T3L

(Triyodotironina Libre)

Uso Previsto:
Inmunoensayo para la determinacién cuantitativa in vitro de triyodoritironina
libre en suero humano.

Resumen:

La triyodotironina es una de las hormonas tiroideas presentes en el suero
que regula metabolismo. La determinacién de la concentracién de esta
hormona es importante para la diferenciacién diagnéstica de estados
eutiroideos, hipertiroideos e hipotiroideos. La mayor parte de la
triyodotironina total se une a las proteinas de transporte (TBG, prealbimina,
albumina). La triyodotironina libre (T3L) es la forma fisiol6gicamente activa
de la hormona tiroidea triyodotironina (T3). La determinacién de T3 libre
tiene la ventaja de ser independiente de los cambios en las concentraciones
y las propiedades de las proteinas de unién; determinacién adicional de un
pardmetro vinculante (T-absorcién, TBG) es, por lo tanto, innecesario. (1, 2,
3)

En la funcion tiroidea normal, a medida que se alteran las concentraciones
de las proteinas transportadoras, el nivel total de T3 cambia para que la
concentracion de FT3 permanezca constante. (4) Por lo tanto, las
mediciones de las concentraciones de FT3 se correlacionan de manera mas
confiable con el estado clinico de los niveles totales de T3. Por ejemplo, el
aumento en los niveles totales de T3 asociados con el embarazo, los
anticonceptivos orales y la terapia de estrégeno dan como resultado un T3
total mas alto mientras que la concentracion de FT3 permanece
basicamente sin cambios. (5) Ademas, se ha encontrado que el valor medio
de FT3 tiene un gradiente decreciente desde jévenes a mayores (6)

Principio de Prueba:

Duracién total de la prueba: 80 minutos.

» La muestra, los micropocillos recubiertos con derivado de T3 y la enzima
etiquetada como Anti-T3 estan combinados.

* Durante la incubacion, el derivado de T3 recubre los micropocillos y el FT3
presente en la muestra compite por unirse a los anticuerpos marcados con
enzimas.

» Después del lavado, se genera un complejo entre la fase sdlida y la
enzima unida a anticuerpos por reacciones inmunoldgicas.

» La solucion de sustrato luego se agrega y es catalizada por este complejo,
lo que resulta en un

reaccion cromogénica. La reaccion cromogénica resultante se mide como
absorbancia.

* La intensidad del color es inversamente proporcional a la cantidad de FT3
en la muestra.

Materiales Proporcionados:

* Microplaca recubierta, 8 x 12 tiras, 96 pocillos recubiertos previamente con
derivado T3.

*Calibradores, 6 viales de 1 ml cada uno, listos para usar; Con
concentraciones indicadas en cada envase.

» Conjugado enzimatico, 1 vial, 6,0 ml de HRP (peroxidasa de rabano
picante) etiquetado Anti-T3 monoclonal de oveja en tampén Tris-NaCl que
contiene BSA (suero bovino albumina). Contiene 0,2% de conservante
ProClin300.

« Sustrato, 1 vial, 11ml, listo para usar, (tetrametilbencidina) TMB.

* Solucién de parada, 1 vial, 6,0 ml de acido sulfurico 1 mol/l.

+ Concentrado de solucién de lavado, 1 vial, 25 ml (concentrado 40X), PBS-
Tween.

* Inserto: 1 copia.

*» Tapa Placa: 1 pieza.

Materiales Requeridos (Pero no provistos):

* Lector de microplacas con capacidad de absorcién de longitudes de onda
de 450 nmy 630 nm.

» Lavador de microplacas.

* Incubadora.

* Sacudidor de platos.

» Micropipetas y micropipetas multicanal que suministran 50 pl con una
precision menor a 1,5%.

* Papel absorbente.

» Agua destilada.

Precauciones y Advertencias:

* Sélo para uso diagndstico in vitro. Solo para uso profesional.

» Se ha encontrado que todos los productos que contienen suero o plasma
humano no son reactivos para HBsAg, HCV y HIVIII. Pero todos los
productos deben ser catalogados como peligros biolégicos potenciales en
uso y eliminacion.

» Mezclar bien la muestra en los pocillos mediante agitacion y eliminar las
burbujas.

