INSTRUCOES DE USO

I ESTRADIOL ELISA I

Teste de ELISA para a Determinagédo Quantitativa de 173-Estradiol no Soro ou Plasma Humano
Reagentes suficientes para 96 determinagdes

1. SUMARIO

O Estradiol € um hormdnio esteréide com o peso molecular de 272,4 Daltons. E considerado o
horménio estrégeno mais importante e ativo nas mulheres em idade reprodutiva, sendo produzido
pelos ovarios e pela placenta. Nos homens, o horménio & produzido pelos testiculos.

Em mulheres ndo-gravidas e com ciclos menstruais regulares, a secrecédo de Estradiol é realizada em
um padréao ciclico e bifasico, elevando-se imediatamente antes da ovulagéo e declinando-se apos o
seu término. Em mulheres gravidas, os niveis de Estradiol séricos aumentam e mantém-se elevados
durante toda a gravidez.

Niveis elevados do horménio também sdo encontrados em pacientes com tumores ovarianos e
adrenais, puberdade feminina precoce, doengas hepaticas e ginecomastia masculina. Nas mulheres,
niveis baixos sdo encontrados em casos de hipogonadismo primario e secundario.

A determinagdo de Estradiol é util na avaliagdo de disfungdes menstruais tais como a puberdade
precoce, menopausa e amenorréias primaria e secundaria. A dosagem do hormdnio também é
utilizada para monitorar a indugao da ovulagéo em tratamentos de fertilizagéo.

2. PRINCIPIO

Neste método, os padrées da curva e as amostras de soro ou plasma em andlise sdo adicionados
aos respectivos pogos da microplaca que foram previamente recobertos por anticorpos anti-17(3-
Estradiol. O 17B-Estradiol presente na amostra biolégica e nos padrdes da curva, compete com o
17B-Estradiol conjugado a enzima peroxidase, pelas ligagdes aos anticorpos imobilizados na
microplaca. Apods a etapa de incubacgéo, o excesso de 17B-Estradiol ndo-imobilizado é eliminado na
etapa de lavagem e o substrato enzimatico é entdo adicionado. A hidrélise do substrato pela
peroxidase gera uma reagdo de cor azul. Esta, por sua vez, torna-se amarela apds a adigdo da
solucdo de parada. A intensidade da cor, cuja absorbancia é lida a 450 nm, é inversamente
proporcional a quantidade de 17(3-Estradiol presente na amostra bioldgica. Através da construgédo de
uma curva-padrao é possivel determinar quantitativamente a concentragcédo do horménio em amostras
de soro ou plasma humano.

Tempo total de incubacgao: 2 horas e 30 minutos.

3. COMPONENTES DO KIT

a. MICROPLACA: 1 placa contendo 12 tiras com 8 pogos cada, recobertos por anticorpos
monoclonais anti-173-Estradiol. Embalagem selada contendo dessecante.

Pronto para uso

b. PADROES DA CURVA: 1 mL de soro humano diluido em solug&o protéica tamponada contendo
17B-Estradiol nas concentragdes:

PADRAOA: 0 pg/mL PADRAOD: 300 pg/mL
PADRAOB: 20 pg/mL PADRAO E: 600 pg/mL
PADRAO C: 120 pg/mL PADRAOF:  2.000 pg/mL

Prontos para uso

c. CONJUGADO: 12 mL de solugdo tampdo contendo 17B-Estradiol conjugado a peroxidase.
Contém estabilizantes e conservantes.
Pronto para o uso
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d. SUBSTRATO: 12 mL de solugéo tamponada contendo tetrametilbenzidina (TMB) estabilizada e
peroxido de hidrogénio (H,0,).
Pronto para uso

e. SOLUCAO DE PARADA 0,15 M: 12 mL de solugéo de acido sulfarico (HzSO,) 0,15 M.
Pronto para uso

f.  FOLHAS ADESIVAS: 2 unidades.
g.  MANUAL DE INSTRUGOES DE USO
4. ARMAZENAMENTO

—  Os reagentes e a Microplaca, na embalagem original inviolada, sdo estaveis até a data de
validade determinada na etiqueta, se conservados entre 2 e 8 °C.

— As tiras ndo-utilizadas da Microplaca devem ser mantidas na embalagem original selada
contendo o dessecante para a sua prote¢do contra a umidade e a luz.

- Nao expor os reagentes a luz solar ou a luz forte durante o armazenamento ou utilizagdo. Manter
o Substrato sempre ao abrigo da luz.

5. MATERIAIS NECESSARIOS NAO-INCLUIDOS NO KIT

- Agua deionizada.

