INTERES CLINICO

Los niveles normales de las hormonas tiroideas son imprescindibles para un adecuado desarrollo
fisico y mental desde los primeros momentos de la vida (1). Su determinacién tiene una importancia
esencial como indicador del estado funcional tiroideo y puede ser especialmente utilizada en el
diagnéstico precoz del Hipotiroidismo Congénito (2). Esta enfermedad constituye la causa mas
frecuente de retardo mental evitable en el nifio, con una frecuencia aproximada a nivel mundial de
1:4000 recién nacidos (3). El déficit en la produccion o utilizacion de las hormonas tiroideas
produce alteraciones irreversibles del desarrollo del Sistema Nervioso Central, que solamente
puede prevenirse con una terapia sustitutiva de hormonas tiroideas en los primeros momentos de la
vida (4,5). La deteccién clinica del Hipotiroidismo Congénito en los recién nacidos es casi imposible
ya que sus sintomas son muy subjetivos y escasos, por lo que el diagnéstico solo es posible
determinando la concentracion en sangre de Tiroxina (T4) o de la hormona estimulante del tiroides
(TSH). Por esta razén diversos programas destinados al pesquisaje de Hipotiroidismo Congénito se
basan en la determinacién de T4 en muestras de sangre de talén colectadas sobre papel de filtro

(6).

FUNDAMENTO DEL ENSAYO

El UMELISA T4 NEONATAL es un ensayo inmunoenzimatico competitivo para la determinacion de
Tiroxina total en sangre seca colectada en papel de filtro, donde el antigeno natural y el antigeno
marcado con una enzima compiten por una cantidad limitada de sitios de unién al anticuerpo (7).
En este ensayo se utiliza como fase solida tiras de ultramicroELISA revestidas previamente con
anticuerpos Anti-T4, lo cual garantiza la especificidad del ensayo.

Las manchas de sangre seca se eluyen con la solucién que contiene el Conjugado T4/Fosfatasa
Alcalina (F.A.) y el eluato se deposita en los pocillos de las tiras de reaccién. Se procede a la
incubacion de las mismas para permitir la formacion del complejo anticuerpo-antigeno-enzima. La
realizacion de un lavado posterior elimina el Conjugado no fijado y los otros componentes de la
muestra. Al afiadir el Sustrato fluorigénico (4-Metilumbeliferil fosfato), éste resultara hidrolizado por
la enzima del Conjugado y la intensidad de la fluorescencia emitida sera inversamente proporcional
a la concentracion de Tiroxina presente en la muestra.



CONTENIDO DEL ESTUCHE Y PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO.
Codigo UM 2125 (288 pruebas)

Contenido:

Placa recubierta de 12 tiras x 8 pocillos 3

Tarjeta con Calibradores y Control en sangre seca 3 x 3 curvas
R1: Solucién Tampén 1x25mL
R2: Tampén Conjugado 3 x10 mL
R3: Conjugado 1x1mL
R4: Sustrato 1x2mL
R5: Tampén Sustrato 1x18ml

El lote de las placas recubiertas se muestra en el borde de su envase primario, el cual esta
compuesto por cinco digitos, los cuatro primero representan la fecha de vencimiento de las placas y
el quinto representa un indicador numérico interno del proceso de produccién.

Los Calibradores y el Control han sido preparados con sangre humana, dispensados en papel de
filtro S&S 903, con un valor de hematocrito del 55 %.

Todos los reactivos contienen azida sédica (0,2 g/L) como agente preservante.

Los Calibradores y el Control son negativos a las pruebas de detecciéon de anti-VIH 1+2, HBsAg,
anti-VHC vy Sifilis, no obstante, deben ser manipulados como materiales potencialmente
infecciosos.

Preparacion de las soluciones de trabajo:

R1: Para 4 tiras de reaccion, diluya 2 mL de R1 hasta un volumen de 50 mL con agua destilada.
Mezcle suavemente para evitar la formacién excesiva de espuma.

R3: Para 4 tiras de reaccién, diluya 0,075 mL de R3 con 3 mL de R2. Homogeneice
cuidadosamente.

R4: Diluya 1:10 con R5. Cantidad necesaria para 4 tiras de reaccion: 2 mL (0,2 mL de R4 + 1,8 mL
de R5). Prepare inmediatamente antes de usar.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los reactivos deben mantenerse entre 2 y 8 °C, en esas condiciones seran estables en el
envase original hasta la fecha de vencimiento.

Después de utilizar parte del contenido de los reactivos, el resto es estable durante dos meses si
se mantienen las mismas condiciones de almacenamiento y se evita la contaminacién durante la
ejecucion de la prueba. No se recomienda la conservacion de los reactivos reconstituidos por un
tiempo superior a los requerimientos de la prueba.



