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Cortisol (CLIA)

Uso previsto

Inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA)
para la determinacién cuantitativa de cortisol
en suero, plasma u orina.

Significacion clinica

El cortisol es el principal glucocorticoesteroide
segregado por la corteza suprarrenal. Afecta al
metabolismo de proteinas, grasas y
carbohidratos, el mantenimiento del musculo y
la integridad miocardicas, asi como la supresion
de actividades inflamatorias y alérgicas.

La adrenocorticotrofina (ACTH) activa la sintesis
y liberacion de cortisol desde la corteza
suprarrenal. La hipdfisis produce y libera
adrenocorticotrofina (ACTH) por estimulacion
de la hormona liberadora de corticotrofina (CRH)
segregada por el hipotalamo. El cortisol sin unir
acta en un mecanismo de feedback negativo
sobre el eje hipotaldmico - hipofisario -
suprarrenal (HPA) en los niveles de la hipdfisis y
el hipotalamo.

La globulina fijadora de cortisol y la albiumina
unen aproximadamente el 90% del cortisol
segregado por la corteza suprarrenal. Sélo el
cortisol sin unir (cortisol libre) tiene actividad
fisiologica. Los niveles de cortisol en plasma
seran mas altos por la mafiana, y disminuyen
casi a la mitad del valor maximo por la noche.
Por lo general, se cree que el cortisol en orina
refleja el nivel de cortisol en plasma sin unir. El
cortisol en muestras de orina de 24 horas
representa los niveles de todo el dia y no esta
afectado por las variaciones diurnas en los
niveles de cortisol en plasma.

El embarazo o el tratamiento con estrégeno
podrian marcar niveles altos de cortisol. Otros
estimulos, como estrés intenso, podria
aumentar la produccién de cortisol. Los cambios
andémalos en los niveles de cortisol se producen
por una disfuncién suprarrenal, hipofisaria o del
hipotdlamo. Las mediciones de cortisol suelen
realizarse junto con la supresion de
dexametasona, pruebas de estimulacion de
ACTH y pruebas de tolerancia a la insulina. Se
encuentran niveles excesivos de cortisol en el
sindrome de Cushing (hiperfuncidn suprarrenal
cortical), mientras que en la enfermedad de
Addison los niveles disminuyen (insuficiencia
suprarrenal cortical).

Fundamentos del método

Cortisol (CLIA) es un ensayo
inmunoenzimatico competitivo para determinar
el nivel de cortisol en suero, plasma u orina.
En el primer paso, se agregan a una cubeta de
reaccion, la muestra, las microparticulas
paramagnéticas recubiertas con anticuerpos de
cabra anti-IgG de conejo, anticuerpo de conejo
anti-cortisol y conjugado cortisol-fosfatasa
alcalina. Luego de la incubacién el cortisol de la
muestra compite con el conjugado de
cortisol-fosfatasa alcalina por los sitios de union
en el anticuerpo anti-cortisol. El complejo
resultante se une al anticuerpo de cabra
anti-IgG de conejo en las microparticulas que

son capturadas magnéticamente. Las
sustancias no fijadas se eliminan por lavado.
En el segundo paso, se afiade la solucién de
substrato (Substrate Solution) a la cubeta de
reaccion.

La reaccion quimioluminiscente producida por el
conjugado se mide como unidades de luz
relativas (RLU). La cantidad de cortisol presente
en la muestra es inversamente proporcional a
las unidades de luz relativas (RLU) generadas
durante la reaccion. La concentracion de cortisol
puede calcularse con la curva de calibracion.

Reactivos provistos

Microparticulas paramagnéticas recubiertas con

Ra anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo en buffer
TRIS.

Rb Conjugado de cortisol y fosfatasa alcalina en
buffer MES.

Re Anticuerpo policlonal de conejo anti-cortisol en
buffer TRIS.

La posicion de los componentes del kit se
muestra en la siguiente figura:
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Reactivos no provistos

- Cortisol Calibrators

- Immunoassay Multi Control (L)

- Immunoassay Multi Control (H)

- Wash Buffer

- Substrate Solution

Estos reactivos son provistos separadamente
por Wiener lab.

Instrucciones para su uso
Los reactivos son listos para usar

Precauciones

- Para uso diagndstico “in vitro”.

- Mantener el kit de reactivos en posicion
vertical para asegurar que no se pierdan
microparticulas antes del uso.

- No utilizar reactivos de otro origen.

- No utilizar reactivos después de la fecha de
vencimiento.

- No intercambiar reactivos de distintos lotes.
- Todas las muestras de pacientes deben
manipularse como si fueran capaces de
transmitir infeccion.

- Utilizar los reactivos respetando las
precauciones habituales de trabajo en el
laboratorio bioquimico.

- Todos los reactivos y las muestras deben
descartarse de acuerdo a la normativa local
vigente.

Estabilidad e instrucciones de

almacenamiento
El kit es estable a 2-8°C hasta la fecha de
vencimiento indicada en la caja.