- Micropipetas calibradas para 10 a 200 yL e 200 a 1.000 yL e suas respectivas ponteiras
descartaveis.

—  Agitador tipo vortex e papel absorvente.

—  Crondémetro.

—  Sistema de lavagem de placas manual ou automatico com capacidade para 300 pL.

- Leitora de microplacas com filtros a 450 nm e, se possivel, a 620-630 nm.

6. PRECAUCOES DE USO
O kit de ESTRADIOL ELISA é somente para o uso em DIAGNOSTICO IN VITRO
MATERIAIS POTENCIALMENTE INFECCIOSOS

— Os Padroes da Curva contendo componentes de natureza humana, foram testados e
determinados como néo-reativos para HBsAg e para os anticorpos contra HCV e HIV. Apesar disto,
ndo ha nenhum método de teste que possa oferecer completa confiabilidade para auséncia do virus
HIV, da Hepatite B ou de outros agentes infecciosos. Portanto, estes reagentes devem ser
manipulados como materiais potencialmente infecciosos.

—  Precaugbes devem ser adotadas ao coletar, armazenar e manipular as amostras bioldgicas.

—  Usar luvas. Nao pipetar com a boca. Nao fumar, comer ou beber em areas onde amostras ou
reagentes do kit estiverem sendo manuseados.

—  Nao utilizar o produto apds a data de validade.

—  Na&o expor os reagentes a luz solar ou luz forte durante o armazenamento ou utilizagdo. Manter o
Substrato sempre ao abrigo da luz.

—  Evitar o contato do Substrato com agentes oxidantes ou superficies metalicas através da
utilizagéo de recipientes plasticos descartaveis limpos ou estéreis.

—  Manusear a solugdo de acido sulfurico (Solugédo de Parada) com cautela. Se houver contato com
olhos e pele, lavar com agua em abundancia e procurar orientagdo médica.

—  Os restos de amostras, reagentes e liquido de descarte devem ser descontaminados com
solugado desinfetante, tal como hipoclorito de sédio 5%, antes de serem desprezados.

—  Para descartar os reagentes e o material biolégico sugerimos aplicar as normas locais, estaduais
e federais de protegdo ambiental. Maiores informagdes, consultar as FISPQ dos produtos obtidas
pelo e-mail sac@btibiotec.com.br ou pelo telefone (11) 5093.2288.
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7. COLETA E PREPARO DA AMOSTRA

—  Coletar as amostras de sangue e processa-las imediatamente para obtengdo de soros ou
plasmas sem hemdlise. Para coleta do plasma, utilizar o anticoagulante EDTA ou Heparina.

— Amostras hemolisadas (“vermelhas”) e visualmente lipémicas (“leitosas”) devem ser
descartadas, pois podem gerar resultados falsos.

- Amostras que apresentem contaminacdo microbiolégica evidenciada pela presenca de
filamentos, particulas fungicas ou bacterianas, ndo devem ser utilizadas.

—  As amostras bioldgicas devem ser refrigeradas de +2 a +8°C por até 5 dias ou congeladas a
-20°C por até 30 dias. Evitar ciclos repetidos de congelamento e descongelamento das amostras.

— Se apo6s a refrigeragdo ou congelamento, as amostras apresentarem restos de fibrina,
centrifuga-las anteriormente ao uso.

8. PROCEDIMENTO
Operagdes Prévias

a. Antes da realizagdo do teste, estabilizar todos os componentes do kit e amostras bioldgicas a
temperatura ambiente (+15 a +30°C) e homogeneiza-los suavemente.

b. Deixar que a Microplaca atinja a temperatura ambiente (+15 a +30°C) antes de abrir a sua
embalagem. Separar somente as tiras necessarias a realizagcéo do teste, mantendo as restantes
na embalagem contendo o dessecante. Retirar o ar da embalagem e fecha-la hermeticamente.

c. Montar o protocolo de identificagdo e orientacdo de aplicagdo das amostras biolégicas e dos
Padrées da Curva na placa onde sera realizada a analise. Seguir a orientacdo abaixo para
dispensar os Padroes da Curva, as amostras biolégicas e para preparar o Branco SEMPRE EM

DUPLICATA.
Reagente Posicéo
Branco A1, B1
A C1,D1
B E1, F1
C G1, H1
D A2, B2
E C2,D2
F E2, F2
Amostras A partir de G2

Realizagéo do Teste

a. Dispensar 25 pL dos Padrdes da Curva e das amostras bioldgicas nos respectivos pogos da
Microplaca (em duplicata).

