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RADIOIMMUNOASSAY FOR THE QUANTITATIVE
DETERMINATION OF ANTI-THYROPEROXIDASE
AUTOANTIBODIES IN HUMAN SERUM

R-CO-100 - 96 Determinations

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

1. CLINICAL APPLICATIONS

Thyroid autoimmunity is more frequently registered in women. Antibody
prevalence in women increases with age, rising from approximately
10% at the age of 18-24 up to 30% at the age of 55-65 for TgAb and
from 15% at the age of 18-24 up to 24% at the age of 55-65 for
TPOAD.

2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The present method is based on a competitive radioimmunoassay
(RIA). During the incubation, the monoclonal anti-TPO antibodies in
solid phase competes with the sample/calibrator anti-TPO
autoantibodies for the specific sites of the I labelled recombinant
TPO (tracer). After aspiration and washing, the radioactivity in the
tubes is measured in a gamma counter. The degree of binding will be
inversely proportional to the sample anti-TPO autoantibodies
concentration. The calibrators of anti-TPO auto-antibodies are
calibrated on the TMAb international reference preparation
MRC66/387.

3. REAGENTS PROVIDED WITH THE KIT
- The reagents are sufficient for 96 determinations.

- Store the kit and reagents at 2-8°C.
- The expiration date of each reagent is shown on the label.

Reagents 96 Tests Kit | Colour Reconstitution
Code
H 2x48 Green Ready to Use
Tubes coated with mouse monoclonal
anti-TPO antibodies
Ag 125 1 Vial
22ml Red Ready to Use
TRACER : Recombinant TPO tracer. +114 kBq
Preservative: NaN3 (<0.1%)
[CAL]O] 1 Vial
Yellow Ready to Use
Calibrator zero 4.2ml
Preservative: NaN3 (<0.1%)
[CAL]N]
Calibrator -N =5 5 Vials Yellow Ready to Use
Anti-TPO (human serum). Preservative: 0.7 ml
NaN3 (<0.1%)
(see exact values on vial labels)
[CONTROL|N]
2 Vials .
Control - N =2 Silver Ready to Use
Anti-TPO (human serum). Preservative: 0.7 ml
NaN3 (<0.1%).
(see exact values on vial labels)
| WASH | SOLN | CONC | 1 Vial Bring to 1000 ml
. i Brown with distilled
Washing Solution (50 x concentrated) 20 ml water
Tris-HCI buffer with detergent and
preservative NaN3 (<0.1%).

1- Controls & Calibrators : For the exact value, refer to the value
written on the vial label.

2- Coated Tubes: Unused tubes must be stored at 2-8°C ,
protected from moisture.

3- Washing Solution (50 x concentrated): The diluted washing
solution is stable for 2 months at 2-8°C.

4. MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

- Plastic test tubes

- Test tube racks.

- Adjustable, automatic micropipettes with disposable tips.
- Vortex mixer.

- Graduated cylinder.

- Aspiration pump or automated washing device.

- Scintillation gamma counter.

- Distilled water.

- Orbital shaker adjustable at 150 rpm.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS FOR USERS

For in vitro diagnostic use.

Only experienced laboratory personnel should use this test and
handling should be in agreement with GLP.

Radioactive Material - Not for Internal or External Use in Humans
or Animals.

In order to obtain reproducible results, the following rules must

be observed :

- Do not mix reagents of different lots.

- Do not use reagents beyond their expiry date.

- Use thoroughly clean glassware.

- Use distilled water, stored in clean containers.

- Avoid any contamination among samples; to this purpose disposable
tips should be used for each sample and reagent.

Safety :

This kit contains 1251 (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV)
and y (35.5 keV) radiations. This radioactive product can be transferred
to and used only by authorized persons; purchase, storage, use and
exchange of radioactive products are subject to the legislation of the
end user's country. In no case the product must be administered to
humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area. away
from regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive
materials must be kept in the lab. Laboratory equipment and
glassware, which could be contaminated with radioactive substances,
should be segregated to prevent cross contamination of different
radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with
the radiation safety procedures. The radioactive waste must be
disposed of following the local regulations and guidelines of the
authorities holding jurisdiction over the laboratory. Adherence to the
basic rules of radiation safety provides adequate protection.

The human blood components included in this kit have been tested by
European approved and/or FDA approved methods and found negative
for HbsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer
complete assurance that human blood derivatives will not transmit
hepatitis, AIDS or other infections. Therefore, handling of reagents,
serum or plasma specimens should be in accordance with local safety
procedures.

All animal products and derivatives have been collected from healthy
animals. Bovine components originate from countries where BSE has
not been reported. Nevertheless, components containing animal
substances should be treated as potentially infectious.

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative).
Azide in this kit may react with lead and copper in the plumbing and in
this way form highly explosive metal azides. During the washing step,
flush the drain with a large amount of water to prevent azide build-up.
Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do
not pipette by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.

For more information, see Material Safety Data Sheet (MSDS)



6. SPECIMEN COLLECTION

It is recommended to use serum. Highly lipemic or hemolyzed samples
must be discarded. Keep samples at 2-8°C for 1 day; for longer periods
it is advisable to freeze samples in aliquots at -20°C. Repeated
freezing and thawing of samples should be avoided.

7. ASSAY PROCEDURE

- Bring all reagents and samples to warm up at room temperature (18-
25°C).

- Mix samples by gentle agitation before use.

- For all calibrators, a duplicate measurement is recommended

- Each well can only be used once.

1. Prepare plain tubes for Total Counts, and coated tubes for
Calibrators, Samples and Controls.

2. Pipette 20 pl of each Calibrator, Control Serum and Sample into
the corresponding tubes.

3. Add 200 pl of Radioactive Tracer into all tubes.

4. Incubate for 90 minutes at room temperature (18-25°C) on an
orbital shaker set at 150 rpm.

5. Aspirate the contents of each tube, except the tubes for Total
Counts.

6. Add 2 ml of diluted washing solution to every tube, except tubes for
Total Counts and aspirate thoroughly or decant the contents of all
tubes on absorbent paper.

7. Count the radioactivity bound to the tubes for 1 minute in a gamma
counter. We suggest to control the background of the instrument
before counting the assay. In order to avoid variations in the
sensitivity of the system, the background must be reduced to a
minimum or adjusted properly.

Note

If high anti-TPO values (> 1000 IU/ml) are expected for any patient
sample, the original sample should be diluted. This dilution should be
done using the zero calibrator.

Do not use any other buffers for this purpose.

