Prueba ELISA Hormona Estimulante
de la Tiroides (TSH)

E1030

* Prueba ELISA de 96-pozos para la determinacion cuantitativa de TSH en
suero o plasma humanos

» Solo para exportacién, no para la reventa en los Estados Unidos

+ Al recibir este producto almacene a temperatura de 2-8°C

uso

La Prueba ELISA RecombiLISA TSH es un ensayo inmunoenzimatico
inmunoabsorbente en fase sélida para la determinacion cuantitativa del nivel de la
hormona estimulante de la tiroides (TSH) en suero o plasma humanos. Esta prueba
estad disefiada para ser usada por profesionales en el diagnédstico de la disfuncién
tiroidea.

INTRODUCCION

La hormona estimulante de la tiroides (TSH) en humanos es sintetizada por las
células basofilas (tirotropos) de la pituitaria anterior’. Esta compuesta por dos
subunidades denominadas o y B enlazadas por enlace no covalente. La estructura
de la subunidad o es similar a la de la hormona luteinizante (LH), la hormona
foliculo estimulante (FSH), y la gonadotropina coriénica humana (hCG). La
subunidad B es esgecifica para hormonas y confiere especificidad tanto bioldgica
como inmunoldgica®. Para la actividad biolégica se requieren las dos subunidades
oy B. La TSH estimula la produccién y secrecion de las hormonas tiroideas
metabodlicamente activas, tiroxina (T4) y triyodotironina (T3). La T4 y la T3 son
responsables de regular diversos procesos bioquimicos en el cuerpo esenciales
para el desarrollo normal, asi como para la actividad metabdlica y neuronal®.

El eje hipotaldamico-pituitario-tiroideo (HPT) se establece a través de la
comunicacién y retroalimentacion entre el hipotalamo, la glandula pituitaria, y la
tiroides. La sintesis y secrecion de TSH por la pituitaria anterior es estimulada por
la hormona hipotalamica productora de tirotropina tripeptidica (HPT), la cual es
producida por el hipotdlamo en respuesta a bajos niveles de T4/T3 en el sistema
circulatorio. Cuando el hipotalamo percibe que los niveles de las hormonas T4/T3
han vuelto a nivel normal, son inhibidas el HPT y TSH. EIl hipotdlamo ademas
puede inhibir la produccién de TSH a través de los efectos de la somatostatina y la
dopamina. Una falla a cualquier nivel en la regulacion de HPT resultara en ya sea
baja produccion (hipotiroidismo) o sobreproduccion (hipertiroidismo) de T4 y/o T3.

Datos recientes de estudios realizados con poblaciones grandes han demostrado
que el nivel promedio de TSH en la poblacién general es de aproximadamente 1.50
plU/mL (95% intervalo de confianza 1.46-1.54 pIUlmL)A’s. En los Estados Unidos, el
hipotiroidismo ocurre en aproximadamente el 4.6% de la poblacién de adultos, y el
hipertiroidismo se presenta en un 1.3% de la poblacién®. La mayoria de los
médicos consideran que los niveles de TSH > 5-10 plU/mL son evidencia de
hipotiroidismo ligero o subclinico mientras que los niveles de TSH < 0.2-0.4 plU/mL
son evidencia de hipeniroidismo7. Sin embargo, es importante que cada instituciog
establezca su propio intervalo de referencia de TSH basado en un muestreo
representativo de la poblacion local.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El Prueba ELISA RecombiLISA TSH es un ensayo inmunoenzi
inmunoabsorbente en fase sélida basada en la técnica de anticuerpo de
para la determinacion cuantitativa de TSH en suero o plasma humanos.

especificos para la subunidad B.

2) Conjugados liquidos compuestos de anticuerpo
TSH no-intacto, a su vez conjugados col
(conjugados HRP-anti-TSH).

Durante el ensayo, el espécimen a probar y los ci
incuban simultdneamente en la placa de micropozos

recubre la superficie del micropozo ademas de reaccionar conYos conjugados HRP-
anti-TSH, formando un inmunocomplejo de anticuerpo tipo sandwich.

Los conjugados no reaccionados se remueven por medio de un lavado. La
presencia del complejo conjugado se observa por el desarrollo de un color azul
después de incubar por mas tiempo con el sustrato. La reaccion se detiene con la

adicion de Solucion de Parada y la absorbancia es determinada utilizando un
espectrofotometro a 450/620-690 nm.

Se prepara una curva estandar al graficar la absorbancia a 450/620-690 nm versus
la concentracion respectiva de TSH para cada estandar. La concentracion de TSH
en las muestras se determina basandose directamente en esta curva.

