PATHOZYME® THYROID STIMULATING HORMONE
Test ImunoEnzimatic pentru determinarea cantitativa a TSH in serul uman

Depozitati la 2°C - 8°C. NU CONGELATI

Doar pentru diagnostic in-vitro.

INTRODUCERE

Determinarea nivelurilor serice sau plasmatice de hormon
sitmulant al tiroidei (TSH) este recunoscuta a fi o metoda
sensibila pentru diagnosticul Hipotiroidismului  Primar i
Secundar. TSH este secretat de lobul anterior al hipofizei si
induce producerea de Tiroxina (T4) si Triiodotironind (T3) de
catre tiroida. Din punct de vedere structural, TSH este o
glicoproteina de 28.000 daltoni alc&tuitd din lanturi alpha si
beta chimic diferite.

Cu toate ca nivelurile normale de TSH din singe sunt extrem
de scazute, sunt esentiale pentru reglarea functiei normale a
Tiroidei. Eliberarea de TSH este reglatd de hormonul de
eliberare a TSH (TRH) produs de hipotalamus. Nivelurile de
TSH si TRH sunt invers dependente de nivelul sanguin al
hormonului tiroidian. Atunci cind in singe se gasesc niveluri
mari de TSH, se elibereazda mai putin TRH de catre
hipotalamus ceea ce va determina scaderea secretiei de TSH
la nivelul hipofizei. Acest proces este cunoscut sub numele de
mecanism de feedback negativ si este responsabil pentru
mentinerea unor niveluri normale de TSH in singe.

TSH si glicoproteinele hipofizare: hormonul luteinizant (LH),
hormonul de stimulare a foliculilor ovarieni (FSH) si
gonadotropina corionicd umana (hCG) au lanturi alfa identice.
In fiecare caz, lantul beta este distinct, cu toate c& au secvente
de aminoacizi identice care pot determina o considerabila
reactivitate incrucisata cu unele anti-seruri policlonale TSH.

Utilizarea anticorpilor monoclonali in testul PATHOZYME TSH
elimind aceasta interferentd, care poate determina valori fals
crescute de TSH la femeile gravide sau aflate la menopauza; o
populatie a carei evaluare a status-ului tiroidian este
semnificativa din punct de vedere clinic.

Urmatoarele preparate au fost testate ca negative: HCG (al
doilea Standard International OMS 61/2) la 200.000 mU/ml,
FSH (al doilea Preparat de Referinta International OMS HMG)
la 200 mU/ml, LH (primul Preparat de Referinta International
OMS 75/504) la 200ng/ml si HGH (primul Preparat de Referinta
International OMS 65/217) la 200ng/ml.

UTILIZARE

PATHOZYME TSH este un test ImunoEnzimatic (EIA) pentru
determinarea cantitativd a hormonului stimulant al tiroidei
(TSH) in serul uman.

A fi folosit doar de personalul medical.

PRINCIPIUL TESTULUI

Anticorpi  specifici anti-TSH sunt fixati de godeurile de
microtitrare. Se aplica serul de testat. Se adauga apoi anticorpi
anti-TSH de capréa marcati cu peroxidaza de hrean (Conjugat).
Daca in proba este prezent TSH uman, acesta se va combina
cu anticorpii din godeu si Conjugatul enzima, ceea ce va duce
la formarea unei structuri de tip sandwich, molecula de TSH
aflindu-se intre faza solida si anticorpii legati de enzima. La
adaugarea substratului (TMB) va apare o culoare doar in acele
godeuri in care este prezent Conjugatul enzimé, ceea ce indica
prezenta TSH. Reactia enzimatica este oprita prin adaugarea
de acid clorhidric diluat dupa care se méasoaréd absorbanta la
450nm.

Acest test a fost calibrat cu al doilea Preparat de Referinta
International pentru TSH NIBSC, 1983, 80/558.

CONTNUT

MATERIALE NECESARE DAR CARE NU SUNT PREZENTE
IN KIT

Micropipete: 100pl, 200ul, 1000u! $i 5000p!
Virfuri de pipeté de unica folosinta
Incubator: temperatura 37°C + 1°C

Hirtie absorbanta

Cititor de microplaci cu filtru de 450nm
Hirtie milimetrica

Sticlérie de laborator foarte curata.

PRECAUTIUNI

PATHOZYME TSH contine materiale de origine umana care au
fost testate si confirmate negative prin proceduri aprobate de
FDA pentru anticorpi HCV, HIV | si Il si pentru HbsAg, la nivel
de donor unic. Deoarece nici un test nu poate oferi o garantie
completa ca produsele derivate din surse umane nu vor
transmite agenti infectiosi, se recomandé ca reactivii din acest
kit sa fie manipulati cu grija si atentia corespunzatoare atit in
timpul utilizarii cit si sunt deseuri. Nu ingerati.