ASSAY SCHEME

Tubes | Total Activity | Calibrators | Controls | Samples
Reagent
Calibrators 20 pl
Controls 20 pl
Samples 20 ul
Tracer 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Incubate: 90 min R.T. (18-25°C) shaking (150 rpm)
- Aspirate - wash: 1 x 2 ml - aspirate
- Count

8. CALCULATION OF RESULTS
Binding capacity = ------ (%) = - x 100
T

Percent binding for Calibrators, Controls and Samples =

B Calibrator or Sample Cpm
Blndlng (%) [ (%) - X 100
Bo Bo Cpm

Draw the calibration curve on log/logit graph by plotting the B/Bo (%)
obtained for each calibrator (y-axis) against the relative concentration
(x-axis). Calculate the B/B, (%) of each sample and read the TPO Ab
concentration in IU/ml, by interpolating on the calibration curve.

EXAMPLE OF CALCULATION

The values reported below must be considered as an example and may
not be used in place of experimental data.

Description Average cpm. | B/BO (%) TPO Ab conc.
(IU/ml)

Total Activity (T) 46591 - -
CALO 15003 100 0
CAL1 10978 73.2 40
CAL 2 6798 453 80
CAL 3 4408 29.4 150
CAL 4 1693 11.3 400
CALS 606 4.0 1000
CONTROL 1 5481 36.5 108
CONTROL 2 1926 12.8 353
P1 10736 71.6 40.7
P2 4085 27.2 157
P3 1037 6.9 629

INTERNAL QUALITY CONTROL

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within
the range specified, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control
samples, which should be kept frozen in aliquots.

- Acceptance criteria for the difference between the duplicate
results of the samples should rely on Good Laboratory Practises

9. REFERENCE VALUES

It is recommended that each laboratory determines its own reference
interval. Values reported below are only indicative.

Lower than 60 IU/ml Negative for anti-TPO auto-antibodies.

Between 60-80 IU/ml Borderline

Higher than 80 IU/ml Positive for anti-TPO auto-antibodies.

10. PERFORMANCE OF THE ASSAY

SPECIFICITY
No cross-reactions have been observed with anti-thyroglobulin
autoantibodies present in human serum.

SENSITIVITY

Analytical sensitivity

The sensitivity was calculated based upon the calibration curve and
expressed as the minimal dose showing a significant difference from
the Zero Calibrator (mean value - 2 S.D.). This dose is 7.4 IU/ml.

Functional sensitivity

The functional assay sensitivity is the lowest value which is measured
with a precision of max. 20% inter-assay variance. For the anti-TPO
autoantibodies, this value is lower than 20 [U/ml.

PRECISION
Precision was evaluated upon intra- and inter-assay variability, at
different analyte concentrations.

Intra-assay
Serum Mean + S.D. C.V. N
(IU/ml) (%)
1 40.1 + 4.4 11.0 95
2 105 + 55 5.2 19
3 553 + 43.8 7.9 19
Inter-assay
Serum Mean + S.D. C.V. N
(IU/ml) (%)
1 36.7 + 4.2 11.4 8
2 103 + 8.1 7.9 9
3 720 + 79.1 11.0 9
ACCURACY

Accuracy of the method has been checked by the recovery and
parallelism tests:



Recovery Test

Samples, mixed with equal volumes of each calibrator, were tested.

Expected Measured Recovery
(IU/ml) (IU/ml) (%)

S1 - 23.7 -

S1+ CAL1 31.9 28.1 88.1
S1+ CAL 2 51.9 49.1 94.6
S1+ CAL 3 86.9 81.2 934
S1+ CAL 4 211.9 243 114.7
S2 - 32.9 -

S2 + CAL1 36.5 28.9 79.2
S2 + CAL 2 56.5 45.9 81.2
S2 + CAL3 915 76.2 83.3
S2 + CAL 4 216.5 240 110.9

Parallelism Test

Serums with high analyte concentration were tested at different

dilutions with the Zero Calibrator.

Dilution Expected Measured Recovery
(IU/ml) (1U/ml) (%)

S1 undiluted - 857 -

1/2 428 418 97.7
1/4 214 248 115.9
1/8 107 126 117.8
1/16 53.5 64 119.6
S2 undiluted - 273 -

1/2 136 136 100.0
1/4 68.1 60.0 88.1
1/8 34.1 39.8 116.7

NB. Due to the heterogeneity of autoantibodies, for some patient
samples a nonlinear dilution is possible

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded

from our website: https://www.diasource-diagnostics.com
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FRANCAIS

METHODE RADIO-IMMUNOLOGIQUE POUR LA
DETERMINATION QUANTITATIVE DES ANTICORPS
ANTI-THYROPEROXIDASE DANS LE SERUM
HUMAIN

R-CO-100 - 96 Déterminations

UNIQUEMENT A USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO

1. APPLICATIONS CLINIQUES

L'auto-immunité thyroidienne se rencontre plus fréiguemment chez la
femme. La prévalence des anticorps chez la femme augmente avec
l'age, passant d'approximativement 10% entre 18 et 24 ans a 30%
entre 55 et 65 ans pour les Ac anti-Tg et de 15% entre 18 et 24 ans a
24% entre 55 et 65 ans pour les Ac anti-TPO.

2. PRINCIPE DE L'ANALYSE

Cette méthode est basée sur un dosage radio-immunologique (RIA)
par compétition. Durant l'incubation, les anticorps monoclonaux anti-
TPO de la phase solide entrent en compétition avec les anticorps anti-
TPO de I'échantillon/du calibrateur pour les sites spécifiques de la TPO
recombinante marquée a I'*? (traceur). Aprés aspiration et lavage, la
radioactivité présente dans les tubes est mesurée dans un compteur
gamma. Le degré de liaison sera inversement proportionnel a la
concentration des anticorps anti-TPO de I'échantillon. Les calibrateurs
des anticorps anti-TPO sont calibrés par rapport a la préparation de
référence internationale d'anticorps anti-TMAb MRC66/387.

3. REACTIFS FOURNIS AVEC LA TROUSSE

- Les réactifs sont suffisants pour 96 déterminations.
- Stocker les trousses et les réactifs entre 2 et 8°C.
- La date d’expiration de chaque réactif est inscrite sur I'étiquette.

Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
U 2x48 Vert Prét a I’emploi

Tubes coatés avec des anticorps
monoclonaux anti-TPO de souris

1 flacon

125
Ag I 22 ml Rouge

Prét a I’emploi

TRACEUR : TPO recombinante liquide | + 114 kBq
Conservateur: NaN3 (<0.1%)

[CAL]O] 1 flacon Jaune

Calibrateur zéro 42 ml
Conservateur: NaN3 (<0.1%)

Prét a I’emploi

[CAL]N]
Calibrateurs— N =5 5 flacons
Anti-TPO (sérum humain), 0.7 ml Jaune Préta Pemplod

Conservateur: NaN3 (<0,1%).

