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T3 Triiodotironina CLIA

ALTA CALIDAD EN pnums pARA SULABORATORI0 R€acCtivo para la determinacion de triiodotironina total (T3)

INDICACIONES DE USO

Ensayo inmunoenzimatico por quimioluminiscencia para la medicion
cuantitativa de triiodotironina total (T3) en suero humano.

Agente de diagnostico in vitro, para uso exclusivo de laboratorio clinico
o de gabinete.

RESUMEN Y APLICACION

La glandula Tiroides humana es el mayor componente del sistema
endocrino. Las hormonas tiroideas realizan muchas funciones
importantes. Ellas ejercen influencias fuertes y reguladoras esenciales
en el crecimiento, diferenciacion, metabolismo celular y el balance
hormonal general del cuerpo, asi como también en el mantenimiento de
la actividad metabdlica y el desarrollo de los sistemas éseos y
orgénicos.

Las hormonas tiroxina (T4) y Triiodotironina (T3) circulan en el torrente
sanguineo, mayormente unidas a proteinas plasmaticas, globulinas de
unién a tiroxinas (TBG). La concentraciéon de T3 es mucho menor que
la de T4, pero la potencia metabdlica es mucho mayor. La
determinaciéon de T3 es un factor importante en el diagnéstico de
enfermedades de la Tiroides. Su medicion ha descubierto una variante
de hipertiroidismo en pacientes tirotoxicos con valores elevados de T3
y con valores normales de T4. Un incremento en T3 sin un incremento
en T4 es frecuentemente un precursor de tirotoxicosis recurrente en
pacientes tratados previamente. La importancia clinica del T3 es
también evidente en pacientes en los cuales el eutirodismo es
atribuible solo a niveles normales de T3, aunque sus niveles de T4 se
encuentren por debajo de lo normal. La determinacién de T3 también
es (til en el monitoreo de pacientes bajo tratamiento de hipertiroidismo
y para los que han descontinuado el uso de terapia anti-tiroides. Es
especialmente importante para distinguir a los pacientes que padecen
de eurotiroidismo de los que padecen de hipertiroidismo.

En adicion al hipertiroidismo, los niveles de T3 se elevan en mujeres
embarazadas y mujeres tomando anticonceptivos orales o en
tratamiento de estrégeno, paralelo al incremento de TBG de manera
analoga a los niveles de T4. De igual forma, una reducciéon en la
concentracion de TBG disminuye la concentracién de T3, sin embargo
no son un reflejo verdadero del estatus de la tiroides.

DESCRIPCION

El equipo T3 CLIA una cierta cantidad de T3 analogo es recubierta en
los pocillos, una cantidad media de suero del paciente y una cantidad
consisitente de anticuerpo anti-T3 conjugada con peroxidasa equina
son afiadidas a los pocillos. EI ANS es utilado para desplazar el T3 de
las proteinas para permitir la medicién del total de T3 circulante. Los
reactivos son incubados a 37°C durante la incubacién el T3 analogo en
los pocillos y el T3 presente en la muestra compiten por adherirse al
anticuerpo anti-T3 monoclonal conjugado de peroxidasa equina.
Después de 60 minutos a 37°C los pocillos son lavados 5 veces por el
buffer limpiador para remover el anticuerpo anti-T3 conjugado. La
unidad de luz relacionada (RLU) es proporcional a la cantidad de
enzima presente e inversa a la cantidad de T3.

CONTENIDO

Kit para la determinacién de 96 pruebas.

1. Placa con 96 pozos.

Concentrado de conjugado enziméatico: (1 vial, 1.6 ml).
Diluyente de conjugado enzimatico (2 viales, 7.5 ml).
Calibradores: 0, 0.5, 1, 2.5, 5,10 ng/ml (6 viales, 1 ml).
PBS-T en polvo (2 sobres, 5 g).

Sustrato A 6.0ml.

Sustrato B 6.0 ml.

