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Uso previsto

El SPOTCHECK®TSH Neonatal Screening Kit esta disefiado para la determinacion cuantitativa de las
concentraciones de hormona estimulante de la tiroides (TSH), en muestras de sangre neonatal que se
han recogido en papel de recoleccion de muestras aprobado para la deteccién en recién nacidos. Los
resultados se utilizan para evaluar a los recién nacidos en busca de hipotiroidismo congénito.

Resumen y explicacion de la prueba

El hipotiroidismo congeénito (HC) es uno de los trastornos metabdlicos mas comunes, que resulta en un
retraso mental permanente si no se detecta 0 no se trata, poco después del nacimiento. Se puede esperar
que los recién nacidos que fueron identificados y tratados por HC dentro de las dos semanas
posteriores al nacimiento, tengan un desarrollo cognitivo normal.t 2

Los programas de deteccion del trastorno se desarrollaron a principios de 1974 y ahora se establecieron
en Europa Occidental, América del Norte, Japdn y partes de Europa del Este, Asia, América del Sur y
Central. La Academia Estadounidense de Pediatria publico por primera vez recomendaciones para la
deteccion de HC en 1993.% Los avances en los métodos de deteccion y el conocimiento ampliado de la
fisiologia de las hormonas tiroideas han dado lugar a nuevas recomendaciones de la Academia en el
2006.2 En América del Norte, se examinan anualmente mas de cinco millones de recién nacidos, con
maés de 1.400 casos de hipotiroidismo detectados cada afio. La incidencia de hipotiroidismo varia entre
diferentes poblaciones y varia de 1 en 3000, a 1 en 4000. La incidencia de HC es mayor en hispanos y
menor en individuos negros. Las mujeres tienen una incidencia 2:1 mayor de HC que los varones. Se
ha observado una mayor frecuencia del trastorno de HC, en personas con sindrome de Down. 2

La hormona estimulante de la tiroides (TSH) es una glicoproteina derivada de la hipd6fisis, con un peso
molecular de aproximadamente 28 kDa. La TSH es producida por el l6bulo anterior de la glandula
pituitaria bajo el control de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que es secretada por el
hipotalamo. La TSH actla sobre la glandula tiroides para liberar las hormonas tiroideas triyodotironina
(T3) y tiroxina (T4). Con una funcidn tiroidea normal, el nivel de las hormonas tiroideas T3 y T4 esta
inversamente relacionado con las concentraciones de TSH y TRH en el torrente sanguineo, a través de
un mecanismo de retroalimentacion negativo. Como resultado de este mecanismo de retroalimentacion
negativo entre la glandula tiroides y la pituitaria, la TSH siempre esta elevada en casos de
hipotiroidismo primario y, a menudo, a niveles muy altos. Es por este motivo que la medicién de la
concentracion de TSH es una valiosa herramienta de diagndstico para la deteccion del hipotiroidismo. 3

Los niveles de hormona tiroidea (HT) del feto son bajos durante la primera mitad del embarazo. El
estado materno de las hormonas HT es totalmente responsable de la regulacion de la TH fetal,
transmitida a través de la placenta. 24 El eje hipotalamico — pituitario — tiroideo fetal se desarrolla
durante la segunda mitad de la gestacion y estd maduro al momento del nacimiento. Se produce un
aumento repentino de la concentracion de TSH al nacer y luego disminuye rapidamente durante los
primeros dias de vida y continlda disminuyendo mas lentamente hasta los niveles de adultos. Se
recomienda realizar un screening de HC idealmente, entre el segundo y el cuarto dia después del
nacimiento o en el momento del alta.?

Las muestras de sangre recolectadas antes de las 24 horas de edad, o en infantes de bajo peso al nacer o
en infantes enfermos pueden conducir a niveles elevados de TSH y, por lo tanto, a resultados falsos
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TH, por lo que la mayoria de los bebés pareceran normales al nacer. También se han notificado casos
de hipotiroidismo transitorio debido al hipotiroidismo materno y otras anomalias maternas. El
hipotiroidismo puede desarrollarse después del nacimiento y, en tales casos, se producira un resultado
de screening normal en el recién nacido.

Dado que se demostrd que la incidencia de hipotiroidismo y las concentraciones de TSH varian de
acuerdo con una variedad de factores (p. ej., datos demogréaficos, etnia, sexo y edad del infante, bajo
peso al nacer y nacimientos prematuros), es importante que en cada prueba de laboratorio de deteccion
neonatal se examine su poblacion de prueba y se determine su propio rango normal y valores de corte
teniendo en cuenta estos factores.®

Los algoritmos de screening varian entre los diferentes centros, desde la TSH inicial con confirmacién
a través de mediciones de T4, hasta el screening inicial de T4, con confirmacién a través de
mediciones de TSH, siendo ambas pruebas (T4 y TSH) realizadas simultdneamente.
Independientemente del método, los resultados positivos repetidos en un recién nacido deben ser
motivo de derivacion para pruebas de confirmacion adicionales.®

Principio del ensayo

El SPOTCHECK®TSH Neonatal Screening Kit es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA). Se ha inmovilizado un anticuerpo policlonal anti-alfa (humano) de cabra altamente
especifico, en cada pocillo de las microplacas de 96 pocillos proporcionadas. Para comenzar el ensayo,
se afaden a los pocillos recubiertos, los discos de muestra perforados a partir de patrones de manchas
de sangre entera seca, controles y muestras de recién nacidos. También se afiade un tampon de elucion.
La placa se incuba para eluir la TSH del disco de la muestra y permitir la captura de la TSH eluida por
el anticuerpo inmovilizado en los pocillos de la microplaca. Después de la incubacion, las placas se
lavan para eliminar los discos de muestra y el eluido.

A continuacion, se afade a los pocillos un segundo anticuerpo, un monoclonal anti-hTSH B especifico
que se conjugo con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP), y se incuba. La TSH eluida de la
muestra ya capturada por el anticuerpo unido a la microplaca es ahora también unida por el anticuerpo
monoclonal conjugado con enzima adicionado.Se forma un puente anticuerpo-TSH-anticuerpo, o
"sandwich”, que se une a la superficie de los pocillos de la microplaca. Cualquier complejo no unido se
elimina con los lavados posteriores de las placas.

La etapa final del ensayo es la deteccion de los complejos unidos a los micropocillos mediante la
adicién de un reactivo revelador de color. La porcion de enzima (HRP) del "sandwich™ unida reacciona
con el revelador de color, 3,3",5,5 - tetrametilbencidina (TMB) en presencia de perdxido de hidrégeno
(H202). El liquido TMB/H202 se convierte de incoloro a azul. El grado de cambio de color es
directamente proporcional a la cantidad de antigeno TSH que esta unido al pocillo. EI desarrollo del
color finaliza con la adicion de un reactivo de detencion del color.

