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TPO ANTIBODIES IMMUNORADIOMETRIC ASSAY KIT

Procedure for quantitative determination of
autoantibodies to human thyroid peroxidase (IgG to TPO)
in human serum or plasma samples

For in vitro use only

1. INTRODUCTION

Patients affected by autoimmune thyroid diseases (Hashimoto's disease, primary hypothyroidism, idiopathic
myxoedema and Graves-Basedow disease) circulate autoantibodies that react with a variety of human thyroid
antigens, such as thyroglobulin (hTg), thyroid microsomal antigen (M), second antigen of the colloid and TSH
receptor.

Assay of thyroglobulin (anti-hTg) and microsomal (anti-M) autoantibodies is presently the method most commonly
used in clinical practice for aetiopathogenic diagnosis of autoimmune thyroid diseases. Such antibodies, especially
microsomal antibodies, are present at elevated levels in the majority of patients affected by Graves-Basedow
disease and in almost all patients affected by Hashimoto's disease or idiopathic myxoedema. Conversely,
thyroglobulin and microsomal antibodies are never found elevated in other thyroid diseases, such as sporadic or
endemic non-toxic goitre and malignant or benign neoplasms. Thyroglobulin and microsomal antibodies are
generally absent in normal subjects; however, microsomal antibodies may be observed in females over 50 with no
clinical signs of thyroid disease.

Microsomal antibodies were originally detected by immunofluorescence and complement fixation, but are currently
titrated by passive haemagglutination or radio- and enzyme immunoassays. The reliability of these assays is
proportional to the antigen purification. Whilst hTg is well identified and purified since long, microsomal antigen
structure is unknown and it has not yet been purified. Therefore, microsomal antigen preparations currently used
for autoantibodies detection are forcefully contaminated by other antigens, such as hTg. This fact has made it
necessary to add excess hTg to the reaction mixture when assaying microsomal antibodies in order to avoid false
positive results caused by the interference of thyroglobulin antibodies.

Recently, thyroid peroxidase (TPO) has been identified as the main and possibly single autoantigenic component
of microsomal antigen at biochemical, immunologic and molecular level. TPO plays a key role in thyroid hormone
synthesis, by catalyzing iodide oxidation and its incorporation into hTg thyrosyl residues.

The availability of anti-TPO monoclonal antibodies has made it possible to purify TPO by affinity chromatography
and therefore to develop immunoassays specific for TPO autoantibodies. These methods have the obvious
advantages of using a purified antigen and of requiring no pre-adsorption of the specimen to be assayed with hTg.

Recent studies have demonstrated that immunoassays of TPO are not only clinically reliable, but also more
specific than microsomal antibody assays employing a non-purified antigen.

2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The assay is an immunoradiometric (IRMA) method. In the first assay stage, IgG to TPO contained in calibrators or
samples binds to solid-phase TPO. In the second assay stage, the '®I-tracer ("®I-labelled protein A) is added,
which binds to the solid-phase TPO-IgG complex. After a second incubation, the amount of '*I-tracer bound to the
solid phase is proportional to the concentration of IgG to TPO 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 recombinant TPO is fixed on the tube walls.

The assay of IgG to TPO 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
| _tracer 1 vial
Anti-TPO calibrators 5 vials
Control serum 1 vial
Sample diluent / Zero calibrator 1 bottle
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 recombinant thyroid peroxidase (baculovirus).

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. "®l-tracer (red): ready-to-use reagent

The vial contains 21 mL protein A labelled with '°I, BSA, phosphate-citrate buffer, preservatives and an inert red
dye. Radioactivity is 444 kBq (12 uCi) or less on the calibration date.

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

Each vial contains 0.5 mL of prediluted human serum containing anti-TPO antibodies, calf serum, BSA, PBS buffer
and preservatives. The calibrator concentrations are the following: 10 - 30 - 100 - 300 - 1000 U/mL. The kit
calibrators are referenced to the NIBSC 66/387 anti-TMS Reference Preparation. 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 U/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 containing anti-TPO 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 / Zero calibrator: ready-to-use reagent

The bottle contains 50 mL PBS buffer, calf serum, BSA and preservatives. The reagent is used as zero calibrator
and to dilute samples.

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, 200, 500, 1000 uL) (10, 50 uL: trueness + 3%, precision 2%; 200,
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 TPO are expected, an additional 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 uL
Incubation buffer 200 pL 200 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 200 pulL tracer into all tubes. Prepare two non-coated tubes for total activity computation containing
only 200 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 TPO concentration expressed as U/mL on the abscissa (x axis). A calibration curve is thus obtained (Fig. 1).
Directly from the calibration curve, read the IgG to TPO concentration of each sample expressed as U/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 113,962 -

Zero calibrator/sample diluent 43 0.04
10 U/mL 954 0.84
30 U/mL 2,495 2.19
100 U/mL 8,308 7.29
300 U/mL 21,395 18.77
1000 U/mL 65,080 57.11
Sample 6,914 6.07

By interpolation from the calibration curve, the sample is found to contain 90.3 U/mL anti- TPO IgG.
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Fig. 1

Interpretation of results
The first calibrator (10 U/mL) represents the system’s cut-off.

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

However, samples with IgG to TPO ranging 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 359 subjects were taken into consideration: 200 euthyroid subjects, 98 hypothyroid
patients affected by Hashimoto’s autoimmune thyroiditis, and 61 hyperthyroid patients affected by Graves’ disease.
In this population 200 subjects were graded negative and 159 subjects were graded positive for anti-TPO IgG with
a reference test. The negative population encompassed subjects from all the three groups.

With DiaSorin kit 195 subjects were graded negative (anti-TPO IgG levels below 10 U/mL) and 157 subjects were
graded positive (anti-TPO IgG levels above 10 U/mL).

Concordance of results was 98% (352/359).

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), or bilirubinaemia (up to 50 mg/dL bilirubin).
Cross-reactions. No cross-reactivity is observed due to the presence of thyroglobulin autoantibodies up to a
concentration of one million IU/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 0.8 U/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 25 25 25
Mean (IU/mL) 41.04 121.13 244.00
Standard deviation 1.70 7.40 6.00
Coefficient of variation (%) 4.10 6.10 2.40

Reproducibility D E F G
Number of determinations 25 25 25 25
Mean (U/mL) 21.4 71.5 146.5 680.5
Standard deviation 1.9 5.6 7.0 43.9
Coefficient of variation (%) 9.1 7.8 4.8 6.5

9.4. Trueness

The assay trueness has been checked by the dilution test.

Dilution test. Six sera with high anti-TPO antibodies concentration were tested after serially diluting with sample
diluent. Examples are given in the following table.

Expected Measured
Dilution concentration, concentration, % Recovery
U/mL U/mL

neat - 437.6 -
1:2 218.8 196.8 89.9
1:4 109.4 109.4 100.0
1:8 54.7 54.9 100.4
1:16 27.3 251 91.9
1:32 13.7 13.6 99.3

neat — 207.9 —
1:2 104.0 108.4 104.3
1:4 52.0 55.5 106.8
1:8 26.0 22.9 88.1
1:16 13.0 12.2 93.9
1:32 6.5 5.7 87.7

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 TPO up to 150,000 U/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 TPO 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 TPO levels of the neat specimens.



10. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

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 12.5 pCi (462 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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SCHEME OF THE ASSAY

1- PREPARE REAGENTS. DILUTE SAMPLES 1:51.

2 - IDENTIFY COATED TUBES IN DUPLICATE.

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

REAGENTS e T CAL 0-5 SDAHI_\/IUP-I-LEEDS
CALIBRATORS - 50 ul -
DILUTED SAMPLES - — 50 ul
INCUBATION BUFFER - 200 pL 200 pL

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

5- ASPIRATE THE INCUBATION MIXTURE AND RINSE TWICE WITH 2 mL WASH BUFFER.
6 - DISPENSE 200 uL TRACER INTO ALL TUBES.

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

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

9- MEASURE THE RADIOACTIVITY OF TUBES.



KIT PER IL DOSAGGIO IMMUNORADIOMETRICO
DEGLI ANTICORPI ANTI-TPO

Procedimento per I'analisi quantitativa degli
autoanticorpi anti-perossidasi tiroidea umana (IgG anti-TPO)
in campioni di siero o plasma umano
Solo per uso in vitro

1. INTRODUZIONE

Nel siero di pazienti affetti da tireopatie a patogenesi autoimmunitaria (tiroidite cronica linfocitaria di Hashimoto,
ipotiroidismo primario dell'adulto o mixedema idiopatico e morbo di Graves-Basedow) sono presenti autoanticorpi
reagenti con vari costituenti della tiroide umana che includono la tireoglobulina (hTg), I'antigene microsomiale della
tiroide (M), il secondo antigene della colloide ed il recettore del TSH.

Il dosaggio degli autoanticorpi anti-tireoglobulina (anti-hTg) ed anti-antigene microsomiale (anti-M) rappresenta il
presidio diagnostico piu largamente utilizzato nella pratica clinica per la diagnosi etiopatogenica di autoimmunita
tiroidea. Questi anticorpi, ed in particolare quelli anti-antigene microsomiale, sono infatti presenti (spesso a titoli
elevati) nella larga maggioranza dei pazienti con morbo di Graves-Basedow e nella quasi totalita di quelli affetti da
tiroidite di Hashimoto o mixedema idiopatico. Al contrario, il dosaggio degli anticorpi anti-hTg e/o anti-antigene
microsomiale non risulta mai elevato in svariate altre malattie tiroidee quali il gozzo non tossico sporadico o
endemico e le neoplasie benigne o maligne. Anticorpi anti-hTg e anti-antigene microsomiale sono di regola assenti
nei soggetti normali. Ad ogni modo gli anticorpi anti-antigene microsomiale possono essere osservati in soggetti
senza alcun segno clinico di tireopatia, specialmente nelle donne di eta superiore ai 50 anni.

Gli anticorpi anti-antigene microsomiale, originariamente descritti con la immunofluorescenza e la fissazione del
complemento, sono attualmente titolati mediante emoagglutinazione passiva o con metodi radioimmunologici o
immunoenzimatici. Queste tecniche sono tanto piu affidabili quanto maggiore € il grado di purificazione del
materiale antigenico utilizzato. Mentre la hTg € stata da tempo identificata e purificata, fino al momento attuale la
mancata conoscenza della natura dell'antigene microsomiale della tiroide ha impedito la sua purificazione. Le
preparazioni di antigene microsomiale della tiroide comunemente impiegate per il rilievo dei rispettivi autoanticorpi
risultano pertanto, indipendentemente dalla tecnica utilizzata, inevitabilmente contaminate da altri antigeni, tra i
quali & stata chiaramente identificata la hTg. Questo ha reso necessario per il dosaggio specifico degli anticorpi
anti-antigene microsomiale I'impiego di hTg in eccesso nella miscela di reazione per ovviare ai possibili risultati
falsi positivi dovuti all'interferenza degli anticorpi anti-hTg.

Recentemente & stato dimostrato a livello biochimico, immunologico e molecolare che la principale
(e probabilmente unica) componente autoantigenica di antigene microsomiale della tiroide & rappresentata dalla
perossidasi tiroidea (TPO). Questo enzima svolge un ruolo essenziale nella sintesi degli ormoni tiroidei,
catalizzando |'ossidazione dello ioduro e la sua incorporazione nei residui tirosilici della hTg.

La disponibilita di anticorpi monoclonali anti-TPO ha consentito la purificazione di questo enzima mediante
cromatografia di affinita e ha reso possibile lo sviluppo di dosaggi immunologici specifici per gli autoanticorpi anti-
TPO. Questi metodi presentano gli ovvi vantaggi dell'impiego di antigene purificato e non richiedono
preadsorbimento con hTg del siero in esame.

Recenti studi hanno dimostrato che il dosaggio degli anticorpi anti-TPO con metodi immunologici € clinicamente
affidabile e piu specifico rispetto alla determinazione degli anticorpi anti-antigene microsomiale con tecniche che
impiegano antigene microsomiale della tiroide non purificato.

2. PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

Il metodo utilizzato € di tipo immunoradiometrico (IRMA). Nella prima fase le IgG anti- TPO contenute nei
calibratori o nei campioni si legano alla TPO adsorbita in fase solida. Nella seconda fase la proteina A marcata
con '?| (tracciante '*°l) aggiunta lega il complesso IgG-TPO in fase solida. Dopo le due incubazioni, la quantita di
proteina A marcata legata alla fase solida & proporzionale alla concentrazione di IgG anti-TPO 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 TPO ricombinante ¢ fissata alle pareti delle provette.

Il dosaggio di anticorpi anti-TPO 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 "I 1 flacone
Calibratori di anti-TPO 5 flaconi
Siero di controllo 1 flacone
Diluente campioni / Calibratore zero 1 flacone
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 perossidasi tiroidea ricombinante (baculovirus).
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 lotti differenti di provette
sensibilizzate.

125| (

3.2. Tracciante rosso): reattivo pronto per I'uso

Il flacone contiene 21 mL di proteina A marcata con 125I, sieroalbumina bovina, tampone fosfato-citrato,

conservanti e un colorante rosso inerte. La radioattivita massima & 444 kBq (12 uCi) alla data di taratura.

3.3. Calibratori di anti-TPO: reattivo pronto per l'uso

Ogni flacone contiene 0,5 mL di siero umano prediluito contenente anticorpi anti-TPO, siero di vitello,
sieroalbumina bovina, tampone PBS e conservanti. Le concentrazioni dei calibratori sono le seguenti: 10 - 30 -
100 - 300 - 1000 U/mL. | calibratori del kit sono tarati contro la Preparazione di Riferimento 66/387 anti-TMS
(NIBSC).

| 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 U/mL puo essere calcolata direttamente per interpolazione dalla curva di taratura. E necessario
introdurre un fattore di moltiplicazione solo quando la diluizione del campione € superiore a 1:51.

3.4. Siero di controllo: reattivo liofilo

Il flacone contiene siero umano prediluito contenente anticorpi anti-TPO, 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 / Calibratore zero: reattivo pronto per I'uso

Il flacone contiene 50 mL di tampone PBS, siero di vitello, sieroalbumina bovina e conservanti. Il reattivo &
utilizzato come calibratore zero e per la diluizione dei campioni.

Il reattivo € comune ai kit AB-TPOK-3 e AB-HTGK-3.
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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 200, 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.

5. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

125| (

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 in provette di plastica e agitare su Vortex.

Se si prevedono concentrazioni elevate di IgG anti-TPO, 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 200 pL 200 pL

1"



- 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 l'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 200 pL di tracciante in tutte le provette. Preparare due provette non sensibilizzate per il calcolo
dell'attivita totale contenenti solamente 200 pL di tracciante e lasciarle 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-TPO espressa in U/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-TPO di ciascun
campione espressa in U/mL. Se il campione & stato diluito oltre il fattore iniziale di 1:51, la concentrazione di
anticorpi trovata deve essere moltiplicata per il fattore di diluizione superiore a 1:51, tenendo presente che i
calibratori sono gia prediluiti 1:51.

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 113.962 -

Calibratore zero/diluente campioni 43 0,04
10 U/mL 954 0,84
30 U/mL 2.495 2,19
100 U/mL 8.308 7,29
300 U/mL 21.395 18,77
1000 U/mL 65.080 57,11
Campione 6.914 6,07

Interpolando dalla curva di taratura il campione risulta contenere 90,3 U/mL di IgG anti- TPO.
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Fig. 1

Interpretazione dei risultati

Il primo calibratore (10 U/mL) rappresenta il cut-off del sistema.

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

Tuttavia, si suggerisce di considerare dubbi i campioni con valori di IgG anti-TPO 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 359 soggetti cosi suddivisi: 200 eutiroidei, 98 pazienti
ipotiroidei affetti da tiroidite autoimmune di Hashimoto e 61 pazienti ipertiroidei affetti da morbo di Basedow.
In questa popolazione 200 soggetti sono stati classificati negativi e 159 soggetti positivi per IgG anti-TPO con un
test di riferimento. La popolazione negativa era formata da soggetti provenienti da tutti e tre i gruppi.

Con il kit DiaSorin 195 soggetti sono stati classificati negativi (valori di IgG anti-TPO inferiori a 10 U/mL) e
157 soggetti sono stati classificati positivi (valori di IgG anti-TPO superiori a 10 U/mL).

La concordanza dei risultati era del 98% (352/359).

Tuttavia, i valori riportati qui sopra sono solamente indicativi. Si raccomanda a ciascun laboratorio di stabilire i
propri intervalli di riferimento.

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) o bilirubinemia (fino a 50 mg/dL di bilirubina).

Reazioni crociate. Non si sono osservate reazioni crociate dovute alla presenza di autoanticorpi anti-hTg fino ad
una concentrazione di un milione di IU/mL.
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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 & 0,8 U/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 25 25 25
Media (U/mL) 41,04 121,13 244,00
Deviazione standard 1,70 7,40 6,00
Coefficiente di variazione (%) 4,10 6,10 2,40
Riproducibilita D E F G
Numero di determinazioni 25 25 25 25
Media (U/mL) 214 71,5 146,5 680,5
Deviazione standard 1,9 5,6 7,0 43,9
Coefficiente di variazione (%) 9,1 7.8 4.8 6,5

9.4. Esattezza

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

Test di diluizione. Sono state dosate diluizioni scalari di sei campioni di siero a concentrazione elevata di
anticorpi anti-TPO effettuate nel diluente campioni. Degli esempi sono forniti nella tabella seguente.

Diluizione Concentrazione ancentrazione % Recupero
attesa, U/mL misurata, U/mL

in toto - 437,6 —
1:2 218,8 196,8 89,9
1:4 109,4 109,4 100,0
1:8 54,7 54,9 100,4

1:16 27,3 251 91,9

1:32 13,7 13,6 99,3

in toto — 207,9 —
1:2 104,0 108,4 104,3
1:4 52,0 55,5 106,8
1:8 26,0 22,9 88,1

1:16 13,0 12,2 93,9

1:32 6,5 57 87,7

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-TPO fino a 150 mila U/mL e si € osservato che queste concentrazioni
generano un segnale analitico sempre superiore al calibratore pitu concentrato (curva a saturazione). Per una
corretta quantificazione, i campioni contenenti livelli di IgG anti-TPO 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-TPO dei campioni non diluiti.
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10. LIMITI DEL DOSAGGIO

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. AVVERTENZE 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.

S28 - Incaso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente ed abbondantemente con acqua.

S45 — In caso di incidente 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 l'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. || 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.

15



13. REGOLE DI BASE DI RADIOPROTEZIONE

Reagenti contenenti iodio-125
Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 12,5 pCi (462 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, l'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti alle norme e alle condizioni
della licenza specifica.

ahebN

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.

SCHEMA DEL DOSAGGIO

1- PREPARARE | REATTIVI. DILUIRE | CAMPIONI 1:51.
2- CONTRASSEGNARE LE PROVETTE SENSIBILIZZATE IN DUPLICATO.

3 - DISTRIBUIRE | REATTIVI SECONDO LO SCHEMA SEGUENTE E AGITARE LA MISCELA DI INCUBAZIONE:

PROVETTE
T CAL 0-5 CAMPIONI DILUITI
REATTIVI
CALIBRATORI — 50 uL —
CAMPIONI DILUITI - - 50 uL
TAMPONE DI INCUBAZIONE — 200 pL 200 pL

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

5- ASPIRARE LA MISCELA DI INCUBAZIONE E LAVARE DUE VOLTE CON 2 mL DI TAMPONE DI LAVAGGIO.
6 - DISTRIBUIRE 200 uL DI TRACCIANTE IN TUTTE LE PROVETTE.

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

8 - ASPIRARE IL TRACCIANTE E LAVARE DUE 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-TPO

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

Usage in vitro

1. INTRODUCTION

Dans le sérum des sujets atteints de thyréopathies a pathogénie auto-immunitaire (thyroidite chronique
lymphocytaire de Hashimoto, hypothyroidie primaire chez I'adulte ou myxoedéme idiopathique et maladie de
Basedow) on note des auto-anticorps réactifs a différents antigenes de la thyroide humaine comme la
thyroglobuline (hTg), I'antigéne microsomal de la thyroide (M), le deuxieme antigéne du colloide et le récepteur de
la TSH.

Le dosage des auto-anticorps anti-hTg et anti-antigene microsomal représente la méthode clinique la plus
communément utilisée pour le diagnostic étiopathogénique de I'autoimmunité thyroidienne. Ces anticorps, et plus
particulierement les anticorps anti-antigene microsomal, sont en effet présents (et souvent en concentrations
élevées) chez la plupart des Basedowiens et chez presque tous les malades atteints de la thyroidite de Hashimoto
ou du myxoedéme idiopathique. Par contre, dans les autres maladies de la thyroide, telles que le goitre non
toxique sporadique ou endémique et les néoplasmes bénins ou malins, il n’y a généralement pas d’anticorps anti-
hTg et/ou anti-antigéne microsomal. Les anticorps anti-hTg et anti-antigéne microsomal sont en regle générale
absents chez les sujets normaux. Toutefois, les anticorps anti-antigene microsomal peuvent étre observés chez
les sujets ne présentant aucun signe clinique de thyréopathie, surtout chez les femmes de plus de 50 ans.