MATERIALES Y REACTIVOS

Materiales y reactivos incluidos en el kit

No.  Descripcion Cantidad Catéalogo

1 Tiras pre cubiertas Anti-TSH 8pozosx12tras E1030W
Soluciones estandar de TSH: S1 (0 plU/mL) 1mL E1030S1
3 S2 (0.5 plu/mL) 0.75mL E1030S2
4 S3( 2 plu/mL) 0.75mL E1030S3
5 S4 ( 5ulu/mL) 0.75mL E1030S4
6 S5 (10 plu/mL) 0.75mL E1030S5
7 S6 (20 plu/mL) 0.75mL E1030S6
8 S7 (40 plu/mL) 0.75mL E1030S7
9 Conjugados HRP-anti-TSH 6mL E1030H
10 Sustrato TMB 12mL TME2001
11 Solucién tampdn de lavado (Concentrado 30X) 20 mL WE3001
12 Solucién de parada 13mL SE1001
13 Inserto del producto 1 PI-E1030
14 Hoja de trabajo ELISA 2 EOO001ES

Ademés 2 x selladores de microplaca y 1 x bolsa resellable

Materiales y reactivos requeridos, pero no incluidos en el kit

1. Pipeta capaz de proporcionar 50 pl, 100 pl, 200 pl, y 1
mayor del 98.5%

2. Lector de placa de micropozo con ancho de banda de
rango de densidad 6ptica de 0-2 DO o mayor a longitu
690 nm es aceptable

3. Agitador de vortice o equivalente
4. Papel absorbente para absorcion de liquido: los m 0Z0S
5. Papel cuadriculado
6. Cronémetro
7. Agua destilada o desionizada
ALMACENAMIEN IDAD

Todos los reactivos, con excep
suministran listos para su uso.
congele los reactivos y evite exp

sol n tampoén para lavado, se
acen s componentes a 2-8°C. No
os a luz intensa. Después de extraer las
0 inmediato, guarde las restantes en las
e los reactivos estén a temperatura
bs. Todos los reactivos seran estables en
de caducidad indicada en el empaquetado.
no usadas a temperatura de 2-8°C en las
Ofter vez abiertos los reactivos, estos se mantendran
e 2 meses almacenados a 2-8°C, o hasta la fecha de

paquetes no
Mantenga las
bolsas resellable”in
estables pg

e este kit después de la fecha de caducidad.
Lleve todos los reactivos a temperatura ambiente (20-25°C) antes de usarlos.
No sustituya los componentes incluidos en este kit con componentes de otro

tipo de kit

5. No utilice suero derivado de especimenes de sangre hemolizada para esta
prueba

6. No ingiera los reactivos. Evite contacto con los ojos, piel, y boca. Utilice ropa

protectora y guantes desechables mientras manipula los reactivos del kit y
especimenes clinicos. Lavese bien las manos después de ejecutar el ensayo.

7. No fume, beba, ni coma en las areas donde se estén manipulando
especimenes o utilizando los reactivos del kit.
8. Los usuarios de este kit deberan seguir las Precauciones Universales del

CDC de los Estados Unidos para la prevencion de la transmision de VH, VHB,

y otros patégenos transmitidos por via sanguinea.

9. Deseche todas los especimenes y materiales utilizados en esta prueba como
residuos bioldgicos peligrosos.

10. Al inicio de cada incubacion y después de agregar Solucién de Parada,
mueva suavemente las microplacas para asegurar un buen mezclado. Evite
la formacién de burbujas, las cuales resultan en valores de absorbancia
incorrectos. Evite salpicar liquidos mientras se agitan las microplacas.

11.  No permita que las microplacas se sequen durante el periodo después del
lavado y antes de la aplicacién del reactivo.
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La reaccién enzimatica es muy sensible a la presencia de iones metalicos.
Por eso, no permita que haya contacto entre cualquier elemento metalico y el
conjugado o el sustrato TMB.

El sustrato TMB debe ser incoloro. La apariencia de color indica que el
reactivo no debe ser usado y debera ser reemplazado con reactivo nuevo. El
sustrato TMB debera ger almacenado en la oscuridad.

Utilice una punta de ropipeta nueva para cada espécimen. Nunca use el
recipiente del espéci para la distribucién del conjugado o el sustrato TMB.
critico. Los micropozos deben ser aspiradas
regar la solucién tampén o reactivos liquidos. Un
ra en baja precision y valores falsos de

4 disefiado para ser usado solamente con especimenes de suero
ditivos.
n espécimen no es utilizado inmediatamente, refrigérelo a 2-8°C. Si se
vé un periodo de almacenamiento mayor de tres dias, el espécimen
ebera ser congelado (-20°C). Evite la congelacién/descongelacion de la
muestra repetida de las muestras. Si un espécimen sera transportado,
empaquelo segun los reglamentos Federales pertenecientes al transporte de
agentes etiolégicos
Los especimenes con precipitados pueden producir resultados no
consistentes. Clarifique tales especimenes por medio de la centrifugacion
antes de realizar el ensayo.
No utilice especimenes de suero o plasma que muestren alto grado de
lipemia, hemdlisis, o turbidez. No utilice especimenes que contengan azida
de sodio.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS ANTES DEL ENSAYO

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente (20-25°C).