Los resultados se miden con un lector de microplacas a una longitud de onda de 650 nm. La
absorbancia medida es directamente proporcional a la concentracién de TSH en la muestra. Se genera
una curva estandar trazando la absorbancia de luz de cada estandar frente a su concentracion conocida
de TSH. Las concentraciones de TSH en las muestras desconocidas se determinan por interpolacion de
esta curva estandar.
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Materiales suministrados

Cantidad por Kit

Nombre del reactivo / componente 96pocillos 480pocillos | 1920pocillos

Microplacas recubiertas 1 placa (tira 5 placas 20 placas
(Anti-hTSH de cabra) de pocillos) (s6lido) (s6lido)
Concentrado de conjugado enzimatico

(Anti-hTSH:HRP monocJIo?laI de ratén) 2 ml 6 mlL 25 mL

Diluyente de conjugado 20 mL 60 mL 250 mL
Concentrado de buffer de lavado (20X) 25 mL 50 mL 250 mL
Revelador de color * 20 mL 60 mL 250 mL
Reactivo stop 20 mL 60 mL 250 mL
Estandares y controles de analitos multiples 1 iUeqo 1 iUedo 4 iUedos
(TSH/T4/17-OHP) Jueg Jueg Jueg

*Este reactivo es sensible a la luz. Evite la exposicién prolongada a la luz.

Descripcion de los Reactivos

Microplaca recubierta (Anti-Alpha de cabra)

Microplacas de 96 pocillos recubiertas con anticuerpo policlonal anti-alfa de cabra. Las
microplacas estan empaquetadas en bolsas de aluminio con cierre zipper, y contienen un desecante.
Guarde las microplacas sin usar en las bolsas de aluminio con cierre zipper, con desecante.
Almacenamiento: Seco a 2 — 25°C.

Caducidad: consulte la fecha de caducidad impresa en la etiqueta.

Concentrado de conjugado enzimatico (Anti-hTSH:HRP monoclonal de raton)

Anticuerpo monoclonal anti-hTSH de raton conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP)
con un estabilizador enzimatico. El concentrado de conjugado enzimatico debe diluirse con
diluyente conjugado antes de su uso; consulte las “Instrucciones de preparacion de reactivos” a
continuacion.

Almacenamiento: 2 — 8°C.

Caducidad: consulte la fecha de caducidad impresa en la etiqueta.

Diluyente conjugado

Solucion de Buffer- Tris, suero bovino y conservantes. Diluyente de conjugado se utiliza para
diluir el concentrado de conjugado enzimatico antes de su uso.

Almacenamiento: 2 — 8°C.

Caducidad: consulte la fecha de caducidad impresa en la etiqueta.

Concentrado de Buffer de lavado (20X)

Una solucion concentrada de solucion salina tamponada con fosfato que contiene un agente
tensioactivo. El concentrado de buffer de lavado debe diluirse con agua desionizada o destilada
antes de su uso; consulte las “Instrucciones de preparacion de reactivos” a continuacion.
Almacenamiento: 2 — 25°C.

Caducidad: Concentrado: consulte la fecha de caducidad impresa en la etiqueta.

Buffer de lavado diluido: estable durante 1 mes almacenado a 2 — 25°C. , =, v A -
N Q% BN
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Revelador de color *

Una solucion incolora de 3,3°,5,5 -tetrametilbencidina en un solvente organico diluido con
buffer citrato y peréxido de hidrégeno. *Este reactivo es sensible a la luz. Almacenar en el
recipiente marrén original. Este reactivo debe permanecer incoloro; si se ha decolorado,
deséchelo.

Almacenamiento: 2 — 8°C. Protegido de la luz*.

Caducidad: consulte la fecha de caducidad impresa en la etiqueta.

Reactivo Stop

Una solucion diluida de fluoruro de sodio (NaF) y un colorante rojo.
Almacenamiento: 2 — 8°C.

Vencimiento: consulte la fecha de vencimiento impresa en la etiqueta.

Estandares y controles de analitos multiples

Los patrones y controles se preparan a partir de sangre humana total, ajustada a un hematocrito
del 55%. Los seis estandares contienen concentraciones de TSH agregada a aproximadamente
0, 10, 25, 50, 100 y 200 pUl/ mL de equivalente de suero. Cada tarjeta de control contiene
concentraciones bajas, medias y altas de TSH con valores objetivo cerca a 20, 40 y 80 pUI/mL
de suero equivalente. Los estandares y controles se manchan sobre papel de recoleccion de
muestras de sangre. Consulte la etiqueta para conocer las concentraciones exactas de los
estandares y rangos de los controles obtenidos en el laboratorio de control de calidad de
Astoria-Pacific. Los estandares estan referenciados a la Hormona Estimulante de Tiroides
Estandar Internacional de la OMS, humana, para Inmunoensayo. Cuando no esté en uso,
mantenga los estandares y controles sellados en una bolsa de aluminio con cierre zipper, con
desecante.

Almacenamiento: Seco, a 2 — 8°C 0 menos.

Caducidad: consulte la fecha de caducidad impresa en la etiqueta.

Las unidades estandar y de control se expresan en pUI/mL de suero equivalente. Los valores se
pueden convertir usando la siguiente formula:

2,2 pUl/mL de sangre = 1 uUI/mL de suero (al 55% de hematocrito)

Materiales necesarios pero no suministrados

1. Perforadora de orificios de 1/8-pulgada (3 mm) de didmetro (preparacion de la muestra)

2. Forceps o pinzas finas para recoger los discos con muestra perforados

3. Tubo desechable plastico y con tapon de rosca; volumen> 15 mL (preparacion de conjugado)

4. Pipeta serologica para dispensar volimenes de 10 mL (preparacion de buffer de lavado)

5. Pipetas de precisidn para dispensar con precision volimenes de 100 pL (adiciones de reactivos)

6. Pipetas multicanal para dispensar volimenes de 350 pL o un lavador de placas automatico (lavados
de placas)

7. Centrifuga de plataforma giratoria o agitador de placas (mezcla de reactivo de prueba y muestra)

8. Lector de microplacas capaz de leer a una longitud de onda de 650 nm

9. Cinta selladora adhesiva transparente o selladores de placas; cubiertas de microplacas reutilizables
de plastico sélido

P p -
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11. Agua desionizada o destilada

12. Microplacas de 96 pocillos de fondo redondo sin recubrimiento

13. Solucién salina (NaCl al 0,85%).

14. Pipeta multicanal con puntas desechables para transferir con precisién 50 uL de eluido.
15. Dispositivo de aspiracion capaz de extraer discos de las placas recubiertas

Recoleccion, entrega y almacenamiento, y preparacion de muestras para su uso
Recoleccion de muestras

Para garantizar la integridad de los datos obtenidos del ensayo, es fundamental que las muestras de
recién nacidos enviadas para la prueba se recolecten y preparen correctamente.

