Bioclin

BIOLISA T4 TOTAL

K098
INSTRUCOES DE USO

FINALIDADE
Teste para determinag&o quantitativa de concentragéo de T4 TOTAL, em soro ou plasma humano, por
Enzimaimunoensaio, em microplaca. Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO DE AGAO
Metodologia: Enzimaimunoensaio ou imunoenzimétrica.

O teste EIA (Enzimaimunoensaio) BIOLISAT4 TOTAL é altamente sensivel e requer pouca manipulagdo
técnica. Neste método, primeiro s&o pipetados nas respectivas microcavidades da placa os padrdes de
referéncia, amostras de pacientes e controles. Em seguida, adiciona-se o Conjugado e a reacgéo é
homogeneizada. Uma reagéo competitiva resulta da combinagéo entre o Conjugado e a Tiroxina nativo
(presente naamostra) com o niimero limitado de anticorpos combinantes imobilizados nas microcavoidades
daplaca.

Essa interacéo ¢ ilustrada pela seguinte equagéo:
Ka
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Onde:

Ac,,. = Anticorpo monoespecifico imobilizado na microcavidade (constante)
Ag = Antigeno nativo (variavel)

EnzAg = Conjugado

AgAc, = Complexo antigeno-anticorpo

EAgAc, = Conjugado enzima-antigeno-complexo anticorpo

K, =razéo constante de associagéo

K_=razéo constante de dissociagéo

K=K, K,_Equilibrio constante

Apbs completado o periodo de incubagéo, o anticorpo aderente Conjugado é separado do antigeno ndo
aderente por aspiragéo ou decantag&o. A atividade enzimatica na superficie da microcavidade é quantificada
pela reagéo de cor, produzida com substrato.

O uso de diversos padrdes de referéncia de concentragées conhecidas de Tiroxina permite a construgdo
de um gréfico de atividade e concentracéo. A atividade enzimatica das amostras desconhecidas (pacientes)
é comparada com a curva-padréo, determinando-se a concentracéo dessas amostras.

REAGENTES

1) Padrdes referéncia (A—F)

Seis (6) frascos de Padrdes referéncia contendo Tiroxina em diferentes concentragdes em solucéo de
tampao pH 7,4 e azida sédica.:

Estocar entre 2 e 8°C.

A= 0,0 ug/dL

B= 2,0 pg/dL

C= 5,0 pg/dL

D=10,0 pg/dL

E=15,0 pg/dL

F=25,0 pg/dL

2) Conjugado Concentrado ( E )
Tiroxina de células de cavalo conjugadas com peroxidase (HRP) em albumina estabilizada. Contém
conservante. Estocar entre 2 e 8°C

3) Diluente de Conjugado (B)
Solugéo diluente, corante, conservante. Estocar entre 2 e 8°C.

(>

4) Placa Sensibilizada
Estocar entre 2 e 8°C.

5 - Lavagem concentrada ( é)
Solucéo de fosfato salina pH 7,4 e azida sédica. Estocar entre 2 e 30°C.

6 - Substrato A (S *)
Tetrametilbenzidina (TMB). Estocar entre 2 e 8°C.

7 - Substrato B (S ©)
Solug&o de Peroxido de hidrogénio (H,0,). Estocar entre 2 e 8°C.

8 - Solugao de parada (::)

Acido Cloridrico (HCI) 1N .Estocar entre 2 e 30°C.

APRESENTAGCAO
Apresentacao 1 2
REAGENTES 96 microcavidades|192 microcavidades
1-Padrdes Referéncia A?FFES,'SO;L AG_SFF;TS?T?L

2 - Conjugado Concentrado

1Frascox1,5mL | 2Frascosx1,5mL

3- Diluente de Conjugado 1Frascox13mL | 2Frascosx13mL
- 1 Unidade x 2 Unidades x

4 - Placa sensibilizada 96 pogos 96 pocos

5 - Lavagem concentrada 1Frascox20mL | 1Frascox20mL

6 - Substrato A 1Frascox7mL 2 Frascosx 7 mL

7 - Substrato B 1Frascox7mL 2 Frascosx 7 mL

8- Solucéo de Parada 1Frascox8mL 2 Frascos x 8 mL

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS

Materiais contidos no Kit:
-Reagentes descritos no quadro anterior,
-Instrucées de uso (manual).

Materiais necessarios, mas n&o contidos no kit:

1) Pipeta(s) com capacidade de dispensar volumes de 25 e 50 pL, com precisdo maior que 1,5%.

2) Repipetador(es) para dispensagens repetitivas de volumes de 100 pL e 300 pL , com precis&o maior
que 1,5% (opcional) ou pipeta multicanal.

3) Lavadora de microplaca (opcional) ou pipetas para lavagem das microcavidades.