(voir la valeur exacte sur les étiquettes
des flacons)

[CONTROL|N]

Controle - N =2 2 flacons
Anti-TPO (sérum humain) 0.7 ml
Conservateur: NaN3 (<0.1%)

(voir la valeur exacte sur les étiquettes
des flacons)

Argent Prét a ’emploi

[ wasH | soin | conc | 1 flacon

Brun 1000 ml avec

Solution de lavage (concentrée 50 x) 20ml de I'eau distillée

tampon Tris-HCI avec un détergent et un
conservateur NaN3 (<0,1%)

1. Contrbdles et Calibrateurs: Pour la valeur exacte, se référer a
I'étiquette du flacon.

2. Tubes coatés: Les tubes non utilisés doivent étre conservés entre
2 et 8°C, protégés de I'humidité.

3. Solution de lavage (concentrée 50 x): Porter a 1000 ml avec de
I'eau distillée. La solution de lavage diluée est stable pendant 2
mois entre 2 et 8°C.

4. MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

- Tubes a essai en plastique.

- Portoir pour tubes a essai.

- Micropipettes automatiques réglables avec pointes jetables.
- Vortex.

- Cylindre gradué.

- Pompe d’aspiration ou dispositif de lavage automatique.

- Compteur de rayons gamma.

- Eau distillée.

- Agitateur orbital réglé a 150 tpm.

5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Ce matériel doit exclusivement étre utilisé a des fins de diagnostic
in vitro.

Le kit est réservé a une utilisation professionnelle. Il doit donc
étre utilisé exclusivement par du personnel de laboratoire expert,
conformément aux normes GLP.

Matériel radioactif - Ne pas administrer par voie interne ou externe
ades étres humains ou a des animaux.

Afin d'obtenir des résultats reproductibles, les régles suivantes
doivent étre respectées :

- Ne pas mélanger les réactifs de lots différents.

- Ne pas utiliser de réactifs aprés leur date de péremption.

- Utiliser de la verrerie parfaitement propre.

- Utiliser de I'eau distillée conservée dans des réservoirs propres.

- Eviter toute contamination des échantillons. Pour ce faire, utiliser
des embouts jetables pour chaque échantillon et réactif.

Sécurité :

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I'125] (demi-vie : 60 jours), une matiere
radioactive émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35,5
keV).

Ce produit radioactif peut uniqguement étre regu, acheté, possédé ou
utilisé par des personnes autorisées ; 'achat, le stockage, I'utilisation et
I'’échange de produits radioactifs sont soumis a la Iégislation du pays
de l'utilisateur final. Ce produit ne peut en aucun cas étre administré a
'lhomme ou aux animaux. Toutes les manipulations radioactives
doivent étre exécutées dans un secteur désigné, éloigné de tout
passage. Un journal de réception et de stockage des matieres
radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des
substances radioactives, doivent étre isolés afin déviter la
contamination croisée de plusieurs isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets
radioactifs doivent étre placés de maniére a respecter les
réglementations en vigueur. L'adhésion aux régles de base de sécurité
concernant les radiations procure une protection adéquate

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par
des méthodes approuvées par I'Europe et/ou la FDA et trouvés
négatifs pour HBsAg, I'anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode
connue ne peut offrir I'assurance compléte que des dérivés de sang
humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida ou toute autre infection.
Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des échantillons de
plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux
sains. Les composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas
été détectée. Néanmoins, les composants contenant des substances
animales devront étre traités comme potentiellement infectieux.

L’azide de sodium est nocif s'il est inhalé, avalé ou en contact avec la
peau (I'azide de sodium est utilisé comme agent conservateur). L’azide
dans cette trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les
canalisations et donner des composés explosifs, il est nécessaire de
nettoyer abondamment a I'eau le matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques
dans les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas



pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants
a usage unique.

Pour plus d'informations, consultez la fiche signalétique (MSDS).

6. ECHANTILLONS A TESTER

Il est recommandé dutliser du sérum. Les échantillons
hyperlipémiques ou hémolysés doivent étre écartés. Conserver les
échantillons & 2-8°C pour 1 jour; pour une plus longue période il est
conseillé de congeler les échantillons & —20°C. La congélation et la
décongélation des échantillons devraient étre évitées.

7. REALISATION DU DOSAGE

- Amener tous les réactifs et tous les échantillons a température
ambiante (18-25°C).

- Mélanger les échantillons en les agitant doucement (avant de les
utiliser.

- Pour tous les calibrateurs, un dosage en double est recommandé.

- Chaque puits ne peut étre utilisé qu'une seule fois.

1. Préparer des tubes non coatés pour I'activité totale et des tubes
coatés pour les calibrateurs, les échantillons et les contréles.

2. Pipeter 20 pl de chaque calibrateur, contrle et échantillon dans
les tubes correspondants.

3. Ajouter 200 pl du traceur radioactif dans tous les tubes.

4. Mélanger les tubes au vortex et incuber pendant 90 minutes a
température ambiante (18-25°C) sur un agitateur orbital réglé a
150 tpm.

5. Aspirer le contenu de chacun des tubes excepté les tubes pour
I'activité totale.

6. Ajouter 2 ml de solution de lavage diluée a chacun des tubes
excepté les tubes pour l'activité totale et aspirer a fond ou
décanter le contenu de tous les tubes sur du papier absorbant.

7. Compter la radioactivité dans les tubes pendant 1 minute en
utilisant un compteur gamma. Nous suggérons de vérifier le bruit
de fond de linstrument avant de réaliser I'analyse. Afin d'éviter
des variations de la sensibilité du systeme, le bruit de fond devrait
étre réduit a un minimum ou étre ajusté correctement.

Note

Si I'on s'attend a des valeurs élevées d'anti-TPO (> 1000 Ul/ml) pour
un échantillon de patient, I'échantillon de départ doit étre dilué. Cette
dilution doit étre réalisée avec le calibrateur zéro.

Ne pas utiliser d'autres tampons a cet effet.

Les valeurs rapportées ci-dessous doivent étre considérées comme un exemple

et ne peuvent étre utilisées a la place des données expérimentales.

Description Moyenne B/BO Conc. en Ac
cpm (%) anti'TPO
(Ul/ml)

Activité totale (T) 46591 - -
CALO 15003 100 0
CAL1 10978 73,2 40
CAL 2 6798 45,3 80
CAL 3 4408 29,4 150
CAL 4 1693 11,3 400
CALS 606 4,0 1000
CONTROLE 1 5481 36,5 108
CONTROLE 2 1926 12,8 353
P1 10736 71,6 40.7
P2 4085 27,2 157
P3 1037 6,9 629

CONTROLE DE QUALITE INTERNE

- Si les résultats obtenus pour le controle 1 et/ou le contréle 2 ne
sont pas dans les fourchettes spécifiées , les résultats ne peuvent
pas étre utilisés a moins d'avoir trouvé une explication
satisfaisante a la divergence.

