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1. USO PRETENDIDO

O Thymune*-M é utilizado para a medigdo semi-quantitativa dos
auto-anticorpos para o antigénio microssomal da tiréide humana.

2. RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

Este teste baseia-se no sistema de hemaglutinagdo passiva de
Boyden, utilizado pela primeira vez por Witebsky e Rose® para
detectar anticorpos para a tiroglobulina. As células revestidas
com antigénios microssomais sdo aglutinadas por auto-anticorpos
especificos, formando um tapete uniforme de células no fundo
da cavidade de microtitulagdo; a auséncia de aglutinagdo é
caracterizada pela formagdo de um espesso anel ou botdo
de células. Quando as precipitinas da tiroglobulina foram
identificadas no soro de individuos com a doenca de Hashimoto®°,
foi estabelecido que os auto-anticorpos para varios constituintes
da tirdide* estdo associados a lesdes inflamatdrias destrutivas da
glandula da tirdide. Os anticorpos para dois destes constituintes, a
tiroglobulina e o antigénio microssomal, desempenham um papel
importante no processo de diagndstico®*’.

3. _PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

O antigénio microssomal purificado é isolado das glandulas
tirotéxicas humanas através de centrifugagdo a alta velocidade.
A fracgdo microssomal vai entdo adsorver-se a superficie dos
eritrécitos de peru? tratados com dacido tanico e sdo estas
células “sensibilizadas” que se vdo aglutinar na presenca dos
auto-anticorpos especificos. Uma pequena quantidade de soros
humanos é reactiva frente as células de peru, provocando desta
forma a aglutinagdo ndo-especifica das células sensibilizadas. Estas
reacgOes ndo-especificas podem ser detectadas através das Células
de Controlo ndo-sensibilizadas. As Células de Teste e as Células de
Controlo sdo tratadas com formalina e liofilizadas para obter uma
maior estabilidade durante o periodo de armazenamento.

4. REAGENTES

CONTEUDO DO KIT

5 frascos (tampas brancas)
1 frasco (tampa branca)

3 frascos (tampas brancas)
Controlo Sérico Positivo 1 frasco (tampa vermelha)
Controlo Sérico Negativo 1 frasco (tampa azul)
Instrucées para Utilizacdo 1

Células de Teste
Células de Controlo
Diluente
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DESCRIGAO DOS REAGENTES, PREPARAGAO PARA UTILIZAGAO E
CONDIGCOES DE ARMAZENAMENTO RECOMENDADAS

Consultar também a secgdo Avisos e Precauges.
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Antes da reconstitui¢do, os reagentes devem ser armazenados a

uma temperatura entre 2-8°C para se que mantenham activos,
pelo menos, até a data indicada nas etiquetas dos recipientes.

As Células de Teste e de Controlo devem ser reconstituidas
com 3 ml de 4dgua destilada da seguinte forma: Bater o frasco
cuidadosamente contra a bancada para eliminar qualquer
formagdo sdlida no vedante. Tirar a tampa e o vedante de
borracha e adicionar 3 ml de dgua destilada. Voltar a tapar e agitar
para auxiliar a dispersar o reagente. Deixar o frasco em repouso
até a dispersdo estar aparentemente completa e, entdo, inverter
o frasco e voltar a agitd-lo para assegurar uma homogeneizagdo
completa. Para o desempenho optimizado do teste, as células
devem ser reconstituidas, pelo menos, 30 minutos antes da sua
utilizagdo.

Apdsareconstituicdo, as suspensdes de células mantém-se estaveis
durante 5 dias a uma temperatura entre 2-8°C. Para periodos
de armazenamento das Células de Teste mais prolongados (até
um meés), a suspensdo de células tem de ser congelada a uma
temperatura entre —15°C e —25°C e descongelada apenas uma
vez. As Células de Controlo podem ser dispensadas em pequenos
volumes e congeladas durante o periodo maximo de 18 meses.
O Diluente e os Controlos Séricos podem ser sistematicamente
armazenados a uma temperatura entre 2-8°C. Durante a utilizagdo
do Diluente e dos Controlos Séricos, devem ser tomadas as devidas
precaugdes para evitar a contaminagdo bacteriana.

