PATHOZYME® TOTAL TRIIODOTHYRONINE

Immunoenzymatyczny test (EIA) do oznaczania catkowitej
trijodotyroniny (T3) w ludzkiej surowicy. o
Przechowywac¢ w temp. 2°C - 8°C. NIE ZAMRAZAC.

Do diagnostyki “in vitro”.
WPROWADZENIE

Trijodotyronina i tyroksyna nalezg do dwoch aktywnych hormonow
obecnych w krazacej krwi. Okoto 20% krazacego T3 pochodzi z
bezposredniej syntezy i sekrecji z tarczycy, podczas gdy 80%
powstaje w wyniku oddejodowania T4 w tkankach obwodowych. T3
jest transportowane krwig obwodowa gdzie przede wszystkim ulega
przytaczeniu do nosnikéw biatkowych, gtéwnie do globuliny wiazacej
tyroksyne (TBG), prealbuminy (TBPA) i albuminy. Tylko okoto 0,3%
catkowitej T3 jest niezwigzane i swobodnie dyfunduje do tkanek gdzie
wykazuje dziatanie biologiczne. T3 ma zasadnicze oddziatywanie na
szybkos¢ zuzywania tlenu i wytwarzania ciepta prawie we szystkich
tkankach. Hormon ten odgrywa réwniez decydujacq role w czasie
wazrostu, rozwoju i dojrzewaniu ptciowym ssakow.

Catkowite T3 jest parametrem wykorzystywanym przy réznicowaniu i
klinicznym  diagnozowaniu choréb tarczycy, szczegélnie w
nadczynnosci tarczycy. U wigkszosci pacjentéw z nadczynnoscia
tarczycy obserwuje sie wzrost stezenia hormonéw T3 i T4. Chociaz u
okoto 5-10% przypadkéw z nadczynnoscig tarczycy wystepuje wzrost
stezenia T3 z towarzyszacym prawidlowym stezeniem T4, ktdre
okreslane jest jako T3-tyreotoksykoza. Te Kkliniczne badania sag
niezbedne aby okresli¢, czy poziom T3 jest prawidiowy, przed
wykluczeniem nadczynnosci tarczycy. Poziom T3 surowicy jest
réwniez doskonatym wskaznikiem zdolnosci tarczycy na odpowiedz
testami stymulacii i supresji.

Immunoenzymatyczny test PATHOZYME T3 dostarcza szybkiej,
czutej metody do pomiaru T3 w surowicy przy uzyciu przeciwciat T3 i
znakowanego koniugatu.

PRZEZNACZENIE

PATHOZYME T3 jest testem, w ktérym wykorzystano metode

immunoenzymatyczng ~ (EIA) do ilosciowego oznaczania
trijodotyroniny (T3) w ludzkiej surowicy.
Do uzytku w laboratorium.
ZASADA
Kubeczki mikroplytki optaszczone sa kozimi anty-mysimi IgG

przeciwciatami. Do testu nalezy uzy¢ surowicy wraz z odczynnikiem
zawierajgcym przeciwciata. T3 obecne w badanej surowicy
wspdizawodniczy o miejsce wigzace na fazie statej po dodaniu
koniugatu enzymatycznego. Po inkubacji kubeczki sa ptukane woda,
w celu usunigcia nie zwigzanego T3 lub nadmiaru koniugatu. Dodanie
substratu (TMB) inicjuje reakcje barwna, ktéra pojawia sig tylko w
tych kubeczkach, w ktérych obecny jest zwigzany koniugat

enzymatyczny, wskazujacy na brak T3 w badanej prébce.
Zatrzymanie reakcji enzymatycznej nastgpuje po dodaniu
rozcienczonego kwasu siarkowego, a pomiar absorbancji

dokonywany jest przy diugosci fali 450 nm.
Test wykalibrowano wzgledem wewnetrznego standardu. Nie ma
miedzynarodowego wzorca dla tego testu.

SKLAD ZESTAWU
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12 Bwells x 1
Dzielona mikroptytka z kubeczkami
Optaszczonymi specyficznymi przeciwciatami,
umieszczona w foliowej torebce ze $rodkiem
pochfaniajacym wilgo¢.