- S'il le souhaite, le laboratoire peut faire ses propres pools

d'échantillons de contréle qui doivent étre conservés en
aliquotes congelées.

- Les critéres d'acceptation de la différence entre les résultats des

échantillons analysés en double doivent reposer sur les Bonnes
Pratiques de Laboratoire.

9. VALEURS DE REFERENCE

Il est recommandé que chaque laboratoire détermine ses propres

intervalles de référence. Les valeurs rapportées ci-dessous le sont
seulement & titre indicatif.

Inférieur a 60 Ul/ml Négatif pour les auto-anticorps anti-TPO.

Entre 60 et 80 Ul/ml Limite

Supérieur a 80 Ul/ml

Positif pour les auto-anticorps ant-TPO.

SCHEMA DU DOSAGE

Tubes A.l%t';:;e Calibrateurs Contrdle Echant.
Réactif
Calibrateur - 20 pl —- —
Controles - J— 20 ul —
Echantillons - — - 20 i
Traceur 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Incubation: 90 min. T° ambiante (18-25°C) sous agitation (150 tpm)

- Aspiration - lavage : 1 x 2 ml - aspiration

- Comptage

8. CALCUL DES RESULTATS

Capacité de liaison =

Pourcentage de liaison pour les Calibrateurs, Contréles et échantillons

B Cpm du Calibrateur ou de I'échantillon
Liaison (%) = ------ (%) = x 100
Bo Cpm du By

Tracer la courbe d'étalonnage sur un papier logarithmique en placant le
B/B, (%) obtenu pour chacun des calibrateurs (axe des y) en fonction
de la concentration relative (axe des x). Calculer le B/B, (%) de chacun
des échantillons et lire la concentration des Ac anti-TPO en Ul/ml par
interpolation sur la courbe d'étalonnage.

EXEMPLE DE CALCUL

10. PERFORMANCE DU DOSAGE

SPECIFICITE
Aucune réaction croisée n'a été observée avec les auto-anticorps anti-
thyroglobuline présents dans le sérum humain.

SENSIBILITE

Sensibilité analytique

La sensibilité a été calculée sur base de la courbe d’étalonnage et
représente la dose minimale montrant une différence significative avec
le Calibreur Zéro (valeur moyenne - 2 D.S.). Cette dose est 7,4 Ul/ml.

Sensibilité fonctionnelle

La sensibilité fonctionnelle d'analyse est la valeur la plus basse qui est
mesurée avec une précision de maximum 20% de la variation inter-
analyse. Pour les auto-anticorps anti-TPO, cette valeur est 20 Ul/ml.

PRECISION
La précision a été évaluée sur la variabilité intra et inter-analyse a
différentes concentrations de I'analyte.

Intra-analyse

Sérum Moyenne + D.S. C.v. N
(Ul/ml) (%)

1 40,1 + 4,4 11,0 95

2 105 + 5,5 5,2 19

3 553 + 43,8 7,9 19




Inter-analyse

Sérum Moyenne + D.S. C.V. N
(Ul/ml) (%)
1 36,7 + 4,2 11,4 8
2 103 + 8,1 7,9 9
3 720 + 79,1 11,0 9
EXACTITUDE

L'exactitude de la méthode a été vérifiée par les tests de récupération
et de parallélisme.

Test de récupération

Des échantillons,

calibrateur, ont été testés.

mélangés a des volumes égaux de chaque

Ajouté Prévu Mesuré Récupération
(Ul/ml) (Ul/ml) (%)

S1 - 23,7 -

S1+CAL1 31,9 28,1 88,1
S1+CAL2 51,9 49,1 94,6
S1+CAL3 86,9 81,2 93,4
S1+CAL4 2119 243 114,7
S2 - 32.9 -

S2+CAL1 36,5 28.9 79,2
S2 + CAL 2 56,5 45.9 81,2
S2+CAL3 91,5 76.2 83,3
S2+ CAL4 216,5 240 110,9

Test de parallélisme.
Des sérums de concentration élevée en analyte ont été testés a
différentes dilutions avec le Calibreur Zéro.

Dilution Prévu Mesuré Récupération
(Ul/ml) (Ul/ml) (%)

S1 non dilué - 857 -

1/2 428 418 97,7
1/4 214 248 115,9
1/8 107 126 117,8
1/16 53,5 64 119,6
S2 non dilué - 273 -

1/2 136 136 100,0
1/4 68,1 60,0 88,1
1/8 34,1 39,8 116,7

NB. Etant donné I'hétérogénéité des auto-anticorps, une dilution non
linéaire peut étre observée pour les échantillons de certains patients



NEDERLANDS

RADIO-IMMUNOASSAY VOOR DE KWANTITATIEVE
BEPALING VAN AUTO-ANTILICHAMEN VOOR ANTI-
THYROPEROXIDASE IN HUMAAN SERUM

R-CO-100 — 96 tests

UITSLUITEND VOOR DIAGNOSTISCH GEBRUIK IN
VITRO

1. KLINISCHE TOEPASSINGEN

Bij vrouwen komt schildklier-auto-immuniteit vaker voor. Bij vrouwen
neemt de prevalentie van antilichamen toe met de leeftijd: voor TgAb
stijgt die van ongeveer 10% bij een leeftijd van 18 — 24 jaar tot 30% bij
een leeftijd van 55 — 65 jaar en voor TPOAb van 15% bij een leeftijd
van 18 — 24 jaar tot 24% bij een leeftijd van 55 — 65 jaar.

2. PRINCIPE VAN DE ASSAY

Deze methode is gebaseerd op een competitieve radio-immunoassay
(RIA). Tijdens de incubatie concurreren de monoklonale anti-TPO
antilichamen op een vaste fase met de anti-TPO autoantilichamen van
het monster/de kalibrator voor de specifieke plaatsen van met %]
gelabelde recombinant TPO (tracer). Na het opzuigen en het wassen
wordt de radioactiviteit in de buisjes in een gammateller gemeten. De
mate van binding zal omgekeerd evenredig zijn met de concentratie
van het anti-TPO autoantilichaam van het monster. De kalibratoren van
autoantilichamen voor anti-TPO worden gekalibreerd tegenover het
internationale referentiepreparaat MRC66/387 van TMAD.

3. GELEVERDE MATERIALEN
- De reagentia zijn voldoende voor 96 tests.

- Bewaar de kit en de reagentia bij 2 — 8 °C.
- De houdbaarheidsdatum van elk reagens staat op het etiket vermeld.

