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TIROXINA LIBRE (T4 LIBRE)
ENZIMO INMUNOENSAYO KIT DE PRUEBA

Inmuno ensayo enzimdtico para la determinacion
cuantitativa
Medicion de tiroxina libre (T4L) en humanos.
Suero.

(Solo para uso de diagnéstico in-vitro)

Intencién de uso
Para la medicion cuantitativa de la tiroxina libre
(T4L) en el suero humano.

Introduccién

La Tiroxina, la hormona tiroidea principal, circula en
la sangre casi completamente unidos a proteinas
transportadoras. El soporte principal es globulina
fijadora de tiroxina (TBG). Sin embargo, sélo la
parte libre (no unida) de la tiroxina es el
responsable de la accién biolégica. Ademas, las
concentraciones de las proteinas transportadoras
se alteran en muchos cuadros clinicos, tales como
el embarazo. En la funcion tiroidea normal, como
las concentraciones de las proteinas
transportadoras alteran, el de nivel de tiroxina total
cambia, asi la concentracion de tiroxina libre se
mantiene constante. Por lo tanto, la medicidon de las
concentraciones de tiroxina libre se correlaciona

mejor con el estado clinico de los niveles de tiroxina
total.

Por ejemplo, el aumento de la tiroxina total
asociada con el embarazo, los anticonceptivos
orales y la terapia con estrégenos ocasionalmente
alteran los niveles de T4 sobre el limite normal
mientras que la concentracion de tiroxina libre
permanece en su rango normal de referencia. El
enmascaramiento de la funcién tiroidea anormal
también puede ocurrir tanto en condiciones de
hiper e hipotiroidismo por alteraciones en la
concentracion de TBG. La T4 total puede ser
elevada o disminuida cambios por cambios de TBG
como los niveles normales de referencia de
resultado. Nuevamente, la concentraciéon de
tiroxina libre por lo general revela el estado clinico
del paciente real.

Principio de la Prueba

En este ensayo de T4 libre, una cierta cantidad de
analégico T4 esta revestida en pocillos de
microtitulacién y un anticuerpo monoclonal de
ratén anti-T4 anticuerpo conjugado con rabano
picante.

Durante la incubacién analédgica T4 en pocillos de
microtitulacién y la presencia de T4 libre en la
muestra, el estandar compite para al anti-T4
anticuerpo monoclonal-peroxidasa de rabano
conjugada. Después de 60 minutos de incubacion a
37° C, los pocillos deben lavarse 5 veces por el
buffer de lavado para eliminar anti-T4-anticuerpo

conjugado no consolidado. Solucidén de sustrato y la
solucion de cromdgeno se afiade y se incuba
durante 20 minutos, resultando en el desarrollo de
color azul. El desarrollo del color se detiene con la
adicion de solucidon de stop, y la absorbancia se
mide espectrofotométricamente a 450 nm. La
intensidad del color desarrollado es inversamente
proporcional, dentro del rango de trabajo de la
prueba, a la concentracion de T4 libre en la
muestra. La concentracién de T4 libre en una
muestra de pacientes o el control se determina por
interpolacion de la curva estandar.

Almacenamiento de los kits de Prueba e

Instrumentacion

1. Kits de prueba sin abrir deben ser almacenados
a 2-8°C a su recepciéon y la placa de
microtitulacidn debe mantenerse en una bolsa
sellada con desecantes para minimizar la
exposicién al aire humedo. El kit de prueba
puede utilizarse antes de la fecha de
vencimiento (un afio desde la fecha de
fabricacion). Consulte la fecha de vencimiento
en la etiqueta del envase.

2. Kits de prueba ya abiertos se podran mantener
estable hasta la fecha de expiracion indicada,
siempre que se almacene como se ha indicado
anteriormente.

3. Un lector de placas de microtitulacion con un
ancho de banda de 10nm o menos, y una
densidad O6ptica de 0-2 DO o mayor a la
longitud de onda de 450nm es aceptable para
su uso en la medicién de absorbancia.



Recogida y preparacion de la muestra

1.

La sangre debe extraerse utilizando técnicas
estandar de puncién venosa y el suero debe ser
separado de las células rojas de la sangre tan
pronto como sea posible. Evite
extremadamente hemoliticos, las muestras

lipémicas o turbias.

Muestras de plasma recogidas en tubos con
EDTA, heparina u oxalato pueden interferir con
los procedimientos de prueba y deben ser
evitado.

Las muestras deben ser protegidas y se pueden
almacenar hasta 48 horas a 2-8°C, antes del
ensayo. Las muestras a conservar por mas
tiempo se pueden congelar a -20°C. Muestras
descongeladas se deben mezclar antes de la
prueba.

No use muestras que han permanecido a
temperatura ambiente durante mas de 8 horas.

Materiales y componentes
Materiales proporcionados en este kit:

1. T4 analdgico-recubierto 96 pocillos de
placas de microtitulacién.

2. T4-anticuerpo conjugado enzimatico, 11 ml.

3. Configuracion T4 libre estandar de

referencia, contiene: O, 5.0, 10, 25,50y

100 pmol / L. liquido, listo para usar.