Consulte la publicacion de CLSI, "Recoleccién de sangre en papel de filtro para programas de
deteccion neonatal”, para obtener una descripcién completa de las técnicas apropiadas de recoleccion
de sangre.®

El uso de muestras insatisfactorias por parte del personal de laboratorio que realiza el ensayo puede
tener graves consecuencias negativas para el paciente, incluida la necesidad de volver a recolectar las
muestras, retrasos posteriores en la obtencion de los resultados de las pruebas y la produccion de
datos de resultados de pruebas no validos. Los datos cuantitativos han demostrado que los siguientes
tipos de muestras recogidas incorrectamente o mal preparadas pueden tener efectos adversos en los
resultados cuando se usa la prueba de TSH.®

* Cantidad inadecuada de muestra
* Muestra diluida

* Anillos de suero

» Muestras coaguladas o en capas
* Otros

Entrega y almacenamiento de muestras

Las muestras deben enviarse por correo o transportarse de otro modo al laboratorio, dentro de las 24
horas posteriores a la recoleccion. Siga las pautas adecuadas para el envio y almacenamiento de
muestras de manchas de sangre seca.®

Se ha demostrado que la TSH es muy estable en muestras de manchas de sangre secas. El
almacenamiento a temperatura ambiente durante periodos prolongados no provoc6é un deterioro
significativo. Las muestras de sangre almacenadas deben protegerse del calor, la luz y la humedad.
El almacenamiento a 4°C o menos, con desecante, mejora la estabilidad.®

Preparacion de la muestra para su uso

Inspeccione visualmente la (s) mancha (s) de sangre en busca de evidencia de coagulacion,
apelmazamiento o anillos de suero. Perfore discos de muestra de areas uniformes y completamente
saturadas en cada mancha de sangre individual. NO perfore discos de muestra de areas que no estén
completamente saturadas de sangre, que incluyan marcas impresas o que estén cerca del borde de la

mancha de sangre. . Ny ow
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Advertencias y precauciones

ADVERTENCIA: EL MATERIAL DE FUENTE UTILIZADO EN LA PREPARACION DE COMPONENTES
DE ORIGEN HUMANO SE PROBO Y RESUL,TO NO REACTIVO A LA PRESENCIA DE
HBsAg, Anti-HIV 1y 2, y Anti-HCV POR METODOS APROBADOS POR LA FDA.

NINGUN METODO DE PRUEBA CONOCIDO PUEDE OFRECER UNA SEGURIDAD COMPLETA DE QUE LOS
PRODUCTOS DERIVADOS DE ORIGEN HUMANO NO TRANSMITIRAN ENFERMEDADES.

MANIPULE COMO SI FUESE CAPAZ DE TRANSMITIR ENFERMEDADES
INFECCIOSAS.

Consulte la Publicacién No. (CDC) 93-8395 del Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE.
UU. para obtener informacién sobre los procedimientos de seguridad de laboratorio para el manejo
seguro de materiales de origen humano.

La eliminacion de todos los desechos debe realizarse de acuerdo con las regulaciones locales y
nacionales.

Evite el contacto con el revelador de color. Contiene 3,3",5,5-Tetrametilbencidina y perdxido de
hidrogeno. El contacto con la piel y las membranas mucosas puede causar irritacion.

Notas de procedimiento

1. Este kit solo debe ser utilizado por personal de laboratorio que haya recibido la formacion adecuada
en el funcionamiento del equipo necesario y que haya leido y comprendido las advertencias y
precauciones, las notas de procedimiento y las instrucciones del procedimiento de ensayo que se
proporcionan.

2. Deje que todos los componentes del kit, las soluciones y las muestras de prueba alcancen la
temperatura ambiente (18 — 25°C) antes de comenzar el ensayo.

3. NO cambie los reactivos de un Kit por los de otro kit, a menos que tengan el mismo niimero de lote y
fecha de vencimiento.

4. NO use los componentes del kit después de las fechas de vencimiento impresas en las etiquetas.
5. NO use ningun reactivo o solucion que se haya vuelto turbia o descolorida.

6. Utilice contenedores o recipientes especificos para cada tipo de reactivo. NO intercambie entre tipos
de reactivos aunque el contenedor o recipiente se haya limpiado.

7. NO vuelva a verter los reactivos no utilizados en el recipiente original. Cuando utilice un contenedor
de reactivo u otro recipiente de contencion para pipetear reactivos, llénelo s6lo con la cantidad
requerida (volumen de trabajo) para realizar el ensayo. Deseche cualquier reactivo no utilizado que
quede en el recipiente de contencion. (Se ha incluido un volumen suficiente de cada reactivo para
permitir que se deseche parte del material durante la realizacion del ensayo).

Limitaciones del ensayo Ny
{poddas
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El SPOTCHECK®TSH Neonatal Screening Kit esta disefiado Unicamente para Su uso €omo
herramienta de diagnostico in vitro para detectar hipotiroidismo congeénito en recién nacidos. Este kit
NO debe usarse para pruebas de confirmacién, pruebas prenatales o para monitorear la terapia. Este kit
no detectara hipotiroidismo secundario debido a falla del hipotdlamo, ni detectard hipotiroidismo
terciario debido a falla pituitaria.

Un diagnostico clinico definitivo no debe basarse en los resultados de una Unica prueba, sino que debe
realizarlo el médico después de que se hayan evaluado todos los hallazgos clinicos y de laboratorio. Se
debe realizar un procedimiento de diagndstico adicional, utilizando suero como muestra, para
confirmar el diagnéstico de hipotiroidismo congénito.

Cualquier estado fisiologico que provoque alteraciones marcadas en el hematocrito y/o la
concentracion de proteinas puede afectar negativamente a la validez de la concentracién de TSH
obtenida.

La recoleccién y manipulacién inadecuadas o impropias de las muestras pueden dar lugar a resultados
anomalos.

Preparacion de reactivos

Todos los componentes del kit, las soluciones de trabajo preparadas y las muestras de prueba deben
estar a temperatura ambiente, (18 — 25°C) antes de comenzar el ensayo.

Todos los reactivos estan empaquetados listos para usar excepto:

1) Concentrado de conjugado enzimatico y
2) Buffer de lavado (20X).

Diltyalos a una concentracion de trabajo adecuada antes de usarlos, de acuerdo con las instrucciones a
continuacion.

e Solucion de Conjugado enzimatico:

- al realizar el Método # 1: ELUCION
para cada microplaca a ensayar:
Diluya 1 mL de concentrado de conjugado enzimatico, con 5 mL de diluyente de conjugado.
Mezclar bien por inversion, no agitar.

J )
‘ ) 4o
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- al realizar el Método # 2: DIRECTO
para cada microplaca a ensayar:
Diluya 1 mL de concentrado de conjugado enzimatico, con 10 mL de diluyente de conjugado.
Mezclar bien por inversion, no agitar.

Una vez diluida, la solucion de conjugado enzimatico es estable durante un (1) mes a partir de la
fecha de dilucion cuando se almacena refrigerada (2 — 8°C).

e Solucion de Buffer de lavado:
Diluya 1 parte del concentrado 20X, con 19 partes de agua desionizada o destilada, antes de usar.

Es posible que se formen cristales en el vial sin abrir, durante el envio o durante el almacenamiento
refrigerado. Inspeccione el vial antes de la dilucion y si hay cristales, coloque el vial sin abrir, en
un recipiente con agua tibia para que se disuelva. (Los cristales deben disolverse en unos pocos
minutos). Gire el vial y vuelva a inspeccionarlo antes de usarlo, para confirmar que no queden
cristales.

Una vez diluida, la solucién buffer de lavado es estable durante al menos un (1) mes desde la fecha
de dilucion cuando se almacena a 2 — 25°C.