Reagens Kit voor 96 Kleur- Reconstitutie
testen code
U 2x48 Groen Klzzz:)rr:iior
Buisjes gecoat met muis-monoklonaal g
anti-TPO antilichamen
Ag 125) 1 flacon
22 ml Klaar voor
- ) m Rood gebruik
TRACER : vloeibare recombinant TPO- + 114 kB
tracer - 4
Bewaarmiddel: NaN3 (< 0,1%)
[CAL]O] 1 flacon Geel Klaar voor
NulKalibrator 4.2 ml gebruik
Bewaarmiddel: NaN3 (< 0,1%)
[CAL]N]
Kalibrators— N =5 5 flacons Geel Klaar voor
Anti-TPO (humaan serum) 0.7 ml gebruik
Bewaarmiddel: NaN3 (< 0,1%)
(zie exacte waarde op flaconlabels)
[CONTROL|N]
Controle - N =2 2 flacons Zilver Klaar voor
Anti-TPO (humaan serum) 0.7 ml gebruik
Bewaarmiddel: NaN3 (< 0,1%)
(zie exacte waarde op flaconlabels)
WASH SOLN CONC
| | | | 1 flacon 1.000 ml met
Wasoplossing (50 x geconcentreerd) 20 ml Bruin ged\e,\fgltlelreerd
TRIS-HCI-buffer met detergens.
Bewaarmiddel: NaN3 < 0,1%

1. Controles en Kalibrators : raadpleeg de waarde op het etiket
van de flacon voor de exacte waarde.

2. Gecoate buisjes: Niet-gebruikte buisjes moeten bij 2 -8 °C en
beschermd tegen vocht worden bewaard.

3. Wasoplossing (50 x geconcentreerd): Vul aan tot 1.000 ml met
gedestilleerd water. De verdunde wasoplossing blijft gedurende 2
maanden houdbaar bij 2 — 8 °C.

4. VEREISTE MAAR NIET GELEVERDE
MATERIALEN

- Plastic proefbuisjes.

- Rek voor proefbuisjes.

- Regelbare, automatische micropipetten met wegwerptippen.
- Vortexmenger.

- Maatcilinder.

- Aspiratiepomp of geautomatiseerd wasapparaat.

- Gamma scintillatieteller.

- Gedestilleerd water.

- Rondschudapparaat, instelbaar op 150 toeren per minuut.

5. WAARSCHUWINGEN EN VOORZORGSMAAT-
REGELEN VOOR GEBRUIKERS

Voor in vitro diagnostisch gebruik.
Enkel ervaren laboratoriumpersoneel mag deze test gebruiken en
de handelingen moeten in overeenstemming zijn met GLP.

Radioactief materiaal — Niet voor inwendig of uitwendig gebruik bij
mensen of dieren.

Om reproduceerbare resultaten te verkrijgen, moeten de volgende

regels in acht worden genomen:

- Reagentia van verschillende charges mogen niet worden gemengd.

- Gebruik de reagentia niet langer dan de aangegeven vervaldatum.

- Gebruik glaswerk, dat grondig werd gereinigd is.

- Gebruik gedestilleerd water, dat wordt bewaard in een propere
verpakking.

- Vermijd besmettingen bij monsters onderling. Gebruik daarom
wegwerptips voor elk monster en reagens.

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat 125I (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28
keV) en y-stralen (35.5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en
gebruikt worden door bevoegd personeel; ontvangst, opslag, gebruik
en overdracht van radioactieve producten zijn onderworpen aan de
wetgeving van het land van de eindgebruiker. In geen geval mag het
product toegediend worden aan mensen of dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een
daartoe bestemde ruimte, waar uitsluitend bevoegd personeel
toegelaten wordt. Een logboek met ontvangst en opslag van
radioactieve materialen moet worden bijgehouden in het laboratorium.
Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat eventueel gecontamineerd
werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden gesegregeerd om
kruisbesmetting van verschillende radioisotopen te vermijden.

Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk
gereinigd worden in overeenstemming met de procedure voor
stralingsveiligheid. Het radioactieve afval moet worden weggegooid in
overeenstemming met de plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de
autoriteiten waaronder het laboratorium valt. Naleving van de
basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor een juiste bescherming.
De componenten, afkomstig van menselijk bloed, in deze kit werden
getest door in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA
goedgekeurde methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-
HIV-1 en 2 en gaven een negatief resultaat. Geen enkele bekende
methode kan echter volledige garantie bieden dat derivaten van
menselijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties overdragen.
Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen in
overeenstemming met de plaatselijke veiligheidsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van
gezonde dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE
niet gerapporteerd werd. Toch moeten componenten die bestanddelen
van dierlijke oorsprong bevatten, behandeld worden als potentieel
besmettelijk.Vermijd dat de reagentia (natriumazide als
conserveermiddel) in contact komen met de huid. Azide in deze kit kan
reageren met lood en koper in de afvoerleidingen en op die manier
zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens de wasfase moeten de
afvoerleidingen ruimschoots met water nagespoeld worden om
ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte.
Niet met de mond pipetteren. Draag beschermende kleding en gebruik
wegwerphandschoenen.



Zie veiligheidsinformatieblad (MSDS) voor meer informatie.
6. MONSTERNAME

Enkel een serummonster mag worden gebruikt. In hoge mate
lipemische of gehemolyseerde monsters moeten worden afgevoerd.
Bewaar monsters gedurende 1 dag bij 2 -8 °C. Indien de monsters
gedurende langere tijd worden bewaard, verdient het aanbeveling ze in
aliquots in te vriezen bij —20 °C. De monsters herhaaldelijk invriezen en
ontdooien dient te worden vermeden.

7. ASSAYPROCEDURE

- Laat alle reagentia en monsters — vo6ér gebruik — op
kamertemperatuur (18-25°C) komen.

- Meng de monsters — voér gebruik — door ze om te keren.

- Voor alle kalibratoren wordt een tweede meting aanbevolen.

- Elke put kan slechts eenmaal worden gebruikt.

1. Bereid onbehandelde buisjes voor de totaaltellingen en gecoate
buisjes voor de kalibratoren, de monsters en de controles.

2. Pipetteer 20 pl van elke kalibrator, elk controleserum en elk
monster in de betreffende buisjes.

3. Voeg aan alle buisjes 200 pl radioactieve tracer toe.

4. Incubeer gedurende 90 minuten bij kamertemperatuur (18-25°C)
op een rondschudapparaat, ingesteld op 150 toeren per minuut.

5. Zuig de inhoud van elk buisje (met uitzondering van de buisjes
voor de totaaltellingen) op.

6. Voeg 2 ml van de verdunde wasoplossing aan elk buisje (met
uitzondering van de buisjes voor de totaaltellingen) toe en zuig
grondig op of giet de inhoud van alle buisjes over op absorberend
papier.