Reactivii PATHOZYME TSH nu contin substante periculoase
asa cum sunt definite de legislatia Chimicd a Marii Britanii
(Informatii si Ambalare substante periculoase pentru
Furnizare). Toti reactivii trebuie totusi tratati ca substante cu
potential risc biologic atit cind sunt folosite cit si cind sunt
deseuri. Rezolvarea finala a deseurilor trebuie facuta in
conformitate cu legislatia locala.

Solutia de Stopare PATHOZYME TSH este acid clorhidric
diluat si este deci coroziva. Manipulati cu grija. In caz de
contact cu tegumentul spélati cu grij& cu apa.

Reactivi  PATHOZYME TSH contin Proclin™ 300* fin
concentratie de 1% ca si conservant. Este toxica atunci cind
este ingerata. In caz de contact, spalati bine cu apa de la
robinet si consultati un medic.

* Proclin™ 300 este o marca inregistrata a ROHM & HAAS
Limited.

DEPOZITARE
Reactivii trebuie depozitati la temperaturi de 2°C - 8°C.

Data expirarii este ultima zi a lunii mentionate pe eticheta
recipientului si pe ambalajul kit-ului. Performanta kit-ului va fi
cea specificatd pina la data expirarii mentionatd agsa cum este
determinata de la data producerii $i dupa cum este mentionat
pe kit si componentele acestuia. Nu folositi reactivii dupa data
expirarii.

Evitati expunerea reactivilor la temperatura excesiva. Nu
expuneti reactivii la lumina directa a soarelui.

NU CONGELATI NICI UN REACTIV (cu exceptia depozitarii
standardelor) deoarece aceasta va fi iremediabil alterat.

RECOLTAREA $1 PREGATIREA PROBEI

Recoltati o proba de singe venos de la pacient si lasati sa se
formeze si retracte cheagul. Centrifugati proba de singe
coagulat si colectati serul limpede. Este nevoie de ser
proaspat.

Nu folositi pentru testare ser hemolizat, contaminat sau lipemic
deoarece aceasta va influenta nedorit rezultatele.

Serul poate fi depozitat la 2°C - 8°C timp de 48 de ore Tnainte
de testare. Dacéd este nevoie de depozitare pe duratd mai
lungd, puteti pastra serul la -20°C pe o durata de 1 an. Probele

decongelate trebuie amestecate bine Tnainte de a fi utilizate.
'ﬁ Nu folositi ca si conservant Azida sodicé deoarece aceasta va
inhiba sistemul enzimatic Peroxidaza.

12 x 8 godeur x 1
Godeuri detasabile “céptusite” cu anticorpi specifici, continute ntr-
0 punga resigilabild de folie care contine si un desicant.
Cal oplu/ml iml
Standard Referinta: Ser uman fara TSH.
Liofilizat. (Incolor)
Cal | B | 05ulu/ml_| iml
Standard Referinta: TSH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
Cal 251U/ ml 1mi
Standard Referinta: TSH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
Ca [ D[ 5ulu/ml iml
Standard Referinta: TSH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
Cal | E | 10piu/ml_| 1mi
Standard Referinta: TSH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
Cal | F | 25pi0/ml_| 1ml
Standard Referinta: TSH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
Washbuf 50ml
Tampon Spélare concentrat: Tampon Tris continind
detergenti. (Incolor)
Conj 11 ml
Conjugat TSH HRP: TSH conjugat de peroxidaza hrean.
Gata de lucru. (Rosu)
11ml
Solutie Substrat: 3,3, 5,5 Tetrametil Benzidina in tampon citrat.
Gata de lucru (Incolor)
Soln [ Stop [ HCI [ 1M ] 11ml
Solutie Stopare: Acid clorhidric diluat in apéa purificata.
Gata de lucru (Incolor)
Brosura Instructiuni si Fisa de inregistrare date EIA 1+1

Nu congelati-decongelati in mod repetat probele — veti obtine
rezultate false.

PREGATIREA REACTIVILOR

Toti reactivii trebuie Iasati sa ajunga la temperatura camerei
(20°C-25°C) si amestecati usor inainte de utilizare. Evitati
formarea spumei.