TEST CELLS

Células de Teste

Cada frasco de Células de Teste contém
o liofilizado equivalente a 3 ml de uma
suspensdo a 1% de eritrécitos de peru
tratados com &cido tanico e aldeideo,
revestidos com antigénio microssomal,
dispersos em solugdo salina tamponada com
fosfato (pH 7,2), contendo sacarose a 5%,
1,5% de soro normal de coelho e Bronopol
a0,01%.

Células de Controlo

CONTROL CELLS

Cada frasco de Células de Controlo contém
o liofilizado equivalente a 3 ml de uma
suspensdo a 1% de eritrécitos de peru
tratados com &cido tanico e aldeideo,
dispersos em solugdo salina tamponada com
fosfato (pH 7,2), contendo sacarose a 5%,
1,5% de soro normal de coelho e Bronopol
a0,01%.

[DILUENT] A\

Diluente

Cada frasco contém 25 ml de solugdo
salina isotdnica, composta por soro normal
negativo para HBsAg e anticorpos para
HIV-1, HIV-2 e HCV, soro de peru normal,
tiroglobulina humana e azida sédica a 0,1%.
Os volumes dos soros adicionados sdo
ajustados para obter resultados optimizados
com cada lote de células sensibilizadas. Ndo
misturar os diferentes componentes de cada
kit.
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Controlo Sérico Positivo

Cada frasco contém 1,0 ml de soro de coelho
anti-microssomal diluido. Contém azida
sodica a 0,1%.

A Controlo Sérico Negativo

Cada frasco contém 1,0 ml de soro humano
normal diluido, negativo para HBsAg e
anticorpos para HIV-1 e HIV-2 e HCV. Contém
azida sédica a 0,1%.

5. AVISOS E PRECAUCOES:
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Para utilizagdo in vitro.

Apenas para uso profissional.

Consulte a folha sobre dados de seguranga do fabricante e o rétulo
do produto para obter mais informagbes sobre componentes
potencialmente infecciosos.

INFORMACOES SOBRE SAUDE E SEGURANCA
ATENGAO: Este kit contém componentes de origem humana.
Nenhum método de ensaio pode garantir de forma absoluta que
produtos derivados de origem humana ndo transmitam infecgdo.
Assim sendo, todos os produtos de origem humana devem ser
considerados potencialmente infecciosos. Recomenda-se que
estes reagentes e amostras humanas sejam manipulados segundo
as Boas Préticas de Trabalho Laboratoriais. O soro negativo pode
ser utilizado para fabricar o Diluente e o Controlo Negativo foi dado
como negativo para o HBsAg e para os anticorpos de HIV e HCV.

1. O Diluente e os Controlos Séricos Positivo e Negativo contém
0,1% de azida sddica. Deve ser tido em atengdo o facto de
que, em alguns tipos de canalizagdes, a azida sodica pode
reagir com o cobre e o chumbo formando sais explosivos.
Apesar das quantidades de azida utilizadas neste kit serem
reduzidas, os materiais devem ser despejados com grandes
quantidades de agua.

PRECAUCOES ANALITICAS

1. N3do utilizar os reagentes depois de expirado o prazo de
validade.

2. Limpar as placas de microtitulagdo com um pano antes de

utilizar, para reduzir a interferéncia estatica.

3. Permitir que todos os reagentes e amostras atinjam
a temperatura ambiente (18 a 30°C) antes de utilizar.
Imediatamente apds a utilizagdo, voltar a colocar os
reagentes a temperatura de armazenamento recomendada.

4. Todos os testes devem ser realizados a temperatura
ambiente (18 a 30°C).

5. Apesar dos testes poderem ser realizados em placas com
cavidades em “U” ou “V”, as caracteristicas de desempenho
para todos os grupos foram confirmados pela Remel
utilizando as cavidades em “U”. Se for preferida a cavidade
em “V”, recomenda-se a familiarizagdo do utilizador com
os padrdes de reacgdo apresentados. Algumas marcas de
placas de microtitulagdo poderdo dar origem a resultados
inferiores pelo que apenas o tipo de placa recomendado
pelo representante local deve ser utilizado.