Procedimientos de ensayo

Método #1: ELUCION

1.  Cree un mapa de la placa que designe las posiciones de los pocillos de todos los estandares,
controles y muestras de recién nacidos que se analizaran.
a. Incluya estandares y controles en cada microplaca; se recomiendan duplicados (se
proporciona suficiente material para incluir duplicados).
b.  Ensaye las muestras de recién nacidos, ya sea individualmente o por duplicado.

2.  Prepare muestras de eluidos para su analisis.

a.  Perfore dos (2) discos de muestra de 1/8 de pulgada (3 mm) de diametro de cada una de las
muestras estandar, de control y neonatales, en una placa de micropocillos de fondo redondo
sin recubrimiento; haga coincidir la ubicacion de la muestra con las posiciones de los
pocillos designados en el mapa de la placa.

b.  Pipetee 100 pL de solucion salina normal en cada pocillo que contenga los discos de
muestra.

c. Golpee ligeramente la placa para agitar el contenido e inspeccione cada pocillo para
asegurarse de que todos los discos estén mojados y sumergidos.

d. Cubra la placa y coloquela sobre una plataforma giratoria (a aprox. 100-120 rpm) o un
agitador de microplacas.

e.  Deje que se mezcle durante 60—120 minutos.

3. Transfiera todos los eluidos preparados a la placa de micropocillos recubierta del ensayo.
a.  Transfiera 50 pl de cada eluido, desde su ubicacion en la placa de micropocillos sin
recubrimiento, a la ubicacién correspondiente de la placa de micropocillos revestida del
ensayo, es decir, haga coincidir la ubicacion de la muestra con las posiciones de los pocillos

designados en el mapa de la placa. , R
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b.  Asegurese de cambiar las puntas de las pipetas después de cada transferencia para evitar la
contaminacién cruzada por la muestra anterior.

4.  Sin demora, agregue 50 pL de solucion de conjugado enzimético (es decir, conjugado enzimatico
concentrado diluido para el método #1 en 1:6) a todos los pocillos recubiertos que contienen
eluido.

5. Golpee ligeramente la placa para agitar el contenido, cubrala con una tapa para placas y
coléquela en una plataforma giratoria.

6. Incube la microplaca mientras gira para mezclar (a aprox. 100-120 rpm) durante una (1) hora
inicial.

7. Una vez mezclado, mueva la microplaca recubierta a un lugar fijo e incube un adicional de 2a23
horas a temperatura ambiente (18 — 25°C). *

8. Al final del periodo de incubacién, destape la placa y elimine el contenido residual.
a. Utilice succion o decantacion y seque con un material absorbente sin pelusa.

9. Lave la placa cuatro (4) veces con solucién buffer de lavado (es decir, concentrado de buffer de
lavado diluido).

a. Para cada lavado, agregue suficiente volumen (~ 300-350 pL) a cada pocillo para llenar
hasta el borde sin desbordar. NOTA: El volumen suficiente es especialmente importante si
las placas se decantaron; el conjugado residual no unido puede permanecer en la parte mas
alta en los pocillos.

b.  Retire el buffer de lavado con succidn o decantacion y seque con un material absorbente sin
pelusa.

10. Agregue 100 pL de revelador de color a cada pocillo. Golpee suavemente la microplaca con la
mano, para promover una mezcla completa. Manipule con cuidado. No salpique, ni derrame.

11. Cubra la microplaca e incube mientras gira para mezclar (a aprox. 100-120 rpm) a temperatura
ambiente (18 — 25°C) durante 30 minutos. *

12.  Mueva la microplaca a un lugar fijo y retire la cubierta.

13. Afada 100 pL de reactivo stop a cada pocillo. Golpee suavemente la microplaca con la mano
para promover una mezcla completa. Manipule con cuidado. No salpique, ni derrame.

14. Mida la absorbancia de luz de cada pocillo usando un lector de microplacas a una longitud de
onda de 650 nm. Mida en los 30 minutos posteriores a la adicion del reactivo stop.

* Proporcione condiciones de ensayo estables y consistentes. No coloque las placas bajo la luz solar
directa o donde se encuentren habitualmente fluctuaciones de temperatura o corrientes de aire. Si se
encuentra con fluctuaciones ambientales de forma rutinaria, es recomendable incubar en un
recipiente de plastico sellado con esponjas himedas y / o en una incubadora de temperatura
controlada o equivalente.

Método # 2: DIRECTO (mancha de sangre seca)

1.  Cree un mapa de la placa que designe las posiciones de los pocillos de todos los estandares,
controles y muestras de recién nacidos que se analizaran.
a. Incluya estandares y controles en cada microplaca; se recomiendan duplicados (se proporciona
suficiente material para incluir duplicados).
b. Analice las muestras de recién nacidos, ya sea individualmente o por duplicado. “) \ o
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10.

11.

12.
13.

14.

Perfore un disco de muestra de 1/8 de pulgada (3 mm) de diametro de cada una de las muestras
de estandar, de control y neonatal y coloquelo en la posicion designada de la placa de
micropocillos recubierta del ensayo.

Pipetee 100 pL de solucion de conjugado enzimatico (es decir, conjugado enzimatico
concentrado diluido para el Método #2 a 1:11) en cada pocillo, que contenga un disco de
muestra.

Golpee ligeramente la placa para agitar el contenido e inspeccione los pocillos para asegurarse de
que todos los discos estén mojados y sumergidos.

Cubra la placa con una tapa para placas y coléquela sobre una plataforma giratoria.

Incube la microplaca mientras gira para mezclar (a aprox. 100-120 rpm) durante una (1) hora
inicial.

Retire la microplaca a un lugar fijo e incube durante la noche (de 12 a 23 horas adicionales) a
temperatura ambiente (18 — 25°C). *

Al final del periodo de incubacidn, destape la placa y elimine el contenido del pocillo.

a. Utilice succidn o decantacion y seque con un material absorbente sin pelusa.

b. Verifique que se hayan extraido todos los discos de muestra de los pocillos antes de proceder
al lavado.

Lave la placa cuatro (4) veces con solucion buffer de lavado (es decir, concentrado de buffer de
lavado diluido).

a. Para cada lavado, agregue suficiente volumen a cada pocillo, para llenar hasta el borde sin
desbordar(~ 300-350 uL; especialmente importante si las placas se decantaron; el conjugado
residual no unido puede permanecer en la parte superior de los pocillos).

b. Retire el buffer de lavado con succién o decantacion y seque con un material absorbente sin
pelusa.

Agregue 100 pL de revelador de color a cada pocillo. Golpee suavemente la microplaca con la
mano, para promover una mezcla completa. Manipule con cuidado. No salpique ni derrame.

Cubra la microplaca e incube mientras gira para mezclar (a aprox. 100-120 rpm) a temperatura
ambiente (18 — 25°C) durante 30 minutos. *

Retire la microplaca a un lugar fijo y remueva la cubierta.

Afada 100 pL de reactivo stop a cada pocillo. Golpee suavemente la microplaca con la mano,
para promover una mezcla completa. Manipule con cuidado. No salpique, ni derrame.

Mida la absorbancia de luz, de cada pocillo, usando un lector de microplacas a una longitud de
onda de 650 nm. Mida dentro de los 30 minutos posteriores a la adicion del reactivo stop.