Standarde:

Adaugati 1ml de apa distilatd in fiecare flacon de Standard
pentru a reconstitui standardele liofilizate. Lasati in repaus cel
putin 20 de minute inainte de utilizare. Standardele rehidratate
vor fi stabile 30 de zile atunci cind sunt depozitate la 2°C - 8°C.
Pentru depozitare pe perioadd mai mare, sigilati si pastrati la -
20°C. Standardele decongelate trebuie amestecate usor
nainte de utilizare.

Tampon Spélare:

Diluati Tamponul de Spalare concentrat folosind o parte de
Tampon Spalare concentrat cu 19 parti de apa distilata. Pentru
fiecare strip de 8 godeuri, pregatiti 25 ml de Tampon Spalare
diluat addugind 1,25ml de Tampon Spalare concentrat la
23,75ml de apa distilata. Pregatiti Tampon de Spalare proaspét
diluat pentru fiecare rulare de teste. n kit este livrat Tampon de
Spalare suplimentar pentru a putea amorsa spalatorul automat
de microplaci.

Procedura de spélare este criticd pentru rezultatul testului. O
spalare insuficientd va determina o slaba precizie si rezultate
fals crescute pentru absorbanta.

LIMITELE UTILIZARI

Folosirea altor tipuri de probe, altele decit serul nu a fost
validata pentru acest test. Nu exista protocol de reutilizare
pentru acest produs.

Atunci cind faceti interpretarea testului este recomandat sa
luati in considerare toate datele clinice. Diagnosticul nu trebuie
sé fie stabilit doar pe baza rezultatelor unui singur test clinic.




PROCEDURA DE TESTARE

1. Aduceti toate componentele kit-ului si serul de testat la temperatura camerei (20°C-25°C)
nainte de a incepe testarea.

2. Se recomanda rularea unui set de standarde la fiecare procesare de probe. Fixati numarul
dorit de godeuri in stativ. nregistrati pozitia standardelor si a serului de testat pe Fisa de
inregistrare a Datelor EIA.

3. Stripurile nefolosite trebuie resigilate in punga de folie continind desicant si plasate apoi la

2°C - 8°C.

Pipetati 100ul de Standarde si seruri de testat in godeurile potrivite.

5. Pipetati 100ul de Conjugat Anti-TSH in fiecare godeu. Amestecati bine 30 secunde. Este

foarte important s& amestecati complet.

Incubati timp de 60 de minute la temperatura camerei (20°C-25°C).

Spalare Manuala. La sfirsitul perioadei de incubare, aruncati continutul godeurilor rasturnind

brusc continutul placii cu partea superioara in jos deasupra unui container de deseuri cu risc

biologic si apoi loviti placa (cu partea superioara in jos) pe o bucata de hirtie absorbanta.

Aveti grija ca n recipientul pentru deseuri sa se afle un dezinfectant corespunzator.

8. Umpleti godeurile cu minimum 300ul de Tampon Spalare pentru fiecare godeu intoarceti
brusc placa deasupra recipientului de deseuri biologice. Loviti placa de hirtie absorbanta.
Spalati godeurile goale de 5 ori.

9. Loviti din nou placa (cu partea superioara in jos) de o bucata de hirtie absorbanta pentru a
indeparta toate picaturile de apa reziduala.

10. Spalare Automata: controlati ca 300ul de Tampon Spélare sa fie pipetati in fiecare godeu si
ca in recipientul cu deseuri sa fie adaugat un dezinfectant potrivit. Spalati godeurile de 5 ori.
Dupa ce spalati, indepértati excesul de lichid lovind placa inversata de o hirtie absorbanta
pentru a indeparta toate picéaturile de apa reziduale.

11.  Pipetati 100ul de Solutie Substrat in fiecare godeu si amestecati usor timp de 5 secunde.

12.  Incubati la intuneric timp de 20 de minute la temperatura camerei (20°C-25C).

13.  Opriti reactia adaugind 100u! de Solutie de Stopare in fiecare godeu.

14.  Amestecati usor timp de 30 de secunde pentru a asigura virarea completa a culorii albastre in
galben.

15.  Cititi imediat densitatea optica (pina in 10 minute) folosind un cititor de microplaci cu un filtru
de 450nm.

>
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EVITAREA ERORILOR
Poate fi folosit de personalul cu minima pregatire bazica de laborator.
Nu folositi componente ale kit-ului care sunt deteriorate sau contaminate.

Folositi un virf de pipeta de unica folosinta pentru fiecare proba pentru a preveni contaminarea
incrucigata.

Desi nu este necesara se recomanda rularea probelor si standardelor in duplicat.
Probele si standardele trebuie rulate simultan pentru a avea conditii de testare similare.

