigacion de pubertad precoz
en nifias y ginecomastia en hombre. Su principal uso ha sido en el
diagnostico diferencial de amenorrea y en el monitoreo de la
induccion de la ovulacion.

Este kit usa un anticuerpo anti-estradiol especifico y no requiere
extracciéon de la muestra previa de suero o plasma. La reactividad
cruzada a otros esteroides relacionados estructuralmente y
naturalmente es baja.

El empleo de varios sueros de referencia de concentraciones
conocidas de estradiol permite la construccién de una grafica de
actividad y concentracion. A partir de la comparacién de la curva
dosis respuesta la actividad de una muestra desconocida puede ser
correlacionada con la concentracién de estradiol.

PRINCIPIO
Inmunoensayo enzimatico competitivo retardado (Tipo 9)

Los reactivos esenciales requeridos para un inmunoensayo
enzimdtico incluyen anticuerpo, conjugado enzima-antigeno y
antigeno nativo. Después de mezclar el anticuerpo marcado con
biotina con un suero que contiene el antigeno, da como resultado una
reaccion del antigeno y el anticuerpo.

La interaccion es ilustrada por la siguiente ecuacion:

AN
Ag + BIAC Ag-BmAC
Bi"Ac=Anticuerpo marcado con biotina
Ag= Antigeno (Cantidad variable)
Ag®"Ac= complejo inmune

Después de una incubacién corta la enzima combinada es adicionada
(esta adicion retrazada permite un incremento en sensibilidad para las
muestras con una baja concentracién). Aunque la adicién del
conjugado de la enzima resulta en una reaccién de competicion entre
la enzima analoga y el antigeno en la muestra por un numero limitado
de sitios de unién de anticuerpos (no consumidos en la primera
incubacion.
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Enz Ag = Conjugado enzima-antigeno(cantidad constante)
Enz Ag-P"Ac=Complejo anticuerpo-conjugado enzima antigeno

B"‘Acm = Anticuerpo marcado con biotina que no reacciono en la
primera incubacion

¥, = Tasa Constante de Asociacion
k,a = Tasa Constante de Disociacion
k=",/*, = constante de equilibrio

Ocurre una reaccién simultdnea entre la biotina adherida al
anticuerpo y la estreptavidina inmovilizada sobre el micro pozo.

Esto efectua la separacion de la fraccién unida al anticuerpo después
de decantacion o aspiracion.

AgAC g, + E"AgAce,+ Estreptavidina,, = Complejo inmovilizado

Estreptavidina,,, = Estreptavidina inmovilizada en el pozo

Complejo Inmovilizado = Complejo de sandwich unido a la superficie
sélida.

La actividad de la enzima en la fraccién unida al anticuerpo es
inversamente proporcional a la concentracién del antigeno nativo.
Mediante el uso de varios sueros de referencia con concentracién de
antigeno conocida, se puede generar una curva de respuesta de
dosis, de la cual se puede hallar la concentracién de antigeno
desconocida.

REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS

A. Calil de iol - 1.0 mlivial- [Ilconos A-G]

Siete (7) viales de referencias para el Antigeno de Estradiol a
niveles de 0 (A), 20 (B), 100 (C), 250 (D), 500 (E), 1500 (F) y 3000(G)
en pg/ml. Un conservante ha sido adicionado. Los calibradores
pueden ser expresados en molares (nM/L) multiplicando por 2.72. Por
ejemplo

1 pg./ml x 3.67= 3.67 pM/I

B.R ivo Enzima de - 6 mlivial - icono

Un (1) vial de estradiol conjugado (analogo)-peroxidasa de rabano
picante (HRP) en una matriz estabilizante de proteina con tincién roja.
Almacenar de 2-8°C.

C. Reactivo de biotina estradiol 6 ml una botella de reactivo contiene
conjugado anti-estradiol IgG de conejo purificado marcado con biotina en bufer,
tincién verde y conservante. Aimacenar de 2-8 C

D. Pozos de Reactivo de luz 96poza:us-lt:cunoL

Una microplaca blanca de 96 pozos revestida con 1.0 pg/ml de
estreptavidina y empaquetada en una bolsa de aluminio con un
agente de secado. Almacenar a 2-8°C.

E. Solucién de Lavado ada - 20 ml - Icono ‘
Un vial que contiene un surfactante en bufer salino. Un conservante
ha sido adicionado. Almacenar a 2-30°C. .