Les anticorps anti-antigene microsomal, détectés autrefois au moyen de I'immunofluorescence et de la fixation du
complément, sont actuellement titrés par agglutination passive des globules rouges ou a l'aide de méthodes radio-
immunologiques ou immuno-enzymatiques. Plus le degré de purification de la matiére antigénique utilisée est
élevé, plus ces techniques sont fiables. Alors que I'hTg est identifiée et purifiée depuis longtemps, la structure
encore inconnue de l'antigéne microsomal a empéché sa purification. Les préparations d'antigéne microsomal
communément employées pour la détection des autoanticorps correspondants sont par conséquent —
indépendamment de la technique utilisée — inévitablement contaminées par d'autres antigenes, parmi lesquels
I'nTg. C'est pourquoi il a fallu, pour le dosage spécifique des anticorps anti-antigéne microsomal, recourir a une
quantité excessive d'hTg dans le mélange de réaction afin de remédier au probléeme possible des résultats faux
positifs dus a l'interférence des anticorps anti-hTg.

On a récemment démontré qu'aux niveaux biochimique, immunologique et moléculaire, le principal (et
probablement le seul) composant auto-antigénique de I'antigéne microsomal est représenté par la peroxydase
thyroidienne (TPQO). Cet enzyme joue un rdle essentiel dans la synthése des hormones thyroidiennes en
catalysant I'oxydation du iodure et son incorporation aux résidus de thyrosine de I'nTg.

La disponibilit¢é d'anticorps monoclonaux anti-TPO a permis de purifier cet enzyme au moyen de la
chromatographie d'affinité et a rendu possible le développement des dosages immunologiques propres aux auto-
anticorps anti-TPO. Ces méthodes présentent I'avantage évident d'employer des antigénes purifiés et ne
nécessitent pas de préadsorption du sérum examiné avec I'hTg.

De récentes études ont démontré que le dosage des anticorps anti-TPO avec des méthodes immunologiques est
cliniquement fiable et plus spécifique que la détermination des anticorps anti-antigene microsomal avec des
techniques utilisant de I'antigéne microsomal non purifié.

2. PRINCIPE DU DOSAGE

La méthode utilisée est de type immunoradiométrique (IRMA). Pendant la premiére phase, les IgG anti-TPO
contenues dans les étalons ou les échantillons se fixent a la TPO adsorbée en phase solide. Pendant la deuxiéme
phase, la protéine A marquée a I'®| (traceur '®1) est ajoutée et se fixe au complexe IgG-TPO sur la phase solide.
Aprés les deux incubations, la quantité de protéine A marquée liée a la phase solide est proportionnelle a la
concentration d’lgG anti-TPO 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 I'emploi de
tubes revétus sur les parois desquels la TPO recombinante est fixée.
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Le traceur employé dans le dosage des anticorps anti-TPO 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-TPO 5 flacons
Sérum de controle 1 flacon
Diluant pour échantillons / Etalon zéro 1 flacon
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. Aprés 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.

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 de peroxydase thyroidienne recombinante (baculovirus).

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 diiment fermée. Ne pas mélanger des
tubes revétus provenant de lots différents.

125| (

3.2. Traceur rouge): réactif prét a I'emploi

Le flacon contient 21 mL de protéine A marquée a liode %I, de la sérumalbumine bovine, du tampon phosphaté-

citraté, des conservateurs et un colorant rouge inerte. La radioactivité maximale est de 444 kBq (12 uCi) a la date
d'étalonnage.

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

Chaque flacon contient 0,5 mL du sérum humain prédilué contenant des anticorps anti- TPO, du sérum de veau,
de la sérumalbumine bovine, du tampon PBS et des conservateurs. Les concentrations des étalons sont les
suivantes: 10 - 30 - 100 - 300 - 1000 U/mL. Les étalons de la trousse sont étalonnés par rapport a la Préparation
de Référence 66/387 anti-TMS (NIBSC). 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'apres les
recommandations du fabricant.

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

3.4. Sérum de controle: réactif lyophilisé

Le flacon contient du sérum prédilué d'origine humaine contenant des anticorps anti-TPO, du sérum de veau, du
tampon PBS, de la sérumalbumine bovine et des conservateurs. La plage de concentrations pour chaque contréle
est indiquée dans le certificat d’analyse et indique les limites établies par DiaSorin pour les valeurs de contrble 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 contrdle. Lire directement la valeur sur
la courbe d’étalonnage.
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3.5. Diluant pour échantillons / Etalon zéro: réactif prét a I'emploi

Le flacon contient 50 mL de tampon PBS, du sérum de veau, de la sérumalbumine bovine et des conservateurs.
La solution sert comme étalon zéro et doit étre utilisée pour diluer les échantillons.

Le réactif est commun aux trousses AB-TPOK-3 et AB-HTGK-3.
3.6. Tampon d’incubation (bleu): réactif prét a I'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.

Compiléter 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.

S 45 — En cas d’accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui montrer I'étiquette).

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
onvenable. 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 12,5 uCi (462 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 I'administration interne ou externe du produit, ni par rayonnement, a 'homme ou a
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I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations
et & la licence générale de I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un
accord pour |'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé a un endroit désigné.
L'accés 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 I'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.

U o

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
radioactivité théorique de la trousse.

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 l'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, I'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.

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 uL (justesse + 3%, fidélité 2%) et 200, 500, 1000 puL
(justesse * 2%, fidélité 1%).

- Portoir pour tubes.

- Mélangeur 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, 'EDTA 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
complétement décongelés et les homogénéiser avant le dosage. |l faut éviter les cycles de congélation/
décongélation répétés.

125| (

MO.P.R.I. BP 35 - 78110 Le Vésinet.
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Dilution des échantillons

Les échantillons doivent étre dilués au 1/51 avec le diluant pour échantillons (3.5) avant le dosage. Distribuer
10 uL d’échantillon et 500 uL de diluant pour échantillons dans des tubes en plastique, puis mélanger au Vortex.
Si I'on prévoit des concentrations élevées d’lgG anti-TPO, 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
réactifs 0-5 dilués
Etalons 50 pL -
Echantillons dilués - 50 pL
Tampon d’incubation 200 pL 200 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 200 pL de traceur dans tous les tubes. Préparer deux tubes non revétus ne contenant que 200 pL
de traceur pour le calcul de l'activité totale et les metire de cété 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.

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

% =
BIT% moyenne des coups par minute de 'activité totale x 100

Reporter sur du papier bilogarithmique le pourcentage moyen calculé pour chaque étalon sur I'axe des ordonnées
(y) en fonction de la concentration d'IgG anti-TPO exprimée en U/mL sur l'axe des abscisses (x). La Fig. 1
présente un exemple de la courbe d’étalonnage ainsi obtenue. Lire la concentration d’IgG anti-TPO de chaque
échantillon exprimée en U/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.
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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 113.962 -

Etalon zéro/diluant pour échantillons 43 0,04
10 U/mL 954 0,84
30 U/mL 2.495 2,19
100 U/mL 8.308 7,29
300 U/mL 21.395 18,77
1000 U/mL 65.080 57,11
Echantillon 6.914 6,07

En effectuant l'interpolation de la courbe d'étalonnage, I'échantillon contient 90,3 U/mL d’lgG anti-TPO.

B/T x 100
60 |

0.1 f f f f f
10 30 100 300 1000

1gG anti-TPO, U/mL

Fig. 1

Interprétation des résultats

Le premier point étalon (10 U/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-TPO. 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’lgG anti-TPO se situe
dans lintervalle + 20% de la valeur seuil.

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

11. VALEURS DE REFERENCE

359 sujets ont été étudiés lors de linvestigation clinique: 200 sujets euthyroidiens, 98 patients hypothyroidiens
atteints de thyroidite auto-immune de Hashimoto et 61 patients hyperthyroidiens atteints de la maladie de
Basedow.

Parmi cette population, 200 sujets ont été classés comme négatifs et 159 sujets ont été classés comme positifs
vis-a-vis des IgG anti-TPO par un test de référence. La population négative était formée de sujets provenant des
trois groupes.

Avec la trousse DiaSorin 195 sujets ont été classés comme négatifs (niveaux d’'lgG anti- TPO inférieurs a
10 U/mL) et 157 sujets ont été classés comme positifs (niveaux d’lgG anti-TPO supérieurs a 10 U/mL).

La concordance des résultats a été de 98% (352/359).

Toutefois, les valeurs reportées ci-dessus ne sont données qu’a titre indicatif; chaque laboratoire doit établir ses

propres intervalles des valeurs de référence.
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12. CARACTERISTIQUES DU DOSAGE

12.1. Spécificité analytique

La spécificité analytique est définie comme la capacité du test a détecter exactement I'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) ou une
bilirubinémie (jusqu’a 50 mg/ dL de bilirubine).

Réactions croisées. Aucune réaction croisée due a la présence d’auto-anticorps anti- hTg jusqu’a un niveau d’'un
million de Ul/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 0,8 U/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 25 25 25
Moyenne (U/mL) 41,04 121,13 244,00
Ecart type 1,70 7,40 6,00
% de coefficient de variation 4,10 6,10 2,40
Reproductibilité D E F G
Nombre de déterminations 25 25 25 25
Moyenne (U/mL) 21,4 71,5 146,5 680,5
Ecart type 1,9 5,6 7,0 43,9
% de coefficient de variation 9,1 7,8 4,8 6,5

12.4. Justesse

La justesse du dosage a été vérifiee a I'aide du test de dilution.

Test de dilution. Le test de dilution a été réalisé sur six sérums de concentration élevée en auto-anticorps anti-
TPO dilués en série dans le diluant pour échantillons. Des exemples sont donnés dans le tableau suivant.

Dilution Concentration Conce’ntration % Récupération
attendue, U/mL mesurée, U/mL

pur — 437,6 —
1/2 218,8 196,8 89,9
1/4 109,4 109,4 100,0
1/8 54,7 54,9 100,4

1/16 27,3 25,1 91,9

1/32 13,7 13,6 99,3
pur — 207,9 —
1/2 104,0 108,4 104,3
1/4 52,0 55,5 106,8
1/8 26,0 22,9 88,1

116 13,0 12,2 93,9

1/32 6,5 57 87,7
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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-TPO jusqu'a 150 mille U/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-TPO 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

Le diagnostic ne doit pas étre établi d'apres 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 . ECHANTILLONS
. T ETALONS 0-5 -
REACTIFS DILUES
ETALONS - 50 L -
ECHANTILLONS DILUES - - 50 L
TAMPON D'INCUBATION - 200 pL 200 L
4 - INCUBER PENDANT DEUX HEURES A TEMPERATURE AMBIANTE EN AGITATION.
5- ASPIRER LE MELANGE D'INCUBATION PUIS RINCER DEUX FOIS AVEC 2 mL DE TAMPON DE LAVAGE.
6- DISTRIBUER 200 pL DE TRACEUR DANS TOUS LES TUBES.
7 - INCUBER PENDANT DEUX HEURES A TEMPERATURE AMBIANTE EN AGITATION.
8- ASPIRER LE TRACEUR PUIS RINCER DEUX FOIS AVEC 2 mL DE TAMPON DE LAVAGE.
9- MESURER LA RADIOACTIVITE DES TUBES.
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Anti-TPO IgG IRMA

Methode zur quantitativen immunradiometrischen Bestimmung
der gegen die Human-Schilddriisenperoxidase
gerichteten Autoantikorper (Anti-TPO IgG)
in Humanserum oder -plasma

Nur fir In-vitro-Diagnostik

1. EINLEITUNG

Im Serum von an Thyreopathien mit autoimmuner Pathogenese leidenden Patienten (chronische lymphozytare
Hashimoto-Thyreoiditis, primare Hypothyreose des Erwachsenen oder idiopathisches Myxédem und Morbus
Basedow) sind Autoantikorper vorhanden, die mit verschiedenen Komponenten der menschlichen Schilddrise
reagieren, darunter Thyreoglobulin (hTg), Mikrosomen-Antigen der Schilddriise (M), zweites Antigen des Kolloids
und Rezeptor des TSH.

Die Bestimmung der gegen Thyreoglobulin (Anti-hTg) und gegen Mikrosomen-Antigen (Anti-M) gerichteten
Autoantikorper ist das in der klinischen Praxis meist verwendete Diagnose-System fir die etiopathogenetische
Diagnose einer Schilddriisen-Autoimmunitat. Diese Antikorper, und besonders die gegen das Mikrosomen-Antigen
gerichteten Antikorper, sind namlich (oft mit hohen Titern) im grof3ten Teil der an Morbus Basedow leidenden
Patienten und in fast allen an Hashimoto-Thyreoiditis oder idiopathischem Myxddem leidenden Patienten
vorhanden. Im Gegensatz sind gegen hTg und/oder gegen Mikrosomen-Antigen gerichtete Antikdrper in
verschiedenen anderen Schilddriisen-Erkrankungen, wie nicht-toxische sporadische oder endemische Struma und
gutoder bosartige Neoplasmen, nie mit hohen Titern vorhanden. Gegen hTg und Mikrosomen-Antigen gerichtete
Antikodrper sind in der Regel bei normalen Patienten abwesend. Jedenfalls kdnnen die gegen das Mikrosomen-
Antigen gerichteten Antikorper in Personen ohne klinische Zeichen einer Thyreopathie beobachtet werden,
besonders bei uber 50 Jahre alten Frauen.

Die gegen das Mikrosomen-Antigen gerichteten Antikdérper, die urspriinglich mit der Immunfluoreszenz und der
Komplementfixierung beschrieben wurden, werden jetzt mittels passiver Hamoagglutination oder mit
radioimmunen oder immunenzymatischen Methoden bestimmt. Diese Methoden sind je zuverlassiger, desto héher
der Reinheitsgrad des verwendeten Antigen-Materials ist. Wahrend hTg seit langer Zeit identifiziert und gereinigt
wurde, ist die Reinigung des Mikrosomen-Antigens der Schilddriise bis heute wegen der mangelnden Kenntnisse
Uber seine Natur nicht méglich. Die Praparate des Mikrosomen-Antigens der Schilddriise, die normalerweise zur
Bestimmung der entsprechenden Antikdrper verwendet werden, sind namlich, unabhangig von der angewandten
Methode, unvermeidlich von anderen Materialien kontaminiert, unter denen hTg deutlich identifiziert wurde. Das
hat die Anwendung des UbermaRigen hTg in der Reaktionsmischung fir die spezifische Bestimmung der gegen
das Mikrosomen-Antigen gerichteten Antikorper notwendig gemacht, um den mdglichen falsch-positiven
Ergebnissen vorzubeugen, die von der Interferenz der Anti-hTg-Antikdrper verursacht werden.

Vor kurzem wurde biochemisch, immunologisch und molekular bewiesen, dass der wichtigste (und
wahrscheinlich der einzige) Autoantigen-Teil des Mikrosomen-Antigens der Schilddriise die Schilddriisen-
peroxidase (TPO) ist. Dieses Enzym spielt eine wesentliche Rolle in der Synthese der Schilddriisen-
Hormonen, indem es die Oxidation des Jodids und seine Vermischung in den Thyreosylresten von hTg
katalysiert.

Die Verfugbarkeit Gber monoklonale Anti-TPO-Antikérper hat die Reinigung dieses Enzyms mittels
Affinitdtschromatographie erlaubt und die Entwicklung spezifischer immunologischer Bestimmungen fir
die Anti-TPO-Autoantikdrper ermdglicht. Diese Methoden haben die selbstverstandlichen Vorteile der
Anwendung des gereinigten Antigens und bendtigen keine Voradsorption mit hTg des untersuchten
Serums.

Neueste Forschungen haben bewiesen, dass die Bestimmung der Anti-TPO-Antikérper mit
immunologischen Methoden klinisch zuverlassig und spezifischer ist, als die Bestimmung der gegen das
Mikrosomen-Antigen gerichteten Antikorper mit Methoden, die nicht gereinigtes Mikrosomen-Antigen der
Schilddrise verwenden.
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2. TESTPRINZIP

Der Test beruht auf der immunradiometrischen Technik (IRMA). An die Réhrcheninnenwand gebundene TPO
reagiert im ersten Reaktionsschritt mit dem in den Proben oder Kalibratoren vorhandenen Anti-TPO IgG. Im
zweiten Schritt wird das mit '%°J markierte Protein A (*?*J-Tracer) an das Fc-Fragment des IgG-TPO-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-TPO IgG. Am Ende jeder Inkubation wird
das ungebundene Material durch Absaugen und Waschen entfernt. Als Trennmethode wird die Coated-Tube-
Technik verwendet, bei der die rekombinierende TPO an der Réhrcheninnenflache fixiert ist.

Zur Bestimmung der gegen TPO 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 IgG-
Molekdle bindet.

3. LIEFERUMFANG DES TESTS

Beschichtete Réhrchen 100

125 J-Tracer 1 Flaschchen
Anti-TPO-Kalibratoren 5 Flaschchen
Kontrollserum 1 Flaschchen
Probenverdiinnungslésung / Nullkalibrator 1 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 tagsiiber bei Raumtemperatur verwendet und nachtsliber bei 2-8°C
aufbewahrt wird.

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 Rohrchens ist mit rekombinierender Schilddrisenperoxidase beschichtet (Baculovirus).
Vor Gebrauch die Rbéhrchen in der ungedffneten Dose auf Raumtemperatur bringen, um die Bildung von
Kondenswasser auf der Oberfidche zu vermeiden.

Nichtgebrauchte Roéhrchen 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 21 mL mit '*°J markiertes Protein A, Rinderserumalbumin, Phosphat-Zitrat-Puffer,
Konservierungsmittel und einen inerten roten Farbstoff. Die Radioaktivitat betragt max. 444 kBq (12 pCi) am Tag
der Kalibration.

3.3. Anti-TPO-Kalibratoren (gebrauchsfertige Lésungen)

Jedes Flaschchen enthalt 0,5 mL vorverdiinntes Humanserum, das Anti-TPO-Antikorper enthalt, Kalbserum,
Rinderserumalbumin, PBS-Puffer und Konservierungsmittel. Die Konzentrationen der Kalibratoren sind: 10-30-
100- 300-1000 E/mL. Die Kalibratoren des Kits sind nach der Bezugspraparation 66/387 Anti-TMS (NIBSC)
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 wer- den, geméal3 den Anweisungen des
Herstellers.

Da die Kalibratoren im Verhéltnis 1:51 vorverdiinnt wurden und die Werte entsprechend der Verdiinnung
vorliegen, kbnnen die E/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.
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3.4. Kontrollserum (lyophilisiert)

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

Den Inhalt des Flaschchens in 1 mL Aqua dest. auflésen. Die so erhaltene Ldsung 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 / Nullkalibrator (gebrauchsfertige Lésung)

Das Flaschchen enthalt 50 mL PBS-Puffer, Kalbserum, Rinderserumalbumin und Konservierungsmittel. Das
Reagenz wird als Nullkalibrator und fiir die Verdiinnung der Proben verwendet.

Das Reagenz ist sowohl fiir den AB-TPOK-3 Kit, als auch fiir den AB-HTGK-3 Kit anwendbar.

3.6. Inkubationspuffer (blau) (gebrauchsfertige Losung)

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)

- Aqua dest. und deionisiertes Wasser.

- Glasbehalter.

- Plastikréhrchen fiir den einmaligen Gebrauch.

- Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 50, 200, 500, 1000 pL) (10, 50 pL: Richtigkeit + 3%, Prazision 2%; 200,
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.).

5. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es kann Human-Serum oder -Plasma verwendet werden. Die Antikoagulanten Zitrat, EDTA und Heparin wurden
getestet und kdnnen 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
lipdmisch sind, oder Erythrozytenreste aufweisen, durch Filtern oder Zentrifugieren klaren. Weder stark
hamolytische oder lipdmische 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 Probenverdiinnungsldsung (3.5) vor Gebrauch im Verhéltnis 1:51 verdiinnen
(z.B. 10 pL Probe + 500 pL Verdinnungslésung in Plastikrdhrchen) und im Vortex-Mischer mischen.

Werden hohe Konzentrationen von Anti-TPO IgG erwartet, mit im Kit mitgelieferter Probenverdiinnungslésung
noch starker verdinnen. Die Kalibratoren und das Kontrollserum sind gebrauchsfertig und miissen nicht verdiinnt
werden.
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6. TESTDURCHFUHRUNG

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

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

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

- Reagenzien auf den Boden der beschichteten Rbhrchen pipettieren. Der Testverlauf erfolgt nach folgendem
Schema:

Rohrchen Kalibratoren Verdiinnte
Reagenzien 0-5 Proben
Kalibratoren 50 pL -
Verdinnte Proben - 50 pL
Inkubationspuffer 200 pL 200 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 vollstandig eliminiert ist, indem man sich versichert, dass die Absaug-
Pipettenspitze den Boden der beschichteten R6hrchen 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.

- 200 pL Tracer in alle Réhrchen pipettieren. Je 200 pL Tracer zur Bestimmung der Totalaktivitat in zwei
unbeschichteten Réhrchen geben und bis zur Zahlung stehen lassen.

- 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schittler (300-350 Upm) inkubieren.

- Tracer sorgfaltig absaugen und zweimal mit 2 mL Waschpuffer waschen. Wie oben verfahren.

- Die Radioaktivitat der Réhrchen messen.

7. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE
Die mittlere Nettozahlrate von Proben und Kalibratoren ausrechnen. Den B/T%-Quotienten nach folgender Formel
berechnen:

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

mittlere Zahlrate der Totalaktivitat

Auf logarithmischem Papier die mittleren Prozentwerte jedes Kalibrators auf der Ordinate (y-Achse) in Funktion zur
Anti-TPO IgG-Konzentration ausgedrickt in E/mL auf der Abszisse (x-Achse) auftragen. Durch Verbinden der
Punkte wird eine Kalibrationskurve erstellt (Abb. 1). Die Konzentrationen von Anti-TPO IgG von jeder Probe,
ausgedrickt in E/mL, direkt von der Kalibrationskurve ablesen. Wurde die Probe Uber den Anfangsfaktor 1:51
verdiinnt, so muss die Antikdrper-Konzentration mit dem richtigen Verdinnungsfaktor multipliziert werden, indem
man sich gegenwartig halt, dass die Kalibratoren schon zu 1:51 vorverduinnt 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 113.962 -

Nullkalibrator/Probenverdiinnungslésung 43 0,04
10 E/mL 954 0,84
30 E/mL 2.495 2,19
100 E/mL 8.308 7,29
300 E/mL 21.395 18,77
1000 E/mL 65.080 57,11
Probe 6.914 6,07

Durch Ablesen von der Kalibrationskurve wird fur die Probe einen Anti-TPO IgG-Wert von 90,3 E/mL gefunden.

B/T x 100

01 f f f f f
10 30 100 300 1000

1gG anti-TPO, E/mL

Abb. 1

Interpretation der Ergebnisse

Der erste Kalibrator (10 E/mL) stellt den Grenzwert des Systems dar.

Proben, deren Wert groRer oder gleich dem Grenzwert ist, werden als positiv fiir die Anwesenheit von Anti-TPO
IgG bewertet. Proben, deren Wert kleiner als der Grenzwert ist, werden als negativ bewertet.

Proben, deren Anti-TPO IgG-Wert innerhalb von + 20% des Grenzwerts liegt, sind anzuzweifeln.
Es wird jedem Labor empfohlen, eigene Referenzbereiche zu bestimmen.

8. ERWARTETE WERTE

Wahrend des klinischen Versuchs wurden 359 Personen untersucht: 200 euthyreote Patienten, 98 hypothyreote,
an autoimmuner Hashimoto-Thyreoiditis leidende Patienten, 61 hyperthyreote, an Morbus Basedow leidende
Patienten.

In dieser Bevolkerung wurden 200 Personen als negativ und 159 Personen als positiv fir Anti-TPO IgG mit einem
Bezugstest bewertet. Die negative Bevolkerung war von Personen gebildet, die aus allen drei untersuchten
Gruppen stammten.

Mit dem DiaSorin-Kit wurden 195 Personen als negativ bewertet (Anti-TPO IgG-Werte kleiner als 10 E/mL), und
157 Personen wurden als positiv bewertet (Anti-TPO IgG-Werte gréRer als 10 E/mL).

Es ergab sich eine 98%ige Ubereinstimmung der Ergebnisse (352/359).

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) oder Bilirubinamie (bis 50 mg/dL Bilirubin) beeinflusst werden.

Kreuzreaktionen. Kreuzreaktionen durch Autoantikérper, die gegen hTg gerichtet sind, bis zu einer Konzentration
von 1.000.000 IE/mL wurden nicht beobachtet.

9.2. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat kann auch als Nachweisgrenze ausgedriickt werden, d.h. die minimale Quantitat des
Analyten, die durch den Test bestimmt werden kann. Die Nachweisgrenze ist 0,8 E/mL bei einer Konfidenz-
Grenze von 95%. Sie wurde als die scheinbare Analyt-Konzentration berechnet, die man vom Nullkalibrator
(Probenverdiinnungslésung) unterscheiden kann, d.h. zwei Standardabweichungen iber 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 25 25 25
Mittelwert (E/mL) 41,04 121,13 244,00
Standardabweichung 1,70 7,40 6,00
Variationskoeffizient (%) 4,10 6,10 2,40
Vergleichprazision D E F G
Anzahl der Bestimmungen 25 25 25 25
Mittelwert (E/mL) 21,4 71,5 146,5 680,5
Standardabweichung 1,9 5,6 7,0 43,9
Variationskoeffizient (%) 9,1 7.8 4,8 6,5

9.4. Richtigkeit

Die Richtigkeit der Bestimmung wurde durch den Verdinnungstest kontrolliert.

Verdiinnungstest. Es wurden sechs Proben mit hohen Anti-TPO Antikrper-Konzentrationen nach serieller
Verdinnung mit der Probenverdiinnungsldsung getestet. Beispiele werden in der folgenden Tabelle angegeben.

Erwartete Erhaltene
Verdiinnung Konzentration, Konzentration, % Wiederfindung
E/mL E/mL

leer — 437,6 —
1:2 218,8 196,8 89,9
1:4 109,4 109,4 100,0
1:8 54,7 54,9 100,4

1:16 27,3 25,1 91,9

1:32 13,7 13,6 99,3
leer - 207, —
1:2 104,0 108,4 104,3
1:4 52,0 55,5 106,8
1:8 26,0 22,9 88,1

1:16 13,0 12,2 93,9

1:32 6,5 5,7 87,7
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9.5. Sattigungseffekt bei hohen Konzentrationen

Wenn Proben mit extrem hohen Antikorper-Konzentrationen mit einer Sandwich-Methode mit zwei Inkubationen
getestet werden, ist es mdglich, 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-TPO IgG-Konzentrationen bis zu 150.000 E/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 hohere Anti-TPO IgG-Niveaus als
das des konzentriertesten Kalibrators aufweisen, mit dem Nullkalibrator (Probenverdiinnungslésung) verdiinnt und
neu dosiert werden. Die Ergebnisse missen dann mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert werden, der grof3er als
1:51 ist, um die Anti-TPO IgG-Niveaus der unverdiinnten Proben zu erhalten.

10. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die Diagnose darf 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
Voraussetzung fir die Erzielung zuverlassiger Ergebnisse. Auf prazise Herstellung und Verteilung der Reagenzien
und gutes Pipettieren und griindliches Absaugen und Waschen ist zu achten.

Nicht wiederholbare Proben konnen folgende Ursachen haben:

- Vertauschen der Flaschchenverschliisse.

- 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 R6hrchenrander 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 Wegschitten von Substanzen,
die Natriumazid enthalten, vollstandig mit Wasser durchzuspulen (Council Directive 99/45/EC).

R22 - Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

R 31 - Entwickelt bei Beriihrung mit Saure giftige Gase.

S 28 - BeiBerlihrung 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 Prufverfahren Keimfreiheit wirklich

garantieren kann, sollten alle Praparate menschlicher Herkunft als potentiell infektiés angesehen und
dementsprechend vorsichtig behandelt werden.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN

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

- Loésungen diirfen 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 grindlich 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.
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- 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 zustéandigen
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.

13. GRUNDREGELN DES STRAHLENSCHUTZES

Reagenzien mit Jod-125
Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit héchstens 12,5 puCi (462 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,
veterinarmedizinisch tatigen Tierarzten, klinischen Labors oder Krankenhausern und nur fir 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 Auslibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen
hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafiir 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.
Verschuttetes Material aufwischen und den Bereich anschlieRend mit alkalischem Reinigungsmittel oder
radiologischer Dekontaminationslésung wischen. Alle benutzten Glasbehalter griindlichst mit Wasser
spulen, bevor sie zusammen mit anderen Laborbehéltern 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.

abhwb

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.
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AB-TPOK-3
PIPETTIERSCHEMA

BITTE SORGFALTIG DIE GEBRAUCHSANLEITUNG BEACHTEN.

| KALIBRATOREN, VERDUNNTE PROBEN, KONTROLLSERUM 50 pL

\

| INKUBATIONSPUFFER 200 pL

\

MISCHEN.

\

INKUBATION: 2 Std. BEI RAUMTEMPERATUR AUF DEM SCHUTTLER.

\

ABSAUGEN UND WASCHEN.

\

TRACER 200 pL

\

MISCHEN.

\

INKUBATION: 2 Std. BEI RAUMTEMPERATUR AUF DEM SCHUTTLER.

\

ABSAUGEN UND WASCHEN.

\

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

Procedimiento para el analisis cuantitativo de los
autoanticuerpos anti-tiroides peroxidasa humana (IlgG anti-TPO)
en muestras de suero o plasma humano

Sdlo para uso in vitro

1. INTRODUCCION

En el suero de pacientes afectados por tiropatias de patogénesis autoinmune (tiroiditis crénica linfocitica de
Hashimoto, hipotiroidismo primario del adulto o mixedema idiopatico y enfermedad de Graves-Basedow) se
encuentran presentes autoanticuerpos reactivos con varios constituyentes del tiroides humano que incluyen la
tiroglobulina (hTg), el antigeno microsomial del tiroides (M), el segundo antigeno de la coloide y el receptor del
TSH.

La determinacién de los autoanticuerpos anti-tiroglobulina (anti-hTg) y anti-antigeno microsomial (anti-M)
representa el examen de diagndstico mas utilizado en la practica clinica para el diagndstico etiopatogénico de
autoinmunidad del tiroides. Estos anticuerpos, y en particular los anti-antigeno microsomial, estan presentes (a
menudo con concentraciones elevadas) en la gran mayoria de los pacientes con enfermedad de Graves-Basedow
y en la casi totalidad de las personas afectadas por tiroiditis de Hashimoto o mixedema idiopatico. Por el contrario,
la determinacion de los anticuerpos anti-hTg y/o antiantigeno microsomial no resulta nunca elevada en otras
muchas enfermedades del tiroides como el bocio no téxico esporadico o endémico y las neoplasias benignas o
malignas. Los anticuerpos anti-hTg y anti-antigeno microsomial generalmente estan ausentes en los sujetos
normales. En cualquier caso, los anticuerpos anti-antigeno microsomial se pueden observar en sujetos sin ningun
sintoma clinico de tiropatia, especialmente en las mujeres de edad superior a 50 afos.

Los anticuerpos anti-antigeno microsomial, en principio descritos con la inmunofluorescencia y la fijacion del
complemento, actualmente se titulan mediante hemoaglutinacién pasiva o con métodos radioinmunolégicos o
inmunoenzimaticos. Estas técnicas son mas fiables cuanto mayor es el grado de purificaciéon del material
antigénico utilizado. Mientras la hTg ha sido identificada y purificada hace tiempo, hasta el momento actual, la
falta de conocimiento de la naturaleza del antigeno microsomial del tiroides ha impedido su purificacién. Las
preparaciones de antigeno microsomial del tiroides comunmente empleadas para detectar los respectivos
autoanticuerpos resultan, por consiguiente, independientemente de la técnica empleada, inevitablemente
contaminadas por otros antigenos, entre los cuales se ha identificado claramente la hTg. Esto ha hecho
necesario, para la determinacién especifica de los anticuerpos anti-antigeno microsomial, el empleo de hTg en
exceso en la mezcla de reaccién, para compensar los posibles resultados falsos positivos debidos a la
interferencia de los anticuerpos anti-hTg.

Recientemente ha sido demostrado a nivel bioquimico, inmunolégico y molecular, que el principal
(y probablemente unico) componente autoantigénico de antigeno microsomial del tiroides esta representado por la
tiroides peroxidasa (TPO). Esta enzima tiene un papel esencial en la sintesis de las hormonas tiroideas,
catalizando la oxidacion del yoduro y su incorporacion a los residuos tirosilicios de la hTg.

La disponibilidad de anticuerpos monoclonales anti-TPO ha permitido la purificacion de esta enzima mediante
cromatografia de afinidades y ha hecho posible el desarrollo de ensayos inmunolégicos especificos para los
autoanticuerpos anti-TPO. Estos métodos presentan las ventajas obvias del empleo de antigeno purificado y no
requieren preadsorcion con hTg del suero en examen.

Recientes estudios han demostrado que la determinacién de los anticuerpos anti-TPO con métodos
inmunolégicos es clinicamente fiable y mas especifica respecto a la determinacion de los anticuerpos anti-
antigeno microsomial con técnicas que emplean antigeno microsomial del tiroides no purificado.
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2. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El método utilizado es de tipo inmunorradiométrico (IRMA). En la primera fase la IgG anti-TPO contenida en los
calibradores o en las muestras se enlaza a la TPO adsorbida en fase sdlida. En la segunda fase, la proteina A
marcada con '?| (trazador '°l) afiadida enlaza los complejos IgG-TPO en fase solida. Después de las dos
incubaciones, la cantidad de proteina A marcada enlazada a la fase sélida es proporcional a la concentracién de
IgG anti-TPO presente en los calibradores o en las muestras. Al final de cada incubacién, 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 TPO recombinante se fija a las paredes de los tubos.

La determinacion de anticuerpos anti-TPO 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 125| 1 vial
Calibradores de anti-TPO 5 viales
Suero de control 1 vial
Diluyente de las muestras / Calibrador cero 1 vial
Tampén de incubacion 1 vial
Tampédn 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
esta 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.

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 tiroides peroxidasa recombinante (baculovirus).
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 21 mL de proteina A marcada con '®|, albimina sérica bovina, tampon fosfato-citrato,

conservantes y un colorante rojo inactivo. La radioactividad maxima es de 444 kBq (12 uCi) en la fecha de
calibracion.

3.3. Calibradores de anti-TPO: reactivo listo para el uso

Cada vial contiene 0,5 mL de suero humano prediluido que contiene anticuerpos anti- TPO, suero de becerro,
albumina sérica bovina, tampdn PBS y conservantes. Las concentraciones de los calibradores son las siguientes:
10 - 30 - 100 - 300 - 1000 U/mL. Los calibradores del kit estan calibrados contra la Preparacion de Referencia
66/387 anti- TMS (NIBSC). 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 diagnéstico in vitro, segtn las
recomendaciones del fabricante.
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Dado que los calibradores han sido prediluidos 1:51 y se han determinado los respectivos valores, la
concentracion de las muestras en U/mL se puede calcular directamente por interpolaciéon de la curva de
calibracion. Es necesario introducir un factor de multiplicacién 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 que contiene anticuerpos anti-TPO, suero de becerro, albumina sérica
bovina, tampdn PBS y conservantes. El rango de concentraciones de cada control aparece en el certificado de
analisis, 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 solucidon 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 / Calibrador cero: reactivo listo para el uso

El vial contiene 50 mL de tampén PBS, suero de becerro, albumina sérica bovina y conservantes. El reactivo se
utiliza como calibrador cero y para la diluciéon de las muestras.

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 solucién de tampon TRIS, albumina sérica bovina, detergentes, conservantes y un
colorante azul inactivo.

3.7. Tampén de lavado: reactivo en solucion (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 solucién 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%, precision 2%) y 200, 500, 1000 pL
(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 tampon 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
cémputo debe ser prolongado a 2 min.

125| (

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 contaminaciéon 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.
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Dilucién 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 uL de diluyente de las muestras en los tubos de plastico y agite en el Vortex. Si se prevén
concentraciones elevadas de IgG anti-TPO, 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 interrupcién. 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
reactivos 0-5 diluidas
Calibradores 50 pL -
Muestras diluidas - 50 pL
Tampon de incubacién 200 uL 200 pL

- 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 200 pL de trazador en todos los tubos. Prepare dos tubos no recubiertos para el célculo de la

actividad total, que contengan solamente 200 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 tampo6n de lavado. Actue como antes.
- Mida la radioactividad de los tubos.

7. CALCULO DE LOS RESULTADOS

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

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

cémputo 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-TPO expresada en U/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-TPO de cada muestra expresada en U/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 113.962 -

Calibrador cero/diluyente de las muestras 43 0,04
10 U/mL 954 0,84
30 U/mL 2.495 2,19
100 U/mL 8.308 7,29
300 U/mL 21.395 18,77
1000 U/mL 65.080 57,11
Muestra 6.914 6,07

Interpolando de la curva de calibracién, la muestra contiene 90,3 U/mL de IgG anti-TPO.

B/T x 100
60 |

0.1 f f f f
10 30 100 300 1000

1gG anti-TPO, U/mL

Fig. 1

Interpretacion de los resultados
El primer calibrador (10 U/mL) representa el valor limite (de cut-off) del sistema.

Se consideran positivas para la presencia de IgG anti-TPO 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-TPO 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 359 sujetos subdivididos del siguiente modo:
200 sujetos eutiroideos, 98 pacientes hipotiroideos afectados por tiroiditis autoinmune de Hashimoto y
61 pacientes hipertiroideos afectados por la enfermedad de Basedow.

En esta poblacién, 200 sujetos fueron clasificados negativos y 159 sujetos fueron clasificados positivos para IgG
anti-TPO con un test de referencia. La poblacién negativa estaba formada por sujetos procedentes de los tres
grupos. Con el kit DiaSorin 195 sujetos fueron clasificados negativos (valores de IgG anti-TPO inferiores a
10 U/mL) y 157 sujetos fueron clasificados positivos (valores de IgG anti- TPO superiores a 10 U/mL).

La concordancia de los resultados era del 98% (352/359).

Sin embargo, los valores mostrados mas arriba son sélo indicativos. Se recomienda a cada laboratorio que
establezca sus propios intervalos de referencia.
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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,
hemolisis, efectos de tratamientos de la muestra) o de reacciones cruzadas con analitos potencialmente
interferentes.

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) o bilirrubinemia (hasta 50 mg/dL de
bilirrubina).

Reacciones cruzadas. No se han observado reacciones cruzadas debidas a la presencia de autoanticuerpos
anti-hTg hasta una concentracion de un millon de Ul/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 deteccién es de 0,8 U/mL al 95% de confianza. Ha sido
calculado como la concentracion 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 25 25 25
Media (U/mL) 41,04 121,13 244,00
Desviacién estandar 1,70 7,40 6,00
Coeficiente de variacion (%) 4,10 6,10 2,40
Reproducibilidad D E F G
Numero de determinaciones 25 25 25 25
Media (U/mL) 21,4 71,5 146,5 680,5
Desviacion estandar 1,9 5,6 7,0 43,9
Coeficiente de variacion (%) 9,1 7,8 4,8 6,5

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 seis muestras de suero de concentracion elevada
de anticuerpos anti-TPO realizadas en el diluyente de las muestras. En la siguiente tabla se muestran algunos
ejemplos.

Dilucion Concentracion Conc_:entraci(’)n % Recuperacion
esperada, U/mL medida, U/mL
no diluido — 437,6 —
1:2 218,8 196,8 89,9
1:4 109,4 109,4 100,0
1:8 54,7 54,9 100,4
1:16 27,3 25,1 91,9
1:32 13,7 13,6 99,3
no diluido - 207,9 —
1:2 104,0 108,4 104,3
1:4 52,0 55,5 106,8
1:8 26,0 22,9 88,1
1:16 13,0 12,2 93,9
1:32 6,5 57 87,7
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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).

Se han ensayado concentraciones de IgG anti-TPO hasta 150 mil U/mL y se ha observado que estas
concentraciones generan una sefal analitica siempre superior al calibrador mas concentrado (curva a saturacion).
Para cuantificar las muestras correctamente, las muestras que contienen unos niveles de IgG anti-TPO mayores
que el del calibrador mas concentrado deben ser diluidas con el diluyente de las muestras y analizadas de nuevo.
Los resultados entonces deben ser multiplicados por el factor de dilucién superior a 1:51 para obtener los niveles
de IgG anti-TPO de las muestras no diluidas.

10. LIMITACIONES DEL ENSAYO

El diagnéstico no se debe formular en base al resultado de un solo ensayo, sino que éste se debe validar con
otras pruebas clinicas, procedimientos diagnosticos 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 distribucion de
los reactivos y de aspiracion y lavado son indispensables para la fiabilidad del ensayo.

Resultados no reproducibles se deben principalmente a factores metodolégicos, 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 eliminacién de soluciones que contengan azida sodica (Council Directive 99/45/EC).

R 22 - Nocivo por ingestion.

R 31 - En contacto con acidos libera gases toxicos.
S 28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediata y abundantemente con agua.
S45 - En caso de accidente o malestar, acudase 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 ejecucion 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.
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Todas las muestras, los reactivos biologicos 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 biologicos.

13. REGLAS BASICAS DE SEGURIDAD CONTRA LAS RADIACIONES

Reactivos con contenido de azida sodica

Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 12,5 uCi (462 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 radioisétopos con licencia genérica:

Este material radiactivo solo 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, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia
genérica de la Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comision 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 solucién decontaminante radiolégica. Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse
completamente con agua antes de lavarse con otros recipientes de laboratorio.

Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos 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.

o oD
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ESQUEMA DEL ENSAYO

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

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

s | owes | S
REACTIVOS
CALIBRADORES - 50 uL -
MUESTRAS DILUIDAS - - 50 uL
TAMPON DE INCUBACION - 200 pl 200 pl

4-

INCUBE DURANTE 2 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE EN AGITACION.

ASPIRE LA MEZCLA DE INCUBACION Y LAVE 2 VECES CON 2 mL DE TAMPON DE LAVADO.
DISTRIBUYA 200 uL DE TRAZADOR EN TODOS LOS TUBOS.

INCUBE DURANTE 2 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE EN AGITACION.

ASPIRE EL TRAZADOR Y LAVE 2 VECES CON 2 mL DE TAMPON DE LAVADO.

MIDA LA RADIOACTIVIDAD DE LOS TUBOS.
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TESTE IMUNO-RADIOMETRICO
DOS ANTICORPOS ANTI-TPO

Procedimento para a determinagao quantitativa dos
auto-anticorpos anti-peroxidase da tiréide humana (IgG anti-TPO)
em amostras de soro ou plasma humano

S6 para uso in vitro

1. INTRODUGAO

Na circulagédo de doentes afectados por doengas da tirdide de patogénese auto-imune (tiroidite de Hashimoto
cronica, hipotiroidismo primario do adulto, mixedema idiopatico e doenga de Basedow) encontram-se auto-
anticorpos que reagem com varios antigénios da tiréide humana, que incluem a tiroglobulina (hTg), o antigénio
microssomal da tiréide (M), o segundo antigénio do coldide e o receptor da TSH.