* Proporcione condiciones de ensayo estables y consistentes. No coloque las placas bajo la luz
solar directa o donde se encuentren habitualmente fluctuaciones de temperatura o corrientes de
aire. Si se encuentra con fluctuaciones ambientales de forma rutinaria, es recomendable incubar
en un recipiente de plastico sellado con esponjas himedas y/o en una incubadora de temperatura

controlada o equivalente.
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\ O
Osc ~Garcia CROMOION s.r.l.

I F-202§%@82@SB§8% PN-I ISEAREANN T

romoion Direccién Técnica

ASTORIA«PACIFIC 12 Pégina 12 de 29



Calculo de resultados

Prepare una curva estandar trazando la concentracion conocida de cada estdndar en el eje x vy la
absorbancia correspondiente en el eje y. Las concentraciones desconocidas se determinan por
comparacion con esta curva estandar. Hay programas de software disponibles comercialmente que
automatizarén este proceso.

A continuacién se proporciona una curva estandar representativa. Este ejemplo se trazé utilizando un
ajuste de curva logistica de 5 parametros. La media y los limites de confianza se exponen mostrando el
95% y el 99% de probabilidad de respuesta de absorbancia, de un grupo de ensayos realizados
previamente.

StatLlA 3.2 - Standard Curve Graph

/4 Media de Ensayos

Ensayo actual de Referencia

FEEEE]

A

95%, 99% Limites

[ ves

103
Hext Exit L)
> Ho | |

Figura 1. Ejemplo de curva estdndar

A 2] T Ton
Comcentration {ull/md)

Print in repert?

NOTA: La Figura 1, anterior, es s6lo a modo de ejemplo. NO use esta curva, en lugar
de la curva estandar que se genera en el momento del ensayo.

Control de calidad

La reproducibilidad de los valores de la curva estandar y de los valores de control debe estar dentro de
los limites definidos de aceptabilidad del laboratorio. Las medidas de variabilidad cominmente
utilizadas son analizadas por Westgard, et.al.*? Cada laboratorio debe establecer sus propios limites de
aceptabilidad; los rangos de control se dan Gnicamente como orientacion.

Si la precision del ensayo no se correlaciona con este estandar y la repeticion excluye errores en la
técnica, verifique las siguientes areas:

a. Dispositivos de pipeteo y cronometraje.

b. Calibracion de instrumentos.

c. Fechas de vencimiento en las etiquetas de los reactivos y las soluciones de trabajo preparadas.
d. Condiciones de almacenaje.

e. Dispositivos de control de temperatura. Y }
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No es apropiado la extrapolacién de resultados de ensayos que estén fuera del rango de la curva de
calibracion, ya que la relacion puede no ser lineal fuera de ese rango.

Se recomienda encarecidamente la participacion en un programa de control de calidad externo, como el
Programa de pruebas de aptitud y garantia de calidad de deteccidon de recién nacidos, proporcionado
por los Centros para el Control de Enfermedades (CDC )** 1415

Valores esperados e interpretacion de resultados

En un estudio interno, el SPOTCHECK® TSH Neonatal Screening Kit (Método Directo — toda la
noche) se utilizd para determinar la distribucion de las concentraciones de TSH en una poblacién de
1010 muestras de sangre neonatal normales, seleccionadas al azar, que se obtuvieron de un laboratorio
de screening de salud publica. El valor medio calculado para las muestras analizadas fue de 9,9
pIU/mL con una desviacion estandar de 5,8 plU/mL. Consulte la Figura 2., a continuacion, para ver la
distribucion de frecuencia de los resultados.
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SPOTCHECK® TSH Normal Distribution
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Figura 2. Distribucion de frecuencias de las concentraciones de TSH en una poblacion de recién nacidos

Se llevé a cabo un estudio adicional para comparar los valores esperados obtenidos por las opciones
del método SPOTCHECK® Elucion versus Métoddo Directo (DBS), en una poblacion de recién
nacidos normales. Se obtuvo una poblacion adicional diferente (de la anterior) de muestras de manchas
de sangre seca para recién nacidos (n = 492), de un laboratorio de salud publica del departamento de

U.S. |
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Los eluidos de las muestras se analizaron con ambos, un tiempo de incubacion de conjugado minimo
permitido (3 horas) y con una opcion de incubacién durante toda la noche (ON). EI método directo
permite una incubacién durante toda la noche (ON) unicamente (consulte los “Procedimientos de
ensayo” para obtener detalles del método). La distribucion de las frecuencias de resultados obtenidas
por cada opcion de método (e incubacion) SPOTCHECK® se presenta en la Figura 3, a continuacion.

Los datos en la Tabla 1, a continuacion, representan los valores de TSH observados en los percentilos
95, 97,5 y 99 de la misma poblacion (consulte la seccion "Caracteristicas de funcionalidad”, a

continuacion, para obtener el andlisis y discusion de los datos de comparacion de las opciones de
metodos adicionales).

120

)

Frecuencias de resultado obtenidas cuando se
ensaya una poblacién neonatal normal, n=492

110

iy

T T

N

Result Frequency
AN

[oc
o

AT IIRE AL

rrrra

T

~
(=]

.
——

P A 22 77 TTTTTT TR

3hr Elucion - Media = 5,6 pUl/mL

AL )

A

[
o

Elucién con incubacién toda la noche -
Media = 6,0 pUI/mL

|:| Directo con incubacion toda la noche -
Media = 6,2 pUI/mL

IN
o
ZETTTTTTT,

R TE

W
o

FrrEee
-
rorrrrrrrsssd FIAIE

N
o

i
o

TSH Concentration (ulU/mL) 2

Figura 3. Distribucion de frecuencia de las concentraciones de TSH en una poblacion de recién nacidos

Frecuencia de resultados vs TSH pUI/mL

Tabla 1: Valores esperados de SPOTCHECK® en los percentilos 95, 97,5y 99 para una
poblacion de neonatos presuntamente normales; n = 492

Resultado SPOTCHECK®TSH (pUI/mL equivalente de suero)
Elucién con incubacion Elucién con 3 horas de | Directo conincubacién toda la
toda la noche incubacién noche (DBS)
95! Percentilo 12,5 12,4 12,4
97,5 Percentilo 16,1 14,9 14,4
99" Percentilo 19,1 18,9 18,7

Los valores que se muestran arriba se calcularon en base a una poblacion especifica de muestras segin
lo definido por el fabricante.

Una variedad de factores determinara el rango normal para las concentraciones de TSH neonatal. Las
variaciones demograficas, la edad y el peso del infante en el momentoab2da1G8ZHBE6 A IR -INPUESIIAMAT
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los partos maltiples y los bebés prematuros son todos factores que pueden afectar los valores de corte
para las concentraciones normales de TSH, en un programa de deteccidén neonatal.

Cada laboratorio debe determinar los valores esperados y establecer rangos normales y valores de corte
para su propia aplicacion individual.