7. Tel de aan de buisjes gebonden radioactiviteit gedurende 1
minuut in een gammateller. Wij bevelen aan om de achtergrond
van het apparaat te controleren alvorens te tellen. Om variaties in
de systeemgevoeligheid te voorkomen, moet de achtergrond tot
een minimum worden beperkt of op de juiste manier worden
aangepast.

Opmerking

Indien hoge anti-TPO-waarden (> 1.000 IU/ml) worden verwacht voor
een monster van een patiént dient het oorspronkelijke monster te
worden verdund. Deze verdunning dient met behulp van een
nulkalibrator te worden uitgevoerd.

Geen andere buffers hiervoor gebruiken.

SCHEMA VAN DE ASSAY

Buisjes Totale Kalibratoren | Controles [ Monsters
activiteit
Reagens
Kalibratoren 20 pl
Controles 20 pl
Monsters 20 pl
Tracer 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

- Meng en incubeer gedurende 90 min bij kamertemperatuur (18-
25°C) op een rondschudapparaat (150 toeren per minuut).

- Zuig op of giet over - was: 1 x met 2 ml — zuig op of giet over

- Tel.

8. BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bindingscapaciteit = ------ (%) = - x 100

Bindingspercentage voor kalibratoren, controles en monsters =

B Kalibrator of monster cpm
% binding = ------ (%) = x 100

Bo Bo cpm
Teken de kalibratiecurve op dubbellogaritmisch millimeterpapier door
het voor elke kalibrator verkregen B/B, (%) (y-as) uit te zetten tegen de
relatieve concentratie (x-as). Bereken voor elk monster het B/B, (%) en
lees de TPO Ab-concentratie in E/ml af op de kalibratiecurve door te
interpoleren.

VOORBEELD VOOR BEREKENING

De hieronder vermelde waarden moeten als voorbeeld worden
beschouwd en mogen niet als experimentele gegevens worden
gebruikt.

Beschrijving Gemiddelde | B/BO (%) TPO Ab-conc.
cpm (IU/ml)

Totale activiteit (T) 46591 - -
CALO 15003 100 0
CAL1 10978 73.2 40
CAL 2 6798 453 80
CAL3 4408 29.4 150
CAL 4 1693 11.3 400
CALS5 606 4.0 1000
CONTROL 1 5481 36.5 108
CONTROL 2 1926 12.8 353
P1 10736 71.6 40.7
P2 4085 27.2 157
P3 1037 6.9 629

INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of
controle 2, niet binnen het bereik vallen zoals vermeld, dan
mogen de resultaten niet gebruikt worden tenzij een
bevredigende uitleg gegeven wordt voor de discrepantie.

- Indien gewenst, kan elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliqguots bewaard moeten
worden in de diepvriezer.

- Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in
duplo van monsters moeten steunen op gangbare
laboratoriumpraktijken.

9. REFERENTIEWAARDEN
Het verdient aanbeveling dat elk laboratorium zijn eigen referentie-

interval bepaalt. De hieronder vermelde waarden dienen uitsluitend als
richtlijn.

Minder dan 60 1U/mi: _II\_lg%atlef voor autoantilichamen voor anti-
Tussen 60 — 80 IU/ml: Grensgeval

. Positief voor autoantilichamen voor
Meer dan 80 IU/ml: anti-TPO.

10. EIGENSCHAPPEN VAN DE ASSAY

SPECIFICITEIT
Er werden geen kruisreacties waargenomen met autoantilichamen
voor anti-thyreoglobuline, aanwezig in humaan serum.

GEVOELIGHEID

Analytische gevoeligheid

De gevoeligheid werd berekend op basis van de kalibratiecurve en
werd uitgedrukt als de minimumdosis die een significant verschil laat
zien ten opzichte van de nulkalibrator (gemiddelde waarde - 2 SD).
Deze dosis bedraagt 7.4 1U/ml.

Functionele gevoeligheid

De functionele assaygevoeligheid is de laagste waarde die wordt
gemeten met een precisie die een variatie van maximaal 20% tussen
de tests toelaat. Voor de autoantilichamen voor anti-TPO bedraagt
deze waarde minder dan 20 1U/ml.

PRECISIE

De precisie werd beoordeeld aan de hand van de variabiliteit binnen
een test en tussen tests bij verschillende analytconcentraties.

Binnen een test

Serum Gemiddelde + SD VC N
(IU/ml) (%)

1 40.1 + 4.4 11.0 95

2 105 + 5.5 5.2 19

3 553 + 43.8 7.9 19




Tussen tests

Serum Gemiddelde SD VC N
(IU/ml) (%)

1 36.7 + 4.2 114 8

2 103 * 8.1 7.9 9

3 720 + 79.1 11.0 9

NAUWKEURIGHEID

De nauwkeurigheid van de methode werd beoordeeld door een
recovery- en een parallellismetest.

Recovery-test

Monsters, gemengd met een gelijke hoeveelheid van elke kalibrator,

werden getest.

Verwacht Gemeten Recovery
(IU/ml) (IU/ml) (%)

M1 - 23.7 -

M1 + KAL 1 31.9 28.1 88.1
M1 + KAL 2 51.9 49.1 94.6
M1 + KAL 3 86.9 81.2 93.4
M1 + KAL 4 211.9 243 114.7
M2 - 32.9 -

M2 + KAL 1 36.5 28.9 79.2
M2 + KAL 2 56.5 45.9 81.2
M2 + KAL 3 91.5 76.2 83.3
M2 + KAL 4 216.5 240 110.9

Parallellismetest

Sera met een hoge analytconcentratie werden bij verschillende

verdunningen met de nulkalibrator getest.

Verdunning Verwacht Gemeten Recovery
(IU/ml) (IU/ml) (%)

M1 onverdund - 857 -

1/2 428 418 97.7
1/4 214 248 115.9
1/8 107 126 117.8
1/16 53.5 64 119.6
M2 onverdund - 273 -

1/2 136 136 100.0
1/4 68.1 60.0 88.1
1/16 34.1 39.8 116.7

Opmerking: Vanwege de heterogeniteit van de autoantilichamen is voor
een aantal monsters afkomstig van de patiént een niet-lineaire

verdunning mogelijk.




DEUTSCH

RADIOIMMUNOASSAY ZUR QUANTITATIVEN
BESTIMMUNG VON ANTI-THYREOPEROXIDASE-
AUTOANTIKORPER IN HUMANEM SERUMS
R-CO-100 - 96 Bestimmungen

DIESER KIT IST NUR FUR DIE IN - VITRO -
DIAGNOSTIK BESTIMMT

1. KLINISCHE ANWENDUNGEN

Autoimmune Schilddrisenerkrankungen sind bei Frauen haufiger
festzustellen. Die Verbreitung der Antikérper bei Frauen steigt mit dem
Alter: Im Alter von 18-24 um ca. 10%, im Alter von 55-65 um ca. 30%
fur TgAb. Fur TPO Ab im Alter von 18-24 um ca. 15%, im Alter von 55-
65 um ca. 24%.