Se recomanda s& nu folositi mai mult de 32 de godeuri odata atunci cind pipetati manual, deoarece
pipetarea Standardelor si probelor trebuie sa fie completa in decurs de 3 minute. Se poate folosi o
placa completa de 96 de godeuri doar daca este disponibila pipetarea automata.

Puneti la loc capacul pe recipientele cu reactivi imediat dupa utilizare.
Evitati pipetarea repetata din reactivii de stoc, deoarece se poate produce contaminare.

Nu amestecati reactivii sau stripurile provenind de la kit-uri diferite. Atunci cind pipetati aveti grija sa nu
atingeti suprafata godeului. Nu pipetati reactivul pe partea laterald a godeului. Tnainte de inceputul
testarii, lasati reactivii sa ajunga la temperatura camerei (20°- 25°C). Amestecati usor toti reactivii cu
miscari blinde de rotatie.

Odata testarea pornita, godeurile nu trebuie sa se usuce in cursul derularii testului.
Nu contaminati Solutia Substrat deoarece kit-ul va deveni nefunctional.

Controlati precizia si acuratetea echipamentului de laborator folosit in timpul procedurii pentru a
asigura rezultate reproductibile.

Strip-urile nefolosite ar trebui re-sigilate in punga de folie care contine desicant si apoi depozitate la
2°C - 8°C.

CALCULAREA REZULTATELOR

Calculati valoarea absorbantei medii (Asso) pentru fiecare set de standarde si probe. Creati o curba
standard fécind un grafic cu absorbanta medie pentru fiecare Standard in functie de concentratia in
pU/ml pe hirtie milimetrica, cu valorile absorbantei pe axa Y si concentratiile pe axa X.

Folositi valorile absorbantei medii pentru fiecare probad pentru a determina concentratia
corespunzatoare de TSH in uU/ml din curba standard.

Daca nivelurile Calibratorilor sau ale probelor cu valori cunoscute nu dau rezultatele scontate,
rezultatele testului trebuie considerate invalide.

Daca folositi un pachet software alegeti o curba de regresie quadratica care s se potriveasca.

VALORI PREDICTIONATE $I SENSIBILITATE

Graficul produs de calibratori trebuie sa aiba o forma hiperbolica cu densitatea optica (DO) citita la 450
nm proportionalad cu concentratia lor. DO a calibratorului A trebuie s& fie mai mica de 0,3 iar DO a
calibratorului F mai mare de 1,5 pentru ca rezultatele testului sa fie valide. Valorile normale pentru
adultii cu virsta de 21-54 de ani este 0,4 — 4,2 uU/ml, crescind la 0,5 — 8,9 pU/ml intre virstele 55-87de
ani. In timpul sarcinii domeniile normale sunt dup& cum urmeaza: in primul trimestru 0,3 — 4,5 pU/ml, in
al doilea Trimestru 0,5-4,6 pU/ml iar in cel de-al treilea trimestru 0,8-5,2 uU/ml. Au fost masurate
concentratii de 1.000 pU/ml cu PATHOZYME TSH féra a apare efect de prozona (Hook).

DATE DE EVALUARE

Calibrat cu competitorii importanti si cu standarde interne.
Coeficientul de variatie PATHOZYME TSH este mai mic decit sau egal cu 10%.

Tn cursul unei evaluari dntre kit-ul Pathozyme TSH produs de Omega si kit-tul Immulite 2000 TSH
produs de DPC, pentru probe cu valori cuprinse intre 0,4 si 63 uU/ml, au fost generate urméatoarele
date:

Numar de probe 59
Coeficient de Corelatie 0,994
Panta 1,027
Intercept 0,787
Medie Omega 8,39 p U/ml
Medie DPC 9,41 p U/ml

Tntre aceste kit-uri s-a dovedit o bun corelatie.
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GHID RAPID AL PROCEDURII DE TESTARE

1. Pipetati 100l de ser de testare sau Standarde si 100ul de Conjugat Enzima in fiecare godeu.
Amestecati usor timp de 30 de secunde.

2. Incubati 60 de minute la temperatura camerei (20°C- 25°C).

3. Aruncati continutul godeurilor si spalati de 5 ori cu tampon de spalare.

4. Adaugati 100ul de Solutie Substrat in fiecare godeu. Amestecati usor 5 secunde.

5. Incubati la intuneric 20 de minute la temperatura camerei (20°C-25°C).

6. Adaugati 100ul de Solutie Stopare in fiecare godeu si amestecati usor timp de 30 de secunde.

7. Cititi Densitatile Optice imediat (nu mai tirziu de 10 minute) folosind un cititor de micropléci cu

un filtru de 450nm.
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