INSTRUCOES DE USO - FSH

FSH EIA MBIOLOG I

Teste imunoenzimatico para determinagéo quantitativa do hormonio foliculo
estimulante (FSH) no soro humano.

Teste para 96 determinagdes

SUMARIO

O Hormonio foliculo estimulante (FSH), secretado pela hipofise, ¢ uma glicoproteina de 35,5
kDa, composta por 2 subunidades polipeptidicas. A subunidade o ¢ compartilhada por outros
horménios glicoproteicos como FSH, LH e hCG, enquanto a subunidade B ¢ especifica do
FSH, sendo responsavel pela atividade biologica.

Na mulher, o FSH estimula o crescimento dos foliculos ovarianos, preparando-os para a agéo
do LH, além de aumentar a liberagdo de estrogeno induzido pelo LH. Os niveis de FSH se
elevam apos a menopausa, castragdo e em falha ovariana prematura.

No homem, o FSH estimula os canais seminiferos e o crescimento testicular, estando
envolvido nos estagios iniciais da espermatogénese. Elevados niveis de FSH sdo encontrados
em casos de oligoespermia, falha testicular primaria e na Sindrome de Klinefelter. Em
tumores testiculares, normalmente a concentragdo sérica de FSH esta diminuida, mas o nivel
de LH encontra-se elevado.

Também podem ser observadas concentragdes aumentadas de FSH em casos de inanigdo,
falha renal, hipertireoidismo e cirrose.

A metodologia de imunoensaio enzimatico (ELISA) fornece 6tima sensibilidade e requer
poucas manipulagdes, em uma determinagao direta da concentragdo de FSH.

PRINCIPIO

Neste método, os soros-padrdo e as amostras de soro em analise sdo adicionados aos
respectivos pocinhos da microplaca, que foram previamente recobertos com streptoavidina.
Anticorpos policlonais anti-FSH conjugados a peroxidase e anticorpos monoclonais anti-FSH
conjugados a biotina sdo adicionados e os reagentes sd3o misturados. Os anticorpos
reconhecem o hormoénio existente, formando complexos que se ligam as moléculas de
streptoavidina imobilizadas na placa. Apds a etapa de incubagdo, o excesso de reagentes ndo
imobilizados ¢ eliminado na lavagem, e o substrato enzimatico ¢ adicionado. A hidrélise do
substrato pela peroxidase gera uma reagdo de cor azul, que ¢ transformada em amarela com a
adicdo da solucdo de parada. A intensidade da cor, cuja absorbancia ¢ lida a 450 nm, ¢é
diretamente proporcional a quantidade de FSH existente. Através da constru¢do da curva-
padrdo, € possivel determinar quantitativamente a concentragao do hormonio nas amostras.

Tempo total de incubacéo: 1 hora e 15 minutos.
COMPONENTES DO KIT
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¢ Material suficiente para 96 determinagdes

1. MICROPLACA: 12 tiras de 8 pocinhos cada, marcados com streptoavidina, dispostas
em suporte
Pronta para uso

2. PADROES DA CURVA: soro humano diluido em tampio com conservante, contendo
FSH nas concentragdes:
PADRAO A: 0 mUI/mL, 0,5 mL
PADRAO B: 5 mUl/mL, 0,5 mL
PADRAO C: 10 mUI/mL, 0,5 mL
PADRAO D: 25 mUI/mL, 0,5 mL
PADRAO E: 50 mUl/mL, 0,5 mL
PADRAO F: 100 mUI/mL, 0,5 mL
Prontos para uso

3. CONJUGADO: 13 mL, anticorpos policlonais anti-FSH conjugados a peroxidase,
anticorpos monoclonais anti-FSH conjugados a biotina, em solugdo tampao com
estabilizantes, conservantes e corante
Pronto para o uso

4. SOLUCAO DE LAVAGEM: 20 mL, solugio tampdo com conservantes
Concentrada 50x

5. SUBSTRATO: 12 mL, 3,3’,5,5’-tetra-metil-benzidina (TMB) em solugdo tampio
contendo peroxido de hidrogéneo (H202).
Pronto para uso

6. SOLUCAO DE PARADA: 8 mL, 4cido sulfurico (H,SO4) 0,5 M
Pronta para uso

7. FOLHAS ADESIVAS: 2 unidades
8.  MANUAL DE INSTRUCOES DE USO

ARMAZENAMENTO

»  Armazenar o kit entre +2 e +8° C.