Las recomendaciones publicadas por la Academia Estadounidense de Pediatria y el Comité de Salud
Plblica de la Asociacion Estadounidense de Tiroides?. para la interpretacion de los resultados de las
pruebas de deteccidn se pueden resumir como:

TSH pUI/mL Suero Equivalente Interpretacion
<20 Normal
20 —-40 En el limite
> 40 Hipotiroideo

Caracteristicas de funcionalidad
Comparacion de las opciones del método SPOTCHECK®

Se llevé a cabo un estudio de comparacion para evaluar el rendimiento de las opciones del
método Elucién y Directo (DBS) de SPOTCHECK®. La opcion del método Elucion se utilizo
con un tiempo de incubacién de conjugado minimo permitido (3 horas) y con una opcion de
incubacion durante toda la noche (O/N). EI método directo utiliza s6lo una incubacion durante
toda la noche (O/N).

Se analizaron un total de 540 muestras de manchas de sangre seca. De estas, 492 fueron
muestras de manchas de sangre seca neonatal, seleccionadas al azar de una poblacion
presuntamente normal. Los 48 resultados adicionales utilizados para la comparacion fueron
réplicas de la serie de muestras de control del CDC 511-513. Estos se incluyeron para ampliar el
rango de valores disponibles para la interpretacion y para abarcar concentraciones significativas
para el diagnostico (es decir, enriquecidas con 25, 40 y 80 pUI/mL, respectivamente). (Las
muestras de pacientes confirmados como positivos para hipotiroidismo no estaban disponibles en
cantidad suficiente para usarse en este estudio). Consulte las Tablas 2, 3 y 4 a continuacion.

Los resultados de comparacion de la opcion del método SPOTCHECK® TSH (e incubacion)
para la poblacion n = 540 fueron:

y (SPOTCHECK® O/N Directo) = 0,9619x (SPOTCHECK® O/N Elucion) + 0,0294; R? = 0,9655
y (SPOTCHECK®EIlucion O/N) = 1,0404x (SPOTCHECK® Elucioén 3 horas) + 0,5144; R? = 0,9761
y (SPOTCHECK® Elucion de 3 horas) = 1,0113x (SPOTCHECK® O/N Directo) - 0,5889; R? = 0,9625

v ) A
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Tabla 2: Comparacion de las interpretaciones de los resultados obtenidos con SPOTCHECK®
TSH Neonatal Screening Kit — O/N Directo versus O/N Elucion

Poblacion ® L
n =540 SPOTCHECK®O/N Elucién
Rangos de corte Normal || Seguimiento | Positivo

publicados Rango

(UIU/mL) <20 20-40 > 40 Totales:
e ! Normal <20 489 1 0 490
038 —
% = | Seguimiento | 20 - 2 25 % 29
Pz 40
o©
& Positivo > 40 0 3* 18 21

(Columna) Totales: 491 29 20 540

* Los resultados son todos de réplicas de la misma muestra de control (CDC 512). Este control tiene un valor de
enriquecimiento publicado de 40pUI/mL. Los resultados discordantes observados en este caso representan una
variacion normal entre las réplicas de una sola muestra, que se designé para variar sobre el valor de corte positivo

generalmente aceptado.

Tabla 3: Comparacion de las interpretaciones de los resultados obtenidos con SPOTCHECK®
TSH Neonatal Screening Kit- ON Elucién versus Elucion 3 horas

szl%(zgn SPOTCHECK®EIlucion 3 horas
Rangos de corte Normal || Seguimiento | Positivo

publicados (Rango)

(WIU/mL) <20 20- 40 > 40 Totales:
@QI Normal <20 489 2 0 491
O
w s . 20 -
5w | Seguimiento 1 24 4* 29
=2 40
o©O
5 Positivo > 40 0 2* 18 20

(Columna) Totales: 490 28 22 540

* Los resultados son todos de réplicas de la misma muestra de control (CDC 512). Este control tiene un valor de
enriquecimiento publicado de 40uUl/mL. Los resultados discordantes observados en este caso representan una
variacion normal entre los valores de prueba replicados de una sola muestra, que se designé para variar alrededor
del valor de corte positivo generalmente aceptado.
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Tabla 4: Comparacion de las interpretaciones de los resultados obtenidos con SPOTCHECK®
TSH Neonatal Screening Kit- Elucion 3 horas versus ON Directo

Poblacionn =540 SPOTCHECK® ON Directo
Rangos de corte Normal || Seguimiento | Positivo
publicados (Rango)
(uIU/mL) <20 20- 40 > 40 Totales:
@x' . Normal <20 489 1 0 490
0O&
T Seguimiento 20- 1 23 4* 28
2 40
Om
5% Positivo > 40 0 5* 17 22
(Columna) Totales: 490 29 21 540

* Los resultados son todos de réplicas de la misma muestra de control (CDC 512). Este control tiene un valor de
enriquecimiento publicado de 40pUI/mL. Los resultados discordantes observados en este caso representan una
variacion normal entre los valores de prueba replicados de una sola muestra, que se designé para variar alrededor
del valor de corte positivo generalmente aceptado.

Precision

Los estudios de precision se realizaron analizando repetidamente muestras de manchas de sangre
seca de concentraciones conocidas de TSH baja, media y alta utilizando el kit de deteccion
neonatal SPOTCHECK® TSH.

Los datos de precision intraanalisis se recopilaron analizando 20 réplicas de cada una de las
muestras baja, media y alta en un solo ensayo. Los datos resultantes se utilizaron para calcular la
media, la desviacion estandar y el % CV de cada muestra, como medida de la precision dentro de la
corrida.

Los datos de precision entre analisis se recopilaron analizando las muestras por duplicado en varios
andlisis en dias diferentes. Otras fuentes de variacion de rutina incluyeron el uso de diferentes
operadores y diferentes lotes de reactivos. Los datos resultantes se utilizaron para calcular la media,
la desviacion estandar y el CV % de cada muestra como una medida de la precision entre analisis.
Consulte la Tabla 5 y 6 a continuacion.
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Tabla 5: Resumen de resultados y estimaciones de precision intraandlisis para

SPOTCHECK®TSH Neonatal Screening Kit

MuestralD:
CDC 511* CDC 512* CDC 513*
(25+ pUIl/mL) | (40+ pUI/mL) | (80+ uUI/mL)
Recuento 20 20 20
Media Intraensayo 26,8 41,8 82,0
ON Elucion

Desvio Est. Intraensayo 1,0 2,8 6,5

CV % Intraensayo 3,8 6,8 7,9

Recuento 20 20 20
. Media Intraensayo 32,2 47,4 89,5

3 horas Elucion Desvio Est. Intraensayo 1,7 3,7 6,0
CV % Intraensayo 5,2 7,9 6,8

., Recuento 20 20 20
ON (Incubam_on toda Media Intraensayo 26,2 42,7 81,4

la noche) Directo .

