RK-8CTECE230801
Anti-hTg [I-125] RIAKIT

RK-8CT. Estuche para 100 determinaciones

Juego de reactivos para la determinacion
cuantitativa in vitro de autoanticuerpos anti-
Tiroglobulina en suero humano, en el rango
de 30-3000 UI/mL.

Introduccion

La Tiroglobulina humana (hTg) es una
glicoproteina de alto peso molecular (660
kDa) producida por las células foliculares de
la glandula tiroides. Su funcion fundamental
es la incorporacion del yodo y la sintesis y
almacenamiento de las hormonas tiroideas.
Las enfermedades tiroideas tienen en su
mayoria un origen auto-inmune y se
encuentran asociadas a la produccion de los
autoanticuerpos  anti-Tiroglobulina,  anti-
peroxidasa tiroidea y antirreceptor de TSH.
Las concentraciones més elevadas de anti-hTg
se pueden observar en la tiroiditis de
Hashimoto. También se pueden detectar estos
anticuerpos en la enfermedad de Graves, en el
carcinoma tiroideo, en pacientes con otras
enfermedades autoinmunes (artritis
reumatoide, anemia perniciosa, diabetes
mellitus tipo I, etc) y en algunos individuos
sanos.

Los autoanticuerpos anti-hTg son policlonales
por naturaleza, con una reactividad que varia
de paciente a paciente frente los 11 epitopos
que existen en la molécula de hTg. Los
resultados obtenidos dependen estrechamente
del método de medicion.

Principio del ensayo

Este ensayo esta basado en una reaccion
competitiva entre los autoanticuerpos anti-
hTg, presentes en las muestras y calibradores,
con una cantidad fija de anti-hTg presente en
los tubos recubiertos, por una cantidad
limitada de hTg marcada con 23],

El inmuno-complejo se inmoviliza en la
superficie de los tubos recubiertos durante un
periodo de incubacion de 2 horas bajo
agitacion constante. Después de la incubacion
se lavan y decantan los tubos y se mide la
radiactividad enlazada en un contador gamma.
La concentracion del autoanticuerpo es
inversamente proporcional a la radiactividad
medida en los tubos. Utilizando los
calibradores de concentracion conocida de
anti-hTg, se prepara una curva estandar a
partir de la cual se determina por
interpolacion la concentracion de anti-hTg
presente en las muestras.

Contenido del juego

1. TRAZADOR, 1 frasco con 22 mL, listo
para usar, contiene < 260 kBq de hTg marcada
con 2T en solucién tampén con 0,1 % NaNa
y colorante rojo.

2. CALIBRADORES (S0-S5), 6 frascos listos
para usar con 0,75 mL de plasma humano y
0,1% NaNj,. Los calibradores contienen: 0, 30,
100, 300, 1000, 3000 Ul/mL de anti-hTg,
respectivamente y estan calibrados contra el

estandar de referencia internacional NIBSC
65/93.

3. SUERO CONTROL (CI-Cll), 2 frascos
listos para usar, contienen 0,75 mL de plasma
humano con 0,1% NaN, La concentracion de

los controles estd especificada en el
certificado de calidad incluido.

4. TUBOS RECUBIERTOS: tubos
recubiertos con anticuerpo monoclonal de
raton anti-hTg, listos para usar. 2x50 tubos de
12x75 mm, empaquetados en cajas plasticas.

Materiales y equipos necesarios

Gradilla para tubos de ensayo, pipetas de
precision con puntas desechables (100, 200 y
1000 pL), agitador horizontal u orbital,
lamina de polietileno, papel absorbente,
contador gamma

Materiales y equipos recomendados:

Pipeta de repeticion (200 y 1000 pL). Jeringa
automatica (dispensador) para el lavado.

Recoleccion y almacenamiento de
las muestras

Las muestras de suero deben colectarse de
acuerdo a los procedimientos habituales que
se practican en los laboratorios clinicos. Las
muestras pueden conservarse entre 2 y 8 °C si
el analisis se efectuara dentro de las 24 horas
siguientes a su recoleccion, de lo contrario
deben conservarse congeladas a una
temperatura igual o menor que -20 °C hasta
cuatro meses. Las muestras congeladas deben
descongelarse y mezclarse completamente
antes de su uso. Evitar la congelacion y
descongelacion repetida de las muestras.