Solucién de sustrato, 7,5 ml.

Solucién de cromégeno, 7,5 ml.

Solucién de stop, 7,5 ml

Solucién de lavado concentrado, 25 ml

(40X).

Nowus

Materiales requeridos pero no proporcionados:

1. Agua destilada.

Pipetas de precision: 0.05ml, 0.2ml.
Tips de pipetas desechables.

Lector de pocillos de microtitulacion.
Mezclador Vortex o equivalente.
Papel absorbente.

Papel grafico.
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Preparacién de reactivos

Todos los reactivos deben alcanzar una
temperatura ambiente (18-25°C) antes de su
uso.

Para preparar la solucidn de lavado: agregar 25
ml de solucién de lavado concentrado en 975ml
de agua destilada, y mezcle bien. El
concentrado de solucién de lavado es estable a
temperatura ambiente por lo menos durante
una semana.

Conservar a 2-8°C hasta la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta. Una vez abiertos los
reactivos son estables durante 2 meses y se
pueden congelar a -20°C para el
almacenamiento a largo plazo.

Procedimiento del ensayo

1. Asegure el nimero deseado de pocillos
recubiertos en el soporte. Haga una
hoja de datos con identificacion de la
muestra.

2. Dispense 50ul de las normas de T4
libre, muestras y controles en los
pocillos apropiados.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Dispense 10ul de reactivo de conjugado
de enzima en cada pocillo.

Mezclar bien 30 segundos.

Es muy importante tener una mezcla
completa este paso.

Se incuba a 37°C durante 60 minutos.
Retire la mezcla de incubacidn
accionando el contenido de la placa en
un recipiente de residuos.

Enjuague y sacuda los pocillos de
microtitulacién 5 veces con solucién de
lavado.

Escurra los pocillos enérgicamente
sobre papel absorbente para eliminar
todas las gotas de agua residual.
Dispense  50ul de solucién de
cromoégeno en cada pocillo. Mezclar
suavemente durante 5 segundos.
Dispense 50ul de solucion de sustrato
en cada pocillo. Mezclar suavemente
durante 5 segundos.

Incube a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 20 minutos sin
agitacion.

Detener la reaccion afiadiendo 50ul de
solucion de stop a cada pocillo.

Mezclar suavemente 15 segundos.

Es muy importante asegurarse de que
el color azul cambie a color amarillo
por completo.

Leer la densidad dptica (DO) a 450nm
con un lector de microtitulaciéon y 15
minutos.



Nota importante:

1. El procedimiento de lavado es critico. Un
lavado insuficiente producirda una mala
precision.

2. Serecomienda que no se utilicen mas de 32
pocillos para cada ensayo, si utiliza pipeteo
manual, complete el pipeteo de todas las
normas, muestras y controles dentro de 5
minutos. Un plato lleno de 96 pocillos
puede ser utilizado si el pipeteo
automatizado estd disponible.

3. Se recomienda la duplicaciéon de todos los
estdndares y las muestras, aunque no es
obligatorio.

Calculo de los resultados

1.

Calcular el promedio de los valores de
absorbancia (A450) para cada set de normas de
referencia, controles y muestras.
Recomendamos el uso de software adecuado
para calcular los resultados. Si el software no
estd disponible, construya una curva estandar
trazando la absorbancia media obtenida para
cada estdndar de referencia contra su
concentracidon en ng/ml en papel grafico lineal,
con la absorbancia en el eje vertical (Y) y la
concentracién en el eje horizontal (x).

Recomendamos el uso de software adecuado
para calcular los resultados. Si el software no
estd disponible, la construccion de una curva
estandar al trazar la absorbancia media
obtenida para cada estdndar de referencia
contra su concentracion en ng / ml el papel de
grafico lineal, con la absorbancia en el eje
vertical (Y) y la concentracién en el eje
horizontal (x) el eje.

Valores esperados

Cada laboratorio debe establecer sus propios
rangos normales sobre la base de la poblacién de
pacientes.

Limitaciones

No utilizar EDTA vy citrato de sodio como
anticoagulante al inhibir la reaccién
enzimatica.

Como con todos los inmunoensayos, los
resultados de esta prueba puede ser
influenciados por factores presentes en las
muestras de algunos pacientes. Los
reactivos de este ensayo han sido
formulados para minimizar la interferencia
de anticuerpos heterdfilos y de la proteina
de unidon no especifica. Sin embargo, al
igual que con otros métodos de
inmunoensayo de dos sitios, los resultados
individuales de la muestra pueden verse
afectados.

Para el diagnéstico, los resultados
obtenidos con esta prueba se deben utilizar
siempre en combinacién con el examen
clinico, la historia médica del paciente, y
otros hallazgos.

Las instrucciones del procedimiento se
deben seguir exactamente, cualquier
modificacion del procedimiento puede
cambiar los resultados.

El uso de reactivos, material desechable o
piezas de recambio que no sean los
suministrados por un distribuidor
autorizado pueden producir resultados
incorrectos.
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