4) Leitora de ELISA com capacidade de absorbancia em 450 /630 nm de comprimento de onda.

5) Pipetas com volumes regulaveis (200 pL a 1000 pL) para diluicdo do Substrato.

6) Tubos de ensaio para a diluicdo do Substrato A e B.

7) Papel absorvente para secar as microcavidades.

8) Embalagem plastica ou cobertura de microplaca para os passos de incubacéo.
9) Crondmetro.

10) Frasco para estocar a solucéo de lavagem.

11) Agua destilada ou deionizada.

12) Ferramentas de Controle de Qualidade.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE
Atemperatura de armazenamento devera ser de 2 a 8°C. O transporte em temperaturas entre 15 e 30°C
néo devera exceder a 72 (setenta e duas) horas. N&o congelar . Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnéstico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para a obtencéo de resultados exatos;

3 - Recolocar as tiras de microcavidades nao utilizadas no invélucro de aluminio, vedar e estocar a 2-8°C.

4 - A 4gua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de contaminantes;

5 - Colunas deionizadoras saturadas liberam &gua alcalina, ions diversos e agentes oxidantes e redutores,
que podem alterar de forma significativa os resultados;

6 - O descarte do material utilizado devera ser feito obedecendo-se os critérios de biosseguranca de
acordo com a legislag&o vigente.

7 - Toda matéria-prima do produto € testado e deve ser ndo reagente para HBsAg, Anti-HIV 1&2 e Anti-
HCV. Entretanto, esses testes nédo oferecem total seguranca da auséncia de agentes infecciosos. A
manipulagédo manual de todo produto que contém soro é potencialmente capaz de transmitir doencas.
Portanto, € preciso tomar os devidos cuidados de biosseguranga na manipulagéo desses produtos.

8 - Pipetar os reagentes sempre na mesma ordem para minimizar a diferenca de tempo de reagéo entre
as microcavidades.

9 - Por medida de proteg&o, pode-se cobrir a placa durante a reagéo. Caso opte por este procedimento,
é necessario que seja estabelecido como rotina.

AMOSTRAS

Utilizar soro ou plasma (EDTA ou Heparina).

Amostra(s) hemolisadas ou altamente lipémicasas n&o devem ser usadas.

As amostras podem ser conservadas sob refrigeragéo, entre 2 e 8°C, pelo periodo méximo de 5 dias. Se
as amostras nédo puderem ser analisadas dentro de 5 dias, podem ser estocadas por até 30 dias a
temperatura de -20°C (freezer). Para amostras que seréo testadas em duplicata, o volume requerido é
de 0,050 mL de soro diluido.

DESCRIGAO DO PROCESSO
PREPARO DOS REAGENTES DE TRABALHO

1) Reagente de trabalho 1 — Conjugado enzimético de T4:
Diluir o Conjugado enzimético concentrado 1:11 com o diluente de Conjugado enzimatico.
Exemplo: Diluir 160 pL do Conjugado
1,6 mL do diluente para 16 microcavidades
(2tiras de 8 testes). Este reagente deve ser usado em até 24 horas. Para uma boa performance do teste,
prepare apenas a quantidade a ser usada. Conservar entre 2 e 8°C.

Férmula geral para o célculo da quantidade a ser preparada:
Quantidade necessaria de diluente = Niimero de microcavidades (testes) x 0,1.
Quantidade necessaria de Conjugado concentrado = Nimero de microcavidades (testes) x 0,01

No exemplo acima (16 testes):
Quantidade Diluente = 16 x 0,1 = 1,6 mL de diluente de Conjugado
Quantidade Conjugado =16 x 0,01 = 0,16 mL (160 pL) de Conjugado enzimatico de T4 concentrado.

2) Solugéo de lavagem:
Diluir o contetido do frasco n° 5 (Lavagem Concentrada icone : ) em 1000 mL de 4gua destilada ou
deionizada. Estocar em temperatura ambiente até a validade impressa no frasco original.

3) Substrato — Solugéo de trabalho
Determinar a quantidade necessaria de cavidades a serem utilizadas para preparo de uma quantidade
adequada. Preparar a solugdo misturando partes iguais de Substrato A e Substrato B.

Para cada microcavidade (teste):
50 pL de Substrato A + 50 pL de Substrato B

Por exemplo: misture 1 mL de Substrato A e 1 mL de Substrato B para duas tiras de 8 microcavidades (16
testes).

PREPARAR IMEDIATAMENTE ANTES DO USO.

Usar no méximo, até uma (1) hora apés preparo

TECNICA
Antes de comecar o ensaio, colocar todos os reagentes, amostras, soros de referéncia (padrdes) e
controles para estabilizarem em temperatura ambiente (15 - 30 °C).

