PATHOZYME® FREE TRIIODOTHYRONINE

OD457

Enzima Imunoensaio (EIA) para a detecgdo quantitativa de fT3

Em soro humano.

Conservar entre os 2°C a 8°C NAO CONGELAR

Apenas para diagnhostico in vitro.

INTRODUGAO

A L-Triiodotironina, uma hormona da tiréide, circula no sangue
praticamente ligada a proteinas de transporte. A principal
proteina de transporte é a globulina ligada a tiroxina (TBG)
Contudo, julga-se que apenas a frac¢do livre (ndo ligada) da
triiodotironina é responsavel pela acgéo biolégica. Além disso,
as concentragdes das proteinas de transporte podem sofrer
alteragdes em determinadas condigdes clinicas, tais como na
gravidez. Em individuos com funcdo normal da tiréide, se
eventualmente as concentragdes das proteinas de transporte
variam, os niveis de T3 total também variam de modo a que a
concentragdo de triiodotironina livre (fT3) permaneca
constante. Daqui pode concluir-se que a determinagdo das
concentragbes de fT3 sdo mais correlacionaveis com a
situacdo clinica do que os niveis de triiodotironina total
associados com a gravidez, contraceptivos orais e terapia com
estrogénios resultam num aumento dos niveis de T3 total
enquanto que a concentragdo de fT3 permanece inalteravel.

O enzima Imunoensaio PATHOZYME FREE T3 constitui um
método rapido, sensivel para o doseamento de T3 em soro
utilizando anticorpos T3 e conjugado enzimatico marcado.

INTERESSE CLINICO

PATHOZYME FREE T3 é um enzima imunoensaio (EIA) para
a determinacdo quantitativa da Triiodotironina livre (fT3) em
soro humano.

PRINCIPIO DO TESTE

O fT3 é um enzima imunoensaio de competicao de fase sdlida.
As amostras, calibradores e Conjugado sdo adicionados aos
pocos revestidos com anticorpos monoclonais T3. O T3
presente na amostra e o conjugado marcado com T3
competem para se fixarem nos sitios de ligagdo disponiveis do
anticorpo. Apds a incubagéo & temperatura ambiente, os pogos
séo lavados com &gua destilada para que seja removido o
conjugado nao ligado. Com a adi¢do do substrato, Tetrametil
Benzidina (TMB) desenvolve-se uma coloragdo apenas nos
pogos onde esté presente a enzima, o que indica a auséncia
de fT3. A reaccdo é parada pela adi¢do de acido cloridrico
diluido, a absorgéo é medida a 450nm. Este teste foi calibrado
de acordo com as nossas referéncias-padrédo. Ndo existem
ainda referéncias internacionais para este teste.

CONTEUDOS

0D457

V

12x8wells x 1
Pogos em tiras fraccionaveis revestidos com anticorpos especificos
dentro de um invélucro de aluminio com exsicante
Cal 0 ng/ml 1ml

Calibrador de Referéncia: Soro humano sem T3 livres.

Pronto a usar. (Incolor)

Ca [ B | Level as stated on vial | ml

Calibrador de Referéncia: T3 livre diluido em soro humano.

Pronto a usar. (Incolor)

cal [ C ] Level as stated on vial | iml

Calibrador de Referéncia: T3 livre diluido em soro humano.

Pronto a usar (Incolor)

Cal [ D | Level as stated on vial | iml

Calibrador de Referéncia: T3 livre diluido em soro humano. Pronto

ausar (Incolor)

cal [ E | Level as stated on vial | iml

Calibrador de Referéncia: T3 livre diluido em soro humano.

Pronto a usar (Incolor)

Cal [ F | Level as stated on vial | iml

Calibrador de Referéncia: T3 livre diluido em soro humano.

Pronto a usar (Incolor)

105mI
Conjugado T3 HRP: T3 conjugado a Peroxidase.

Pronto a usar. (rosa)

11ml
Solugao Substrato: 3,3', 5,5’ Tetrametil Benzidina em tampao
citrato. Pronto a usar. (Incolor)
Soln [ Stop [ HCI [ 1M | 11ml
Solugéo de Paragem: Acido Sulfarico diluido em agua purificada.
Pronto a usar. (Incolor)
Folheto de Instrugdes e Folha de registo de dados EIA 1+1

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO

Micropipetas: 100ul, 200y, 1000yl e 5000l
Pipetas descartaveis (pontas)

Papel absorvente

Leitor de microplacas com um filtro de 450 nm
Papel gréfico

Equipamento de laboratério de vidro limpo.

PRECAUCOES

PATHOZYME FREE T3 contém materiais de origem humana
que foram testados e confirmados como negativos em relagéo
aos anticorpos anti HCV, HIV | e HIV Il e também HBsAg de
acordo com os procedimentos aprovados pela FDA. Nenhum
teste pode assegurar que produtos de origem humana nao
transmitam agentes infecciosos. Por essa razéo, os reagentes
deverdo ser considerados como potencial fonte de contagio e
deverdo ser manuseados com maximo cuidado e atencdo
durante o seu uso e quando descartados. N&o ingerir.