F. Reactivo Sustrato — 12 ml/vial- Icono S
Una (1) botella que contiene tetrametilbencidina (TMB) y peréxido de
hidrégeno(H,0,) en buffer. Aimacenamiento de 2-8°C.

G. Solucion de parada-8 ml/vial icono

Un vial que contiene un acido fuerte (H,SO,) almacenar de 2-30C
H. Inserto del producto

Nota 1: No use reactivos que hayan pasado la fecha de expiracion.
Nota 2: Los reactivos una vez abiertos son estables durante sesenta
(60) dias al almacenar de 2-8°C.

Nota 3: Los reactivos mencionados son para una microplaca de 96
pozos.

Materiales requeridos (no suministrados)
1. Pipeta(s)de 25 y 50 pl con una precision superior al 1.5%

2. Dispensador(es) para las distribuciones repetidas de 0.100 ml y 0.350
ml con una precisién superior al 1.5%

3. Dispensador de volumen ajustable 200 a 1000p!

4. Lavador de microplaca o una botella de lavado (opcional).

5. Luminémetro

6. Papel absorbente para secado de los pozos de la microplaca.
7. Cubierta plastica o de microplaca para los pasos de incubacion.
8. Aspirador al vacio (opcional) para los pasos del lavado.

9. Cronémetro

10. Materiales de control de calidad.

PRECAUCIONES

Para uso Diagnéstico in Vitro
No para el Uso Interno ni Externo en Humanos o Animales

Todos los productos que contienen suero humano se encontraron no
reactivos para el Antigeno de Superficie de la Hepatitis B, VIH1y 2 y
anticuerpos para VHC mediante pruebas aprobadas por la FDA. No
se conoce prueba que pueda ofrecer seguridad a pesar que los
agentes infecciosos estén ausentes, todos los productos séricos de
humanos seran manejados como potencialmente peligrosos y
capaces de transmitir enfermedades. Las buenas practicas de
laboratorio para el manejo de productos sanguineos pueden ser
encontrados en el Centro de Control de Enfermedades/ Instituto
Nacional de Salud, “Bioseguridad en Laboratorios Microbiolégicos y
Biomédicos”, 2da Edicion, 1988, HHS

PREPARACION Y RECOLECCION DE MUESTRAS

Se deben emplear las precauciones en la recoleccion de muestras
por puncién venosa para las muestras de suero, plasma heparinizado
o sangre. Se deben obtener muestras de suero en ayunas para
establecer valores normales con el fin de hacer una comparacion
mas exacta. La sangre se recolecta por puncién venosa en un tubo
de tapa roja sin aditivos o para plasma use tubo con heparina.
Permitir que la sangre coagule. Centrifugar la muestra para separar el
suero o plasma de las células.

Las muestras pueden ser refrigeradas de 2-8°C por un periodo
maximo de 5 dias. Si la muestra no puede ser ensayada dentro de
este tiempo, la muestra puede ser almacenada a temperatura de -
20°C por hasta 30 dias. Evitar ciclos de congelacion vy
descongelaciéon. Cuando ensayamos en duplicado, se requiere
0.050ml de las muestras.

PREPARACION DE REACTIVOS

1. Buffer de Lavado

Diluir los contenidos de la solucién de Lavado a 1000 ml con agua destilada
o desionizada en un contenedor de almacenamiento adecuado. Almacenar
a temperatura ambiente de 20-27°C hasta 60 dias.

Nota: no emplear sustrato de trabajo si su apariencia es azul
PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
Antes de proceder con el andlisis lleve todos los reactivos, sueros de

referencia y controles a temperatura ambiente (20-27°C).

1. Formatear los pozos de la microplaca para cada suero de
referencia, control y muestras de paciente para que sean
ensayadas en duplicado. Regresar cualquier tira de
micropozos no usada a la bolsa de aluminio, sellarla y
almacenarla a 2-8°C.