O teste dos auto-anticorpos anti-tiroglobulina (anti-hTg) e anti-antigénio microssomal (anti-M) é o método
diagnéstico mais utilizado na pratica clinica para o diagnéstico etiopatogénico de doengas auto-imunes da tiréide.
Efectivamente, estes anticorpos, em particular os anticorpos microssomais, encontram-se (geralmente com niveis
elevados) na grande maioria dos doentes com doenga de Basedow e em quase todos aqueles afectados por
tiroidite de Hashimoto ou mixedema idiopatico. Ao contrario, os anticorpos anti- hTg e/ou microssomais
geralmente ndo sédo encontrados em outras doencas da tirdide, tais como o bdcio atdxico esporadico ou endémico
e os neoplasmas benignos ou malignos. Os anticorpos anti-hTg e microssomais geralmente ndo existem em
individuos normais; principalmente os anticorpos microssomais podem ser observados em individuos sem algum
sinal clinico de doengas da tirdide, especialmente nas mulheres com mais de 50 anos.

Os anticorpos microssomais foram originalmente detectados com a imunofluorescéncia e a fixagdo do
complemento e sdo actualmente titulados mediante hemaglutinagéo passiva ou com métodos radioimunoldgicos
ou imunoenzimaticos. A fiabilidade destes testes é proporcional a purificacdo do antigénio. Enquanto que a hTg
foi identificada e purificada ha muito tempo, até hoje a falta de conhecimento da natureza do antigénio
microssomal impediu a sua purificagdo. Por isso, as preparagdes do antigénio microssomal comumente utilizadas
para a deteccao dos auto-anticorpos resultam inevitavelmente contaminadas por outros antigénios, dentre os
quais foi claramente identificada a hTg. Isso tornou necessario o uso de hTg em excesso na mistura de reacg¢ao
do teste dos anticorpos microssomais para remediar os possiveis resultados falsos positivos devidos a
interferéncia dos anticorpos anti-hTg.

Recentemente, a peroxidase da tirdide (TPO) foi identificada como o principal, e provavelmente unico,
componente auto-antigénico do antigénio microssomal a nivel bioquimico, imunolégico e molecular. Esta enzima
desempenha um papel essencial na sintese das hormonas tiroideias, através da catalizagdo da oxidagédo do
iodeto e da sua incorporagao nos residuos de tirosina da hTg.

A disponibilidade de anticorpos monoclonais anti-TPO permitiu a purificagdo da TPO mediante cromatografia de
afinidade e tornou possivel o desenvolvimento de testes imunolégicos especificos para os auto-anticorpos anti-
TPO. Estes métodos apresentam as vantagens evidentes do uso dum antigénio purificado e ndo exigem pré-
adsorgao com hTg da amostra examinada.

Estudos recentes demonstraram que o teste dos anticorpos anti-TPO com métodos imunolégicos € nido s6
clinicamente fiavel, mas também mais especifico que a determinagdo dos anticorpos microssomais com técnicas
que utilizam o antigénio microssomal n&o purificado.

2. PRINCiPIO DO ENSAIO

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

O teste de IgG anti-TPO 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.
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3. REAGENTES FORNECIDOS NO DISPOSITIVO

Tubos revestidos 100
Marcador | 1 frasco
Calibradores de anti-TPO 5 frascos
Soro de controlo 1 frasco
Diluente das amostras / Calibrador zero 1 frasco
Tampéo de incubagéo 1 frasco
Tampao de lavagem 2 frascos
Numero de testes 100

ARMAZENAGEM: Depois da recepgdo, armazene o dispositivo a 2-8°C. Nao congele. Apds 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.

Né&o 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 peroxidase da tirdide recombinante (baculovirus).
Antes de usar, deixe os tubos revestidos a temperatura ambiente antes de abrir a embalagem, para evitar
condensagédo de humidade.

Conserve os tubos néo utilizados certificando-se de que a embalagem esteja bem fechada. Nao misture lotes
diferentes de tubos revestidos.

3.2. Marcador '?I (vermelho): reagente pronto a usar

O frasco contém 21 mL de proteina A marcada com 125 tampédo fosfato-citrato, albumina sérica bovina,

conservantes e um corante vermelho inerte. A radioactividade maxima é 444 kBq (12 nCi) na data de calibragéo.

3.3. Calibradores de anti-TPO: reagente pronto a usar

Cada frasco contém 0,5 mL de soro humano pré-diluido contendo anticorpos anti-TPO, soro de bezerro, albumina
sérica bovina, tampao PBS e conservantes. As concentragdes dos calibradores sdo as seguintes: 10 - 30 - 100 -
300 - 1000 U/mL. Os calibradores do dispositivo estdo referenciados a Preparagcéo de Referéncia NIBSC 66/387
anti-TMS. Os calibradores do dispositivo sdo comutaveis com as amostras em analise quando foram utilizados
com o0s reagentes e com o procedimento operativo deste teste de diagndstico 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 U/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-TPO, 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 n&o diluir mais o soro de controlo. Leia directamente o valor
da curva de calibragéo.
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3.5. Diluente das amostras / Calibrador zero: reagente pronto a usar

O frasco contém 50 mL de tampao PBS, soro de bezerro, albumina sérica bovina e conservantes. O reagente &
utilizado como calibrador zero e para diluir as amostras.

O reagente é comum aos dispositivos AB-TPOK-3 e AB-HTGK-3.

3.6. Tampao de incubagao (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 solug&o salina.

Dilua o inteiro conteudo de cada frasco com agua desmineralizada, obtendo uma solugdo de 500 mL. A solugédo
resultante é estavel a 2-8°C até ao final do prazo de validade do dispositivo. A solugdo é utilizada para lavar os
tubos revestidos.

4. EQUIPAMENTOS E MATERIAS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

- Agua destilada e desmineralizada.

- Material de vidro.

- Tubos descartaveis de plastico.

- Micropipetas com pontas descartaveis de 10, 50 pL (exactiddo + 3%, precisdo 2%) e 200, 500, 1000 uL
(exactiddo + 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.

125| (

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 solidas, turvas, lipémicas ou com fragmentos de eritrocitos podem necessitar de clarificacdo por
filtragem ou centrifugacé@o antes de serem testadas. As amostras muito hemolisadas ou lipémicas, bem como as
amostras que contém particulas solidas ou que exibem evidente contaminagédo 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 descongelagao.

Diluicdo 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 concentragbes elevadas de IgG anti-TPO, dilua ainda mais com o diluente das amostras. Os
calibradores e o soro de controlo estdo prontos a usar e ndo devem ser diluidos.
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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 incubagéao.

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 200 uL 200 pL

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

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

- Distribua 200 pL de marcador em todos os tubos. Prepare dois tubos ndo revestidos para calcular a
actividade total contendo sé 200 uL 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 tamp&o de lavagem. Actue como descrito
acima.

- Meca a radioactividade dos tubos.

7. CALCULO DOS RESULTADOS

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

B/T% = contagem média de calibradores ou amostras 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 funcdo da concentragéo de IgG anti-TPO expressa em
U/mL na abscissa (eixo dos x). Desta forma obtém-se uma curva de calibragédo (Fig. 1). Directamente da curva de
calibragao, leia a concentragado de IgG anti-TPO de cada amostra expressa em U/mL. Se a amostra tiver sido diluida
além do factor inicial de 1:51, a concentragéo de IgG anti-TPO encontrada deve ser multiplicada pelo factor de
diluicdo superior a 1:51, tendo em conta que os calibradores ja estao pré-diluidos a 1:51.

Exemplo de calculo

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

Descrigao Contagens B/T x 100

Actividade total 113.962 -

Calibrador zero/diluente das amostras 43 0,04
10 U/mL 954 0,84
30 U/mL 2.495 2,19
100 U/mL 8.308 7,29
300 U/mL 21.395 18,77
1000 U/mL 65.080 57,11
Amostra 6.914 6,07

Interpolando da curva de calibragédo, a amostra resulta conter 90,3 U/mL de IgG anti- TPO.
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Fig. 1

Interpretagao dos resultados

O primeiro calibrador (10 U/mL) representa o valor limite (cut-off) do sistema.

Consideram-se positivas pela presencga de IgG anti-TPO 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-TPO compreendidos dentro
da faixa de + 20% do valor limite.

Recomenda-se que cada laboratdrio estabeleca seus proprios intervalos de referéncia clinicamente relevantes.

8. VALORES ESPERADOS

Durante os estudos clinicos, foram considerados 359 individuos: 200 individuos eutiroideus, 98 doentes
hipotiroideus afectados por tiroidite auto-imune de Hashimoto e 61 doentes hipertiroideus afectados pela doenga
de Basedow.

Nesta populagéo, 200 individuos foram classificados negativos e 159 individuos positivos para IgG anti-TPO com
um teste de referéncia. A populagéo negativa era formada por individuos provenientes de todos os trés grupos.

Com o dispositivo DiaSorin 195 individuos foram classificados negativos (valores de IgG anti-TPO abaixo de
10 U/mL) e 157 individuos foram classificados positivos (valores de IgG anti-TPO acima de 10 U/mL).

A concordancia dos resultados era de 98% (352/359).
Contudo, os valores indicados acima sdo somente indicativos. Recomenda-se que cada laboratério estabelega
seus proéprios 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,
hemolise, efeitos de tratamentos da amostra) ou de reac¢des cruzadas com analitos potencialmente interferentes.
Interferéncias. Estudos controlados de substancias ou condi¢gdes 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) ou bilirrubinemia (até a 50 mg/dL de
bilirrubina).

Reacgoes cruzadas. Nao foram observadas reacgdes cruzadas devidas a presencga de auto-anticorpos anti-hTg
até a uma concentragao de um milhdo de Ul/mL.
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9.2. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica também pode ser expressa como o limite de detecgéo, ou seja, a quantidade minima de
analito especifico detectavel pelo teste. O limite de detecgéo é de 0,8 U/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 é, dois desvios padrao 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 inter-ensaio).

Repetibilidade A B C
Numero de determinagbes 25 25 25
Média (U/mL) 41,04 121,13 244,00
Desvio padrao 1,70 7,40 6,00
Coeficiente de variagéo (%) 4,10 6,10 2,40

Reprodutibilidade D E F G

Numero de determinagdes 25 25 25 25
Média (U/mL) 21,4 71,5 146,5 680,5
Desvio padrao 1,9 5,6 7,0 43,9
Coeficiente de variagéo (%) 9,1 7,8 4,8 6,5

9.4. Exactidao

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

Teste de diluigdo. Foram testadas diluicbes em série de seis soros que contém uma concentragao elevada de
anticorpos anti-TPO efectuadas no diluente das amostras. Sdo fornecidos exemplos na tabela seguinte.

Diluicgo Concentragao Conc_:entragéo % Recuperagéo
esperada, U/mL medida, U/mL

puro — 437,6 -
1:2 218,8 196,8 89,9
1:4 109,4 109,4 100,0
1:8 54,7 54,9 100,4

1:16 27,3 25,1 91,9

1:32 13,7 13,6 99,3

puro — 207,9 —
1:2 104,0 108,4 104,3
1:4 52,0 55,5 106,8
1:8 26,0 22,9 88,1

1:16 13,0 12,2 93,9

1:32 6,5 57 87,7

9.5. Efeito de saturagao a altas concentragoes

Ao dosar amostras que contém concentragdes de anticorpos extremamente elevadas num método sanduiche
com duas incubacgoes, é possivel obter niveis aparentes de anticorpo inferiores ao real por efeito da saturagao.
Um método bem optimizado exclui, todavia, a obtencdo de resultados grosseiramente subestimados (como é
possivel verificar nos testes sanduiche com uma incubagéo).

Foram testadas concentragdes de IgG anti-TPO até a 150 mil U/mL e foi observado que estas concentragdes
geram um sinal analitico sempre maior que o do calibrador mais concentrado (curva de saturagéo). Para
quantificar as amostras de maneira correcta, as amostras que contém niveis de IgG anti-TPO 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 diluigdo superior a 1:51 para obter os niveis de IgG anti-TPO da amostra
n&o diluida.
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10. LIMITAGOES DO TESTE

O diagndstico ndo deve basear-se no resultado dum unico teste, mas deve ser determinado conjuntamente com
outros dados clinicos e meios de diagnéstico, bem como em associagdo com o parecer do médico.

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

Para obter resultados fiaveis, € necessario seguir de maneira correcta as instrugdes de uso e possuir uma
adequada formacao técnica. Em especial, € essencial uma boa precisao na preparacdo e distribuicdo dos
reagentes, na aspiragao e na lavagem.

Resultados ndo reprodutiveis podem ser devidos a erros de execugéo, 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

- exposigao 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 manutengdo inadequada do contador gama

- troca de reagentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

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 apos a eliminagao de solugbes que contém azida sddica (Directiva 99/45/EC).

R 22 — Nocivo por ingestao.

R 31 — Em contacto com acidos liberta gases toxicos.

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

S 45 — Em caso de acidente ou de indisposigao, 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 nZo 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 SEGURANCA

- N&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 solugéo 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 o6rgdos 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 sobredestruigdo (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 validagado e utilizagdo rotineira de
indicadores bioldgicos.
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13. REGRAS BASICAS DE SEGURANGA CONTRA RADIAGAO

Reagentes com lodo-125
Este kit contém material radioactivo que ndo excede 12,5 uCi (462 kBq) de iodo-125. Devem ser tomadas todas
as precaugdes apropriadas e usadas boas praticas laboratoriais no armazenamento, manuseamento e eliminagdo
deste material.
Para médicos ou instituicdes que recebam radio-is6topos sob uma licenga geral:
Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por médicos, veterinarios na
pratica da medicina veterinaria, laboratdrios clinicos e hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes
clinico in vitro que nado envolvam administragéo interna ou externa do material, ou a radiagao deste para seres
humanos ou animais. A sua recepgdo, aquisigdo, posse, uso e transferéncia estdo sujeitos aos regulamentos e a
licenga geral da Comissao Reguladora Nuclear dos Estados Unidos do estado com o qual a Comisséo 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.
N&o pipete material radioactivo por via oral.
Nao 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 descontaminagao radioldgica. Qualquer vidro usado deve ser enxaguado completamente em
agua antes de lavar qualquer outro material de vidro do laboratério.
Para médicos ou instituigdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:
A recepgdo, uso, transferéncia e eliminagdo de materiais radioactivos estdo sujeitos aos regulamentos e
condigbes de sua licenga especifica.

o h~ODd

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.

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:

e T ] owes | Ao
REAGENTES
CALIBRADORES — 50 uL —
AMOSTRAS DILUIDAS — — 50 pL
TAMPAO DE INCUBACAO — 200 pL 200 pL

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

5- ASPIRE A MISTURA DE INCUBAGAO E LAVE DUAS VEZES COM 2 mL DE TAMPAO DE LAVAGEM.
6 - DISTRIBUA 200 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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TPO ANTITEST IMMUNORADIOMETRIKUS ASSAY KESZLET

Eljaras thiroid peroxidaz ellenes antitest (TPO IgG)
kvantitativ meghatarozasahoz
human szérumbdl vagy plazmabél

Csak in vitro alkalmazasra

1. BEVEZETES

Autoimmun thiroid betegségben szenvedd betegekben (Hashimoto betegség, elsédleges hipothiroidizmus,
idiopatias myxddéma és Graves-Basedow betegség) autoantitestek keringenek, melyek kilénb6zé human thiroid
antigénekkel lIépnek reakcidba, igy példaul a thiroglobulin-nal (hTg), a mikroszémalis antigénnel (M), masodlagos
kolloid antigénnel, vagy a TSH-val. A thiroglobulin (anti-hTg) mikroszomaliis (anti-M) autoantitestek kimutatasanak
legfontosabb klinikai felhasznalasi teriilete az autoimmun thiroid betegség koértani besorolasa. igy mikroszémalis
antitestek szintjének ndvekedése f6ként Graves-Basedow betegségben szenvedd paciensekre jellemzé és gyakori
a Hashimoto betegségben, vagy az idiopatias myxddémaban. Ellenben thiroglobulin és mikroszémalis antitest
szintje soha sem emelkedik meg mas thiroid betegségben, mint példaul sporadikus, vagy endermikus nem-toxikus
strumaban, vagy malignus és benignus neoplazmaban. Thiroglobulin és a mikroszémalis antitestek normal
esetben altalaban hianyoznak; bar a mikroszomalis antitest nék esetén 50 feletti lehet thiroid betegség klinikai jele
nélkil.

A mikroszémalis antitestek kimutatasa eredetileg immunfluoreszcenciaval és komplement fixacioval tortént, bar
napjainkban passziv hemagglutinacié és radio-, illetve enzim immunoassay-ket is alkalmaznak. Ezen assay-k
megbizhatésaga az antigének tisztasagatol fugg. Mig a hTg jél azonosithaté és hosszu ideig tiszta, a
mikroszémalis antigén strukturaja ismeretlen és még nem sikeriilt tisztitani. Ezért az autoantitest kimutatasahoz
hasznalt mikroszémalis antigén jelenleg mas antigénekkel, igy hTg-vel szennyezett. Ez a tény fontossa teszi a hTg
reakcié elegyhez torténé hozzdadasat, amennyiben mikroszémalis antigént kivanunk meghatarozni, hogy
elkertljuk a thiroglobulin interferencia okozta fals pozitiv eredményeket.

Az utdbbi idében a thiroid-peroxidaz (TPO) kimutatédsa a legfontosabb és lehetséges egy mikroszémdlis antigén
autoantitest komponens kimutatasa biokémiailag, immunoldgiailag, vagy molekularis szinten. A TPO kulcs
szerepet jatszik a thiroid hormon szintézisben a jodid-oxidacidoban és azok hTg thirozil gyokeihez kapcsolasaban.

Alkalmas monoklonalis anti-TPO antitest készithet6 affinitas kromatografiaval tisztitott TPO segitségével, igy a
kifejlesztett immuoassay TPO autoantitest specifikus. A metodika nyilvanvalé elénye a tiszta antigén hasznalata,
valamint hogy nem sziikséges pre-abszorpcio hTg éréshez.

Ujabb tanulmanyok ramutattak, hogy a TPO immunoassay-k nem csak klinikailag megbizhaték, de sokkal
specifikusabbak, mint a nem tiszta antigéneket hasznaldé mikroszémalis antitest assay-k.

2. MEGHATAROZAS ELVE

Immunoradiometrikus assay (IRMA) metodika. Az assay els6é |épésében, a kalibratorok és mintak TPO IgG
tartalma kotédik a szilard fazishoz kétott TPO-hoz. Az assay masodik lépésében *I-tel jeldlt tracer ('*I-tel jelolt
protein A) kerll hozzaadasra, amely kapcsolddik a szilard fazisTPO-IgG komplexhez. A masodik inkubacioé utan a
szilard fazishoz kétédott 2I-tel jeldlt tracer mennyisége aranyos a kalibratorokban, illetve mintakban 1évé TPO IgG
koncentracidjaval. Valamennyi inkubaciot kovetéen a meg nem kotddott anyagok leszivassal és mosassal
keriilnek eltavolitasra. A metodika kotott/szabad elkulonitésnek alapjat bevonatos csovek képezik, melyek falara
rekombinans TPO kerul kiktésre.

A TPO IgG assay protein A-t tartalmaz tracerként, mely Staphylococcus aureus baktérium sejtfal proteinbdl
szarmazik, és lehet6vé teszi az IgG molekula Fc fragmentumanak kétédését.
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3. AKESZLET TARTALMA

Bevonatos csévek 100
'2tel jelSlt tracer 1 liveg
Anti-TPO kalibratorok 5 Uveg
Kontroll szérum 1 Gveg
Minta higitd / Nulla kalibrator 1 flakon
Inkubacios puffer 1 flakon
Mosé puffer 2 flakon
Csovek szama 100

TAROLAS: Kézhezvétel utan 2-8°C-on tarolandé. Tilos lefagyasztani. A felbontatlan készlet reagensei megfelels
tarolas mellett lejarati ideig eltarthato. A készlet négy assay futtatasara alkalmas napkdzben szobahémeérsékleten,
éjszaka 2-8°C-on tarolva.

A reagensek lejarati id6 utan nem hasznalhatéak. A készlet kiils6 cimkéjén feltiintetett lejarati id6 a tracer lejarati
idejével egyezik meg. Valamennyi komponens lejarati ideje a megfelelé liveg cimkéjén van feltiintetve.

Az liveg tartalmanak feloldasakor kerlilie a habképz&dést.
Kilénbdz6 sorozatokbdl szarmazd reagensek dsszekeverése tilos.

3.1. Bevonatos cs6

Valamennyi cs6 belsé felszine rekombinans thiroid peroxidazzal van bevonva (baculovirus).

Hasznalat elétt a felbontatlan dobozokban hozza szobahémérsékletre a bevonatos cséveket, hogy elkeriilje a
nedvességgel térténé kondenzaciot.

Zarja le a tékéletesen a fel nem hasznalt cséveket a dobozban. Kiilénb6z8 sorozatokbdl szarmazé bevonatos
csévek nem keverhetbek.

