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THYROGLOBULIN ANTIBODIES
IMMUNORADIOMETRIC ASSAY KIT

Procedure for quantitative determination of
autoantibodies to human thyroglobulin (IgG to hTg)
in human serum or plasma samples

For in vitro use only

1. INTRODUCTION

Autoimmune thyroid diseases encompass a wide spectrum of different clinical disorders varying from
hypothyroidism (Hashimoto’s disease) or hyperthyroidism (Graves-Basedow disease) to subclinical disease in
asymptomatic euthyroid or biochemical hypothyroid subjects. The link between these extremes is the presence of
serum autoantibodies directed to thyroid antigens.

Three distinct antigen-antibody systems — commonly found in normal thyroid tissue - have been described in
human thyroiditis (autoimmune thyroid disease), involving respectively hTg, a colloid and a microsomal antigen
(thyroid peroxidase).

Autoantibodies to hTg are immunoglobulins mainly belonging to the IgG class (IgG to hTg). The assessment of
their presence is of great clinical usefulness in the diagnosis of autoimmune thyroid diseases including Graves-
Basedow disease, Hashimoto’s disease and idiopathic myxoedema.

The level of IgG to hTg is not related to the level of either T; or Ty; in fact IgG to hTg may be present in the
hypothyroid, euthyroid or hyperthyroid status.

Thyroid autoimmunity is more frequent in women, in whom antibody prevalence increases with age, rising from
approximately 10% in the early twenties to 30% in the late sixties. Such autoantibody levels can lead to the
development of chronic thyroiditis, resulting in hypothyroidism.

In case of idiopathic myxoedema, significant levels of autoantibodies are observed, indicating the end-stage of
autoimmune atrophic chronic thyroiditis. In younger patients, a firm goitre found in combination with high levels of
autoantibodies is generally an indication of Hashimoto’s disease, characterized by progressive reduction of thyroid
function, leading to hypothyroidism.

In the hyperthyroid Graves-Basedow disease, toxic goitre is associated with chronic thyroiditis, as confirmed by
high serum levels of autoantibodies.

In all cases, monitoring of autoantibody levels is frequently used to follow up therapy and to identify family
members at high risk of developing autoimmune disorders.

2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The assay is an immunoradiometric (IRMA) method. In the first assay stage, IgG to hTg contained in calibrators or
samples binds to solid-phase hTg. In the second stage, the '®I-tracer ('*I-labelled protein A) is added, which
binds to the solid-phase hTg-IgG complex. After a second incubation, the amount of '*I-tracer bound to the solid
phase is proportional to the concentration of IgG to hTg present in calibrators or samples to be assayed. At the
end of each incubation, the unbound material is removed by aspiration and washing. The method adopted for B/F
separation is based on the use of coated tubes, where hTg is coated on the tube walls.

The assay of IgG to hTg employs protein A as tracer, which is a bacterial cell wall protein derived from
Staphylococcus aureus, capable of binding the Fc fragment of IgG molecules.

3. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

Coated tubes 100
2| _tracer 1 vial
Anti-thyroglobulin calibrators 6 vials
Control serum 1 vial
Sample diluent 2 bottles
Incubation buffer 1 bottle
Wash buffer 2 bottles
Number of tubes 100

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. Do not freeze. Once opened, the reagents of this kit
are stable until the kit expiry date when properly stored. The kit has been designed to perform 4 assay runs when
used throughout the day at room temperature and stored overnight at 2-8°C.

Reagents should not be used past the expiry date. The expiry date of the kit is reported on the external label and
corresponds to the expiry date of the tracer. The expiry date of each component is reported on the respective vial
label.

When reconstituting the contents of the vials, mix gently to avoid foaming.
Reagents from different batches must not be mixed.



3.1. Coated tubes

The inner surface of each tube is coated with highly purified biotinylated hTg.

Before use, bring the coated tubes to room temperature prior to opening the box, to avoid condensation of
humidity.

Securely reseal the box containing unused tubes. Do not mix different batches of coated tubes.

3.2. "I-tracer (red): ready-to-use reagent

The vial contains 52 mL protein A labelled with '?°I, BSA, phosphate-citrate buffer, preservatives and an inert red
dye. Radioactivity is 296 kBq (8 nCi) or less on the calibration date.

3.3. Anti-thyroglobulin calibrators: ready-to-use reagent

Each vial contains 0.5 mL of prediluted human serum containing I1gG to hTg, calf serum, BSA, PBS buffer and
preservatives. The calibrator concentrations are the following: 0 - 100 - 200 - 500 - 1500 - 6500 IU/mL. The kit
calibrators are referenced to MRC 65/93 International Standard. The kit calibrators demonstrate commutability with
patient samples when used with reagents and operating procedure of this in vitro diagnostic test as the
manufacturer recommends. Because the calibrators have been prediluted 1:51 and values assigned accordingly,
the IU/mL concentrations of the unknown specimens can be determined directly by interpolation from the
calibration curve. A multiplying factor is necessary only when the specimen dilution is greater than 1:51.

3.4. Control serum: lyophilized reagent

The vial contains prediluted human serum, anti-hTg antibodies, calf serum, BSA, PBS buffer and preservatives.
The range of concentrations of each control is reported on the certificate of analysis and indicates the limits
established by DiaSorin for control values that can be obtained in reliable assay runs.

Reconstitute the vial contents with 1 mL distilled water. The resulting solution is stable at 2-8°C until the kit expiry
date. The control serum should not be further diluted. Read the value directly from the calibration curve.

3.5. Sample diluent: ready-to-use reagent

Each bottle contains 50 mL PBS buffer, calf serum, BSA and preservatives.

The reagent is common to AB-TPOK-3 and AB-HTGK-3 kits.

3.6. Incubation buffer (blue): ready-to-use reagent

The bottle contains 52 mL TRIS buffer solution, BSA, detergents, preservatives and an inert blue dye.
3.7. Wash buffer: reagent in solution (10x)

Each bottle contains 50 mL 0.5% Triton X-100 and saline solution.

Dilute the contents of each bottle to 500 mL with deionized water. The resulting solution is stable at 2-8°C until the
kit expiry date. The reagent is used to rinse coated tubes.

4. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED

— Distilled or deionized water.

—  Glassware.

— Disposable polystyrene tubes.

—  Micropipettes with disposable tips (10, 50, 500, 1000 nL) (10, 50 pL: trueness + 3%, precision 2%; 500,
1000 pL: trueness + 2%, precision 1%).

—  Test tube rack.

—  Vortex mixer.

—  Horizontal shaker capable of achieving a shaking speed of 300-350 rpm.

—  Device for dispensing and aspiration of wash buffer capable of delivering 2-3 mL per wash cycle for two wash
cycles.

— Gamma counter suitable for counting counter window setting: 15-80 keV - counter efficiency: 70% -
counting time: 1 min). If counter efficiency is below 60%, counting time should be prolonged to 2 min.
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5. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Either human serum or plasma may be used. The anticoagulants citrate, EDTA and heparin have been tested and
may be used with this assay. Blood should be collected aseptically by venipuncture, allowed to clot, and the serum
separated from the clot as soon as possible. Samples having particulate matter, turbidity, lipaemia, or erythrocyte
debris may require clarification by filtration or centrifugation before testing. Grossly haemolyzed or lipaemic
samples as well as samples containing particulate matter or exhibiting obvious microbial contamination should not
be tested. If the assay is performed within 24 hours of sample collection, the samples should be kept at 2-8°C;
otherwise they should be aliquoted and stored deep-frozen (—20°C or below). If samples are stored frozen, mix
thawed samples well before testing. Avoid repeated freeze-thaw cycles.



Sample dilution

All samples should be diluted 1:51 with sample diluent (3.5) before assaying. Dispense 10 uL sample and 500 pL
sample diluent into polystyrene tubes and mix with a Vortex. If high levels of IgG to hTg are expected, further
dilution with the sample diluent supplied in the kit should be performed. Calibrators and control serum are ready to
use and must not be diluted.

6. ASSAY PROCEDURE

Bring all reagents to room temperature (20-25°C) before assaying. Perform the assay at least in duplicate.
Calibrators must be run with each series of patient specimens. Calibrators and samples should be subjected to the
same process and incubation time. Perform all assay steps in the order given and without any appreciable delays
between the steps. A clean, disposable tip should be used for dispensing each calibrator and sample.

- Dispense reagents in the bottom of coated tubes. Operate according to the following scheme:

tubes Calibrators Diluted
reagents 0-5 samples
Calibrators 50 pL -
Diluted samples - 50 pL
Incubation buffer 500 pL 500 pL

- Mix the contents of tubes and incubate for 2 hours at room temperature while continuously shaking
(300-350 rpm).

- Carefully aspirate the incubation mixture and wash twice with 2 mL wash buffer. Be sure that the aspirator tip
touches the bottom of the coated tube so that all the liquid is removed. Failure to remove adhering solution
adequately may result in poor reproducibility and spurious results. No trace of dye should still be visible.

- Dispense 500 pulL tracer into all tubes. Prepare two non-coated tubes for total activity computation containing
only 500 uL tracer and set them aside until counting.

- Incubate for 2 hours at room temperature while continuously shaking (300-350 rpm).

- Carefully aspirate tracer and wash twice with 2 mL wash buffer. Operate as above.

- Measure the radioactivity of tubes.

7. CALCULATION OF RESULTS
Compute the mean net counts for each group of tubes. Compute the B/T ratio for each calibrator and unknown
sample as follows:

calibrator or sample mean counts
B/T% = x 100
total activity mean counts

Plot in log-log coordinates the mean percent value for each calibrator on the ordinate (y axis) as a function of IgG
to hTg concentration expressed as IU/mL on the abscissa (x axis). A calibration curve is thus obtained (Fig. 1).
Directly from the calibration curve, read the IgG to hTg concentration of each sample expressed as IU/mL. If the
sample was diluted beyond the initial 1:51 factor, the antibody concentration value derived from the diluted
specimen must be multiplied by the additional dilution factor. Keep in mind that the calibrators are already diluted
1:51.

Calculation example

The following data must only be considered an example and should not be employed instead of the data obtained
by the user.

Description cpm B/T x 100

Total activity 78,581 -

Zero calibrator/sample diluent 85 -

100 IU/mL 1,313 1.6
200 IU/mL 2,663 3.3
500 IU/mL 6,445 8.2
1500 1U/mL 19,955 25.3
6500 1U/mL 40,869 52.0
Sample 2,977 3.7




By interpolation from the calibration curve, the sample is found to contain 230 IU/mL IgG to hTg.

B/T x 100 w0l

100 200 500 1500 6500

Anti-hTg, IU/mL
Fig. 1

Interpretation of results

The first calibrator (100 1U/mL) represents the system’s cut-off.

Samples with IgG to hTg values greater than or equal to the cut-off value should be graded positive. Samples with
IgG to hTg values less than the cut-off value should be graded negative.

However, samples whose IgG to hTg values range within + 20% of the cut-off value should be graded disputable.
Each laboratory should establish its own reference ranges.

8. EXPECTED VALUES

During the clinical investigation 211 subjects were taken into consideration. In this population the subjects were
graded negative, positive and equivocal with a reference test. 96% of the subjects graded negative with DiaSorin
kit showed values of IgG to hTg below 100 IU/mL and 100% of the subjects graded positive showed values of IgG
to hTg above 100 1U/mL.

However, the values reported above are merely indicative: each laboratory should establish its own reference
ranges.

9. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

9.1. Analytical specificity

Analytical specificity may be defined as the ability of the assay to accurately detect specific analyte in the presence
of potentially interfering factors in the sample matrix (e.g., anticoagulants, haemolysis, effects of sample
treatment), or cross-reactive analytes.

Interference. Controlled studies of potentially interfering substances or conditions showed that the assay
performance was not affected by anticoagulants (citrate, EDTA, heparin), slight haemolysis (up to 20 mg/dL
haemoglobin), lipaemia (up to 10000 mg/dL triglycerides), bilirubinaemia (up to 50 mg/dL bilirubin).
Cross-reactions. The use of highly purified hTg fixed on the solid phase curbs the possibility of interference from
non-specific proteins.

No cross-reactivity is observed due to the presence of TPO autoantibodies up to a concentration of 1000 U/mL.

9.2. Analytical sensitivity

Analytical sensitivity may also be expressed as the limit of detection, which is the minimal amount of specific
analyte detectable by the assay. The limit of detection is 6 IU/mL at 95% confidence limit. This was calculated as
the apparent concentration of analyte which was distinguishable from the zero calibrator (sample diluent), that is,
two standard deviations above zero.



9.3. Precision

Different sample pools, containing different concentrations of specific analyte, were assayed to determine
repeatability and reproducibility of the assay (i.e., within- and between-assay variability).

Repeatability A B C
Number of determinations 10 10 10
Mean (IU/mL) 115 951 2924
Standard deviation 3.3 42.7 105.0
Coefficient of variation (%) 29 4.4 3.6

Reproducibility A D E
Number of determinations 10 10 10
Mean (IU/mL) 119 793 2361
Standard deviation 13.9 53.0 177.0
Coefficient of variation (%) 11.6 6.7 7.5

9.4. Trueness

The assay trueness has been checked by the dilution test.
Dilution test. Two sera with high 1gG to hTg concentration were tested after serially diluting with sample diluent.

Dilution Expe_cted Meas_ured % Recovery
concentration, IU/mL concentration, IU/mL

neat - 3089.00 -

1:2 1544.50 1640.00 106.2
1:4 772.30 776.70 100.6
1:8 386.10 381.80 98.9
1:16 193.10 204.50 105.9
1:32 96.50 107.60 111.5
neat - 2457.00 -

1:2 1228.50 1246.50 101.5
1:4 614.25 609.4 99.2
1:8 307.13 321.80 104.8
1:16 153.56 157.50 102.6

9.5. High-dose saturation effect

Whenever samples containing extremely high antibody concentrations are tested in a two-step sandwich method,
the saturation effect can mimic concentrations lower than real. However, a well-optimized method excludes grossly
underestimated results (as it may occur in one-step sandwich methods).

Concentrations of IgG to hTg up to 100,000 IU/mL were tested in this assay and it was observed that such levels
produce analytical signals that are consistently above the top calibrator concentration (saturation curve). For
correct quantification, samples containing IgG to hTg levels greater than that of the top calibrator should be diluted
with sample diluent and retested. The results must then be multiplied by the additional dilution factor beyond the
initial 1:51 to obtain the IgG to hTg levels of the neat specimens.

10. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The use of radioimmunoassay has strongly reduced false positive results. However, diagnosis should not be
established on the basis of a single test result, but should be determined in conjunction with clinical findings and
other diagnostic procedures as well as in association with medical judgement.

Bacterial contamination or repeated freeze-thaw cycles of the specimens may affect the assay results.

A skillful technique and strict adherence to the instructions are necessary to obtain reliable results. In particular,
precise pipetting and accurate aspiration and washing are essential.



Non-reproducible results may arise from methodological factors, such as:

- cross-exchange of vial caps

- use of the same tip when withdrawing from different vials or dispensing different samples

- leaving the vials open for long

- exposure of reagents or samples to intense heat or heavy sources of bacterial contamination
- inadequate aspiration of incubation mixture and rinsing of tubes

- contamination of tube rims by tracer or samples

- casual oscillations or inadequate handling of the gamma counter

- use of reagents from different master batches.

11. WARNINGS AND PRECAUTIONS

Test components contain sodium azide as a preservative. Because sodium azide may form explosive lead or
copper azide in plumbing, it is recommended that drains be thoroughly flushed with water after disposal of
solutions containing sodium azide (Council Directive 99/45/EC).

R 22 - Harmful if swallowed.

R 31 — Contact with acids liberates toxic gas.

S 28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

S45 — In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where
possible).

All serum and plasma units used to produce the components provided in this kit have been tested for the presence
of HBsAg, anti-HCV, and anti-HIV-1/2 and found to be non-reactive. As, however, no test method can offer
absolute assurance that pathogens are absent, all specimens of human origin should be considered potentially
infectious and handled with care.

12. SAFETY PRECAUTIONS

- Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics in the assay laboratory.

- Do not pipette solutions by mouth.

- Avoid direct contact with all potentially infectious materials by using protective clothing such as lab coats,
protective glasses and disposable gloves. Wash hands thoroughly at the end of each assay.

- Avoid splashing or forming an aerosol. Any reagent spills should be washed with a 5% sodium hypochlorite
solution and disposed of as though potentially infectious.

- All samples, biological reagents and materials used in the assay must be considered potentially able to transmit
-infectious agents. They should therefore be disposed of in accordance with the prevailing regulations and
guidelines of the agencies holding jurisdiction over the laboratory, and the regulations of each Country.
Disposable materials must be incinerated; liquid waste must be decontaminated with sodium hypochlorite at a
final concentration of 5% for at least half an hour. Any materials to be reused must be autoclaved using an
overkill approach (USP 24, 2000, p. 2143). A minimum of one hour at 121°C is usually considered adequate,
though the users must check the effectiveness of their decontamination cycle by initially validating it and
routinely using biological indicators.

13. BASIC RULES OF RADIATION SAFETY
Reagents Containing lodine-125
This kit contains radioactive material which does not exceed 8.12 pCi (300 kBq) of iodine-125. Appropriate
precautions and good laboratory practices should be used in the storage, handling, and disposal of this material.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:
This radioactive material may be received, acquired, possessed, and used only by physicians, veterinarians in the
practice of veterinary medicine, clinical laboratories, or hospitals, and only for in vitro clinical or laboratory tests not
involving internal or external administration of the material, or the radiation therefrom, to human beings or animals.
Its receipt, acquisition, possession, use, and transfer are subject to the regulations and the general license of the
U.S. Nuclear Regulatory Commission or of the state with which the Commission has entered into an agreement for
the exercise of regulatory authority.

1. Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.
Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.
Do not pipette radioactive material by mouth.
Do not eat or drink within designated radioactive work areas.
Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali detergent or radiological
decontamination solution. Any glassware used must be rinsed completely with water before washing with
other laboratory glassware.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:
The receipt, use, transfer, and disposal of radioactive materials are subject to the regulations and conditions of
your specific license.
ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from the radioactivity printed on
the box label and on the tracer vial label. The box label and the tracer vial label indicate the actual amount of
radioactivity at the calibration date where the package insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.
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1- PREPARE REAGENTS. DILUTE SAMPLES 1:51.

SCHEME OF THE ASSAY

2 - IDENTIFY COATED TUBES IN DUPLICATE.

3 - DISPENSE REAGENTS BY THE FOLLOWING SCHEME AND MIX INCUBATION MIXTURE:

TUBES

DILUTED
REAGENTS T CAL O SAMPLES
CALIBRATORS - 50 uL -
DILUTED SAMPLES - - 50 L
INCUBATION BUFFER - 500 L 500 L

4 - INCUBATE FOR 2 HOURS AT ROOM TEMPERATURE WHILE SHAKING.

5- ASPIRATE INCUBATION MIXTURE AND WASH TWICE WITH 2 mL WASH BUFFER.

6 - DISPENSE 500 uL TRACER INTO ALL TUBES.

7 - INCUBATE FOR 2 HOURS AT ROOM TEMPERATURE WHILE SHAKING.

8 - ASPIRATE TRACER AND WASH TWICE WITH 2 mL WASH BUFFER.

9- MEASURE THE RADIOACTIVITY OF TUBES.




KIT PER IL DOSAGGIO IMMUNORADIOMETRICO
DEGLI ANTICORPI ANTI-TIREOGLOBULINA

Procedimento per I’analisi quantitativa degli
autoanticorpi anti-tireoglobulina umana (IgG anti-hTg)
in campioni di siero o plasma umano

Solo per uso in vitro

1. INTRODUZIONE

Le malattie tiroidee autoimmuni comprendono un ampio spettro di patologie che vanno dall'ipotiroidismo (tiroidite
di Hashimoto) all’ipertiroidismo (morbo di Graves-Basedow), alle affezioni subcliniche in soggetti asintomatici
eutiroidei o ipotiroidei da un punto di vista biochimico. Il legame tra questi estremi & rappresentato dalla presenza
di autoanticorpi circolanti diretti contro antigeni tiroidei.

Nella tiroidite autoimmune sono stati descritti tre sistemi antigene-anticorpo distinti — comunemente presenti nel
tessuto tiroideo normale — che coinvolgono rispettivamente hTg, un antigene colloidale e uno microsomiale
(perossidasi tiroidea).

Il riscontro di autoanticorpi anti-hTg, prevalentemente appartenenti alla classe 1gG (IgG anti-hTg), € di grande
utilita clinica nella diagnosi delle malattie tiroidee autoimmuni come morbo di Graves-Basedow, tiroidite di
Hashimoto e mixedema primario.

Il livello di IgG anti-hTg non & correlato con le concentrazioni di T o di Ty4; infatti questi anticorpi possono essere
riscontrati in soggetti eutiroidei oppure ipo- o ipertiroidei.

Le malattie tiroidee autoimmuni sono piu frequenti nelle donne, in cui la presenza di autoanticorpi aumenta con
I'eta, da una prevalenza di circa il 10% intorno a vent’anni, fino al 30% oltre la sessantina. Questi livelli anticorpali
possono provocare tiroidite cronica con conseguente ipotiroidismo.

Nel mixedema primario si osservano livelli significativi di autoanticorpi caratteristici degli stadi terminali di tiroidite
autoimmune cronica atrofica. Nei pazienti piu giovani il riscontro di gozzo e di elevati livelli di autoanticorpi indica
generalmente tiroidite di Hashimoto, che & caratterizzata da progressiva riduzione della funzionalita tiroidea con
conseguente ipotiroidismo.

Nel morbo di Graves-Basedow, il gozzo tossico € associato a tiroidite cronica, con presenza di elevati livelli di
autoanticorpi circolanti.

In tutti i casi il monitoraggio dei livelli di autoanticorpi & utile per la sorveglianza della terapia e per l'identificazione
del rischio di sviluppare una malattia autoimmune nei familiari dei soggetti malati.

2. PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

Il metodo utilizzato € di tipo immunoradiometrico (IRMA). Nella prima fase le IgG anti- hTg contenute nei calibratori
0 nei campioni si legano alla hTg adsorbita in fase solida. Nella seconda fase la proteina A marcata con '%|
(tracciante '®) aggiunta lega il complesso IgG-hTg in fase solida. Dopo le due incubazioni, la quantita di proteina
A marcata legata alla fase solida € proporzionale alla concentrazione di IgG anti-hTg presente nei calibratori o nei
campioni. Al termine di ciascuna incubazione il materiale non legato € rimosso mediante aspirazione e lavaggio. Il
metodo adottato per la separazione libero/ legato € basato sull'impiego delle provette sensibilizzate, dove la hTg &
fissata alle pareti delle provette.

Il dosaggio di anticorpi anti-hTg utilizza come tracciante la proteina A, una proteina della parete cellulare del
batterio Staphylococcus aureus che ha la capacita di legarsi al frammento Fc delle molecole di IgG.

3. REATTIVI FORNITI NEL KIT

Provette sensibilizzate 100

Tracciante '%| 1 flacone
Calibratori di anti-hTg 6 flaconi
Siero di controllo 1 flacone
Diluente campioni 2 flaconi
Tampone di incubazione 1 flacone
Tampone di lavaggio 2 flaconi
Numero di dosaggi 100

MODALITA DI CONSERVAZIONE: Al momento dell'arrivo, conservare il kit a 2-8°C. Non congelare. Dopo
I'apertura, i reattivi di questo kit sono stabili fino alla data di scadenza del kit se conservati in modo adeguato. Il kit
€ garantito per 4 serie analitiche se utilizzato durante il giorno a temperatura ambiente e conservato durante la
notte a 2-8°C.

Non usare i reattivi oltre la data di scadenza. La data di scadenza del kit e indicata sull'etichetta esterna e
corrisponde alla data di scadenza del tracciante. La data di scadenza di ciascun componente ée riportata sulle
etichette dei rispettivi flaconi.



Nel ricostituire il contenuto dei flaconi, agitare delicatamente per evitare la formazione di schiuma.
Non mescolare reattivi provenienti da lotti differenti.

3.1. Provette sensibilizzate

La superficie interna di ciascuna provetta € rivestita con hTg biotinilata altamente purificata.

Al momento dell’uso, portare le provette sensibilizzate a temperatura ambiente prima di aprire il contenitore, per
evitare condensazione di umidita.

Le provette non utilizzate vanno conservate nel contenitore ben chiuso. Non mescolare Iotti differenti di provette
sensibilizzate.

3.2. Tracciante "*°l (rosso): reattivo pronto per 'uso

Il flacone contiene 52 mL di proteina A marcata con , sieroalbumina bovina, tampone fosfato-citrato,
conservanti e un colorante rosso inerte. La radioattivita massima & 296 kBq (8 uCi) alla data di taratura.
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3.3. Calibratori di anti-tireoglobulina: reattivo pronto per 'uso

Ogni flacone contiene 0,5 mL di siero umano prediluito contenente IgG anti-hTg, siero di vitello, sieroalbumina
bovina, tampone PBS e conservanti. Le concentrazioni dei calibratori sono le seguenti: 0 - 100 - 200 - 500 - 1500 -
6500 IU/mL. | calibratori del kit sono tarati contro lo Standard Internazionale MRC 65/93. | calibratori del kit sono
commutabili con i campioni in esame quando sono utilizzati con i reattivi e la procedura operativa di questo test
diagnostico in vitro, secondo quanto raccomandato dal fabbricante.

Poiché i calibratori sono stati prediluiti 1:51 e ne sono stati determinati i rispettivi valori, la concentrazione dei
campioni in IU/mL puo essere calcolata direttamente per interpolazione dalla curva di taratura. E necessario
introdurre un fattore di moltiplicazione solo se la diluizione del campione é superiore a 1:51.

3.4. Siero di controllo: reattivo liofilo

Il flacone contiene siero umano prediluito, anticorpi anti-tireoglobulina, siero di vitello, sieroalbumina bovina,
tampone PBS e conservanti. Il range delle concentrazioni di ogni controllo & riportato sul certificato di analisi ed
indica i limiti stabiliti da DiaSorin per i valori di controllo ottenibili in sessioni di analisi affidabili.

Ricostituire il contenuto del flacone con 1 mL di acqua distillata. La soluzione risultante € stabile a 2-8°C fino alla
data di scadenza del kit. Si raccomanda di non diluire ulteriormente il siero di controllo. Leggere direttamente il
valore dalla curva di taratura.

3.5. Diluente campioni: reattivo pronto per 'uso
Ogni flacone contiene 50 mL di tampone PBS, siero di vitello, sieroalbumina bovina e conservanti.
Il reattivo € comune ai kit AB-TPOK-3 e AB-HTGK-3.

3.6. Tampone di incubazione (blu): reattivo pronto per I'uso

Il flacone contiene 52 mL di soluzione di tampone TRIS, sieroalbumina bovina, detergenti, conservanti e un
colorante blu inerte.

3.7. Tampone di lavaggio: reattivo in soluzione (10x)
Ogni flacone contiene 50 mL di Triton X-100 allo 0,5% e soluzione fisiologica salina.

Portare a volume di 500 mL con acqua deionizzata l'intero contenuto di ogni flacone. La soluzione risultante &
stabile a 2-8°C fino alla data di scadenza del kit. La soluzione viene utilizzata per il lavaggio delle provette.

4. ATTREZZATURE E REATTIVI AUSILIARI

- Acqua distillata e deionizzata.

- Vetreria.

- Provette in plastica monouso.

- Micropipette con puntali monouso da 10, 50 uL (esattezza + 3%, precisione 2%) e 500, 1000 uL (esattezza +
2%, precisione 1%).

- Portaprovette.

- Agitatore Vortex.

- Agitatore rotante con velocita di agitazione di 300-350 rpm.

- Sistema per distribuire e aspirare il tampone di lavaggio in grado di distribuire 2-3 mL per ciclo di lavaggio
durante due cicli di lavaggio.