Preparacién y conservacion de los
reactivos

Conservar los reactivos entre 2 y 8 °C
después de abiertos. A esta temperatura cada
reactivo es estable hasta la fecha de
vencimiento del juego. La fecha de caducidad
exacta se especifica en la etiqueta del estuche
y en el certificado de calidad.

{PRECAUCION!

Permitir que todos los reactivos y muestras
alcancen la temperatura ambiente (min. 1
hora). Homogenizar completamente los
reactivos y muestras antes de su uso, evitando
la formacion de espuma.

Procedimiento para el ensayo
(Ver Tabla 1.)

5. Incubar los tubos en el agitador durante 2
horas a temperatura ambiente.

6. Afadir 1 mL de agua destilada a cada
tubo.

7.  Aspirar o decantar el liquido de todos los
tubos (excepto T) mediante la inversion
de la gradilla. Colocar la gradilla sobre
un papel absorbente por 2 minutos
manteniendo la posicion invertida.

8. Medir la radiactividad de cada tubo por
60 segundos en un contador gamma.

9. Calcular la concentracion de anti-hTg en
las muestras como se describe a
continuacion.

Tabla 1. Protocolo del ensayo (volumenes en
microlitros)

T S0-S5 | CLClI Mx
Calibrador 100
Control 100
Muestra 100
Trazador 200 | 200 200 200

Agitar 2 horas a temperatura ambiente

Agua

destilada 1000

1000 | 1000

Decantar y secar en papel absorbente

Medir la radiactividad (60 s/tubo)

Procesar los datos

1. Rotular los tubos recubiertos por
duplicado para cada calibrador (SO-S5),
controles (CI-CIl) y muestras (Mx).
Opcionalmente, marcar dos tubos no
recubiertos para los totales (T).

2. Anadir por duplicado 100 pL de
calibrador, controles y muestras en los
tubos apropiados.

3. Anadir 200 pL de trazador en cada tubo.

4. Fijar la gradilla con los tubos de ensayo
firmemente en el agitador horizontal.
Cubrir los tubos con una ldmina de
polietileno. Encender el agitador y
ajustar la velocidad de manera tal que el
liquido en los tubos esté rotando o
agitandose constantemente.

Calculo de los resultados

En la Tabla 2 y la figura 1 se muestran a
manera de ejemplo los célculos y una curva
estandar tipica de un ensayo.
Para los calculos:
Hallar la media de los conteos por minuto
(cpm) para cada par de tubos.
Calcular el porciento Bo/T% para el calibrador
de concentracion cero (SO) segln la ecuacion
siguiente:

SO (cpm)

Bo/T% = x 100
T (cpm)

Bo/T% es un parametro opcional del control
de calidad, no necesario para la determinacion
de la concentracion de las muestras.
Calcular el porciento de uniéon para cada
calibrador, control y muestra, utilizando la
siguiente ecuacion:

S1.5/ C / Mx (cpm)

B/Bo(%) = x 100

SO0(cpm)

Plotear los porcientos B/Bo (%) contra la
concentracion de anti-hTg de cada calibrador
en un papel semilogaritmico. Determinar la
concentracion de anti-hTg en las muestras por
interpolacion de la curva estandar. No
extrapolar valores fuera del rango de la curva.
Para el procesamiento automatizado de los
datos pueden utilizarse programas de ajuste
tipo spline o logit-log.




Tabla 2. Datos tipicos del ensayo

Tubos | Media | pimies | Ui/mL
cpm
T 95 246
) 37 435 100
s1 28353 | 757
s2 18522 | 495
s3 12246 | 32,7
sS4 8904 | 238
S5 6 457 173
cl 15 384 155
il 9920 608
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Figura 1.

Ejemplo de curva estandar
(No utilizar para calcular valores de las muestras!)

Caracteristicas del ensayo

Sensibilidad
Los limites de medicion fueron determinados
segtin la guia EP17-A2 del CLSI.

LoB = 3,50 IU/mL, determinado como el
resultado de medicion mdas alto que es
probable que se observe (con una
probabilidad establecida [5%]) para una
muestra blanco. Se determind en 5 muestras
blanco, con 160 réplicas.

LoD = 8,29 IU/mL, determinado con
proporciones de falsos positivos (o) inferiores
al 5 % y falsos negativos () inferiores al 5 %,
en base a 207 determinaciones, con 5
muestras de bajo nivel.