DBS Desvio Est. Intraensayo 1,7 3,5 5,8

CV % Intraensayo 6,3 8,3 7,2

* Valor de enriquecimiento segln lo informado por los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades.
Informe anual 2007 del Programa de control de calidad de screeniong para el recién nacido

Tabla 6: Resumen de resultados y estimaciones de precision entre analisis para

SPOTCHECK®TSH Neonatal Screening Kit

Muestra ID:
CDC 511* CDC 512* CDC 513*
(25+ pUI/mL) | (40+ pUI/mL) | (80+ uUI/mL)
Recuento 20 20 20
Media Inter-ensayos 23,8 38,1 75,9
ON Elucion
Desvio Est. Inter-ensayos 2,9 3,9 6,8
CV % Inter-ensayos 12,1 10,1 9,0
Recuento 20 20 20
Media Inter-ensayos
26,9 41,1 86,3
y Desvio Est. Inter-ensayos
3 horas Elucion 2.9 6.3 12.3
CV % Inter-ensayos
10,9 15,3 14,2
Recuento 20 20 20
Media Inter-ensayos
23,3 42,6 84,1
ON Directo DBS Desvio Est. Inter-ensayos
2,5 5,3 11,2
CV % Inter-ensayos
10,9 12,4 13,3

* Valor de enriquecimiento segun lo informado por los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades.
Informe anual 2007 del programa de control de calidad de screening para el recién nacido
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Sensibilidad analitica

El limite analitico a niveles bajos (limite de sensibilidad) para el SPOTCHECK®TSH ELISA Kit
se determind probando el estandar cero varias veces (n = 20) en un solo ensayo. Los datos
resultantes se utilizaron para calcular el limite analitico a niveles bajos. Consulte la Tabla 7 a
continuacion.

La sensibilidad analitica se define como la concentracion calculada que corresponde a la media de
los valores de absorbancia del estdndar cero (n = 20), mas dos veces la desviacién estandar
derivada de esos mismos valores de absorbancia (n = 20).

Estos datos se proporcionan s6lo a modo de ejemplo. Cada laboratorio debe establecer limites de
trabajo adecuados en funcion de su propia poblacion de pacientes y/o datos.

Tabla 7: Resumen de resultados y limites analiticos a niveles bajos para el SPOTCHECK®TSH
Neonatal Screening Kit

O/N Elucién 3 horas Elucién O/N DirectoDBS
Recuento 20 20 20
Media ABS 0,0951 0,0751 0,0879
DS 0,00665 0,00542 0,00366
%CV 7,0 7,2 4,2
Media+ (2* D.S.) ABS: 0,1085 0,0893 0,09526
Limite analitico (uUI/mL) 1,1 2,7 0,9

Linealidad y % de recuperacion

El rango lineal del SPOTCHECK®TSH ELISA Kit se evalud de acuerdo con la guia NCCLS EP6-
A: Evaluacidn de la linealidad de los métodos analiticos cuantitativos, 2003.16

Se prepar0 una serie de muestras de manchas de sangre entera seca para proporcionar el rango
deseado de concentraciones de TSH para el estudio (n=17; consulte la columna "Valores
esperados” de la tabla 5, a continuacion).

Se probaron dos perforaciones de 1/8 de pulgada de cada nivel de concentracion en cada una de las
dos pruebas. Se compar6 la media del namero total de resultados para un nivel (n=4) con el valor
esperado. Los resultados se describen en la Tabla 8, a continuacion.
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Tabla 8: Resultados del estudio de linealidad del ensayo y % de recuperacion para el

SPOTCHECK® TSH Neonatal Screening Kit

O/N Elucion 3 horas Elucion O/N Directo DBS
Andlisis de regresion lineal y =0,996x + 0,7516 y=1,1308x - 1,8223 y =0,993x + 0,5872
R? = 0,9989 R? =0,9991 R? = 0,9959
Muestra espe\r/:(;(());e(s uly/ Actual Recuperacion Actual Recuperacion Actual Recuperacion
# mL) K (nUl/mL) (%) (nUl/mL) (%) (nUl/mL) (%)
1 155,0 153,3 98,9 173,0 111,6 159,1 102,6
2 126,0 129,0 102,4 143,9 114,2 116,3 92,3
3 97,0 94,5 97,4 106,0 109,3 100,8 103,9
4 68,0 70,9 104,2 74,7 109,9 67,7 99,6
5 39,0 41,0 105,1 37,9 97,2 41,0 105,1
6 25,0 26,5 106,1 26,0 104,1 25,0 99,9
7 24,5 25,3 103,4 26,3 107,2 27,1 110,5
8 22,7 24,4 107,4 24,4 107,6 24,2 106,4
9 20,3 18,9 93,2 21,7 107,0 21,8 107,1
10 18,0 17,8 98,9 17,8 98,9 17,4 96,8
11 15,6 16,8 107,7 15,7 100,5 16,4 105,3
12 13,3 14,3 107,7 13,3 100,2 13,4 100,4
13 10,9 11,7 107,3 10,8 98,9 11,6 106,4
14 10,0 11,8 117,8 11,3 112,8 12,1 121,0
15 8,6 8,4 98,0 8,0t 93,0 9,0 104,4
16 6,2 6,5 104,8 5,41 87,1 5,7 92,3
17 3,9 4,0 101,3 37" 93,6 3,6 91,0
Recuperacién promedio 103,6 103,1 1026
general

Minimo 93,2 87,1 91,0
Maximo 118,3 114,2 121,0

!Los valores son la media de duplicados (n = 2) dentro de un solo ensayo (versus la media de duplicados entre dos

ensayos; es decir, la media de n = 4)
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Especificidad
Reactividad cruzada

Los siguientes compuestos se probaron para determinar la reactividad cruzada utilizando la
opcion del Método de Elucion durante toda la noche (ON). Cada compuesto se afiadid a varias
concentraciones de sangre completa sin TSH, que se ajusté a un hematocrito del 55%. Las
muestras se colocaron sobre papel de recoleccion de muestras S & S903™, se secaron al aire y
se analizaron. Consulte la Tabla 9 a continuacion.

Tabla 9: Resultados de un estudio de reactividad cruzada del ensayo de deteccion
SPOTCHECK®TSH ELISA

Concentracidn afiadida de TSH Concentracion
Hormona Péptido reactivo - reaccion cruzada Medida
(LUl/mL) (LU1l/mL)

FSH 125 Ninguna detectada *
250 Ninguna detectada *

nd
(WHO 2" IRP HMG) 500 Ninguna detectada *
LH 125 Ninguna detectada *
250 Ninguna detectada *

st
(WHO 1% 1RP 68/40) 500 Ninguna detectada *
HCG 10.000 Ninguna detectada *
50.000 Ninguna detectada *

nd
(WHO 271.S. 61/6) 100.000 Ninguna detectada *

* “Ninguna detectada” representa los valores obtenidos que estaban por debajo del limite de sensibilidad del ensayo.

Sustancias que interfieren

Se estudid la interferencia del ensayo debido a la presencia de hemoglobina, bilirrubina
conjugada y no conjugada y lipidos utilizando los métodos descriptos en NCCLS EP7A: Guia
de Quinica Clinica en Ensayos de Interferencias.!’

Se agregaron tres concentraciones diferentes (fisiologica baja, media, alta) de cada sustancia
interferente por separado a los pocillos de la microplaca que también contenian por separado
las tres concentraciones diferentes (fisiologica baja, media, alta) de una serie de muestras de
control TSH, de CDC. El ensayo se realiz6 como se prescribe en este documento. Los valores
obtenidos se compararon con los valores esperados, para evidencia de la interferencia.