» Realice las pruebas lejos de malas condiciones ambientales. P.ej. aire
ambiente que contiene gas corrosivo de alta concentracién, como acido
hipoclorito de sodio, alcalino, acetaldehido, etc., o que contenga polvo.

* Lave los pocillos por completo. Cada pocillo debe llenarse completamente
con solucion de lavado.

Sin embargo, evite que la fuerza en el llenado sea demasiado intensa para
evitar desbordamiento. En cada ciclo de lavado, seque los liquidos de cada
pocillo. Golpee la microplaca sobre papel absorbente para eliminar las gotas
de residuos de agua. Se recomienda a lave la microplaca con un lavador
automaético de tiras de microplacas.

* No eliminar adecuadamente la soluciéon adherida en la aspiracién o
decantacion durante el lavado pueden dar resultados deficientes o falsos.

* No utilice reactivos mas allda de la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta.

* No mezcle ni utilice componentes de kits con diferentes codigos de lote.

« Si se utiliza mas de una placa, se recomienda repetir la curva de
calibracién.

» Es importante que el tiempo de reaccién en cada pocillo se mantenga
constante para lograr resultados reproducibles.

« Asegurese de que la parte inferior del plato esté limpia y seca.

» Asegurese de que no haya burbujas en la superficie del liquido antes de
leer el plato.

* El sustrato y la solucion de parada deben agregarse en la misma
secuencia para eliminar cualquier desviacion de tiempo durante la reaccion.

Almacenamiento:

« Almacenar a 2-8°C.

* Coloque los pocillos no utilizados en la bolsa de aluminio con cierre
hermético y regréselo a 2-8°C, bajo cuyas condiciones los pozos
permaneceran estables por 2 meses, o hasta que la fecha de caducidad.

* Selle y devuelva los calibradores no utilizados a 2-8°C, en cuyas
condiciones la estabilidad se mantendra durante 1 mes, para un uso
prolongado, almacene los calibradores y congele a -20°C. Evite mdltiples
ciclos de congelacién y descongelacién.

« Selle y devuelva todos los demas reactivos no utilizados a 2-8°C, en cuyas
condiciones la estabilidad se mantendra durante 2 meses, o hasta la fecha
de caducidad etiquetada.

Recoleccion y Preparacion de Muestras:

* Recoger muestras de suero de acuerdo con las practicas médicas
correctas.

» Tapar y almacenar las muestras a 18-25°C durante no mas de 8 horas.
Estable para 7 dias a 2-8°C, y 1 mes a -20°C. Recuperacién dentro del 90-
110 % del valor del suero o pendiente 0.9-1.1. Congelar una sola vez.

* Los tipos de muestras enumerados se analizaron con una seleccion de
tubos de recogida de muestras que estaban disponibles comercialmente en
el momento de la prueba, es decir, no todos los disponibles. Se probaron
tubos de todos los fabricantes. Sistemas de recoleccion de muestras de
varios los fabricantes pueden contener diferentes materiales que podrian
afectar los resultados de la prueba en algunos casos. Al procesar muestras
en tubos primarios (obtencién de muestras), siga las instrucciones del
fabricante del tubo. Centrifugar muestras que contengan precipitados antes
de realizar el ensayo. No utilice muestras inactivadas por calor. No utilice
muestras y controles estabilizados con azida.

« Asegurese de que las muestras, los calibradores y los controles de los
pacientes estén a temperatura ambiente. Temperatura (18-25°C) antes de la
medicion.

* Los sedimentos y los sdlidos en suspension en las muestras pueden
interferir con el resultado de la prueba que debe ser eliminado por
centrifugacion. Asegurese de que la formacién completa del coagulo en las
muestras de suero ha tenido lugar antes de la centrifugacion. algunas
muestras, especialmente los de pacientes que reciben terapia
anticoagulante o trombolitica, pueden aumentar el tiempo de coagulacion. Si
la muestra se centrifuga antes de formar coagulos completos, la presencia
de fibrina puede causar resultados erroneos. Asegurese de que las
muestras no estén deterioradas antes de su uso.

« Evite muestras muy hemoliticas, lipémicas o turbias.

» Tenga en cuenta que los niveles de interferencia de fibrina pueden estar
presentes en muestras que no tienen particulas evidentes o visibles.