La sensibilidad funcional (LoQ) es de 13,0
Ul/mL, determinada por extrapolacion del
20% del perfil de precision inter-ensayo.

Precisién

La precision intra-ensayo se determind a
partir de 20 réplicas de 7 muestras, medidas
en una serie. Para determinar la precision
inter-ensayo se midieron por duplicado 7
muestras, en 20 series independientes. Los
valores obtenidos se muestran a continuacion.

Intra-ensayo Inter-ensayo
Media Media
wimy | V% | wimyy | V%
702 14,0 801 16,1
345 18,5 369 12,3
79 7,3 79 7,3
41 10,0 40 74
27 7,5 28 8,7
16 15,4 17 11,8
13 14,7 10 24,9

Prueba de dilucion (linealidad)

Se diluyeron serialmente 2 muestras con
calibrador cero y se sometieron a ensayo. La
recuperacion media después de la dilucion fue
de 100% y 126%, respectivamente. Debido a
la  heterogeneidad inherente de los
autoanticuerpos en el suero humano con
respecto a epitopos Yy afinidad, algunas
muestras pueden no diluirse linealmente.

Valores de referencia

Se recomienda que
establezca sus  propios
referencia. Los valores presentados a
continuacion  fueron  determinados  por
duplicado en donantes de  sangre
aparentemente saludables.

El valor de corte fue determinado como el
valor mayor que el 97% de los resultados
obtenidos para 279 donantes de sangre
aparentemente  saludables.  Seglin  estos
resultados, se pueden considerar como
patologicos los valores superiores a 100
UI/mL en la poblacion evaluada.

cada laboratorio
intervalos de

Interferencia
No se observa interferencia hasta las
siguientes concentraciones:

Bilirrubina = 87 umol/L,
Triglicéridos = 27 mmol/L,
Hemoglobina =12.2 g/L,
Biotina = 1600 ng/mL

Limitaciones del procedimiento

* Los reactivos provistos en este juego estan
optimizados para la medicion de anti-hTg en
suero.

e« Las muestras hemolizadas, turbias o
lipémicas pueden dar resultados falsos, evite
SuU uso.

» Las muestras de concentracion superior a
3000 Ul/mL deben ser diluidas con el
calibrador de concentracion cero Yy
reanalizadas.

* Los resultados solo deben ser interpretados
dentro del contexto clinico apropiado y nunca
como prueba Unica e infalible de anomalia o
enfermedad.

Notas acerca del procedimiento

1) Fuente de error! Los tubos recubiertos no
estan marcados individualmente. Se debe
evitar la mezcla con tubos de ensayo
comunes. Para minimizar este riesgo, no se
deben sacar de la caja mas tubos de los
necesarios, de igual manera los tubos no
utilizados en una serie deben ser guardados de
nuevo en su caja. Se recomienda rotular los
tubos con marcador permanente.

2) Fuente de error! Para asegurar la
agitacion eficiente de los tubos se debe
utilizar una gradilla que los ajuste
firmemente. Una agitacion inadecuada puede
provocar un rendimiento deficiente del ensayo
y falsos resultados.

iAtencion! No mezclar los componentes de
lotes diferentes o con productos de otro
fabricante.

Precauciones

Material radiactivo

Este producto contiene material radiactivo. Es
responsabilidad de cada laboratorio cumplir
con las regulaciones locales referentes a la
manipulacioén, conservacion y desecho de
materiales radiactivos.

Material potencialmente infeccioso

El suero humano utilizado en este producto ha
sido analizado con métodos aprobados y no
ha presentado positividad para anticuerpos
frente a los virus de Inmunodeficiencia
Humana (Anti-HIV-1/2) 'y  Hepatitis-C
(HCV), anticuerpos anti-Treponema y el
antigeno de superficie de la Hepatitis-B
(HBsAg). Ninguno de los métodos analiticos
disponibles actualmente puede garantizar por
completo la eliminacién de posibles riesgos
biologicos. Se deben manipular todos los
reactivos y muestras de sangre como material
potencialmente infeccioso.

Peligro quimico

Algunos componentes de este juego contienen
azida sodica como preservante. Al verter los
desechos no radiactivos al sistema de desagiie
se debe diluir con grandes cantidades de agua,
para evitar la acumulacion de azidas metalicas
explosivas en las tuberias de plomo y cobre.
Este producto contiene en total 28 mg de
azida sddica.
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