3.2. "Pltracer (piros): felhasznalasra kész

Az Gveg 21 mL " —tel jelolt protein A-t, BSA-t, foszfat-citrat puffert, tartositot és semleges piros szinezéket
tartalmaz. Radioaktivitasa 444 kBq (12 uCi), vagy ennél kisebb a kalibracio idején.

3.3. Anti-TPO kalibratorok: felhasznalasra kész

Valamennyi tveg 0.5 mL el6higitott, anti-TPO tartalmd human szérumot, borju szérumot, BSA-t, PBS puffert és
tartdsitét tartalmaz. A kalibratorok koncentracidja a kdvetkezé: 10 - 30 - 100 - 300 - 1000 U/mL. A készlet
kalibratorainak hitelesitése NIBSC 66/387 anti-TMS Referencia Preparatummal torténik. A készlet kalibratorai
felcserélhet6ek paciens mintakkal az in vitro diagnosztikai teszt reagenseinek és a gyarté altal el6irt felhasznalé
utasitas felhasznalasaval.

Mivel a kalibratorok 1:51 aranyban lettek elbhigitva és az értékek ezt kbvetben lettek meghatarozva , az ismeretlen
mintak U/mL-ben kifejezett koncentracidja a kalibracios gérbe alapjan kdzvetlen interpolacioval meghatarozhato.
A szorz6 faktor csak 1:51-nél nagyobb higitasnal nem elhanyagolhato.

3.4. Kontroll szérum: liofilizalt reagens

Az Uveg el6higitott, anti-TPO tartalmi human szérumot, borju szérumot, BSA-t, PBS puffert és tartositét tartalmaz.
Minden egyes kontroll koncentraciétartomanya jelentésre kerll az elemzési igazolason, és jelzi azokat a DiaSorin
altal a kontrollértékek szamara megallapitott hatarértékeket, amelyek megbizhaté assay-futtatdsok soran
szerezhet6k meg.

Oldja fel az lveg tartalmat 1 mL desztillalt vizben. A kapott oldat 2-8°C-on tarolva a lejarati ideig stabil. A kontroll
szérum tovabb nem higithatd. Az érték kdzvetlenil leolvashato a kalibraciés gorbérél.

3.5. Minta higito / Nulla kalibrator: felhasznalasra kész

A flakon 50 mL PBS puffert, borju szérumot, BSA-t és tartdsitot tartalmaz. A reagens nulla kalibratorként és minta
higitoként is hasznalhato.
A reagens megegyezik a AB-TPOK-3 és AB-HTGK-3 készletekben.
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3.6. Inkubacids puffer (kék): felhasznalasra kész

A flakon 52 mL TRIS puffer oldatot, BSA-t, detergenst, tartdsitot és semleges kék szinezéket tartalmaz.

3.7. Moso6 puffer: reagens oldatban (10x)
Valamennyi flakon 50 mL 0.5% Triton X-100-at és s6-oldatot tartalmaz.

Oldja fel valamennyi flakon tartalmat 500 mL deionizalt vizben. A kapott oldat 2-8°C-on tarolva a készlet lejarati
idejéig stabil. A reagens a bevonatos csévek mosasara szolgal.

4. SZUKSEGES ESZKOZOK ES ANYAGOK, MELYEKET A KESZLET NEM TARTALMAZ

- Desztillalt, vagy deionizalt viz.

- Uvegeszkdzok.

- Egyszerhasznalatos polisztirén csévek.

- Mikropipetta eldobhaté hegyekkel (10, 50, 200, 500, 1000 pL) (10, 50 uL: pontossag + 3%, precizitas 2%;
200, 500, 1000 pL: pontossag + 2%, precizitas 1%).

- Teszt csé tarto.

- Vortex mixer.

- Horizontdlis razé, mely alkalmas 300-350 rpm-en torténd mikodtetéshez.

- A moso puffer adagolasara és leszivasara alkalmas eszkdz, amely 2-3 mL kezelésére alkalmas ciklusonként
a két mosasi ciklusban.

- ' mérésére alkalmas gamma szamlalé (szamlal ablak beallitasa: 15-80 keV — szamlalé teljesitménye: 70% -
mérés ideje: 1 perc). Ha a szamlalo teljesitménye 60% alatt van, a mérési id6t 2 percre kell névelni.

5. MINTAVETEL ES ELOKESZITES

Mind human szérum, mind plazma hasznalhatd. A citrat-, EDTA-, Heparin antikoagulansokat tartalmazé mintakat
tesztelték, és mérésre alkalmasnak talaltak. A vérvételnek aszeptikus korilmények kozott kell torténnie, elkerilve
az alvadast és a szérumot, amennyire lehet el kell valasztani az alvadéktol. A partikulumokat, turbid részeket,
lipémiat, vagy vorosvértest tormelékeket tartalmazo részeket szlréssel, vagy centrifugalassal el kell tavolitani.
Nagy mértékii hemolizist, vagy lipémiat tartalmazé mintakat, valamint kivulrél mikrobiologiai fert6zésnek kitett
mintakat tilos feldolgozni. Amennyiben lehetséges a mintakat 24 6ran belul fel kell dolgozni, ekkor 2-8°C-on kell
tartani, kilonben aliquotokra kell osztani és ezeket fagyasztoban tarolni (-20°C, vagy az alatt). Ha a minta
fagyasztva volt, keverje fel alaposan, miel6tt mérné. Kertlje az ismételt fagyasztas-olvasztast.

Minta higitas
Valamennyi mintat 1:51 aranyban kell meghigitani a minta higitéval (3.5) a mérés elétt. Mérjen be 10 pL mitat és
500 pL mita higitét polisztirol cs6be és Vortexelje dssze.

Ha magas TPO IgG eredményt vart, tovabbi higitds lehetséges a készletben taldlhaté minta higitéval. A
kalibratorok és kontroll szérumok felhasznalasra készek, higitast nem igényelnek.

6. A MEGHATAROZAS FOLYAMATA

Hozza valamennyi reagenst szobahémérsékletre (20-25°C) mérés el6tt. Végezze a méréseket duplikatumban.
A kalibratorokat minden futtatasnal le kell mérni. A kalibratorok és mintak kezelése és inkubacioja teljes mértékben
megegyezik.

Minden assay-ben leirt |épés betartandod és késedelem nélkul elvégzendd.

Tiszta, egyszer hasznalatos hegyet hasznaljon mind a kalibratorok, mind a mintak beméréséhez.

A reagenseket a bevonatos csévek aljara mérje be. Dolgozzon a kdvetkez6 terv alapjan:

eagensok csovek Kalitg:élstorok Higitott minta
Kalibratorok 50 pL —
Minta higito - 50 uL
Inkubacios puffer 200 pL 200 pL
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- Keverje 0ssze a csOvek tartalmat és inkubalja 2 6rat szobahémérsékleten folyamatos razatas mellett
(300-350 rpm).

- Alaposan szivja le az inkubalt elegyet, majd mossa kétszer 2 mL moso pufferrel.
Gy6z46djén meg réla, hogy a leszivo fej érinti a csé aljat és valamennyi folyadék leszivasra kerlilt. Az el nem
tavolitott oldat rontja a reprodukalhatésagot és hamis eredményhez vezethet. Nem szabad szinezéket latni a
csében.

- Mérjen 200 plL tracert valamennyi csébe. Készitsen el§ két nem bevonatos csoévet a total aktivitas
meghatarozasahoz, ezekbe csak a 200 ulL tracert mérje be és tegye félre a mérés megkezdéseig.

- Inkubalja 2 érat szobahémérsékleten folyamatos razatas mellett (300-350 rpm).

- Alaposan szivja le a tracert és mossa kétszer 2 mL moso6 pufferrel. Jarjon el a fent leirtaknak megfelel&en.

- Mérje a radioaktivitast a csovekben.

7. EREDMENYEK SZAMITASA
Szamitsa ki valamennyi cs6tipusra kapott atlagot. Szamolja ki a B/T hanyados értékét valamennyi kalibratorra és
ismeretlen mintara vonatkozo6an a kévetkezd képlet alapjan:

Kalibrator, vagy minta atlag beltésszama

B/T% = x 100

Total csovek atlag beutésszama

Abrazolja log-log milliméterpapiron a kalbratorokhoz tartozé atlagos szazalékértéket az ordinata-(y) tengelyen a
hozza tartozé U/mL-ben megadott TPO IgG koncentracié fliggvényében (abszcissza, x- tengely). A kalibracios
goérbe meghatarozasra keriilt (Abra. 1). Valamennyi minta U/mL-ben kifejezett TPO IgG koncentracidja kdzvetlendl
leolvashato a kalibraciés gorbérél. Amennyiben a minta higitasa nem 1:51 aranyban tortént, akkor az eredmény
szamitasanal a megfelel6 higitasi faktorral be kell szorozni a kapott értéket. Ne felejtse el, hogy a kalibratorok mar
1:51 aranyban oldottak.

Szamitasi példa

A kévetkez6 adatok csak példaként szolgalnak és nem helyettesithetbek a felhasznalé altal mért adatokba.

Tipus cpm B/T x 100

Total aktivitas 113,962 -

Nulla kalibrator/minta higité 43 0.04
10 U/mL 954 0.84
30 U/mL 2,495 2.19
100 U/mL 8,308 7.29
300 U/mL 21,395 18.77
1000 U/mL 65,080 57.11
Minta 6,914 6.07

A kalibraciés gorbe interpolaciojabol a minta TPO IgG koncenracidja 90.3 U/mL.
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Eredmények interpretacidja
Az els6 kalibrator értéke (10 U/mL) adja meg a rendszer cut-off értékét.

A cut off-nal nagyobb, vagy azzal megegyez6 nagysagu TPO IgG értékd mintakat pozitivnak tekintjuk. A cut off-nal
kisebb TPO IgG értékl mintakat negativnak tekintjik

gy azon minték eredménye, melyek TPO IgG koncentracidja a cut off + 20% tartoményba esnek, kétesnek
tekintendéek.
Valamennyi laboratérium szamara ajanlott sajat referencia érték felallitasa.

8. VART ERTEK

359 mintat vizsgaltak, melyek a kovetkezd szempontok alapjan keriltek kivalasztasra: 200 euthiroid, 98 hipothiroid
Hashimoto autoimmun thiroiditisben szenvedd beteg és 61 hiperthiroid Graves betegségben szenvedd paciens.
A referencia teszttel ebbdl a populaciobdl anti-TPO IgG-re 200 személy negativnak, 159 pozitivhak bizonyult.
Mindharom csoportban voltak a negativ populacidhoz tartozé személyek.

A DiaSorin készlettel 195 minta negativnak (anti-TPO IgG szint 10 U/mL alatti) és 157 anyag pozitivnak (anti-TPO
IgG szint nagyobb, mint 10 U/mL) adddott.

A konkordancia érték 98% (352/359).

Bar a fent leirt értékek meghatarozasra keriltek: valamennyi laboratérium szamara ajanlott sajat referencia
tartomany felallitasa.

9. SPECIFIKUS ANALITIKAI JELLEMZOK

9.1. Analitikai specificitas

Az analitikai specificitas az assay azon jellemzdje, hogy hitelesen képes a specifikus analit jelenlétét kimutatni a
potencialis interferald faktortényezék (pl. antikoagulans, hemolizis, gyogyszeres kezelés hatasa), valamint
keresztreagald analitek kzott a minta matrix-bal.

Interferencia. Az ellen6érz6 mérés soran potencidlis intreferalé anyagok és interferenciatényezék keriltek
vizsgalatra és az assay-re nem mutatottak hatast az antikoagulansok (citrat, EDTA, heparin), kis mértéki
hemolizis (20 mg/dL alatti hemoglobin), lipémia (10000 mg/dL alatti triglicerid), vagy bilirubinémia (50 mg/dL alatti
bilirubin).

Keresztreakcié. Tiroglobulin autoantitest jelenlétnél nem figyelhet6 meg keresztreakcié egy millioé IU/mL
koncentracioig.
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9.2. Analitikai szenzitivitas

Az analitikai szenzitivitds a detektalas hataraként fejezhet6 ki, mely nem mas, mint a specifikus analit minimalis
mennyisége, amely az assay-val kimutathatd. A detektalds hatara 0.8 U/mL 95%-os konfidencia értéknél. Ez az
analit koncentracio kiszamithatd, mint a nulla kalibratortél (minta higitd) két standard devianciaval eltéré érték.

9.3. Precizitas

Kllonb6z6 minta pool-ok, kilénbdzd specifikus analit koncentracioval kerilltek mérésre az assay
ismételhet6ségének és reprodukalhatésaganak vizsgalatara (sorozaton belilli és sorozatok kdzétti variabilitas).

Ismételhetéség A B C
Meghatarozasok szama 25 25 25
Atlag (1U/mL) 41.04 121.13 244.00
Standard deviancia 1.70 7.40 6.00
Variacios koefficiens (%) 4.10 6.10 2.40

Reprodukalhatésag D E F G
Meghatarozasok szama 25 25 25 25
Atlag (IU/mL) 214 71.5 146.5 680.5
Standard deviancia 1.9 5.6 7.0 43.9
Variacios koefficiens (%) 9.1 7.8 4.8 6.5

9.4. Megbizhatosag

A megbizhatdsag higitési teszttel ellenérizhet.

Higitasi teszt. Hat magas anti TPO antitest koncentraciéju szérum kerilt mérésre mintahigitéval torténé
sorozathigitast kovetéen. A kdvetkezd tablazat erre mutat példakat.

Higitas Vart koncentracio, Mért koncentracio, % Visszanyerés
U/mL U/mL

higitatlan - 437.6 -
1:2 218.8 196.8 89.9
1:4 109.4 109.4 100.0
1:8 54.7 54.9 100.4
1:16 27.3 25.1 91.9
1:32 13.7 13.6 99.3

higitatlan — 207.9 —
1:2 104.0 108.4 104.3
1:4 52.0 55.5 106.8
1:8 26.0 22.9 88.1
1:16 13.0 12.2 93.9
1:32 6.5 5.7 87.7

9.5. High-dose saturacioés effektus

telitettségi effektus révén a valésnal alacsonyabb koncentracié kerllhet meghatarozasra. A j6l optimalizalt
metodika kizarja az eredmények alamérését (mely megtérténhet az egy Iépéses szendvics metodikanal).

150,000 U/mL TPO IgG koncentracioig vizsgaltak a tesztet, figyelembe véve, hogy az ehhez a szinthez tartozé
analitikai jel konzekvensen nagyobb, mint a legmagasabb koncentracioju kalibratoré (telitettségi gorbe). A
legnagyobb kalibrator koncentraciojanal magasabb TPO IgG koncentraciéju mintak valdés koncentracioja
mintahigitoval torténd higitast kovetd djraméréssel hatarozhaté meg. Az eredményt a megfelelé 1:51-nél nagyobb
higitasi faktorral kell felszorozni a higitatlan minta TPO IgG szintjének meghatarozasahoz.
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10. A MEGHATAROZAS KORLATAI

A diagndzis felallitasahoz nem elegendd egyetlen teszt eredménye, figyelembe kell venni a klinikai leleteket és
mas diagnosztikai vizsgalatokat a klinikai dontéshozatal soran.

A bakterialis kontaminacid, vagy a minta tébbszori olvasztas-fagyasztasa befolyasolja az eredményeket.

Szakképzett személyzet és az utasitasok teljes korli betartasa sziikséges a megbizhatd eredmények eléréséhez.
Kulonosen fontos a pontos pipettazas és a tokéletes leszivas és mosas.

Nem reprodukalhat6 eredmények eredhetnek a kdvetkezd hibaforrasokbdl:

- areagens Uvegek kupakjainak felcserélése

- ugyanazon hegy hasznalata kilonb6z6 livegekbdl, vagy mintakbdl torténd beméréskor
- hosszan nyitva tartott Gvegek

- magas hémérsékletnek, vagy bakterialis kontaminacionak kitett reagensek, vagy mintak
- inkubaciot kdvetéen nem megfeleld a csdvek leszivasa és mosasa

- acsl peremének mintaval, vagy tracer-el torténd beszennyezése

- agamma szamlalé nem megfelel6 kezelése

- nem azonos sorozatbol szarmazo reagensek keverése.

11. FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

A készlet néhany reagense sodium-azid-ot tartalmaz tartdsitoként. A sodium-azid olom és réz tartalmu
vizvezetékekkel reakcidba Iépve robbanasveszélyes fém-azidokat képez, ezért a hulladékot b vizzel eressze le a
felszabadul6 azidok kitapadasanak megakadalyozasara (Council Directive 99/45/EC).

R 22 — Lenyelése karos.

R 31 — Savakkal kapcsolatba Iépve toxikus gazok szabadulnak fel.

S 28 — Borrel torténd érintkezését kdvetéen azonnal bé vizzel mossa le.

S 45 — Baleset, vagy rosszullét esetén azonnal forduljon orvoshoz.

Minden szérum és plazma donor egység, amelyet a készlet tartalmaz, ki lett vizsgalva és negativ eredményt adott
HBsAg-re, HCV antitestre és HIV % antitestre nézve. Bar az ellenérzés nagy pontossaggal torténik nem
garantalhaté, hogy valamennyi fert6z6 tényez6 kimutatasra kerll. A készlet tartalmaz olyan human eredet
anyagokat is, amelyek nem esnek tesztelés ald, a human eredetli anyagokat a potencialis infekciok
figyelembevételével, megfeleld elévigyazatossaggal kell kezelni.

12. BIZTONSAGI ELOIRASOK

- Tilos a laboratériumban enni, inni, dohanyozni és kozmetikai szereket hasznalni.

- Tilos az oldatok szajjal torténd pipettazasa.

- Az anyagokat potencialis infektoldgiai forrasként kell kezelni, megfelel6 védéruhazat, példaul laboratoriumi
kdpeny, védészemiiveg, kesztyli segitségével kerilni kell vellik a direkt kontaktust. Minden munkafolyamat
végén alaposan mosson kezet.

- Kerilje a kicsapodast és az aeroszol képz6édést. Valamennyi kiléttyent reagenst 5%-o0s Na-hipoklorittal mossa
fel és kezelje potencialis fertéz6forrasként.

- Az assay-ben hasznalt valamennyi mintat, biologiai reagenst és anyagokat potencialis infektoldgiai agensként
kell kezelni. Ezért ezeket az anyagokat a mindenkori szabalyoknak és iranyelveknek megfeleléen kell kezelni a
laboratorium illetékesek és az orszagos szabalyok altal elirtak szerint. Az egyszer hasznalatos anyagokat el
kell égetni, a folyékony hulladékot pedig dekontaminalni kell 5%-os végkoncentraciéju Na-hipoklorittal legalabb
fél oran keresztil. Minden Ujrahasznalhatd targyat autoklavozni kell ,mindent el6l6” beallitassal (USP 24,
2000, p. 2143). Minimum 1 ¢6ra 121°C rendszerint elegendd, de a felhasznalénak gondoskodnia kell a
dekontamindlasi ciklus hatékonyséag ellenbrzésérdl rutinban is hasznalt, érvényes bioldgiai indikatorral.

58



13. ALAPSZABALYOK RADIAKTIV ANYAGOK KEZELESERE

1125 TARTALMU REAGENSEK

Ez a készlet olyan 1-125 tartalmu anyagokat tartalmaz, melyek radioaktivitisa nem haladja meg a 12.5 pCi
(462 kBq) értéket. Helyes el6készités és megfeleld laboratériumi gyakorlat sziikséges az anyagok tarolasanal,
kezelésénél és a hulladékkezelésnél.
Egyetemes szabalyok radioizotopok kezeléséhez:
Ezeket a radioaktiv anyagokat csak orvosok, vagy allatorvosok szerezhetik be, birtokolhatjak és hasznalhatjak
human és allat gyégyaszatban, klinikai laboratériumokban, vagy kérhazakban kizarélag in vitro klinikai, vagy
laboratériumi tesztekben, melyek nem foglaljak magukban a human, illetve allati szervezet kiils6, vagy belsé
kezelését, arra iranyuld sugarzast. Ezen termékek beszerzése, birtoklasa, hasznalata, szallitdsa a U.S.
Nuclear Regulatory Commission szabalyozasa ala esik.

1. A radioaktiv anyagokat korulhatarolt, specialisan jel6lt tertileten kell tarolni.

A radioaktiv anyagokhoz csak arra jogosult személyek férhetnek.
Tilos a radioaktiv anyagok szajjal torténd pipettazasa.
A radioaktiv munkahoz kijeldlt terleten enni és inni tilos.

A teriiletet, ahova radioaktiv anyag léttyen ki, fel kell torolni, majd alkali detergenssel, vagy radioaktivitast
dekontaminalé oldattal kell felmosni. Az lvegedényeket alaposan ki kell obliteni vizzel mielétt mas
laboratoriumi edénnyel egyutt kertilne mosasra.

A radioaktiv anyagok kezelésénél a kovetkezd specidlis szabalyok érvényesek:

A radioaktiv anyagok kezelésének, hasznalatanak, szallitasanak és hulladékkezelésének szabalyozasa sajat
szabalyozas ala esik.

o koD

FIGYELMEZTETES: A csomagolason feltiintetett radioaktivitds némileg eltérhet a doboz és a tracer cimkéjén
feltintetett értéktél. A dobozon és a tracer cimkéjén feltlintetett érték a csomag kalibraciojanak napjan aktualisan
mért értéket mutatja, mig a csomagolas leirasa a készlet teoretikus radioaktivitasat tartalmazza.

1-

A MERES SEMAJA

REAGENSEK ELOKESZITESE. MINTAK HIGITASA 1:51 ARANYBAN.