Material requerido (no provisto)

Analizador de quimioluminiscencia Wiener lab.
CLIA series

Muestra

Suero, plasma u orina

a) Recoleccidn: obtener la muestra de sangre
de la manera habitual. No utilizar muestras
fuertemente hemolizadas ni inactivadas por
calor.

Para las muestras de orina, recoger orina de 24
horas en un recipiente y registrar el volumen
total obtenido. Tomar una alicuota de 10 mL de
la muestra bien mezclada para utilizar en el
ensayo.

b) Aditivos: en caso de utilizar plasma, se
recomienda el uso de EDTA, heparina sddica o
heparina de litio como anticoagulantes.

c) en las muestras de sangre, centrifugar y

separar el suero o plasma antes de las dos horas.

En el caso de orina, si es turbia o presenta
precipitado, centrifugar a 700xg durante 5
minutos y utilizar el sobrenadante. Utilizar la
muestra de orina después de haber realizado el
procedimiento de extraccion indicado mas
adelante.

d) Estabilidad e instrucciones de
almacenamiento: las muestras de suero o
plasma deben ser preferentemente frescas. Si
no se procesan antes de las 8 horas, deben
conservarse refrigeradas a 2-8°C. De esta
manera, las muestras son estables hasta 2
semanas refrigeradas a 2-8°C, o hasta 3 meses
congeladas a-20°C o menos.

Evitar los ciclos de congelado y descongelado.
La muestra de orina es estable durante 1
semana a 2-8°C, 3 meses a -20°C. Evite mas de
tres ciclos de congelacién.

Extraccion de las muestras de orina

Para utilizar orina como muestra, la misma debe
prepararse de la siguiente forma:

1) Medir con pipeta 1,0 mL de una muestra de
orina de 24 horas, bien mezclada, y colocar en
un tubo de vidrio.

2) Afadir 1,0 mL de acetato de etilo y tapar bien
el tubo.

3) Agitar bien durante 30 segundos.

4) Centrifugar durante 5 minutos a 700 x g.

5) Pipetear 200 pL de la capa de acetato de etilo
(superficial) del tubo de vidrio y colocar en otro
tubo de vidrio limpio.

6) Evaporar el contenido hasta que se seque
bajo una corriente suave de aire o nitrégeno a
temperatura ambiente.

7) Afiadir 200 pL del Calibrador CO de Cortisol
Calibrators y mezclar agitando.

8) Transfierir la muestra bien mezclada a otro
tubo y continuar con el procedimiento de

ensayo.

Las muestras de orina extraidas son estables
durante 1 semana a 2-8°C o0 4 semanas a -20°C.
Evite mas de tres ciclos de congelacion.

Procedimiento

Antes de cargar los reactivos en el analizador se
debe invertir suavemente el frasco de reactivos
sin abrir por lo menos 30 veces para
resuspender las microparticulas sedimentadas
durante el almacenamiento. Realizar una
inspeccidn visual del frasco para asegurar la
resuspension de las microparticulas. Si las
mismas contintian adheridas al frasco, seguir
invirtiéndolo hasta su resuspensién completa.
Si aun asi las microparticulas no se resuspenden,
se recomienda desechar el frasco.

El ensayo requiere 10 pL de muestra. En este
volumen no se incluye el volumen muerto del
contenedor de muestras.

Calibracién

El kit Cortisol (CLIA) ha sido estandarizado de
acuerdo con el procedimiento de medicién de
referencia IDMS (Isotope Dilution Mass
Spectrometry).

La informacion especifica de la curva maestra
de calibracion esta contenida en el codigo
bidimensional provisto. Se utiliza junto con los
calibradores para la calibracién del lote de
reactivo especifico. Al realizar la calibracion, se
debe escanear primero la informacion de la
curva maestra de calibracidon del codigo
bidimensional en el sistema. A continuacion,
utilizar los calibradores a tres niveles. Se
requiere una curva de calibracion valida antes
de cualquier prueba de cortisol. Se recomienda
una recalibracion cada 4 semanas, cuando se
utilice un nuevo lote de reactivos o los controles
de calidad no se encuentren dentro de los
intervalos especificados. Para obtener
informacion detallada sobre la calibracién,
consulte el manual de funcionamiento del
analizador.

Control de calidad

Immunoassay Multi Control (L) y
Immunoassay Multi Control (H) de Wiener
lab.

Calculo de los resultados

El analizador calcula automaticamente la
concentracion de analito de cada muestra a
partir de la curva maestra de calibracion leida
del codigo bidimensional y un ajuste de la curva
logistica de 4 parametros (4PLC) con las RLU
generadas por los 3 niveles de calibradores. Los
resultados se muestran en pg/dL.

Factor de conversion: pg/dL x 27,59 = nmol/L.

