ESTRADIOL (E2)

(Suero)

Uso Previsto:
Ensayo para la deteccion cuantitativa de Estradiol (E2) en
suero humano.

Reumen:

El estradiol (E2, estradiol) es una hormona sexual. El
estradiol se abrevia E2 porque tiene dos grupos hidroxilo
en su estructura molecular. ElI estradiol es
aproximadamente 10 veces mas potente que la estrona y
aproximadamente 80 veces mas potente que el estriol en
su efecto estrogénico. Excepto durante la fase folicular
temprana del ciclo menstrual, sus niveles séricos son algo
mas altos que los de estrona durante los afos
reproductivos de la mujer humana. Por tanto, es el
estrogeno predominante durante los afios reproductivos
tanto en términos de niveles séricos absolutos como en
términos de actividad estrogénica. Durante la menopausia,
la estrona es el estrégeno circulante predominante vy
durante el embarazo el estriol es el estrogeno circulante
predominante en términos de niveles séricos. Los niveles
séricos de estradiol tienen valor clinico para el diagnéstico
de anomalias menstruales, menopausia, infertilidad y
pubertad precoz.

Principio de Prueba:

Duracion total de la prueba: 75 minutos.

La prueba de Estradiol E2 se basa en un método
competitivo. Cubra las placas de micropocillos con
anticuerpo E2. Agregue el calibrador E2 (0 muestra del
paciente) y HRP-E2 para formar el complejo E2-
anticuerpo-HRP-E2. La cantidad de unién de HRP-E2 es
inversamente proporcional al contenido de E2 en el suero.
Retire el E2-HRP suelto. Agregue sustrato y detecte el
valor absorbente. Calcule el contenido de E2 del suero del
paciente a través de una computadora o trazando una
curva de valor de concentracién-absorbente adecuada.

Materiales Proporcionados:

* Microplaca recubierto con anticuerpo E2. 8 x 12 tiras, 96
pocillos

* Calibradores, 6 viales, 0.5 mL cada uno, listos para usar;
con concentraciones indicadas en cada envase.
Etiquetado con SO a S5y la concentracioén de E2 es 0, 50,
120, 250, 500, 1200 pg/ml.

* Control: 2 viales de 0,5ml Listo para usar. La
concentraciéon de valor bajo es 84~156pg/ml. La
concentracién de alto valor es 350~650pg/ml.

» Cromégeno A: 1 vial de 7ml, Listo para usar.

» Cromégeno B: 1 vial de 7ml, Listo para usar.

* Solucion de parada: 1 vial de 7 ml, lista para usar

* Solucién de lavado: 1 vial de 15 ml, concentrado 20
veces, diluyendo con agua desionizada antes del ensayo.
* Inserto: 1 copia.

» Tapa Placa: 1 pieza.

Materiales Requeridos (Pero no provistos):
» Lector de microplacas con capacidad absorbente de
longitudes de ondas de 450 nm y 630 nm.

* Micropipetas y micropipetas multicanal que suministran
50 pl con una precision superior al 1,5%.

» Sacudidor de placas.

* Incubadora.

» Lavador de microplacas.

* Papel absorbente.

» Agua destilada.

Precauciones y Advertencias:

*S6lo para uso diagndstico in vitro.

*Tome las precauciones normales requeridas para el
manejo de todos los reactivos de laboratorio.

* La eliminacion de todos los materiales de desecho debe
realizarse de acuerdo con las pautas locales.

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

* No mezcle ni utilice componentes de kits con diferentes
caédigos de lote.

* Todos los desechos de muestras y reacciones deben
considerarse + Cubra e incube potencialmente
biopeligrosos. La manipulacion de las muestras y los
residuos de la reaccion debe realizarse de acuerdo con las
normativas y directrices locales.

* La solucién de parada contiene acido sulfurico, que puede
causar quemaduras graves. En caso de contacto con los
ojos, lavense inmediata y abundantemente con agua y
acudase a un médico.

* Los acidos neutralizados y otros desechos liquidos deben
descontaminarse agregando un volumen suficiente de
hipoclorito de sodio para obtener una concentracién final
de al menos 1,0%. Puede ser necesaria la exposicion a
hipoclorito de sodio al 1,0 % durante 30 minutos para
garantizar una descontaminacion eficaz.

» Algunos reactivos contienen 0,05 % o 0,1 % de ProClin
300 que puede causar sensibilizacion por contacto con la
piel, por lo que debe evitarse. Los reactivos y sus
recipientes deben desecharse de forma segura. En caso
de ingestion, acUdase inmediatamente al médico y
muéstresele la etiqueta o el envase.

 El sustrato tiene un efecto irritante sobre la piel y las
mucosas. En caso de posible contacto, lavar los ojos con
abundante agua y la piel con jab6n y abundante agua. Lave
los objetos contaminados antes de reutilizarlos. Si es
inhalado, lleve a la persona al aire libre.

« Para obtener informacién sobre las sustancias peligrosas
incluidas en el kit, consulte la Hoja de datos de seguridad
de materiales (MSDS), que esta disponible a pedido.

