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1.0 INTRODUCCION

Intencién de uso: La determinacién cuantitativa de la
concentracién de Testosterona Libre en Suero o Plasma
humano por medio de un Inmunoensayo enzimatico
colorimétrico.

2.0 RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

La Testosterona, (17p-Hidroxi-4-androsteno-3-uno), un esteroide
Cio, €s el andrégeno més potente naturalmente secretado.! En
hombres normales en la etapa post-pubertad, la testosterona es la
primeramente secretada por los testiculos, con solo una pequefia
cantidad derivada de la conversion periférica de la 4-Androsteno-
3, 17-diona (ASD).? En mujeres adultas, se estima que alrededor
del 50% de la testosterona en suero es derivada de la conversion
periférica de la ASD secretada por la glandula suprarrenal y los
ovarios, con el resto proveniente de la secrecion directa de la
testosterona por estas glandulas.

En los hombres, la testosterona es principalmente sintetizada en
las células intersticiales de Leyding y los testiculos, y es regulada
por la hormona estimulante de células intersticiales (ICSH), u
hormona Luteinizante (LH) de la pituitaria anterior (el equivalente
femenino de la ICSH).3 La testosterona es responsable del
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias, tales como
los accesorios de los ¢érganos sexuales, la prostata, vesiculas
seminales y el crecimiento del vello facial, pubico y auxiliar.

La medicién de la Testosterona ha sido muy util en la evaluacién
de los estados con hipogonadismo. El incremento en los niveles
de Testosterona en hombres se puede encontrar en la resistencia
completa a los andrégenos (feminizacion testicular). Las causas
comunes de disminucién en los niveles de testosterona en
hombres incluyen: hipogonadismo, orquiectomia, terapia de
estrogenos, sindrome de Klinefelter, hipopituitarismo, y cirrosis
hepatica.>*

En las mujeres, los niveles de testosterona se encuentran
normalmente mas bajos que en los hombres normales. La
Testosterona en las mujeres proviene de tres fuentes. Esta es
secretada en pequefias cantidades por ambas glandulas
suprarrenales y los ovarios, y en las mujeres normales, del 50 al
60% de la produccion diaria de testosterona proviene del
metabolismo periférico de la prohormona, principalmente la
androstenediona. Las causas comunes del aumento de los
niveles de Testosterona en las mujeres son los ovarios
poliquisticos (Sindrome de Stein-Leventhal), tumores ovaricos,
tumores suprarrenales e hiperplasia adrenal. La virilizacién en las
mujeres estd asociada con la administracion de andrégenos y
sobreproduccién endégena de testosterona.

Alli parece haber una correlacién entre los niveles de testosterona
en suero y el grado de virilizacion en las mujeres, aunque
aproximadamente el 25% de las mujeres con diferentes grados de
virilizacién tienen niveles de testosterona en suero que caen
dentro del rango de referencia en mujeres.

La mayoria de la Testosterona esta unida a proteinas de transporte:
débilmente unida a la albumina y la proteina de unién al cortisol (25-
65% en mujeres; 45-85% en hombres) y fuertemente unido a la
globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) (35-75% de mujeres;
14-50% de los hombres). 8 Una pequefia fraccion existe como
testosterona no unida o libre, sin embargo, esta forma es
biolégicamente activa. Por lo tanto, la concentracién de hormona libre
es un mejor indicador de la actividad biolégica que la testosterona
total.

3.0 PRINCIPIO

Inmunoensayo Enziméatico Competitivo (TIPO 7):

Los reactivos esenciales requeridos para un inmunoensayo
enzimatico incluyen anticuerpos, conjugado enzima-antigeno y
antigeno nativo.