Valores esperados

En un estudio realizado sobre una poblacién de
399 individuos sanos (279 muestras de suero y
120 muestras de orina de 24 horas) se obtuvo el
siguiente intervalo de referencia:
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, Namero de Percentilo Prednisona 1000 0,58% 1%
Categoria
muestras 2,5-97,5% Progesterona 1000 0,40% 1%
7:00-10:00 17-a
144 6,4~22,8 pg/dL o 1000 1,35% 3%
Suero AM -hidroxiprogesterona
16:00-20:0 i ° 0
135 < 10 pg/dL Corticosterona 100 11,32% 20%
0 PM Cortisona 100 0,46% 1%
) ) 75~520 Deoxicorticosterona | 1000 0,83% 2%
Orina  [sin extraer
e 24 120 1g/24 horas 11-desoxicortisol 1000 3,00% 5%
horas lextraida 22~115 6-B-hidroxicortisol | 100 55,41% 100%
pg/24 horas

Se recomienda que cada laboratorio establezca
su propio intervalo de referencia.

Limitaciones del procedimiento

El limite superior del ensayo es de 60 pg/dL.
Se puede determinar cuantitativamente una
muestra con una concentracion de cortisol
inferior al limite superior, pero una muestra con
una concentracion mayor que el limite superior
se informarad como >60 pg/dL.

La concentracion de cortisol en una muestra
ensayada con distintos kits comerciales, puede
variar debido a diferencias en los métodos de
ensayo, calibracion y especificidad de los
reactivos. Los resultados del ensayo se deben
utilizar junto con otros datos, como sintomas,
resultados de otras pruebas, historia clinica,
etc.

Muestras de individuos expuestos a anticuerpos
monoclonales de ratdn pueden contener
anticuerpos humanos anti-ratén (HAMA). Estas
muestras pueden mostrar valores falsamente
elevados o bajos con kits que utilicen
anticuerpos de ratones monoclonales. Sin
embargo, no se observaron interferencias
evidentes de HAMA en este ensayo.

Performance

a) Sensibilidad analitica: <0,4 pg/dL.

b) Rango de medicién: 0,4 - 60 ug/dL.

c) Especificidad:

- No se observan interferencias por
hemoglobina hasta 1900 mg/dL, bilirrubina
hasta 60 mg/dL, triglicéridos hasta 3000 mg/dL,
proteinas totales hasta 10,0 g/dL, factor
reumatoide hasta 1100 UI/mL ni anticuerpo
antinuclear.

- No se observo reactividad cruzada significativa
cuando se afiadieron al calibrador CO de Cortisol
Calibrators las sustancias indicadas en la tabla
siguiente. Los resultados se muestran en la
tabla.

Concen- R P
R _, |Reactividad|Criterio de
Sustancia tracién d »
cruzada aceptacion
(ng/dL)
Dexametasona 1000 0,42% 1%
Allo-3a
) ) 100 4,61% 8%
-Tetrahidrocortisona
Prednisolona 10 55,40% 100%
21-deoxi-cortisol 1000 5,09% 10%
6-a
. . 100 4,25% 10%
-metilprednisolona

e) Exactitud:

Se utilizaron dos controles con valores trazables
y predefinidos para verificar la exactitud de este
ensayo. Los resultados demostraron que las
desviaciones relativas eran inferiores a £10%.
Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

Cortisol Cortisol .
. . Desvio
Muestra Medio predefinido R
relativo
(ng/dL) (ug/dL)
Nivel 1 8,18 8,52 -3,99%
Nivel 2 21,25 20,79 2,21%

f) Precision:

La precision se determin6é mediante el protocolo
EP5-A2 del Comité Nacional de Estdndares de
Laboratorio Clinico (NCCLS). Se probaron dos
niveles de controles de calidad por duplicado en
dos series independientes por dia, durante un
total de 20 dias.

Valor v
Muestra| medio | L cv CV total|
intra: y y
(ug/dL)
1 8,50 3,11% 1,76% 3,55%
2 23,50 3,01% 2,17% 3,04%

g) Linealidad: la reaccidn en el rango
0,4-60 ug/dL

h) Correlacion:

El kit Cortisol (CLIA) de Wiener lab. se
compard con un kit comercial de caracteristicas
similares, utilizando 421 muestras de suero y
424 muestras de orina. Los datos estadisticos
obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

ICoeficiente|
Intervalo de " e
d nter: de
concentracién .
orr
0,4 ~ 60 pg/dL (suero) | 1,0119 0,5741 0,9915
0 ~ 16000 ug/24h (orina)l 1,1036 52,404 0,9955

Presentaciones
- 2 x 50 tests (cod. 1001058)
- 2 x 100 tests (c6d. 1001059)
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C€ Este producto cumple con los
requerimientos previstos por la Directiva
Europea 98/79 CE de productos sanitarios para
el diagnostico "in vitro"

Representante autorizado en la
Comunidad Europea

d Elaborado por
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UE] Consultar instrucciones de uso
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ELECTRONICS CO., LTD.

Mindray building. Keji 12th Road South. Hi-tech
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