2- CSOVEK JELOLESE DUPLIKATUMBAN.

3- REAGENSEK BEMERESE A KOVETKEZO SEMA SZERINT, MAJD AZ INKUBALANDO ELEGY KEVERESE..:
REAGENSEK CSOVEK T KAL 0-5 HIGITOTT MINTAK]
KALIBRATOROK - 50 L -
HIGITOTT MINTAK - - 50 L
INKUBACIOS PUFFER - 200 pL 200 pL

4- INKUBACIO SZOBAHOMERSEKLETEN, 2 ORA, RAZATASSAL.

5- AZ INKUBACIOS ELEGY LESZIVASA, MAJD MOSASA KETSZER 2 ML MOSO PUFFERREL.

6- 200 L TRACER BEMERESE VALAMENNY! CSOBE.

7- INKUBACIO SZOBAHOMERSEKLETEN, 2 ORA, RAZATASSAL.

8- A TRACER LESZIVASA, MAJD MOSAS KETSZER 2 ML MOSO PUFFERREL.

9- A CSOVEK RADIOAKTIVITASANAK MERESE.
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SOUPRAVA PRO IMUNORADIOMETRICKE STANOVENI
PROTILATEK PROTI PEROXIDAZE STITNE ZLAZY

Postup pro kvantitativni stanoveni
autoprotilatek proti lidské peroxidaze stitné zlazy (IgG proti TPO)
ve vzorcich lidského séra nebo plazmy

Pouze pro pouziti in vitro

1. UVOD

Pacienti postizeni autoimunitnimi nemocemi S§titné Zlazy (Hashimotovou chorobou, primarni hypotyre6zou,
idiopatickym myxedémem a Graves-Basedowovou chorobou) maji v krevnim obéhu autoprotilatky, které reaguji
s riznymi lidskymi antigeny &titné Zlazy, jako je napf. tyreoglobulin (hTg), mikrozomalni antigen &titné zlazy (M),
druhy antigen koloidu a receptor TSH.

Stanoveni autoprotilatek proti tyreoglobulinu (anti-hTg) a mikrozomdm (anti-M) je v sou¢asnosti v klinické praxi
nejbéznéji pouzivanou metodou pro diagnézu etiopatogeneze autoimunitnich nemoci stitné zlazy. Tyto protilatky,
zvlasté protilatky proti mikrozomum, jsou ve zvySenych koncentracich pfitomny u vétSiny pacientl postizenych
Graves-Basedowovou chorobou a témér u v8ech pacientt postizenych Hashimotovou chorobou nebo idiopatickym
myxedémem. Naproti tomu protilatky proti tyreoglobulinu a mikrozomim nebyvaji nikdy zvySené u ostatnich
nemoci §titné Zlazy, jako jsou sporadicka nebo endemicka netoxicka struma a maligni nebo benigni nadory.
Protilatky proti tyreoglobulinu a mikrozomim se obecné nevyskytuji u normalnich subjektd, avsak protilatky proti
mikrozomUm Ize pozorovat u Zen ve véku nad 50 let bez klinickych znamek onemocnéni stitné Zlazy.

Protilatky proti mikrozomim byly pivodné detekovany imunofluorescenci a fixaci komplementu, ale v sou¢asné
dobé jsou titrovany pasivni hemaglutinaci nebo radioimunoanalyzou a enzymovou imunoanalyzou. Spolehlivost
téchto stanoveni je pfimo umérna purifikaci antigenu. Zatimco hTg byl identifikovan a purifikovan jiz davno,
mikrozomalni antigen jesté nebyl purifikovan a jeho struktura neni znama. Proto jsou preparaty mikrozomalniho
antigenu v souCasné dobé pouzivané k detekci autoprotilatek silné kontaminovany dalSimi antigeny, napf. hTg.
Vzhledem k této skute¢nosti je nutné pfi stanoveni protilatek proti mikrozomalnimu antigenu pfidavat do reakéni
smési nadbytek hTg a takto eliminovat falesné positivni vysledky zplsobené rusSenim protilatkami proti
tyreoglobulinu.

V soucasné dobé byla jako hlavni a snad jedind autoantigenni slozka mikrozomalniho antigenu identifikovana
peroxidaza $titné zlazy (TPO), a to na biochemické, imunologické a molekularni urovni. TPO hraje kli€ovou roli pfi
syntéze hormonu §titné Zlazy tim, Zze katalyzuje oxidaci jodidu a jeho inkorporaci do tyrosylovych zbytk( hTg.
Dostupnost monoklonalnich protilatek proti TPO umoznila purifikovat TPO afinitni chromatografii a nasledné
vyvinout imunoanalyzy specifické na autoprotilatky proti TPO. Evidentni vyhody téchto metod spocivaji v pouziti
purifikovaného antigenu a v tom, Ze nevyzaduji pfedb&Znou adsorpci stanoveného vzorku s hTg.

Soucasné studie prokazaly, ze imunoanalyzy TPO jsou nejen klinicky spolehlivé, ale maji také vysSi specifiCnost
nez stanoveni protilatek proti mikrozomalnimu antigenu, ktera pouzivaji nepurifikovany antigen.

2. PRINCIP STANOVENI

Toto stanoveni je imunoradiometricka (IRMA) metoda. V prvni fazi stanoveni se IgG proti TPO, obsazeny v
kalibra&nich roztocich nebo ve vzorcich, navaZze na TPO na pevné fazi. Ve druhé fazi stanoveni je pfidana '
znadena latka (protein A znageny '®I), ktera se navaZe na komplex TPO-IgG na pevné fazi. Po druhé inkubaci je
mnozstvi 2’| znadené latky navazané na pevnou fazi pfimo Umérné koncentraci IgG proti TPO, pfitomného v
kalibra¢nich roztocich nebo ve vzorcich, které maji byt analyzovany. Na konci kazdé inkubace je nenavazany
material odstranén odsatim a promytim. Metoda pouzita k separaci vazané a volné latky (B/F) je zalozena na
pouziti potahovanych zkumavek, pfi¢emz na stény zkumavek je navazana rekombinantni TPO.

Stanoveni IgG proti TPO vyuziva jako znaCenou latku protein A, coz je protein bakterialni bunécéné stény z
bakterie Staphylococcus aureus, schopny vazat Fc fragment molekul 1gG.
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3. CINIDLA DODAVANA V SOUPRAVE

Zkumavky s nanesenou vrstvou 100

2| znagena latka 1 lahvigka
Kalibraéni roztoky protilatek proti TPO 5 lahvicek
Kontrolni sérum 1 lahvicka
Roztok pro fedéni vzorkd/kalibraéni roztok nuly 1 lahev
Inkubaéni pufr 1 lahev
Promyvaci pufr 2 lahve
Pocet zkumavek 100

UCHOVAVANI: Po piijeti je nutné soupravu uchovavat prfi teploté 2 — 8 °C. Nezmrazujte. Po otevreni jsou Ginidla 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 pouZivana 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 sloZek je uvedeno na Stitku
pfislusné lahvicky.

Pri rekonstituci obsahu lahvicek michejte obsah Setrné, aby nedochazelo k napénéni.

Cinidla z riznych Sarzi se nesmi navzajem kombinovat.

3.1. Zkumavky s nanesenou vrstvou

Na vnitfni povrch kazdé zkumavky je nanesena vrstva rekombinantni peroxidazy stitné Zlazy (baculovirus).

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

Krabici s nepouZzitymi zkumavkami peclivé uzavfete. Nekombinujte navzajem zkumavky s nanesenou vrstvou
riznych SarZi.

3.2. '°| znaéena latka (Servena): Ginidlo pfipravené k pouZiti

Lahviéka obsahuje 21 ml proteinu A znadeného '®I, BSA, fosfato-citratovy pufr, konzervaéni latky a inertni

Cervené barvivo. Radioaktivita ke dni kalibrace je 444 kBq (12 pCi) nebo nizsi.

3.3. Kalibrac¢ni roztoky protilatek proti TPO: ¢inidlo pfipravené k pouziti

Kazda lahvicka obsahuje 0,5 ml pfedem nafedéného lidského séra obsahujiciho protilatky proti TPO, teleci sérum,
BSA, pufr PBS a konzervacni latky. Koncentrace kalibracniho roztoku jsou nasledujici: 10 - 30 - 100 - 300 -
1 000 U/ml. Referen¢nim standardem pro kalibracni roztoky soupravy je referen¢ni preparat anti-TMS NIBSC
66/387. Kalibracni roztoky soupravy vykazuji zaménitelnost s pacientskymi vzorky pri pouZiti ¢inidel a pracovniho
postupu tohoto diagnostického testu in vitro podle doporuceni vyrobce.

Protoze kalibracni roztoky byly pfedem naredény v poméru 1:51 a podle toho byly pfifazeny hodnoty, Ize
koncentrace neznamych vzorkd v U/ml urcit pfimo interpolaci z kalibracni krivky. Nasobeni faktorem je nutné
pouze v pripadeé, kdy je fedéni vzorku vy$Si nez 1:51.

3.4. Kontrolni sérum: lyofilizované cinidlo

Lahvi¢ka obsahuje pfedem nafedéné lidské sérum obsahujici protilatky proti TPO, teleci sérum, BSA, pufr PBS a
konzervaéni latky. Rozmezi koncentraci kazdého kontrolniho séra je uvedeno na osvédéeni o analyze a
predstavuje limity stanovené spole€nosti DiaSorin pro hodnoty kontrolnich sér, které lze ziskat pomoci
spolehlivych stanoveni.

Obsah lahvicky rekonstituujte 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 kalibracni kfivky.
3.5. Roztok pro fedéni vzorku/kalibraéni roztok nuly: ¢inidlo pfipravené k pouziti

Lahev obsahuje 50 ml pufru PBS, teleci sérum, BSA a konzervacni latky. Toto €inidlo slouzi jako kalibra¢ni roztok
nuly a k fedéni vzorku.

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

61



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.

Naredte obsah kazdé lahvi¢ky na 500 ml deionizovanou vodou. Vysledny roztok je stabilni pfi teploté 2 — 8 °C po
dobu pouzitelnosti 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 $pickami (10, 50, 200, 500, 1 000 pl) (10, 50 pl: pravdivost £3 %, pfesnost 2 %;
200, 500, 1 000 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 ¢itace: 15 — 80 keV — ucinnost Citace:
70 % — detekéni ¢as: 1 minuta). Je-li u€innost Citace nizSi nez 60 %, detekéni ¢as je nutné prodlouzit na
2 minuty.

125| (

5. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Lze pouzit lidské sérum nebo plazmu. S timto stanovenim byly testovany a jako antikoagulaéni 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 vzorkd, které obsahuji pevné &astice, jsou zakalené, lipemické nebo obsahuji zbytky
erytrocytt, maze byt pfed provedenim testu nutné ¢isténi 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
niz8i). Pokud jsou vzorky uchovavany zmrazené, rozmrazené vzorky pfed provedenim testu dobfe promichejte.
Zabrarnite opakovanému zmrazovani a rozmrazovani vzork(.

Redéni vzorku
Pfed stanovenim zfedte vSechny 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(i a promichejte na michaéce vortex.

Jsou-li o¢ekavany vysoké hladiny IgG proti TPO, je nutné provést dalSi fedéni roztokem pro fedéni vzork,
dodanym v soupravé. Kalibracni roztoky a kontrolni sérum jsou pfipraveny k pouZiti a nesmi byt fedény.

6. POSTUP STANOVENI

Pred stanovenim vytemperujte vSechna ¢inidla na pokojovou teplotu (20 — 25 °C). Stanoveni provadéjte alespon
ve dvou paralelach. S kazdou sérii vzork(l pacientll musi byt stanoveny i kalibra¢ni roztoky. Kalibra¢ni 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 kalibraéniho roztoku a vzorku se musi pouzit Cista Spicka na jedno pouziti.

Cinidla davkujte na dno zkumavek s nanesenou vrstvou. Pracuijte podle nasledujiciho schématu:

Zkumavky Kalibraéni roztoky Nafedéné
Cinidla 0-5 vzorky
Kalibraéni roztoky 50 pl -
Nafedéné vzorky - 50 pl
Inkubaéni pufr 200 pl 200 pl

- Obsah zkumavek promichejte a inkubujte 2 hodiny pfi pokojové teploté za stalého tfepani (300 -
350 ot./min.).
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- Opatrné odsajte inkubacni smés a dvakrat promyjte 2 ml promyvaciho pufru.
Spicka odsévacky se musi dotykat dna zkumavky s nanesenou vrstvou, aby byla odséta veskera kapalina.
Pokud dostatecné neodsajete ulpény roztok, muZe se sniZit reprodukovatelnost a vysledky mohou byt
zkreslené. Nesmi byt viditelné Zadna stopa barviva.

- Do vSech zkumavek nadavkujte 200 nl znacené latky. Pfipravte dvé zkumavky bez nanesené vrstvy pro
pocitani celkové aktivity, jez obsahuji pouze 200 pl znacené 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. VYPOGET VYSLEDKU

Vypocitejte stiedni Cisty pocet impulzl pro kazdou skupinu zkumavek. Vypocitejte pomér B/T (vazany/celk.) pro
kazdy kalibra¢ni roztok a pro kazdy neznamy vzorek podle nasledujiciho vzorce:

B/T % = Stfedni pocet impulzll pro kalibraéni roztok nebo vzorek x 100

Stredni pocet impulzl pro celkovou aktivitu

Stfedni procentualni hodnotu pro kazdy kalibra¢ni roztok vyneste do log-log soufadnicové sité na osu y jako funkci
koncentrace IgG proti TPO vyjadiené v U/ml na ose x. Takto ziskate kalibraéni kfivku (obr. 1). Pfimo z kalibra¢ni
kfivky odectéte koncentraci IgG proti TPO v kazdém vzorku, vyjadifenou jako U/ml. Byl-li vzorek nafedén vice nez
pocateCnim pomeérem 1:51, musi byt hodnota koncentrace protilatky ziskana pro nafedény vzorek vynasobena
dalSim faktorem fedéni. Nezapomerite, Ze kalibracni roztoky jsou jiz nafedény v poméru 1:51.

Priklad vypoctu

Nasledujici data je nutné povaZovat pouze za priklad a nesmi se pouzit nahradou za data ziskana uZivatelem.

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

Celkova aktivita 113 962 -

Kalibraéni roztok nuly/roztok pro fedéni vzorku 43 0,04
10 U/ml 954 0,84
30 U/ml 2495 2,19
100 U/ml 8 308 7,29
300 U/ml 21395 18,77
1000 U/ml 65 080 57,11
Vzorek 6914 6,07

Interpolaci z kalibracni kfivky bylo zjisténo, Ze vzorek obsahuje 90,3 U/ml IgG proti TPO.

63



B/T x 100

01 f f f f f
10 30 100 300 1000

1gG proti TPO, U/ml

Obr. 1

Interpretace vysledku

Prvni kalibraéni roztok (10 U/ml) pfedstavuje mezni hodnotu systému.

Vzorky s hodnotami IgG proti TPO vy$8imi neZz nebo rovnymi mezni hodnoté by mély byt vyhodnoceny jako
pozitivni. Vzorky s hodnotami IgG proti TPO nizSimi nez mezni hodnota by mély byt vyhodnoceny jako negativni.
Vzorky s hodnotami IgG proti TPO v oblasti mezni hodnoty +20 % by vSak mély byt vyhodnoceny jako sporné.
Kazda laborator si musi stanovit sva viastni referenéni rozmezi.

8. PREDPOKLADANE HODNOTY

Béhem klinického hodnoceni bylo vzato v Gvahu 359 subjekt(: 200 eutyroidnich subjektl, 98 hypotyroidnich
pacientl postizenych Hashimotovou autoimunitni tyreoiditidou a 61 hypertyroidnich pacientll postizenych
Gravesovou chorobou.

V této populaci bylo pomoci referen¢niho testu hodnoceno 200 subjektli jako negativni a 159 subjektd bylo
hodnoceno jako pozitivni na IgG proti TPO. Negativni populace zahrnovala subjekty ze vSech tfi skupin.

Pomoci soupravy DiaSorin bylo 195 subjektt hodnoceno jako negativni (hodnoty IgG proti TPO niz§i nez 10 U/ml)
a 157 subjektu bylo hodnoceno jako pozitivni (hodnoty IgG proti TPO vys$si nez 10 U/ml).

Shoda vysledku byla 98 % (352/359).

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

9. SPECIFICKE PRACOVNi CHARAKTERISTIKY

9.1. Analyticka specificnhost

Analytickou specifi¢nost Ize definovat jako schopnost stanoveni pfesné detekovat konkrétni analyzovanou latku za
pfitomnosti potencialné rusicich faktorad v matrici vzorku (napf. antikoagulacnich ¢inidel, hemolyzy, vlivd pfipravy
vzorku) nebo zkfizené reagujicich analyt.

Ruseni. Kontrolované studie potencialné rusicich latek nebo podminek ukazaly, Ze pribéh stanoveni
neovlivhovala antikoagulacni Cinidla (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).

Zkiizené reakce. Nebyla pozorovana zadna zkfizena reaktivita zplsobena pfitomnosti autoprotilatek proti
tyreoglobulinu az do koncentrace jednoho milionu 1U/ml.

9.2. Analyticka citlivost

Analyticka citlivost mlGze byt také vyjadiena jako detekéni limit, coz je minimalni mnoZstvi urcitého analytu
detekovatelného stanovenim. Detekéni limit je 0,8 U/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 (1j. variabilitu v ramci stanoveni a mezi stanovenimi).

Opakovatelnost A B C

Pocet stanoveni 25 25 25
Stfedni hodnota (IU/ml) 41,04 121,13 244,00
Smérodatna odchylka 1,70 7,40 6,00
Variaéni koeficient (%) 4,10 6,10 2,40

Reprodukovatelnost D E F G
Pocet stanoveni 25 25 25 25
Stfedni hodnota (U/ml) 21,4 71,5 146,5 680,5
Smérodatna odchylka 1,9 5,6 7,0 43,9
Varia¢ni koeficient (%) 9,1 7,8 4,8 6,5

9.4. Pravdivost

Pravdivost stanoveni byla ovéfena pomoci diluniho testu.

Dilucéni test. Bylo testovano Sest sér s vysokou koncentraci protilatek proti TPO po vytvoreni fady fedéni roztokem
pro fedéni vzork(. Priklady jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

} Predpokladana Zmérena
Redéni koncentrace, koncentrace, % vytéznosti
U/ml U/ml
Nefedéné - 437,6 -
1:2 218,8 196,8 89,9
1:4 109,4 109,4 100,0
1:8 54,7 54,9 100,4
1:16 27,3 25,1 91,9
1:32 13,7 13,6 99,3
Nefedéné — 207,9 —
1:2 104,0 108,4 104,3
1:4 52,0 55,5 106,8
1:8 26,0 22,9 88,1
1:16 13,0 12,2 93,9
1:32 6,5 57 87,7

9.5. Vliv saturace vysokou koncentraci

Kdykoli jsou dvoufazovou sendviCovou metodou stanoveny vzorky obsahujici mimoradné vysoké koncentrace
protilatek, maze saturacéni efekt imitovat koncentrace nizsi, nez jsou skute¢né koncentrace. Dobre optimalizovana
metoda vS8ak vylou¢i hrubé podhodnocené vysledky (které se mohou vyskytovat u jednofazovych sendvi¢ovych
metod).

V tomto stanoveni byly méfeny koncentrace IgG proti TPO dosahujici az 150 000 U/ml a bylo pozorovano, ze
takové hladiny davaji analytické signaly, které jsou jednoznacné nad nejvy$Si koncentraci kalibracniho roztoku
(saturacni krivka). Pro spravnou kvantifikaci musi byt vzorky obsahujici hladiny 1gG proti TPO vysSi, nez je
nejvy$si koncentrace kalibraéniho roztoku. nafedény roztokem pro Ffedéni vzorkd a stanoveni musi byt
zopakovano. Pro ziskani hladin IgG proti TPO v Cistém vzorku pak musi byt vysledky kromé faktoru odpovidajiciho
pocateCnimu fedéni 1:51 vynasobeny také dodate¢nym faktorem Fedéni.
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10. OMEZENi POSTUPU
Diagndéza nem(ze byt zalozena na vysledku jediného testu, ale musi byt stanovena v soucinnosti s klinickym
nalezem a dalSimi diagnostickymi postupy a také podle Iékafského usudku.

Na vysledky testu mize mit vliv bakterialni kontaminace nebo opakované zmrazeni a rozmrazeni vzorkd.

Pro ziskani spolehlivych vysledkd je nutné zvladnuti techniky a pfisné dodrzovani navodu. Obzvlast dulezité je
zejména presné pipetovani a spravné odsati a promyti.

Nereprodukovatelnost vysledkd mohou zpUsobit metodologické faktory, zejména:

zaména uzaveér( lahvicek,

pouziti stejné $picky pfi odbérech z riznych lahvi¢ek nebo pro davkovani rliznych vzorkd,

ponechani lahvic¢ek dlouhodobé otevienych,

vystaveni Cinidel nebo vzork( plsobeni intenzivniho tepla nebo zdrojim silné bakterialni kontaminace,
nedostatecné odsati inkubacni smési a nedostatecné oplachnuti zkumavek,

kontaminace okrajl zkumavek znacenou latkou nebo vzorky,

nahodilé kolisani CitaCe zafeni gama nebo nespravna manipulace s nim,

pouziti ¢inidel z rdznych Sarzi.