Mezclando el anticuerpo biotinilado, el conjugado enzima-antigeno
y un suero que contiene el antigeno nativo libre, se produce una
reaccion de competencia entre el antigeno nativo libre y el
conjugado enzima-antigeno por un nimero limitado de sitios de
unién con el anticuerpo. La interaccién se ilustra en la siguiente
ecuacion:
ka
E“Ag + Ag + Abgn == AgAbg,+ “™AgAbg,

Ka

Abg,= Anticuerpo Biotinilado (Cantidad Constante)
Ag = Antigeno nativo (Cantidad variable)

E"ZAg = Conjugado enzima-antigeno (Cantidad Constante)
AgAbg, = Complejo Antigeno-Anticuerpo

Ay Abgn =
anticuerpo

ka = Tasa Constante de Asociacion

Conjugado enzima-antigeno —Complejo de

k 5 = Tasa Constante de Disociacion
K=k, /k 4 = Equilibrio constante

Se produce una reaccién simultanea entre la biotina unida al
anticuerpo y la estreptavidina inmovilizada en el micropozo. Esto
produce la separacion de la fraccién de anticuerpo unido después
de la decantacién o la aspiracion.

AgAbg, + EnzAgAbEm_#— Estreptavidinacyw = Complejo inmovilizado
Estreptavidinac,, = Estreptavidina inmovilizada en el pozo
Complejo _inmovilizado = Complejo en sandwich unido a la
superficie sélida.

La actividad de la enzima en la fraccién de anticuerpo unido es
inversamente proporcional a la concentracién de antigeno nativo.
Mediante la utilizaciéon de diferentes sueros de referencia de
concentracién de antigeno conocida, puede ser generada una
curva de dosis respuesta en la cual la concentracion del antigeno
de una muestra desconocida puede ser comprobada.

4.0 REACTIVOS

Materiales suministrados:
A. Calibradores de Testosterona Libre* — 1ml/vial - Iconos A-
G

Siete viales (7) de suero de referencia con concentraciones
aproximadas* de Testosterona Libre de 0 (A), 0.2 (B), 1.0
(C), 2.1 (D), 5.6 (E), 13.8 (F) y 37.5 (G) en pg/ml. Almacenar de
2-8°C. Se le ha adicionado un preservante. Los calibradores
pueden ser expresados en concentraciones molares (pM/L)
multiplicando por 3.47. Por ejemplo: 1pg/ml x 3.47 = 3.47 pM/L
*Los niveles exactos se indican en las etiquetas sobre la base
especifica del lote.

B. Reactivo enzimatico de Testosterona Libre— 6ml/vial @
Un vial (1) de Conjugado de Testosterona (Analoga)- Peréxido
de rdbano picante (HRP) en una matriz de proteina
estabilizante con colorante amarillo. Almacenar de 2-8°C.

C. Reactivo Biotina Testosterona Libre—6mi/vial - Icono V
Un vial (1) de reactive que contiene anti-Testosterona
biotinilada purificada con conjugada con IgG de conejo en un
tampén, colorante azul y preservante. Almacenar de 2-8°C.

D. Placa recubierta de Estreptavidina — 96 pozos —Icono U

Una microplaca de 96 pozos recubiertos con 1.0 ug/ml de
estreptavidina y empacada en una bolsa de aluminio con un
agente desecante. Almacenar de 2-8°C.

E. Soluci6n de Lavado Concentrada — 20mljvial - Icono
Un vial (1) que contiene un surfactante en tampoén salino. Se le
ha adicionado un preservante. Aimacenar de 2-8°C.

F. Substrato A — 7ml/vial - Icono S*
One (1) vial contains tetramethylbenzidine (TMB) in buffer.
Store at 2-8°C. See “Reagent Pregaration.”

G. Substrato B — 7ml/vial - Icono S
Un vial (1) contiene Peréxido de Hidrégeno (H,O,) en un
tampo6n. Almacenar de 2-8°C. Ver “Preparacién de Reactivos.”

H. Solucién de Parada - 8ml/vial - Icono )
Un vial (1) contiene un &cido fuerte (IN HCI). Almacenar de
2-8°C.

I. Instrucciones del producto.

Nota 1: No use los reactivos cuando hayan vencido.