« Si no se puede verificar la recoleccion y preparacion adecuada de
muestras, o si las muestras han sido interrumpidas debido al transporte o
manejo de las mismas. Se recomienda centrifugarlas. Las condiciones de
centrifugado deben ser suficiente para eliminar las particulas.

» Asegurese de que las muestras, los calibradores y los controles de los
pacientes estén a temperatura ambiente. Temperatura (18-25°C) antes de la
medicion. Mezcle todos los reactivos suavemente invertir antes de su uso.

« Ajuste la incubadora a 37°C.

* Prepare el concentrado de solucién de lavado antes de la medicion.
Estable durante 2 meses a temperatura ambiente.

* No use el sustrato si se ve azul.

* No utilice reactivos que estén contaminados o que tengan crecimiento
bacteriano.

Control de Calidad:

Cada laboratorio debe tener muestras de controles en los niveles bajo,
normal y rango elevado para monitorear el rendimiento de la prueba. Debe
haber controles tratados como desconocidos y valores determinados en
cada procedimiento de prueba realizado.

El requisito de controles recomendados para este ensayo es utilizar un
control por separado y probarlos junto las muestras dentro de la misma
corrida. El resultado es vélido si los valores de control estan dentro de la
concentracion rangos impresos en las etiquetas.

Procedimiento de Prueba:



+Utilice sélo el nimero de pocillos necesarios e identifique los pocillos de las
microplacas para cada calibrador y muestra a realizar.

» Agregue 50 pl de calibradores o muestras a cada pocillo.

» Agregue 50 pl de enzima conjugada a cada pocillo.

* Agite suavemente la microplaca durante 30 segundos para mezclar.

» Cubra la placa con una tapa para placas e incube a 37°C durante 60
minutos.

* Desechar el contenido de la microplaca por decantacion o aspiracion. Si
decanta, golpee y seque la placa con papel absorbente.

* Agregue 350 pl de solucion de lavado, decante (golpee y seque) o aspire.
Repetir 4 veces adicionales para un total de 5 lavados. Un lavador
automaético de tiras de microplacas puede ser usado. Al final del lavado,
invierta la placa y elimine cualquier residuo solucion de lavado sobre papel
absorbente.

» Afiada 100 pl de sustrato a cada pocillo.

* Incube a temperatura ambiente (18-25°C) en la oscuridad para que
reaccione durante 20 minutos. No agite la placa después de agregar el
sustrato.

*» Agregue 50 pl de solucion de parada a cada pocillo.

» Agite durante 15 a 20 segundos para mezclar el liquido dentro de los
pocillos. Importante: Asegurese de que el color azul cambie a amarillo por
completo.

* Lea la absorbancia de cada pozo a 450 nm (usando 620 a 630 hm como
longitud de onda secundaria para minimizar las imperfecciones del pocillo)
en un lector de microplacas.

Los resultados deben leerse dentro de los 30 minutos posteriores a la
adicion de la solucion de parada.

Calculo:

* Registre la absorbancia obtenida de la impresién del lector de microplacas.
* Calcule la absorbancia media de cualquier medicién duplicada y utilice la
media para el siguiente calculo.

* Trace el logaritmo comun de la absorbancia frente a la concentracién en
pmol/L para cada calibrador.

* Dibuje la curva que mejor se ajuste a través de los puntos trazados en
papel cuadriculado lineal.

Se sugiere el método de puntos para generar una curva de calibracién.

Los siguientes datos son solo para demostracion y no se pueden usar en
lugar de los datos generaciones en el momento del ensayo.

Muestra Valor de la Muestra (pmol/L) | Absorbancia
Calibrador A 0 3.057
Calibrador B 2 1.871
Calibrador C 5 1.431
Calibrador D 10 1.016
Calibrador E 20 0.642
Calibrador F 50 0.240
Control 1 4.83 1.456
Control 2 15.61 0.876
Muestra 5.42 1.396

Limitaciones e Interferencia:

« El ensayo no se ve afectado por la ictericia (bilirrubina < 600 pmol/L o < 35
mg/dL), hemélisis (Hb < 0,559 mmol/L o < 0,9 g/dL), lipemia (Intralipid <
1200 mg/dL), y biotina < 94 nmol/L o < 23 ng/mL.

« Criterio: Recuperacion dentro del £ 10 % del valor inicial.