* No pipetear con la boca. Use ropa protectora, guantes
desechables y protecciéon para los ojos y la cara al
manipular muestras y reactivos. Lavese las manos
después de su uso.

+ Si alguno de los reactivos entra en contacto con la piel o
los ojos, lavar abundantemente la zona con agua.

Almacenamiento y Estabilidad:

» Almacenar a 2-°C.

* Selle y devuelva los reactivos no utilizados a 2-8°C, en
cuyas condiciones se mantendra la estabilidad durante 2
meses 0 hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta, lo que ocurra primero.



Recoleccién y Preparacion de Muestras:

Las muestras de suero y orina se pueden analizar
mediante el procedimiento de B-HCG. Retire el suero del
coagulo lo antes posible para evitar la hemdlisis. Las
muestras cubiertas se pueden almacenar hasta 48 horas a
2~8 °C. Las muestras mantenidas durante mas tiempo se
pueden congelar a -20 °C y evitar la congelacion repetida.

Las muestras de suero con concentraciones esperadas
superiores a 2000 pg/ml deben diluirse con solucién salina
normal.

NOTA: Si es necesario, elimine mediante centrifugacion
las particulas o agregados de fibrina suspendidos que
puedan producir resultados falsos positivos.

Control de Calidad:

Cada laboratorio debe tener controles de ensayo a niveles
en el rango bajo, normal y elevado para monitorear el
rendimiento del ensayo. Los controles deben tratarse como
desconocidos y los valores deben determinarse en cada
procedimiento de prueba realizado. El requisito de control
recomendado para este ensayo es utilizar un control de
veracidad por separado y analizarlos junto con las
muestras en la misma serie. El resultado es valido si los
valores de control se encuentran dentro de los rangos de
concentracién impresos en las etiquetas.

Solucién de Lavado (Dilucion 20X):

Agregue agua desionizada al concentrado de solucion de
lavado concentrado 20X. Diluya 50 ml de solucién de
lavado concentrada con 950 ml de agua desionizada hasta
un volumen final de 1000 ml. Estable durante 1 semana a
temperatura ambiente.

Procedimiento de Prueba:

Aseglrese de que las muestras, los calibradores y los
controles de los pacientes estén a temperatura ambiente
(18-25°C) antes de la medicién. Mezcle todos los reactivos
invirtiéendolos suavemente antes de usarlos.

« Utilice solo el numero de pocillos necesarios e identifique
los pocillos de las microplacas para cada calibrador y
muestra que vaya a analizar.

» Agregue 50 pL de calibradores o muestras a cada pocillo.
*Agregue 50 uL de conjugado enzimatico a cada pocillo.
Agite la microplaca suavemente durante 30 segundos para
mezclar.

* Cubra la placa con una tapa para placas e incube a 37°C
durante 60 minutos.

» Agregue 350 pL de solucion de lavado, decante (golpee
y seque) o aspire. Repita 2 veces adicionales para un total
de 3 lavados. Un lavador automético de tiras de
microplacas puede ser usado. Al final del lavado, invierta
la placa y saque la solucién de lavado residual sobre papel
absorbente.

* Dispensar 50 pL de cromégeno A en cada pocillo.

* Dispensar 50 pyL de cromdgeno B en cada pocillo.

* Cubra la placa con una tapa para placas e incube a 37°C
durante 15 minutos.

* Agregue 50 pL de solucion de parada a cada pocillo.

* Agite durante 15 a 20 segundos para mezclar el liquido
dentro de los pocillos. Es importante asegurarse de que el
color azul cambie a amarillo por completo.

* Lea la absorbancia de cada pocillo a 450 nm (usando de
620 a 630 nm como longitud de onda de referencia para
minimizar las imperfecciones de los pocillos) en un lector
de microplacas. Los resultados deben leerse dentro de los
10 minutos posteriores a la adicion de la solucién de
parada.

Calculo:

Computadora: use la funcion de ajuste lineal, el logaritmo de
cada concentracidon de calibrador (Log), como X, tome el
valor de absorbancia de los calibradores calculados. El
porcentaje de tasa de unidn logit como Y, elija el ajuste Log-
Logit para calcular la concentracién del suero a analizar. de
la linea ajustada.

Logit=In (B/BO+ (1-B/BO) )

(BO es el valor de absorbancia de SO y B es el valor de
absorbancia de los calibradores o la muestra).

Ecuacion: In[(B/B0)/(1-B/B0)]=B*log [concentracion]+A

Rango de Medicion:
El valor de corte de la concentracion de E2 para sujetos
sanos es:
Hombres: < 82 pg/ml;
Mujer: Fase folicular 10~217 pg/ml;
Fase ovulatoria 35~580 pg/ml;
Fase de cuerpo luteo 20~330 pg/ml;
Menopausia <65 pg/ml;
Primer trimestre: 80,8~3593 pg/ml.
Conversion: 1 pg/ml = 3,7 pmol/ml.

Sensibilidad:
El limite de deteccion del ensayo es de aproximadamente
25 pg/ml.

Precision:
Interensayo<15%
Intraensayo<15%

Especificidad:
No hay reacciones cruzadas con Progesterona, E3.
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