Nota 2: Evite la exposicién al calor o la luz. Los reactivos
abiertos permanecen estables por 60 dias (60) cuando se
almacenan de 2-8°C. La estabilidad del kit y los
componentes se pueden identificar en las etiquetas.

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

4.1 Material requerido no suministrado:
1. Pipeta capaz de dispensar volimenes entre 0.020 y 0.050ml
(20pl y 50pl) con una precision mejor que 1.5%.
2. Dispensador de volimenes repetidos entre 0.100 y 0.350ml
(100 y 350pl) con una precisién superior de 1.5%.
3. Dispensar de volumen ajustable (200-1000ul) para el
conjugado.
. Lavador de microplaca o una botella lavadora (opcional).
. Lector de microplaca con longitud de onda entre 450nm y
620nm.
6. Papel absorbente para golpear los pozos de la microplaca.
7. Plastico envolvente o tapa microplaca para los pasos de
incubacion.
. Aspirador al vacio (opcional) para los pasos de lavado.
. Cronémetro.
Materiales de control de calidad.
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5.0 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, VIH
1y 2y anticuerpos para VHC por los reactivos licenciados por la
FDA. Incluso no se ha conocido prueba que pueda ofrecer
seguridad de que los agentes infecciosos estan ausentes, todos
los productos séricos de humanos deben ser manejados como
potencialmente peligrosos y capaces de transmitir enfermedades.
Los procedimientos de 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, Publicacién HHS No. (CDC) 88-8395-

El descarte seguro de los componentes del kit debe hacerse
de acuerdo a los requerimientos regulatorios y legales
locales.

6.0 RECOLECCION Y PREPARACION DE LA
MUESTRA

Las muestras deben ser sangre, suero o plasma, y deben tenerse
en cuenta las precauciones usuales para la recoleccion de las
muestras por venopuncién. Para la comparacién exacta a los
valores normales establecidos, se debe obtener una muestra de
suero en ayunas. La sangre se debe recoger en un tubo tapa roja
por venopuncién (para suero) o un tubo al vacio que contenga
heparina (para plasma). Permita que la sangre se coagule para las
muestras de suero. Centrifugar la muestra para separar el suero o
plasma de las células.

Las muestras deben refrigerarse de at 2-8°C por un periodo
méaximo de 5 dias. Si la muestra no va a ser procesada en este
tiempo, debe almacenarse a temperaturas por debajo de -20°C por
hasta 30 dias. Evite el uso de dispositivos contaminados. Evite los
ciclos de congelacién y descongelacion repetidas de las muestras.

Si va a realizar el procedimiento por duplicado se requieren
0.040ml (40pl) de la muestra.

7.0 CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio debe contar con controles de nivel bajo, normal y
alto con el fin de monitorear el desempefio del ensayo. Estos
controles deben ser tratados como desconocidos y los valores
deben determinarse en cada procedimiento realizado. Se deben
mantener graficos de control de calidad para seguir el
funcionamiento de los reactivos. Se deben emplear métodos
estadisticos pertinentes para comprobar las tendencias. Cada
laboratorio debe establecer los limites aceptables de andlisis.
Ademas, la absorbancia maxima debe ser constante con las
experiencias pasadas. La desviacién significativa  del
funcionamiento establecido puede indicar el cambio inadvertido en
condiciones o degradaciéon de los reactivos del kit. Se deben
utilizar reactivos frescos para determinar la causa de las
variaciones.

8.0 PREPARACION DE REACTIVOS

1. Tamp6n de Lavado
Diluir el contenido de la solucién de lavado a 1000ml con agua
destilada o desionizada en un contenedor. EI Tampoén diluido
puede almacenarse de 2-30°C por hasta 60 dias.

2. Solucién Substrato de Trabajo — Estable por 1 afio.
Vierta el contenido del vial marcado como Solucién “A” dentro
del vial marcado como Solucién “B”. Ubique la tapa color
Amarillo en el vial claro para facilitar su identificacién. Mezcle y
marque adecuadamente. Almacene de 2 - 8°C.