1) Separar as microcavidades a serem utilizadas considerando: Padrdes, controles e amostras (podendo
ser testados em duplicata.)

2) Pipetar 0,025 mL (25 pL) dos padrdes, controles e amostras em suas respectivas microcavidades.

3) Pipetar 0,200 mL (100 pL) do reagente de trabalho 1 (Conjugado enzimatico de T4 diluido — ver se¢éo
de preparo dos reagentes) em todas as microcavidades.

4) Homogeneizar gentilmente por 20 a 30 segundos e cobrir a placa.

5) Incubar por 60 minutos em temperatura ambiente.

6) Descartar o contetido das microcavidades por decantacéo ou aspiracéo. Se for por decantacéo, secar
aplaca, batendo em papel absorvente.

7) Pipetar 300 pL de solugéo de lavagem previamente preparada (ver segéo de preparagéo dos reagentes)
em todas as microcavidades, decantar ou aspirar. Repetir mais quatro vezes esse passo, paraum
total de cinco (5) lavagens.

8) Pipetar 0,100 mL (100 pL) do Substrato —solucéo de trabalho ( ver segdo de preparo dos reagentes)
em todas as microcavidades. Pipetar os reagentes sempre na mesma ordem para minimizar a diferenga
de tempo de reagéo entre as microcavidades.

9) Incubar por quinze (15) minutos em temperatura ambiente, ao abrigo da luz .

10) Pipetar 0,050 mL (50 pl) de solucéo de parada em todas as microcavidades. Homogeneizar gentimente
por 15 a 20 segundos. Pipetar os reagentes sempre na mesma ordem para minimizar a diferenca de
tempo de reag&o entre as microcavidades.

11) Ler a absorbéancia de cada microcavidade em 450 nm em uma leitora de placa. Os resultados podem
ser lidos em até trinta (30) minutos apds a adicéo da solugédo de parada.

Obs.: Paravalores superiores a 25 pg/dL, diluir aamostra 1:2 com o padré&o de referéncia de valor 0
(ZERO) e repetir a técnica. Multiplicar o resultado encontrado por 2.




DESCRIGAO DOS CALCULOS

Uma curva de calibragéo é usada para determinar a concentracéo de Tiroxina em amostras desconhecidas
(pacientes).

Registrar as absorbancias obtidas na Leitora de microplaca, como apresentado no exemplo 1.

Plotar as absorbancias de cada soro de referéncia (padréo) versus a concentragéo correspondente de

T4 em pg/dL em papel de gréfico linear (ndo calcule as médidas das duplicatas antes de plota-las no

gréfico).
Tragar acurva.
Exemplo 1
Padres Microcavidades Abs. (60 min.)
A 1 2,372
(0,0 pg/dL) 2 2354
B 3 1,843
(2,0 pg/dL) 4 1,857
C 5 1,409
(5,0 pg/dL) 6 1,403
D 7 0,992
(10,0 pg/dL) 8 1,012
E 9 0,757
(15,0 ng/dL) 10 0,751
E 1 0494
(25,0 pg/dL) 2 0502
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Os dados apresentados no exemplo 1 e figura 1 séo apenas para ilustragéo e ndo podem ser usados em
substitui¢do a curva-padréo, que deve ser construida em cada ensaio.

LIMITAGAO DO PROCESSO

a) Performance do ensaio

Os soros de referéncia (padrdes) e controles podem ficar turvos com o tempo. Isso ndo afeta a performance
do teste. Use até o término ou até a data de validade.

E muito importante que o tempo de reacdo de cada microcavidade seja constante para a boa
reprodutibilidade dos resultados. A pipetagem das amostras ndo pode se estender por mais de dez (10)
minutos para evitar desvios no ensaio. Se for usada mais que uma (1) placa, é recomendavel repetir a
curva.

A adicdo do Substrato inicia a reacéo cinética , que é encerrada pela adi¢édo da solugdo de parada. Logo,
aadigdo do Substrato e da solugdo de parada deve ocorrer na mesma seqiiéncia para eliminar desvios
de tempo durante a reagéo.

Leitoras de placa léem na vertical. Nao toque o fundo das microcavidades.

Falhas no processo de lavagem podem resultar em resultados imprecisos ou incorretos.

b) Interpretacédo

Se for usado um programa para interpretar os resultados, é imprescindivel que se estabeleca uma
margem de erro de 10% para os resultados dos calibradores e amostras.

Aconcentracao sérica de T4 Total depende de mdltiplos fatores : funcionamento da glandula da tireéide,
concentragao de globulinas ligadas a tiroxina (TBG) e outros fatores vinculados a Tiroxina . A concentragao
sérica de T4 Total ndo constitui, isoladamente, parametro para diagnéstico clinico.