- Contatore gamma per contare lo iodio impostazione della finestra del contatore: 15-80 keV - efficienza del
contatore: 70% - tempo di conteggio: 1 min). Se I'efficienza del contatore & inferiore al 60%, si deve prolungare
il tempo di conteggio a 2 min.
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5. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Il dosaggio puo essere effettuato in campioni di siero o plasma umano. Possono essere utilizzati anticoagulanti
come citrato, EDTA e eparina. Prelevare il sangue per puntura venosa, lasciarlo coagulare e separare il siero dal
coagulo al piu presto. Chiarificare per filtrazione o centrifugazione prima del test i campioni che presentano
materiale in sospensione, opalescenza, lipemia o residui eritrocitari. Non usare campioni fortemente emolizzati o
lipemici, né campioni che presentano materiale in sospensione o evidente contaminazione microbica. Se il
dosaggio € eseguito nelle 24 ore successive al prelievo, i campioni possono essere conservati a 2-8°C. In caso
contrario, devono essere suddivisi in aliquote congelate a —20°C o a temperature inferiori. Se i campioni sono stati
scongelati, agitare con cura prima di dosarli. Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento.

Diluizione dei campioni

Diluire i campioni 1:51 con il diluente campioni (3.5) prima del dosaggio. Distribuire 10 uL di campione e 500 pL di
diluente campioni in provette di plastica e agitare su Vortex. Se si prevedono concentrazioni elevate di IgG anti-
hTg, diluire ulteriormente con il diluente campioni. Calibratori e siero di controllo sono pronti per I'uso e non
devono essere diluiti.

6. PROCEDIMENTO OPERATIVO

Portare i reattivi a temperatura ambiente (20-25°C) prima del dosaggio. Prevedere determinazioni almeno in
duplicato. Eseguire la determinazione dei calibratori per ogni serie di campioni analizzati. Il procedimento
operativo deve essere rigorosamente identico per calibratori e campioni in esame. Eseguire le fasi del dosaggio
nell'ordine previsto, senza interruzioni.

Utilizzare un puntale monouso nuovo per dispensare calibratori e campioni.

- Distribuire i reattivi sul fondo delle provette sensibilizzate. Operare secondo lo schema seguente:

provette
. Calibratori Campioni
reattivi 0-5 diluiti
Calibratori 50 pL -
Campioni diluiti - 50 pL
Tampone di incubazione 500 pL 500 pL

- Agitare il contenuto delle provette e incubare per 2 ore a temperatura ambiente sotto agitazione (300-
350 rpm).

- Aspirare accuratamente la miscela di incubazione e lavare due volte con 2 mL di tampone di lavaggio.
Verificare che I'eliminazione del liquido sia completa, assicurandosi che il puntale della pipetta di aspirazione
tocchi il fondo delle provette sensibilizzate. La presenza di gocce aderenti alle pareti delle provette
sensibilizzate puo provocare scarsa riproducibilita o risultati non affidabili. Non deve restare traccia del
colorante.

- Distribuire 500 puL di tracciante in tutte le provette. Preparare due provette non sensibilizzate per il calcolo
dell’attivita totale contenenti solamente 500 pL di tracciante e lasciare da parte fino al momento del conteggio.

- Incubare per 2 ore a temperatura ambiente sotto agitazione (300-350 rpm).

- Aspirare accuratamente il tracciante e lavare due volte con 2 mL di tampone di lavaggio. Operare come sopra.

- Misurare la radioattivita delle provette.

7. CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media dei conteggi per ogni gruppo di provette, dopo aver sottratto il valore del fondo. Esprimere la
media dei conteggi di calibratori e campioni come percentuale rispetto all’attivita totale:

conteggio medio calibratori o campioni
B/T% = x 100
conteggio medio attivita totale

Riportare su grafico log-log la percentuale media calcolata per ciascun calibratore sulle ordinate (asse delle y) in
funzione della concentrazione di IgG anti-hTg espressa in IU/mL sulle ascisse (asse delle x). Si ottiene cosi una
curva di taratura (Fig. 1). Direttamente dalla curva di taratura leggere la concentrazione di IgG anti-hTg di ciascun
campione espressa in IlU/mL. Se il campione € stato diluito oltre il fattore iniziale di 1:51, la concentrazione di IgG
anti-hTg trovata deve essere moltiplicata per il fattore di diluizione superiore a 1:51, tenendo presente che i
calibratori sono gia prediluiti 1:51.
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Esempio di calcolo

| dati seguenti devono essere considerati solo un esempio e non devono essere usati in luogo dei dati ottenuti
dall’'utilizzatore.

Descrizione cpm B/T x 100
Attivita totale 78.581 -
Calibratore zero/diluente campioni 85 -
100 IU/mL 1.313 1,6
200 IU/mL 2.663 33
500 IU/mL 6.445 8,2
1500 IU/mL 19.955 25,3
6500 1U/mL 40.869 52,0
Campione 2.977 3,7

Interpolando dalla curva di taratura, il campione risulta contenere 230 IU/mL di IgG anti- hTg.

B/T x 100
50 |

100 200 500 1500 6500

Anti-hTg, IU/mL

Fig. 1

Interpretazione dei risultati
Il primo calibratore (100 1U/mL) rappresenta il cut-off del sistema.

Si considerano positivi per la presenza di IgG anti-hTg i campioni con valore uguale o maggiore del cut-off.
| campioni con valore inferiore al cut-off sono da considerare negativi.

Tuttavia, si suggerisce di considerare dubbi i campioni con valori di IgG anti-hTg compresi entro + 20% del cut-off.
Si raccomanda a ciascun laboratorio di stabilire i propri intervalli di riferimento.

8. DATI CLINICI

Durante gli studi clinici sono stati presi in considerazione 211 soggetti. In questa popolazione i soggetti sono stati
classificati negativi, positivi e dubbi con un test di riferimento. Con il kit DiaSorin il 96% dei soggetti classificati
negativi presenta valori di IgG anti-hTg inferiori a 100 IU/mL e il 100% dei soggetti classificati positivi presenta
valori di IgG anti- hTg superiori a 100 1U/mL.

Tuttavia, i valori riportati qui sopra sono solamente indicativi. Si raccomanda a ciascun laboratorio di stabilire i
propri intervalli di riferimento.
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9. PRESTAZIONI METODOLOGICHE DEL KIT
9.1. Specificita analitica

La specificita analitica & definita come la capacita del test di rilevare esattamente I'analita in presenza di fattori
potenzialmente interferenti nella matrice del campione (per esempio, anticoagulanti, emolisi, effetti di trattamenti
del campione) o di reazioni crociate con analiti potenzialmente interferenti.

Interferenze. Studi controllati su fattori potenzialmente interferenti hanno dimostrato che le prestazioni del test non
sono influenzate da anticoagulanti (citrato, EDTA, eparina), lieve emolisi (fino a 20 mg/dL di emoglobina), lipemia
(fino a 10000 mg/dL di trigliceridi), bilirubinemia (fino a 50 mg/dL di bilirubina).
Reazioni crociate. L'uso di hTg estremamente purificata per la sensibilizzazione delle provette riduce la
possibilita di interferenze dovute a proteine aspecifiche. Non si sono osservate reazioni crociate dovute alla
presenza di autoanticorpi anti-TPO fino ad una concentrazione di 1000 U/mL.

9.2. Sensibilita analitica

La sensibilita analitica pud essere espressa anche come limite di rilevazione, ossia la quantita minima di analita
rilevabile dal test. Il limite di rilevazione & 6 IU/mL al 95% di confidenza. E stato calcolato come la concentrazione
apparente di analita distinguibile dal calibratore zero (diluente campioni), ossia due deviazioni standard sopra lo

Zero.

9.3. Precisione

La ripetibilita e la riproducibilita del saggio (ossia la variabilita intra-saggio e inter-saggio) sono state determinate

utilizzando dei campioni di riferimento a diverse concentrazioni di analita.

Ripetibilita A B C
Numero di determinazioni 10 10 10
Media (IU/mL) 115 951 2924
Deviazione standard 3,3 42,7 105,0
Coefficiente di variazione (%) 2,9 4.4 3,6
Riproducibilita A D E
Numero di determinazioni 10 10 10
Media (1U/mL) 119 793 2361
Deviazione standard 13,9 53,0 177,0
Coefficiente di variazione (%) 11,6 6,7 7,5

9.4. Esattezza

L’esattezza del dosaggio & stata controllata mediante il test di diluizione.

Test di diluizione. Sono state dosate diluizioni scalari di due sieri a concentrazione elevata di IgG anti-hTg

effettuate nel diluente campioni.

Diluizione Concentrazione ancentrazione % Recupero
attesa, IlU/mL misurata, lU/mL

in toto - 3089,00 -
1:2 1544,50 1640,00 106,2
1:4 772,30 776,70 100,6
1:8 386,10 381,80 98,9
1:16 193,10 204,50 105,9
1:32 96,50 107,60 111,5

in toto - 2457,00 -
1:2 1228,50 1246,50 101,5
1:4 614,25 609,40 99,2
1:8 307,13 321,80 104,8
1:16 153,56 157,50 102,6
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9.5. Effetto saturazione ad alte dosi

Quando si dosano campioni contenenti concentrazioni anticorpali estremamente elevate in un metodo sandwich
con due incubazioni, & possibile ottenere dei livelli apparenti di anticorpo inferiori al reale per effetto della
saturazione. Un sistema ben ottimizzato esclude perd che si ottengano risultati grossolanamente sottostimati
(come si puo verificare nei dosaggi sandwich con una incubazione).

Si sono dosate concentrazioni di IgG anti-hTg fino a 100 mila IU/mL e si € osservato che queste concentrazioni
generano un segnale analitico sempre superiore al calibratore piu concentrato (curva a saturazione). Per una
corretta quantificazione, i campioni contenenti livelli di 1gG anti-hTg maggiori di quello del calibratore piu
concentrato vanno diluiti con il diluente campioni e ridosati. | risultati vanno quindi moltiplicati per il fattore di
diluizione superiore a 1:51 per ottenere i livelli di IgG anti-hTg dei campioni non diluiti.

10. LIMITI DEL DOSAGGIO
L'uso del dosaggio radioimmunologico ha drasticamente ridotto i risultati falsi positivi. Tuttavia, la diagnosi non
deve essere formulata sulla base del risultato di un singolo dosaggio, ma questo deve essere valutato insieme ad
altri riscontri clinici, procedure diagnostiche e al giudizio del medico.
Contaminazione batterica o cicli ripetuti di congelamento/scongelamento dei campioni possono modificare i
risultati del dosaggio.
Per ottenere risultati affidabili € necessario attenersi strettamente alle istruzioni per l'uso e possedere una
adeguata manualita tecnica. In particolare & essenziale una buona precisione nelle fasi di ricostituzione e
distribuzione dei reattivi e in quelle di aspirazione e lavaggio.
Risultati non riproducibili sono dovuti principalmente a fattori metodologici, come ad esempio:
- scambio di capsule tra i flaconi
- uso dello stesso puntale per i prelievi da flaconi diversi o da campioni diversi
- flaconi lasciati aperti per lunghi periodi di tempo
- esposizione dei reattivi 0 campioni a calore intenso o a forti sorgenti di inquinamento batterico
aspirazione della miscela di incubazione e lavaggio delle provette non adeguati
- contaminazione del bordo delle provette con il tracciante o con i campioni
- oscillazioni casuali o cattiva manutenzione del contatore gamma
- scambio di reattivi provenienti da lotti diversi.

11. AVWERTENZE E PRECAUZIONI

| componenti del kit contengono sodio azide come conservante. Poiché la sodio azide pud formare azidi di piombo
o di rame esplosive nelle tubature, si raccomanda di far fluire acqua in abbondanza negli scarichi dopo
I'eliminazione di soluzioni contenenti sodio azide (Council Directive 99/45/EC).

R 22 — Nocivo per ingestione.

R 31 — A contatto con acidi libera gas tossico.

S 28 - In caso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente ed abbondantemente con acqua.
S 45 — Incaso diincidente o di malessere consultare immediatamente il medico

(se possibile, mostrargli I'etichetta).
Tutte le unita di siero e plasma utilizzate per la fabbricazione dei componenti di questo kit sono state analizzate e
trovate non reattive per HBsAg, anti-HCV e per anti-HIV-1/2. Tuttavia, poiché nessun metodo pud dare assoluta
certezza che siano assenti agenti patogeni, tutto il materiale di origine umana dovrebbe essere considerato
potenzialmente infettivo e manipolato come tale.

12. REGOLE DI SICUREZZA

- Non mangiare, bere, fumare o applicare cosmetici durante I'esecuzione del dosaggio.

- Non pipettare con la bocca.

- Evitare il contatto diretto con il materiale potenzialmente infetto indossando indumenti da laboratorio, occhiali
protettivi e guanti monouso. Lavare accuratamente le mani al termine del dosaggio.

- Evitare di provocare schizzi o aerosol. Ogni goccia di reattivo biologico deve essere rimossa con una soluzione
di sodio ipoclorito al 5% ed il mezzo utilizzato deve essere trattato come materiale di rifiuto infetto.

- Tutti i campioni, tutti i reattivi biologici del kit e tutti i materiali usati per effettuare il saggio devono essere
considerati in grado di trasmettere agenti infettivi; pertanto i rifiuti devono essere smailtiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese. Il materiale monouso deve essere incenerito; i rifiuti
liquidi devono essere decontaminati con sodio ipoclorito ad una concentrazione finale del 5% per almeno
mezz'ora. Qualsiasi materiale che deve essere riutilizzato va trattato in autoclave con un approccio di overkill
(USP 24, 2000, p. 2143). Generalmente si considera che un'ora a 121°C sia un tempo di sterilizzazione
adeguato; tuttavia si raccomanda a ciascun utilizzatore di verificare I'efficacia del ciclo di decontaminazione
mediante una convalida iniziale e I'uso routinario di indicatori biologici.
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13. REGOLE DI BASE DI RADIOPROTEZIONE
Reagenti contenenti iodio-125
Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 8,12 uCi (300 kBq) di iodio-125. Adottare precauzioni
adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione, la manipolazione e lo smaltimento di questo
materiale.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:
Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato unicamente da personale
medico, veterinari abilitati alla pratica di medicina veterinaria, laboratori clinici o ospedali e unicamente per test in
vitro clinici o di laboratorio che non prevedano la somministrazione interna o esterna del materiale, o di radiazioni
da esso derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il possesso, la conservazione, I'uso e il trasferimento sono
soggetti alle norme e alla licenza generale della Nuclear Regulatory Commission statunitense dello stato con cui la
Commissione ha stipulato un accordo per I'esercizio dell'autorita normativa.

1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area specificatamente designata.
L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale autorizzato.
Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.
Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.
Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con detergente alcalino o
soluzione per la decontaminazione radiologica. Tutti gli oggetti in vetro usati devono essere
accuratamente risciacquati con acqua prima di lavarli con altri oggetti in vetro del laboratorio.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:
L'acquisto, I'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti alle norme e alle condizioni
della licenza specifica.
ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pud essere leggermente diversa
dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla
scatola e sulla fiala di tracciante indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il
materiale informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

o proN

SCHEMA DEL DOSAGGIO
1- PREPARARE | REATTIVI. DILUIRE | CAMPIONI 1:51.

2- CONTRASSEGNARE LE PROVETTE SENSIBILIZZATE IN DUPLICATO.

3 - DISTRIBUIRE | REATTIVI SECONDO LO SCHEMA SEGUENTE ED AGITARE LA MISCELA DI REAZIONE:

PROVETTE T CAL 0-5 CAMPIONI DILUITI
REATTIVI
CALIBRATORI _ 50 uL —
CAMPIONI DILUITI _ _ 50 L
TAMPONE DI INCUBAZIONE _ 500 L 500 L

4 - INCUBARE PER 2 ORE A TEMPERATURA AMBIENTE SOTTO AGITAZIONE.

5- ASPIRARE LA MISCELA DI INCUBAZIONE E LAVARE 2 VOLTE CON 2 mL DI TAMPONE DI LAVAGGIO.
6 - DISTRIBUIRE 500 pL DI TRACCIANTE IN TUTTE LE PROVETTE.

7 - INCUBARE PER 2 ORE A TEMPERATURA AMBIENTE SOTTO AGITAZIONE.

8 - ASPIRARE LA MISCELA DI INCUBAZIONE E LAVARE 2 VOLTE CON 2 mL DI TAMPONE DI LAVAGGIO.
9- MISURARE LA RADIOATTIVITA DELLE PROVETTE.
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TROUSSE POUR LE DOSAGE IMMUNORADIOMETRIQUE
DES ANTICORPS ANTI-THYROGLOBULINE

Technique pour la détermination quantitative des
auto-anticorps anti-thyroglobuline humaine (IgG anti-hTg)
dans le sérum ou le plasma humain

Usage in vitro

1. INTRODUCTION

Les maladies thyroidiennes auto-immunes comprennent un vaste éventail de pathologies, de I'hypothyroidie
(thyroidite de Hashimoto) a I'hyperthyroidie (maladie de Basedow), et aux affections ne présentant aucune
manifestation clinique chez des sujets asymptomatiques euthyroidiens ou hypothyroidiens d’'un point de vue
biochimique. Le lien entre ces extrémes se traduit par la présence d’auto-anticorps circulants, dirigés contre des
antigénes thyroidiens.

Pour la thyroidite auto-immune, on a décrit trois systémes antigene-anticorps distincts, habituellement présents
dans le tissu thyroidien normal, impliquant respectivement I'hTg, un antigene colloidal et un antigene microsomal
(peroxydase thyroidienne).

La détermination de la présence d’auto anticorps anti-hTg, appartenant principalement a la classe IgG (IgG anti-
hTg) est d’une grande utilité¢ clinique dans le diagnostic des maladies thyroidiennes auto-immunes comme la
maladie de Basedow, la thyroidite de Hashimoto et le myxoedéme idiopathique.

Le niveau d'IgG anti-hTg n’est pas corrélé avec les concentrations de T; ou de T4. En effet on peut trouver ces
anticorps chez des sujets euthyroidiens, hypothyroidiens ou hyperthyroidiens.

Les maladies thyroidiennes auto-immunes sont plus fréquentes chez les femmes, ou la présence d’auto-anticorps
augmente avec I'age, de 10% environ autour de vingt ans jusqu'a 30% aprés la soixantaine. Ces niveaux
d’anticorps peuvent provoquer une thyroidite chronique entrainant une hypothyroidie.

On releve dans le myxoedéme idiopathique des niveaux significatifs d’auto-anticorps, caractéristiques des stades
finaux de thyroidite auto-immune chronique et atrophique. Chez les sujets plus jeunes, la présence d'un goitre et
de niveaux élevés d’auto-anticorps est généralement le signe d’'une thyroidite de Hashimoto, caractérisée par une
réduction progressive de la fonction thyroidienne causant une hypothyroidie.

Dans la maladie de Basedow, le goitre toxique est associé a une thyroidite chronique confirmée par des niveaux
élevés d’auto-anticorps circulants.

Dans tous les cas, le suivi des niveaux d’auto-anticorps est utile pour surveiller la thérapie et identifier le risque de
développement d’'une maladie auto-immune dans la famille des sujets malades.

2. PRINCIPE DU DOSAGE

La méthode utilisée est de type immunoradiométrique (IRMA). Pendant la premiére phase, les IgG anti-hTg
contenues dans les étalons ou les échantillons se fixent a 'hTg adsorbée en phase solide. Pendant la deuxieme
phase, la protéine A marquée a "'l (traceur ®°l) est ajoutée et se fixe au complexe IgG-hTg sur la phase solide.
Apres les deux incubations, la quantité de protéine A marquée liée a la phase solide est proportionnelle a la
concentration d’lgG anti-hTg présente dans les étalons ou les échantillons. A la fin de chaque incubation, le
traceur non fixé est éliminé par aspiration et par lavage. Le moyen de séparation lié/libre est basé sur 'emploi de
tubes revétus sur les parois desquels I'hTg est fixée.

Le traceur employé dans le dosage des anticorps anti-hTg est la protéine A, composant de la paroi cellulaire de la
bactérie Staphylococcus aureus ayant la propriété de se fixer au fragment Fc des IgG.

3. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Tubes revétus 100

Traceur % 1 flacon
Etalons anti-hTg 6 flacons
Sérum de contréle 1 flacon
Diluant pour échantillons 2 flacons
Tampon d’incubation 1 flacon
Tampon de lavage 2 flacons
Nombre de dosages 100

STOCKAGE: Conserver la trousse a 2-8°C des réception. Ne pas congeler. Apres l'ouverture, les réactifs de cette
trousse restent stables jusqu’a la date de péremption de la trousse, s’ils sont conservés de maniere adéquate. La
trousse est garantie pour réaliser 4 séries analytiques si elle est utilisée pendant le jour & température ambiante et
conservée pendant la nuit a 2-8°C.
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Ne pas utiliser les réactifs ayant dépassé la date de péremption. La date de péremption de la trousse est indiquée
sur l'étiquette extérieure et correspond a la date de péremption du traceur. La date de péremption de chaque
composant est reportée sur les étiquettes des flacons respectifs.

Agiter doucement les flacons lors de la reconstitution de leur contenu, afin d’éviter la formation de mousse.
Ne pas mélanger des réactifs provenant de lots différents.

3.1. Tubes revétus

La surface interne de chaque tube est revétue d’hTg biotynilée hautement purifiée.

Au moment de I'emploi, amener les tubes revétus a température ambiante avant d’ouvrir leur boite, afin d'éviter
tout phénomene de condensation.

Conserver les tubes non utilisés dans la boite en s'assurant que celle-ci est diment fermée. Ne pas mélanger des
tubes revétus provenant de lots différents.

3.2. Traceur '®I (rouge): réactif prét a 'emploi
Le flacon contient 52 mL de protéine A marquée a I''*®|, de la sérumalbumine bovine, du tampon phosphaté-

citraté, des conservateurs et un colorant rouge inerte. La radioactivité maximale est de 296 kBq (8 nCi) a la date
d’étalonnage.

3.3. Etalons anti-thyroglobuline: réactif prét a I'emploi

Chaque flacon contient 0,5 mL de sérum humain prédilué contenant des IgG anti-hTg, du sérum de veau, de la
sérumalbumine bovine, du tampon PBS et des conservateurs. Les concentrations des étalons sont les suivantes:
0 - 100 - 200 - 500 - 1500 - 6500 Ul/mL. Les étalons de la trousse sont étalonnés par rapport au Standard
International MRC 65/93. Les étalons de la trousse sont commutables avec les échantillons examinés s'ils sont
utilisés avec les réactifs et le mode opératoire de ce test diagnostique in vitro, d'aprés les recommandations du
fabricant.

Les étalons ayant été prédilués au 1/51 et leurs valeurs respectives déterminées, la concentration en Ul/mL des
échantillons peut étre calculée directement par interpolation de la courbe d’étalonnage. Le facteur de multiplication
n’est nécessaire que si l'on a effectué une dilution de I'échantillon supérieure au 1/51.

3.4. Sérum de contréle: réactif lyophilisé

Le flacon contient des anticorps anti-thyroglobuline dans du sérum prédilué d’origine humaine, du sérum de veau,
de la sérumalbumine bovine, du tampon PBS et des conservateurs. La plage de concentrations pour chaque
controle est indiquée dans le certificat d’analyse et indique les limites établies par DiaSorin pour les valeurs de
contréle qui peuvent étre obtenues dans des séries analytiques fiables.

Reconstituer le contenu du flacon avec 1 mL d’eau distillée. La solution ainsi obtenue reste stable a 2-8°C jusqu’'a
la date de péremption de la trousse. Ne pas diluer de nouveau le sérum de contrble. Lire directement la valeur de
la courbe d’étalonnage.

3.5. Diluant pour échantillons: réactif prét a 'emploi

Chaque flacon contient 50 mL de tampon PBS, du sérum de veau, de la sérumalbumine bovine et des
conservateurs.

Le réactif est commun aux trousses AB-TPOK-3 et AB-HTGK-3.

3.6. Tampon d’incubation (bleu): réactif prét a 'emploi

Le flacon contient 52 mL de solution de tampon TRIS, de la sérumalbumine bovine, des détergents, des
conservateurs et un colorant bleu inerte.

3.7. Tampon de lavage: réactif en solution (10x)

Chaque flacon contient 50 mL de Triton X-100 a 0,5% et de la solution saline physiologique.

Compléter le contenu total de chaque flacon avec de I'eau déminéralisée jusqu’a atteindre un volume de 500 mL.
La solution ainsi obtenue reste stable a 2-8°C jusqu’a la date de péremption de la trousse et est utilisée pour le
lavage des tubes.

4. PRECAUTIONS D’UTILISATION

Certains réactifs contenus dans cette trousse renferment de l'azide de sodium. Ce sel peut réagir avec les
installations sanitaires en plomb ou cuivre et former des azides métalliques extrémement explosives. Pour évacuer
ces réactifs, rincer a grande eau afin d’éviter les accumulations d’azide (Council Directive 99/45/EC).

R 22 - Nocif en cas d’ingestion.

R 31 — Au contact d'un acide, dégage un gaz toxique.

S 28 — Aprés contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec de I'eau.

S45 — En cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui montrer
I'étiquette).
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Toutes les unités de sérum et de plasma utilisées pour la fabrication des composants de cette trousse ont été
analysées et ont été trouvées négatives en Ag HBs, en anticorps anti-VHC et en anticorps anti-HIV-1/2. Toutefois,
puisqu’il n’existe aucune méthode garantissant I'absence totale d’agents pathogénes, on doit considérer tout
matériau d’origine humaine comme étant potentiellement infectieux. C’est pourquoi il faudra le manipuler avec
précaution.

5. REGLES DE SECURITE

- Ne pas manger, ni boire, ni fumer ou se maquiller pendant le dosage.

- Ne pas pipeter avec la bouche.

- Eviter le contact direct avec le matériel potentiellement infectieux en portant des vétements de laboratoire, des
lunettes de protection et des gants a usage unique. Se laver soigneusement les mains a la fin du dosage.

- Eviter de provoquer des éclaboussures ou des vaporisations. Si cela arrivait, chaque goutte de réactif doit étre
nettoyée avec une solution d’hypochlorite de sodium a 5% et traitée comme du matériel infectieux.

- Tous les échantillons, tous les réactifs biologiques de la trousse et tout le matériel utilisés pour effectuer I'essai
doivent étre considérés comme capables de transmettre des agents étiologiques. Toute élimination de déchets
se fera conformément aux réglementations en vigueur. Le matériel a usage unique doit étre incinéré; les
déchets liquides doivent étre décontaminés avec de I'hypochlorite de sodium a concentration finale de 5%
pendant au moins une demi-heure. Tout matériel réutilisable doit étre stérilisé en autoclave par un traitement a
I'exces (overkill) (USP 24, 2000, p. 2143). On considére qu'un temps de stérilisation d'une heure a 121°C est
convenable. Nous conseillons toutefois a chaque laboratoire de vérifier I'efficacité du cycle de décontamination
en effectuant un contréle au début et en utilisant de fagon réguliére les indicateurs biologiques.

6. REGLES DE BASE DE RADIOPROTECTION
Réactifs contenant de I'lode 125
Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 8,12 uCi (300 kBq) d'iode-125. Les précautions
appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre utilisées pour la conservation, la manipulation et la
mise au rebut de ce produit.
Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence générale :
Ce produit radioactif peut étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des médecins, des laboratoires
cliniques, des hopitaux, des vétérinaires et des centres de recherche dans le cadre de la pratique de médecine
vétérinaire, de laboratoires cliniques ou des hdpitaux, et uniguement pour des analyses cliniques ou de laboratoire
in vitro n'impliquant pas l'administration interne ou externe du produit, ni par rayonnement, a 'homme ou a
I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations
et a la licence générale de I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un
accord pour I'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé a un endroit désigné.
L'acceés aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.
Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.
Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.
En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone, puis la laver a l'aide d'une
produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de décontamination radioactive. Tout article de verre
utilisé doit étre entierement lavé a I'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.
Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence spécifique :

La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont sujets aux réglementations et
conditions de votre licence spécifique.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre Iégérement différente de celle qui est
imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon du traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du
traceur indiquent la dose réelle de radioactivité a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la
radio-activité théorique de la trousse.

o oD

Déchets radioactifs

Tout utilisateur ou détenteur de radioéléments en sources scellées ou non scellées en est responsable et
comptable devant les autorités de Santé Publique et, de ce fait, n’est pas autorisé a s’en dessaisir par d’autres
voies que celles définies par les procédures réglementaires. Les modalités d’élimination des déchets radioactifs
provenant de sources non scellées sont définies par I'avis aux utilisateurs paru au Journal Officiel du 6 juin 1970.
Conformément aux dispositions de cet avis et du décret N° 86-1103 du 2 octobre 1986 relatif a la protection des
travailleurs contre les dangers des rayonnements ionisants paru au Journal Officiel du 12 octobre 1986, 'OPRI"
et les organismes désignés par lui sont seuls habilités a procéder a la prise en charge des déchets radioactifs
correspondants. Les laboratoires de notre filiale en France sont autorisés a céder les trousses conformément aux
instructions de I'Arrété du 3 avril 2002 et dans le respect de la réglementation sur le transport de matériel
radioactif.