Preparacion de la solucion de trabajo de Enjuague Tampén:

Si se observan precipitados, aumente la temperatura de la solucién tampén
(concentrado 30X) hasta 37°C. Diluya el enjuague tampén 30X de la
siguiente manera:

Placa Agua DI | Enj 1e tampoén 30 X |Volumen final
Placa llena 580 mL 20 mL 600 mL
Media placa 290 mL 10 mL 300 mL
Cuarto de placa 145 mL 5 mL 150 mL

Agite cada reactivo antes de agregarlo a los pozos en la microplaca.
Determine el nimero de tiras necesarias para el ensayo y anote esa
informacién en la ficha u hoja de trabajo de ELISA. Se deberan correr
concentraciones estandar por duplicado para asegurar mayor exactitud.
Diluya aquellas muestras que contengan concentraciéon de TSH mayor que
40 plU/mL con una cantidad apropiada de estandar S1. Mezcle muy bien las
muestras diluidas antes de proceder con el ensayo.

PROCEDIMIENTO PARA EL ENSAYO

Tome el numero deseado de tiras y sujételas en el soporte de la microplaca.
Ponga las tiras no usadas en la bolsa resellable y selle la bolsa.

A cada micropozo, segun el plan de trabajo, agregue ya sea 50 pL de
soluciéon estandar TSH, solucién control, o solucién de espécimen del
paciente.

Agregue 50 pL de la solucion conjugada de HRP-anti-TSH a todos los
micropozos, pero no a los micropozos vacios.

Agite suavemente la microplaca por 30 segundos y después cubrala con un
sellador de microplaca.

Incuba las microplacas a 37°C por 60 minutos.

Cuidadosamente remueva la solucion de incubacion a un recipiente de
desecho. Llene cada micropozo con solucién de enjuague tampén y agite
suavemente por 20-30 segundos. Deseche la solucion de enjuague
completamente. Repita exactamente 4 veces mas. Después de completar el
ultimo enjuague, golpee suavemente la placa contra papel absorbente para
remover el liquido residual.

Agregue 100 pL de sustrato TMB a cada micropozo, incluyendo el micropozo
en blanco, y agite suavemente.

Incube a temperatura ambiente (20-25°C) en la obscuridad por 20 minutos.

Detenga la reaccion al agregar 100 pl de Solucion de Parada a cada pozo.
Mezcle suavemente por 30 segundos. Es importante asegurar que el
color azul cambie completamente a color Amarillo



Ajuste la longitud de de onda del lector de microplacas a 450 nm y determine
la absorbancia (DO) de cada pozo comparando cada uno contra la
absorbancia del pozo vacio. Todas estas mediciones deberan completarse
dentro de los 15 minutes después de detener la reaccién con Solucion de
Parada. Un filtro de longitud de onda de 620-690 nm se puede usar como
referencia para optimizar los resultados del ensayo.

CALCULO DE RESULTADOS

Calcule el valor promedio de la absorbancia (Assoe20-690) Para cada juego de
soluciones estandar. En caso de haber usado un blanco, reste el valor de la
absorbancia del pozo vacio del valor promedio de la absorbancia del juego
de soluciones estandar.

Usando papel cuadriculado, construya una curva estandar al graficar el valor
promedio (o promedio menos el blanco) para cada uno de las soluciones
estandar contra su concentracion respectiva, poniendo los valores de
absorbancia en el eje Y vertical y las concentraciones en el eje X horizontal.
Utilice el valor de absorbancia (o su valor menos el blanco) para cada
muestra para determinar la concentracién correspondiente de TSH en
unidades de plU/ml, basandose en la curva estandar. En forma alternativa,
puede calcularse la concentracion de TSH utilizando el menu del software.
Aquellos valores obtenidos a partir de una muestra diluida tendran que ser
corregidos al aplicar el factor de dilucién en el célculo.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Abajo se muestran resultados de una curva estandar tipica:

TSH (WUlmL) | _A450/620-690 4
0.0 0.012 3 _a
05 0.077
2.0 0.286 2 -
5.0 0.665
10 1.233 14
20 2.163 0
40 3.175 0 20 0 60
VALOR NORMAL ESPERADO

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango de valores
normales basandose en un muestreo representativo de la poblacién local.
Los valores presentados abajo para TSH se deben utilizar solamente como
una guia inicial:

P Promedio TSH 5
Classification Numero ) Rango
Normal 231 1.50 0.45-4.12
Hipotiroidismo 16 11.20 >5.0
Hipertiroidismo 3 0.12 <0.2

DESEMPENO

Sensibilidad de deteccién
La sensibilidad analitica se define como la concentracion correspondiente a
la media de 20 repeticiones del estandar S1. El resultado se presenta como
promedio de la sensibilidad de 3 lotes al 95% de nivel de confianza: 0.035 +
0.012 pUl/mL.