Ca_| A 0ng /ml ]
Standard referencyjny: ludzka surowica
pozbawiona T3. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Cal [ B | 0.75ng /ml
Standard referencyjny: T3 rozpuszczone w ludzkiej
surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Cal [ C ] 1.5ng /ml |
Standard referencyjny: T3 rozpuszczone w ludzkiej
surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Cal [ D ] 3.0ng/ml |
Standard referencyjny: T3 rozpuszczone w ludzkiej
surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Ca_ | E 6.0 ng /ml |
Standard referencyjny: T3 rozpuszczone w ludzkiej
surowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Cal 10ng/ ml |
Standard referencyjny: T3 rozpuszczone w ludzkiej

urowicy. Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)

Washbuf 20X
Koncentart buforu myjacego: buforowany roztwor
Tris zawierajacy detergenty. (Bezbarwny)

REAG
Mysie anty-T3 przeciwciata.
Gotowe do uzycia. (Rézowy)

Conj X 1.3ml
T3 HRP koncentart koniugatu: koniugat T3

nakowany peroksydaza chrzanowa, (Bezbarwny)

DIL Conj
Rozcieniczalnik koniugatu: buforowany roztwér
fosforanowy zawierajacy stabilizatory biatkowe.
Roztwor roboczy. ( Zielony )

Subs TMB
Roztwor substartu: 3,3, 5,5’ tetrametylobenzydyna
w buforze octanowym.

Gotowy do uzycia.(Bezbarwny)

Soln_ [ Stop | HCI [ 1M |
Odczynnik zatrzymujacy reakgje: kwas solny
rozciefczony w oczyszczonej wodzie.

Gotowy do uzycia. (Bezbarwny)
Instrukcja i druk protokotu.
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MATERIALY WYMAGANE DO WYKONANIA OZNACZENIA, NIE
ZALACZONE DO ZESTAWU

Pipety:100pl, 200ul, 1000y i 5000yl
Konicéwki do pipet.

Papier absorbcyjny.

Czytnik mikroptytek z filtrem 450 nm.
Papier milimetrowy.

Doktadnie umyte szkio laboratoryjne.

SRODKI OSTROZNOSCI

Zestaw PATHOZYME T3 zawiera materiat pochodzenia ludzkiego.
Wykonano badania na obecno$¢ przeciwciat HCV, HIV i Il — wynik
negatywny oraz HBsAg zgodnie z zatwierdzonymi przez FDA
procedurami. Poniewaz zadne znane procedury nie dajg catkowitej
pewnosci, iz pozyskany materiat pochodzenia ludzkiego nie zawiera
innych czynnikéw zakaznych, produkt nalezy traktowa¢ jako
potencjalnie zakazny i zaleca sig¢ obchodzi¢ z nim ze szczegolng
ostroznoscig i uwaga. Zaleca sie roéwniez zachowanie $rodkow
ostroznosci przy wykonywaniu oznaczenia traktujgc wszystkie
odczynniki jako potencjalnie zakazne. Nie spozywac.

Zestaw PATHOZYME T3 nie zawiera substancji niebezpiecznych
sklasyfikowanych przez aktualne, brytyjskie regulacje dotyczace

substancji chemicznych. Jednakze zaleca si¢ aby wszystkie
odczynniki traktowa¢ jako potencjalny materiat niebezpieczny.
Wszystkie ~ zalecenia musza by¢ zgodne z  lokalnymi

rozporzadzeniami.

Zestaw PATHOZYME T3 zawiera rozcienczony kwas solny jako
odczynnik zatrzymujacy reakcje — $rodek zracy. Uzywac z
zachowaniem $rodkéw ostroznosci. W przypadku kontaktu sptukac
obficie woda..

Odczynniki wchodzace w sktad zestawu PATHOZYME T3 zawierajg
1% Proclin™ 300* jako konserwant, ktéry moze byé s$rodkiem
toksycznym jesli zostanie spozyty. W przypadku kontaktu sptukac
obficie woda i uda¢ sige po pomoc medyczna.

*Proclin™ 300 jest chroniony znakiem towarowym firmy ROHM &
HAAS Limited.

PRZECHOWYWANIE
Odczynniki musza byé przechowywane w temperaturze 2°C - 8'C.

Test bedzie speiniat standardy jakosci podane w specyfikacji do
korica daty waznosci, ktdra jest podana na zestawie i poszczegéinych
sktadnikach. Data waznosci to ostatni dzien miesigca podany na
buteleczce i etykiecie zestawu. Nie uzywaé odczynnikéw
przeterminowanych.

Nie poddawa¢ odczynnikéw dziataniu zbyt wysokiej temperatury.
Unika¢ wystawiania na bezposrednie dziatanie $wiatta stonecznego.

NIE ZAMRAZAC ODCZYNNIKOW -
nieodwracalny rozkfad.

zamrozenie powoduje

PRZYGOTOWANIE | PRZECHOWYWANIE PROBKI

Pobra¢ prébke krwi zylnej, odstawi¢ do wykrzepnigcia i oddzielenia
surowicy. Odwirowa¢ wykrzepiong krew i odciagnac surowice. Zaleca
sig uzywac $wiezq surowice.