MO.P.R.I. BP 35 - 78110 Le Vésinet.
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7. MATERIEL NECESSAIRE, MAIS NON FOURNI

- Eau distillée et déminéralisée.

- Béchers.

- Tubes en polystyréne a usage unique.

- Micropipettes avec embouts a usage unique de 10, 50 pL (justesse + 3%, fidélité 2%) et 500, 1000 ulL (justesse
+ 2%, fidélité 1%).

- Portoir pour tubes.

- Meélangeur Vortex.

- Agitateur rotatif avec une vitesse de rotation de 300-350 tours/min.

- Systeme de distribution et d’aspiration du tampon de lavage capable de distribuer 2-3 mL par cycle de lavage
pendant deux cycles de lavage.

- Compteur gamma pour compter l'iode définition de la fenétre du compteur: 15-80 keV - efficience du
compteur: 70% - temps de comptage: 1 min). Si I'efficience du compteur est inférieure a 60%, le temps de
comptage doit étre prolongé a 2 min.

8. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Le dosage peut étre effectué sur du sérum ou du plasma humain. On peut employer des anticoagulants comme le
citrate, TEDTA ou I'héparine. Pour obtenir le sérum prélever le sang par piqdre intraveineuse, le laisser coaguler et
séparer le sérum du caillot dés que possible. Clarifier par filtration ou centrifugation avant le test les échantillons
troubles, lipémiques et ceux contenant du matériel en suspension ou des déchets érythrocytaires. Ne pas utiliser
des échantillons fortement hémolysés ou lipémiques, ni des échantillons contenant des particules en suspension
ou une contamination microbienne évidente. Si le dosage est exécuté dans les 24 heures suivant le prélévement,
les échantillons peuvent étre conservés a 2-8°C. Dans le cas contraire, ils doivent étre aliquotés et congelés a
—20°C ou a des températures plus basses. Si les échantillons ont été congelés, attendre qu’ils soient
compléetement décongelés et les homogénéiser avant le dosage. |l faut éviter les cycles de congélation/
décongélation répétés.

125| (

Dilution des échantillons
Les échantillons doivent étre dilués au 1/51 avec le diluant pour échantillons (3.5) avant le dosage. Distribuer
10 pL d’échantillon et 500 pL de diluant pour échantillons dans des tubes en plastique, puis mélanger au Vortex.

Si I'on prévoit des concentrations élevées d’'lgG anti-hTg, diluer de nouveau avec le diluant pour échantillons. Les
étalons et le sérum de contréle sont préts a I'emploi et ne doivent pas étre dilués.

9. MODE OPERATOIRE

Amener les réactifs a température ambiante (20-25°C) avant le dosage. Effectuer le dosage au moins en doublets.
Les étalons doivent étre dosés avec chaque série d’échantillons examinés. Le mode opératoire doit étre
rigoureusement identique pour les étalons et les échantillons a tester.

Exécuter toutes les phases du dosage dans l'ordre prévu, sans interruption. Utiliser un embout a usage unique
neuf pour distribuer les étalons et les échantillons.

- Distribuer les réactifs au fond des tubes revétus. Procéder d’apres le schéma suivant:

tubes .
Etalons Echantillons
S 0-5 dilués
réactifs
Etalons 50 uL -
Echantillons dilués - 50 uL
Tampon d’incubation 500 pL 500 pL

- Agiter le contenu des tubes puis incuber pendant 2 heures a température ambiante en agitation (300-
350 tours/min).

- Aspirer soigneusement le mélange d’incubation puis rincer deux fois avec 2 mL de tampon de lavage.
Vérifier que le liquide soit éliminé complétement: pour cela il faut s’assurer que I'embout de la pipette
d’aspiration touche le fond des tubes revétus. La présence de gouttes adhérant aux parois des tubes revétus
peut entrainer une mauvaise reproductibilité ou fausser les résultats. Le colorant doit disparaitre totalement.

- Distribuer 500 pL de traceur dans tous les tubes. Préparer deux tubes non revétus ne contenant que 500 pL
de traceur pour le calcul de l'activité totale et les mettre de c6té en attendant la phase du calcul de la
radioactivité.

- Incuber pendant 2 heures a température ambiante en agitation (300-350 tours/ min).

- Aspirer soigneusement le traceur puis rincer deux fois avec 2 mL de tampon de lavage. Procéder comme plus
haut.

- Mesurer la radioactivité des tubes.
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10. CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne des coups par minute pour chaque groupe de tubes apres avoir soustrait la valeur du bruit de
fond. Calculer la moyenne des coups par minute des étalons et des échantillons en pourcentage par rapport a
I'activité totale:

moyenne des coups par minute des étalons ou des échantillons

B/T% = x 100

moyenne des coups par minute de I'activité totale

Reporter sur du papier bilogarithmique le pourcentage moyen calculé pour chaque étalon sur I'axe des ordonnées
(y) en fonction de la concentration d’'lgG anti-hTg exprimée en Ul/mL sur I'axe des abscisses (x). La Fig. 1
présente un exemple de la courbe d’étalonnage ainsi obtenue. Lire la concentration d’'IgG anti-hTg de chaque
échantillon exprimée en Ul/mL directement de la courbe d'étalonnage. Si I'échantillon a été dilué au-dela de 1/51,
la concentration d’anticorps obtenue doit étre multipliée par le facteur de dilution au-dela de 1/51 en tenant compte
du fait que les étalons sont déja dilués au 1/51.

Exemple de calcul

Les valeurs suivantes ne constituent qu’'un exemple et ne doivent pas étre employées a la place des données
obtenues par l'utilisateur.

Description cpm B/T x 100

Activité totale 78.581 -

Etalon zéro/diluant pour échantillons 85 -

100 Ul/mL 1.313 1,6
200 Ul/mL 2.663 3,3
500 Ul/mL 6.445 8,2
1500 Ul/mL 19.955 25,3
6500 Ul/mL 40.869 52,0
Echantillon 2977 3,7

En effectuant 'interpolation de la courbe d’étalonnage, I'échantillon contient 230 Ul/mL d’lgG anti-hTg.

B/T x 100
50 |

100 200 500 1500 6500

Anti-hTg, Ul/mL

Fig. 1

19



Interprétation des résultats

Le premier point étalon (100 Ul/mL) représente la valeur seuil du systeme.

Les échantillons ayant une valeur égale ou supérieure a la valeur seuil sont considérés comme étant positifs vis-a-
vis des IgG anti-hTg. Les échantillons ayant une valeur inférieure a la valeur seuil sont considérés comme étant
négatifs.

Cependant, nous suggérons de considérer comme douteux les échantillons dont la valeur d’IgG anti-hTg se situe
dans + 20% de la valeur seuil.

Chaque laboratoire doit établir ses propres intervalles des valeurs de référence.

11. VALEURS DE REFERENCE

211 sujets ont été étudiés lors de I'investigation clinique. Parmi cette population, les sujets ont été classés
négatifs, positifs et douteux par un test de référence.

96% des sujets classés comme négatifs avec la trousse DiaSorin présentent des valeurs d’'lgG anti-hTg
inférieures a 100 Ul/mL et 100% des sujets classés positifs présentent des valeurs d’lgG anti-hTg supérieures a
100 Ul/mL.

Toutefois, les valeurs reportées ci-dessus ne sont données qu’a titre indicatif; chaque laboratoire doit établir ses
propres intervalles des valeurs de référence.

12. CARACTERISTIQUES DU DOSAGE

12.1. Spécificité analytique

La spécificité analytique est définie comme la capacité du test a détecter exactement l'analyte en présence de
facteurs pouvant interférer dans la matrice de I'échantillon (par exemple anticoagulants, hémolyse, effets de
traitement de I'échantillon) ou d’autres analytes pouvant provoquer des réactions croisées.

Interférences. Des études contrélées sur des facteurs potentiellement interférents ont démontré que les
caractéristiques du test ne sont pas modifiées par des anticoagulants (citrate, EDTA, héparine), par une légére
hémolyse (jusqu’a 20 mg/dL d’hémoglobine), une lipémie (jusqu’a 10000 mg/dL de triglycérides), une bilirubinémie
(jusqu’a 50 mg/dL de bilirubine) ou une congélation des échantillons.

Réactions croisées. L'emploi d’hTg hautement purifiée pour le revétement des tubes réduit la possibilité
d’interférences dues aux protéines non spécifiques. Aucune réaction croisée due a la présence d’auto-anticorps
anti-TPO jusqu’a un niveau de 1000 U/mL n’a été observée.

12.2. Sensibilité analytique

La sensibilité analytique peut étre exprimée aussi comme la limite de détection, c’est-a-dire la quantité d’analyte
minimum que le test peut détecter. La limite de détection est de 6 Ul/mL avec des limites de confiance a 95%,
calculée comme étant la concentration apparente d’analyte qui peut étre différenciée de I'étalon zéro (diluant pour
échantillons), c’est-a-dire deux écarts type au-dessus de zéro.

12.3. Fidélité

Plusieurs pools de référence a différentes concentrations d'analyte ont été testés pour déterminer la répétabilité et
la reproductibilité du dosage (c’est-a-dire, la variabilité intraessai et inter-essais).

Répétabilité A B C

Nombre de déterminations 10 10 10
Moyenne (Ul/mL) 115 951 2924
Ecart type 3,3 42,7 105,0
% de coefficient de variation 29 4,4 3,6

Reproductibilité A D E
Nombre de déterminations 10 10 10
Moyenne (Ul/mL) 119 793 2361
Ecart type 13,9 53,0 177,0
% de coefficient de variation 11,6 6,7 7,5
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12.4. Justesse
La justesse du dosage a été vérifiée a I'aide du test de dilution.

Test de dilution. Le test de dilution a été réalisé sur deux sérums de concentration élevée en IgG anti-hTg dilués
en série a l'aide du diluant pour échantillons.

Diluton attendoe, Ui mosurse, dim % Récupération

pur - 3089,00 -

1/2 1544,50 1640,00 106,2
1/4 772,30 776,70 100,6
1/8 386,10 381,80 98,9
1/16 193,10 204,50 105,9
1/32 96,50 107,60 111,5
pur - 2457,00 -

1/2 1228,50 1246,50 101,5
1/4 614,25 609,40 99,2
1/8 307,13 321,80 104,8
1/16 153,56 157,50 102,6

12.5. Effet de saturation a doses élevées

Dans une méthode sandwich comportant deux incubations, lorsque la concentration en anticorps est trés élevée,
on peut observer des concentrations apparentes d’anticorps inférieures aux valeurs réelles par effet de la
saturation. Un systéme optimisé permet pourtant d’éliminer des résultats faussement sous-estimés conduisant a
une interprétation erronée (comme il peut arriver dans les dosages sandwich avec une seule incubation).

On a dosé des concentrations d’auto-anticorps anti-hTg jusqu’a 100 mille Ul/mL et on a observé que ces
concentrations générent un signal analytique qui est toujours au-dessus de celui obtenu pour le point étalon le
plus concentré (courbe a saturation). Pour une quantification correcte, les échantillons contenant des
concentrations d’auto-anticorps anti-hTg supérieures a celle du point étalon le plus concentré doivent étre dilués
avec le diluant pour échantillons et dosés de nouveau. Les résultats devront alors étre multipliés par le facteur de
dilution au-dela de 1/51 pour obtenir les valeurs de concentration des échantillons purs.

13. LIMITES DU DOSAGE

L’emploi du dosage radio-immunologique a réduit les résultats faux positifs de maniére drastique. Cependant, le
diagnostic ne doit pas étre établi d'aprés le résultat d'un seul dosage, mais il faut prendre en considération les
investigations cliniques, les autres procédures diagnostiques et I'avis d'un médecin.

La contamination bactérienne des échantillons ou leurs cycles répétés de congélation/ décongélation peuvent
modifier les résultats du dosage.

Afin d’obtenir des résultats fiables, il faut suivre strictement le mode opératoire et effectuer les manipulations de
fagon appropriée. En particulier, la précision et le soin apportés durant les phases de reconstitution et de
distribution des réactifs ainsi que d’aspiration et de lavage sont indispensables a la fiabilité du test.

Des résultats qui ne sont pas reproductibles sont dus principalement a des erreurs de manipulation comme par
exemple:

- échange de bouchons entre les flacons

- utilisation du méme embout pour prélever dans différents flacons ou distribuer les différents échantillons

- flacons restés trop longtemps ouverts

- exposition des réactifs ou des échantillons a une température élevée ou a de fortes sources de contamination
bactérienne

- aspiration du mélange d'incubation et lavage des tubes inadéquats

- contamination du bord des tubes avec le traceur ou avec les échantillons

- oscillations accidentelles ou mauvais entretien du compteur gamma

- mélange de réactifs provenant de lots différents.
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SCHEMA DU DOSAGE

PREPARER LES REACTIFS. DILUER LES ECHANTILLONS AU 1/51.

2- IDENTIFIER AU MOYEN D'UN REPERE LES TUBES REVETUS, EN DOUBLETS.
3- DISTRIBUER LES REACTIFS EN FONCTION DU SCHEMA SUIVANT PUIS AGITER LE MELANGE
D'INCUBATION:
TUBES T ETALONS ECHANTILLONS

REACTIFS i Sl
ETALONS - 50 ul -
ECHANTILLONS DILUES - - 50 L
TAMPON D'INCUBATION - 500 L 500 pL

4- INCUBER PENDANT 2 HEURES A TEMPERATURE AMBIANTE EN AGITATION.

5- ASPIRER LE MELANGE D'INCUBATION, PUIS RINCER 2 FOIS AVEC 2 mL DE TAMPON DE LAVAGE.

6- DISTRIBUER 500 uL DE TRACEUR DANS TOUS LES TUBES.

7-  INCUBER PENDANT 2 HEURES A TEMPERATURE AMBIANTE EN AGITATION.

8- ASPIRER LE MELANGE D'INCUBATION ET RINCER 2 FOIS AVEC 2 mL DE TAMPON DE LAVAGE.

9 MESURER LA RADIOACTIVITE DES TUBES.
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Anti-hTg IgG IRMA

Methode zur quantitativen immunradiometrischen Bestimmung der
gegen das Human-Thyreoglobulin gerichteten Autoantikorper (Anti-hTg IgG)
in Humanserum oder -plasma

Nur fiir In-vitro-Diagnostik

1. EINLEITUNG

Die autoimmunen Schilddriisenerkrankungen umfassen ein breites Spektrum an Pathologien, die von der
Hypothyreose (Hashimoto-Thyreoiditis) zur Hyperthyreose (Morbus Basedow) und zu den subklinischen
Erkrankungen asymptomatischer euthyreoter oder hypothyreoter Patienten von biochemischer Sicht aus reichen.
Die Verbindung zwischen diesen Extremféllen ist durch das Vorhandensein zirkulierender AutoantikOrper
gegeben, die gegen Schilddriisen-Antigene gerichtet sind.

Bei der Immunthyreoiditis sind drei unterschiedliche Antigen-Antikrper-Systeme beschrieben worden, die im
normalen Schilddriisengewebe allgemein vorhanden sind und bei denen hTg, ein kolloidales Antigen und ein
mikrosomales Antigen (Schilddriisenperoxydase) involviert sind.

Gegen hTg gerichtete Autoantikorper sind Immunglobuline, die hauptsachlich der IgG- Klasse angehdren. lhre
Bestimmung ist von groRer klinischer Bedeutung fur die Diagnose der autoimmunen Schilddrisenerkrankungen,
wie der Morbus Basedow, die Hashimoto-Thyreoiditis und das primare Myxddem.

Es besteht kein Zusammenhang zwischen dem Anti-hTg IgG-Spiegel und den Konzentrationen von T3 oder Tg;
diese Antikorper sind sowohl bei Euthyreose als auch bei Hypo- oder Hyperthyreose nachweisbar.

Die autoimmunen Schilddrisenerkrankungen treten haufiger bei Frauen auf, bei denen der Autoantikérperspiegel
mit zunehmendem Alter ansteigt, von ca. 10% bei Zwanzigjahrigen bis zu 30% bei Frauen, die alter als sechzig
sind. Diese Antikdrperspiegel kénnen zu chronischer Thyreoiditis und folglich zu Hypothyreose fiihren.

Beim primaren Myxddem konnen signifikante Autoantikdrperspiegel festgestellt werden, die fiir die Endstadien bei
chronischer atrophischer autoimmuner Thyreoiditis kennzeichnend sind. Wenn bei jiingeren Patienten Struma und
ein erhohter Autoantikorperspiegel festgestellt wird, ist dies meist bezeichnend fir die Hashimoto-Thyreoiditis, bei
der die progressive Reduzierung der Schilddrisenfunktion und folglich Hypothyreose auftritt.

Beim Morbus Basedow ist die toxische Struma mit der chronischen Thyreoiditis bei hohem Autoantikérperspiegel
assoziiert.

In allen Fallen ist die Uberwachung der Autoantikdrperspiegel zur Therapieabstimmung und zur Erkennung des fiir
die Verwandten des Erkrankten bestehenden Risikos des Auftretens einer Autoimmunkrankheit erforderlich.

2. TESTPRINZIP

Der Test beruht auf der immunradiometrischen Technik (IRMA). An die Réhrcheninnenwand gebundenes hTg
reagiert im ersten Reaktionsschritt mit dem in den Proben oder Kalibratoren vorhandenen Anti-hTg IgG. Im
zweiten Schritt wird das mit '°J markierte Protein A ('®*J-Tracer) an das Fc-Fragment des Antigen-Antikdrper-
Komplexes in fester Phase gebunden. Nach den zwei Inkubationen ist die Menge des gebundenen Proteins A
proportional zur Konzentration des in den Proben oder Kalibratoren vorhandenen Anti-hTg IgG. Am Ende jeder
Inkubation wird das ungebundene Material durch Absaugen und Waschen entfernt. Als Trennmethode wird die
Coated-Tube-Technik verwendet, bei der das hTg an der Réhrcheninnenflache fixiert ist.

Zur Bestimmung der gegen hTg gerichteten Antikorper wird das Protein A als Tracer verwendet. Es handelt sich
dabei um ein Protein der Zellwand der Bakterie Staphylococcus aureus, das sich an das Fc-Fragment der 1gG-
Molekdle bindet.

3. LIEFERUMFANG DES TESTS

Beschichtete Réhrchen 100

125)-Tracer 1 Flaschchen
Anti-hTg-Kalibratoren 6 Flaschchen
Kontrollserum 1 Flaschchen
Probenverdiinnungslésung 2 Flaschchen
Inkubationspuffer 1 Flaschchen
Waschpuffer 2 Flaschchen
Anzahl der Bestimmungen 100

LAGERUNG: Die Testpackung bei 2-8°C lagern! Nicht einfrieren. Nach dem Offnen sind alle Reagenzien des Kits
bei entsprechender Lagerung bis zum Verfalldatum des Kits stabil. Der Kit wurde fiir die Durchfiihrung von
4 analytischen Testserien entworfen, wenn er tagsliber bei Raumtemperatur verwendet und nachtstliber bei 2-8°C
aufbewahrt wird.
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Die Reagenzien sind nicht nach dem Verfalldatum zu benutzen. Das Verfalldatum des Kits befindet sich auf der
Verpackung und ist identisch mit dem Verfalldatum des Tracers. Die Verfalldaten der einzelnen Reagenzien sind
Jeweils auf den Flaschenetiketten angegeben.

Die Reagenzien unter Vermeidung von Schaum auflésen.

Nie unterschiedliche Reagenzienchargen miteinander mischen!

3.1. Beschichtete Rohrchen

Die Innenflache jedes Réhrchens ist mit hochreinem biotinyliertem hTg beschichtet.

Vor Gebrauch die Réhrchen in der ungedffneten Dose auf Raumtemperatur bringen, um die Bildung von
Kondenswasser auf der Oberfldche zu vermeiden.

Nichtgebrauchte RO6hrchen in der Dose lagern. Die Dose gut verschlieBen. Nie verschiedene Chargen
beschichteter R6hrchen miteinander mischen.

3.2. ' J-Tracer (rot) (gebrauchsfertige Lésung)

Das Flaschchen enthalt 52 mL mit '®°J markiertes Protein A, Rinderserumalbumin, Phosphat-Zitrat-Puffer,
Konservierungsmittel und einen inerten roten Farbstoff. Die Radioaktivitat betragt max. 296 kBq (8 uCi) am Tag
der Kalibration.

3.3. Anti-Thyreoglobulin-Kalibratoren (gebrauchsfertige Losungen)

Jedes Flaschchen enthalt 0,5 mL vorverdinntes Humanserum, das Anti-hTg IgG enthalt, Kalbserum,
Rinderserumalbumin, PBS-Puffer und Konservierungsmittel. Die Konzentrationen der Kalibratoren sind: 0 - 100 -
200 - 500 - 1500 - 6500 IE/mL. Die Kalibratoren des Kits sind nach dem internationalen Standard MRC 65/93
kalibriert. Die Kalibratoren des Kits sind mit den untersuchten Proben umschaltbar, wenn sie mit den Reagenzien
und der Testdurchfiihrung dieses In-vitro diagnostischen Tests verwendet werden, geméall den Anweisungen des
Herstellers.

Da die Kalibratoren im Verhéltnis 1:51 vorverdiinnt wurden und die Werte entsprechend der Verdiinnung
vorliegen, kénnen die IE/mL-Werte der unbekannten Proben direkt durch Interpolation von der Kalibrationskurve
bestimmt werden. Ein Multiplikationsfaktor ist nur notwendig, wenn eine Probenverdiinnung getestet wurde, die
gréBer als eine Verdiinnung von 1:51 ist.

3.4. Kontrollserum (lyophilisiert)

Das Flaschchen enthalt vorverdinntes Humanserum, gegen hTg gerichtete Antikdrper, Kalbserum,
Rinderserumalbumin, PBS-Puffer und Konservierungsmittel. Der Konzentrationsbereich jeder Kontrolle ist auf dem
Analysenzertifikat angegeben; er gibt die Grenzen an, die von DiaSorin fir Kontrollwerte festgelegt wurden, die in
zuverlassigen Testdurchgangen erhalten werden kénnen.

Den Inhalt des Flaschchens in 1 mL Aqua dest. aufldsen. Die so erhaltene Lésung ist bei 2-8°C bis zum
Verfalldatum des Kits haltbar. Das Kontrollserum darf nicht weiter verdiinnt werden. Den Wert von der
Kalibrationskurve direkt ablesen.

3.5. Probenverdiinnungslésung (gebrauchsfertige Lésung)

Jedes Flaschchen enthalt 50 mL PBS-Puffer, Kalbserum, Rinderserumalbumin und Konservierungsmittel.
Das Reagenz ist sowohl fiir den AB-TPOK-3 Kit, als auch fiir den AB-HTGK-3 Kit anwendbar.

3.6. Inkubationspuffer (blau) (gebrauchsfertige Lésung)

Das Flaschchen enthalt 52 mL TRIS-Puffer, Rinderserumalbumin, Waschmittel, Konservierungsmittel und einen
inerten blauen Farbstoff.

3.7. Waschpuffer (10x Losung)

Jedes Flaschchen enthalt 50 mL 0,5%iges Triton X-100-Konzentrat und Kochsalzlésung. Den ganzen Inhalt jedes
Flaschchens bis zur 500-mL-Marke mit deionisiertem Wasser auffiillen. Die so erhaltenen Lésungen sind bei
2-8°C bis zum Verfalldatum des Kits haltbar. Diese Losung wird zum Waschen der Réhrchen verwendet.

4. ERFORDERLICHE GERATE UND MATERIALIEN (NICHT IM KIT ENTHALTEN)

- Agqua dest. und deionisiertes Wasser.

- Glasbehalter.

- Plastikrohrchen fir den einmaligen Gebrauch.

- Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 50, 500, 1000 uL) (10, 50 pL: Richtigkeit £ 3%, Prazision 2%; 500,
1000 pL: Richtigkeit + 2%, Prazision 1%).

- Rohrchen-Stander.

- Vortex-Mischer.

- Vibrationsschiittler (Mischgeschwindigkeit: 300-350 Upm).

- Wascheinheit zum Pipettieren und Absaugen des Waschpuffers, die 2-3 mL pro Waschzyklus wahrend zwei
Waschzyklen pipettieren kann.

- Gammacounter um das '®J-Jod zu zdhlen (Anlegen der Counter-Offnung: 15-80 keV - Counter-
Leistungsfahigkeit: 70% - Zahlungszeit: 1 Min.). Wenn die Counter-Leistungsfahigkeit kleiner als 60% ist, muss
die Zahlungszeit verlangert werden (2 Min.).
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5. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es kann Humanserum oder -plasma verwendet werden. Die Antikoagulanten Zitrat, EDTA und Heparin wurden
getestet und kénnen in diesem Test benutzt werden. Blut aus der Vene entnehmen, koagulieren lassen und das
Serum so schnell wie mdglich vom Koagulat trennen. Die Proben, die Teilchen in Suspension aufweisen, triib oder
lipamisch sind, oder Erythrozytenreste aufweisen, durch Filtern oder Zentrifugieren klaren. Weder stark
hamolytische oder lipamische Proben, noch Proben mit Teilchen in Suspension oder eindeutiger
Mikrobenkontamination verwenden! Werden die Bestimmungen innerhalb von 24 Stunden nach Blutentnahme
durchgefiihrt, kdnnen die Proben bei 2-8°C aufbewahrt werden; andernfalls portioniert tiefgefrieren (—20°C oder
kalter). Sind die Proben aufgetaut worden, vor der Bestimmung vorsichtig schitteln. Wiederholtes Tiefgefrieren
und Auftauen vermeiden!

Probenverdiinnung

Die zu bestimmenden Proben mit der Probenverdiinnungslésung (3.5) vor Gebrauch im Verhaltnis 1:51 verdinnen
(z.B. 10 pL Probe + 500 puL Probenverdinnungslésung) und im Vortex-Mischer mischen.

Werden hohe Konzentrationen von Anti-hTg IgG erwartet, mit Probenverdiinnungsldsung noch stérker verdiinnen.
Die Kalibratoren und das Kontrollserum sind gebrauchsfertig und miissen nicht verdiinnt werden.

6. TESTDURCHFUHRUNG

Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen. Mindestens Doppelbestimmungen
durchfiihren. Die Bestimmung der Kalibratoren ist fiir jede Proben-Serie durchzufiihren. Kalibratoren und Proben
unter den gleichen Bedingungen testen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohne Verzégerungen zwischen den einzelnen Versuchsschritten
durchfiihren.

Fir jede Pipettierung der Kalibratoren und der Proben saubere Einmalspitzen benutzen.

- Reagenzien auf den Boden der beschichteten Réhrchen pipettieren. Der Testverlauf erfolgt nach folgendem

Schema:
Rohrchen Kalibratoren Verdiinnte
Reagenzien 0-5 Proben
Kalibratoren 50 pL -
Verdiinnte Proben - 50 pL
Inkubationspuffer 500 pL 500 pL

- Rohrcheninhalt mischen und 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schittler (300-350 Upm) inkubieren.
- Inkubationsmischung sorgfaltig absaugen und zweimal mit 2 mL Waschpuffer waschen.
Es ist zu (berpriifen, ob die Fliissigkeit vollstdndig eliminiert ist, indem man sich versichert, dass die Absaug-
Pipettenspitze den Boden der beschichteten Réhrchen beriihrt. Das Vorhandensein von Trépfchen, die an die
Wénde der beschichteten Réhrchen heften, kann schwer reproduzierbare oder unglaubhafte Ergebnisse
verursachen. Kein Farbstoff soll sichtbar sein.

- 500 pL Tracer in alle Réhrchen pipettieren. Je 500 pL Tracer zur Bestimmung der Totalaktivitdt in zwei
unbeschichtete Réhrchen geben und bis zur Zahlung stehen lassen.

- 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schiittler (300-350 Upm) inkubieren.
- Tracer sorgfaltig absaugen und zweimal mit 2 mL Waschpuffer waschen. Wie oben verfahren.
- Die Radioaktivitat der Rohrchen messen.

7. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Die mittlere Nettozéhlrate von Proben und Kalibratoren ausrechnen. Den B/T%-Quotienten nach folgender Formel
berechnen:

B/T% = mittlere Zahlrate von Proben oder Kalibratoren « 100

mittlere Zahlrate der Totalaktivitat

Auf logarithmischem Papier die mittlere Prozentwerte jedes Kalibrators auf der Ordinate (y-Achse) in Funktion zur
Anti-hTg IgG-Konzentration ausgedriickt in IE/mL auf der Abszisse (x-Achse) auftragen. Durch Verbinden der
Punkte wird eine Kalibrationskurve erstellt (Abb. 1). Die Konzentrationen von Anti-hTg IgG von jeder Probe,
ausgedrickt in IE/mL, direkt von der Kalibrationskurve ablesen. Wurde die Probe Uber den Anfangsfaktor 1:51
verdunnt, so muss die Anti-hTg IgG-Konzentration mit dem richtigen Verdiunnungsfaktor multipliziert werden,
indem man sich gegenwartig halt, dass die Kalibratoren schon zu 1:51 vorverdunnt sind.
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Berechnungsbeispiel

Nachfolgende Daten gelten lediglich als Beispiel und diirfen nicht zur Ermittlung der tatséchlichen Ergebnisse
benutzt werden.

Bezeichnung cpm B/T x 100
Totalaktivitat 78.581 -
Nullkalibrator/Probenverdiinnungslosung 85 -
100 IE/mL 1.313 1,6
200 IE/mL 2.663 3,3
500 IE/mL 6.445 8,2
1500 IE/mL 19.955 25,3
6500 IE/mL 40.869 52,0
Probe 2977 3,7

Durch Ablesen von der Kalibrationskurve wird fir die Probe einen Anti-hTg IgG-Wert von 230 IE/mL gefunden.

B/T x 100 w0l

100 200 500 1500 6500

Anti-hTg, IE/mL

Abb. 1

Interpretation der Ergebnisse

Der erste Kalibrator (100 IE/mL) stellt den Grenzwert des Systems dar.

Proben, deren Wert gréfRer oder gleich dem Grenzwert ist, werden als positiv bewertet. Proben, deren Wert kleiner
als der Grenzwert ist, werden als negativ bewertet. Proben, deren Anti-hTg IgG-Wert innerhalb von + 20% des
Grenzwerts liegt, sind anzuzweifeln.

Es wird jedem Labor empfohlen, eigene Referenzbereiche zu bestimmen.

8. ERWARTETE WERTE

Warend des klinischen Versuchs wurden 211 Personen untersucht. In dieser Versuchsgruppe waren die Personen
als negativ, positiv und zweifelhaft mit einem Bezugstest betrachtet.

Bei 96% der untersuchten, negativen Personen wurden Anti-hTg IgG-Werte unter 100 IE/mL mit DiaSorin Kit
festgestellt. Bei 100% der untersuchten, positiven Personen wurden Anti-hTg IgG-Werte tber 100 IE/mL mit
DiaSorin Kit festgestellt.

Diese Werte sind lediglich als Anhaltswerte zu verstehen: Es wird jedem Labor empfohlen, eigene
Referenzbereiche zu bestimmen.
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9. TESTMERKMALE

9.1. Analytische Spezifitét

Die analytische Spezifitat wird definiert als die Kapazitat des Tests, den Analyten genau zu bestimmen bei
Vorhandensein von potentiellen Interferenz-Faktoren in der Proben-Matrix (z.B. Antikoagulanten, Hamolyse,
Effekte der Proben-Behandlung), oder Kreuzreaktionen mit potentiell interferierenden Analyten.

Interferenzen. Kontrollstudien Uber potentiell interferierende Faktoren haben gezeigt, dass die Leistungen des
Tests nicht durch Antikoagulanten (Zitrat, EDTA, Heparin), leichte Hamolyse (bis 20 mg/dL Hadmoglobin), Lipamie
(bis 10000 mg/dL Triglyzeride), Bilirubindmie (bis 50 mg/dL Bilirubin).

Kreuzreaktionen. Durch die Verwendung von hochreinem hTg zur Réhrchenbeschichtung wird die Mdglichkeit
der Interferenz durch nichtspezifische Proteine reduziert. Kreuzreaktionen durch Autoantikdrper, die gegen TPO
gerichtet sind, bis zu einer Konzentration von 1000 E/mL wurden nicht beobachtet.

9.2. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitdt kann auch als Nachweisgrenze ausgedriickt werden, d.h. die minimale Quantitat des
Analyten, die durch den Test bestimmt werden kann. Die Nachweisgrenze ist 6 IE/mL bei einer Konfidenz-Grenze
von 95%. Sie wurde als die scheinbare Analyt-Konzentration berechnet, die man vom Nullkalibrator

(Probenverdiinnungs- I6sung) unterscheiden kann, d.h. zwei Standardabweichungen tber dem Nullkalibrator.

9.3. Prazision

Zur Ermittlung der Wiederholprazision und der Vergleichprazision des Tests (d.h. Intra- und Inter-Assay) wurden
verschiedene Probenpools unterschiedlicher Analyt-Konzentrationen untersucht.

Wiederholprazision A B C
Anzahl der Bestimmungen 10 10 10
Mittelwert (IE/mL) 115 951 2924
Standardabweichung 3,3 42,7 105,0
Variationskoeffizient (%) 2,9 4.4 3,6
Vergleichprazision A D E
Anzahl der Bestimmungen 10 10 10
Mittelwert (IE/mL) 119 793 2361
Standardabweichung 13,9 53,0 177,0
Variationskoeffizient (%) 11,6 6,7 7,5

9.4. Richtigkeit

Die Richtigkeit der Bestimmung wurde durch den Verdiinnungstest kontrolliert.

Verdiinnungstest. Es wurden zwei Proben mit hohen Anti-hTg IgG-Konzentrationen

mit der Probenverdiinnungslésung getestet.

nach serieller Verdiinnung

Verdinnung Konzeirt\:;at:-ct)?,elE/mL Konzeiir;:tlitgg,elE/mL % Wiederfindung
leer - 3089,00 -
1:2 1544,50 1640,00 106,2
1:4 772,30 776,70 100,6
1:8 386,10 381,80 98,9
1:16 193,10 204,50 105,9
1:32 96,50 107,60 111,5
leer - 2457,00 -
1:2 1228,50 1246,50 101,5
1:4 614,25 609,40 99,2
1:8 307,13 321,80 104,8
1:16 153,56 157,50 102,6
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9.5. Sattigungseffekt bei hohen Konzentrationen

Wenn Proben mit extrem hohen Antikérper-Konzentrationen mit einer Sandwich-Methode mit zwei Inkubationen
getestet werden, ist es moglich, durch den Sattigungseffekt scheinbare Antikdrper-Niveaus zu erhalten, die
unterhalb der wirklichen Werte liegen. Ein gut optimiertes System schlie3t jedoch stark unterschatzte Werte aus
(wie es bei den Sandwich-Methoden mit einer Inkubation passieren kann).

Es wurden Anti-hTg IgG-Konzentrationen bis zu 100.000 IE/mL bestimmt und es wurde beobachtet, dass diese
Konzentrationen ein analytisches Signal hervorbringen, das immer hoher als der konzentrierteste Kalibrator
(Sattigungskurve) ist. Fir eine korrekte Quantifizierung, missen die Proben, die héhere Anti-hTg IgG-Niveaus als
das des konzentriertesten Kalibrators aufweisen, mit der Probenverdiinnungslésung verdiinnt und neu dosiert
werden. Die Ergebnisse missen dann mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert werden, der grofier als 1:51 ist, um
die Anti-hTg IgG-Niveaus der unverdinnten Proben zu erhalten.

10. GRENZEN DES VERFAHRENS

Durch die Verwendung von Radioimmunassays sind falsch positive Werte selten geworden. Wie bei jedem

analytischen Verfahren darf die Diagnose eines Patienten jedoch nicht auf der Basis des Ergebnisses einer

Bestimmung gestellt werden, sondern muss zusammen mit anderen klinischen Untersuchungen,

Diagnoseverfahren und nach dem Urteil des Arztes erfolgen.

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiederholte Tiefgefrieren- und Auftauen-Zyklen kénnen die

Ergebnisse der Bestimmung andern.

Die einwandfreie Beherrschung der Arbeitstechnik und die strikte Einhaltung der Arbeitsanleitung sind

Vorraussetzung fur die Erzielung zuverlassiger Ergebnisse. Auf prazise Herstellung und Verteilung der

Reagenzien und gutes Pipettieren und grindliches Absaugen und Waschen ist zu achten.

Nicht wiederholbare Proben kénnen folgende Ursachen haben:

- Vertauschen der Flaschchenverschlisse.

- Verwendung derselben Pipettenspitze beim Pipettieren aus verschiedenen Reagenzflaschchen oder beim
Pipettieren unterschiedlicher Proben.

- Aufbewahren der Reagenzien oder Proben bei hohen Temperaturen (> 25°C) und bakterielle Kontamination.

- Bakterielle Kontamination durch zu langes Offenlassen der Flaschchen.

- Unzureichendes Absaugen und Waschen der Réhrchen.

- Kontamination der Réhrchenrénder durch Tracer oder Proben.

- Schlechte Detektorstandardisierung und fehlerhafte Bedienung des Counters.

- Verwendung von Reagenzien aus verschiedenen Chargen.

11. WARNUNGEN

Die Testkomponenten enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel. Weil Natriumazid explosives Bleioder
Kupferazid in Rohrleitungen bilden kann, wird empfohlen, den Abfluss, nach dem Wegschiitten von Substanzen,
die Natriumazid enthalten, vollstandig mit Wasser durchzuspiilen (Council Directive 99/45/EC).

R 22 - Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

R 31 — Entwickelt bei Berihrung mit Saure giftige Gase.

S 28 Bei Berlihrung mit der Haut sofort abwaschen mit vielem Wasser.

S 45 - Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn mdglich, dieses Etikett vorzeigen).

Alle fir die Herstellung der Kit-Komponenten benutzten Serum- und Plasmaproben wurden analysiert und als
nichtreaktiv fir HBsAg, Anti-HCV und Anti-HIV-1/2 befunden. Da jedoch kein Prifverfahren Keimfreiheit wirklich
garantieren kann, sollten alle Praparate menschlicher Herkunft als potentiell infektids angesehen und
dementsprechend vorsichtig behandelt werden.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN

- Essen, Trinken, Rauchen und Schminken sind im Labor verboten.

- Lésungen dirfen nicht mit dem Mund pipettiert werden.

- Der direkte Kontakt mit potentiell infiziertem Material ist durch das Tragen von Laborkitteln, Schutzbrille und
Einweghandschuhen zu vermeiden. Nach Beendigung des Tests sollten die Hande griindlich gewaschen werden.

- Verspritzen oder Bildung von Aerosol sind zu vermeiden. Verschittete Reagenzien sollten mit 5%iger
Natriumhypochlorit-Lésung entfernt werden. Dabei ist zu beachten, dass es sich hierbei um potentiell
infektioses Material handeln kann.

- Alle Proben, biologischen Reagenzien und fiir die Testdurchfiihrung verwendeten Materialien missen als
potentiell infektids angesehen werden. Die Beseitigung des Abfalls ist nach den Vorschriften der zusténdigen
Aufsichtsbehdrde sowie nach den Anweisungen des verantwortlichen Amtes durchzufiihren. Abfall sollte
verbrannt werden. Flissigkeiten missen mit Natriumhypochlorit dekontaminiert werden. Dabei sollte das
Natriumhypochlorit in einer Konzentration von 5% im Endgemisch vorliegen und mindestens 30 Minuten auf die
zu beseitigenden Materialien einwirken. Alle Materialien, die wieder verwendet werden sollen, miissen mit einer
Ubertriebenen (overkill) Methode (USP 24, 2000, S. 2143) autoklaviert werden. Im Allgemeinen wird eine
Stunde bei 121°C als angebrachte Sterilisationszeit angesehen, dennoch wird jedem Benutzer empfohlen, die
Wirksamkeit des Dekontaminationszyklus anfangs zu Uberprifen und routinemafig biologische Indikatoren
einzusetzen.
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13. GRUNDREGELN DES STRAHLENSCHUTZES
Reagenzien mit Jod-125
Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit hdchstens 8,12 pCi (300 kBq) Jod-125. Bei der Lagerung, Handhabung
und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende Vorsichtsmalinahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.
Fir Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:
Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind nur Arzten, veterindrmedizinisch
tatigen Tierarzten, klinischen Labors oder Krankenhausern und nur fiir klinische In-vitro-Tests oder In-vitro-Labortests
gestattet, bei denen kein interner oder externer Kontakt des Materials oder seiner Strahlung mit Menschen oder Tieren
stattfindet. Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und Weitergabe des Materials unterliegen den Vorschriften
und der Generallizenz der US Nuclear Regulatory Commission bzw. des Staates, mit dem diese Behdrde ein
Abkommen zur Austibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafir bestimmten Bereich zu beschranken.
Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.
Verschittetes Material aufwischen und den Bereich anschlieBend mit alkalischem Reinigungsmittel oder
radiologischer Dekontaminationsldsung wischen. Alle benutzten Glasbehalter griindlichst mit Wasser
spulen, bevor sie zusammen mit anderen Laborbehaltern aus Glas ausgewaschen werden.
Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:
Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials unter-liegen den Vorschriften und
Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.
WICHTIGER HINWEIS: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitdt kann von der auf dem Etikett des
Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas abweichen. Sowohl das Etikett des Kartons als auch
das Etikett des Tracer-Flaschchens geben den tatsachlichen Wert der Radioaktivitat am Kalibrationsdatum an,
wahrend die Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat des Kits angibt.

o obd

AB-HTGK-3
PIPETTIERSCHEMA

BITTE SORGFALTIG DIE GEBRAUCHSANLEITUNG BEACHTEN.

KALIBRATOREN, VERDUNNTE PROBEN, KONTROLLSERUM 50 pL

i

INKUBATIONSPUFFER 500 pL

\

MISCHEN.

A

INKUBATION: 2 Std. BEl RAUMTEMPERATUR AUF DEM SCHUTTLER.

\

ABSAUGEN UND WASCHEN.

\

TRACER 500 uL

A

MISCHEN.

A

INKUBATION: 2 Std. BEIl RAUMTEMPERATUR AUF DEM SCHUTTLER.

0

ABSAUGEN UND WASCHEN.

A

RADIOAKTIVITAT MESSEN.
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KIT PARA LA DETERMINACION INMUNORRADIOMETRICA
DE LOS ANTICUERPOS ANTI-TIROGLOBULINA

Procedimiento para el analisis cuantitativo de los
autoanticuerpos anti-tiroglobulina humana (IgG anti-hTg)
en muestras de suero o plasma humano

Sélo para uso in vitro

1. INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes del tiroides comprenden un amplio espectro de patologias que abarcan desde el
hipotiroidismo (tiroiditis de Hashimoto) al hipertiroidismo (enfermedad de Graves-Basedow), a las afecciones
subclinicas en sujetos asintomaticos eutiroideos o hipotiroideos desde un punto de vista bioquimico. El enlace
entre estos extremos esta representado por la presencia de autoanticuerpos circulantes dirigidos contra antigenos
tiroideos.

En la tiroiditis autoinmune han sido descritos tres sistemas antigeno-anticuerpo distintos — cominmente presentes
en el tejido del tiroides normal — que afectan respectivamente a hTg, un antigeno coloidal y uno microsomial
(tiroides peroxidasa).

La deteccion de autoanticuerpos anti-hTg, fundamentalmente pertenecientes a la clase IgG (IgG anti-hTg), es de
gran utilidad clinica en el diagnéstico de las enfermedades autoinmunes del tiroides como enfermedad de Graves-
Basedow, tiroiditis de Hashimoto y mixedema primario.

El nivel de IgG anti-hTg no esta relacionado con las concentraciones de T; o de T4; de hecho, estos anticuerpos
se pueden encontrar en sujetos eutiroideos o bien hipo- o hipertiroideos.

Las enfermedades autoinmunes del tiroides son mas frecuentes en las mujeres, en las que la presencia de
autoanticuerpos aumenta con la edad, con una preponderancia de aproximadamente el 10% alrededor de los
veinte afios y hasta el 30% por encima de los sesenta. Estos niveles de anticuerpos pueden provocar tiroiditis
cronica con el consiguiente hipotiroidismo.

En el mixedema primario se observan unos niveles significativos de autoanticuerpos caracteristicos de las fases
terminales de tiroiditis autoinmune croénica atrofica. En los pacientes mas jovenes la deteccion de bocio y de
elevados niveles de autoanticuerpos indica generalmente tiroiditis de Hashimoto, que esta caracterizada por una
progresiva reduccion de la funcionalidad tiroidea con el consiguiente hipotiroidismo.

En la enfermedad de Graves-Basedow, el bocio téxico estd asociado a la tiroiditis crénica, con presencia de
elevados niveles de autoanticuerpos circulantes.

En todos los casos, el control de los niveles de autoanticuerpos es Util para el seguimiento de la terapia y para la
identificacion del riesgo de desarrollar una enfermedad autoinmune en los familiares de los sujetos enfermos.

2. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El método utilizado es de tipo inmunorradiométrico (IRMA). En la primera fase la IgG anti-hTg contenida en los
calibradores o en las muestras se enlaza a la hTg adsorbida en fase sdlida. En la segunda fase, la proteina A
marcada con ' (trazador '®l) afadida enlaza los complejos IgG-hTg en fase solida. Después de las dos
incubaciones, la cantidad de proteina A marcada enlazada a la fase sélida es proporcional a la concentraciéon de
IgG anti-hTg presente en los calibradores o en las muestras. Al final de cada incubacion, el material que no ha
enlazado se elimina con aspiracion y lavado. El método adoptado para la separacion libre/enlazado se basa en el
empleo de los tubos recubiertos, en donde la hTg se fija a las paredes de los tubos.

La determinacién de anticuerpos anti-hTg utiliza como trazador la proteina A, una proteina de la pared celular de
la bacteria Staphylococcus aureus que tiene la capacidad de enlazarse al fragmento Fc de las moléculas de IgG.

3. REACTIVOS SUMINISTRADOS EN EL KIT

Tubos recubiertos 100
Trazador "% 1 vial
Calibradores de anti-hTg 6 viales
Suero de control 1 vial
Diluyente de las muestras 2 viales
Tampon de incubacion 1 vial
Tampon de lavado 2 viales
Numero de ensayos 100

MODO DE CONSERVACION: A su llegada conserve el kit a 2-8°C. No congele. Después de la apertura, los
reactivos de este kit son estables hasta la fecha de caducidad del kit si se conservan de manera adecuada. El kit
estéa garantizado para 4 sesiones analiticas si se utiliza a lo largo del dia a temperatura ambiente y si se conserva
durante la noche a 2-8°C.
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No use los reactivos pasada la fecha de caducidad. La fecha de caducidad del kit esta escrita en la etiqueta
exterior y corresponde a la fecha de caducidad del trazador. La fecha de caducidad de cada componente esta
indicada en las etiquetas de los respectivos viales.

Al reconstituir el contenido de los viales, agite delicadamente para evitar la formacién de espuma.
No mezcle los reactivos provenientes de lotes diferentes.

3.1. Tubos recubiertos

La superficie interior de cada tubo esta recubierta con hTg biotinilada altamente purificada.

En el momento del uso, ponga los tubos recubiertos a temperatura ambiente antes de abrir el contenedor, para
evitar condensaciones de humedad.

Los tubos no utilizados pueden ser conservados controlando que el contenedor esté bien cerrado. No mezcle
lotes diferentes de tubos recubiertos.

3.2. Trazador '?°l (rojo): reactivo listo para el uso

El vial contiene 52 mL de proteina A marcada con albumina sérica bovina, tampon fosfato-citrato,
conservantes y un colorante rojo inactivo. La radioactividad maxima es de 296 kBq (8 uCi) en la fecha de
calibracion.
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3.3. Calibradores de anti-tiroglobulina: reactivo listo para el uso

Cada vial contiene 0,5 mL de suero humano prediluido que contiene IgG anti-hTg, suero de becerro, albumina
sérica bovina, tampén PBS y conservantes. Las concentraciones de los calibradores son las siguientes: 0 - 100 -
200 - 500 - 1500 - 6500 Ul/mL. Los calibradores del kit estan calibrados contra el Estandar Internacional MRC
65/93. Los calibradores del kit son conmutables con las muestras en examen cuando se utilizan con los reactivos
y con el procedimiento operativo de este test diagndstico in vitro, segtin las recomendaciones del fabricante.

Dado que los calibradores han sido prediluidos 1:51 y se han determinado los respectivos valores, la
concentracion de las muestras en Ul/mL se puede calcular directamente por interpolacion de la curva de
calibracion. Es necesario introducir un factor de multiplicacion sélo cuando la dilucién de la muestra es superior a
1:51.

3.4. Suero de control: reactivo liofilizado

El vial contiene suero humano prediluido, anticuerpos anti-tiroglobulina, suero de becerro, albumina sérica bovina,
tampon PBS y conservantes. El rango de concentraciones de cada control aparece en el certificado de andlisis, e
indica los limites definidos por DiaSorin para los valores de control que se pueden obtener a partir de ensayos
fiables.

Reconstituya el contenido del vial con 1 mL de agua destilada. La solucion que resulta es estable a 2-8°C hasta la
fecha de caducidad del kit. Se aconseja no diluir mas el suero de control. Lea directamente el valor de la curva de
calibracion.

3.5. Diluyente de las muestras: reactivo listo para el uso

Cada vial contiene 50 mL de tampdn PBS, suero de becerro, albumina sérica bovina y conservantes.
El reactivo es comun a los kit AB-TPOK-3 y AB-HTGK-3.

3.6. Tampon de incubacion (azul): reactivo listo para el uso

El vial contiene 52 mL de solucion de tampén TRIS, albumina sérica bovina, detergentes, conservantes y un
colorante azul inactivo.

3.7. Tampdn de lavado: reactivo en solucién (10x)
Cada vial contiene 50 mL de Triton X-100 al 0,5% y solucién salina.

Ponga a volumen de 500 mL con agua desionizada el contenido completo de cada vial. La solucion que resulta es
estable a 2-8°C hasta la fecha de caducidad del kit. La solucion se utiliza para el lavado de los tubos recubiertos.

4. MATERIALES E INSTRUMENTOS REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS

- Agua destilada y desionizada.

- Utiles de laboratorio de vidrio.

- Tubos de plastico desechables.

- Micropipetas con puntas desechables de 10, 50 uL (veracidad + 3%, precisién 2%) y 500, 1000 uL (veracidad
+ 2%, precision 1%).

- Gradillas para tubos.

- Agitador Vortex.

- Agitador rotante con velocidad de agitacion de 300-350 rpm.

- Sistema para distribuir y aspirar el tampén de lavado, en condiciones de distribuir 2- 3 mL por ciclo de lavado
durante dos ciclos de lavado.

- Contador gamma para contar el iodo establecimiento de la ventana del contador: 15-80 keV - eficiencia del
contador: 70% - tiempo de cémputo: 1 min). Si la eficiencia del contador es inferior al 60%, el tiempo de
coémputo debe ser prolongado a 2 min.
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5. RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

El ensayo se puede efectuar en muestras de suero o plasma humano. Se pueden utilizar anticoagulantes como el
citrato, el EDTA y la heparina. Recoja la sangre mediante puncion venosa, déjela coagular y separe el suero del
coagulo lo antes posible. Clarifique por filtracion o centrifugacion antes del ensayo las muestras que presenten
material en suspension, opalescencia, lipemia o residuos eritrocitarios. No use muestras fuertemente
hemolizadas o lipémicas, ni muestras que presenten material suspendido o evidente contaminacion microbiana.
Si el ensayo se lleva a cabo dentro de las 24 horas sucesivas a la recogida, las muestras se pueden conservar a
2-8°C. En caso contrario, se deben subdividir en alicuotas congeladas a —20°C o a temperaturas inferiores. Si las
muestras han sido descongeladas, agitelas con cuidado antes de realizar el ensayo. Evite repetidas
congelaciones y descongelaciones.

Diluciéon de las muestras

Las muestras deben diluirse 1:51 con el diluyente de las muestras (3.5) antes del ensayo. Distribuya 10 uL de
muestra y 500 puL de diluyente de las muestras en los tubos de plastico y agite en el Vértex. Si se prevén
concentraciones elevadas de IgG anti-hTg, diluya mas con el diluyente de las muestras. Los calibradores y el
suero de control estan listos para su uso y no hay que diluirlos.

6. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

Ponga los reactivos a temperatura ambiente (20-25°C) antes del ensayo. Prevea determinaciones por duplicado
como minimo. Se debe realizar la determinacion de los calibradores para cada serie de muestras analizadas. El
procedimiento operativo debe ser exactamente idéntico para los calibradores y para las muestras en examen.
Realice todas las fases del ensayo en el orden previsto, sin interrupcion.

Utilice puntas desechables nuevas para dispensar calibradores y muestras.

- Distribuya los reactivos en el fondo de los tubos recubiertos. Actle segun el siguiente esquema:

tubos Calibradores Muestras diluidas
reactivos 0-5
Calibradores 50 uL -
Muestras diluidas - 50 pL
Tampon de incubacion 500 pL 500 uL

- Agite el contenido de los tubos e incube durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion (300-
350 rpm).

- Aspire cuidadosamente la mezcla de incubacion y lave dos veces con 2 mL de tampdén de lavado.
Verifique que el liquido sea eliminado completamente, controlando que la punta de la pipeta de aspiracion
toque el fondo de los tubos recubiertos. La presencia de gotas adherentes a las paredes de los tubos
recubiertos puede provocar baja reproducibilidad o resultados no fiables. No debe quedar traza del colorante.

- Distribuya 500 pL de trazador en todos los tubos. Prepare dos tubos no recubiertos para el célculo de la
actividad total, que contengan solamente 500 uL de trazador y déjelos separados hasta el momento de la
medida de la radioactividad.

- Incube durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion (300-350 rpm).

- Aspire cuidadosamente el trazador y lave dos veces con 2 mL de tampoén de lavado. Actie como antes.

- Mida la radioactividad de los tubos.

7. CALCULO DE LOS RESULTADOS

Calcule la media de los cédmputos para cada grupo de tubos después de haber substraido el valor del fondo.
Exprese la media de los cémputos de los calibradores y las muestras como porcentaje respecto a la actividad
total:

B/T% = coémputo medio calibradores o muestras % 100

coémputo medio actividad total

Indique en un grafico log-log el porcentaje medio calculado para cada calibrador en la ordenada (eje de las y) en
funcién de la concentracion de IgG anti-hTg expresada en Ul/mL en la abscisa (eje de las x). De esta manera se
obtiene una curva de calibracion (Fig. 1). Lea directamente de la curva de calibracion la concentracion de IgG
anti-hTg de cada muestra expresada en Ul/mL. Si la muestra ha sido diluida por encima del factor inicial de 1:51,
la concentracion de anticuerpos encontrada debe ser multiplicada por el factor de dilucién superior a 1:51,
teniendo en cuenta que los calibradores ya estan prediluidos 1:51.
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Ejemplo de calculo

Los siguientes datos deben ser considerados sélo un ejemplo y no deben usarse en lugar de los datos obtenidos
por el utilizador.

Descripcion cpm B/T x 100

Actividad total 78.581 -

Calibrador cero/diluyente de las muestras 85 -

100 Ul/mL 1.313 1,6
200 Ul/mL 2.663 3,3
500 Ul/mL 6.445 8,2
1500 Ul/mL 19.955 25,3
6500 Ul/mL 40.869 52,0
Muestra 2977 3,7

Interpolando de la curva de calibracion, la muestra resulta contener 230 Ul/mL de IgG anti-hTg.

B/T x 100
50

100 200 500 1500 6500

Anti-hTg, UlI/mL

Fig. 1

Interpretacion de los resultados

El primer calibrador (100 Ul/mL) representa el valor limite (de cut-off) del sistema. Se consideran positivas para la
presencia de IgG anti-hTg las muestras con valor igual o superior al valor limite. Las muestras con valor inferior al
valor limite se consideraran negativas.

Sin embargo, se recomienda considerar dudosas las muestras con valores de IgG anti-hTg comprendidos entre
+ 20% del valor limite.