Os reagentes PATHOZYME FREE T3 contém substancias
perigosas de acordo com a regulamentagdo de UK Chemicals
(Hazardous Information and Packaging for Supply). De
qualquer modo, todos os reagentes devem ser tratados como
potenciais contaminantes durante a utilizacdo e aquando do
descartamento. O tratamento final aplicado aos reagentes ja
utilizados deve ser realizado de acordo com a legislacéo local.

A solugdo stop PATHOZYME FREE T3 é constituida por
Acido Cloridrico diluido sendo, portanto, corrosivo. Manusear
com cuidado. Em caso de contacto, enxaguar bem com agua
abundante.

Os reagentes PATHOZYME FREE T3 contém 1.0% de Proclin
300 ™" como conservante, este podera ser toxico se ingerido.
Em caso de contacto, enxaguar bem com agua abundante.

* Proclin 300™ é uma marca registrada pertencente & ROHM
e HAAS Limitada.

CONSERVAGAO

Os kits devem ser conservados a uma temperatura entre 2°C a
o

O kit terd uma performance de acordo com as especificagdes
durante o periodo de validade indicado pelo fabricante e
indicado na embalagem do kit e seus componentes. N&o
utilizar reagentes apds o prazo indicado na embalagem.

Deve-se evitar a exposi¢do dos componentes do kit a
temperaturas excessivamente elevadas. Conservar ao abrigo
de luz directa.

NAO CONGELAR NENHUM DOS REAGENTES. Isto pode
causar danos irreversiveis.

COLHEITA E PREPARAGAO DA AMOSTRA

A amostra de sangue é colhida, ap6s a formagéo do coagulo,
centrifugar a amostra e colectar o soro. S&0 necessarias
amostras frescas de soro.

Néo utilizar amostras de soro hemolizadas, contaminadas ou
lipémicas pois podem interferir nos resultados

As amostras de soro devem ser conservadas a 2°C — 80C até
48 horas. Para um maior periodo de conservacao, até 1 ano,
as amostras devem ser congeladas a -20°C. As amostras que
forem descongeladas devem ser homogeneizadas antes da
realizacdo do teste.

N&o utilizar Azida de Sédio como conservante. Este pode inibir
o sistema da enzima peroxidase.

Evitar descongelagdo e recongelagdo, o que pode provocar
resultados falsos positivos.

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Todos os reagentes estar a temperatura ambiente antes da
execugdo do teste (20°C to 25°C) e devem ser agitados antes
de serem utilizados. N&o induzir espuma.

LIMITACOES DO TESTE

A utilizaggo de outras amostras para além de soro néo é valida
para este teste. N&o existe qualquer protocolo de reutilizagéio
deste produto. Um resultado positivo baixo ou suspeito devera
ser reconfirmado. O diagnéstico n&o deve ser feito com base
unicamente num s6 resultado. E recomendado levar todos os
dados clinicos em considerac&o

PROCEDIMENTO

1 Os componentes do kit deverdo estar & temperatura
ambiente antes de se iniciar o teste (20°C to 25°C).
2. Devera ser executado uma série de testes padréo com

cada lote de soro de teste. Reservar o nimero de
pogos que se pretende. Registar a posicdo dos
standards e o soro de teste na folha de dados EIA.

3. As tiras que ndo forem utilizadas deverdo ser
colocadas, e seladas, de novo no invélucro de
aluminio contendo o exsicante, antes de se conservar
entre 0s 2°C a 8°C.

4. Pipetar 50ul do soro padrdo, controlo ou amostra de
SOT0 para 0 Pogo respectivo.
5. Pipetar 100yl de Solugdo de conjugado de

Triiodotironina em todos os pogos. Agitar a microplaca
levemente durante 20 a 30 segundos e cobrir.

6. Incubar durante 60 minutos & temperatura ambiente.
(20°C a 25°C)
7. Lavagem Manual: Encher os pogos com um minimo de

300u! de &gua destilada por pogo. Deitar os contetidos
da placa num contentor de residuos. Passar os pogos
por papel absorvente. Lavar os pogos vazios 5 vezes.

8. Passar os pogos em papel absorvente ou em toalhas
de papel para remover todos os residuos de agua.
9. Lavagem Automatica: Verificar se cada pogo tem

300ul de agua destilada de e que o desinfectante
apropriado é adicionado ao frasco de colecta de
desperdicio. Lavar os pogos vazios 5 vezes. Ap6s a
lavagem, retirar fluido em excesso passando 0s pogos
por papel absorvente ou toalhas de papel para
remover os residuos de liquido.

10. Pipetar 100ul de Substrato a todos os pogos.

11. Incubar no escuro durante 20 minutos a temperatura
ambiente (20°C to 25°C).

12. Parar a reacgdo adicionando 100ul de Solugdo de
Paragem a cada pogo.

13. Agitar durante 30 segundos. E importante certificar
que a cor azul muda completamente para uma cor
amarela.

14. Medir a absor¢éo de cada pogo, a 450 nm. Ler apés
10 minutos.



RECOMENDAGOES
O kit deve ser manuseado apenas por pessoal qualificado.