Especificidad Analitica
La especificidad del método para TSH fue determinada al afadir
concentraciones altas de hCG, FSH, y LH en dos muestras mezcladas de
suero humano. Cada una de las muestras enriquecidas con estos
compuestos fue comparada con una muestra no adulterada. Los resi
no mostraron reactividad cruzada con hCG, FSH, y LH
concentraciones probadas.

Sustancia Relacion de reactividad
cruzada
hTSH 1.00
hCG <1x107
FSH <1x10°
LH <1x10° L
Exactitud

En un total de 156 especimenes, los niveles de TSF@Rron determinados por
el método Roche E601TSH Chemiluminescent Imm&gpassay and Prueba
ELISA RecombilISA TSH. Los resultados se presentan como el promedio de
los resultados de 3 grupos con un 95% de intervalo de confianza.

Analisis de Regresion . vz
— A
Pendiente [ Interseccion e '
0.991 + 0.09 | 0.122 + 0.122 0.986 + 0.004

4. Precisién
a. La precision intra-ensayo fue determinada al realizar un analisis con 20
repeticiones provenientes de tres grupos de pacientes.
Promedio o
Panel N (uUlimL) DE %CV
Bajo 20 0.597 0.034 5.8
Medio 20 4.817 0.418 8.7
Alto 20 19.747 1.538 7.8
b. La precision inter-ensayo fue determinada al realizar andlisis por duplicado

de tres grupos de pacientes en 10 corridas separadas, utilizando una curva
estandar nueva para cada corrida. Un resumen de los resultados se presenta
en la tabla siguiente:

umero de Promedio o
A Pruebas (ulU/mL) 21 Sy
Baio 10 0.397 0.035 8.9
Medio 10 4.800 0.367 7.6
Alto 10 31.118 2.005 6.4

5. Efecto Gancho

No se observé Efecto Gancho a concentraciones de TSH de hasta
8,000 plU/mL.

6. Interferencia
Sustancias comunes (como analgésicos, antipiréticos, y compoyg
sangre) podrian afectar el rendimiento del Prueba ELISA Recol
Esto fue estudiado mediante la adicion de estas
agrupaciones de suero humano categorizadas como
nivel de TSH, respectivamente. Los resultados del
concentraciones ensayadas, las sustancias estudi
desempefio del Prueba ELISA RecombilISA TS]

Lista de sustancias potencialmente entraciones

ensayadas:

1. Acetominofeno 1324 uM 15 uM

2. Eritromicina 81.6 uM 2 g/dL
3. Verapamil 4.4 uM 20 mg/dL
4. T3 100 ng/mL 52.5 ng/mL
5 T4 100 u 215 Ul/mL

ede usar un control que contenga azido
ado para este fin deberd ser ensayado
0 de valores promedio y rangos aceptables
o del kit. Este kit no incluye controles de suero.

IMITACIONES DEL ENSAYO

Ensayo y la Interpretacion de los Resultados deberan ser
hamente al analizar los niveles de TSH en especimenes de

erarse resultados inexactos.

ueba ELISA RecombilLISA TSH se limita a la deteccién cuantitativa de

suero o plasma humano.

El ensayo para TSH no puede ser usado para detector una enfermedad

pituitaria y/o hipotalamica, ya que es posible que no pueda distinguir entre

isoformas normales y anormales de TSH presentes en estas enfermedades.

4] Otras enfermedades no-tiroideas también pueden cambiar el metabolismo
hormonal de la tiroides y la funcién hipotalamicaltiroidea, resultando en
menor o mayor niveles de TSH.

5. El diagnoéstico exacto de la funcién tiroidea depende de la determinacion de
la hormona estimulante de la tiroides (TSH), tiroxina libre (fT4), triyodotironina
libre (fT3), receptor anticuerpo anti-TSH, y una evaluacién de la historia
clinica del paciente. La determinacién sola de TSH no puede ser usada para
pronosticar el desarrollo clinico del paciente.

6. Cualquier interpretaciéon o uso de este ensayo debera depender también de
otros hallazgos clinicos ademas de la opinién profesional de proveedores de
salud.
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