Se recomienda a cada laboratorio que establezca sus propios intervalos de referencia.

8. DATOS CLINICOS

Durante los estudios clinicos se tomaron en consideracion 211 sujetos. En esta poblacién, los sujetos fueron
clasificados negativos, positivos y dudosos con un test de referencia.

Con el kit DiaSorin el 96% de los sujetos clasificados negativos presenta valores de IgG anti-hTg inferiores a
100 Ul/mL y el 100% de los sujetos clasificados positivos presenta valores de IgG anti-hTg superiores a
100 Ul/mL.

Sin embargo, los valores mostrados mas arriba son solo indicativos. Se recomienda a cada laboratorio que
establezca sus propios intervalos de referencia.

9. PRESTACIONES METODOLOGICAS DEL KIT

9.1. Especificidad analitica

La especificidad analitica se define como la capacidad que tiene el test para detectar exactamente el analito ante
la presencia de factores potencialmente interferentes en la matriz de la muestra (por ejemplo, anticoagulantes,
hemdlisis, efectos de tratamientos de la muestra) o de reacciones cruzadas con analitos potencialmente
interferentes.
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Interferencias. Estudios controlados sobre los factores potencialmente interferentes han demostrado que las
prestaciones del test no estan influenciadas por anticoagulantes (citrato, EDTA, heparina), hemdlisis leve (hasta
20 mg/dL de hemoglobina), lipemia (hasta 10000 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (hasta 50 mg/dL de
bilirrubina).

Reacciones cruzadas. El uso de hTg sumamente purificada para recubrir los tubos reduce la posibilidad de
interferencias debidas a proteinas no especificas. No se han observado reacciones cruzadas debidas a la
presencia de autoanticuerpos anti-TPO hasta una concentraciéon de 1000 U/mL.

9.2. Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica se puede expresar también como el limite de deteccion, es decir la cantidad minima de
analito especifico que el test puede detectar. El limite de deteccion es de 6 Ul/mL al 95% de confianza. Ha sido
calculado como la concentraciéon aparente de analito distinguible del calibrador cero (diluyente de las muestras),
es decir, dos desviaciones estandar por encima de cero.

9.3. Precision

La repetibilidad y la reproducibilidad del ensayo (es decir las variaciones intra-ensayo e inter-ensayo) han sido
determinadas utilizando las muestras de referencia con diferentes concentraciones de analito.

Repetibilidad A B C
Numero de determinaciones 10 10 10
Media (Ul/mL) 115 951 2924
Desviacion estandar 3,3 42,7 105,0
Coeficiente de variacion (%) 29 4,4 3,6
Reproducibilidad A D E
Numero de determinaciones 10 10 10
Media (Ul/mL) 119 793 2361
Desviacion estandar 13,9 53,0 177,0
Coeficiente de variacion (%) 11,6 6,7 7,5

9.4. Veracidad
La veracidad del ensayo ha sido controlada mediante el test de dilucion.

Test de dilucion. Se han determinado diluciones en serie de dos sueros de concentracién elevada de IgG anti-
hTg realizadas en el diluyente de las muestras.

Dilucion Concentracién Congentracién % Recuperacion
esperada, Ul/mL medida, Ul/mL

no diluido - 3089,00 -
1:2 1544,50 1640,00 106,2
1:4 772,30 776,70 100,6
1:8 386,10 381,80 98,9
1:16 193,10 204,50 105,9
1:32 96,50 107,60 111,5

no diluido - 2457,00 -
1:2 1228,50 1246,50 101,5
1:4 614,25 609,40 99,2
1:8 307,13 321,80 104,8
1:16 153,56 157,50 102,6

9.5. Efecto saturacion con altas concentraciones

Cuando se ensayen muestras que contengan concentraciones de anticuerpos sumamente elevadas con un
método sandwich con dos incubaciones, se pueden obtener unos niveles aparentes de anticuerpo inferiores al
nivel real por efecto de la saturacién. Sin embargo, un sistema bien optimizado excluye que se obtengan
resultados subestimados (como se puede comprobar en los ensayos sandwich con una incubacion).
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Se han ensayado concentraciones de IgG anti-hTg hasta 100 mil Ul/mL y se ha observado que estas
concentraciones generan una sefial analitica siempre superior al calibrador mas concentrado (curva a saturacion).
Para cuantificar las muestras correctamente, las muestras que contienen unos niveles de IgG anti-hTg mayores
que el del calibrador méas concentrado deben ser diluidas con el diluyente de las muestras y analizadas de nuevo.
Los resultados entonces deben ser multiplicados por el factor de diluciéon superior a 1:51 para obtener los niveles
de IgG anti-hTg de las muestras no diluidas.

10. LIMITACIONES DEL ENSAYO

El uso del ensayo radioinmunolégico ha reducido drasticamente los resultados falsos positivos. Sin embargo, el
diagnodstico no se debe formular en base al resultado de un solo ensayo, sino que éste se debe validar con otras
pruebas clinicas, procedimientos diagnoésticos y con la opinién del médico.

La contaminacion bacteriana o las repetidas congelaciones/descongelaciones de las muestras pueden modificar
los resultados del test.

Para obtener resultados fiables, es necesario respetar estrictamente las instrucciones de utilizacion y poseer una
adecuada técnica manual. En concreto, la precision y el cuidado en las fases de reconstitucion y distribucién de
los reactivos y de aspiracion y lavado son indispensables para la fiabilidad del ensayo.

Resultados no reproducibles se deben principalmente a factores metodoldgicos, como por ejemplo:

- cambio de las tapas entre los viales

- uso de la misma punta para la recogida de diferentes viales o para dispensar diferentes muestras

- viales que se han dejado abiertos durante un largo periodo de tiempo

- exposicion de los reactivos o de las muestras a calor intenso o a fuertes fuentes de contaminacion bacteriana
- aspiracion de la mezcla de incubacion y lavado de los tubos inadecuados

- contaminacion del borde de los tubos con el trazador o bien con las muestras

- oscilaciones casuales o mal mantenimiento del contador gamma

- intercambio de reactivos procedentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Los componentes del kit contienen azida sédica como conservante. Ya que, la azida sddica puede formar azidas
de plomo o de cobre explosivas en las tuberias, se recomienda dejar fluir agua en abundancia en los desagues
después de la eliminacion de soluciones que contengan azida sédica (Council Directive 99/45/EC).

R22 - Nocivo por ingestion.

R 31 — En contacto con acidos libera gases téxicos.

S 28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediata y abundantemente con agua.

S45 - En caso de accidente o malestar, acidase inmediatamente al médico (si es posible, muéstresele la
etiqueta).

Todas las unidades de suero o plasma utilizadas para la fabricacién de los componentes de este kit se han
analizado y se han determinado no reactivas para HBsAg, para anti-HCV y para anti-HIV-1/2. Sin embargo, visto
que ningun método puede asegurar que los agentes patéogenos estén ausentes, todo el material de origen
humano se deberia considerar potencialmente infeccioso y ser manipulado como tal.

12. NORMAS DE SEGURIDAD

- No coma, beba, fume o se maquille durante la ejecucién del ensayo.

- No pipetee las soluciones con la boca.

- Evite el contacto directo con el material potencialmente infeccioso usando batas de laboratorio, gafas de
proteccion y guantes desechables. Lavese cuidadosamente las manos al terminar el ensayo.

- Evite salpicaduras o formacion de aerosoles. En caso de que esto sucediera, cada gota de reactivo se debe
eliminar con una solucién de hipoclorito sédico al 5% y el medio utilizado se debera tratar como material
residuo potencialmente infeccioso.

- Todas las muestras, los reactivos biolégicos del kit y los materiales usados para efectuar el ensayo se deben
considerar capaces de transmitir agentes infecciosos; por lo tanto, los residuos se deberan eliminar de acuerdo
con las reglamentaciones de las agencias autorizadas que tengan jurisdiccion sobre el laboratorio y con las
normativas de cada pais. El material desechable debera ser incinerado; los residuos liquidos deberan ser
descontaminados con una solucién de hipoclorito sédico a una concentracion final del 5% durante media hora
como minimo. Cualquier material que pueda ser reutilizado debera ser tratado en autoclave con un tratamiento
de exceso (overkill) (USP 24, 2000, p. 2143). Generalmente se considera que una hora a 121°C es un tiempo
de esterilizacion adecuado; sin embargo se recomienda a cada usuario que verifique la eficacia del ciclo de
descontaminacion mediante una validacion inicial y el uso rutinario de indicadores biol6gicos.
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13. REGLAS BASICAS DE SEGURIDAD CONTRA LAS RADIACIONES

Reactivos con contenido de azida sédica
Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 8,12 uCi (300 kBq) de yodo-125. Para almacenar,
manejar y desechar este material, deben adoptarse las precauciones necesarias y practicas de laboratorio
correctas.
Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos con licencia genérica:
Este material radiactivo sélo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos, veterinarios que practiquen
la medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales, y solo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que
no conlleven la administracion interna o externa del material ni su radiaciéon a seres humanos ni animales. Su
recepcion, adquisicion, posesién, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia genérica de la
Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comisién haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su
autoridad reguladora.

1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada especificamente a tal

efecto.

El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado Unicamente.
No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.

Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después lavarse con un detergente
alcalino o una solucion decontaminante radioldgica. Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse
completamente con agua antes de lavarse con otros recipientes de laboratorio.
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Para facultativos o instituciones que reciben radioisotopos con licencia especifica:

La recepcion, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen por la normativa y las
condiciones de la licencia en cuestion.

ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir ligeramente de la impresa en la
etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La etiqueta de la caja y la del trazador indican la cantidad real de
radiactividad en la fecha de la calibracion, mientras que el impreso del interior del paquete indica la radiactividad
tedrica del equipo.

ESQUEMA DEL ENSAYO

1- PREPARE LOS REACTIVOS. DILUYA LAS MUESTRAS 1:51.
2- MARQUE LOS TUBOS RECUBIERTOS POR DUPLICADO.

3- DISTRIBUYA LOS REACTIVOS SEGUN EL SIGUIENTE ESQUEMA Y AGITE LA MEZCLA DE INCUBACION:

TUBOS
T CAL 0-5 MUESTRAS DILUIDAS
REACTIVOS
CALIBRADORES - 50 pL -
MUESTRAS DILUIDAS - - 50 uL
TAMPON DE INCUBACION - 500 pL 500 L

4 - INCUBE DURANTE 2 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE EN AGITACION.

5- ASPIRE LA MEZCLA DE INCUBACION Y LAVE 2 VECES CON 2 mL DE TAMPON DE LAVADO.
6- DISTRIBUYA 500 uL DE TRAZADOR EN TODOS LOS TUBOS.

7 - INCUBE DURANTE 2 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE EN AGITACION.

8- ASPIRE EL TRAZADOR Y LAVE 2 VECES CON 2 mL DE TAMPON DE LAVADO.
9- MIDA LA RADIOACTIVIDAD DE LOS TUBOS.
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TESTE IMUNO-RADIOMETRICO
DOS ANTICORPOS ANTI-TIROGLOBULINA

Procedimento para a determinagao quantitativa dos
auto-anticorpos anti-tiroglobulina humana (IgG anti-hTg)
em amostras de soro ou plasma humano

S6 para uso in vitro

1. INTRODUGAO

As doengas auto-imunes da tirdide compreendem uma vasta série de disturbios clinicos diferentes, que variam do
hipotiroidismo (tiroidite de Hashimoto), ao hipertiroidismo (doenga de Basedow), as afecgbes subclinicas em
individuos assintomaticos eutiroideus ou hipotiroideus dum ponto de vista bioquimico. A ligagdo entre estes
extremos € a presencga de auto-anticorpos em circulagao dirigidos contra os antigénios da tirdide.

Na tiroidite auto-imune humana foram descritos trés sistemas distintos de antigénio-anticorpo — comumente
presentes no tecido normal da tiréide — que envolvem respectivamente a hTg, um antigénio coloidal e um
antigénio microssomal (peroxidase da tirdide). A determinagdo da presenga de auto-anticorpos anti-hTg,
pertencentes principalmente a classe IgG (IgG anti-hTg) € de grande utilidade clinica no diagndstico das doencgas
autoimunes da tirodide, que incluem a doenga de Basedow, a tiroidite de Hashimoto e o mixedema idiopatico.

O nivel de IgG anti-hTg n&o esta relacionado com as concentragdes de T3 ou de T4; de facto, os auto-anticorpos
anti-hTg podem estar presentes em individuos eutiroideus, hipotiroideus ou hipertiroideus.

As doengas auto-imunes da tirdéide sdo mais frequentes nas mulheres, nas quais a prevalencia de auto-anticorpos
aumenta com a idade, de aproximadamente 10% por volta dos vinte anos a 30% apds os sessenta. Estes niveis
de auto-anticorpos podem provocar tiroidite crénica com consequente hipotiroidismo.

No mixedema idiopatico, observam-se niveis significativos de auto-anticorpos caracteristicos dos estagios
terminais de tiroidite auto-imune crénica atréfica. Nos doentes mais jovens, a presenga de bdcio sodlido e de
elevados niveis de auto-anticorpos indica, geralmente, tiroidite de Hashimoto, que caracteriza-se pela redugéo
progressiva da funcéo da tirdide com consequente hipotiroidismo.

Na doenga de Basedow, o bdcio toxico esta associado com a tiroidite cronica, como confirmado pela presenca de
niveis elevados de auto-anticorpos na circulagdo. Em todos os casos, a monitorizagao dos niveis de auto-
anticorpos é frequentemente Util para controlar a terapia e para identificar os membros da familia dos doentes
com alto risco de desenvolver uma doenga auto-imune.

2. PRINCIPIO DO ENSAIO

O método utilizado é de tipo imuno-radiométrico (IRMA). Na primeira fase, a IgG anti- hTg contida nos
calibradores ou nas amostras liga a hTg adsorbida na fase sélida. Na segunda fase, a proteina A marcada com
28| (marcador '?|) adicionada liga o complexo IgG-hTg em fase solida. Apds as duas incubacdes, a quantidade
de proteina A marcada ligada a fase sdélida é proporcional a concentracdo de IgG anti-hTg presente nos
calibradores ou nas amostras. No final de cada incubag&o, o material n&o ligado é removido mediante aspiragao e
lavagem. O método adoptado para a separagéo livre/ligado baseia-se no uso dos tubos revestidos, onde a hTg &
fixada nas paredes dos tubos.

O teste de IgG anti-hTg utiliza como marcador a proteina A, uma proteina da parede celular da bactéria
Staphylococcus aureus que tem a capacidade de ligar o fragmento Fc das moléculas de IgG.

3. REAGENTES FORNECIDOS NO DISPOSITIVO

Tubos revestidos 100

Marcador % 1 frasco
Calibradores de anti-tiroglobulina 6 frascos
Soro de controlo 1 frasco
Diluente das amostras 2 frascos
Tampao de incubagéo 1 frasco
Tampao de lavagem 2 frascos
Numero de testes 100

ARMAZENAGEM: Depois da recepgado, armazene o dispositivo a 2-8°C. Ndo congele. Apoés a abertura, os
reagentes deste dispositivo permanecem estaveis até ao final do prazo de validade do dispositivo, se mantidos de
modo adequado. O dispositivo foi projectado para 4 execugbes analiticas se utilizado durante o dia a temperatura
ambiente e conservado durante a noite a 2-8°C.
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Néo utilize reagentes expirados. O prazo de validade do dispositivo esta descrito na etiqueta externa e
corresponde ao prazo de validade do marcador. O prazo de validade de cada reagente esta descrito na etiqueta
de cada frasco.

Quando reconstituir o contetido dos frascos, agite devagarinho para evitar a formagdo de espuma.

Né&o misture reagentes de lotes diferentes.

3.1. Tubos revestidos

A superficie interna de cada tubo é revestida com hTg biotinilada altamente purificada. Antes de usar, deixe os
tubos revestidos a temperatura ambiente antes de abrir a embalagem, para evitar condensag¢édo de humidade.

Conserve os tubos nao utilizados certificando-se de que a embalagem esteja bem fechada. Ndo misture lotes
diferentes de tubos revestidos.
3.2. Marcador '?I (vermelho): reagente pronto a usar

O frasco contém 52 mL de proteina A marcada com albumina sérica bovina, tampao fosfato-citrato,
conservantes e um corante vermelho inerte. A radioactividade maxima é 296 kBq (8 uCi) na data de calibragao.
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3.3. Calibradores de anti-tiroglobulina: reagente pronto a usar

Cada frasco contém 0,5 mL de soro humano pré-diluido contendo IgG anti-hTg, soro de bezerro, albumina sérica
bovina, tampao PBS e conservantes. As concentragdes dos calibradores sao as seguintes: 0 - 100 - 200 - 500 -
1500 - 6500 Ul/mL. Os calibradores do dispositivo estédo referenciados ao Padrao Internacional MRC 65/93. Os
calibradores do dispositivo sdo comutaveis com as amostras em analise quando foram utilizados com os
reagentes e com o procedimento operativo deste teste de diagnoéstico in vitro, consoante as recomendagbes do
fabricante.

Dado que os calibradores foram pré-diluidos em 1:51 e foram determinados seus respectivos valores, a
concentragdo das amostras em Ul/mL pode ser calculada directamente por interpolagdo da curva de calibragao.
E necessario introduzir um factor de multiplicagdo sé se a diluicdo da amostra for superior a 1:51.

3.4. Soro de controlo: reagente liofilizado

O frasco contém soro humano pré-diluido, anticorpos anti-tiroglobulina, soro de bezerro, albumina sérica bovina,
tampéao PBS e conservantes. O intervalo de concentragdes de cada controlo é referido no certificado de analise e
indica os limites estabelecidos pela DiaSorin para os valores de controlo que podem ser obtidos em ensaios
fidedignos.

Reconstitua o contetido do frasco com 1 mL de agua destilada. A solugao resultante é estavel a 2-8°C até ao final
do prazo de validade do dispositivo. Recomenda-se a ndo diluir mais o soro de controlo. Leia directamente o valor
da curva de calibragao.

3.5. Diluente das amostras: reagente pronto a usar

Cada frasco contém 50 mL de tampao PBS, soro de bezerro, albumina sérica bovina e conservantes.
O reagente é comum aos dispositivos AB-TPOK-3 e AB-HTGK-3.

3.6. Tampao de incubacgao (azul): reagente pronto a usar

O frasco contém 52 mL de solugdo de tampédo TRIS, albumina sérica bovina, detergentes, conservantes e um
corante azul inerte.

3.7. Tampao de lavagem: reagente em solugéo (10x)

Cada frasco contém 50 mL de Triton X-100 a 0,5% e solugao salina. Dilua o inteiro conteido de cada frasco com
agua desmineralizada, obtendo uma solugdo de 500 mL. A solugado resultante é estavel a 2-8°C até ao final do
prazo de validade do dispositivo. A solugao € utilizada para lavar os tubos revestidos.

4. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

- Agua destilada e desmineralizada.

- Material de vidro.

- Tubos descartaveis de plastico.

- Micropipetas com pontas descartaveis de 10, 50 pL (exactidao + 3%, preciséo 2%) e 500, 1000 uL (exactidao
+ 2%, precisdo 1%).

- Suporte para tubos.

- Agitador Vortex.

- Agitador rotativo com velocidade de agitacdo de 300-350 rpm.

- Sistema para distribuir e aspirar o tampao de lavagem em condi¢des de distribuir 2-3 mL por ciclo de lavagem
durante dois ciclos de lavagem.

- Contador gama para contar o iodo definicdo da janela do contador: 15-80 keV - eficiéncia do contador:
70% - tempo de contagem: 1 min). Se a eficiéncia do contador é inferior a 60%, o tempo de contagem deve ser
prolongado a 2 min.
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5. COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Pode-se utilizar tanto soro como plasma humano para o teste. Os anticoagulantes citrato, EDTA e heparina foram
testados e podem ser utilizados neste teste. O sangue deve ser colhido assepticamente por pungdo venosa,
deixado coagular e o soro deve ser separado do coagulo tdo cedo quanto possivel. As amostras que contém
particulas sodlidas, turvas, lipémicas ou com fragmentos de eritrécitos podem necessitar de clarificagdo por
filtragem ou centrifugacdo antes de serem testadas. As amostras muito hemolisadas ou lipémicas, bem como as
amostras que contém particulas solidas ou que exibem evidente contaminagdo bacteriana, ndo devem ser
utilizadas. Se o ensaio for realizado dentro de 24 horas apds a colheita das amostras, estas devem ser
conservadas a 2-8°C; em caso contrario, estas devem ser subdivididas em aliquotas e conservadas a —20°C ou a
temperatura inferior. Se as amostras estiverem congeladas, deixe-as descongelar e misture bem antes de utilizar.
Evite ciclos repetidos de congelagéo e descongelacao.

Diluicao das amostras

As amostras devem ser diluidas a 1:51 com o diluente das amostras (3.5) antes do teste. Distribua 10 uL de
amostra e 500 pL de diluente das amostras nos respectivos tubos e misture com um agitador Vortex.

Se foram previstas concentragdes elevadas de IgG anti-hTg, dilua ainda mais com o diluente das amostras. Os
calibradores e o soro de controlo estdo prontos a usar e ndo devem ser diluidos.

6. PROCEDIMENTO DO TESTE

Deixe todos os reagentes a temperatura ambiente (20-25°C) antes do teste. Execute o teste ao menos em
duplicado. Os calibradores devem ser testados em cada série de amostras de doentes. Os calibradores e as
amostras devem ser submetidos ao mesmo processo e tempo de incubagao.

Execute todas as etapas do teste na ordem apresentada, sem muita demora entre cada etapa.

Utilize uma ponta descartavel para dispensar cada calibrador e amostra.

Distribua os reagentes no fundo dos tubos revestidos segundo o esquema abaixo:

tubos Calibradores Amostras
reagentes 0-5 diluidas
Calibradores 50 pL -
Amostras diluidas - 50 pL
Tampao de incubagéo 500 pL 500 pL

- Agite o conteudo dos tubos e incube durante duas horas a temperatura ambiente em agitagdo (300-
350 rpm).

- Aspire com cuidado a mistura de incubagdo e lave duas vezes com 2 mL de tampado de lavagem.
Verifique se o liquido foi eliminado completamente, controlando se a ponta da pipeta de aspiragdo toca o fundo
dos tubos revestidos. A presenca de gotas aderentes nas paredes dos tubos revestidos pode provocar baixa
reprodutibilidade ou resultados néo fiaveis. Nao devem permanecer residuos do corante.

- Distribua 500 pL de marcador em todos os tubos. Prepare dois tubos ndo revestidos para calcular a
actividade total que contém s6 500 pL de marcador e deixe-os de lado até ao momento da contagem.

- Incube durante duas horas a temperatura ambiente em agitagéo (300-350 rpm).

- Aspire com cuidado o marcador e lave duas vezes com 2 mL de tampao de lavagem. Actue como descrito
acima.

- Mecga a radioactividade dos tubos.

7. CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das contagens para cada grupo de tubos, apos ter subtraido o valor do fundo. Calcule a média
das contagens de calibradores e amostras como percentagem em relagao a actividade total:

contagem média de calibradores ou amostras

B/T% = x 100

contagem média da actividade total

Coloque as coordenadas em papel di-logaritmico e faga a curva utilizando a ordenada (eixo dos y) para o valor
médio da percentagem calculada para cada calibrador em fungdo da concentragéo de IgG anti-hTg expressa em
Ul/mL na abscissa (eixo dos x). Desta forma obtém-se uma curva de calibragado (Fig. 1). Directamente da curva de
calibragao, leia a concentragéo de IgG anti-hTg de cada amostra expressa em Ul/mL. Se a amostra tiver sido
diluida além do factor inicial de 1:51, a concentragdo de IgG anti-hTg encontrada deve ser multiplicada pelo factor
de diluigaéo superior a 1:51, tendo em conta que os calibradores ja estdo pré-diluidos a 1:51.
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Exemplo de calculo

Os seguintes dados devem ser considerados apenas como exemplo e ndo devem ser usados no lugar de dados
obtidos pelo utilizador.

Descricao Contagens B/T x 100

Actividade total 78.581 -

Calibrador zero/diluente das amostras 85 -

100 Ul/mL 1.313 1,6
200 Ul/mL 2.663 3,3
500 Ul/mL 6.445 8,2
1500 Ul/mL 19.955 25,3
6500 Ul/mL 40.869 52,0
Amostra 2977 3,7

Interpolando da curva de calibragdo, a amostra resulta conter 230 Ul/mL de IgG anti-hTg.

BT x 100 ol

100 200 500 1500 6500

Anti-hTg, Ul/mL
Fig. 1

Interpretacao dos resultados
O primeiro calibrador (100 Ul/mL) representa o valor limite (cut-off) do sistema.

Consideram-se positivas pela presenca de IgG anti-hTg as amostras com valor igual ou maior que o valor limite.
As amostras com valor abaixo do valor limite devem ser consideradas negativas.

Todavia, aconselha-se a considerar duvidosas as amostras com valores de IgG anti-hTg compreendidos dentro
da faixa de * 20% do valor limite.
Recomenda-se que cada laboratério estabelega seus proprios intervalos de referéncia clinicamente relevantes.

8. VALORES ESPERADOS

Durante os estudos clinicos, foram considerados 211 individuos. Nesta populagdo, os individuos foram
classificados negativos, positivos e duvidosos com um teste de referéncia. Em 96% dos individuos classificados
negativos com o dispositivo DiaSorin, foram encontrados valores de IgG anti-hTg abaixo de 100 Ul/mL e em
100% dos individuos classificados positivos, foram encontrados valores de IgG anti-hTg acima de 100 Ul/mL.
Contudo, os valores indicados acima sdo somente indicativos. Recomenda-se que cada laboratério estabelega
seus proprios intervalos de referéncia clinicamente relevantes.

9. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

9.1. Especificidade analitica

A especificidade analitica pode ser definida como a capacidade do teste de detectar com cuidado o analito
especifico na presenga de factores potencialmente interferentes na matriz da amostra (ex. anticoagulantes,
hemdlise, efeitos de tratamentos da amostra) ou de reacgdes cruzadas com analitos potencialmente interferentes.
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Interferéncias. Estudos controlados de substancias ou condigdes potencialmente interferentes demonstraram
que o desempenho do ensaio ndo é afectado por anticoagulantes (citrato, EDTA, heparina), leve hemdlise (até a
20 mg/dL de hemoglobina), lipemia (até a 10000 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (até a 50 mg/dL de
bilirrubina).

Reacgodes cruzadas. O uso de hTg extremamente purificada para revestir os tubos reduz a possibilidade de
interferéncias devidas a proteinas nao especificas. Ndo foram observadas reacgdes cruzadas devidas a presenga
de auto-anticorpos anti-TPO até a uma concentragdo de 1000 U/mL.

9.2. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica também pode ser expressa como o limite de detecgao, ou seja, a quantidade minima de
analito especifico detectavel pelo teste. O limite de detecgdo € de 6 Ul/mL com um limite de confianca de 95%.
Este foi calculado como a concentragdo aparente de analito que pode ser distinguida do calibrador zero (diluente
das amostras), isto &, dois desvios padrédo acima do zero.

9.3. Precisao

Diferentes grupos de amostras, que contém diferentes concentragdes de analito especifico, foram testados para
determinar a repetibilidade e a reprodutibilidade do teste (isto &, a variabilidade intra e interensaio).

Repetibilidade A B C
Numero de determinagdes 10 10 10
Média (Ul/mL) 115 951 2924
Desvio padrao 3,3 42,7 105,0
Coeficiente de variagao (%) 29 4.4 3,6

Reprodutibilidade A D E
Numero de determinagdes 10 10 10
Média (Ul/mL) 119 793 2361
Desvio padréao 13,9 53,0 177,0
Coeficiente de variagao (%) 11,6 6,7 7.5

9.4. Exactidao
A exactidao do teste foi controlada mediante o teste de diluigéo.

Teste de diluicdo. Foram testadas diluicbes em série de dois soros que contém uma concentragao elevada de
IgG anti-hTg efectuadas no diluente das amostras.