Control 1y 2 (liofilizado).

1 bolsa zip-lock.

10 2 piezas de papel auto-adherible.

11. |Instructivo de uso.
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MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO PROVISTOS
Pipetas de precision y puntas, 0.1ml, 0.05 ml, 1.0 ml.
Agua destilada.

Papel absorbente o una toalla de papel.

Mezclador Vortex.

Papel para gréfica logaritmica.

Luminémetro.

Agitador Magnético.
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ALMACENAMIENTO DE EQUIPO E INSTRUMENTACION

1. Los Kits de prueba sin abrir deben conservarse a 2°C-8°C, y la
microplaca se debe mantener en una bolsa sellada con
desecantes para minimizar la exposicién a la humedad del aire. El
equipo de prueba se puede utilizar hasta la fecha de vencimiento
del kit.

2. Almacene los calibradores a 2-8°C, bajo estas condiciones la
estabilidad sera de 1 mes, para un uso por mas tiempo, almacene
en alicuotas y congelar a -20°C. Evite mdltiples ciclos de
congelamiento-descongelamiento.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

1. Colecte las muestras de sangre de acuerdo a las correctas
practicas médicas.

2. No utilice muestras inactivadas por calor. No use acida sédica
como preservador.

3. Asegurese de que el coagulo se formé completamente antes de
centrifugar. Los sedimentos y sodlidos suspendidos pueden
interferir con el ensayo, deben ser removidos por centrifugacion.

4. Evite muestras excesivamente hemolizadas, lipémicas o turbias.
Antes de su utilizacion, las muestras pueden ser protegidas y
almacenadas hasta por 48 horas a 2-8°C. Para un
almacenamiento mas prolongado, congelar las muestras a -20°C.
Las muestras descongeladas deben mezclarse antes de la
prueba.

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes de
Su uso.

2. Ajuste de la incubadora a 37°C.

3. Prepare el reactivo de enzima conjugada: afiadir 0,1 ml de enzima
conjugada concentrad a 1 ml de diluyente (dilucién 1:10), y
mezclar bien. La cantidad de enzima conjugada diluida es
dependiendo del tamafio de su ensayo. El reactivo conjugado es
estable durante 7 dias a 4°C.

4. Prepare la solucién de lavado: afiadir un sobre de PBS-T en
polvo a 500 ml de agua destilada y mezclar bien con agitador
magnético. La solucion de lavado es estable a temperatura
ambiente durante 2 meses.

5. Para preparar la mezcla de sustrato: mezclar suavemente el
sustrato Ay B en la proporcion de 1:1, 20 minutos antes de usarla.
El sustrato preparado (después de la mezcla) es estable a
temperatura ambiente, en la oscuridad, durante 12 horas.
Descartar el exceso después de cada uso.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Asegure el nimero deseado de pozos a utilizar.

2. Agregar 50 pl de los calibradores, muestras y controles en los
pocillos apropiados.

3. Agregar 100 pl de enzima conjugada diluida a cada pocillo.
Mezclar suavemente durante 30 segundos.

4.  Cubrir la placa con papel adherente e incubar a 37°C por 60
minutos.

5. Deseche la mezcla vaciando o aspirando el contenido de la placa
en un contenedor de residuos. Enjuagar y vaciar la placa 5 veces
con 350 pl de solucién de lavado. Secar la placa golpeandola
sobre un papel absorbente para eliminar todas las gotas de
solucion de lavado residual.

6. Agregar 100 pl de la mezcla de sustrato previamente preparado.
Mezcle Suavemente durante 10 segundos.



7.- Incubar a temperatura ambiente en completa obscuridad durante
5 minutos sin agitar y leer los valores de RLU con un
Luminémetro.

