INSTRUCOES DE USO - TSH

Teste de ELISA colorimétrico para detec¢io de TSH
no soro — HST367

Teste ELISA para a determinagdo de TSH (Tirotropina) no soro.
Teste para 96 determinagdes
SUMARIO

O Hormonio estimulante da tiredide ou Tirotropina (TSH) ¢ secretado pela adenohipéfise, em
fungdo das concentragdes dos hormonios tireoidianos T3 e T4 e do estimulo pelo Horménio
liberador de tireotripina (TRH) secretado pelo hipotalamo (eixo hipotalamo-hipofise-
tiredide). Consiste em uma glicoproteina de 28 kDa, composta por 2 subunidades
polipeptidicas, sendo a subunidade o geralmente compartilhada por outros hormonios
glicoproteicos como FSH, LH e hCG, enquanto a subunidade B ¢é especifica do TSH. Sua
liberacdo obedece a um ciclo circadiano, tendo variagdes na concentragdo durante um
periodo de 24 horas.

A determinagdo do TSH, associada a analise de T3 e T4, permite uma avaliagdo sensivel da
fungdo tireoidiana, especialmente para confirmar o diagnéstico de hipotireoidismo ou de
hipertireoidismo. No hipotireoidismo primario, o funcionamento deficiente da tiredide leva a
uma secre¢do diminuida de horménios tireoidianos e a um aumento por feedback da
produ¢do de TSH na tentativa de estimular a tiredide. Deficiéncias na hipofise
(hipotireiodismo secundario) ou na estimulagio pelo TRH (hipotireiodismo terciario)
implicam em um nivel baixo de TSH, que por sua vez leva a concentragdes diminuidas dos
hormonios tireoidianos (como T4). Por outro lado, horménios da tiredide com concentragdes
aumentados associadas a niveis reduzidos de TSH caracterizam o hipertireoidismo.

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

PRINCIPIO

Neste método, os soros-padrdo e as amostras de soro em andlise sdo adicionados aos
respectivos pocinhos da microplaca, que foram previamente recobertos com streptoavidina.
Anticorpos policlonais anti-TSH conjugados a peroxidase e anticorpos monoclonais anti-
TSH conjugados a biotina s@o adicionados e os reagentes sdo misturados. Os anticorpos
reconhecem o TSH existente, formando complexos que se ligam as moléculas de
streptoavidina imobilizadas na placa. Apos a etapa de incubagao, o excesso de reagentes ndo
imobilizados ¢ eliminado na lavagem, e o substrato enzimatico ¢ adicionado. A hidrélise do
substrato pela peroxidase gera uma reagéo de cor azul, que ¢ transformada em amarela com a
adi¢ao da solucdo de parada. A intensidade da cor, cuja absorbancia é lida a 450 nm, é
diretamente proporcional a quantidade de tirotropina existente. Através da construgdo da
curva-padrdo, ¢ possivel determinar quantitativamente a concentragdo do hormonio nas
amostras.

Tempo total de incubagfo: 1 hora e 15 minutos.
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COMPONENTES DO KIT

¢ 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 tampao com conservante, contendo
TSH nas concentragdes:
PADRAO A: 0 uUI/mL, 0,5 mL
PADRAO B: 0,5 uUI/mL, 0,5 mL
PADRAO C: 2,5 uUI/mL, 0,5 mL
PADRAO D: 5,0 uUI/mL, 0,5 mL
PADRAO E: 10,0 pUI/mL, 0,5 mL
PADRAO F: 20,0 pUl/mL, 0,5 mL
PADRAO G: 40,0 pUI/mL, 0,5 mL
Prontos para uso

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

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

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

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

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

ARMAZENAMENTO

»  Armazenar o kit entre +2 ¢ +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 at¢é o prazo de validade do kit, se conservados
adequadamente.

»  Depois de 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 coagulagao,
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.
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PRO

CEDIMENTO

Operacdes prévias

1.

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 solugdo concentrada (50x) para 49 partes
(1:50) de agua deionizada (exemplo: 10 mL + 490 mL), e estocar em frasco adequado.
A solugdo concentrada permite a preparagdo de um volume total de 1000 mL (1 litro)
de solugdo de lavagem diluida. Cristais na solugdo concentrada desaparecerdo apds
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 realizagéo do teste, retornando as restantes para a
embalagem com dessecante e selando. Reservar dois pocinhos (duplicatas) para cada
padrio, controles internos do laboratdrio e amostras.