6. As placas com cavidades “UV” ndo devem ser utilizadas.

7. As micropipetas fornecem resultados mais exactos e
reproduziveis que os microdiluidores, devendo por isso ser
utilizadas sempre que possivel para a titulagdo das amostras.
Se forem utilizados microdiluidores, é necessario certificar
que estes comportam volumes exactos.

6. COLHEITA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

O sangue colhido por pungdo venosa deve coagular naturalmente

e o soro deve ser clarificado através de centrifugacdo antes da

realizagdo do teste. Caso seja necessario armazenar as amostras

antes da realizagdo do teste, estas devem ser mantidas congeladas

a uma temperatura entre —15 a —25°C. Evitar multiplos ciclos de
congelagdo/descongelagdo. Antes da realizagdo do teste, todas
as amostras de soro devem ser inactivadas termicamente a 56°C
durante 30 minutos.

Nao devem ser utilizadas amostras de plasma.

7. PROCEDIMENTO

MATERIAL FORNECIDO

Sdo fornecidos reagentes suficientes para 50 testes. Consultar a
secgdo Contetido do Kit.

EQUIPAMENTO NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO

Para além do material normalmente disponivel em laboratério,
é necessario:

. Placas de microtitulagdo com fundo em “U” ou “V”
descartaveis ou reutilizaveis.

. Conta-gotas de 0,025 ml.

. Micropipeta de 0,025 ml (multicanal) ou microdiluidores.

NOTAS

Os conta-gotas e microdiluidores encontram-se disponiveis
através da Dynatech Laboratories (armazém Scientific Products
nos E.U.A.). As micropipetas encontram-se disponiveis através da
Flow Laboratories.

PROCEDIMENTO DE TESTE

Procedimento do Teste Thymune*-M

E necessaria uma fila completa (cavidades 1-12) da placa de
microtitulagdo por cada amostra ou controlo a testar. Um Controlo
Sérico Positivo e um Negativo devem ser incluidos em cada grupo
de testes e tratados com o soro de doente. As amostras de soro
devem ser inactivadas termicamente a 56°C durante 30 minutos.
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Utilizando um conta-gotas padrdo de 0,025 ml,
adicionar 4 gotas de diluente C as cavidades
1e 2, e 3gotas as cavidades 3-12.

Passo 2
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Pipetar 0,025 ml de soro () na cavidade 1. Utilizando
uma micropipeta ou microdiluidor, homogeneizar
e transferir 0,025 ml para a cavidade 2.

Passo 3
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Com uma ponta de micropipeta ou microdiluidor limpo,
transferir 0,025 ml da cavidade 2 para a cavidade 3 - esta
é a cavidade do controlo sérico. Homogeneizar bem
a cavidade 3 e descartar 0,025 ml da cavidade 3.




Passo 4

Descartar
0,025 ml

me
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Com uma ponta de micropipeta ou microdiluidor
limpo, transferir 0,025 ml da cavidade 2 para a
cavidade 4, homogeneizar e transferir 0,025 ml para
a cavidade 5. Continuar as diluicGes quddruplas até a
cavidade 12. Descartar 0,025 ml da cavidade 12.
Passo 5

Adicionar imediatamente 0,025 ml de Células de Controlo ® a
cavidade 3 e 0,025 ml de Células de Teste @ s cavidades 4-12.
Passo 6
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Homogeneizar o conteido num agitador de placa
durante, pelo menos, 30 segundos ou batendo
cuidadosamente nos quatro lados da placa.
ATENCAO — uma homogeneizagio inadequada ou uma
velocidade demasiado baixa do agitador de placa podera
resultar em padrées enganosos e sensibilidade reduzida.
Tapar a placa com uma tampa, para evitar a evaporagdo/
contaminagdo. Deixar a placa repousar a temperatura
ambiente (18 a 30°C), protegida da incidéncia directa
da luz solar e de quaisquer vibragdes. Proceder
a leitura dos resultados apds uma hora.