Nota 1: No utilice el Substrato de Trabajo si es de color azul.
Nota 2: No utilice los reactivos que estén contaminados o
tengan crecimiento bacteriano.

9.0 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Antes de iniciar el ensayo, permita que todos los reactivos,
calibradores sueros de referencia y controles estén a temperatura
ambiente (20 - 27 C).

**E| procedimiento debe ser realizado por personal entrenado

y capacitado**

1. Marque los pozos de la microplaca para cada suero de
referencia, controles y muestras de pacientes para ser
ensayados por duplicado. Coloque las tiras de micropozos
gue no vayan a ser utilizadas dentro de la bolsa de
aluminio, séllelay almacene de 2-8°C.

2. Pipetee 0.020ml (20uL) del suero de referencia, control o
muestra dentro de cada pozo asignado.

3. Adicione 0.050ml (50pl) de reactivo enzimatico de
Testosterona Libre a todos los pozos.

4. Mezcle suavemente la microplaca por 20-30 segundos.

5. Adicione 0.050 ml (50pl) del reactivo Biotina Testosterona Libre
atodos los pozos.

6. Mezcle suavemente la microplaca por 20-30 segundos.

7. Tape la microplaca e incube durante 60 minutos a temperatura
ambiente.

8. Descarte el contenido de la microplaca por decantaciéon o
aspiracion. Si es por decantacién, seque la microplaca con
papel absorbente.

9. Agregue 0.350ml (350pl) de tampén de lavado (ver la Seccién

de Preparacion de Reactivos), decante (golpee y seque) o
aspire. Repita este paso 2 veces adicionales para completar un
total de 3 lavados.
Se puede utilizar un lavador de placas automatizado o
manual. Siga las instrucciones del fabricante para un uso
apropiado. Si se usa una botella lavadora, Ilene cada pozo
apretando el contenedor (evitar la formacién de burbujas)
para dispensar el lavado. Decantar el lavado y repetir 2
veces mas.

10.Adicione 0.100ml (100pl) de la Solucién de Sustrato de Trabajo
(ver la Seccién de Preparacion de Reactivos). Siempre
agregue los reactivos en el mismo orden para minimizar las
diferencias de tiempo en la reaccién entre los pozos.

NO MEZCLE LA PLACA DESPUES DE LA ADICION DEL
SUSTRATO
11.Incubar a temperatura ambiente durante (15) minutos.
12.Agregue 0.050ml (50pl) de la solucién de parada a cada pozo y
agite suavemente por 15-20 segundos. Siempre agregue



los reactivos en el mismo orden para minimizar las
diferencias de tiempo en la reaccién entre los pozos.

13. Lea la absorbancia de cada pozo a 450nm (usando una
longitud de onda de 620-630nm para minimizar las
imperfecciones de los pozos) en un lector de microplacas. Los
resultados deben leerse entre los treinta (30) minutos
despues de adicionar la Solucién de Parada.

10.0 CALCULO DE LOS RESULTADOS

Se utiliza una curva de Dosis Respuesta para calcular la
concentracién de la Testosterona Libre en muestras
desconocidas.

1. Registre la absorbancia obtenida de la impresién del lector de

microplaca como se evidencia en el Ejemplo 1.

2. Grafique la absorbancia de cada suero de referencia por
duplicado versus la concentracion de Testosterona Libre
correspondiente al calibrador en pg/ml en un papel de gréfica
lineal (No promedie los duplicados de las referencias del suero
antes de trazar).

. Conecte los puntos con la mejor curva ajustada.

. Para determinar la concentracién de la Testosterona Libre de
una muestra desconocida, ubique la absorbancia promedio de
los duplicados para cada muestra desconocida en el eje
vertical de la curva, encuentre el punto de interseccién en la
curva y lea la concentracién (en pg/ml) del eje horizontal de la
gréfica (los duplicados de las muestras desconocidas deben
promediarse como se indica). En el siguiente ejemplo, la
absorbancia promedio 1.113 intersecta en la curva con una
concentracién de Testosterona Libre de 1.56 pg/ml. (Ver Figura
1).