»  As tiras da microplaca ndo utilizadas devem ser protegidas da umidade, mantidas na
embalagem original selada, com o dessecante.

» Os reagentes sdo estaveis até o prazo de validade do kit, se conservados
adequadamente.

»  Apos abertos, todos os componentes do kit sdo estaveis por 60 dias, se conservados
entre +2 ¢ +8° C.

»  Nao expor os reagentes a luz solar ou luz forte durante o armazenamento ou utilizagao.
Manter o substrato sempre ao abrigo da luz.
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MATERIAIS NECESSARIOS NAO INCLUIDOS NO KIT

Agua deionizada

Micropipetas e ponteiras descartaveis

Agitador tipo vortex

Papel absorvente

Crondmetro

Sistema de lavagem manual ou automatico com capacidade para 300 uL
Leitora de microplacas com filtros a 450 nm e, se possivel, 620-630 nm

PRECAUCOES DE USO

Somente para o uso em diagnéstico in vitro
MATERIAIS POTENCIALMENTE INFECCIOSOS

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

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

Evitar o contato do substrato com agentes oxidantes ou superficies metalicas, usando
recipientes plasticos descartaveis limpos ou estéreis.

Manusear a solugdo de acido sulfirico 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
solucdo desinfetante, tal como hipoclorito de sodio 5%, antes de serem desprezados.

COLETA E PREPARACAO DA AMOSTRA

>  E aconselhavel usar amostras colhidas em jejum matutino, para termos de comparagio
com os valores normais estabelecidos.

»  Coletar as amostras de sangue sem aditivos ou barreira de gel. Apds a coagulagio,
processa-las imediatamente para obtengdo de soros sem hemolise.

»  Evitar o uso de soros hemolisados, ictéricos ou lipémicos.

»  As amostras devem ser refrigeradas de +2 a +8° C por no maximo 5 dias, ou congeladas
a-20°C por até 30 dias. Evitar congelar e descongelar mais de uma vez.

PROCEDIMENTO

Operacdes prévias

l.

2.

Antes da realizagdo do teste, estabilizar todos os componentes do kit, controles e
amostras a temperatura ambiente (+20 a +27 C), e homogeneizar suavemente.

Soluciio de lavagem diluida: diluir 1 parte da solugéo concentrada (50x) para 49 partes
(1:50) de agua deionizada (exemplo: 10 mL + 490 mL), e estocar em frasco adequado.
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A solugdo concentrada permite a preparacdo de um volume total de 1000 mL (1 litro)
de solucdo de lavagem diluida. Cristais na solu¢do concentrada desaparecerdo apos
aquecimento em banho-maria a 37°C.

Armazenar a solugdo diluida entre +2 e +8° C.

Deixar que a microplaca atinja a temperatura ambiente antes de abrir a embalagem.
Separar somente as tiras necessarias a realizagdo do teste, retornando as restantes para a
embalagem com dessecante e selando. Reservar dois pocinhos (duplicatas) para cada
padréo, controles internos do laboratério e amostras.

Exemplo: pocinhos Al e A2 para o padrdo A, Bl e B2 para o padrdo B, Cl e C2 para o
padrdo C, D1 e D2 para o padrdo D, E1 e E2 para o padrdo E, F1 e F2 para o padrdo
F, Gl e G2 para o controle “X”, etc.

Realizacio do teste

1.

2.
3.

Dispensar 50 pL dos padrdes, controles internos do laboratorio e amostras nos
respectivos pocinhos (em duplicata).

Adicionar 100 uL dos anticorpos conjugados a cada pocinho.

Agitar a placa gentilmente por 20 a 30 segundos, para homogeneizar. Cobrir com a
folha adesiva e incubar por 1 hora a temperatura ambiente (+20 a +27°C).