NOTAS IMPORTANTES

1. No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad.

2. No mezclar o usar componentes de kits con diferentes nimeros
de lote.

3. Se recomienda que no mas de 32 pozos se utilicen para cada
ensayo, si la pipeta es manual, ya que el pipeteo de todos los
estandares, muestras y controles deben ser completados dentro
de 5 minutos. Una placa completa de 96 pozos puede ser
utilizada si la pipeta es automatica.

4. El procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente
producira una mala precision y resultados invalidos.

5. Laduplicacién de todos los estandares y especimenes, aunque no
es obligatorio, se recomienda.

CALCULO DE RESULTADOS

Registre los RLU’s obtenidos del Luminémetro. Calcule la media en
caso de realizar las mediciones por duplicado y utilice esas medias
para los célculos siguientes. Grafique los RLU’s contra las
concentraciones en ng/mL para cada calibrador. Dibuje la curva de
punto a punto a través de los puntos graficados en papel milimétrico. Si
es usada una computadora, seleccione el método de reducciéon de
datos ingresados con funcion de curva punto a punto para generar la
curva de calibracion. Para determinar la concentracion de T3 de una
muestra desconocida, localice los RLU’s para cada muestra en el eje
vertical (Y) de la gréafica, encuentre el punto de intercepcion en la curva,
y lea la concentracion del eje horizontal (X) de la grafica. Si es usada
una computadora, para determinar la concentracion de T3 de una
muestra, ingrese los RLUs de cada muestra y obtenga Ila
concentracion.

EJEMPLO DE CURVA ESTANDAR

T3 (ng/ml) RLU
0 145410
0.5 78580
1.0 49487
25 25476
5.0 12334
10.0 5914
40000 p
35000
30000
25000
20000
15000
10000
5000
0 " ' " L n ]
0 5 4 6 8 10 12

Nota: los valores aqui mostrados son solamente para ilustracion y no
deben usarse como curva de calibracion.

VALORES DE REFERENCIA

El rango normal de 0.8 a 1.9 ng/ml (95% de intervalo de confianza) fue
obtenido probando muestras séricas de 147 individuos definidos como
normales por un clinico. Es recomendable que cada laboratorio
establezca sus propios rangos de referencia basandose en la poblacién
a evaluar. La concentracion minima detectable por este ensayo esta
estimada en 0.2 ng/ml.

PERFOMANCE

1. Precision:

Este ensayo fue disefiado con una precision Intra-ensayo de <10%. 2
sueros humanos (bajo y alto) fueron probados, usando un lote de
reactivo con 20 repeticiones. Los datos se muestras en la tabla
siguiente.

Suero Nimero Media SD CV (%)
1 1 20 1.02 5.78
2 1 20 7.13 0.227

Este ensayo estad disefiado para tener una precision Inter-ensayo de
<15%. 2 sueros humanos (bajo y alto) fueron probados usando un lote
de reactivo con dos repeticiones, una vez por dia por 20 dias de
prueba. Los datos se muestran a continuacion.

Suero Nimero Media SD CV (%)
1 1 40 1.11 4.89
2 1 40 6.96 0.392
2. Sensibilidad:

Se define como la concentraciéon correspondiente a la media de RLU’s
de 20 repeticiones del calibrador A menos 2 SD, es de < 0.15 ng/ml.

3. Especificidad:

Este ensayo esta disefiado para tener una especificidad de menos que
0.5% de reaccién cruzada con las sustancias debajo enlistadas a las
concentraciones ahi indicadas.

Substancia Concentraciéon | Valor medido Reactividad
cruzada
T4 500 0.44 0.088
T3 500 0.26 0.052

4. Medicion de precisién por correlacion:

Un estudio fue realizado, en el que las muestras fueron probadas
usando este ensayo y un ensayo de T3 por ELISA, el cual esta
actualmente disponible en el mercado. Los datos analizados se
muestran a continuacion.

Método de Ne de . Coeficiente
o Intercepto Pendiente de
correlacion muestras L,
correlacion
Regresion 112 0.3762 0.9479 0.954
lineal
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