Las tiras de reaccion no utilizadas se mantienen estables durante dos meses entre 2 y 8 °C en la
bolsa suministrada, protegida con el desecante y herméticamente cerrada.

MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

-Agua destilada.

-Papel absorbente.

-Hipoclorito de sodio.

-Pipeta multicanal con puntas desechables para 10 pL.
-Pipetas de precision entre 10 y 1000 pL.

-Probeta graduada de 150 mL.

-Placas o tubos de ensayo para la elucion de los ponches.

PRECAUCIONES

-Antes de comenzar a trabajar verifique que todos los reactivos estén completamente homogéneos
y a una temperatura de 20 a 25 °C.

-Manipule los Calibradores, el Control y las muestras como potencialmente infecciosos. Utilice
guantes desechables. Los materiales utilizados deben colocarse en soluciones desinfectantes
(hipoclorito de sodio al 5 %) o esterilizarse en autoclave.

-Las muestras de sangre seca colectadas sobre papel de filtro S&S 903 no deben permanecer a
una temperatura de 20 a 25 °C por mas de una semana. Almacenadas entre 2 y 8 °C son estables
durante cuatro meses (8).

-Considere a los equipos y accesorios que han estado en contacto directo con la muestra como
contaminados. Realice los procedimientos de limpieza que se recomiendan en los manuales de
usuario correspondientes.

-Las tiras de reaccion deben estar a una temperatura de 20 a 25 °C antes de retirarles la cubierta
protectora.

-Verifique que las tiras de reaccion estén niveladas en el soporte.

-Utilice puntas limpias o nuevas para el trabajo con las soluciones y las muestras.

-Garantice el adecuado control de la humedad en todos los pasos de la prueba. Las muestras y
reactivos una vez aplicados, deben mantenerse en las camaras himedas para evitar su
evaporacion ya que esto puede alterar los resultados.

-Verifique periédicamente la exactitud y precision de las pipetas.

-Cumpla las normas de manipulacion de los equipos utilizados y verifique previamente su adecuado
funcionamiento, tenga especial cuidado en las operaciones de pipeteo y lavado.

-Si utiliza la multipipeta ERIZO para transferir los calibradores, el control y las muestras, debe lavar
profusamente sus puntas para evitar la contaminacién, al menos un lavado de cinco ciclos con



solucién de trabajo R1 y un lavado de cinco ciclos con agua destilada. Deseche la solucion y el
agua destilada después de cada lavado.

-Evite posibles contaminaciones con materiales fluorescentes.

-Evite la exposicion a la luz de los frascos que contienen el sustrato.

-El juego de reactivos no debe emplearse después de la fecha de vencimiento.

-Los reactivos del UMELISA T4 NEONATAL de lotes diferentes no se deben intercambiar.

PROCEDIMIENTO TECNICO

1.-Preparacion de los Calibradores, el Control y las muestras.

Corte con un perforador para papel un disco de 3 mm de diametro en la zona central de la mancha
de sangre. Depositelo en un recipiente apropiado y afiadale 60 uL de solucién de trabajo R3.
Incube durante una hora a una temperatura de 20 a 25 °C en cdmara humeda. Homogeneice
adecuadamente.

2.-Adicion de los Calibradores, el Control y las muestras a las tiras de reaccién.

Transfiera 10 pL de los Calibradores, el Control y las muestras a las tiras de reaccién, seguln el
siguiente esquema de distribucion:
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Se muestran las concentraciones aproximadas que deben tener los calibradores del ensayo, en
cada lote se determinan las concentraciones de los mismos.

Calibrador A 0 nmol de T4/L de suero

Calibrador B: 17 - 25 nmol de T4/L de suero
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Calibrador C: 40 - 54 nmol de T4/L de suero
Calibrador D: 72 - 98 nmol de T4/L de suero
Calibrador E: 144 - 196 nmol de T4/L de suero
Calibrador F: 289 - 391 nmol de T4/L de suero
Control CB Control del ensayo

Se recomienda evaluar las muestras por duplicado. Si utiliza el programa UMELISA T4
NEONATAL para la interpretacion automatica de los resultados, debe colocar en las posiciones 1y
2 la primera muestra, en las posiciones 3 y 4 la segunda y asi sucesivamente.

3.-Incubacion de los Calibradores, el Control y las muestras.
Incube las tiras de reaccién durante 2 horas a una temperatura de 20 a 25 °C en camara himeda.

4.-Lavado.

Utilice un lavador de la tecnologia SUMA. Lave las tiras de reaccién 6 veces. Verifique el llenado
total del pocillo con la solucién R1 de trabajo (25 pL). La solucién debe permanecer como minimo
30 segundos en los pocillos en cada lavado. Después de la Gltima aspiracion seque las tiras sobre
papel absorbente.

5.-Adicion del Sustrato.
Coloque 10 pL de sustrato convenientemente diluido en cada pocillo de las tiras de reaccion.