Nie uzywa¢ do badania prébek zhemolizowanych, metnych lub
lipemicznych, powyzsze moze fatszowaé wyniki.

Prébki moga by¢ przechowywane do 48 godzin w temperaturze 2°C -
8°C. W przypadku diuzszego przechowywania, probke zamrozi¢ w
temp. - 20°C (mozliwos¢ przechowywania do 1 roku). Rozmrozong
prébke wymiesza¢ przed wykonaniem oznaczenia.

Nie uzywa¢ azydku sodowego jako konserwantu, moze hamowac
aktywno$¢ enzymu peroksydazy.

Unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania prébek, powyzsze
moze fatszowac wyniki.

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Przed uzyciem wszystkie odczynniki doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej (20 C - 25°C) i delikatnie wymieszaé. Unikaé spienienia.

Koniugat: Rozcienczy¢ koncentrat koniugatu poprzez zmieszanie 1
czeséci  koncentratu koniugatu z 10 czeéciami rozcienczalnika
koniugatu. Np. Doda¢ 0,1 ml koncentratu koniugatu do 1,0 ml
rozcienczalnika koniugatu. Powyzsze wykona¢ 20 minut przed
rozpoczgciem oznaczenia. Upewni¢ sig, ze rozcienczony koniugat ma
temperature pokojowa. Unikac spienienia. Zuzy¢ w ciagu 24 godzin.

Przygotowac tylko wystarczajacq ilo$¢ roboczego roztworu koniugatu,
ktéra jest wymagana do wykonania oznaczenia w danym dniu. Np. na
2 paski po 8 kubeczkéw wymagane jest rozciericzenie 160 pl
koncentartu koniugatu w 1,6 ml rozcienczalnika.

Bufor myjacy: Rozcieficzy¢ koncentrat buforu myjacego poprzez
zmieszanie 1 czgsci koncentratu z 19 czesciami wody destylowanej.
Na kazde 8 kubeczkéw przygotowa¢ 25 ml rozciefnczonego buforu
myjacego, tj. zmiesza¢ 1,25 ml koncentratu buforu z 23,75 ml wody
destylowanej. Do kazdej serii badan przygotowa¢ $wiezy bufor
myjacy. Dodatkowa objeto$¢ buforu myjacego jest niezbedna do
wstepnego przemycia automatycznej ptuczki.

Ptukanie jest punktem krytycznym procedury wptywajacym na wyniki.
Niedoktadne ptukanie wptywa na uzyskanie wynikéw o niskiej precyzji
i falszywie zawyzone odczyty absorbancji.
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OGRANICZENIA

Test jest niewazny jezeli do badania uzyto innego materiatu niz surowica. Zadna modyfikacja procedury nie
jest dozwolona. Interpretacja uzyskanych wynikéw powinna by¢ przeprowadzona w oparciu o wywiad
lekarski. Diagnoza nie moze by¢ oparta wylacznie o jedno badanie kliniczne.

PROCEDURA
1. Przed wykonaniem oznaczenia wszystkie odczynniki i prébki badane doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej (20 C - 25°C).
2. Do kazdej serii badan nalezy nastawi¢ nowa krzywa kalibracyjna. Umiesci¢ odpowiednig ilo$¢

kubeczkéw w ramce mikroplytki. Zanotowa¢ pozycje standardéw i probek badanych na druku

protokotu zataczonym do zestawu.

Nie uzywane kubeczki umiesci¢ w szczelnie zamknigtej foliowej torebce ze $rodkiem

pochtaniajacym wilgo¢ i ponownie wiozy¢ do lodéwki (2°C —8°C).

Do odpowiednich kubeczkéw odpipetowaé po 50ul standardéw i probek badanych.

Do kazdego kubeczka doda¢ po 50l odczynnika z przeciwciatami.

Miesza¢ delikatnie przez 30 sekund. Ten etap jest wazny dla procedury.

Do kazdego kubeczka doda¢ po 100pl roboczego roztworu koniugatu. Miesza¢ delikatnie przez 30

sekund.

Inkubowac 60 minut w temperaturze pokojowej (20°C - 25°C).

Po zakonczeniu inkubacji wyla¢ zawarto$¢ z kubeczkéw do pojemnika na odpady. Osuszy¢

kubeczki ktadac je do géry dnem na papierze absorbcyjnym. Upewni¢ sig czy w pojemniku na

zlewki znajduje sig odpowiedni $rodek odkazajacy.

