_ Mexias__

—— e
ALTA CALIDAD EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

Bio-DHEA

Inmunoensayo enzimatico para la cuantificacion de la hormona
Epiandrosterona (DHEA) en suero o plasma.

INTENCION DE USO
Para uso exclusivo en investigacion. No debe utilizarse en los
procedimientos de diagndstico.

MATERIALES PROVISTOS 96 Pruebas

Pocillos revestidos con streptavidin 12x8x1

. . 1ml
6 calibradores (listo para su uso)
Reactivo enzimatico DHEA: 1 botella (listo 6 ml
para su uso)
Anti DHEA reactivo de anticuerpos: 1 botella 6 ml
(listo para su uso) biétin

. 12 ml

Sustrato TMB (listo para su uso)

., o 8 ml
Solucién de Paro: (listo para su uso)
Solucién de Lavado: 1 botella 20mi

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROVISTOS
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Pipetas de precision.

Puntas de pipetas desechables.
Lector Microelisas con lente a 450 nm.
Mezclador Vértex de cabeza plana.
Plato agitador.

Papel cuadriculado.

DVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso exclusivo en investigacion. No debe utilizarse en los
procedimientos de diagndstico.

Para uso en laboratorio.

Los materiales de potencial riesgo biolégico:

El calibrador y los controles contienen componentes de origen
humano que han sido probados y encontrados no reactivos
para el antigeno de superficie de la hepatitis B, asi como de
anticuerpos del VIH con reactivos con licencia FDA. Sin
embargo, no existe un método de prueba que puede garantizar
la completa seguridad de que el virus del VIH, la hepatitis B u
otros agentes infecciosos. Estos reactivos deben ser
manipulados en el nivel 2 de bioseguridad, como se
recomienda en los Centros para el Control de Enfermedades /
Institutos Nacionales de Salud de Estados.

No pipetear con la boca. No fumar, comer o beber en las &reas
en las que las muestras o los reactivos del kit se manipulen.
Los componentes de este kit estan destinados para su uso
como una unidad integral. Los componentes de diferentes lotes
no deben ser mezclados.

Se recomienda que las muestras de normalizacion, control y
suero se realizaron por duplicado.

Los resultados 6ptimos se obtienen mediante la estricta
adhesion a este protocolo. Pipeteado exacto y preciso, asi
como después de los requisitos de tiempo y temperatura
exactos prescritos son esenciales. Cualquier desviacion de esto
puede producir datos no validos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

1.

2.

3.

4.

5.

Recolecte sangre por venopuncién y separe el suero de
inmediato.

En caso de no llevar a cabo el examen inmediatamente,
refrigere la muestra a (2-8°C) por cinco dias. En caso de
exceder dicho plazo, congele a -20°C hasta un mes.

Evite multiples ciclos de congelamiento-descongelamientos de
la muestra.

Previo al ensayo, la muestra debera ser debidamente
descongelada y mezclada bien.

Evite utilizar muestras con exceso de lipidos.

PREPARACION DEL REACTIVO

1.

Preparar tampén de lavado 1X afiadiendo el contenido de la
botella (20 ml), a 980 ml de agua destilada o desionizada.
Conservar a temperatura ambiente (20-25° C).

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
Todos los reactivos y las muestras deben alcanzar la temperatura
ambiente antes de su uso.
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11.

12.

Asegure el nimero deseado de tiras recubiertas en el soporte.
Dispensar 25 ul de cada calibrador, control y muestra con
puntas nuevas en los pozos apropiados.

Dispensar 50 pl de enzima DHEA en cada pocillo.

Dispensar 50 pl del anticuerpo anti-DHEA biotin en cada pocillo.
Mezcle la placa durante 10 segundos. Es importante tener un
mezclado completo en este paso.

Incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Enérgicamente agitar el contenido de los pocillos.

Lavar los pocillos 3 veces con solucién de lavado diluido (350
pl por pocillo). Sacudir los pocillos fuertemente en papel
absorbente para eliminar las gotas residuales.

Afadir 100 pl de sustrato TMB en cada pocillo.

Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Parar la reaccion enzimatica mediante la adicion de 50 ul de
solucion de parada en cada pocillo.

Leer la absorbancia en el lector de ELISA a 450 nm con un
filtro de referencia de 630 nm dentro de los 15 minutos
después de afiadir la solucién de paro.

CALCULO DE RESULTADOS
La curva estandar se construye como sigue:

1.

Comprobar el valor estandar del reactivo DHEA en el vial
calibrador. Este valor puede variar de un lote a otro. Aseglrese
de verificar el valor de cada kit. Véase el ejemplo de la norma
adjunta.

Para construir la curva estandar, trazar la absorbancia de los
estandares de DHEA (eje vertical) frente a la concentracion
estandar (eje horizontal) en un papel milimetrado. Dibuje la
mejor curva a través de los puntos.

Leer la absorbancia de los controles y de cada muestra
desconocida a partir de la curva. Registrar el valor de cada
control o muestra desconocida.

Valores de referencia:
Hombre 1.8 a 12.5

Muijer.

13a9.8



EJEMPLO DE CURVA ESTANDAR

Estandar 1 Conc. Ng/mL OD 450 nm
Std 1 0 2.4
Std 2 0.5 2.2
Std 3 2 1.7
Std 4 5 13
Std 5 10 1
Std 6 30 0.5

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. No utilice azida de sodio como conservante. La azida de sodio
inhibe la actividad de las enzimas HRP.
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