2.  Pipetear 0.025 ml (25ul) del suero de referencia, control o
muestra dentro del pozo asignado.

3. Adicionar 0.050ml (50ul) de Reactivo de biotina de Estradiol a
cada pozo.

4. Agitar la microplaca suavemente por 20-30 segundos para
mezclar.

5. Cubrir e Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

6.  Adicional 0.050ml (50 pl) de reactivo de enzima estradiol a
todos los pozos.

Adicionar directamente sobre los reactivos dispensados en los pozos
7.  Agitar la microplaca suavemente por 20 a 30 segundos para

mezclar
8. Cubrir e Incubar 90 minutos a temperatura ambiente.
9. Descartar los contenidos de la microplaca por decantacién o

aspiracion. Si se realiza decantacion, golpee y seque la placa
con papel absorbente.

0. Adicionar 350yl de buffer de lavado (ver Seccién Preparacion de
Reactivos), decantar (golpear y secar) o aspirar. Repetir dos (2)
veces adicionales para un total de tres (3) lavados. Un lavador
de placa automatico o manual puede ser usado. Seguir las
instrucciones del fabricante para el uso apropiado. Si se
usa una botella, llene cada pozo descomprimiendo los

contenedores (evitar las burbujas de aire). Decantar el
lavado y repetir 2 veces adicionales.

11. Adicionar 0.100 ml (100pl) de solucién sustrato a todos los
pozos. (Vea Seccion de Preparacion de Reactivos). Siempre
adicione los reactivos en el mismo orden para minimizar las
diferencias el tiempo de reaccion entre pozos.

12. Incubar a temperatura ambiente por 20 minutos.

13. Adicionar 0.50ml (50ul) solucién de parada a cada pozo y mezcle
suavemente de 15 a 20 segundos. Siempre adicione los
reactivos en el mismo orden para minimizar las diferencias
el tiempo de reaccién entre pozos.

4. Leer las absorbancias en cada pozo a 450 nm(usando una
longitud de onda de referencia de 620-630 nm). Los resultados
deben ser leidos dentro de los 30 minutos después de
adicionar la solucién deparada.

Nota: Diluir las muestras sospechosas de concentraciones mayores
de 3.000 pg/ml 1: 5y 1: 10 con el calibrador 0 pg/ml de estradiol
o un pool e suero de pacientes masculinos con un valor bajo
conocido de estradiol.

CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio ensayara los controles a niveles de inferior, medio y
mayor nivel para el monitoreo del rendimiento del analisis. Estos
controles seréan tratados como desconocidos y los valores
determinados en cada procedimiento de prueba realizado. Las
gréficas de control de calidad serdn mantenidas para seguir el
rendimiento de los reactivos suministrados. Los métodos estadisticos
pertinentes seran empleados para hallar las tendencias. La
desviacion significante del rendimiento establecido puede indicar
cambio no notificado en las condiciones experimentales o
degradacion de los reactivos del kit. Los reactivos frescos seran
usados para determinar la razén de las variaciones.

CALCULO Y RESULTADOS

Una curva de respuesta a la dosis es usada para hallar la
concentracién de Estradiol en muestras desconocidas.

1. Registrar las absorbancias obtenidas del lector de microplacas
como se muestra en el Ejemplo 1

2. Graficar las absorbancias para cada suero de referencia por
duplicado versus la concentracién de Estradiol correspondiente
en pg/ml sobre un papel de gréfica lineal.

3. Sacar la mejor curva de ajuste a través de los puntos de la
grafica.

4. Para determinar la concentracion de Estradiol para un
desconocido, localizar las absorbancias promedio de los
duplicados para cada desconocido en el eje vertical del grafico,
encontrar el punto de interseccion de la curva y leer la
concentracién (en pg/ml) del eje horizontal del grafico (los
duplicados de los desconocidos pueden ser promediados como
se indica). En el siguiente ejemplo, el promedio de absorbancias
(1.202) del paciente intersecta la curva de calibraciéon en una
concentracion de Estradiol (160 pg/ml)

EJEMPLO 1



Muestra |[Numero de pozofAbs (A)|/Abs Media (B)Valor (pg/ml)|
A1 2.268
CalA B1 > 244 2.256 0
C1 1.839
CalB D1 1.860 1.849 20
calc Et 1409 | 4 426 100
F1 1.443
G1 1.017
CalD H1 0.989 1.003 250
calE A2 06% | 0723 500
B2 0.748
C2 0.480
CalF o2 0493 0.487 1500
E2 0.390
CalG T2 0385 0.388 3000
. G2 1.202
P te 1
P 2 1203 1.202 160

Los datos y la tabla siguiente son un ejemplo unicamente. No usar
para calcular sus resultados
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0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00
Estradicl Value 1000 in pg/ml

Nota: Multiplicar los valores del eje horizontal por 1000 para convertir
a pg/ml.