A w

Nota: Puede usarse un software de reduccién de datos disefiado
para ensayos de ELISA. Si este tipo de software se utiliza, la
validacion de este debe ser comprobada.

EJEMPLO 1
=< oz > > =
o . =l
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> 83 Z Ze =°
Al 2.605
Cal A 2.578 0
B1 2.561
C1 2.387
Cal B 2.320 0.20
D1 2.252
E1l 1.447
Cal C 1.446 1.00
F1 1.444
Gl 0.948
Cal D 0.934 2.13
H1 0.920
A2 0.530
Cal E 0.517 5.64
B2 0.504
c2 0.328
Cal F 0.316 13.80
D2 0.304
G2 0.184
Cal G 0.182 37.50
H2 0.180
. A3 1.071
Patient 1.113 1.56
B3 1.154

*Los datos presentados en el Ejemplo 1 y la Figura 1 son para
ilustracion Unicamente y no deben utilizarse para la preparacién
de la curva. Para cada procedimiento debe generarse una curva.

Figura 1
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11.0 PARAMETROS DE CONTROL DE CALIDAD

Con el fin de considerar validos los resultados de la prueba

se deben encontrar los siguientes criterios:

1. La absorbancia (OD) del calibrador 0 pg/ml debe ser > 1.3.

2. Cuatro de los seis pooles de control de calidad deben
encontrarse dentro de los valores establecidos.

12.0 ANALISIS DE RIESGOS

Las MSDS y el Andlisis de Riesgo estan disponibles bajo solicitud
a Monobind Inc.

12.1 Rendimiento de la Prueba

1. Es importante que el tiempo de reaccién en cada pocillo se

mantenga constante para lograr resultados reproducibles.

2. El pipeteo de las muestras no debe extenderse mas de diez

(10) minutos para evitar la desviacion del andlisis.

3. Muestras con lipemia, hemolisis o contaminadas no deben ser

usadas para el procedimiento.

Si se utiliza mas de una (1) placa, se recomienda repetir la

curva de dosis respuesta.

. La adiciéon de la solucién de sustrato inicia la reaccién cinética,
la cual finaliza con la adicién de la solucién de parada. Por lo
que la adiciéon del sustrato y la solucién de parada debe
hacerse en la misma secuencia para eliminar alguna desviacién
durante la reaccion.

. Los lectores de placa miden verticalmente. No toque el fondo
de los pozos.

7. Si no se retira adecuadamente la solucién en la etapa de lavado
por aspiracion o decantacion (s) puede dar lugar a la réplica
pobre y a resultados falsos.

. Utilice componentes del mismo lote. No mezcle los reactivos de
diferentes lotes.

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

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 producto.

Es importante calibrar todos los equipos: pipetas, lectores,
lavadores y/o instrumentos automatizados que van a utilizarse
con este reactivo y realizar un mantenimiento preventivo
rutinario.

El analisis de Riesgo, como lo requiere la Directiva 98/79/EC
para la Marca CE de IVD — para este y otros dispositivos,
fabricados por Monobind, puede ser solicitado via correo
electrénico a Monobind@monobind.com.

12.2 Interpretacién

Las mediciones e interpretacion de los resultados debe ser

realizado por personal capacitado y entrenado.

. Los resultados de laboratorio por si solos son sélo un aspecto
en la determinacion de la atencion al paciente y no deben ser
la Gnica base para la terapia, particularmente si los resultados
generan conflictos con otros determinantes.

. Los reactivos de este Sistema de prueba han sido formulados

para eliminar al maximo las interferencias; sin embargo, el

potencial de interaccion entre las muestras raras de suero y

reactivos de prueba pueden provocar resultados erréneos.

Anticuerpos  heteréfilos pueden causar este tipo de

interacciones 'y suelen causar problemas en los

inmunoensayos. (Boscato LM Stuart MC. ‘Heterophilic
antibodies: a problem for all immunoassays’ Clin.Chem.