11. VAROVANI A ZVLASTNi OPATRENI

Slozky testu obsahuji jako konzervaéni latku azid sodny. Vzhledem k tomu, Zze azid sodny mlize v potrubi vytvaret
vybusny azid olovnaty nebo azid médnaty, doporu€uje se dokonale proplachnout odpadni potrubi po likvidaci
roztok( obsahujicich azid sodny velkym mnozstvim vody (smérnice Rady 99/45/ES).

R 22 — Zdravi Skodlivy pfi poziti.

R 31 — Uvolfuje toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

S 28 — P¥istyku s kGzi okamzité omyjte velkym mnozstvim vody.

S 45 — V pfipadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte Iékafskou pomoc (je-li mozno, ukazte

toto oznaceni).

VSechny jednotky séra a plazmy, pouzité k vyrobé slozek dodanych v této souprave, byly testovany na HBsAg,
protilatky proti HCV a protilatky proti HIV-1/2 a bylo zjiS§téno, 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 prostredky.
Nepipetujte roztoky usty.

Pouzivanim ochrannych odévi a pomlcek, jako jsou laboratorni plasté, ochranné bryle a rukavice na jedno
pouziti, zabrarte kontaktu se vSemi potencialné infekénimi materialy. Po dokonceni kazdého stanoveni si
dikladné umyjte ruce.

Zabrarnite rozstiiknuti nebo vytvoreni aerosolu. Dojde-li k rozliti €inidel, je nutné &inidlo vzdy oplachnout 5%
roztokem chlornanu sodného a zlikvidovat je, jako by bylo potencialné infekéni.

V8echny vzorky, biologicka &inidla a materialy pouzité béhem stanoveni museji byt povazovany za material,
ktery mlze 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.
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13. ZAKLADNi PRAVIDLA RADIACNi BEZPECNOSTI

Cinidla obsahujici jod 125
Tato souprava obsahuje radioaktivni material, jehoz mnozstvi nepfevysSuje 12,5 uCi (462 kBq) jodu 125. Pri
skladovani, manipulaci a likvidaci materidlu je nutné pouzivat odpovidajici bezpe€nostni opatfeni a spravnou
laboratorni praxi.
Pro Iékarfe a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci obecné licence:
Tento radioaktivni material mohou obdrzet, nabyvat, vlastnit a pouzivat pouze |ékafi, veterinafi, ktefi vykonavaji
veterinarni praxi, klinické laboratofe nebo nemocnice, a to pouze pro Ucely klinickych nebo laboratornich testu in
vitro, pfi nichZ neni material ani zareni, jez z néj vychazi, aplikovano vnitiné ani vnéj$né lidem ani zvifatdm. Jeho
obdrzeni, nabyti, drZzeni, uzivani a pfeprava podléhaji pfedpisim a obecné licenci Komise pro dohled nad
jadernou bezpec¢nosti USA (U.S. Nuclear Regulatory Commission) nebo statu, s nimz komise uzaviela dohodu o
vykonu regulaéni pravomoci.

1. Skladovani radioaktivniho materialu musi byt omezeno pouze na uréeny prostor.
Pristup k radioaktivnimu materialu musi byt omezen pouze na pracovniky s pfisluSnym opravnénim.
Radioaktivni material nepipetujte Usty.
PFi praci v prostorech ur€enych k praci s radioaktivnim materidlem 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.
Pro Iékare a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci specifické licence:
pfijeti, pouziti, transport a likvidace radioaktivnich material(i podiéha predpisim a podminkam konkrétni licence.
POZOR: Hodnoty radioaktivity uvedené na pfibalové informaci se mohou mirné liit od hodnot uvedenych na
Stitku vnéjSiho obalu a na Stitku lahviky se zna€enou latkou. Stitek vnéjSiho obalu a lahvicky se znacenou latkou
oznacuje mnozstvi radioaktivity k datu kalibrace; pfibalova informace oznacuje teoretickou radioaktivitu soupravy.

apkowb

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:

EINIDLA Lo T kaLo-5 | NTRRY
KALIBRACNI ROZTOKY - 50 ul _
NAREDENE VZORKY _ _ 50 ul
INKUBACGNI PUFR - 200 pl 200 pl

4- INKUBUJTE DVE HODINY PRI POKOJOVE TEPLOTE ZA SOUCASNEHO TREPANI.
5- ODSAJTE INKUBACNI SMES A DVAKRAT PROMYJTE 2 ml PROMYVACIHO PUFRU.
6- DO VSECH ZKUMAVEK NADAVKUJTE 200 pl ZNACENE LATKY.

7 - INKUBUJTE DVE 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 PAAIOANOZOAOrINKH AOXOMETPHzH
TQON ANTIZQMATQN ANTI-TPO
M£60d0¢g yia TNV TTOOOTIKI avdAuon Twv
AUTOAVTICWHATWY avTI-avlpwITivng Bupeoeldikng utrepo&eidaong (IgG anti-TPO)
o€ Seiypara avlpwirivou opou | TTAAOHATOG

Mévo yia xprion in vitro

1. EIZArQrH

>1ov 0pd Twv a0Bevwv TTOU TTAOYXOUV OTTO TTabnoelg Tou Bupeocidolg pe autodvoon TraBoyéveon (Xpovia
Aepgokuttapiky Bupeocidimida Tou Hashimoto, TpwTtoTmabAg uTTOBUPEOEIBIOPNOG TOu eVAAIKA, f I0I0TTOBEG
puéoidnua kai acBéveia Tou Graves- Basedow) utrdpyxouv auToQvTICWHATA TTOU avTIOPOoUV pE dIAPopa CUCTATIKA
Tou avBpwTvou Bupeocidolg kal TTou TrepikAgiouv Tnv Bupeoogaipivn (hTg), TO PIKPOOWWHIAKO QAVTIYOVO TOU
Bupeoeidoug (M), To delTEPO avTIyovo Tou KOAAOEIBOUG Kail Tov utTodoxéa TnG TSH.

H docopétpnon Twv autoavTiowudTwy avTl-Bupeocaipivng (anti-hTg) kai avti pikpoowuiakou avtiyéovou (M)
QAVTITTPOOWTTEVUEI TOV TTI0 €UPUTEPA  XPNOIMOTTOIOUUEVO OIAYVWOTIKO €AEyXO OTNV KAIVIKF) TTPOKTIKA yia TNV
aimiotraBoyeveTikr) didyvwon BupeosidIkAG auToavoaiag. AuTd Ta AvTICWHATA Kal €I0IKOTEPA EKEVA EVAVTIO GTO
MIKPOOWHMIOKO avTiyovo, eival TTpdyuatt TTapovia (ouxva o€ uwnAoug TiTAOUG) oTn HEYAAn TTAEIOVOTNTO TWV
aoBevwyv pe aoBéveia Tou Graves-Basedow kal oxedov o€ 6Aoug ekeivoug TTou TToxouv atd Bupeoeiditida Tou
Hashimoto A amré 18iomabég puéoidnua. Avtifeta, n doogopéTpnon Twv avTicwpdTwy anti-hTg kal/fj ekeivwv evavTia
OTO MIKPOOWWMIOKO avTlyovo Oev TTPOKUTITEl TTOTE UWNAR ot O1d@opeg AAAeg Bupeoeidikég aoBéveieg OTTWG N
otropadikr f evONuIKN PN TogIkA BpoyxokoiAn kai o kaAonBeig ) kakorBeig veotTrAaaies. Ta avTiowuata anti-hTg
KOl €KEIVA EVAVTIO OTO WIKPOOWHMIOKO avTIyOVO ouvhRBwG atToudidlouv oTa QUOIOAOYIKG aTtoua. Map’oAa autd Ta
AVTICWHATA EVAVTIA OTO MIKPOOWHIAKO QVTIYOVO UTTOpoUV va TTapaTtnenBolv o€ Atopa Xwpig Kaveéva KAIVIKO
onueio BupeoeIdIKAG TTOBAOEWG, Kal €10IKA OTIG YUVaiKeG NAIKiag dvw Twv 50 eTwv.

Ta avTIoWPATa EVAVTIO GTO PIKPOTWHIOKO avTIyOVO, Ta OTToIa apXIKA TTEPIYPAPNOAV PE TOV avooopBopIoud Kal T
ouvdeon TOUu OUMTTANPWHATOG, BaBuoAoyolvTal pe TTOONTIKA AIJOCUYKOAANON 1 e padloavoooAoyIKEG A
avoooevCUUATIKEG UEDODOUG. AUTEG Ol TEXVIKEG €ival TOOO TTIO £UTTIOTEG OCO0 MEYAAUTEPOG €ival o Pabuodg
KaBapdTNTAG TOU XPNOIUOTTOIOUPEVOU avTlyovikoU UAIKoU. Evw n hTg éxel avayvwpioBei kai kabapioBei, péxpl
OTIYMAG N €AAEITTAG yvWan TG @UONG TOU JIKPOTWHIaKOU avTiydvou Tou Bupeoeidols £xel epTTodioel Tov KaBapIoud
Tou. Ta TTAPACKEUAOUATA PIKPOCWHIOKOU avTiyévou Tou Bupeoeidolg TToU XPNOIKOTTOIoUvVTal WG ETTI TO TTAEiOTOV
yla TN OUA\OYR TWV QVTIOTOIXWV QUTOAVTICWHATWY, TTIPOKUTITOUV ETTOUEVWG, GOXETA WE Tn XPNOIUOTTOIOUMEVN
pEBODBO, avaTro@eukTa PoAuouéva atrd dAAa avTiyéva, avapeoa ota oTroia €xel avayvwpiabei Eekdbapa n hTg.
AuTé KaTéOTNOE ATTAPAITNTO YIa TNV €I0IKA OOCOUETPNON TWV AVTICWHATWY EVAVTIA OTO PIKPOOWMIAKSO avTlydvo Tn
xpnon hTg o€ TmAeovacpd oTO piypa avridpaong yio TNV QVTIMETWTTION Twv TOavWY WEUdWV BETIKWV
ATTOTEAETUATWY TTOU OQEiAOVTal GTNV TTAPEUBOAR Twv avTiIowudTwy anti-hTg.

Mpoéogara amodeixBnke o€ BIOXNUIKO, avOCOAOYIKO Kal HOPIaKS ETTITTESO OTI TO KUPIO (kal TTIBavoTaTa PovadIKo)
QUTOAVTIYOVIKO OUCTATIKO TOU MIKPOOWHIAKOU avTlyévou Tou Bupeocidolg avTITTpoowTTeUETal aTTd TNV BUPEOEIDIKN
utrepoeiddon (TPO). Auté 10 évCuuo diadpaparifel éva onuavtikdé poAo oTn oUvBeon Twv OPUOVWY Tou
Bupeocidolg, kataAuovTtag TNV o&eidwan Tou 1WdIBIoU KaI TNV EVOWHPAETWON Tou oTa BupeouTtoAgiypara NG hTg.

H 3108e01uéTNTa TWV POVOKAWVIKWY avTIowpdtwy anti-TPO éxel emTtpéwel Tov kaBapiopd autod Tou eviUuuou
MEOW XpwUOTOYPOQIOG Ouyyévelag Kal €xel KATaoTAgel duvarh Tnv avdamTtuén €I0IKwY  avooOAOYIKWY
OOCONETPACEWY YIa Ta autoavTiowpata anti-TPO. Autég ol uéBodol ep@avifouv Ta TTPOPAVH TTAEOVEKTANATA TNG
XPAONG KekaBapuévou avTiyovou Kal dev XPprigouv TTPOKATAPKTIKA TTpoopdenon pe hTg Tou opol utré egétaon.
Mpoéopateg peAéTeg amedeigav 0TI n O0COoUETPNON TWV AvTICWHATWY anti-TPO pe avoooloyikég peBddoug eival
KAIVIKG €UTTIoTn Kal 1Mo €10IK) O OXE€Oon ME TOV TTPOCOIOPIOUO TWV AVTICWHATWY EVAVTIA OTO WIKPOOWHMIOKO
QAVTIYOVO PE TEXVIKEG TTOU XPNOIUOTTOIOUV UN KEKABAPUEVO PIKPOCWHIOKS avTiydvo Tou Bupeo€idoug.
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2. APXH THZ AOZOMETPHXZHX

H xpnoipotroioduevn péBodog civar padioavocoloyikou Tutrou (IRMA). Ztnv mpwTtn @don ol IgG anti-TPO T1ou
euTTEPIEXOVTOI OTOUG BaBuovountég ) ota deiypata dnuioupyoulv deapd e Tnv TPO 1Tou Tpoopogdrtal o€ oTEPG
@aon. =T deuTepn QAon n TpwTeivn A IxvnBetnuévn pe I (ixvnBétng ') emTpooBeTo Snuioupyei BETUO WE TO
ouumAdoko IgG- TPO oe otepd @don. Emera amd mig 800 €mMwdACcEIg, n TTO0OTNTA TNG IXVNOETNUEVNG KOl
ouvdedepévng oTn oTePd @daon TTpwTeivng A eival avaloyn Tng ouykévipwong g IgG anti-TPO 1rou utrdpyel
oToug BaBuovountég A ota deiypata. Z10 TEAOG KaBepiag emwaong 1o UAIKG TTou dev €xel dnuioupyrnoel deaud
atmoBAAMAeTal  péow  avappoenong  kar  TAUong. H  péBodog Tou  uloBeteital  yia TO  dloXWPIOUO
eAelBepng/ouvdedepévng BaaileTal aTn XPNON Twv EUAICONTOTTOINUEVWY OKIMACTIKWY CWARVWY, 61Tou n TPO éxel
OeopeUBEi OTA TOIXWHATA TWV OOKIJACTIKWY GWARVWV.

H doocopétpnon Ttwv avricwpdtwy anti-TPO xpnoigotrolei oav 1xvnBéTn TV TpwTeivn A, Mo TTPpwTEivn TOou
KUTTOPIKOU TOIXWHATOG Tou Paktnpiou Staphylococcus aureus 1ou éxel Tn duvartdTnTa va OUuvOEETAl UE TO
améoTmacpa Fc Twv yopiwv Twy IgG.

3. ANTIAPAZTHPIA NOY NMAPEXONTAI ZTO KIT

EuaioBnToTroinuévol SOKIUAOTIKOi CWARVES 100

Ixvneétng I 1 giaAidio
BaBpovountég anti-TPO 5 @iaAidia
Opdg eAéyyou 1 @iaAidio
AIOAUTNG delyudTwy / BaBuovounTig undév 1 @iaAidio
PuBuIoTIKO eTTacng 1 @iaAidio
PuBuioTiké TTAUONG 2 @ioAidia
ApIBUOS SOCOUETPROEWY 100

TPOIO 2 YNTHPHZHZ: Kara tn aniyun tng Geiéng, diatnpnaorte 1a kit atoug 2-8°C Mnv karawuxere. Emera amd
10 Gvoiyua, Ta avridpacTipia autoU Tou KIT gival otaBepd péxpl tnv nuepounvia Anéewg eav diarnpnBolv
karaAnAwg. To kit gival eyyunuévo yia 4 ocipé¢ avaAuong eav xpnaoiuotroinbei kard tn SIGpKeIa TNS NUEPAS O€
Beppokpaaia mepiBailovrog kar eav diarnpeitar atoug 2-8°C kard 1n SIGpKeIa TNS VUKTAG.

Mn xpnoiuoroigite Ta avridpaoripia mépav tng nuepounvias Anéewg. H nuepounvia Anéewg Tou KIT gaiverar atnv
eEWTEPIKN ETIKETA Kal QvTQTTOKpiveTal aTnv nuepounvia Anéswg tou ixvnbérn. H nuepounvia Anéewc kabevog
OUOTaTIKOU QEPETAI OTIS ETIKETEG TWV QVTIOTOIXWV @IaAIBiwV.

Kara tv avaouoraon Ttwv @iaAidiwv, avakiviiote amaAd woTe va Qmo@uyete 1 Onuioupyia a@pod.
Mnv avauiyviere avridpaoTHpia TToU TTPOEPXOVTAl QTTO OIAPOPETIKES TTAPTIOES.

3.1. Evaio@nTotroinuévol SoKIgaoTIKoi CwARVEG

H eowTepikn em@aveia KGBe doKIHaoTIKOU TWARva £xel TTEVOUBEi e avaouvduaouévn BupeocldIkr utrepogeiddon
(baculovirus).

Tn oTiyun TNG XPAoNG, @EpaTe Toug ualiobnToTToINUEVOUG OOKINAOTIKOUG OWANVEG 0€ Bepuokpaaia TTepIBAAAOVTOG
TIPIV VO OVOIEETE TO DOYKEIO, WOTE va ATTOPUYETE CUPTTUKVWON TNG UYPACiag.

O1 axpnoipoTrointol SOKIYAOTIKOi CWAAVEG TTPETTEl va diatnpouvTal oTo KaAd KA£ioTé doyeio. Mnv avaulyviete
OIAPOPETIKEG TTAPTIOEG EUAICONTOTTOINUEVWY SOKIMACTIKWY CWAAVWV.

3.2. Ixvn8£Tng '%I (KGKKIVO): avTISPACTAPIO £TOINO TIPOC XProN

To @iaAidio Tepiéxel 21 mL Tpwreivng A 1xvnBetnuévne pe %1, Bdeia aABoupivn 0pou, GWOPOPIKO-KITPIKG
PUBNIOTIKG, ouvTnENTIKA Kal Pia adpavr] KOKKIVN XpwaoTiKr. H péyiotn padievépyeia eival 444 kBq (12 mCi) katd
TNV nuUepopnvia Tng fabuovounong.
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3.3. BaBpovountég anti-TPO: avTidpacTripio £TOIO TTPOG XPAON

KdaBe @iaAidio tepiéxel 0,5 mL mrpoapaiwpévou avBpwTTivou opou TTou TrepIEXouv avTiowuata anti-TPO, Boécio
opo, Bocia aABoupivn opol, pubuioTikd PBS kai cuvtnpnmikd. O ouykevipwoelg Twv Babuovountwy gival ol
akdAouBeg: 10 - 30 - 100 - 300 - 1000 U/mL. O1 BaBuovounTtég Tou KIT €xouv PaBuovoundei évavtl Tou
Mapaokeudopatog Avagopdg 66/387 anti-TMS (NIBSC). O1 BaBuovounTtég Tou KIT JTTOpoUV va evVOAAGoOVTal JE TA
Ociypata utrd €&€taan OTav XpnoIYOTTOIOUVTal JE T AvTIOPACTAPIA KAl TNV €TTIXEIPNOIAK diadikagia autol Tou
SlayvwaoTIKoU TEDT in vitro, cUPQWVA Ye 60A CUVIGTWVTAI ATTO TOV KATAOKEUAOTH).

A6 Tn oTIyun TTou o1 BaBuovounTég £xouv TTpoapalwdei o avahoyia 1:51 kal €xouv TTPOOBIOPIOTEN Ol AVTIOTOIXES
TIMEG, N OUYKEVTPWON Twv delypdTtwyv o€ U/mL ptropei va utroloyioTei atmeuBeiag péow mrapepfBoAig améd v
KOUTTOAN BaBuovounong. Xpeldletal va i0dyeTe évav ouvTeAeoTr) TTOAATTAAGIaoUoU povo étav n apaiwon Tou
deiypatog gival avwTepn Tou 1:51.

3.4. Opobg eAéyxou : Auo@IAO avTIdPaCTAPIO

To @IOAIdIO TTEPIEXEI TTPOOPAIWUEVO avBPWTTIVO opd TTou TTepIEXEl avTiowpaTta anti-TPO, Béeio opd, PRoeia
aABoupivn opouU, puBuiaTiké PBS kal ouvnpnTikd. To €0pog TwWV CUYKEVTPWOEWY KABE EAEyXOU avagEpeTal GTO
TOTOTIOINTIKO avaAuong kai degixvel Ta Opla TTou €xouv kaBopioTei ammd Tnv DiaSorin yia TINEG €AEyXwv TTOU
MTTOPOUV va emTEUXB0UV O€ agIOTNIOTOUG KUKAOUG EEETATEWV.

MpayuarotroioTe avacUuoTacon Tou TrepiEXopévou Tou gioAidiou pe 1 mL ameatayuévou vepol. To diGAupa TTou
TTPOKUTITEl €ival oTaBepdaToug 2-8°C péxpl TNV nuUEPonvia ANEWG TOU KIT. ZUViOTOTOI VO PNV OPOIWVETE
TEPAITEPW TOV 0PO eAEyXou. AloBdaaTe atreuBeiag TNV TR a1md TNV KAPTTUAN Babuovounong.

3.5. AloAUTNG delypdTwy / BaBpovountig pndév: avtidpacTApIo £TOINO TTPOG XPAON

To @iaAidio Trepiéxel 50 mL puBuioTikoU PBS, Bocio opd, Bocia aABoupivn opol kal cuvtnenTikd. To avTidpacTApIo
XpnoigoTroigital wg BaduovountAg UNGEV Kal yia TNV apaiwon Twv dEyUATwy.
To avmidpacTiplo gival koivo ota KIT AB-TPOK-3 kai AB-HTGK-3.

3.6. PuBuioTik6 eTwaong (UTTAE): avTiOPacoTrpIo £TOINO TIPOG XPAOoN

To @iaAidio TrepiExel 52 mL evog puBuioTikou diaAuuatog TRIS, Bogia aABoupivn opou, KaBapIioTikd, ouvTnENTIKA
Kal yia adpavr UTTAE XPWOTIKH.