Exemplo: pocinhos Al e A2 para o padrdo 4, B1 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 padrao
F, Gl e G2 para o padrao G, H1 e H2 para o controle “X”, etc.

Realizacio do teste

1.

Nota

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

Adicionar 100 pL 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 decantagdo. Adicionar 300
uL 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 confiaveis e precisos. Remover o fluido restante, batendo vigorosamente a
placa invertida sobre folhas de papel absorvente. Se a remocdo do liquido for feita por
decantagdo, a placa deve ser seca em papel absorvente a cada lavagem.

Dispensar 100 pL do substrato em cada pocinho. Dispensar os reagentes sempre na
mesma ordem para minimizar os efeitos de tempo de reago entre 0s 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 mdximo 30 minutos. Usar a absorbancia de 620-
630 nm para minimizar as imperfei¢cdes da placa.

Para repetir o teste de amostras com concentragdo abaixo de 0,5 pUI/mL:

1.
2.
3.

CAL

Eliminar o padrao G (40,0 pUI/mL).
Incubar as amostras com os conjugados por 2 horas, a temperatura ambiente.
Proceder ao restante do ensaio como descrito.

CULO DOS RESULTADOS
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Através da construcdo de uma curva dose-resposta usando os padrdes fornecidos no kit
(curva-padrio), ¢ possivel calcular a concentragdo de tirotropina nas amostras testadas. Isso
pode ser feito com auxilio de qualquer programa de computador que faga graficos, ou a méo,
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 absorbancia 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 funcdo da concentragio de tirotropina em
pUI/mL correspondente (eixo X horizontal). Estabelecer o melhor tragado para a
curva-padrio.

Determinar a concentragdo de TSH (em pUI/mL) para cada controle ou amostra,
projetando a absorbincia média das duplicatas sobre a curva-padrio.

CONTROLE DE QUALIDADE

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 aconselhivel 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. Diferengas significativas podem indicar
alteragdes inobservadas nas condi¢des experimentais ou degradagdo dos reagentes do
kit. Reagentes frescos devem ser usados para determinar a razao das variagdes.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Performance do ensaio

>

Amostras com contaminagdo microbioldgica, lipémicas, ictéricas ou hemolisadas
podem causar resultados erroneos, portanto, ndo devem ser utilizadas. As solugdes do
kit devem estar limpidas, livres de contaminagdo microbiologica, 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¢cdes 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.
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» 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 numero de lote impresso em cada um dos
componentes do kit.

Interpretacio

» O resultado do teste obtido utilizando este kit serve apenas como auxiliar ao
diagnoéstico clinico e deve ser interpretado associando-se as historias clinicas dos
pacientes, achados clinicos e outros procedimentos de diagnostico.

» A concentragdo sérica de tirotropina depende de varios fatores, tais como o
funcionamento do hipotalamo, o funcionamento da tiredide e o nivel de resposta da
hipofise ao TRH. Portanto, a concentragdo de TSH ndo ¢ suficiente para determinar o
estado clinico.

»  Drogas tais como domperiodone, amiodazone, iodeto, fenobarbital e fenitoina podem
elevar a concentragdo de TSH. Por outro lado, a administragdo de propanolol,
metimazol, dopamina e d-tiroxina pode diminuir o nivel sérico de TSH.

»  Variagdes genéticas ou a degradagdo da tirotropina em subunidades podem afetar a
capacidade de ligagdo dos anticorpos, influenciando no resultado do ensaio. Tais
amostras apresentam comportamentos diferentes em diversos tipos de testes, devido a
reatividade dos anticorpos presentes em cada um deles.

»  Este teste ndo ¢ adequado para a avaliagdo em recém-nascidos.