PARAMETROS DE C. C.

Para que los resultados del analisis sean considerados validos
se deben cumplir los siguientes criterios:
1. Las absorbancias del calibrador 0 pg/ml deben ser 2 a 1.3.

2. 4 de 6 grupos de control de calidad estaran dentro de los rangos
establecidos

ANALISIS DE RIESGOS

A. Desempeiio del analisis

1. Es importante que el tiempo de reaccién en cada pozo sea
mantenido en forma constante para obtener resultados
reproducibles.

2. El pipeteo de las muestras no se extendera mas de 10 minutos
para evitar derivar el analisis.

3. No se deben emplear muestras altamente lipémicas, Hemolizadas
o contaminadas.

4. Si mas de 1 placa es usada, se recomienda repetir la curva de
respuesta a la dosis.

5. La adicién de la solucién sustrato inicia una reaccién cinética por lo

tanto el sustrato y solucién de parada deben ser adicionado en la
misma secuencia para eliminar cualquier derivacion de tiempo
durante la reaccién.

6. Los lectores de placa realizan mediciones verticalmente. No tocar
el fondo de los pozos.

N

La falla al remover solucién adherida en los pasos de aspiracion o
decantacién puede resultar en replicacién baja y resultados
incorrectos.

8. Usar los componentes del mismo grupo no mezclar los reactivos
de diferentes conjuntos.

9. Es esencial un pipeteo preciso y exacto asi como seguir el tiempo
exacto y la temperatura requerida. Cualquier desviacion de las
instrucciones de uso puede arrojar resultados inexactos.

10. Se deben seguir las buenas practicas de laboratorio todos los
estandares nacionales aplicables, regulaciones y leyes de
manera estricta para asegurar el cumplimiento y uso adecuado
del dispositivo.

11. Es importante calibrar todos los equipos, por ejemplo: pipetas,
lectores, lavadores y/o instrumentos automatizados con este
reactivo y realizar un mantenimiento preventivo rutinario

12. El andlisis de riesgo — como lo requiere la directiva IVD 98/79/EC
de la marca CE- para estos y otros dispositivos elaborados por
Monobind, pueden ser solicitados via Email:

Monobind@monobind.com

B. interpretacion

1. Los resultados de laboratorio por si solos son unicamente un
aspecto para determinar el cuidado del paciente y no deben ser la
Unica base para una terapia, particularmente si los resultados estan
en conflicto con otros determinantes.

2. Para resultados de pruebas validas, los controles adecuados y
otros parametros deben estar dentro de los rangos listados y
requerimientos del ensayo.

3. Si los kits de prueba estan alterados, ya sea por mezcla de partes
de diferente kits, lo cual puede producir resultados de prueba falsos o
si los resultados son interpretados incorrectamente, Monobind no
tendra responsabilidad.

4. Si se utiliza el sistema de reducciéon de datos controlados por
Computador para interpretar los resultados del ensayo, es necesario
que los valores de prediccion para los calibradores se ubiquen dentro
del 10% de las concentraciones asignadas.

VALORES ESPERADOS

Conforme con los intervalos de referencia establecidos para una
poblacién adulta “ normal y mujeres durante el embarazo, los rangos
esperados para estradiol AccuBind Elisa son descritos en la tabla 1
Valores esperados para estradiol

MEDIA RANGO
MIUJERES - .
FASE FOLICULAR 48 9-175
FASE LUTEAL 103 44-196
PREOVULATORIO 209 107-281
MENOPAUSIA TRATADA 122 42-289
MENOPAUSIA NO TRATADA 7.3 ND-20
ANTICONCEPTIVOS ORALES 13 ND-103
HOMBRES ) 19 4-94

Durante el embarazo los niveles séricos de estradiol se incrementan
rapidamente hasta finalizar el tercer trimestre.