8. RESULTADOS
LEITURA DOS RESULTADOS

Num teste positivo, as células sensibilizadas sdo aglutinadas
pelo anticorpo e depositam-se no fundo da cavidade na forma
de um tapete difuso. Num teste negativo, as células depositam-
se no fundo da cavidade formando um pequeno circulo ou um
botdo compacto. As reacgbes positivas fracas podem resultar
em padrdes intermédios. O ponto-final deverd ser lido como a
diluicdo mais elevada da amostra que apresente aprox. 50% de
aglutinagdo com as Células de Teste.

Uma “pro-zona” (uma ou mais cavidades que apresentam
aglutinagdo inesperadamente fraca) é por vezes observada com
baixas dilui¢des de soros positivos bastante concentrados, pelo
que estes resultados ndo devem ser falsamente interpretados.

Resultados tipicamente obtidos com o Thymune*-M
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A imagem mostra oito titulagdes numa placa de microtitulagdo de
cavidades em “U”. A terceira cavidade de cada fila contém Células
de Controlo com uma dilui¢do de 1/100 do soro. As cavidades 4 a
12 contém Células de Teste e diluigdes quadruplas do soro (a partir
de uma diluigdo inicial de 1/100).

Fila A = Positiva 1/102.400 - 1/409.600
Fila B = Negativa

Fila C = Positiva 1/1.600 - 1/6.400

Fila D = Positiva 1/6.400 - 1/25.600
Fila E = Negativa

Fila F = Positiva 1/6.400

Fila G = Positiva 1/1.600

Fila H = Positiva 1/400 - 1/1.600

CONTROLO DE QUALIDADE

A cavidade de controlo (coluna 3) tem de ser sempre negativa.
As reacgBes heterofilicas contra constituintes de peru sdo raras
nas diluigdes de 1/100 ou superiores mas, se a cavidade de
controlo apresentar aglutinagdo, a amostra de soro deve ser
absorvida misturando as células aglomeradas presentes em 0,5
ml da suspensdo de Células de Controlo com 0,1 ml do soro a
testar. Agitar a mistura, deixar repousar durante 10 minutos e
separar o soro absorvido através de centrifugagdo. Repetir o teste
utilizando o soro absorvido.

Os Controlos Séricos Positivo e Negativo destinam-se a assegurar
o funcionamento correcto das suspensdes de Células de Teste
e de Controlo. O Soro Negativo ndo deve provocar aglutinagdo
em qualquer das diluigdes, enquanto que o Soro Positivo deve
produzir aglutinagdo até uma dilui¢do de pelo menos 1/400 com
as Células de Teste. As Células de Controlo devem apresentar
padrdes de ndo aglutinacdo na cavidade de controlo. Os titulos
observados em placas de cavidades em “V” sdo, geralmente,
um pouco mais elevados (o titulo pode situar-se entre as
diluigBes quadruplas do protocolo de teste padrdo). Se ndo for
demonstrado um titulo aceitavel para o Controlo Sérico Positivo,
é porque o teste ndo tinha a sensibilidade correcta e que deve
ser repetido.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os anticorpos detectados pelo teste de hemaglutinagdo
microssomal constituem o principal marcador circulante da
doenga autoimune da tirdide humana, que inclui perturbagdes
clinicas como a tiroidite com bdcio (doenga de Hashimoto), a
tiroidite atréfica (mixedema) e a tirotoxicose (doenca de Graves/
Basedow)3.

A combinagdo dos testes de hemaglutinagdo da tiroglobulina e de
microssomas ira detectar praticamente todos os casos de bdcio
de Hashimoto e cerca de 90% dos casos de mixedema primario.
Os dois testes devem ser realizados em conjunto em todos os
casos de bdcio nos quais vai ser realizada a intervengdo cirurgica,
uma vez que nem sempre é clinicamente possivel distinguir
entre a tiroidite auto-imune e outros tipos de bdcio. Um outra
importante aplicagdo destes dois testes de anticorpos da tirdide é
a diferenciagdo entre a tirotoxicose primdria e taquicardias varias,
periodos de ansiedade, perda de peso inexplicavel e diarreia. Nos
casos de exoftalmia unilateral, os testes ajudardo a distinguir
entre a etiologia enddcrina e lesGes locais das drbitas, evitando
testes mais agressivos ou dispendiosos. Cerca de 70-90% dos
casos com variantes da doencga de Graves apresentaram titulos
de hemaglutinagdo da tiroglobulina e/ou microssoma positivos
comparados com 10-15% dos controlos segundo idade e sexo.
Apesar da maioria dos individuos tirotoxicos apresentar niveis
relativamente baixos de anticorpos, cerca de 20% apresentou