Descartar o contetido de todos os pocinhos por aspiragdo ou decantagéo. Adicionar 300
puL da solucdo de lavagem diluida, aspirar ou decantar, e repetir o processo mais 2
vezes (total de 3 lavagens). Esta etapa deve ser realizada adequadamente, para garantir
resultados confidveis e precisos. Remover o fluido restante, batendo vigorosamente a
placa invertida sobre folhas de papel absorvente. Se a remogao do liquido for feita por
decantagdo, a placa deve ser seca em papel absorvente a cada lavagem.

Dispensar 100 puL do substrato em cada pocinho. Dispensar os reagentes sempre na
mesma ordem para minimizar os efeitos de tempo de reagdo entre os pogos.

Cobrir novamente com a folha adesiva e incubar por exatamente 15 minutos a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

Adicionar 50 pL da solugdo de parada a cada pocinho, na mesma ordem usada
anteriormente. Agitar a placa gentilmente por 15 a 20 segundos, para homogeneizar.
Ler a absorbancia a 450 nm, dentro de maximo 30 minutos. Usar a absorbancia de 620-
630 nm para minimizar as imperfei¢des da placa.

CALCULO DOS RESULTADOS

Através da construcdo de uma curva dose-resposta usando os padrdes fornecidos no kit
(curva-padrio), ¢ possivel calcular a concentragdo de FSH nas amostras testadas. Isso pode
ser feito com auxilio de qualquer programa de computador que faga graficos, ou a mao, em
papel milimetrado.

1.

Registrar em uma tabela os valores de absorbancia a 450 nm para cada pocinho
correspondente aos padrdes, controles ou amostras. Calcular a absorbdncia média das
duplicatas: (Abs; + Abs;) / 2.

Para construir a curva-padraio, utilizar os valores de absorbancia de cada duplicata dos
padrdes, ndo o valor médio das duplicatas. Plotar em um grafico a absorbéncia das
duplicatas dos padrdes (eixo Y vertical) em fun¢do da concentra¢io de FSH em
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mUI/mL correspondente (eixo X horizontal). Estabelecer o melhor tragado para a
curva-padrio.

3. Determinar a concentra¢do de FSH (em mUI/mL) para cada controle ou amostra,
projetando a absorbincia média das duplicatas sobre a curva-padrao.

CONTROLE DE QUALIDADE

» O teste executado ¢ considerado valido observando-se os seguintes critérios:
¢ aabsorbancia do padrio F (100 mUI/mL) deve ser maior ou igual a 1,3
¢ quatro de cada 6 controles internos devem apresentar valores dentro dos limites

esperados

» A cada ensaio, ¢ necessario repetir a curva-padrdo. Se mais de uma placa for usada,
cada uma deve ter sua propria curva-padrao.

»  Cada laboratorio deve estabelecer seus proprios critérios para interpretagdo dos testes,
baseando-se na populagdo em estudo. Para monitorar a performance do teste, ¢
aconselhavel incluir controles internos correspondentes aos valores limites de
hipotireoidismo, eutiroidismo e hipertireoidismo. Estes controles devem ser tratados
como as demais amostras e seus valores determinados a cada ensaio.

> E aconselhavel manter 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. Diferencas significativas podem indicar
alteragdes inobservadas nas condi¢des experimentais ou degradagdo dos reagentes do
kit. Reagentes frescos devem ser usados para determinar a razio das variagdes.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Performance do ensaio

>

Amostras com contaminagdo microbiologica, lip€micas, ictéricas ou hemolisadas
podem causar resultados erroneos, portanto, ndo devem ser utilizadas. As solugdes do
kit devem estar limpidas, livres de contaminagio microbioldgica, e dentro do prazo de
validade. Nao devem ser utilizados componentes de diferentes lotes ou reagentes de
outros fabricantes. Evitar a contaminagdo cruzada entre amostras e entre reagentes do
kit.

Para que os resultados sejam reprodutiveis, as instru¢des dadas devem ser
rigorosamente seguidas, respeitando os limites de tempo e temperatura das incubagdes.
A pipetagem deve ser precisa, evitando diferencas entre as duplicatas. Para que ndo
ocorram variagdes significativas nos tempos de incubagdo, a pipetagem das amostras
ndo deve exceder 10 min, e a adi¢do dos reagentes deve ser efetuada sempre na mesma
sequéncia. Falhas nos procedimentos de lavagem podem levar a resultados invalidos.