Es importante guardar en mente que el establecimiento de un rango
de valores el cual puede ser esperado sea encontrado por un método
dado para una poblacién de personas “normales” es dependiente de
una multiplicidad de factores: la especificidad del método, la
poblacién probada y la precision del método en las manos del
analista. Por estas razones cada laboratorio dependera bajo el rango
de valores esperados establecidos por el fabricante solamente hasta
que se pueda determinar un rango para laboratorio por los analistas
usando el método con una poblacién local en la cual el laboratorio
esta ubicado.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO
A. Precision

Las precisiones dentro y entre ensayos del sistema de pruebas de
Estradiol ELISA™ para microplaca fueron determinadas por analisis
en 3 diferentes niveles de suero de control. EI nimero, valor medio, la
desviacion estandar y el coeficiente de variaciéon para cada uno de
estos sueros controles son presentados en la Tabla 2 y Tabla 3.

TABLA 3
Precision Entre Analisis* * (Valores en pg/ml)
MUESTRA N X o C.V.
Bajo 10 89.3 8.2 9.2%
Normal 10 2455 23.2 9.7%
Alto 10 467.2 38.3 8.2%

* Medido en 10 experimentos en duplicado durante 10 dias.
B. Exactitud

El sistema ELISA™ Monobind de Estradiol fue comparado con un
método de inmunoandlisis de quimioluminiscencia Se utilizaron
muestras biolégicos de poblaciones con niveles de estradiol bajo,
normal y relativamente alto (el rango de valores fue de 10pg/ml-
4300pg/ml). El niumero total de las muestras fue de 65. Los datos
obtenidos se muestran en la tabla 4

TABLA 4
Método Media (X) Ultimo Analisis Coeficiente
De regresion de
Cuadrada Correlacién
Este 139 y=10+0.985 (x) 0.979
método(y)
Referencia(x) 148

TABLA 2
Precision dentro del Analisis (Valores en pg /ml)
MUESTRA N X o C.V.
Bajo 20 85.9 7.6 8.8%
Normal 20 260.5 20.3 7.8%
Alto 20 495.3 33.7 6.8%

Solo pequerias cantidades de desviacion entre el sistema de Estradiol
ELISA™Y el método de referencia se indican por la proximidad de los
valores medios. La ecuacién de regresion cuadrada y el coeficiente
de correlacion indican un excelente acuerdo del método.

C. Sensibilidad

Esta prueba tiene una sensibilidad de 6.5pg/ml. La sensibilidad fue
hallada determinando la variabilidad del calibrador de suero 0 pg/mly
usando 2c estadisticas (95% certeza) para calcular la dosis minima.

D. Especificidad

El % de reactividad cruzada del anticuerpo de estradiol para
sustancias seleccionadas se evalué mediante la adicion de
sustancias de interferencia a una matriz de suero con las siguientes
concentraciones. La reactividad cruzada se calculo derivando el radio
entre la dosis de sustancia de interferencia y la dosis de Estradiol

necesaria para desplazar la misma cantidad del analogo marcado.

Sustancia Reactividad Cruzada
Androstenediona 0.0003
Dihidotestosteronal 0.0008
Cortisona <0.0001
Corticosterona <0.0001
Cortisol 0.0004
Estriol <0.0001
DHEA Sulfato <0.0001
Estradiol <0.0001
Estrona <0.0001
Testosterona <0.0001
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Size 96(A) 2(B)

A) 1ml set 1ml set

B) 1 (6ml) 2 (6ml)

g c) 1 {Bml) 2 (Bml)

g D) 1 plate 2 plates
-]

§ E) 1 (20ml) | 1 (20mi)

F) 1(1zml) | 2 (12m1)

G) 1 (8mi) 2 (Bml)
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other interesting products and services.
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Instrumentos y aplicaciones
Los productos de inmunoensayo de Monobind estan disefiados para
que funcionen en ambientes de laboratorios manuales y
automatizados. AccuBind y Acculite son compatibles cualquier
instrumentacién de extremo abierto incluyendo analizadores
quimicos, lectores de microplacas y lavadores de microplacas. Es
posible que exista o no un desarrollo de aplicacion para su
instrumento en particular, para estos casos, se recomienda visitar la
seccion de instrumentos de nuestro sitio en la web o comunicarse con

techsupport@monobind.com

Monobind ofrece diversos instrumentos, incluyendo el lector de placa
Impulse 2, el lumindmetro CLIA disefiado para ser utilizado
simultdneamente con nuestros productos y capaz de una calibracién
de dos puntos. Visitar nuestro sitio en la web para obtener mayor
informacion.