N&o utilizar componentes do kit danificados ou contaminados.

Utilizar uma pipeta descartavel para cada amostra de modo a prevenir contaminagdes.

E recomendada a duplicagéo de todos os testes padréo e amostras, apesar de n&o ser um requisito
obrigatério.

As amostras e os testes padrdo devem ser executados ao mesmo tempo assim mantendo as
condi¢des de testagem.

N&o é recomendada a utilizagédo de mais de 32 pogos por cada série de ensaios se for utilizado
pipetagem manual, visto que a pipetagem de todos os standards e amostras devera estar completa
em 3 minutos. Podera ser utilizada uma placa de 96 pogos se a pipetagem automatica estiver
disponivel.

Fechar todos os reagentes imediatamente aps o seu uso.
Evitar pipetar repetidamente de reagentes em stock visto que pode causar contaminagéo.

N&o misturar reagentes ou tiras revestidas de anticorpos de kits diferentes. Aquando da pipetagem
devera haver cuidado para néo se tocar na superficie do pogo.

N&o deixar que os reagentes escorram pelos lados do pogo. Os componentes do kit dever&o estar a
temperatura ambiente antes de se iniciar o teste (20°C a 25°C). Misturar cuidadosamente os reagentes
usando movimentos circulares ou invertendo os frascos.

Uma vez iniciado o teste, os pogos ndo podem ficar secos durante este.
N&o contaminar a Solugéo Substrato visto que torna todo o kit inoperativo.

Verificar a precisdo do equipamento de laboratério utilizado durante o processo a fim de assegurar
resultados reproduziveis.

As tiras que néo forem usadas deverdo ser novamente seladas no invélucro de aluminio, contendo o
exsicante, antes de serem conservadas entre os 2°C a 8°C.

CALCULO DOS RESULTADOS

Determinar a média das absorvancias (Asso) para cada conjunto de padrdes e de amostras de doentes.
Tragar uma curva de calibragdo distribui a média das absorvancias de cada padréo, contra a sua
concentragdo em pg/ml em papel gréfico. Os valores das absorvancias devem ser distribuidas no eixo
Y e as concentragdes no eixo X. Utilizar os valores médios das absorvancias de cada amostra para
determinar a concentragéo de fT3 correspondente em pg/ml na curva de calibrag&o.

Se os calibradores e eventuais amostras conhecidas ndo apresentarem os resultados esperados, os
testes devem ser considerados invalidos.
Caso esteja a utilizar o software do kit escolha um poligono com curva de extrapolagdo de dados.

Com base num estudo feito numa amostragem de pessoas saudaveis, o intervalo de referéncia fT3 é
de 1.4 — 4.2 pg/ml. A concentragdo minima de fT3 detectavel pelo kit PATHOZYME FREE T3 foi
estimada em 0.05 pg/ml.

Substancia Reacgdes Cruzadas (% ) equivalentes a 10ug/ml
de Triiodotironina

Tiroxina < 0.0002
lodotirosina < 0.0001
Diiodotirosina < 0.0001
Diiodotironina < 0.0001
Phenylbutazone? < 0.0001
Salicilato de Sédio < 0.0001

DADOS DE AVALIAGAO

O coeficiente da variagdo do PATHOZYME fT3 é menor ou igual a 10%.
Os dados seguintes foram obtidos de uma avaliagéo entre o kit Pathozyme Free T3 da Omega e um
radioimunoensaio de método semelhante em amostras com niveis entre 0.1 e 14 pg/ml.

Numero de Amostras 85
Coeficiente de Correlacédo 0.955
Declive 0.925
Intercepcdo 0.15
Média com o kit da Omega 3.4 pg/ml
Média com o Radioimunoensaio 3.5 pg/ml

Os resultados apresentaram boa correlag&o entre os dois kits.

VALORES ESPERADOS E SENSIBILIDADE

O grafico dos calibradores deve apresentar uma forma hiperbdlica com a DO 450 dos calibradores
inversamente proporcional a sua concentragéo. A DO do calibrador A deve ser mais elevada que 1.5 e
a DO do calibrador F deve ser inferior a 0.75 para que os resultados do teste sejam considerados
vélidos.
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RESUMO DA EXECUGAO DO TESTE

1. Pipetar 50ul dos calibradores ou da amostra a ser testada em cada pogo.

2. Pipetar 100ul de conjugado em cada pogo e agitar suavemente durante 30 segundos.

3. Incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente (20°C a 25°C)

4. Deitar fora os conteudos do pogo e lavar 5 vezes com agua destilada.

5. Adicionar 100ul a solugdo substrato a cada pogo. Agitar suavemente durante 5 segundos.

6. Incubar no escuro durante 20 minutos a temperatura ambiente (20°C to 25°C).

7. Adicionar 100ul de solugdo de paragem a cada poco e agitar suavemente durante 30
segundos.

8. Ler de imediato as densidades opticas com um leitor de microplacas com um filtro a 450 nm.
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