Diluigéo esporada, Ui medida, Ulimi % Recuperagio
puro - 3089,00 -
1:2 1544,50 1640,00 106,2
1:4 772,30 776,70 100,6
1:8 386,10 381,80 98,9
1:16 193,10 204,50 105,9
1:32 96,50 107,60 111,5
puro - 2457,00 -
1:2 1228,50 1246,50 101,5
1:4 614,25 609,40 99,2
1:8 307,13 321,80 104,8
1:16 153,56 157,50 102,6

9.5. Efeito de saturagao a altas concentragdes

Ao dosar amostras que contém concentragdes de anticorpos extremamente elevadas num método sanduiche
com duas incubagoes, € possivel obter niveis aparentes de anticorpo inferiores ao real por efeito da saturagao.
Um método bem optimizado exclui, todavia, a obtengdo de resultados grosseiramente subestimados (como é
possivel verificar nos testes sanduiche com uma incubagéo).
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Foram testadas concentragbes de IgG anti-hTg até a 100 mil Ul/mL e foi observado que estas concentragdes
geram um sinal analitico sempre maior que o do calibrador mais concentrado (curva de saturagédo). Para
quantificar as amostras de maneira correcta, as amostras que contém niveis de IgG anti-hTg maiores que o do
calibrador mais concentrado devem ser diluidas com o diluente das amostras e dosadas de novo. Os resultados
devem ser multiplicados pelo factor de diluigao superior a 1:51 para obter os niveis de IgG anti-hTg das amostras
n&o diluidas.

10. LIMITAGOES DO TESTE

O uso do teste radioimunolégico reduziu drasticamente os resultados falsos positivos. Todavia, o diagndstico ndo
deve basear-se no resultado dum unico teste, mas deve ser determinado conjuntamente com outros dados
clinicos e meios de diagnostico, bem como em associagao com o parecer do médico.

Contaminagdes bacterianas ou ciclos repetidos de congelagao e descongelacdo das amostras podem afectar os
resultados do teste.

Para obter resultados fiaveis, € necessario seguir de maneira correcta as instrucdes de uso e possuir uma
adequada formagao técnica. Em especial, € essencial uma boa precisdo na preparagdo e distribuigdo dos
reagentes, na aspiragao e na lavagem. Resultados nao reprodutiveis podem ser devidos a erros de execugao, tais
como:

- troca das tampas dos frascos

- uso da mesma ponta para distribuir solu¢gdes ou amostras diferentes

- frascos deixados abertos durante um longo periodo de tempo

- exposicao dos reagentes ou amostras ao calor intenso ou a fontes de contaminagéo bacteriana

- aspiragao da mistura de incubagéo e lavagem dos tubos inadequadas

- contaminagao dos rebordos dos tubos com o marcador ou com as amostras

- oscilagdes casuais ou manutengéo inadequada do contador gama

- troca de reagentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS E PRECAUGOES

Os componentes do dispositivo contém azida sédica como conservante. Dado que a azida sodica pode formar
azidas de chumbo ou de cobre explosivas nos tubos, € aconselhavel deixar fluir agua com abundancia nas
descargas ap6s a eliminagao de solugdes que contém azida sdédica (Directiva 99/45/EC).

R 22 — Nocivo por ingestao.

R 31 — Em contacto com acidos liberta gases toxicos.

S 28 — Apds contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com agua.

S 45 — Em caso de acidente ou de indisposi¢éo, consultar imediatamente o médico (se possivel mostrar-lhe o
rétulo).

Todas as unidades de soro e plasma utilizadas para produzir os componentes deste dispositivo foram testadas
para a presenga de HBsAg, anti-HCV e anti-HIV-1/2 e os resultados encontrados foram ndo reactivos. Contudo,
como nenhum método pode oferecer seguranga absoluta de que agentes patogénicos estejam ausentes, todas as
amostras de origem humana devem ser consideradas potencialmente infecciosas e manuseadas com cuidado.

12. REGRAS DE SEGURANGCA

- Na&o coma, beba, fume ou aplique cosméticos durante a execugao do teste.

- Nao pipete as solugbes com a boca.

- Evite o contacto directo com todos os materiais potencialmente infecciosos usando equipamentos de protecgéao
como luvas descartaveis, 6culos e aventais. Lave bem as maos no final de cada teste.

- Evite salpicos ou formagao de aerossois. Qualquer reagente derramado deve ser lavado com uma solucéo de
hipoclorito de sédio a 5% e tratado como material residual potencialmente infeccioso.

- Todas as amostras, os reagentes bioldgicos e os materiais utilizados nos testes devem ser considerados
potencialmente capazes de transmitir agentes infecciosos. Por isso, os residuos devem ser eliminados
conforme as regras emitidas pelos 6rgdos autorizados que administram o laboratério e conforme o
regulamento especifico de cada pais. O material descartavel deve ser incinerado, os residuos liquidos devem
ser descontaminados com uma solugdo de hipoclorito de sédio a 5% no minimo durante meia hora. Qualquer
material reutilizado deve ser autoclavado usando a abordagem de sobredestrui¢cdo (overkill) (USP 24, 2000,
p. 2143). Em geral, uma hora a 121°C é considerado um tempo de esterilizagdo adequado, mas os utilizadores
devem verificar a eficiéncia do seu sistema de descontaminagao através de validagao e utilizagao rotineira de
indicadores bioldgicos.

13. REGRAS BASICAS DE SEGURANGA CONTRA RADIAGAO

Reagentes com lodo-125

Este kit contém material radioactivo que ndo excede 8,12 uCi (300 kBq) de iodo-125. Devem ser tomadas todas
as precaugOes apropriadas e usadas boas praticas laboratoriais no armazenamento, manuseamento e eliminagao
deste material.
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Para médicos ou instituicdes que recebam radio-isétopos sob uma licenga geral:
Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por médicos, veterinarios na
pratica da medicina veterinaria, laboratérios clinicos e hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes
clinico in vitro que ndo envolvam administragao interna ou externa do material, ou a radiagéo deste para seres
humanos ou animais. A sua recepgao, aquisi¢éo, posse, uso e transferéncia estdo sujeitos aos regulamentos e a
licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear dos Estados Unidos do estado com o qual a Comissdo chegou a
acordo para o exercicio da autoridade reguladora.

1. O armazenamento de qualquer material radioactivo deve ser limitado a uma &area especificamente

designada.

O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal autorizado.
Nao pipete material radioactivo por via oral.
N&o coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.

As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e em seguidas lavadas com detergente alcali ou
solugdo de descontaminacao radioldgica. Qualquer vidro usado deve ser enxaguado completamente em
agua antes de lavar qualquer outro material de vidro do laboratorio.

Para médicos ou instituicbes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:

A recepcgéo, uso, transferéncia e eliminagdo de materiais radioactivos estdo sujeitos aos regulamentos e
condigdes de sua licenga especifica.

ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser ligeiramente diferente do simbolo
impresso no rétulo da caixa e no rétulo do frasco do tragador. O rétulo da caixa e do frasco do tragador indicam a
quantidade real de radioactividade na data de calibragem enquanto a embalagem indica a radioactividade tedrica
no Kkit.

aprON

ESQUEMA DO TESTE

1- PREPARE OS REAGENTES. DILUA AS AMOSTRAS A 1:51.

2 - IDENTIFIQUE OS TUBOS REVESTIDOS EM DUPLICADO.
3- DISTRIBUA OS REAGENTES DE ACORDO COM O ESQUEMA ABAIXO E AGITE A MISTURA DE

INCUBAGAO:
TUBOS ]
T CAL 0-5 AMOSTRAS DILUIDAS
REAGENTES
CALIBRADORES - 50 uL -
AMOSTRAS DILUIDAS - - 50 pL
TAMPAO DE INCUBAGAO - 500 uL 500 uL

4 - INCUBE DURANTE DUAS HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE EM AGITACAO.

5- ASPIRE A MISTURA DE INCUBACAO E LAVE DUAS VEZES COM 2 mL DE TAMPAO DE LAVAGEM.
6 - DISTRIBUA 500 uL. DE MARCADOR EM TODOS OS TUBOS.

7 - INCUBE DURANTE DUAS HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE EM AGITAGAO.

8- ASPIRE O MARCADOR E LAVE DUAS VEZES COM 2 mL DE TAMPAO DE LAVAGEM.

9- MECA A RADIOACTIVIDADE DOS TUBOS.
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SOUPRAVA PRO IMUNORADIOMETRICKE STANOVENI
PROTILATEK PROTI TYREOGLOBULINU

Postup pro kvantitativni stanoveni
autoprotilatek proti lidskému tyreoglobulinu (IgG proti hTg)
ve vzorcich lidského séra nebo plazmy

Ur¢eno pouze pro diagnostické pouziti in vitro

1. UvoD

Autoimunitni nemoci §titné Zlazy zahrnuiji Siroké spektrum rliznych klinickych poruch od hypotyreézy (Hashimotovy
choroby) nebo hypertyre6zy (Graves-Basedowovy choroby) po subklinické nemoci u asymptomatickych
eutyroidnich nebo biochemicky hypotyroidnich subjektd. Spojovacim ¢lankem mezi témito extrémy je pfitomnost
autoprotilatek v séru, jez jsou zaméfeny na antigeny §titné zlazy.

U lidské tyreoiditidy (autoimunitni nemoci stitné zlazy) byly popsany tfi odliSné systémy antigen-protilatka — bézné
se vyskytujici v normalni tkani Stitné Zlazy - zahrnujici hTg, koloid a mikrozomalni antigen (peroxidazu Stitné
Zlazy).

Autoprotilatky proti hTg jsou imunoglobuliny spadajici pfevazné do tfidy IgG (IgG proti hTg). Stanoveni jejich
pfitomnosti ma velky Kklinicky vyznam pfi diagnostice autoimunitnich nemoci §titné Zlazy vcetné Graves-
Basedowovy choroby, Hashimotovy choroby a idiopatického myxedému.

Hladina 1gG proti hTg nesouvisi s hladinou T3; ani T4. IgG proti hTg se muze ve skute€nosti vyskytovat u
hypotyroidniho, eutyroidniho i hypertyroidniho stavu.

Tyroidni autoimunita je ¢astéjSi u Zen, u nichZ se prevalence protilatek zvySuje s vékem a stoupa od pfiblizné 10 %
kratce po dvaceti letech véku do 30 % u starSich Sedesatnic. Takové hladiny autoprotilatek mohou vést k rozvoji
chronické tyreoiditidy a nasledné hypotyredze.

V pfipadé idiopatického myxedému jsou pozorovany vyznamné hladiny autoprotilatek, coz indikuje kone¢nou fazi
autoimunitni atrofické chronické tyreoiditidy. U mladSich pacientll nalez tuhé strumy v kombinaci s vysokymi
hladinami autoprotilatek obecné ukazuje na Hashimotovu chorobu, charakterizovanou progresivnim snizenim
funkce $&titné Zlazy vedoucim k hypotyredze.

U hypertyre6zni Graves-Basedowovy choroby je toxicka struma spojena s chronickou tyreoiditidou, coz potvrzuji
vysoké hladiny autoprotilatek v séru.

Ve vSech pripadech je sledovani hladin autoprotilatek ¢asto pouzivano ke kontrole 1é¢by a k identifikaci rodinnych
pFisludnikd, u nichz existuje vysokeé riziko rozvoje autoimunitnich poruch.

2. PRINCIP STANOVENI

Toto stanoveni je imunoradiometricka (IRMA) metoda. V prvni fazi stanoveni se IgG proti hTg, obsazeny v
kalibraénich roztocich nebo ve vzorcich, navaze na hTg na pevné fazi. Ve druhé fazi je pfidana 25| znagena latka
(protein A znadeny '®I), ktera se navaze na komplex hTg-lgG na pevné fazi. Po druhé inkubaci je mnozstvi '®|
znacCené latky navazané na pevnou fazi pfimo umérné koncentraci IgG proti hTg, pfitomného v kalibracnich
roztocich nebo ve vzorcich, které maji byt analyzovany. Na konci kazdé inkubace je nenavazany material
odstranén odsatim a promytim. Metoda pouzitd k separaci vazané a volné latky je zalozena na pouziti
potahovanych zkumavek, pfi¢emz na stény zkumavek je nanesen hTg.

Stanoveni IgG proti hTg vyuziva jako znacenou latku protein A, coz je protein bakterialni bunééné stény z bakterie
Staphylococcus aureus, schopny vazat Fc fragment molekul 1gG.

3. CINIDLA DODAVANA V SOUPRAVE

Zkumavky s nanesenou vrstvou 100
12| znagena latka 1 lahvigka
Kalibraéni roztoky protilatek proti tyreoglobulinu 6 lahvicek
Kontrolni sérum 1 lahvicka
Roztok pro fedéni vzorkl 2 lahve
Inkubaéni pufr 1 lahev
Promyvaci pufr 2 lahve
Pocet zkumavek 100

UCHOVAVANI: Po pfijeti je nutné soupravu uchovavat pfi teploté 2 - 8 °C. Nezmrazujte. Po otevieni jsou inidla v
této soupravé pri spravném skladovani stabilni, dokud neuplyne datum jejich exspirace. Tato souprava je uréena k
provedeni 4 béhu stanoveni za predpokladu, Ze je béhem dne pouzZivana pri pokojové teploté a pres noc
skladovana pfi teploté 2 - 8 °C.

Cinidla nelze pouzit po uplynuti data exspirace. Datum exspirace soupravy je uvedeno na vnéjsim $titku a
odpovida datu exspirace izotopem znacené latky. Datum exspirace jednotlivych sloZzek je uvedeno na Stitku
prislusné lahvicky.

Pri rekonstituci obsahu lahvi¢ek michejte Setrné, aby nedochéazelo k napénéni.

Cinidla z riznych $arzi se nesmi navzéjem kombinovat.
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3.1. Zkumavky s nanesenou vrstvou

Na vnitfni povrch kazdé zkumavky je nanesena vrstva vysoce purifikovaného biotinylovaného hTg.

Pred pouzitim, jeSté pred otevienim krabice, nechejte zkumavky s nanesenou vrstvou temperovat pri pokojové
teploté, aby nedochazelo ke kondenzaci vihkosti.

Krabici s nepouZitymi zkumavkami peclivé uzavrete. Nekombinujte navzajem zkumavky s nanesenou vrstvou
riznych SarZi.

3.2. '] znagena latka (Gervena): &inidlo piipravené k pouziti

Lahvitka obsahuje 52 ml proteinu A znadeného '®I, BSA, fosfato-citratovy pufr, konzervaéni latky a inertni

Eervené barvivo. Radioaktivita ke dni kalibrace je 296 kBq (8 nCi) nebo nizsi.
3.3. Kalibrac¢ni roztoky protilatek proti tyreoglobulinu: Cinidlo pfipravené k pouziti

Kazda lahvicka obsahuje 0,5 ml pfedem nafedéného lidského séra obsahujiciho IgG proti hTg, teleci sérum, BSA,
pufr PBS a konzervaéni latky. Koncentrace kalibra¢niho roztoku jsou nasledujici: 0 - 100 - 200 - 500 - 1 500 -
6 500 IU/ml. Referen¢nim standardem pro kalibraéni roztoky soupravy je mezinarodni standard MRC 65/93.
Kalibracni roztoky soupravy vykazuji zaménitelnost s pacientskymi vzorky pri pouZiti ¢inidel a pracovniho postupu
tohoto diagnostického testu in vitro podle doporuceni vyrobce.

ProtozZe kalibracni roztoky byly pfedem naredény v poméru 1:51 a podle toho byly pfifazeny hodnoty, Ize
koncentrace neznamych vzorkd v IU/ml uréit pfimo interpolaci z kalibracni kfivky. Nasobeni faktorem je nutné
pouze v pripadé, kdy je fedéni vzorku vy$8i nez 1:51.

3.4. Kontrolni sérum: lyofilizované Cinidlo

Lahvi¢ka obsahuje pfedem nafedéné lidské sérum, protilatky proti hTg, teleci sérum, BSA, pufr PBS a konzervaéni
latky. Rozmezi koncentraci kazdého kontrolniho séra je uvedeno na osvédCeni o analyze a predstavuje limity
stanovené spolec¢nosti DiaSorin pro hodnoty kontrolnich sér, které Ize ziskat pomoci spolehlivych stanoveni.
Rekonstituujte obsah lahvicky pfidanim 1 ml destilované vody. Vysledny roztok je stabilni pfi teploté 2 - 8 °C
po dobu pouzitelnosti soupravy. Kontrolni sérum dale nefedte. Hodnoty odecitejte pfimo z kalibraéni kfivky.

3.5. Roztok pro fedéni vzorki: ¢inidlo pfipravené k pouziti

Kazda lahev obsahuje 50 ml pufru PBS, teleci sérum, BSA a konzervacni latky.

Toto cinidlo je spolecné pro soupravy AB-TPOK-3 a AB-HTGK-3.

3.6. Inkubacni pufr (modry): ¢inidlo pfipravené k pouziti

Lahev obsahuje 52 ml pufracniho roztoku TRIS, BSA, detergenty, konzervacni latky a inertni modré barvivo.

3.7. Promyvaci pufr: ¢inidlo v roztoku (10x)
Kazda lahev obsahuje 50 ml fyziologického roztoku a 0,5 % detergentu Triton X-100.

Nafedte obsah kazdé lahvicky na 500 ml deionizovanou vodou. Vysledny roztok je stabilni pfi teploté 2 - 8 °C
po dobu pouZzitelnosti soupravy. Toto €inidlo slouzi k oplachnuti zkumavek s nanesenou vrstvou.

4. POTREBNY MATERIAL A VYBAVENI, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY

— Destilovana nebo deionizovana voda.

— Laboratorni sklo.

—  Polystyrénové zkumavky na jedno pouziti.

—  Mikropipety s jednorazovymi Spickami (10, 50, 500, 1000 pl) (10, 50 pl: pravdivost +3 %, pfesnost 2 %; 500,
1000 pl: pravdivost +2 %, pfesnost 1 %).

—  Stojan na zkumavky.

— Michacka ,vortex”.

—  Horizontalni tfepacka schopna dosahnout rychlosti tfepani 300 - 350 otacek/min.

—  Zafizeni pro davkovani a odsavani promyvaciho pufru, schopné dodavat 2 - 3 ml na promyvaci cyklus po dva
promyvaci cykly.

—  Cita& zaFeni gama vhodny pro pogitani impulz nastaveni okna cCitaCe: 15 - 80 keV — ucinnost Citace:
70 % — detekéni Cas: 1 minuta). Je-li ucinnost Citace nizSi nez 60 %, detekeni €as je nutné prodlouzit na
2 minuty.

5. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Lze pouzit lidské sérum nebo plazmu. S timto stanovenim byly testovany a jako antikoagulacni latky mohou byt
pouzivany citrat, EDTA a heparin. Krev je nutné odebrat asepticky ze zily, nechat ji vysrazet a poté co nejdfive
oddélit sérum od srazeniny. U vzorkud, které obsahuji pevné castice, jsou zakalené, lipemické nebo obsahuji
zbytky erytrocytl, muze byt pfed provedenim testu nutné Cisténi filtraci nebo centrifugaci. Vysoce hemolyzované
nebo lipemické vzorky a vzorky, které obsahuji pevné Castice nebo zjevnou mikrobialni kontaminaci, nelze pro
stanoveni pouzit. Je-li stanoveni provedeno do 24 hodin od odbéru vzorkd, je nutné vzorky uchovavat pfi teploté
2 - 8 °C; jinak je nutné vzorky rozdélit na pomérné dily a uchovavat hluboce zmrazené (pfi teploté -20 °C nebo
nizsi). Pokud jsou vzorky uchovavany zmrazené, rozmrazené vzorky pfed provedenim testu dobfe promichejte.
Zabrarite opakovanému zmrazovani a rozmrazovani vzorka.

125| (
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Redéni vzorku

Pred stanovenim zfedte v8echny vzorky v poméru 1:51 roztokem pro fedéni vzorkl (3.5). Do polystyrénovych
zkumavek davkujte 10 pl vzorku a 500 pl roztoku pro fedéni vzork( a promichejte na michacce vortex. Jsou-li
ocekavany vysoké hladiny IgG proti hTg, je nutné provést dalSi fedéni roztokem pro fedéni vzorkd, dodanym v
souprave. Kalibracni roztoky a kontrolni sérum jsou pfipraveny k pouZiti a nesmi byt redény.

6. POSTUP STANOVENI

PFed stanovenim vytemperujte vSechna Cinidla na pokojovou teplotu (20 - 25 °C). Stanoveni provadéjte alespori ve
dvou paralelach. S kazdou sérii vzork(l pacientll musi byt stanoveny i kalibracni roztoky. Kalibracni roztoky a
vzorky se musi zpracovat stejnym postupem a se stejnou dobou inkubace. Provedte vSechny kroky stanoveni v
uvedeném poradi bez podstatnych prodlev mezi jednotlivymi kroky. K davkovani kazdého kalibracniho roztoku a
vzorku se musi pouzit Cista Spicka na jedno pouziti.

- Cinidla davkuijte na dno zkumavek s nanesenou vrstvou. Pracujte podle nasledujiciho schématu:

Zkumavky Kalibra&ni roztoky Naredéné
Ginidla 0-5 vzorky
Kalibraéni roztoky 50 ul -
Narfedéné vzorky - 50 ul
Inkubaéni pufr 500 pl 500 ul

- Obsah zkumavek promichejte a inkubujte 2 hodiny pfi pokojové teploté za stalého tfepani (300 -
350 ot./min.).

- Opatrné odsajte inkubaéni smés a dvakrat promyjte 2 ml promyvaciho pufru. Spicka odsévacky se musi
dotykat dna zkumavky s nanesenou vrstvou, aby byla odsata veSkera kapalina. Pokud dostatecné neodsajete
ulpély roztok, mize se sniZit reprodukovatelnost a vysledky mohou byt zkreslené. Nesmi byt viditelna Zadna
stopa barviva.

- Do vsech zkumavek nadavkujte 500 ul znacené latky. Pfipravte dvé zkumavky bez nanesené vrstvy pro
pocitani celkové aktivity, jez obsahuji pouze 500 pl znaené latky, a dejte je stranou az do pocitani.

- Inkubujte 2 hodiny pfi pokojové teploté za stalého tfepani (300 - 350 ot./min.).

- Opatrné odsajte znacenou latku a dvakrat promyjte 2 ml promyvaciho pufru. Pokracujte vySe uvedenym
postupem.

- Zmérte radioaktivitu zkumavek.

7. VYPOCET VYSLEDKU
Vypocitejte stfedni Cisty pocet impulzld pro kazdou skupinu zkumavek. Vypocitejte pomér B/T (vazany/celk.) pro
kazdy kalibraéni roztok a pro kazdy neznamy vzorek podle nasledujiciho vzorce:

BIT % = stfedni pocet impulzd pro kalibraéni roztok nebo vzorek x 100
b=

stfedni pocet impulzl pro celkovou aktivitu

Stfedni procentualni hodnotu pro kazdy kalibraéni roztok vyneste do log-log soufadnicové sité na osu y jako funkci
koncentrace IgG proti hTg vyjadifené v IU/ml na ose x. Takto ziskate kalibracni kfivku (obr. 1). Pfimo z kalibracni
kfivky odectéte koncentraci IgG proti hTg v kazdém vzorku vyjadfenou jako IU/ml. Byl-li vzorek nafedén vice nez
pocate¢nim pomérem 1:51, musi byt hodnota koncentrace protilatky ziskana pro nafedény vzorek vynasobena
dal§im faktorem fedéni. Nezapomerite, Ze kalibracni roztoky jsou jiz nafedény v poméru 1:51.

Priklad vypoctu
Nésledujici data je nutné povaZovat pouze za pfiklad a nesmi se pouzit nahradou za data ziskana uzivatelem.

Popis Pocet impulst za minutu (cpm) B/T x 100

Celkova aktivita 78 581 -
Kalibraéni roztok nuly/roztok pro fedéni 85 -
vzorkd

100 1U/ml 1313 1,6
200 1U/ml 2 663 3,3
500 IU/ml 6 445 8,2

1 500 IU/ml 19 955 25,3

6 500 IU/mi 40 869 52,0
Vzorek 2977 3,7
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Interpolaci z kalibra¢ni kfivky bylo zjisténo, ze vzorek obsahuje 230 IU/ml IgG proti hTg.

B/T x 100 w0l

100 200 500 1500 6500
Anti-hTg, 1U/ml

Obr. 1

Interpretace vysledku

Prvni kalibra¢ni roztok (100 1U/ml) pfedstavuje mezni hodnotu systému.

Vzorky s hodnotami IgG proti hTg vySSimi nez nebo rovnymi mezni hodnoté by mély byt vyhodnoceny jako
pozitivni. Vzorky s hodnotami IgG proti hTg niz§imi nez mezni hodnota by mély byt vyhodnoceny jako negativni.
Vzorky s hodnotami IgG proti hTg v oblasti mezni hodnoty +20 % by v8ak mély byt vyhodnoceny jako sporné.
Kazda laborator si musi stanovit sva viastni referenéni rozmezi.

8. PREDPOKLADANE HODNOTY

Béhem klinického hodnoceni bylo vzato v Uvahu 211 subjekt(. Subjekty v této populaci byly ohodnoceny pomoci
referenéniho testu jako negativni, pozitivni a neprikazné. 96 % subjektd ohodnocenych soupravou DiaSorin jako
negativni vykazovalo hodnoty IgG proti hTg pod 100 IU/ml a 100 % subjektd ohodnocenych jako pozitivni
vykazovalo hodnoty IgG proti hTg vyssi nez 100 IU/ml.

VySe uvedené hodnoty jsou vS8ak pouze orientaéni: kazda laboratof si musi stanovit sva vlastni referenéni
rozmezi.

9. SPECIFICKE PRACOVNi CHARAKTERISTIKY

9.1. Analyticka specificnhost

Analytickou specifiCnost Ize definovat jako schopnost stanoveni prfesné detekovat konkrétni analyzovanou latku za
pritomnosti potencialné rusicich faktort v matrici vzorku (napf. antikoagulacnich ¢inidel, hemolyzy, vlivd pfipravy
vzorku) nebo zkfizené reagujicich analytd.

Ruseni. Kontrolované studie potencialné rusicich latek nebo podminek ukazaly, Ze pribéh stanoveni
neovlivhovala antikoagulacni ¢inidla (citrat, EDTA, heparin), mirna hemolyza (az do 20 mg/dl hemoglobinu),
lipémie (az do 10 000 mg/dI triglyceridd) ani bilirubinémie (az do 50 mg/dl bilirubinu).

Zkrizené reakce. Pouziti vysoce purifikovaného hTg navazaného na pevnou fazi omezuje moznost ruseni
nespecifickymi proteiny.

Nebyla pozorovana zadna zkfizena reaktivita zplsobena pritomnosti autoprotilatek proti TPO az do koncentrace
1 000 U/ml.

9.2. Analyticka citlivost

Analyticka citlivost mGze byt také vyjadfena jako detekéni limit, coz je minimalni mnozZstvi urcitého analytu
detekovatelného stanovenim. Detekéni limit je 6 1U/ml pfi 95% mezi spolehlivosti. Tato hodnota byla vypocitana
jako patrna koncentrace analytu rozliSitelnd od nulového kalibraéniho roztoku (roztoku pro fedéni vzorku), tj. o
dvojnasobek smérodatné odchylky vyssi nez nula.
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9.3. Presnost

Byly analyzovany rGzné skupiny vzork( obsahujicich rGzné koncentrace uréitého analytu s cilem urcit
opakovatelnost a reprodukovatelnost stanoveni ({j. variabilitu v ramci stanoveni a mezi stanovenimi).

Opakovatelnost A B C
Pocet stanoveni 10 10 10
Stfedni hodnota (IU/ml) 115 951 2924
Smérodatna odchylka 3,3 42,7 105,0
Varia¢ni koeficient (%) 2,9 4.4 3,6

Reprodukovatelnost A D E

Pocet stanoveni 10 10 10
Stredni hodnota (IU/ml) 119 793 2361
Smérodatna odchylka 13,9 53,0 177,0
Varia¢ni koeficient (%) 11,6 6,7 7,5

9.4. Pravdivost

Pravdivost stanoveni byla ovéfena pomoci diluéniho testu.

Diluéni test. Byla testovana dvé séra s vysokou koncentraci IgG proti hTg po fadé fedéni roztokem pro fedéni
vzorkd.