b.  Adicionar 100 uL do Conjugado em cada pogo da Microplaca, exceto nos pogos A1 e B1 do
Branco.

c. Agitar a placa gentilmente por 20 a 30 segundos para a sua homogeneizagéo. Cobrir os pogos
com a folha adesiva e incubar a placa por 2 horas a +37°C.

d. Descartar o conteudo de todos os pocos por aspiragao ou decantagéo. Adicionar 300 uL de agua
deionizada, aspirar ou decantar o liquido e repetir o processo por mais 2 vezes (total de 3
lavagens). Esta etapa deve ser realizada adequadamente para garantir resultados confiaveis e
precisos. Remover o fluido restante batendo vigorosamente a placa invertida sobre folhas de
papel absorvente. Se a remogéo do liquido for feita por decantagdo, a placa deve ser seca em
papel absorvente a cada lavagem.

e. Dispensar 100 puL do Substrato em todos os pogos (inclusive no Branco) e agitar a placa
gentilmente por 20 a 30 segundos para a sua homogeneizagéo. Cobrir novamente os pogos com
a folha adesiva e incubar a placa por, exatamente, 30 minutos a temperatura ambiente (+15
a +30°C) e ao abrigo da luz.
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f.  Adicionar 100 uL da Solugdo de Parada em todos os pogos (inclusive no Branco), na mesma
sequéncia de adigéo dos reagentes. Agitar a placa gentilmente por 15 a 20 segundos para a sua
homogeneizagao.

g. Ler a absorbancia a 450 nm com o leitor de ELISA em, no maximo, 30 minutos. Usar os pogos
A1 e B1 como “Branco” para zerar o aparelho ou, quando isso nao for possivel, descontar o valor
do “Branco” de todos os valores medidos.

9. CONTROLE DE QUALIDADE

— A cada ensaio é necessario repetir a curva-padrdo. Se mais de uma placa for usada, cada uma
deve ter sua propria curva-padréo.

—  Para monitorar a performance do ensaio, € aconselhavel incluir controles internos. Estes
controles devem ser tratados como as demais amostras e seus valores devem ser determinados a
cada ensaio.

—  E aconselhavel manter os registros de Controle de Qualidade para monitorar a performance dos
reagentes em uso. Testes estatisticos adequados devem ser utilizados para verificar a
reprodutibilidade dos ensaios. Diferengas significativas podem indicar alteragbes inobservadas nas
condi¢des experimentais ou a degradagao dos reagentes do kit. Reagentes novos devem ser usados
para determinar a causa das variagdes.

10. CALCULO DOS RESULTADOS

Através da construgao de uma curva dose-resposta (curva-padrdo) usando os Padroes fornecidos no

kit, € possivel calcular a concentragdo de 17B-Estradiol nas amostras testadas. Isso pode ser feito

com o auxilio de qualquer programa de computador que faga grafico ou manualmente em papel

milimetrado.

a. Registrar em uma tabela os valores de absorbancia a 450 nm para cada poco correspondente
aos Padrées da Curva e amostras biolégicas. Calcular o Valor Médio (VM) das absorbancias
das duplicatas através da férmula:

VM = (Absl;Asz)

b.  Para construir a curva-padrao, utilizar os valores de absorbancia de cada duplicata dos Padrdes
da Curva e n&o o valor médio das duplicatas.

c. Plotar em um grafico as absorbancias das duplicatas dos Padrdes da Curva (eixo Y vertical) em
fungdo da concentragdo de 17(-Estradiol correspondente (eixo X horizontal). Estabelecer o
melhor tragado para a curva-padrao.

d. Determinar a concentracdo de 17B-Estradiol (em pg/mL) para cada amostra bioldgica,
projetando a absorbancia média das duplicatas sobre a curva-padrao.

11. VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia para 17p-Estradiol em soro ou plasma séo:

Mulheres pg/mL
pg/mL Homens <60
Fase Folicular 30-100 Criancas <40
Pico Ovulatério 130 — 350
Fase Luteinica 50 — 180
Menopausa <60
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12. LIMITAQOES DO PROCEDIMENTO
Performance do Ensaio

—  Amostras com contaminagdo microbioldgica, lipémicas, ictéricas ou hemolisadas podem causar
resultados duvidosos, portanto, ndo devem ser utilizadas.

—  As solugdes do kit devem estar limpidas e dentro do prazo de validade.

—  Nao devem ser utilizados componentes de diferentes lotes ou reagentes de outros fabricantes.

—  Evitar a contaminacdo cruzada entre amostras e entre reagentes do kit.