6.-Incubacion del Sustrato.

Incube en camara himeda a una temperatura de 20 a 25 °C. Normalmente se requiere una
incubacion de 30 minutos para alcanzar una sefial fluorescente de 100 a 150 unidades para el
Calibrador A, sin embargo, debido a las variaciones de temperatura puede resultar conveniente que
cada laboratorio ajuste el tiempo de incubacion para lograr estos niveles de fluorescencia.

7.-Lectura.
Realice la lectura de la intensidad de la fluorescencia emitida en cada determinacién utilizando un
lector de la serie SUMA.

PROCEDIMIENTO DE CALCULO

Se determina el cociente (Porcentaje de Fluorescencia con respecto al Calibrador A) entre la
fluorescencia promedio (F) de los Calibradores, el Control y las muestras, y la fluorescencia
promedio del calibrador A (Fo) y el resultado se expresa en porciento. En el caso del Calibrador A:
F/Fo (%) = 100.

Los valores calculados de las muestras se interpolan en un grafico de F/Fo (%) contra la
concentracién de T4 correspondiente a la curva de calibracién, obteniéndose los valores de
concentracion en nmol de T4/L de suero.
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La validacion, interpretacion e impresion de los resultados son realizados automéaticamente por el
programa UMELISA T4 NEONATAL.

CONTROL DE LA CALIDAD

I. La curva de calibraciéon debe cumplir la siguiente condicion:

La media de los dos valores de fluorescencia para cada calibrador deben proporcionar un
decremento en fluorescencia proporcional a su concentracion, siguiendo un patrén similar al
ejemplificado, los valores discordantes son eliminados automéaticamente por el programa.

1. El valor de concentracion calculado para el Control debe encontrarse en el intervalo establecido
para el ensayo.

IIl. Rechaza los resultados de una muestra si los duplicados de la misma son discordantes.



INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

En un estudio realizado a 410 neonatos con un estado eutiroideo bien definido, se determiné la
concentracion de T4 a partir de sangre del talén colectada en papel de filtro al quinto dia de su
nacimiento, empleando el estuche de reactivos UMELISA T4 NEONATAL. Utilizando el 10™
percentil de la distribucién, el nivel de corte correspondié con 100 nmol de T4/L de suero,
considerandose como bajos aquellos que sean inferiores a este valor.

Teniendo en cuenta los diversos factores genéticos y ambientales que actian sobre poblaciones de
diferentes localizaciones geogréficas, la practica internacional recomienda que cada laboratorio
establezca sus propios valores de referencia.

Factores de Conversion mas usados:

nmol/L x 0,078 = pg/dL ug/dL x 12,87 = nmol/L

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL ENSAYO
I. PRECISION.

Se calculé evaluando tres muestras comprendidas en tres rangos de valores; alto, medio y bajo.
PRECISION DEL UMELISA T4 NEONATAL

Intraensayo Interensayo
(nmol/L) (n=20) (n=20)
DE CV (%) DE CV (%)
37,48 3.8 10,14 4,6 12,39
56,22 4,7 8,39 6,1 10,86
86,55 54 6,89 6,2 7,22

D.E: Desviacion Estandar ~ CV: Coeficiente de Variacién

II. EXACTITUD.
El porcentaje de recuperacién obtenido al evaluar seis controladores del CDC fue mayor del 90 %.

Recuperacion del UMELISA T4 NEONATAL

CDC Valor Esperado Valor Obtenido Recuperacion (%)
(Codigo) (nmol/L) (nmol/L)

2312 109,4 109,8 100,4

2313 61,8 68,6 111

2314 65,6 71,1 108,4

3311 102,96 98,1 95,2

3312 57,9 66,7 115,1

3313 131,3 120,5 91,8




Se realizaron diluciones seriadas a muestras de sangre con altas concentraciones de T4 antes de
que fueran colectadas sobre papel de filtro. Las concentraciones calculadas después de la
correccion con el factor de diluciéon fue de + 10 % de la concentracién original en la muestra pura.

Paralelismo del UMELISA T4 NEONATAL

Conc. estimada x factor de dilucién (nmol/L)
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Dilucién de la muestra

11l. DETECTABILIDAD.
La concentraciéon minima detectable fue de 17 nmol de T4/L de suero. Se defini6 como la
concentracion calculada para una fluorescencia equivalente al Calibrador A - 2 D.E.

IV. ESPECIFICIDAD.
El estudio de especificidad se realizé evaluando la reactividad cruzada con otras sustancias
relacionadas estructuralmente, en las condiciones normales del ensayo.

L) -T4 100 %
(D)- T4 26 %

L) -T3 15%
(D)-T3 1,9 %
L -T2 <0,08 %

Acido Tri-iodopropiénico 2,9%
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UMELISA T4 NEONATAL

Codigo UM 2125 (para la utilizacion de ponches de 3 mm)
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