10. Reczne plukanie: Napetni¢ kubeczki buforem myjacym, do kazdego kubeczka nala¢ minimum 300p!
buforu. Wytrzasna¢ zawarto$¢ z kubeczkéw do pojemnika na odpady. Osuszy¢ kubeczki ktadac je
do géry dnem na papierze absorbcyjnym. Przemyé puste kubeczki 5-krotnie buforem.
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11. Energicznie uderza¢ kubeczkami na papierze absorbcyjnym lub papierowym reczniku, tak aby
usunaé resztki wody.
12. Ptukanie przy uzyciu ptuczki automatycznej: upewni¢ sig, ze ptuczka dozuje 300ul ptynu na kazdy

kubeczek oraz czy do pojemnika na zlewki zostat dodany odpowiedni $rodek odkazajacy. Przemyé
puste kubeczki 5-krotnie buforem myjacym. Po zakoriczeniu ptukania usuna¢ resztki ptynu poprzez
energiczne uderzanie kubeczkami na papierze absorbcyjnym lub papierowym reczniku.

13. Do wszystkich kubeczkéw doda¢ po 100 pl roztworu substratu i delikatnie miesza¢ przez 5 sekund.

14. Inkubowac 20 minut w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (20'C - 25°C).

15. Zatrzymac¢ reakcje przez dodanie do kazdego kubeczka po 100ul odczynnika zatrzymujacego
reakcje.

16. Delikatnie miesza¢ przez 30 sekund. Upewni¢ sie, ze barwa niebieska catkowicie ulegta zmianie na
barwe z6ita.

17. Natychmiast odczyta¢ wartosci absorbancji (w czasie nie diuzszym niz 10 minut) na czytniku

mikroptytek przy diugosci fali 450 nm.
WYKRYWANIE | USUWANIE BLEDOW
Test jest przeznaczony do uzycia przez laboranta z minimum do$wiadczenia analitycznego.
Nie uzywac roztozonych lub zanieczyszczonych odczynnikéw .

Do pipetowania surowic uzywa¢ jednorazowych koricéwek w celu unikniecia wzajemnego zanieczyszczenia
prébek.

Zalecane jest nastawianie kalibratorow i prébek badanych w dubletach, chociaz nie koniecznie wymagane.

Prébki badane i kalibratory powinny by¢ pipetowane z zachowaniem jednakowych warunkéw
przeprowadzenia analizy.

Zaleca sig nastawianie jednorazowo nie wiecej niz 32 kubeczkéw w przypadku reczego pipetowania,
pipetowanie standardéw i prébek badanych powinno byé zakoriczone w ciggu 3 minut. Nastawienie catej
mikroptytki (96 kubeczkéw) jest mozliwe w przypadku automatycznego pipetowania.

Po uzyciu kazdego odczynnika natychmiast zamkna¢ buteleczke odpowiedniag nakretka.

Unikac wielokrotnego pipetowania (wielokrotnego otwierania) odczynnikéw pobranych z magazynu — moze
to by¢ przyczyna ich zanieczyszczenia.

Nie miesza¢ odczynnikéw lub optaszczonych kubeczkéw mikroptytki z réznych zestawéw. Zachowaé
szczegdlng uwage aby nie dotykac $cian kubeczkéw w trakcie ich rozdzielania.

Nie dopusci¢ aby odczynniki podczas pipetowania sptywaty po $ciankach kubeczkéw. Przed wykonaniem
oznaczenia przenies¢ wszystkie odczynniki do temperatury pokojowej (20 C - 25°C). Delikatnie wymiesza¢
wszystkie odczynniki poprzez delikatne odwracanie lub obracanie.

Raz rozpoczeta procedura powinna by¢ kontynuowana tak, aby podczas wykonywania oznaczenia kubeczki
nie zostaty wysuszone.

Nie zanieczyszczac roztworu substratu, moze to spowodowac, ze caly zestaw nie bedzie aktywny.

Sprawdzi¢ precyzje i doktadnos¢ sprzetu laboratoryjnego uzywanego podczas procedury wykonania
oznaczenia tak, aby by¢ pewnym odtwarzalno$ci wynikéw.

Nie uzywane paski, przed ponownym wiozeniem do lodowki (temp. 2°C - 8°C), powinny byé szczelnie
zamknigte (zamkniecie typu zip-lock) w foliowej torebce ze $rodkiem pochtaniajacym wilgo¢

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ $rednig warto$¢ absorbancji (Asso) dla kazdego kalibratora i probek badanych. Wykresli¢ krzywa
kalibracyjna na papierze milimetrowym odktadajac na osi X: stezenia poszczegdlnych kalibratorow
wyrazone w jednostkach ng/ml, a na osi Y: odpowiadajace im wartosci absorbancji. Z wykresu krzywej
kalibracyjnej odczyta¢ wartosci T3 w ng/ml dla prébek badanych. Do odczytu uzyé wyliczone wartosci
$rednie.