2. TESTPRINZIP

Die vorliegende Methode basiert auf dem kompetativen
Radioimmunoassay (RIA). Wéahrend der Inkubation konkurrieren der
monoklonale Anti-TPO Antikdrper in der festen Phase mit den Anti-
TPO Autoantikdrpern der Kalibratoren oder der Probe um spezifische
Bindungsstellen des mit %I markierten rekombinant TPO (Tracer).
Nach Absaugen und Waschen wird die Radioaktivitat in den Réhrchen
in einem Gammazéahler gemessen. Die gebundene Radioaktivitat steht
in umgekehrten Verhéltnis zur Anti-TPO Autoantikdrperkonzentration
der Proben. Die Kalibratoren des Anti-TPO Autoantikdrpertests wurden
gegen den TMAB Standard MRC66/387 standardiSiert.

3. MITGELIEFERTES MATERIAL

- Die Reagenzien sind ausreichend fiir 96 Bestimmungen.
- Lagern Sie den Kit und die Reagenzien bei 2 — 8° C.
- Das Verfallsdatum jedes Reagenz ist auf dem Etikett angegeben.

Reagenz 96 Test Kit Farbcode | Rekonstitution

[

Monoklonalem Anti-TPO-Antikérper
von der Maus beschichtete Réhrchen

2x48 Griin Gebrauchsfertig

Ag 125 1 Flaschch
22ml Rot Gebrauchsfertig
TRACER : rekombinant TPO-Tracer + 114 kB
und NaN3 <0,1% * q
1 Flaschch
[CAL]O] 42 ml Gelb Gebrauchsfertig
.2m

NullKalibrator
NaN3(<0,1%).

[CALIN] 5 Flaschchen

Kalibrator —-N = 5 07ml Gelb
Anti-TPO  in  humanem  Serum, :
aulerdem noch NaN3 <0,1 %

(zie exacte waarde op flaconlabels)

Gebrauchsfertig

[CONTROL|N]
Kontrolle - N =2

2 Fléaschchen
Silber Gebrauchsfertig

Anti-TPO in humanem Serum und 0.7 ml

NaN3 < 0,1%.

(zie exacte waarde op flaconlabels)

[ wasH | sown | conc | destilliertem
1 Flaschch Braun Wasser auf

Waschlésung (50 x konzentriert 1000 ml

TRIS HCI Puffer mit Detergenten. 20ml

Konservierungsmittel: NaN3 < 0,1 %.

1. Kontrollen und Kalibratoren: Die Sollwerte entnehemen Sie
bitte dem Flaschchenetikett.

2. Beschichtete Réhrchen: Unbenutzte Réhrchen missen bei 2-
8°C, geschiitzt vor Feuchtigkeit, aufbewahrt werden.

3. Waschlésung (50 x konzentriert): Fillen Sie mit destilliertem
Wasser auf 1000 ml auf. Die verdinnte Ldsung ist bei 2 — 8° C
zwei Monate lang stabil.

4. ERFORDERLICHES, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTES, MATERIAL

- Testrohrchen aus Plastik

- Racks fiur die Testrohrchen

- einstellbare, automatische Mikropipetten mit Einmalspitzen
- Vortexmixer

- Graduierter Zylinder

- Absaugpumpe oder automatische Waschanlage

- Szintillations-Gamma-Counter

- destilliertes Wasser

- Orbitalschittler, einstellbar auf 150 rpm

5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN
FUR ANWENDER

Nur bestimmt zum in vitro Gebrauch.
Dieser Test sollte nur von erfahrenem Laborpersonal, in
Ubereinstimmung mit den Richtlinien der GLP, benutzt werden.

Radioaktives Material - Nicht zur innerlichen oder &uRerlichen
Anwendung bei Menschen und Tieren bestimmt.

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, missen folgende

Regeln eingehalten werden:

- Verwenden oder mischen Sie keine Testkomponenten
unterschiedlicher Chargen.

- Verwenden Sie keine Reagenzien nach Ablauf des Verfallsdatums.

- Verwenden Sie nur vollig saubere Glasutensilien.

- Benutzen Sie destilliertes Wasser, dass in geeigneten, sauberen
Behéltern aufbewahrt werden muss.

- pVermeiden Sie jede Kontamination der einzelnen Reagenzien; so
mussen fiir jede Probe und jedes Reagenz Einmalpipettenspitzen
verwendet werden.

Sicherheit

Nur fur diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 1251 (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X
(28 keV) und y (35,5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen
abgegeben und darf nur von diesen angewendet werden; Erwerb,
Lagerung, Verwendung und Austausch radioaktiver Produkte sind
Gegenstand der Gesetzgebung des Landes des jeweiligen
Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen oder
Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von
Durchgangsverkehr in einem speziell ausgewiesenen Bereich
stattfinden. Ein Logbuch fur Protokolle und Aufbewahrung muss im
Labor sein. Die Laborausristung und die Glasbehélter, die mit
radioaktiven Substanzen kontaminiert werden kdnnen, missen
ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern.

Verschiittete radioaktive Substanzen missen sofort den
Sicherheitsbestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive
Abfalle missen entsprechend den lokalen Bestimmungen und
Richtlinien der fiir das Labor zustandigen Behérden gelagert werden.
Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fur den Umgang mit
radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit
europaischen und in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie
waren negativ fur HBsAg, anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine
bekannte Methode kann jedoch vollkommene Sicherheit liefern, dass
menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder andere
Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,
Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden
Tieren gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus Landern
in denen BSE nicht nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten
Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potentiell
ansteckend behandelt werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder
Kupfer in den Abflu3rohren reagieren und so hochexplosive



Metallazide bilden. Spiilen Sie wahrend der Waschschritte den Abfluf3
grundlich mit viel Wasser, um die Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.

Weitere Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (MSDS).

6. SAMMLUNG VON EINZELPROBEN

Verwenden Sie nur Serumproben. Hoch lipaAmische oder hamolytische
Proben mussen verworfen werden. Die Proben kénnen bei 2— 8°C 1
Tag aufbewahrt werden; bei langeren Zeitrdumen st es
empfehlenswert, die Proben aliquotiert bei — 20°C einzufrieren. Ein
wiederholtes Einfrieren oder Auftauen sollte vermieden werden.

7. TESTVERLAUF

- Vor Gebrauch missen alle Reagenzien und Proben auf
Raumtemperatur (18-25°C) gebracht werden.

- Vor Gebrauch missen die Proben durch Schwenken gemischt
werden.