VALORES ESPERADOS

»  Para determinar os valores esperados neste teste por ELISA para Tirotropina, foi
realizado um estudo em uma populagdo adulta eutiréide (N = 139), utilizando uma
analise estatistica ndo-paramétrica (percentil estimado de 95%). Os valores esperados
sdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Valores esperados para ELISA para Tirotropina (em pUI/mL)

Valor normal baixo 0,39
Valor normal alto 6,16
Intervalo de confianca de 70% para percentil de 2,5
Faixa de valores baixos 0,28 — 0,53
Faixa de valores altos 5,60 — 6,82

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

PERFORMANCE

Precisao

Para determinar a precisdo intra-andlise e inter-andlise, foram testados pools de soros-
controle com diferentes niveis de TSH. O numero de amostras (N), valores médios (X),
desvio-padrdo (dp) e coeficiente de variag@o (cv) para cada controle estdo representados nas
Tabelas 2 e 3.
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TABELA 2 - Precisao Intra-analise (em pUI/mL)

Amostra N X dp cv
Pool 1 24 1,69 0,07 4,1%
Pool 2 24 13,75 0,54 4,0%
Pool 3 24 39,40 1,95 4,9%
TABELA 3 - Precisdo Inter—analise (em pUI/mL)

Amostra N X dp cv
Pool 1 10 1,78 0,11 5,9%
Pool 2 10 12,98 0,54 4,2%
Pool 3 10 4241 2,08 4,9%

N = experimentos em duplicata, em um periodo de 7 dias

Analise comparativa

Este teste de ELISA para tirotropina foi
Amostras

imunoquimioluminescéncia.
hipotireoidismo, eutireoidismo e hipertireoidismo foram utilizadas (valores entre 0,01 e 41
pwUI/mL). As médias, a equagdo de regressdo e o coeficiente de correlagdo obtidos,
apresentados na Tabela 4, indicam o alto grau de concordancia entre os métodos.

biologicas

TABELA 4 - Anilise comparativa

(N = 170)

comparado com método analogo por
de populagdes

com

Método Média Equacgio de regressiao Coeficiente de
correlacio
ELISA (x) 4,54 y=0,47 + 0,968 (x) 0,995
referéncia (y) 4,21

Sensibilidade

A sensibilidade deste teste de ELISA para TSH foi calculada por determinagdo da
variabilidade do soro-padrdo com 0 pUI/mL, utilizando 2 dp (95%) para calcular a dose

minima.

Para 1 hora de incubag@o: sensibilidade de 0,078 pUI/mL
Para 2 horas de incubagdo: sensibilidade de 0,027 pUI/mL

Especificidade

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

absorbancia.

TABELA 5 - Reatividade Cruzada

Substéincia Reatividade cruzada Concentracio
hTSH 1,0000 -
hFSH <0,0001 1000 ng/mL
hLH <0,0001 1000 ng/mL
hCG <0,0001 1000 ng/mL
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Correlaciio entre os tempos de incubagio

Os procedimentos utilizando 1 hora ou 2 hs de incubagdo foram comparados, utilizando
amostras biologicas (N =30) com valores de TSH entre 0,1 e 18 pUI/mL). A equacdo de
regressdo e o coeficiente de correlagdo obtidos, apresentados na Tabela 6, indicam o alto grau
de concordancia entre os métodos.

TABELA 6 — Comparacio entre tempos de incubaciio

Tempo Equacio de regressio Coeficiente de correlacio
1 h (x) y=0,119 + 0,986 (x) 0,998
2h(y)

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Young DS et al. Clin Chem 21: 3660, 1975.

Caldwell G et al. Lancet 1: 1117, 1985.

Hopton MR & Harrap JJ. Clin Chem 32: 691, 1986.
Beck-Peccoz P & Persani L. Eur J Endocrinol 131: 331, 1994,
Spencer CA et al. Clin Chem 41: 367, 1995.

Bravermann LE. Clin Chem 42: 174, 1996.

Fisher DA. Clin Chem 42: 135, 1996.

NAaUnAEWN -

FABRICADO POR: BTI - Bio Tecnologia Industrial Ltda —

CNPJ: 03654699000100

Av. José Candido da Silveira 2100 - sl 10 — Horto — 30130-780 - Belo Horizonte, MG, Brasil
— Resp. Técnico: Dr. Luiz Eduardo De Nicola - CRBM 1452. ANVISA: 8004957.0140

Codigo: 007Y07061-100 Versdo: 002-05 06-2005 pagina: 8/8