titulos moderados a elevados (tiroglobulina > 1/640, microssoma
> 1/6400), o que indicia ou uma forma mais grave da doenca
com tendéncia para a recaida ou uma tiroidite destrutiva
concomitante predispondo o mixedema pds-operatério ou
para perda espontdnea da fungdo tiroidea alguns anos apds
um episddio tirotéxico. Da mesma forma, a hemaglutinagdo da
tiroglobulina em combinagdo com a hemaglutinagdo microssomal
ira diferenciar os casos de tiroidite atréfica dos de hipotiroidismo
médio a grave e ainda dos casos de depressdo ou obesidade
provocados por outras causas. Resultados positivos nestes dois
testes ndo sdo suficientes para excluir a possibilidade de cancro da
tirdide, nem os titulos baixos (tiroglobulina < 1/160, microssoma
< 1/1600) indiciam sempre lesdes graves da tirdide, uma vez que
muitos casos de “tiroidite focal” permanecem na forma sub-
clinica e ndo progridem. Se for obtido um resultado positivo,
é necessario proceder a investigagdo suplementar através de
cintigrafia para pesquisar a existéncia de cancro da tirdide, teste
TRH para estimar a autonomia da tiréide ou determinagdo da TSH
sérica para casos suspeitos de hipotiroidismo. A escolha do tipo
de teste esta dependente das observagdes clinicas.

Os testes de hemaglutinagdo da tiroglobulina e microssomal
fornecem informagBes Uteis para a previsdo de eventuais
disfungBes da tirdide em doentes com outras perturbagdes
endocrinoldgicas autoimunes, como por exemplo a doenga
de Addison, a diabetes mellitus insulina-dependente ou
auto-imunopatias poli-endocrinolégicas e em membros de
familias com tendéncia para autoimunidade a érgéos especificos.
9. LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Uma grande parte dos soros fortemente positivos apresentam
“pro-zonas” neste teste e, por este motivo, é necessario executar
a titulagdo completa em todos os soros.

Ndo devem ser utilizadas amostras de plasma ou de soro
infectado.

10. RESULTADOS ESPERADOS
Consultar a secgdo Interpretagdo dos Resultados.
11. CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO
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14. LEGENDA DOS SiMBOLOS

Numero de catédlogo

Dispositivo médico para diagndstico in vitro

Consulte as instrugGes para utilizagdo

Limites de temperatura

Foi realizada uma comparagdo entre a sensibilidade do
Thymune*-M com a técnica de hemaglutinagdo com células de
ovelha, através da andlise de 158 amostras séricas de doentes
com bdcio de Hashimoto, mixedema primdrio ou tirotoxicose.
Ficou estabelecida uma boa correlagdo entre os dois sistemas
de teste, que variaram por diferentes titulos entre 1/100 e
1/1.600.000. A correlagdo entre os titulos de hemaglutinagdo e
de anticorpo fluorescente foi também identificada como sendo
boa, apresentando uma relagdo linear entre os titulos de até
1/1.600.000 para o teste de hemaglutinacdo e de 1/1280 para o
de anticorpo fluorescente (FAT)2.

Ao testar soros de um painel de dadores de sangue normal, a
incidéncia de resultados positivos foi de 7% com titulos de
<1/16002

Os reagentes sdo cuidadosamente controlados para assegurar a
reprodutibilidade entre grupos de trabalho. Cada lote de Células
de Teste é preparado para alcangar titulos consistentes ao ser
testado frente a um painel de soros contendo niveis conhecidos
de anticorpos, com uma tolerancia ndo superior a uma dilui¢do
dupla. A reprodutibilidade lote-a-lote foi determinada através
do teste de 12 amostras em 3 ocasiBes utilizando trés grupos de
reagentes. Cada uma das amostras apresentou sistematicamente
resultados dentro do intervalo de mais ou menos uma diluigdo
dupla em todas as ocasides™.

Conteudo suficiente para "n" ensaios
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