Jezeli wyniki kalibracyjna lub znanych prébek badanych nie dajg oczekiwanych wartosci test nalezy uznaé
za niewazny.

Jezeli do obliczen uzywamy aparatury z oprogramowaniem wéwczas krzywa kalibracyjng obliczy¢ w oparciu
o réwnanie poligonalne z ekstarpolacja krzywej.

WAROSCI OCZEKIWANE | CZULOSC

Wykreslona krzywa kalibracyjna powinna mie¢ ksztatt hiperboliczny odwrotnie proporcjonalny do
uzyskanych wartosci absorbancji w stosunku do odpowiednich stezen kalibratorow. Test mozna uzna¢ za
wazny jezeli warto$¢ absorbancji kalibratora A bedzie wigksza niz 1,5 , a wartos¢ kalibartora F jest mniejsza
niz 0,75.

Zakres wartosci prawidiowych catkowitego T3 uzyskany w losowo wybranych surowicach pozyskanych z
laboratoridw klinicznych dziatajacych w lecznictwie otwartym wynosi 0,8 — 1,9 ng/ml.

Minimalne wykrywane testem PATHOZYME T3 stezenie catkowitego T3 wynosi 0,2 ng/ml.

OCENA WYNIKOW
Test kalibrowano wzgledem innych uznanych testéw konkurencyjnych oraz wzgledem wewnetrznych
standardow.

Wspdtczynnik zmiennosci testu PATHOZYME T3 jest mniejszy lub réwny 10%.

Do poréwnania testéw Omega Pathozyme Total T3 kit i Abbott AxSym Total T3 Kit uzyto prébek o
wartosciach trijodotyroniny pomiedzy 0,32 a 5,9 ng/ml i uzyskano nastepujace wyniki.

Liczba prébek badanych 67
Wspdtczynnik korelacji 0.906
Wartos¢ nachylenia krzywej 0.920
Punkt przeciecia z osig OY - 0.229
Wartos¢ $rednia testem Omega 1.24 ng/ml
Wartos¢ érednia testem Abbott 0.91 ng/ml

Do poréwnania testéw Omega Pathozyme Total T3 kit i Monobind Total T3 Kit uzyto prébek o wartosciach
trijodotyroniny pomiedzy 0.14 a 6.2 ng/ml i uzyskano nastepujace wyniki.

Liczba prébek badanych 80
Wspdtczynnik korelacji 0.993
Wartos¢ nachylenia krzywej 1.004
Punkt przeciecia z osig OY - 0.084
Wartos¢ $rednia testem Omega 1.21 ng/ml
Wartos¢ $rednia testem Monobind 1.13 ng/ml

W obu przypadkach testy wykazujq dobra korelacje.
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SKROCONA WERSJA WYKONANIA OZNACZENIA

1. Odpipetowa¢ po 50yl surowic badanych, standardéw i kontroli.

2. Do kazdego kubeczka odpipetowa¢ po 50l odczynnika z przeciwciatami i delikatnie miesza¢ przez
30 sekund.

3. Do kazdego kubeczka odpipetowa¢ po 100ul roboczego roztworu koniugatu i delikatnie miesza¢

przez 30 sekund.

4. Inkubowaé¢ 60 minut w temperaturze pokojowej (20°C - 25°C).

5. Wyla¢ zawartos¢ z kubeczkéw i przeptukaé 5-krotnie buforem ptuczacym.

6. Do kazdego kubeczka doda¢ 100ul roztworu substrau. Delikatnie miesza¢ przez 5 sekund.

7. Inkubowaé 20 minut w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej (20°C - 25°C).

8. Do kazdego kubeczka doda¢ po 100ul odczynnika zatrzymujacego reakcje i delikatnie miesza¢

przez 30 sekund.
9. Natychmiast odczyta¢ wartosci absorbancji (w czasie nie diuzszym niz 10 minut) przy uzyciu
czytnika ptytek przy dtugosci fali 450 nm.

8086 ISSUE 8 Revised July 2010
©0Omega Diagnostics Ltd., 2010. POLISH.

OMEGA DIAGNOSTICS LTD.
Omega House, Hillfoots Business Village
Alva, FK12 5DQ, Scotland, United Kingdom
odl@omegadiagnostics.co.uk
www.omegadiagnostics.com
AN 1SO 9001 & 13485 CERTIFIED COMPANY