* Los anticuerpos heterofilicos y los factores reumatoides en las muestras
pueden interferir con resultados de la prueba. Los anticuerpos heterofilicos
en el suero humano pueden reaccionar con el reactivo inmunoglobulinas,
que interfieren con los inmunoensayos in vitro. Los pacientes rutinariamente
expuestos a animales o productos de suero animal pueden ser propensos a
esta interferencia y pueden observarse valores anémalos. La informacién
adicional puede ser requerida para el diagndstico. Este tipo de muestras no
es adecuado para ser probado por este ensayo.

* No se ha establecido el rendimiento de esta prueba con muestras
neonatales.

* En NTI grave (enfermedad no tiroidea), la evaluacion del estado de la
tiroides se vuelve muy dificil. Se recomiendan mediciones de TSH para
identificar la disfuncion en las tiroides.

» Las condiciones disalbuminémicas familiares pueden producir resultados
erréneos en la prueba directa de T3 libre.

« Si un paciente, por alguna razon, lee mas alto que el informe de calibrador
mas alto tales como (por ejemplo, > 50 pmol/l). No intente diluir la muestra.
variaciones de TBG en diferentes matrices no permitiran que las hormonas
FT3 se diluyan en serie.

Célculos:

El analizador automéaticamente calcula la concentraciéon de cada muestra.
Conversion de factores:

pmol/L x 0.651 =pg/mL.

Pg/mL x 1.536 = pmol/L

Pg/mL x 0.1 0 ng/dL.

Limites y Rangos:

Rango de Medicién:

0.5 — 50.0 pmol/L o 0.325 — 32.55 pg/mL (definido por el limite inferior de
deteccion y el maximo de la curva maestra). Valores por debajo del limite de
deteccion se reporta como < 0.5 pmol/L o < 0.325 pg/mL. Valores por

encima del rango de medicion se notifican como > 50.0 pmol/L o 32.55
pg/mL.

Limites Inferiores de Medicion:

Limite inferior de deteccion: 0.5 pmol/L o 0.325 pg/mL.

El limite de deteccion representa el nivel de analito mas bajo que se puede
distinguir desde cero. Se calcula como el valor que dan dos desviaciones
estandar por encima del de el estdndar més bajo (calibrador maestro,
estandar 1 + 2 SD, estudio de reproducibilidad, n =21).

Valores Esperados:

3.3- 7.5 pmol/L.

Estos valores corresponden a los porcentajes entre 2,5 y 97,5 de los
resultados obtenidos de un total de 851 muestras de sujetos sanos
examinados.

No hemos estudiado los intervalos de referencia en nifios, adolescentes y
mujeres embarazadas.

Cada laboratorio debe investigar la transferibilidad de los valores esperados
a sus propias poblaciones de pacientes y, si es necesario, determinar sus
propios rangos de referencia.

Datos de Rendimiento Especificos:
Los datos de rendimiento representativos se dan a continuacion. Resultados
obtenidos en forma individual, los laboratorios pueden diferir.

Precisién:

La precision se determind utilizando reactivos, sueros humanos agrupados y
controles en un protocolo modificado (EP5-A) del CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Instituto): 2 veces al dia durante 20 dias (n = 40). Los
siguientes resultados fueron obtenidos:

Reproducibilidad | Precision Intermedia

Muestra Media SD Ccv SD cv

pmol/L | pmol/L % pmol/L %
Suero 1 5.77 0.39 | 6.84 0.50 8.72
Suero 2 13.86 0.79 5.71 1.03 7.46
Suero 3 28.6 1.56 5.46 2.09 7.31
PC Universal 1 4.46 031 | 7.02 0.31 6.88
PC Universal 2 12.15 0.81 6.66 0.84 6.93

*Reproducibilidad= Precisién dentro de la ejecucion.

Comparacién de Métodos:

Una comparacion del ensayo de T3L (y) con el Roche Cobas T3L (X)
utilizando muestras dieron las siguientes correlaciones:

Numero de muestras medidas: 121

Regresion Lineal.

y =1.0407x + 0.2867

r=0.9768

Las concentraciones de la muestra estaban entre aprox. 2.5y 40 pmol/L.

Especificidad Analitica:

Para los anticuerpos monoclonales utilizados, se encontraron las siguientes
reactividades cruzadas: D-T3 100%; L-T4<0.31%; D-T4 < 0.45%; L-rT3 <
0.05%; L-T2 < 0.8%.
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