Redéni Predpokladana Namérena % vytéznosti
koncentrace, IU/ml koncentrace, IU/ml

Nefedéné - 3089,00 -
1:2 1544,50 1640,00 106,2
1:4 772,30 776,70 100,6
1:8 386,10 381,80 98,9
1:16 193,10 204,50 105,9
1:32 96,50 107,60 111,5

Neredéné - 2457,00 -
1:2 1228,50 1246,50 101,5
1:4 614,25 609,4 99,2
1:8 307,13 321,80 104,8
1:16 153,56 157,50 102,6

9.5. Vliv saturace vysokou koncentraci

Kdykoli jsou dvoufazovou sendviovou metodou stanoveny vzorky obsahujici mimofadné vysoké koncentrace
protilatek, mize saturacni efekt imitovat koncentrace nizsi, nez jsou skute¢né koncentrace. Dobfe optimalizovana
metoda vSak vylouci hrubé podhodnocené vysledky (které se mohou vyskytovat u jednofazovych sendvicovych
metod).

V tomto stanoveni byly méfeny koncentrace IgG proti hTg dosahujici az 100 000 1U/ml a bylo pozorovano, ze
takové hladiny davaji analytické signaly, které jsou jednoznacné& nad nejvysSi koncentraci kalibraéniho roztoku
(saturacni kfivka). Pro spravnou kvantifikaci musi byt vzorky obsahujici hladiny IgG proti hTg vysSi, nez je nejvyssi
koncentrace kalibra¢niho roztoku, nafedény roztokem pro fedéni vzork(l a stanoveni musi byt zopakovano. Pro
ziskani hladin 1gG proti hTg v nefedénych vzorcich pak musi byt vysledky kromé faktoru odpovidajiciho
poc¢ate¢nimu fedéni 1:51 vynasobeny také dodateénym faktorem fedéni.

10. OMEZENi POSTUPU

Pouziti radioimunoanalyzy znaéné snizilo vyskyt fale$né pozitivnich vysledkd. Diagnéza vSak nemuze byt
zaloZzena na vysledku jediného testu, ale musi byt stanovena v soucinnosti s klinickym nalezem a dalSimi
diagnostickymi postupy a také podle IékaFfského Usudku.

Na vysledky testu mize mit vliv bakterialni kontaminace nebo opakované zmrazeni a rozmrazeni vzork(.
Pro ziskani spolehlivych vysledkl je nutné zvladnuti techniky a pfisné dodrzovani navodu. Obzvlast dulezité je
zejména presné pipetovani a spravné odsati a promyti.
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Nereprodukovatelnost vysledkd mohou zpusobit metodologické faktory, zejména:

- zaména uzavéru lahvicek,

- pouziti stejné Spicky pfi odbérech z riznych lahvi€ek nebo pro davkovani riznych vzork,

- ponechani lahvic¢ek dlouhodobé otevienych,

- vystaveni Cinidel nebo vzork( plasobeni intenzivniho tepla nebo zdrojim silné bakterialni kontaminace,

- nedostate€né odsati inkubacni smési a nedostatecné oplachnuti zkumavek,

- kontaminace okraji zkumavek znacenou latkou nebo vzorky,

- nahodilé kolisani &itace zafeni gama nebo nespravna manipulace s nim,

- pouziti €inidel z rlznych Sarzi.

11. VAROVANI A ZVLASTNi OPATRENI

Slozky testu obsahuji jako konzervaéni latku azid sodny. Vzhledem k tomu, Ze azid sodny m(zZe v potrubi vytvaret

vybusny azid olovnaty nebo azid médnaty, doporu€uje se dokonale proplachnout odpadni potrubi po likvidaci

roztokl obsahujicich azid sodny velkym mnozstvim vody (smérnice Rady 99/45/ES).

R 22 — Zdravi Skodlivy pfi poziti.

R 31 — Uvolhuje toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

S 28 - Pristyku s kGizi okamzité omyjte velkym mnozstvim vody.

S 45 — V pfipadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte I1ékafskou pomoc (je-li mozno, ukazte
toto oznaceni).

VSechny jednotky séra a plazmy, pouzité k vyrobé sloZzek dodanych v této soupravé, byly testovany na HBsAg,
protilatky proti HCV a protilatky proti HIV-1/2 a bylo zjisténo, Ze jsou nereaktivni. ProtoZze vSak Zadna testovaci
metoda nemUze poskytnout absolutni jistotu nepfitomnosti patogenu, vSechny vzorky lidského puvodu se musi
povazovat za potencialné infekéni a musi se s nimi nakladat opatrné.

12. BEZPECNOSTNi OPATRENI

-V laboratofi, kde probiha stanoveni, nejezte, nepijte, nekufte ani nenanasejte kosmetické prostiedky.

- Nepipetujte roztoky Usty.

- Pouzivanim ochrannych odévl a pomucek, jako jsou laboratorni plasté, ochranné bryle a rukavice na jedno
pouziti, zabrante kontaktu se vSemi potencialné infek&nimi materialy. Po dokonc¢eni kazdého stanoveni si
ddkladné umyjte ruce.

- Zabrante rozstifiknuti nebo vytvofeni aerosolu. Dojde-li k rozliti Cinidel, je nutné cinidlo vzdy oplachnout
5% roztokem chlornanu sodného a zlikvidovat je, jako by bylo potencialné infekéni.

- VS8echny vzorky, biologicka Cinidla a materidly pouzité béhem stanoveni museji byt povazovany za material,
ktery mize potencialné prenaset infekéni agens. Proto je nutné likvidovat je v souladu s platnymi pfedpisy a
pokyny organt, do jejichz plsobnosti laboratof spada, a pravnimi predpisy pfislusné zemé. Material na jedno
pouziti musi byt spalen; tekuty odpad musi byt dekontaminovan pomoci chlornanu sodného v konec¢né
koncentraci 5 %, a to nejméné po dobu pll hodiny. VeSkery material uréeny pro opakované pouziti musi byt
sterilizovan v autoklavu pfi vy$sich parametrech, nez jsou nutné pro pinou sterilizaci (USP 24, 2000, str. 2143).
Za postaCujici se obvykle povazuje sterilizace po dobu 1 hodiny pfi 121 °C, nicméné uzivatelé museji
kontrolovat ucinnost svého dekontaminacniho cyklu tak, Ze provedou pocatecni validaci a pravidelné budou
pouzivat biologické indikatory.

13. ZAKLADNI PRAVIDLA RADIACNi BEZPECNOSTI

Cinidla obsahuijici jod 125

Tato souprava obsahuje radioaktivni material, jehoz mnozstvi neprevysuje 8,12 uCi (300 kBq) jodu 125. Pri

skladovani, manipulaci a likvidaci materialu je nutné pouzivat odpovidajici bezpecnostni opatfeni a spravnou
laboratorni praxi.

Pro Iékare a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci obecné licence:
Tento radioaktivni material mohou obdrZet, nabyvat, vlastnit a pouzZivat pouze |ékafi, veterinafi, ktefi vykonavaji
veterinarni praxi, klinické laboratofe nebo nemocnice, a to pouze pro ucely klinickych nebo laboratornich testd in
vitro, pfi nichZ neni material ani zareni, jez z néj vychazi, aplikovano vnitiné ani vnéj$né lidem ani zvifatim. Jeho
obdrzeni, nabyti, drZzeni, uzivani a pfeprava podléhaji predpisim a obecné licenci Komise pro dohled nad
jadernou bezpecénosti USA (U.S. Nuclear Regulatory Commission) nebo statu, s nimz komise uzavfela dohodu o
vykonu regulaéni pravomoci.

1. Skladovani radioaktivniho materialu musi byt omezeno pouze na uréeny prostor.
PFistup k radioaktivnimu materialu musi byt omezen pouze na pracovniky s pfisluSnym opravnénim.
Radioaktivni material nepipetujte usty.
PFi praci v prostorech uréenych k praci s radioaktivnim materialem nejezte ani nepijte.
V pfipadé rozliti je nutné material setfit, potom omyt alkalickym detergentem nebo roztokem pro
radiologickou dekontaminaci. VeSkeré pouZité sklo se musi pfed mytim s jinym laboratornim sklem
ddkladné umyt vodou.

o koD
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Pro lékare a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci specifické licence:
pfijeti, pouziti, transport a likvidace radioaktivnich material(i podiéha pfedpisim a podminkam konkrétni licence.

POZOR: Hodnoty radioaktivity uvedené na pfibalové informaci se mohou mirné li$it od hodnot uvedenych na
Stitku vnéjSiho obalu a na Stitku lahvi¢ky se znacenou latkou. Stitek vnéjSiho obalu a lahvicky se znacenou latkou
oznacuje mnozstvi radioaktivity k datu kalibrace; pfibalova informace oznacuje teoretickou radioaktivitu soupravy.

SCHEMA STANOVENI

1- PRIPRAVTE CINIDLA. NAREDTE VZORKY 1:51.
2- OZNACTE PARALELNI ZKUMAVKY S NANESENOU VRSTVOU.

3- PODLE NASLEDUJICIHO SCHEMATU NADAVKUJTE CINIDLA A PROMICHEJTE INKUBACNI SMES:

ZKUMAVKY T KAL O 5 NAREDENE
CINIDLA VZORKY
KALIBRACNI ROZTOKY - 50 pl -
NAREDENE VZORKY - - 50 pl
INKUBACNI PUFR - 500 pl 500 ul

4 - INKUBUJTE 2 HODINY PRI POKOJOVE TEPLOTE ZA SOUCASNEHO TREPANI.

5- ODSAJTE INKUBACNI SMES A DVAKRAT PROMYJTE 2 ml PROMYVACIHO PUFRU.
6- DO VSECH ZKUMAVEK NADAVKUJTE 500 pl ZNACENE LATKY.

7 - INKUBUJTE 2 HODINY PRI POKOJOVE TEPLOTE ZA SOUCASNEHO TREPANI.

8- ODSAJTE ZNACENOU LATKU A DVAKRAT PROMYJTE 2 ml PROMYVACIHO PUFRU.

9- ZMERTE RADIOAKTIVITU ZKUMAVEK
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KIT A TH PAAIOANOZOAOIKH AOXOMETPHZzZH
TQN ANTIZQMATQN ANTI- OYPEOZ®AIPINHZ

M£60d0¢g yia TNV TTOOOTIKI avdAuon Twv
aUTOAVTICWHATWY avBpwTTivng avTi-Bupeooc@aipivng (IgG anti-hTg)
o€ Seiypara avlpwirivou opou R TTAAOHATOG

Movo yia xpAon in vitro

1. EIZArQrH

O1 autovoool Tou Bupeocidolg TrepikAgiouv éva peydAo @Aopa TTaBACEwv OTTWG O UTTOBUPEOEIDIoUOG
(Bupeocidimda Tou Hashimoto) o utrepBupeoeldiopdg (aoBéveia Tou Graves-Basedow), ) GAAeg uTTOKAIVIKEG
TTAOAOEIG O€ ACUPTITWHATIKG ATopa, eUBUPEOEIDIKA ) UTTOBUPEOEIBIKG, aTTO BIoXNUIKAG TTAeUpAs. H oxéon avdueoa
0g auTd Ta AKPA QVTITIPOCWTIEITAI OTTO TNV TTOPOUCIA KUKAOQOPOUVTWY QAUTOAVTICWHATWY KATEUBUVOUEVWY
evavtia o€ BupeoeIdIKA avTiyova.

Mo TV autodvooo BuPeoeIdiTIdO £XOUV TTEPIYPOQE TPIO EEXWPIOTA TUCGTAUATA AVTIYOVO- avTiCwHa TTou BpiokovTal
KOAVOVIKA OTO UOIOAOYIKO BUpe0€IBIKO 1I0TO — Kal TTOU EUTTAEKOUV avTIOTOIXWG hTg, £éva KOANOEIBEG avTiyOvo Kal Eva
MIKPOOWHIKO (Bupeoeidikn utrepogelddon).

H épeuva Twv autoavTiowudTwy anti-hTg, TTou avrkouv Kupiwg otnv kKAGon 1gG (IgG anti-hTg), eival kKAiviké TTOAU
XPAOIUN yia TN dIGyvwon Twv auTodvoowyv Bupeoeldikwy TTadnoewy 6TTwg n acBéveia Tou Graves-Basedow, n
Bupeoe1diTida Tou Hashimoto kai To TTpwToTTabég puoidnua.

To emimedo Twv IgG anti-hTg dev oxeTieTal pe TIG CUYKEVTPWOEIG T3 1) T4. Mpdypar autd Ta AVTICWHATA JTTOPOUV
va BpeBouv og euBupeoeIdIKA ) UTTO- ) UTTEPBUPEOEIBIKA ATOopa.

O1 autodvooeg aobBéveleg Tou Bupeoeidoug eival IO CUXVEG OTIG YUVOIKEG, OTIG OTIOIEG N TTapoudia Twv
QUTOAVTIOWHATWY aUEAvel PE TNV NAIKia, gekivwvtag pe évav emmmoAacud mepittou 10% ylpw oTnv nAikia Twv
20 eTwv, péxpl 10 30% Tépav Twv €EAVTA €TWV. AUTA Ta ETTITTEDD TWV AVTICWHATWY PTTOPOUV VO TTPOKAAEGOUV
Xpovia BupeoeldiTIda pe eTTakOAoUB0 UTTOBUPEOEIBITNO.

210 TTPWTOTTOBEG PUEoIdnuUa TTOPATNEOUVTAI ONUAVTIKA ETTITTESO AUTOAVTICWHATWY TA OTTOIa €ival XAPAKTNPIOTIKA
aTa TeAIKG oTadia auToAvoong XPOVIag aTtpo@IKng Bupeoeldimidag. X1a vedTeEPa ATOUA N EUPEDN BPOYXOKOIANG Kal
uwnAwv emmEdWYV auToavTIoWHATWY Otixvel yevikd Bupeociditida Tou Hashimoto, n otroia xapaktnpifetal amd pia
TTIPOOOEUTIK pEiwan TNG BupeocIdIKAG AEITOUPYIKOTNTAG PE €TTOKOAOUBO uTToBUpPEOEIBIONS. 2TV a0Bévela Tou
Graves-Basedow, n TOgIK] BpoyxokoiAn oxeTiCetalr pe Xpovia Bupeociditida, PE TTAPOUCIa UWNAWY ETTITTEOWV
KUKAOQOPOUVTWY QUTOOVTICWHATWY.

& OAEG TIG TTEPITITWOEIG N TTAPAKOAOUBNON TWV ETTITTESWY TWV AUTOAVTICWHATWY €ival XProIun yia Tnv €miAsyn
TNG BepATTEiag Kal yia TNV avayvwpion Tou KIvOUVou £EENIENG PIAG OUTOVOOOU GTOUG GUYYEVEIG TWV 00BEVWV.

2. APXH THZ AOZOMETPHZHZ

H xpnoiyotroiotpevn péBodog eivar padioavocoloyikoU TUtrou (IRMA). Ztnv mpwTtn @don ol IgG anti-hTg tou
eUTTEPIEXOVTOI OTOUG BaBuovounTtég A ata deiypata dnuioupyolv deoud Pe Tnv hTg TTOU TTPOCPOPEiTAl OE OTEPA
@aon. =1 deuTepn @Acn n TpwTeivn A IxvnBetnuévn pe "1 (IxvnBETne '2I1) emmrpooBeTo Snuioupyei SETUO e TO
ouumAoko IgG- hTg oe otepd @don. Emera amd 1ig dU0 €mMwACEIS, N TTOCOTNTA TNG IXVNOETNUEVNG KOl
ouvdedepuévng aTn OTEPA GAON TTPWTEIVNG A gival avaAoyn TnG ouykévipwaong Tng IgG anti-hTg Tou uttdpyel aToug
BaBuovountég f ota deiyparta. XTo TEAOG KaBepiog emwacng To UANIKG TTou Oev €xel Onuioupyroel deoud
atmoBAaAMAeTal  péow  avappdéenong  kal  TAUong. H  péBodog Trou  uloBeteital  yia TO  dloXWpPIOUO
eAelBepng/ouvdedepévng BaaileTal oTn Xpron Twv euaiodnToTroINUEVWY SOKINACTIKWY CWARVwY, 61Tou n hTg éxel
OeopeUBE OTA TOIXWHATA TWV OOKIMACTIKWY CWARVWV.

H doocopétpnon Twv avriowpdtwy anti-hTg xpnolpotroiei oav 1xvnBETn TNV TrpwTeivn A, pia TTpwTEivn Tou
KUTTAPIKOU TOIXWHATOG Tou BakTnpiou Staphylococcus aureus tiou éxel T duvaTOTNTA VO CUVOEETAI PE TO
améoTmacpa Fc Twv yopiwv Twv IgG.

3. ANTIAPAZTHPIA NOY NMAPEXONTAI ZTO KIT

EuaioBnTotroinuévol doKINAoTIKOI CWAAVEG 100

Ixvneémg "%l 1 PIoAidIa
BaBuovountég anti-hTg 6 @ioAidia
Opog eAéyxou 1 @iaAidio
AlgAUTNG delypdaTWYV 2 @ioAidia
PuBpioTiké erwaong 1 @iaAidio
PuBuioTikd TTAUONG 2 @ioAidia
ApIBu6G BooOUETPATEWY 100

TPOrOZX XYNTHPHZHZ2: Kard tn oniyun tng Geiéng, diatnpnote 1a Kit atoug 2-8°C Mnv karawuixere. Emeira amé
70 Gvoiyua, Ta avridpacTipia autoU Tou KIT gival otaBepd péxpl tnv nuepounvia Anéewg eav diarnpnbouv
karaAAnAwg. To kit gival eyyunuévo yia 4 ocipé¢ avaAuong eav xpnoiuotroinbei kard mn dIGpKeIa TNS NUEPAS OE
Bepuokpacia epiBaArovrog kai eav diarnpeirai otoug 2-8°C Kard 1n dIGPKEIA TNS VUKTAS.
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Mn xpnoiuoroigite Ta avridpaaripia mépav g nuepounviac Anéewg. H nuepounvia Anéewg Tou KIT gaiverar atnv
EEWTEPIKN ETIKETA Kal aQvTammokpiveral atnv nuepounvia Anéswg tou ixvnbérn. H nuepounvia Anéews Kabevog
OUCTATIKOU QEPETAI OTIC ETIKETES TWV QVTIOTOIXWV @IaAIdiwv.

Kara tnv avacuoraaon twv @iaAidiwy, avakivijoTe armaAd wWaTe va armo@uyeTe n dnuioupyia agppod.

Mnyv avauiyviere avridpaoTipia Tou TPoEpxovTal arro OIQPOPETIKES TTAPTIOES.

3.1. EvaicnTotroinuévol SOKINOOTIKOi CWARVEG

H eowTtepikn em@Aavela KB SOKINAOTIKOU CWARvVa €xel eTTeVOUBEi e uwnAd kekaBapuévn BioBuvidiwpévn hTg.

Tn oTmiyun g xpnongs, eépare Toug uaiodnrorroinuévous SOKIUAOTIKOUS OwAnves og Bepuokpacia tepiBdAAovrog
TPIV va avoiéeTe TO OOXEI0, WATE va QTTOQUYETE GUUTTUKVWON TNS Uypaadiag.

Or1 axpnaiuotrointol SOKIUATTIKOI owAnves mpémel va diatnpouvral 010 KaAd KAsioté doxeio. Mnv avauiyvuere
OIaPOPETIKES TTAPTIOES EUQITONTOTTOINUEVWY OKILUAOTIKWY OCWARVWY.

3.2. Ixvn8tng "I (kOKKIVO): aVTIBPACTHPIO ETOINO TIPOC XPrioN

To @iaAidio Tepiéxel 52 mL mpwreivng A 1xvnBetnuévng pe I, Boeia aABoupivn 0pol, PWOPOPIKO-KITPIKO
PUBUIOTIKG, ouvTnpeNTIKA Kol pia adpavrhy KOKKIVN xpwoTikh. H péyiotn padievépyeia eivar 296 kBq (8 uCi) avd
@I0AiBIO KaTA TNV NuEPoUnvia TG BaBuovounong.

3.3. BaBuovounTég avri-Bupgooc@aipivng: avtidpacTipio £TOINO TTPOG XPrRon

KdaBe giaAidio trepiéxel 0,5 mL mpoapaiwpévou avBpwTrivou opou TTou TrepiExouv IgG anti-hTg, Boéeio opd, Bocia
aABoupivn opouU, pubuioTiké PBS kai guvtnpntikd. O cuykevTpwoelg Twv Baduovountwy gival o akdAouBeg: 0 -
100 - 200 - 500 - 1500 - 6500 IU/mL. O1 BaBuovountég Tou KIT €xouv BaBuovounBei évavtl Tou AigBvoug Standard
MRC 65/93. O1 BaBuovountés tou kit evaAddoovrai ue 1a Ociyuara umo e€ETaon OTav xpnoiyorTolouvral UE 1a
avridpaactnpia Kar v Emixeipnoiakn oiadikacia Tou avrioToixou OIayvwaTIKOU TECT in vitro, oUugwva e 6oa
OUVIOTWVTAI ATTO TOV KATAOKEUAOTT].

A6 1 oniyun mmou o Babuovountég éxouv mpoapaiwbei o avadoyia 1:51 kai €xouv TPOCOIOPICTEI O QVTIOTOIXES
TIUES, N OUYKEVTPWON Twv Oeiyudrwyv o€ IU/mL utropei va utmroAoyiorei ameubeiag péow mapepfoAng amd tnv
KautuAn BabBuovounong. Xpeialerar va €i0dyere évav ouvreAeoTr) moAAamAaciaouol uévo €dv n apaiwaon Tou
O¢eiyuarog givar avwrepn tou 1:51.

3.4. Opdg eAéyxou: Aud@INo avTIdpacTAPIO

To @IaAidIo TrepIEEl TTPOAPAIWPEVO avBpWTTIvVO 0pd, avTiowuata avTl-Bupeocaipivng, Bogio opd, Bocia
aABoupivn opou, pubuioTikd PBS kal ouvtnpenTik&. To €Upog TwV CUYKEVTPWOEWV KAOE eAEyXOU avaQEPETAl OTO
maToTroiNTIkd avdAuong kal deixvel Ta 6pia TTou €xouv kaBopioTei ammd Tnv DiaSorin yia TIHEG EAEyXwv TTOU PTTOpOUV va
emiTeuxBoUv g€ agIoTNIoTOUG KUKAOUG ECETAOEWV.

MpayparoTroinoTe avacuoTacon Tou TrepIEXOMEVOU Tou giaAidiou pe 1 mL arreotaypévou vepou. To didAupa TTou
TTPOKUTITEI €ival 0TaBepd oToug 2-8°C péxpl TNV nuEpounvia ARgEwG. ZuvioTaTtal va Unv apaIVveTe TTEPAITEPW TOV
0po eAéyxou. AladaTe atreubeiag Tnv TIA atrd TNV KAUTTUAN Babuovéunong.

3.5. AloAUTNG delypdTWV: avTIOPACTAPIO ETOIKO TTPOG XPHoN

KdaBe @iaAidio repiExel 50 mL pubpioTikou PBS, Bogio opd, Boeia aABoupivn opou Kal guvTnpnTIKA.
To avnidpaaotnpio givai koivo ora kit AB-TPOK-3 kai AB-HTGK-3.

3.6. PuBuioTIKG eTTwaong (UTTAE): avTidpaaTrpIo £TOINO TTPOG XPRON

To @iaAidio TrepiExel 52 mL evog puBuioTikou dioAupartog TRIS, Béeia aABoupivn opol, kaBapiaTikd, ocuvTnENTIKA
Kal yia adpavr UTTAE XPWOTIKH.

3.7. PuBuioTiké mAuong: avridpaoTtrpio o€ didAupa (10x)

Kd&Be @iahidio mrepiéxel 50 mL Triton X-100 a1o 0,5% kai @uaioAoyikd didAupa aAdTwy. Pépate oe Oyko 500 mL pe
ATTOIOVIGHEVO VEPO OAOKANPO TO TTEPIEXOMEVO KABE @iaAidiou. To dIGAupa TTOU TTPOKUTITEI €ival OTABEPO OTOUG
2-8°C péxpr TNV nuepopnvia Angewg Tou KIT To dIGAUPa XPNOIYOTTOIEITAl yia TNV TTAUCN TwV OOKIYOCTIKWY
OWARVWV.

4. BOHOHTIKOZ E=OMNAIZMOX KAI ANTIAPAXTHPIA

- AmeoTayuévo Kal atroiovioPEVO vePO.

- TudAiva €idn epyaaTnpiou.

- TAaoTikoi SOKINAOTIKOI CWAAVES Hiag XPATEWG.

- MikpopEeTpIKEG TUPIYYEG PE GKpa piag xprioewgs Twv 10, 50 L (akpiBeia + 3%, emavaAnmmikétnTa 2%) kai 500,
1000 pL (akpiBeia + 2%, emavaAnmmikoTnTa 1%).

- 'Edpava SOKIUOOTIKWY CWANVWV.

- Avadeutipag Vortex.

- TMepioTpo@ikdg avadeuTripag pe TaxutnTa avadeuong 300-350 rpm.

- ZUoTnua yia Tn diavour Kai TV avappo@nan Tou pubuioTikoU TTAUONG o€ B€on va diavépel 2-3 mL avd KUKAo
TTAUONG KaTd Tn didipkela dUo KUKAwV TTAUONG.

- MetpnTAg yaupa yia n pgétpnon tou lwdiou 1251 (pubuion TTapauéTpwy Tou TTapabupou Tou peTpnTr: 15-80
keV

- amédoon Tou petpnTn: 70% - Xpdvog péTpnong: 1 min). E&v n amdédoon Tou peTpnTh €ival katwtepn Tou 60%,
TIPETTEI VO TTAPATABEI 0 XpOVOG HETPNONG O€ 2 min.
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5. EEArQrH KAI MPOETOIMAZIA TQN AEIFMATQN

H &ooopétpnon ptopei va tpaypatotroinBei oe deiypyata avlpwtivou opou R TAdopaTtog. Mtropouv va
XpnoigotroinBolv avTiminKTIKG OTTwg To KITPIKG, EDTA kai ntrapivn. Mpayuartotroifote Tnv aipoAnyia amd @AERa,
a@AoTe TO aiya va TAEEl Kal dlaxwpAaTe Tov opd ammd To BpouPfo 10 ouvTouoTEPOo duvatov. Kabapiote pe
QIATPAPIOUA 1 QUYOKEVTPION TTPIV atrd TO TEOT Ta deiypaTa TTou TTapoudidlouv UAIKO g€ aiwpnon, Asukaulyeid,
AiTTaipia ) epuBpokuTTapika uttdAoima. Mn xpnoiyoTrolsiTe deiydaTa TTOU €XOUV UTTOOTEN IoXUPAR aigdAucn A
ANITTaIPIKG, oUTE eTTioNng Kai dgiypata TTou TTapouaidfouv UAIKG o€ aiwpnan i TTpo@avr) yéAuvon atd pikpdfia. Edv
n dooopETPNON €XEl EKTEAEODEI OTIG £TTOMEVEG 24 WPEG aTTO TNV aipoAnyia, Ta deiypata prropoulv va diatnpnolv
otoug 2-8°C. Ze avriBetn Trepimtwon, mpémel va Oiaipebolv oe KaTewuypéva kAdopata otoug -20°C R o€
KATWTEPEG BeppoKpacieg. EAv Ta deiypara éxouv KatewuyOei, avakivioTe YE TTPOCOXH TTPIV VO Ta DOCOPETPATETE.
ATtroelyeTe eTTavaAauBavouevoug KUKAOUG wigng kal améyuéng.

Apaiwon Twv delypdTwy

Ta deiyparta TpETTEl va eival apaiwpéva pe avaloyia 1:51 pe 1o diaAlTn deiypdtwy (3.5) Tpiv amd Tn doocopéTpnan.
Aiovripete 10 pL deiyparog kai 500 pL S1aAlTn delypdTwy o€ TTAAOTIKOUG SOKIMAOTIKOUG OWANVEG Kal avadeUoTe O€
Vortex.

Edv mpoBAémrovial uwnAég ouykevipwoelg 1gG  anti-hTg, apaiwoTte emmAéov pe TO OIOAUTN DElyUATWY.
O1 BaBuovountég Kar 0 0pog EAEYXOU givail ETOIUOI TTPOS XPNON Kai OV TTPETTEI va apaiwBoUv.