A leitora de microplacas mede a absorbancia na vertical. Evitar tocar o fundo dos
pocinhos.

Em caso de duvidas, contatar o Servigo de Atendimento ao Cliente, tendo em maos o
nome e codigo do produto, bem como o nimero de lote impresso em cada um dos
componentes do Kkit.

Interpretacio

>

O resultado do teste obtido utilizando este kit serve apenas como auxiliar ao
diagnostico clinico e deve ser interpretado associando-se as historias clinicas dos
pacientes, achados clinicos e outros procedimentos de diagndstico.
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» A produgdo do FSH ¢é suprimida pelo estrogeno, mas em mulheres que fagam uso de
contraceptivos orais, o nivel deve estar normal ou baixo. Dietas rigorosas ou excessiva
perda de peso podem levar a concentra¢des reduzidas de gonadotrofina.

» A regulacio da concentragdo do FSH depende de inimeros fatores além da homeostase
da hipofise. Portanto, a concentragdo deste hormdnio nio ¢ suficiente para determinar o
estado clinico.

VALORES ESPERADOS
»  Para determinar os valores esperados neste teste por ELISA para Hormoénio foliculo
estimulante, foi realizado um estudo em uma populagéo adulta aparentemente normal.

Os valores esperados sdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Valores esperados para ELISA para FSH (em mUI/mL)

Mulheres
Fase folicular 3,0-12,0
Meio do ciclo 8,0 - 22,0
Fase lutea 2,0-12,0
Pds-menopausa 35,0-151,0
Homens 1,0 - 14,0

»  E importante ressaltar que o estabelecimento de uma faixa de valores esperados para
uma populagdo, usando um determinado método, depende de varios fatores, tais como a
especificidade do método, a populacdo testada e a precisdo na execugdo do método. Por
estas razdes, cada laboratério deve tentar estabelecer sua propria faixa de valores
esperados usando a populagdo em estudo.

PERFORMANCE

Precisdo

Para determinar a precisdo intra-andlise e inter-analise, foram testados pools de soros-
controle com diferentes niveis de FSH. O numero de amostras (N), valores médios (X),
desvio-padrio (dp) e coeficiente de variagdo (cv) para cada controle estdo representados nas
Tabelas 2 e 3.

TABELA 2 - Precisao Intra-analise (em mUI/mL)

Amostra N X dp cv
nivel 1 16 5,9 0,25 4,3%
nivel 2 16 16,0 0,68 4,3%
nivel 3 16 41,3 1,18 2,9%
TABELA 3 - Precisdo Inter—analise (em mUI/mL)

Amostra N X dp cv
nivel 1 10 5,9 0,41 6,9%
nivel 2 10 16,0 0,48 3,0%
nivel 3 10 40,9 1,48 3,6%

N = experimentos em duplicata
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Analise comparativa

Este teste de ELISA para FSH foi comparado com método analogo por radioimunoensaio.
Foram utilizadas amostras biologicas (N = 106) com nivel de hormdnio alto, médio e baixo.
As médias, a equagdo de regressdo e o coeficiente de correlagdo obtidos, apresentados na
Tabela 4, indicam o alto grau de concordéncia entre os métodos.

TABELA 4 - Analise comparativa

Método Média Equagio de regressiao Coeficiente de
correlacio
ELISA (x) 17,4 y=0,98(x)- 1,7 0,978
referéncia (y) 19,4
Sensibilidade

A sensibilidade deste teste de ELISA para FSH foi calculada em 0,02 mUI, ou equivalente a
uma amostra contendo 0,8 mUI/mL.

Especificidade

A possivel reatividade cruzada deste método de ELISA para FSH foi calculada como a razéo
entre a dose de substancia interferente e a dose de hormonio necessaria para obter a mesma

absorbancia.

TABELA 5 - Reatividade Cruzada

Substincia Reatividade cruzada Concentracio
FSH 1,0000 -
LH <0,0001 1000 ng/mL
hCG <0,0001 1000 ng/mL
TSH <0,0001 1000 ng/mL
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