Os valores de T4 podem se elevar sob certas condi¢cdes, como durante a gestacéo e administragio de
contraceptivos. Um teste de T3 Uptake pode ser feito para estimar a concentragéo de TBG e identificar
valores de T4 alterados por variagédo de TBG.

O decréscimo nos valores de T4 Total estéo relacionados a deficiéncia protéicas, doencas do figado e
administracéo de Testosterona, diphenylhydantoin ou salicilatos. Atabela de drogas interferentes e
condicdes que afetam os valores de Tiroxina foram compilados no “Journal of the American Association
of Clinical Chemists”.

NAO USAR PARA TRIAGEM EM RECEM-NASCIDOS
CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

Cada Laboratério deve estabelecer valores de referéncia para niveis de T4 em hipotireoidismo,
eutireoidismo e hipertireoidismo e monitorar a performance dos ensaios.

PARAMETRO DE CONTROLE DE QUALIDADE
Absorbancia maxima (calibrador O pg/dL) =>1,5a2,7

VALORES DE REFERENCIA

la 5anos 7.3-15.1pg/dL
5al0anos 6.4—13.6 ug/dL
10al5anos 5.5-11,5pg/dL
> 15 anos 5.2-12.4 pg/dL

DESEMPENHO DO PRODUTO

Exatidéo

COMPARAGAO DE MET ODOS E ESPECIFICIDADE METODOLOGICA

O Biolisa T4 Total foi comparado com outro método ELISAdisponivel comercialmente.

Foram utillizadas 07 amostras de populagéo hipotireéide, eutiredide e hipertiréide (2,02 a 32,8 pg/dL).
A equacdo de regressao linear obtida foi y =1,0372x-0,4085 e o coeficiente de correlagéo igual a 0,992.
Com estes resultados pode-se concluir que o kit apresenta boa especificidade metodolégica.

Preciséo
REPETIBILIDADE

Foram realizadas 20 dosagens consecutivas com 3 amostras, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra Amostra Amostra
1 2 3
Concentracdo ( pg/dL) 223 7,09 30,19
Desvio Padréo ( pg/dL) on 0,28 147
Coeficiente de Variagéo (%) 499 393 4388

REPRODUTIBILIDADE
Foram realizadas 20 dosagens sucessivas com trés amostras, durante 3 dias consecutivos, obtendo-se
0s seguintes resultados :

Amostra Amostra Amostra
1 2 3
Concentracdo ( pg/dL) 2,26 7,08 30,33
Desvio Padréo ( pg/dL) 0,07 013 050
Coeficiente de Variagéo (%) 310 1,77 1,63

Sensibilidade

Asensibilidade do Kit Biolisa T4 Total é de 100 pg. Isso equivale a uma amostra com concentragéo de
0,4 pg/dL de Tiroxina. A sensibilidade foi estabelecida pelo determinante de variabilidade do padréo de
O pg/dL.

Linearidade

Areacao é linear até a concentragdo do ponto mais alto da curva de calibragéo. Para amostras com
valores superiores, diluir a mesma com Cloreto de Sédio 0,85%, repetir a dosagem e multiplicar o
resultado obtido pelo fator de diluig&o.

Especificidade

As reaces cruzadas de Anti-Tiroxina com determinadas substancias, foram avaliadas com adicéo de
interferentes em um soro-padréo, em varias concentragdes. As reagdes cruzadas foram calculadas pela
raz&o entre uma dosagem de substancia interferente e dosagem de tiroxina necessaria para substituir
amesma quantidade do marcador.

Substancia Reacoes Cruzadas Concentragao
L-Tiroxina 1,0000
D-Tiroxina 0,9800 10 pg/dL
D-Triiodotironina 0,0150 100 pg/dL
L-Triiodotironina 0,0300 100 pg/dL
lodotirosina 0,0001 100 pg/dL
Diiodotirosina 0,0001 100 pg/dL
Diiodotironina 0,0001 100 pg/dL

SIGNIFICADO CLINICO

A quantificagdo da concentragdo sérica de Tiroxina (T4) é um teste diagnéstico in vitro importante na
avaliacdo clinica da fungéo tireoidiana Essa importancia impulsionou significativos avangos tecnolégicos
nas metodologias de ensaio para T4, nas Ultimas trés décadas. A linha dessa evolugédo pode ser tracada
do teste de proteina ligada com biodina até o teoricamente sofisticado radioimunoensaio.

NUMERO DE TESTES
96 /192 TESTES
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GARANTIA DA QUALIDADE

Antes de serem liberados para consumo, todos o0s reagentes Bioclin séo testados pelo Departamento
de Controle de Qualidade. A qualidade dos reagentes é assegurada até a data de validade mencionada
na embalagem de apresentacéo, desde que armazenados e transportados nas condicdes adequadas.
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