- Fur alle Kalibratoren wird eine doppelte Messung empfohlen.

- Elke put kan slechts eenmaal worden gebruikt.

1. Bereiten Sie sich leere Roéhrchen fir die Total Counts und
beschichtete Rohrchen fiir die Kalibratoren, Proben und
Kontrollen vor.

2. Pipettieren Sie 20 pl des jeweiligen Kalibrators, der Kontrollen und
der Proben in die daftir vorgesehenen Roéhrchen.

3. Geben Sie in alle Réhrchen 200yl des radioaktiven Tracers.

4. Inkubieren Sie die Réhrchen 90 Minuten bei Raumtemperatur (18-
25°C) auf einem Orbitaschuttler bei 150 rpm.

5. Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab, auRBer den Réhrchen
fur dieTotal Counts.

6. Geben Sie 2 ml verdiunnter Waschlésung in jedes Rohrchen,
auBBer in denen fiir die Total Counts, und saugen Sie  grundlich
ab oder gieRen Sie die Inhalte aller Rohrchen auf absorbierendes
Papier.

7. Zaéhlen Sie die an die Rohrchen gebundene Radioaktivitat 1
Minute lang in einem Gamma- Z&hler. Wir schlagen vor, den
Hintergrund des Instruments vor dem Zahlen zu messen. Um
Abweichungen in der Sensitivitét des Systems zu vermeiden, muf3
der Hintergrund auf ein Minimum reduziert oder angepasst
werden.

Anmerkung: Falls hohe Anti-TPO-Werte (>1000 IU/ml) fiir einige
Patientenproben erwartet werden, missen die Originalproben verdinnt
werden. Die Verdinnung muf3 mit dem Nullkalibrator durchgefuhrt
werden.

Benutzen Sie zu diesem Zweck keinen anderen Puffer.

KALKULATIONSBEISPIEL

Die unten aufgefiihrten Werte missen als Beispiel gesehen werden
und sollten nicht an Stelle experimentell gewonnener Daten verwendet
werden.

Beschreibung Durchschnittlicher | B/Bg TPO Ab
cpm (%) (IU/ml)
Totalaktivitat (T) 46591 - -
CALO 15003 100 0
CAL 1 10978 73.2 40
CAL 2 6798 45.3 80
CAL3 4408 29.4 150
CAL 4 1693 11.3 400
CALS 606 4.0 1000
Beschreibung Durchschnittlicher | B/Bg TPO Ab
cpm (%) (IU/ml)
CONTROL 1 5481 36.5 108
CONTROL 2 1926 12.8 353
P1 10736 71.6 40.7
P2 4085 27.2 157
P3 1037 6.9 629

INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die Ist-Werte nicht den angegebenen Soll-Werten,
kénnen die Werte, ohne treffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls Extra-Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden
sollte.

- Akzeptanzkriterien fur die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben mussen auf Guter
Laborpraxis beruhen.

9. REFERENZWERTE

Es wird empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Referenzintervalle
bestimmt. Die unten aufgefiihrten Werte sind lediglich indikativ.

Niedriger als 60 1U/ml Negativ_fur Anti-TPO Auto-Antikdrper.

zwischen 60—80 1U/ml Grenzwert

Hoher als 80 IU/ml: Positiv fir Anti-TPO Auto-Antikdrper.

VERSUCHSSCHEMA

Rohrchen a-IEE)i\t/?tléit Kalibratoren | Kontrolle | Proben
Reagenzien
Kalibratoren 20 pl
Kontrolle 20 pl
Proben 20 pl
Tracer 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
- Inkubieren: 90 min R.T. (18-25°C), Schitteln (150 rpm)
- Absaugen - Waschen: 1x 2ml - Absaugen
- Zahlen

8. KALKULATION DER RESULTATE

Bindungskapazitat = Bo/T% = Bo cpm / T cpm x 100

gebundener Prozensatz fir Kalibratoren, Kontrollen, Proben =
Bindungen% = B/Bo% = Kalibratoren oder Proben cpm / Bo cpm x 100
Ermitteln Sie die Eichkurve durch logarithmisches Auftragen (log/lin)
von B/Bo% von jedem Kalibrator (y- Achse) gegen die relative
Konzentration (x-Achse). Errechnen Sie den B/Bo% von jeder Probe

und lesen Sie die TPO Ab Konzentration in 1U/ml durch Interpolation an
der Eichkurve ab.

10. VERSUCHSDURCHFUHRUNG

SENSITIVITAT

Analytische Sensitivitat

Die Sensitivitdt war basierend auf der Eichkurve kalkuliert und so
ausgedrickt, dass kleinste Dosierungen einen signifikanten
Unterschied zum Nullkalibrator ergeben ( Mittelwert - 2fache
Standardabweichung ).

Diese DoSierung ist 7,4 lU/ml.

Funktionale Sensivitat

Die funktionale Testsensitivitat ist der niedrigste Wert, der mit einer
Prézision von maximal 20% Inter-Assay Varianz gemessen wird. Bei
den Anti-TPO Autoantikorpern ist dieser Wert kleiner als 20 1U/ml.

PRAZISION
Die Prazision wurde evaluiert nach Intra-Assay und Inter-Assay
Variabilitat, bei verschiedenen Konzentrationen der Analyten.

Intra-assay
Serum | durchschnittliche + S.D. V.K. N
(IU/ml) %
1 40.1 + 4.4 11.0 95
2 105 + 5.5 5.2 19
3 553 + 43.8 7.9 19




Inter-assay

Serum durchschnittliche + S.D. V.K. N
(IU/ml) %
1 36.7 + 4.2 11.4 8
2 103 + 8.1 7.9 9
3 720 + 79.1 11.0 9
GENAUIGKEIT

Die Genauigkeit der Methode wurde
Paralleltests evaluiert.

Wiederfindungs - Test
Proben, vermischt mit den gleichen Volumina jedes Kalibrators, werden

durch Wiederfindungs- und

getestet.
er\\;vveelrrtt(;te ger\r/lvtzsrfgne Wiederfindung
(IU/ml) (IU/ml) (%)

S1 - 23.7 -

S1+ KAL1 31.9 28.1 88.1

S1+ KAL 2 51.9 49.1 94.6

S1+ KAL3 86.9 81.2 93.4

S1 KAL 4 211.9 243 114.7

S2 - 32.9 -

S2 + KAL 1 36.5 28.9 79.2

S2 + KAL 2 56.5 45.9 81.2

S2+ KAL3 91.5 76.2 83.3

S2 + KAL 4 216.5 240 110.9
Parallel — Test
Seren mit hohen, analytischen Konzentrationen werden mit

unterschiedlichen Verdiinnungen mit dem Nullkalibrator getestet.

Verdinnung ervv:/lzrrttzte ger\T