1988:3427-33). Para fines de diagndstico, los resultados de

este ensayo deben utilizarse en combinaciéon con el examen

clinico, la historia del paciente, y todos los otros hallazgos
clinicos.

Para validar los resultados de las pruebas, los controles y otros

parametros beben encontrarse dentro de los rangos

formulados y requerimientos de la prueba.

. Si se alteran los kits de prueba, como por ejemplo mediante la
mezcla de componentes de diferentes kits, lo que podria
producir resultados falsos de las pruebas, o si los resultados se
interpretan de manera incorrecta, Monobind no tendré ninguna
responsabilidad.

. Si se utiliza un sistema de reduccién 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.
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13.0 RANGO DE VALORES ESPERADOS

De acuerdo con los intervalos de referencia establecidos® para la
poblacién adulta “normal”, los rangos esperados para la prueba
Testosterona Libre AccuBind® ELISA Test System se detallan en
la Tabla 1.

TABLA|
Valores esperados para el sistema de prueba de Testosterona
Libre (pg/ml)

4.0-30.0

Hombres

Mujeres 04-71

Es importante tener en cuenta que el establecimiento de un rango
de valores, que se espera encontrar por un método para una
poblacién de personas "normales”, depende de una multiplicidad
de factores: la especificidad del método, la poblacién analizada y
la precision del método en las manos del analista. Por estas
razones, cada laboratorio depende del rango de valores
esperados establecidos por el fabricante Unicamente hasta
determinar un rango in-house usando el método con una
poblacién natural del area en la que se encuentra el laboratorio.

14.0 PERFORMANCE CHARACTERISTICS

14.1 Precision

La precision intra e inter-ensayo de la Testosterona Libre
AccuBind® ELISA Test System fue determinada por analistas con
tres diferentes niveles de sueros control. El nimero, valores
medios, desviacion estandar y coeficiente de variacién para cada
control se presentan en las Tablas 2y 3.

TABLA 2
Precision Intra-ensayos (Valores en pg/ml )
Muestra N X ) C.V.
Bajo 20 3.64 0.16 4.4%
Normal 20 26.68 1.27 4.8%
Alto 20 39.83 0.71 1.8%
TABLA 3
Precision Inter-ensayos (Valores en pg/ml )
Muestra N X ) C.V.
Bajo 20 3.45 0.34 9.9%
Normal 20 22.49 2.10 9.3%
Alto 20 36.60 2.92 8.0%

* Si se mide en diez experimentos por duplicado en un periodo de
diez dias.

14.2 Sensibilidad

La Testosterone AccuBind® ELISA Test System tiene una
sensibilidad de 0.0019 pg/pozo. Esto es equivalente a que la
muestra tenga una concentracién de 0.095pg/ml. La sensibilidad
fue comprobada por determinacién de la variabilidad del suero
calibrador 0 ng/ml vy utlizando la estadistica 2c (95%
certidumbre) para calcular la dosis minima.

14.3 Especificidad

El % de reactividad cruzada del anticuerpo Testosterona Libre a
sustancias seleccionadas fue evaluada mediante la adicién de la
sustancia de interferencia a una matriz de suero a diversas
concentraciones. La reactividad cruzada se calculé mediante la
derivacion de una relacién entre la dosis de la sustancia que
interferia a la dosis de Testosterona necesaria para desplazar la
misma cantidad de analogo marcado.

. Reactividad
Sustancia Cruzada
Testosterona 1.0000
Androstenediona 0.0009
Dihidotestosterona 0.0178
Cortisona <0.0001
Corticosterona <0.0001
Cortisol <0.0001
Espirolactona <0.0001
Progesterona <0.0001
17a-OH Progesterona <0.0001
DHEA sulfata <0.0001
Estradiol <0.0001
Estrona <0.0001

Estriol <0.0001
Hemolisis <0.0001
Rubeola <0.0001
Lipemia <0.0001
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