No se observo interferencia con los valores esperados de ninguna sustancia probada, a ninguna
concentracion probada.
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Comparacion de métodos

Se analizaron internamente un total de 223 muestras de manchas de sangre neonatal, seleccionadas al
azar con el SPOTCHECK®TSH Neonatal Screening Kit (opcion Directa durante toda la noche). Los
resultados de SPOTCHECK® TSH se compararon con los resultados obtenidos utilizando un kit de
TSH neonatal disponible comercialmente (kit de referencia). De las 223 muestras de sangre total
analizadas, 14 dieron positivo con ambos kits. Doce de las 14 se obtuvieron de recién nacidos que
posteriormente fueron confirmados como positivos para hipotiroidismo mediante pruebas de
laboratorio independientes utilizando suero de los pacientes (la confirmacion del suero no estuvo
disponible para los dos restantes de las 14). De estos 12 positivos confirmados, seis produjeron valores
de ensayo dentro del rango de 40 a 200 pUI/mL en ambos Kits. Los otros seis positivos confirmados
produjeron valores superiores a 200 en ambos Kits (los valores superiores a 200 no se incluyeron en el
analisis de regresion, n=6). Consulte la Tabla 10 a continuacion.

Los resultados de la comparacion de métodos para la poblacién n=217 [223 muestras totales analizadas
con ambos Kits, menos 6 muestras cuyos valores eran > 200 (no numéricos) en ambos ensayos]
fueron:

SPOTCHECK® TSH Media = 10,7 pUI/mL, con un rango de 1,4 a 140 pUl/mL.
Media de TSH de referencia = 10,9 pUI/mL, con un rango de 0,03 a 179 uUl/mL

Los resultados del analisis de regresion lineal fueron:
y (SPOTCHECK® TSH ELISA) = 0.763x (Referencia) + 2.37, R = 0.966

Tabla 10: Comparacion de las interpretaciones de resultados obtenidas por el
SPOTCHECK®TSH Neonatal Screening Kit versus un kit de ELISA de TSH de referencia

Poblaciénn = 223 | SPOTCHECK® Resultados
Rangos de corte [Normal| En el limite | Positivo
publicados
<20 20-40 > 40 (Referencia) Totales:

i~ Normal | <20 | 194 1 0 195
)
c .
8 g En el
g O — = 120-40| 9 4 0 13
) limite
S
2
4 Positivo | >40 | 11 0 142 15

(SPOTCHECK®)

Totales: 204 5 14 223

La confirmacion del suero no esta disponible; el resultado de la prueba original
informado por el laboratorio de origen utilizando un tercer equipo de screening,
disponible en el mercado fue negativo.

2 12/14 confirmados como positivos usando suero de paciente; la confirmacion de suero

no estuvo disponible para los 2/14 restantes que resultaron positivos en ambos kits. ) Ao
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ROTULOS EXTERNOS

SP@TCHECKS®

85-1000-05KE
TSH Microplate Kit, 480 Test

An Enzyme Immunocassay (ELISA) for the Quantitative Determination of
Thyroid Stimulating Hormone (TSH) Levels in Neonates

Inmunoensayo enzimético (ELISA) para la determinacion cuantitativa de los niveles de hormona |

estimulante de fa tiroides (TSH) en neonatos

Contents/Contiendos:
85010505 Wash Buffer Concentrate 1 Botile
Concentrado de 1ampdn de lavado 1 Botela
85-0115-05K Stopping Reagent 1 Bottle
Readtivo de terminacion 1 Botels
85-012505K Color Developer 1 Bottie
Revelador de color 1 Botela
85-1035-P2/P3 TSH Antibody Coated Microplates 5 Plates
Microplacas impregnadas con antiouerpos TSH 5 Placas
85-1045-05K TSH Conjugate Concentrate 1 Vial
Concenirado de conjugado de TSH 1 Frasco
85-1065-05K TSH Conjugate Dituent 1 Bottle
Diluyerme de conjugado de TSH 1 Botela
85-0905-P3K Standards & Conlrols (DBS) 1Set
Estdnder y Controles 1 Juego

-111111 21111111111

For in vitro Diagnostic Use
A spazerc | R

See Product Insert (01 1H111111(10)111111

WA STORIA*®PACIFIC 15130 SE 82nd DR CLACKAMAS OREGON 87015 USA

85-1000-05KE = TSH Microplate Kit, 480 Test
[LoT] 111111 1111111111
4 " Store 2-8°C
w ASTORIA* PACIFIC 15130 SE 82nd DR CLACKAMAS OREGON 97015 USA
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ROTULOS INTERNOS

SPOTCHECKY v co v

A7 T @00k 200000000

e e
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B
SPOTCHECKY  somsshuspmont
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I ——
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SPOTCHECKY  cuotomipeion
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Prepared By
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SP@TCHECK €

LoT] XXXXXX

Prepared By

REF 85-1055-05K

TSH Conjugate Diluent, 60 mL

2 YYYY-MM-DD

Prepared On

w ASTOR A-PACIFIC 15130 SE 82nd DR CLACKAMAS OREGON 97015 USA

SP@TCHECKY

85-0905-P3K

DBS Standards & Controls Set

LT XXXXXX 2 XXXXXXXXXX

wl ASTORIAPACIFIC 15130 SE &2nd DR CLACKAMAS OREGON 97015 USA

For in vitro Diagnostic Use
.flr " Store 2-8°C
Standard Concentrations and Control Ranges

Contents:
85-DBS-01K Controls Card
85-DBS-02K Standards Card

DBS Standard & Control Set - Multi-analyte

1 Card
2 Cards

&? Contains human blood

f Keep Dry

Ta (ug/dL) TSH (ulU/mL) 17-OHP (ng/mL)
Zero 0 | Zero 0 | Zero 0
A XXXXX| A XXXXX | A XXXXX
B XXXXX| B XXXXX| B XXXXX
C XXXXX | C XXXXX| C XXXXX
D XXXXX| D XXXXX| D XXX
E XXXXX | E XXXXX | E XXXXX g
C1 XO00KXXXX | C1 XXX C1XXXXXXXXXX§
C2 XO00000XX | C2 XXXXXXXXXX] C2 XXXXXXXXXX;
C3 XO000O0XX] C3 XXXXOOOXX ] C3 XOXOOOXXX |z

(= () () () ()

Refer 10 dlagram above for biood spot identifications; refer to bag label for bioed spot concentrations.

Standards Card - Multi-Analyte

Contains T4, TSH and 17-OHP

) For in vitro Diagnostic Use

A" Store 2-8°C
4 Keep Dry

85-DBS-02K
EETXXXXXX & XOOXXXXXXX
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Ok X -JOK X &

Reter {o diagram above for blood spot kientifications; refer to bag label for biood spol concentrations.

Control Card - Multi-Analyte

4 Keep Dry

Contalne T4, TSH and 17-OHP 85-DBS-01K
] For in vitro Diagnostic Use
X" Store 2-8°C )06 . GRS 6.6.6.6.6.9.6.6.0
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Oporto 6125 (C1408CEA) C.A.B.A. — Argentina

Tel./Fax (011) 4644-3205/06
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Directora Técnica: Dra. Cecilia Arnaboldi - M.N. 13795
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