6. ENIXEIPHZIAKH MEOOAOZ

dépare Ta avnidpacTipia o€ Beppokpaacia TePIBAAovTog (20-25°C) TTpIv atmd Tn docouétpnon. MpoBAETETE TOUG

TTPOo0dIopIguoUG TouAdxIoTov JITTAG. EkTeEAETTE TOV TTPOCBIOPITHS TWV BaBuovouNTWY Yia KABE aeIpd avaAupévwy

oelyuaTwyv. H emixeipnoiokn YéBodog TTPETTEl va gival auaoTnpd OPoIa yia Toug BaBuovounTég Kal yia Ta deiypaTa

utté e¢étaon.

EkteAéoTe TIG @doelg Tng dooopéTpnong PE TNV TTPORAETTOMEVN O€Ipd, XwpPig SIAKOTTEG. XPNOIYOTIOINGTE HIa VEQ

dkpn piag xproewg yia va attaAdgeTe Toug BabuovounTég kail Ta deiyuaTa.

- AlavAuete Ta avTidpacTApia grov TTUBuéva Twv euaiobnrormroinuévwy OOKIUACTIKWY OwAnvwy. Evepynote
oUN@WVA PE TO AKOAOUBO OXEDIAYPapMA:

) OOKIPAOTIKOI CWAAVEG BaBuovopnTég AiypioTa apaiwpéva
avTidpacThpla -
BaBuovountég 50 uL —
Apaiwpéva deiypara - 50 uL
PubuioTiké erwaong 500 pL 500 pL

- AvVOKIVAOTE TO TIEPIEXOMEVO TWV OOKIMACTIKWY OWAAVWY KAl O@ACTE ylo E€MWACN YO 2 WPEG OEF
Bepuokpacia epIBaAAovTog utré avadeuon (300-350 rpm).

- Avappo@noTe emMUEAWSG TO Jiyda emwaoong Kal TTAUveTedUo @opéc pe 2 mL puBuioTikou TTAUONG.
BeBaiwbeite 611 n arrooAn Tou uypou eival TARPnNg, ovrag aiyoupol 011 N Gkpn NS HIKPOTUPIYyas avappoenons
aKOUNTTG oTov TuUBuéva Twv euaiobnromoinuévwy OOKIUAOTIKWY OwAnvwy. H Tmapoudia orayovwv TTou
EQATITOVTAI OTA TOIXWUATA TWV EUAITONTOTTOINUEVWY OOKIUQOTIKWY CWARVWY UTTOPEl va TTPOKAAEDE! pegiwpévn
avamapaywyiuoTnTa N un EUTTIOTa armoteAéouara. Asv mpETmel va UEivel ixvog§ TN XPWOTIKAG.

- Alopnuere 500 pL 1xvn@étn oe OAoug Toug OOKIYOOTIKOUG OwAAveg. [pogtoiydoTte OU0 N
€uaIoONTOTTOINUEVOUG  DOKIMAOTIKOUG OWANVEG yia Tov UTTOAOYIONG TnG OAIKAG dpaaoTnpidTNTag TIOU Va
epIEXouV povo 500 pl 1xvnBETn Kal apACTE TOUG TNV GKPN PEXPI TN OTIYUN TNG METPNONG.

- A@NoTe yia eTwaon yia 2 wpeg o€ Beppokpacia wepIBaAAovrog utrd avadeuon (300-350 rpm).

- Avappo@nROoTE ETMIUEAWG TOV IXVNOETN KAl TTAUVETESUO QPopEG pe 2 mL puBpioTIKoU TTAUONG. EvepynoTe OTTwG
ETAVW.

- MetpoTe Tn padievépyeia Twv SOKIPACTIKWY CWAAVWY.

7. YNOAOrIZMOZ TQN ANOTEAEZMATQN

YT1rohoyioTe TO HECO OPO TwV PETPACEWY YIa KABE oudda SOKIUAOTIKWY TWANVWY, a@oU £XETE AQAIPETEl TNV TIUA
TOoU 1IgApaTog. EkppdoTte 10 péco 6po Twv PETPATEWVY BabBuovounTwy Kal SElYUATWY WG EKATOOTIAI0 0€ OXE0N UE
TNV OAIKr) dpacTnEIGTNTA:

B/T% = péon péTpnon BaBuovounTwy Kail SEIYUATWY « 100

péon péTpnon oAIkNAG dpaoTnPIOTNTAG

Dépare og ypagikd didypapua log-log Tov ekarooTiaio péoo 6po TTou UTTOAOYIOTNKE yia KGBe Babuovountr oTov
aéova Twyv TeETaypévwy (Ggovag Twyv Y) o€ ouvapTtnon e Tn ouykévipwaon IgG anti-hTg ekppaopévn oe IU/mL oTo
afova Twv TETUNUEVWY (GEovag Twv X). EmTuyxavetal €101 Yo KauTTUAn Babuovopnong (Eikéva 1). Atreubeiag
atd TNV KAPTTUAN BaBuovounong diaBaoTe Tn ouykévipworn Twv IgG anti-hTg kaBe evodg deiyuaTog ekPpacuévn o€
IU/mL. Edv 1o deiypa €xel apaiwbei épav Tou apyikou cuvteAeath 1:51, n ouykévipwon IgG anti-hTg Tmou Ba
BpeBei TTpétrel va TTOAATTAGCIOOTEI PE TO OUVTEAEOTH apaiwong avwiepo ammd 1:51, €xovrag utréwnv OTl Ol
BaBuovounTtég gival AdN TTpoapaiwpévol 1:51.
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Napddeiypa utTToAOyIoHOU
Ta ak6AoubBa oroixeia mpémel va BswpnBoulv uovo éva mapadelyua Kai OV TTPETTEI va xpnoiuotroinfolv avaueoa
aTa oToixeia mou 6a TPOKUWOouUV 010 XpHoTh.

Mepiypagn cpm B/T x 100

OAIkr) dpaaTtnpioTnTa 78.581 -

BaBpovounTrg undév/apaiwTig SelyuaTwy 85 -

100 IU/mL 1.313 1,6
200 IU/mL 2.663 3,3
500 IU/mL 6.445 8,2
1500 IU/mL 19.955 25,3
6500 1U/mL 40.869 52,0
Agiypa 2.977 3,7

MapeuBaArovtag atréd TNV KAUTTUAN BaBuovounong, To deiypa pokUTTel va Trepiéxel 230 1U/mL IgG anti-hTg.

B/T x 100
50

100 200 500 1500 6500

Anti-hTg, IU/mL

Eikéva 1

Epunveia Twv amoteAeoCpATWY

O mpwrTog Baduovountrg (100 IU/mL) avTirpoowTrevel To cut-off Tou cuoTAPaTog.

Oewpouvtal BeTIKG yia TTapouaia IgG anti-hTg Ta deiypata pe Tigr ion ) avwTtepn Tou cut- off. Ta deiypara ye Tiun
KaTwTEPN aTTé TO cut-off TpéTTel va BewpouvTal apvnTIKA.

lMap’6Aa aurd, ouviotaral va Bewpouvral ummorra 1a Oeiypara pe nipés IgG anti-hTg evrdg Tou + 20% tou cut-off.

JuvioToUuE O€ KGBe epyacTrpio va mpoadiopioel Ta SIKG Tou S1aoTAUATa avapopdg.

8. KAINIKA ZTOIXEIA

Katd tn didpkeia Twv KAIVIKWV PEAETWY eAA@Bnoav utrownv 211 dropa. e autév Tov TTANBucopd TO ATOpa
Tagivounonkav wg apvnTikd, BeTIKA kal UTTOTITA JE £va TEQT AVaQOPAG.

Me 1o kit DiaSorin 10 96% Twv aTOPWY TTOU Tagivountnkav wg apvnTikd TTapouaciddel Tiuég IgG anti-hTg katwTepeg
a6 100 IU/mL kai 1o 100% Twv atépwyv TTou Tagivounenkav wg BeTiKa TTapoucidlel TIuEG IgG anti-hTg avwTtepeg
até 100 1U/mL.

Map’6Aa autd o1 TIUEG TTOU QVOPEPOVTAIl TTAPATIAVW Eival JOVAXO EVOEIKTIKEG. ZUVIOTOUNE O€ KABE £pyaoTrpIo va
TTpoodiopioel Ta dIKG Tou dIAoTAPATA ava@opdg.
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9. MEOOAOAOTIKEZ ENIAOZEIZ TOY KIT

9.1. EidiIkéTnTO AvAdAuong

H avoAuTikr) €101kdTnTa opieTal oav n 1kaveTnTa TOU TEOT va avixvelel akpIBWg Tov avaAdTn Trapoucia
TTapayovTwy duvnTIKa TTapePPAAAOVTWY OTO OTEAEXOG Tou OctiypaTtog (yia TTapddelypa, avTITTNKTIKG, aigdAuaon,
armoteAéoparta Tng emegepyaciag Tou Oeiypatog) A OIAOTOUPOUUEVEG QVTIOPACEIG ME AVAAUTEG dUVNTIKWG
TTapePBAANOVTEG.

MapepBoAég. MeAETEG TTOU £XOUV EAEYXOEI OXETIKG PE TTAPAYOVTEG dUVNTIKWG TTAPEPPRAAOVTEG, £XOouv aTTOdEIEEI TO
o1 o1 €mdOo¢eIg Tou TeOT dev emrnpeadovTtal amd avtiTnKTIKa (EDTA, nmrapivn, KITPIKG), eEAa@pd aipdAucn (Uéxp!
20 mg/dL aipoo@aipivng), Aimraipia (uéxpr 10000 mg/dL TpiyA uk ep idia), xohepuBpivaiyia (uéxpr 50 mg/dL
XOAepUBpivN).

AlaoTaupoupeveg avridpdosig. H xprAon hTg okpaiwg kekabBopupévng yia Tnv  guaiobntomoinon Twv
SOKINAOTIKWY CWAAVWY PEIWVEI TN duvaTdTNTa TTAPEUPBOAWY TTOU O@eiAovTal OE PN EIBIKEG TTPWTEIVEG.

Aev éxouv TTapartnpnBei diacTaupoUueveg avTIdOPATEIS TTOU VA OPEIAOVTAI TNV TTAPOUGia auTOavVTIOWHATWY anti-
TPO péxpi pia ouykévrpwon 1000 U/mL.

9.2. EvaioBnoia avaAuong

H avaAuTikf euaicBnoia ptropei va ekppaocdei eriong oav Oplo avixveuong, A n eAdyioTn moodTnTa avaAlTn TTou
gival avixveuoiun atéd 1o Te0T. To Oplo avixveuong eival 6 IU/mL o1o 95% eptriotoouvng. ‘Exel uttohoyioBei cav n
QPAIVOUEVIKI] OUYKEVTPWOT TOU avaAuTn TTou diakpivetal atré tov Baduovounth undév (apaiwth delypdtwy), ) dUo
TUTTIKEG ATTOKAIOEIG TTAVW aTTO TO PNOEV.

9.3. EmavaAnmTikétnTa

H emavaAnmmikdTnTa KOI N avotrapaywyigétnta 1ou deiypatog (i aAMIWG n dia-OelyuaTik Kal £vO0o-OelyUaTIKA
METABANTETNTA) €XOUV KOBOPIOTE XPNOIUOTTOIWVTAG BEiypaTa UTTO DIOPOPETIKEG TUYKEVTPWOEIG AVAAUTN.

EmavaAnmmikétnTa A B C
ApIBUOG KaBoplouwy 10 10 10
Méoog 6pog (IU/mL) 115 951 2924
TuTTKr aTTOKAION 3,3 42,7 105,0
BaBuég petaBoAng (%) 29 4,4 3,6
AvaTtrapaywyigétnTa A D E
Ap1Buég kabopiopwyv 10 10 10
Méoog épog (IU/mL) 119 793 2361
TuTTiKA aTTéKAIoN 13,9 53,0 177,0
BaBuog petaBoAng (%) 11,6 6,7 7,5
9.4. AkpiBeia

H akpifela Tng doocouétpnon £xel eAeyxOei péow TEOT apaiwong.

TeoT apaiwong. ‘Exouv docouetpnBei povoueTpeg apaiwaoelg dUo opwv o€ uwnAr auykévipwon IgG anti-hTg
TTIPAYHATOTTOINMEVEG OTOV APAIWTH OEIYUATWY.

Apalion avayivopen 1UmL seromvn, 0imL % Avémon
&BIKTO - 3089,00 -
1:2 1544,50 1640,00 106,2
1:4 772,30 776,70 100,6
1:8 386,10 381,80 98,9
1:16 193,10 204,50 105,9
1:32 96,50 107,60 111,5
&BIkTo - 2457,00 -
1:2 1228,50 1246,50 101,5
1:4 614,25 609,40 99,2
1:8 307,13 321,80 104,8
1:16 153,56 157,50 102,6
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9.5. ATroTéAEO PO KOPEOHOU € UYPNAEG Booeig

Otav docopeTpouvTal dEiyUOTO TTOU TTEPIEXOUV E€CAIPETIKA UWNAEG OUYKEVTPWOEIG QVTIOWHATWY O pia pEBodo
sandwich pe dUo eTrwdoelg, ival duvatdv va emTEUXOOUV QAIVOUEVIKA KOTWTEPQ ETTITTEO AVTIOWMATOG ATTO TO
TTPAYHOTIKO WG oTToTEAeOPa Tou KopeopoU. Eva kaAd TeAciotroinuévo oloTnua  atrokAgiel dpwg 10 va
EMTUYXAVOVTOI ATTOTEAETUATA XOVOPOEIDWG UTTOTIUNUEVA (OTTWG PTTOPEI va cupBei oTig dooopEeTproElg sandwich
ME pia eTTwaon).

‘Exouv docouetpnBei ouykevtpwoelg IgG anti-hTg péxpr 100 xiMadeg IU/mL kai €xel TTaparnpenBei 611 auTég ol
OUYKEVTPWOEIG dnuIoupyolv €va avaoAuTIKO Ofjua TTavia avwTepo amd Tov Babuovountr) PE Tn PEYaAUTEPN
OUYKEVTPWON (KOUTTOAN KopeapoU). MNa pia owaoTh TTO0OTIKA avaAuon, Ta deiypata TTou TrepiExouv etrimeda IgG
anti-hTg avwTepa atTd ekeivo Tou BaBuovounTt PE TN MEYAAUTEPN CUYKEVTPWON, TTIPETTEI VO APAIWVOVTAl PE TOV
apaiwTr SEIYUATWY KAl va ETTAVOOOCONETPOUVTAI. Ta aTTOTEAEOUOTO KATOTTIV TTPETTEI va TTOAAATTAGCIAdovVTal JE TO
ouvTeAeaT apaiwong avwTepo atmd 1:51 wote va emreuxBouv Ta emiteda 1gG anti-hTg Twv pn apaiwpévwv
OelyuaTWV.

10. OPIA THZ AOZOMETPHZHZ

H xpron Tng padioavoooAoyikg S0COoUETPNONG EXEl PEIWOEI OPACTIKG Ta Weudwg BeTIKG atroTeAéoparta. Map’dAa
auTd, n didyvwon dev Ba TTPETTEl va SIATUTTWVETAI HE BACN TO ATTOTEAEOHA UIOG Kal uévo SOCOPETPNONG, GAAG auTo
Ba mpétrel va afloAoyeital padi pe GAAa KAIVIKG eupupata, diayvwaoTIKEG dladikaaieg Kal uTrd Tnv Kpion Tou 1aTpou.
BakTnpiakA poAuvon A emavoAauBavouevol KUKAOI wiéng/ammoyuing Twy JEIYUATWY JTTOPOUV VO PETATPEWOUV TA
atroTeAéopaTa TNG SOCOUETPNONG.

Mo va emrteuxBolv aiomoTta ammoTeAéopaTa Xpeldletal va akoAouBouvTal MOTA oI 0dnyieg XpHoewg Kal va
KOTEXETOI MIa KATAAANAN TexVIKN Xelpoyvwaia. EidikdTepa, eival onuavTtiki pia kaAf akpiela omig @doeig
avaouoTaong Kail d1avoung Twv avTIdpaoTnpiwy Kal € EKEIVEG TNG avappopnaong Kai TTAUoNG.

AmroteAéopata Tou Oev  eTravaAapBdavovtal o@eilovial Kupiwg o€ peBodoAoylkoUg TTapdyovteg OTTwG yia
TTapadeiypa:

- gvaAAayn OTIG KAWOUAEG avapeca aTa QIaAidIa

- Xpnon Tou idlou AKPOoU PIKPOOUPIYYAS YIa TIG AVOAAWEIG aTTO SIaQOPETIKA @IaAidIa f} atrd dIaOpPETIKA deiyuaTa.
- @IaAidia TTou £xouv a@eBEi aVOIKTA YIO JOKPEG XPOVIKEG TTEPIOOOUG

- €kBeon Twv avTIdpaaTNPIWV ) TwV deIlyNATWY € évTovn BepudTNTA,f O€ IOXUPEG TTNYEG BAKTNPIOKAS HOAUVONG.
- akatdAAnAn avappd@naon Tou PiydaTog ETTWACNG Kal TTAUCH Twv OOKIPACTIKWY CWAAVWY

- MOAuvon Tou AKpou TwV OOKIPNACTIKWY CWAAVWY HE TOV IXVNOETN 1 hE Ta deiypaTa

- Tuxaieg SIAKUPAVOEIG 1 KOKI) OUVTAPNON TOU YETPNTH YAUUA

- gvahAayr Twv avTidpaoTNPiwV atrd dIAQOPETIKESG TTOPTIOEG.

11. MPOEIAOMNOIHZEIZ KAI MTPO®YAAAZEIZ

Ta ouoTaTikG Tou KIT TTEPIEXOUV adidlo Tou vartpiou wg ouvinenTike. ATd Tn oTiyuR Tou To adidlo Tou varpiou
ptTopei va dnuioupynaoel adidia poAUBdou A XaAKOU OTIG CWANVWOEIG, guvioTaTal va a@AaeTe va Tpégel dpbovo
VEPO OTIG ATTOXETEVOEIG £TTEITA ATTO TNV aTTOROAN dlaAupdTwy TTou TrEPIEXOUV adidio Tou varpiou (Council Directive
99/45/EC).

R22 - EmBAaBég katd tTnv Katdmmoon.

R 31 - Zeemagn pe oéa eAeuBepavovTal TOEIKA agpia.

S28 - ZemepimTwon emMaQAG Ye To dépua, TTAUBEITE apéowg pe ABovo vePO.

S45 - ZXe mepimrmwon atuxnparog f av aicBavbeite adiabeaia {NTACTE Apéows aPEéowg IaTPIKA GUUBOUAN

(O¢i€Te TNV €TIKETTO AV €ival duvaTo).

OAgg o1 povadeg opol Kal TTAGOPATOG TTOU XPNOIMOoTToloUvTal yia TNV TTapaywyr Twv CUCTATIKWY autoU Tou
KIT éxouv avaAuBei kal €xel Bpebei 6T dev €xouv kapia avTidpaaTikdTnTa pe HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 kai
anti-HIV-2. Map’éAa autd dedopévou Tou OTI Kayia péBodog dev ptTopei va dwaoel atmdAuTn Glyoupid yia TO OTI
amroucidfouv TraBoydvol Trapdyovteg, OAo To UAIKO avBpwTivng TipoéAeuong Ba TIpéTrel va Bewpeital wg
OUVNTIKWG HOAUCHATIKO KAl ETTOPEVWG Ba TTPETTEN va TuXaivel KOTAAANANG PeTaxeipiong.

12. KANONEZX AZDAAEIAZ

- Mnv Tpwre, TiVETE, KATTVICETE 1 XPNOIMOTIOIEITE KAAAUVTIKG KaTA TN SIAPKEIa TNG EKTEAEONG TG BOCOPETPNONG.

- Mnv mpaypaTtoTtTolgiTeE avappdPnaon Pe To oTOUA.

- ATTOQEUYETE TNV AUEDN ETTAPR UE TA UAIKA TTOU EVOEXONEVWG VA Eival JOAUOUEVA, QopwvTag KATAAANAN €évouan
€PYOOTNPIOU, TTPOCTATEUTIKA YUOAIG Kal yavTia piag Xpnoewg. MNAEVETE TTPOOEKTIKG Ta XEPIA OTO TEAOG TNG
d000ouETPNONG.

- ATToQeUyeTe va TTPOKOAEiTE TITaIANiOYaTa ] agpoldA. KdaBe otaydva BioAoyikoU avmidpaoTtnpiou TTPETTEl VO
ammofdAMAeTal pe éva didAupa uTtoXAwpPIWdoug vaTtpiou 5% kalr To XpnolYoTroloUuevo uéco Ba TTPETTel va
TUYXAVEl JeTaxEipiong KAaTdAANANG yia poAuouéva atmoBAnTa.
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- OAa T1a deiyyata, 6Aa Ta PBloAoyikd avTiIdPACTAPIA TOU KIT Kal OAA Ta UAIKG TTOU XpPnoldoTrololvTal yia Tnv
Tpaypartotroinon TG docopéTpnong Ba Tpémel va Bewpolvtal KAV VO PETOOWOOUV  HJOAUCUOTIKOUG
Trapdyovteg. [Na 10 Adyo autod Ta ammopAnTa PETTEl va dlaTeBoUV CUPPWVA PE TIG VOUOBETIKEG DIATALEIS KOI TOUG
I0XUOVTEG Kavoviopoug kdBe Kpdatoug. Ta UAIkd piag xprioewg Ba Tpétmel va atmoTe@pwvovTal. Ta uypd
atméBANnTa Ba TTPETTEl va aTToAUpaivovTal JE UTTOXAWPIWOEG VATPIO O€ Mia TENIKA CUYKEVTPWON TG TAgEWS Tou
5% yia TouAdyioTov pior wpa. OTToI00ATTIOTE UAIKG TTOU TTPETTEI va eTTavaypnaoigoTroinBei Ba TTpétrel va TiBeTal
o€ KAiBavo pe pia rpoaéyyion overkill (USP 24, 2000, p. 2143). levika Bewpeital 6T pia wpa otoug 121°C eivai
£vag ETTAPKAG XPOvog atroaTeipwong. Map’d0Aa autd cuvioTolpe o€ KABE XPAOTN va ETTIRERAILIVETAI OXETIKA PE
TNV OTTOTEAECUATIKOTNTA TOU KUKAOU atroAUpavong pEOow MIag apXIKAG €TMIKUpWONG Kal Tnv Xpron,oe Baon
pouTivag, BIOAOYIKWY SEIKTWV.

13. BAZIKOI KANONEZ PAAIOMNPOXTAZIAZ
AvTidpaoThpla TTou TEPIEXOUV 1WwdIo 125
To kIT autd TrepIEXel padievepyd UAIKO TO oTroio Oev utrepPaivel Ta 8,12 uCi (300 kBqg) og 1wdio 125. Katd tn
QUAAgN, 10 XEIPIOUO Kal Tn dIdBean Tou UAIKOU auToU, Ba TIpETTEl va XpnoiJoTroloUvTal KATAAANAEG TTPOQUAGEEIG Kal
KOAEG EPYAOTNPIAKEG TTPAKTIKEG.
Mpog 1arpolg 1 1Idpupara TTou TTapaAauavouv padioicOTOTIa KATW ATTé YEVIKN AdeIa:
To Tapov padievepyd UAIKO PTTOopEi va AngBei, va atroktnBei, va KaTéXETal Kal va XpnolgoTroleital pévo amd
1aTPOUG, KTNVIOTPOUG TTOU £EA0KOUV KTNVIATPIKN 1aTPIKA, KAIVIKG EpYAOTAPIA 1] VOOOKOMEIQ Kal HOvo yia KAIVIKEG N
epyaoTnPIakEG OOKIPEG in vitro TTou Oev TTEPIAAUPBAVOUV TNV ECWTEPIKA i EEWTEPIKN XOpPriynaon Tou UAIKOU, 1 TnNG
akTivoBoAiag autol, oe avBpwtroug kai {wa. H tapalafn, n amoktnan, n Katoxr, n XPAon Kai n PeETapopd
UTTOKEIVTQI OTOUG KAVOVIOPOUG Kal Tn Yevikr adeia Tng PuBuioTikng Emtpotmg Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) Tng
TTONITEIOG OTNV OTTOIQ N ETTITPOTIA £XEI CUVAWEI CUPPWVIa yia TNV doknon KaBnkovTwy apuédiag apxig.

1. H @uUAagn Tou padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEI va TTEPIOPIOTEI O€ EIOIKA ETTICNUATHEVO XWPO.
H mpoopacn o€ padievepyd UAIKA TTPETTEI VO TTEPIOPIOTEI HOVO O€ £EOUCIOBOTNHEVO TTPOCWTTIKO.
Mn xpnoiyoTToIEiTE TITTETA WE TO OTOHA OE padievepyd diaAluara.
Mnv TPWTE ) TTIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYATTAG TTOU EXOUV ETTIONMAVOET WG PadievePYoi.
O1 TTepIOYEG, OTTOU EVOEXOUEVWG EXOUV TTPOKANBET eKXUOEIG, Ba TTPETTEI VA GKOUTTIGTOUV KAl KATOTTIV VA
TTAUBOUV pe OAKOAIKG aTToppuTTavTIKS 1 padIoAoyIKO aTTOAUMAVTIKG SidAupa. Tuxov uGAiva okeln TTou
XpPNoipoTroIneBnkav TTPETTEl va eKTTAUBOUV KOAG e vepd TTpIv atrd TV TTAUON GAAWV EpYaaTNPIaKWY
UGAIVWV OKEUWV.
Mpog 1atpoug 1y 1IdpupaTa TTou TTapaAapBdavouv padioiocodToTTa KATw oTTo €10IKN AdEIa:
H mapaAaBn, n xpron, n HETagopd Kai n didBean Twv PadIEVEPYWV UAIKWV UTTOKEIVTAlI OTOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG
ouvOnkeg TNG €1BIKNAG GdeEIdg 0ag.
MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypd@eTal OTO £EVOETO OUOKEUOOIOG PTTOPEI va dloQEPEl EAAPPWS OTTO TN
padievépyela TTou avaypd@EeTal OTNV ETIKETO CUOKEUQTIAg 1 oTnv €TIKETA QIoAIdiou IxvnBETN. H eTIKETQ ouoKeuaaiag
Kol n eTKETA @IaAidiou 1xvnBETN UTTODEIKVUOUV TNV TTPAYUOTIKF TTOOOTNTA POdIEVEPYEIAG KATE TNV nUEPOMNvia
BaBuovounong, evw To £VOETO CUOKEUAOIaG UTTODEIKVUEI T BEWPNTIKI PadIEVEPYEIQ TOU KIT.

ok wbd
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ZXEAIATPAMMA THZ AOZOMETPHZHZ

MPOETOIMAXZTE TA ANTIAPAZTHPIA. APAIQZTE TA AEITMATA 1:51.

ZHMEIQXTE AINAA TOYZ EYAIZOHTOMNOIHMENOYZ AOKIMAZTIKOYZX XQAHNEX.

AIANHMETE TA ANTIAPAZTHPIA ZYM®QNA ME TO AKOAOYOO ZXEAIATPAMMA KAI ANAKINHZTE TO
MIFMA ANTIAPAZHZ:

AOKIMAXTIKOI ZQAHNEX
ANTIAPAZTHPIA

T CAL 0-5 AEIFMATA APAIOMENA

BAOMONOMHTEZ - 50 pL —
AEITMATA ZE AIAAYMA - - 50 pL
PYOMIZTIKO EMNQAZHX - 500 pL 500 pL

4-

5-

AOHXTE MNA EMQAXZH A 2 QPEX ZE OEPMOKPAZIA NMEPIBAAAONTOZ YO ANAAEYZH.

ANAPPO®HETE TO MIFMA EMNQAXHX KAI TIAYNETE 2 ®OPEZ ME 2 mL PYOMIZTIKOY MAYZHZ.

AIANHMETE 500 [IL IXNHOETH ZE OAOYZ TOYZ AOKIMAXTIKOYX QAHNEX

AQHZITE MNA EMQAZH A 2 QPEZ ZE OEPMOKPAZIA NMEPIBAAAONTOZ YMNO ANAAEYZH.

ANAPPO®HETE TO MIFMA EMNMQAXHZ KAI TIAYNETE 2 ®OPEX ME 2 mL PYOMIZTIKOY MNAYZHE.

METPHZTE TH PAAIENEPTEIA TQN AOKIMAZTIKON ZQAHNQN.
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