- Para que os resultados sejam reprodutiveis, as instru¢cdes fornecidas devem ser rigorosamente
seguidas, respeitando os limites de tempo e temperatura das incubagoes.

— A pipetagem deve ser precisa, evitando diferencas entre as duplicatas. Para que ndo ocorram
variacdes significativas nos tempos de incubacao, a pipetagem das amostras ndo deve exceder a 10
minutos e a adi¢cdo dos reagentes deve ser efetuada sempre na mesma seqiiéncia.

- Falhas nos procedimentos de lavagem podem levar a resultados invalidos.

— A leitora de microplacas mede a absorbancia na vertical. Desta forma, evitar tocar o fundo dos
pogos.

—  Em caso de duvidas, entrar em contato com o Servigo de Atendimento ao Cliente (SAC) através
do telefone (11) 5093.2288 ou do e-mail sac@btibiotec.com.br, tendo em méaos o nome e cddigo do
produto, bem como o nimero de lote impresso em cada um dos componentes do kit.

Interpretagéo

— O resultado obtido utilizando este kit & auxiliar ao diagnéstico clinico e deve ser interpretado
associando-se as histérias clinicas dos pacientes, achados clinicos e outros procedimentos de
diagnéstico.

— Cada laboratério deve estabelecer seus proprios critérios para interpretagdo dos testes,
baseando-se na populagdo em estudo.

—  Este método permite a determinagdo de 17@-Estradiol humano em amostras biolégicas que
possuem o intervalo de concentragcdo do hormdnio entre 20 e 2.000 pg/mL. Caso sejam quantificados
valores superiores de 17B-Estradiol, diluir a amostra e considerar o fator de diluigdo durante o calculo
do resultado.

— O significado clinico da determinagéo de 17B-Estradiol pode se tornar invalido se o paciente
estiver em tratamento com cortisona ou horménios esterdides naturais ou sintéticos.

13. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Sensibilidade

A sensibilidade do método, calculada por determinagdo da variabilidade entre dez réplicas do soro-
padréo (0 pg/mL) e utilizando 2 DP (95%) para calcular a dose minima, foi de 15 pg/mL.

Especificidade

A possibilidade de ocorréncia de reagao cruzada do anticorpo anti-17B-Estradiol foi calculada como a
razéo entre a dose da substancia interferente e a dose de 173-Estradiol necessaria para obter-se a
mesma absorbancia. Em valores percentuais, quanto mais préximo de 100%, maior € a possibilidade
da ocorréncia de reatividade cruzada.

Substancia Reacéo Cruzada Substancia Reacéo Cruzada
17 B -Estradiol 100% Cortisol <7x10°%
Estrona 2,0% Progesterona <3x10"%
Estriol 0,39% Dehidroepiandrosterona <1x107%
Testosterona 0,02%
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Preciséo e Reprodutibilidade

Para determinar a precisao intra e inter-analise, foram testados pool de soros-controle com diferentes
niveis de 17B-Estradiol. O Numero de Amostras (N), Valores Médios (X), Desvios-Padréo (DP) e
Coeficiente de Variagédo (CV) para cada soro-controle estédo representados nas tabelas abaixo:

Preciséo Intra-anélise (em pg/mL)

Amostra N X DP CVv
Nivel 1 16 147 12,72 8,6%
Nivel 2 16 251 13,73 5,33%

Preciséo Inter-anélise (em pg/mL)

Amostra N X DP CVv
Nivel 1 16 60,3 12,72 14,6%
Nivel 2 16 154 15,66 10,16%
Nivel 3 16 243 15,99 6,58%

N = experimentos em duplicata
Analise Comparativa

O produto “Estradiol ELISA” foi comparado a um outro analogo disponivel para comercializagdo no
mercado que utiliza a metodologia de radioimunoensaio. Foram utilizadas amostras biolégicas
(N =44 mulheres e 07 homens) contendo diferentes niveis de 17B-Estradiol. A Equagédo de
Regressao e o Coeficiente de Correlagdo apresentados na Tabela abaixo, indicam o alto grau de
concordancia entre os métodos.

Equacéo de Regresséao Coeficiente de Correlacéo
y =6,16 + 0,886 (x) 0,986

14. GARANTIA DA QUALIDADE

Antes de serem liberados para o consumo, todos os produtos da BTl Bio Tecnologia Industrial Ltda
séo testados pelo Laboratério de Controle de Qualidade. A qualidade dos produtos é assegurada até
a data de validade mencionada na embalagem de apresentacdo, desde que armazenados e
transportados nas condigbes adequadas.
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