3.7. PuBuioTiké Auong : avmidpacTripio o€ didAupa (10x)

KdaBe @iaAidio repiéxel 50 mL Triton X-100 oT1o 0,5% kai puaioloyikd didAupa aAdTwy.

®épate oe 6yko 500 mL pe atroioviopévo vepd OAOKANPO TO TrEPIEXOPEVO KABe @laAidiou. To OidAupa TTou
TIPOKUTITEl gival 0TaBepd aToug 2-8°C péxpl TNV nuepounvia Afgewgtou KiT. To SiIGAUPA XPNOIUOTIOIEITAI YIO TNV
TTAUCN TwV OOKIUACTIKWY CWANVWV.

4. BOHOHTIKOZ EZOMNAIZMOZ KAI ANTIAPAZTHPIA

- AmeoTayuévo Kai atroioviopévo vepo.

- TudAiva €idn epyaoTnpiou.

- MAooTiKoi BOKINACTIKOI CWAAVEG Hiag XPrOEWG.

- MikpopeTpikég oUpIyyeg Pe dkpa piag xprioewg Twv 10, 50 L (akpiBeia £ 3%, emavaAnmmikotnTa 2%) kai 200,
500, 1000 pL (akpipeia £ 2%, emavaAnmTikoTnTa 1%).

- 'Edpava SOKIJACTIKWY CWARVWV.

- Avadeutipag Vortex.

- MepioTpo@ikdg avadeuTtripag pe TaxutnTa avadeuong 300-350 rpm.

- ZUoTnua yia Tn diavour Kai Tnv avappod@nan Tou pubuioTikoU TTAUONG o€ B€on va diavépel 2-3 mL avd KUKAo
TAUONG KaTd Tn Sidpkeia dUo KUKAwY TTAUONG.

- MeTpNTAC Yauua yia T pétpnon Tou lwdiou 21 (pubuion TapapéTpwy Tou TTapaBUpou Tou PeTpnTh: 15-80 keV -
aroédoan Tou PeTpnTh: 70% - xpdvog pétpnong: 1 min). EGv n amdédoon Tou PeTPNTA €ival KATwTEPN Tou 60%,
TPETTEl va TTapaTtabei o Xpovog péTpnaong o€ 2 min.
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5. EEArQrH KAI MPOETOIMAZIA TQN AEIFMATQN

H &ooopétpnon ptopei va mpaypatotroinBei oe deiypyata avBpwtrivou opou A TAdopaTtog. Mtropouv va
XpPNnoigoTToinBolv avTITTNKTIKA OTTwg To KITPIKG, EDTA kai nrrapivn. MNpayyatotroioTe TNV aigoAnyia atré QAERa,
apnoTe 1o aiya va TMEEl Kal dlaxwpnRoTe Tov 0pd amd To BpouPo 10 ouvTopdTeEpo duvatov. Kabapiote pe
QIATPAPIOUA 1 QUYOKEVTPION TTPIV atrd TO TEOT TA OEiyPaTA TTOU TTAPOUCIAlouv UANIKO O€ aiwpnon, Asukauyeid,
AiTTaipia ) epuBpokuTTapika uttoAoima. Mn xpnoiyoTrolEiTe deiydaTa TTOU €XOUV UTTOOTEN I0XUPA aigdAucn A
NITTQIHIKG, oUTe €TTioNG Kai dgiypaTta Tou TTapouaiadouv UAIKO o€ aiwpnan f Tpogavi poAuvon ammd pikpopia. Eav
n doocouéTpnon £Xel EKTEAETOEI OTIG ETTOMEVEG 24 WpPeG aTTd TNV algoAnwia, Ta deiyyaTta Propouv va diatnpnbolv
otoug 2-8°C. Ze avtiBetn mepimTwon, Tpémel va diaipebolv oe karewuypéva kAdopota atoug —20°C A o€
KOTWTEPEG BeppoKkpaaieg. Eav Ta deiypata €xouv KaTeWuxOei, avakivAoTE PE TTPOCOXN TTPIV va Ta SOCOUETPrOETE.
ATtrogeUyeTe eTTavOAauBavouevoug KUKAOUG Wuéng Kal atmoyuéng.

Apaiwon Twv delypdTwy

ApaiwoTe Ta deiypata pe avaAoyia 1:51 pe 1o diaAdTn deiypdtwy (3.5) Tpiv ammd 1n docopétpnaon. AlavAiuete 10 mL
ociyyatog kar 500 mL O10AUTn o€ TAOOTIKOUG OOKINOAOTIKOUG OWAAvEG Kal avadelote oe  Vortex.
Edv mpoBAémrovral uwnAég cuykevipwoelg IgG anti-TPO, apaiwoTte emmAéov pe 10 OIOAUTR deiyudTwy. Ol
BaBuovounTég kal 0 0pdg eAEyxOU ival ETOINOI TTPOG XPHON KAl BV TTPETTEI VO apaiwBoUv.

6. ENIXEIPHZIAKH MEOGOAOZX

dépate Ta avTidpacTrpla oe Beppokpacia TepIBaAAovTog (20-25°C) Tpiv atrd Tn docopéTpnorn. MpoBAETTeTe TOUG
TTPOo0dIopIcHoUG ToUuAdxIoToV DITTAG. EkTeEAETTE TOV TTPOCBIOPITUS TWV BaBuovounTwy yia KABe aeipd avaAupévwy
delyuaTwy. H emixeipnoiokn YéBodog TTPETTEl va gival auaoTnpd OPoIa yia Toug BaBuovounTég Kal yia Ta deiypaTa
uTTo €&€Taon.

EkTeAéoTe TIG @AoEIG TNG dOCOPETPNONG WE TNV TTPOBAETTOPEVN OEIPd, XWPIG OIAKOTTEG. XPNOIYOTIOINOTE Hia véa
dKkpn piag xproewg yia va otmaAdgeTe Toug BabuovounTtég Kai Ta deiypara.

- AlavAuete Ta avmidpacTApia orov mubuéva Twv euaigbntomoinuévwy SOKILAoTIKWY owAnvwy. EvepynRoTe
oUP@WVa Pe To akOAouBo oxedIdypappa:

OOKIMAOTIKOI CWARVEG BaBHOVOUNTEC Apaiwpéva
avTidpacThplia 0-5 deiyuara
BaBuovounrég 50 pL -
Apaiwpéva deiypata — 50 pL
PuBpioTiké emmwaang 200 uL 200 pL

- AVOKIVAOTE TO TIEPIEXOPEVO TWV OOKIUOOTIKWY CWAAVWY Kal O@QACTE YIO EMWOON YId 2 WPEG OEF
Bepuokpacia epIBdAAovTog utrd avadeuon (300-350 rpm).

- Avoppo@noTe ETIUEAWG TO Hiyda emmwoong Kal TTAUveTeduo @opég pe 2 mbL puBupioTikoU TTAUONG.
BeBaiwBeite 611 n arooAn Tou uypou eival TARPNg, ovrag aiyoupol 6T N Gkpn NS MIKPOTUPIYyas avappoenons
aKouutra orov muBuéva Twv euaiobnrormoinuévwy SOKILAOTIKWY OwAnvwy. H Tmapoudia orayovwv T1ou
EQATTTOVIQI OTA TOIXWHATA TWV €UQITONTOTTOINUEVWY OOKIUACTIKWY CWANVWY UTTOPEI va TTpoKaAéael ugiwpévn
avamapaywyiuoTnTa N un EUTTIOTa armoreAéouara. Asv mpéTel va Ueivel ixvog§ TN XPWOTIKAG.

- AlopApere 200 pL  1xvnBétn o OAoug TOug OOKIHAOTIKOUG OwAnAveg. [pogtoiudote 000 N
€uaIoONTOTTOINUEVOUG  DOKIMAOTIKOUG OWANVEG yia Tov UTTOAOYIONS TNG OAIKAG dpaaTnpidTNTAg TIOU Va
mepIEXouv Yévo 200 mL 1xvnBETN Kal a@roTe TOUg OTNV AKPN PEXP! TN OTIYUA TNG PETPNONG.

- A@noTe yia eTTWaACN Yia 2 wpeg o€ Beppokpaaia TepIBaAAovrog uttd avadeuon (300-350 rpm).

- Avoppo@noTe £TTINEAWG TOV IXVNOETN Kal TTAUVETE SUO POpPEG e 2 mL puBuIoTIKOU TTAUONG. EvepynoTe 6TTwg
ETTAVW.

- MeTpnoTe Tn padievépyela TwV SOKIUOACTIKWY GWARVWV.
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7. YIIOAOTIZMOZ TQN ANOTEAEZMATQN

YtroAoyioTe T0 YEOO OPO TWV PETPHOEWV Yia KABE oudda SOKINACTIKWY CWARVWY a@oU £XETE AQAIPETEl TNV TIUN
ToU INpaToG. Ek@pdaaoTe TO0 YECO OPO Twv PETPAOEWV BaBuovounTwy Kal SElyNATWY WG EKATOOTIAI0 OE OXEON ME
TNV OAIK) dpacTnPIOTNTA:

uéon péTpnon BabuovounTwy Kal SElYUATWY

B/T% = x 100

péon péTpnon oAIKAG dpaaTnPIOTNTAG

Dépare og ypagikd didypapua log-log Tov ekarooTiaio péco 6po TToU UTTOAOYIOTNKE yia KGBe Babuovountr oTov
aéova Twv TeTaypévwy (G&ovag Twv Y) og ouvdpTtnon ye Tn ouykévipwon IgG anti-TPO ekppaopévn e U/mL oTo
aéova Twv TETUNUéVWY (GEovag Twv X). Emtuyxdvetal €101 pia kaptruAn Babuovounong (Eikéva 1). AmreuBeiog
até TNV KOUTTOAN BaBuovounong diaBaoTe Tn ouykévipwon Twy IgG anti-TPO kdBe evog deiyuaTog eKQPaTuévn
oe U/mL. Edv 1o deiypa éxel apaiwBei Trépav Tou apXIkoU ouvteAeaTr 1:51, N cUyKEVTPWAON TWV AVTICWHATWY TTOU
Ba Bpebdei TpéTTel va TTOAATTAQCIAOTEI PE TO OUVTEAEOTH apaiwong avwTtepo atd 1:51, €xoviag utr'éynv Ot ol
BaBuovounTég gival RGN TTpoapaiwpévol 1:51.

Napdadeiypa uTTOAOYIoHOU

Ta akdAouBa aToixeia TTPETElI va BewpnBolv Povo éva TTapddelyua Kal Oev TTPETTEI va XPNoIPoTToinBolv avdueoa
oTa oToIXEia TTOU Ba TTPOKUYOUV OTO XPROTN.

Mepiypapn cpm B/T x 100

OAIKA dpaocTnpIdTNTA 113.962 -

BaBuovountig undév/apaiwTthg delyuaTwy 43 0,04
10 U/mL 954 0,84
30 U/mL 2.495 2,19
100 U/mL 8.308 7,29
300 U/mL 21.395 18,77
1000 U/mL 65.080 57,11
Acgiypa 6.914 6,07

MapeuBaArovtag attd TNV KAUTTUAN BaBuovounong, To deiypa TpokUTTel va Trepiéxel 90,3 U/mL IgG anti-TPO.

B/T x 100

0.1

Eikéva 1

T I
30 100

laG anti-TPO. U/mL
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Epunveia Twv ammoteAeopdTWY

O mpwTtog BaBpovountig (10 U/mL) avrirpoowTrelel To cut-off Tou cuoTtrparog.

Oewpouvtal BeTIKA yia Tnv TTapouadia IgG anti-TPO Ta deiypata pe Tiyn ion  avwtepn Tou cut-off. Ta deiyyata pe
TIA KoTWwTEPN atrd 1o cut-off TTpéTmel va Bewpouvtal apvnTikd. Map’6Aa autd, cuvioTaral va Bewpouvtal UTTOTITA TA
Ociypara pe TiéG IgG anti-TPO evtog Tou + 20% Tou cut-off.

>uvioToUpe o€ KABe epyaaTrplo va TTpoadiopioel Ta dIKA Tou SIO0TAPATA avaPopdg.

8. KAINIKA ZTOIXEIA

Katd tn di1dpKkeia Twv KAIVIKWY PEAETWY eAA@Onoav utr'oywnv 359 datopa Ta otroia utrodiaipédnkav wg €ENG:
200 euBupeoeidikd, 98 utroBupeocidikoi aoBeveig TTAOXOVTEG OTTO auTodvoon Bupeoeldimnda Tou Hashimoto kai
61 utrepBupocIdikoi aaBeveig TAoKOVTEG aTTd 0oBéveia Tou Basedow.

Y& autév Tov TTANBucpo6 200 dropa Tagivounenkav wg apvnTika kal 159 wg BeTikd dropa yia IgG anti-TPOue éva
TEOT ava@opdg. O apvnTIkGG TTANBUCUOG ATTOTEAEITO ATIO GTOPA TTOU TTPOEPXOVTAV KAl OTTO TIG TPEIG OUADEG.
Me 1o kit DiaSorin 195 dropa tagivoundnkav wg apvntikd (Tiuég IgG anti-TPO katwtepeg amd 10 U/mL) kai 10
157 aropa Tagivoundnkav wg BeTika (TipéG IgG anti-TPO avwrtepeg amd 10 U/mL).

H oupguwvia Twv atroteAeopdTwy ATav TNG TAgEWwg Tou 98% (352/359).

Map’6Aa autd o1 TIHEG TTOU QVOPEPOVTAIl TTAPATTAVW Eival HOVAXO EVOEIKTIKEG. ZUVIOTOUNE O€ KABE EPyacTrplo va
TTpoadiopioel Ta IKA Tou dIOOTAUATA AvVaPOPAG.

9. MEOOAOAOrIIKEZ EMIAOZEIZ TOY KIT

9.1. EidikéTNTO AvdAuong

H avoAutikr) €181kdTnTa opieTal oav n 1kaveTnTa TOU TEOT va avixvelel akpIBwg Tov avaAdTn Trapoucia
Tapayoviwy duvnTIKa TTapePBAAAOVTWY OTO OTEAEXOG Tou Octiypatog (yia Tapddelypa, avTITTNKTIKG, aigdAuan,
armoteAéoparta Tng emegepyaciag Tou OeiypaTog) R OIAOTOUPOUUEVEG QVTIOPACEIG ME QAVAAUTEG dUVNTIKWG
TTapePBAANOVTEG.

NapepPoAég. MeAéTeg TTOU €XOUV EAEYXOEl OXETIKA PE TTAPAYOVTEG BUVNTIKWG TTOPEUBAAOVTEGEXOUV aTTOdEIEEI TO
6T o1 €mOO0EIg ToU TeOT dev emmnpeddovTal atmd avTiTTnkTikG (EDTA, nmapivn, KITpIkG), eAa@pd aipdAucn (MEXP!
20 mg/dL aigoo@aipivng), Aimraiyia (uéxpr 10000 mg/dL TpiyAukepidia), i xoAepuBpivaipia (uéxpr 50 mg/dL
XOAepuBpivn).

AlaoTaupoupeveg avTidpdaoelg. Aev €xouv TTapaTtnenOei dlooTaupoUueveg avTIdOPAOoEIG TTOU va o@eilovTal oTnv
TTapouaia autoavTiowudtwy anti-hTg péxpr pia ouykévrpwaon evog ekatopupiou U/mL.

9.2. EvaioOnoia avaAuong

H avaAuTikr) euaioBnaia ptropei va ek@pacBei emiong aag 0pio avixveuong, f n eAaxIoTn ToooTNTa avaAdTn TTou
gival avixveuoiun ato 1o 1€0T. To dplo avixveuong eival 0,8 U/mL 010 95% eputmmioToolvng. ‘Exel utroAoyioBei oav n
PAIVOUEVIKA) OUYKEVTPWAT TOU avaAUlTn TTou dlakpivetal atrd Tov BabuovounTr) undév (apaiwTr delypdTtwy), r duo
TUTTIKEG ATTOKAICEIG TTAVW aTTO TO PNOEV.

9.3. EmavaAnmrTikétnTa

H emavaAnmmikdTnTa KOI N avatrapaywylgétnta 1ou deiypuatog (i aAMWG n dia-OelyuaTik Kal £vO0o-OelyUaTIKA
METABANTETNTA) €xOUV KOBOPIOTEN XPNOIUOTTOIWVTAG SeiydaTa UTTd JIOPOPETIKEG TUYKEVTPWOEIG AVOAUTN.

EtravoAnTImikoTnTa A B C
ApIBu6g kabopiopwyv 25 25 25
Méoog 6pog (U/mL) 41,04 121,13 244,00
TUTTIKA aTTOKAION 1,70 7,40 6,00
BaBuog petaBoAng (%) 4,10 6,10 2,40
AvatrapaywyigotnTa D E F G
Ap1Bu6G KaBopIoPWY 25 25 25 25
Méoog 6pog (U/mL) 21,4 71,5 146,5 680,5
TuTTikA atmokAion 1,9 5,6 7,0 43,9
BaBuog petapoAng (%) 9,1 7,8 4,8 6,5
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9.4. AkpiBeia

H akpifela Tng doocouétpnon £xel eAeyxOei péow TEOT apaiwong.

TeoT apaiwong. 'Exouv docopetpnBei PoOvOPETPEG apalwoelg €1 OelyudTwy 0poU Ot UWNAR OUYKEVTPWON
avTiowpdTwy anti-TPO mrpayuatotroinuéveg otov apaiwTh delyudtwy. Opiouéva TTapadeiyyata JETAPEPOVTAl OTOV

akoAouBo TTivaka.

Apaiwo AVOEVOLEVN Merpnpevn % Avaktnol
e n ouykevipwon, U/mL | guykévrpwon, U/mL ° nons
aoikto - 437,6 -

1:2 218,8 196,8 89,9
1:4 109,4 109,4 100,0
1:8 54,7 54,9 100,4
1:16 27,3 251 91,9
1:32 13,7 13,6 99,3
aeikTo - 207,9 -
1:2 104,0 108,4 104,3
1:4 52,0 55,5 106,8
1:8 26,0 22,9 88,1
1:16 13,0 12,2 93,9
1:32 6,5 57 87,7

9.5. AtTroTéAeo O KOPETHOU O€ UPNAéG Soo¢lg

Otav docopeTpolvTal Oeiydata TTOU TTEPIEXOUV ECAIPETIKA UWNAEG OUYKEVTPWOEIG AVTICWHATWY O€ pia pEBodo
sandwich pe d00 emTwdoelg, gival duvatov va emTEUXOOUV QAIVOUEVIKA KATWTEPO ETTITTEDA AVTICWHATOG ATTO TO
TTPOYHOTIKO WG OTToTEAeOPa Tou KopeopoU. Eva kaAd TeAeloTroinuévo oUOTNUA  OTTOKAEiEl OpwG TO va
ETTITUYXAVOVTQI OTTOTEAEOUATA XOVOPOEIdWG UTTOTIUNMEVA (OTTWG PTTOPET va oupBei oTIG BoooueTpAoElg sandwich
ME Hia eTTOO0N).

‘Exouv doocopetpnBei ouykevipwoelg IgG anti-TPO péxpr 150 xihiddeg U/mL kai €xel TapartnpnBei 611 autég ol
OUYKEVTPWOEIG dnuioupyolv éva avaAuTikO OAua TTAvTa avwTtepo atrd Tov Babuovounti pe Tn HEYOAUTEPN
ouykévTpwaon (KautruAn kopeopou). lMNa pia owaoTh TTOOOTIKA avaAuon, Ta deiypaTta Trou TrepiExouv emitreda IgG
anti-TPO avwTepa atrd ekeivo Tou BabBuovounTr) hE TN MEYOAUTEPN OUYKEVTPWON, TIPETTEI VA APAIWVOVTAIl JE TOV
apaiwTr SEIYUATWY KAl va ETTAVOSOCONETPOUVTAI. Ta atToTEAéOUOTA KATOTTIV TIPETTEI va TTOAAQTTAGIAdovTal JE TO
OuVvTEAEDTH apaiwong avwTtepo atd 1:51 waote va emTeuxBouv Ta emiTeda IgG anti-TPO Twv pn apaiwpévwy
OelypdTwy.

10. OPIA THZ AOZOMETPHZHZ

H diadyvwon dev Ba TpETTel va dIATUTTWVETAI E BACN TO ATTOTEAECHA UIAG KOl JOVO dooouETPNONG, OAAG auTtd Ba
mpétrel va aglohoyeital padi ye GAAa KAIvikd eupupara, diayvwoTikEG O1adIKaaieg Kal UTTG TNV Kpion Tou 1aTpoU.

Baktnpiak poAuvon i eravaAauBavopevol KUKAOI wigng/ammowuéng Twv dSEIYUATWY PITTOPOUV VA JETATPEWOUV TA
atroteAéopaTa TG SooopETPNONG.

MNa va emreuxBolv aglommoTa amoTeAéopaTa XpelddeTal va akoAouBouUvTal MOTA ol 0dnyieg XPATEWS Kal va
KOTEXETAI MIa KATAAANAN TeXVIKN Xelpoyvwaia. EidikdTepa, eival onuavtikg pia KaAf okpiBela oTig @aoeig
avaoloTaong Kal SIavoung Twy avTIdPacTNPIWV Kal O€ EKEIVEG TG avappoPnong Kai TTAUCNG.

ArmroteAéopata TTou dev eravalapBdavovTal opeilovTal Kupiwg o€ peBodoAoyikoUg TTapdyovTeG OTTWG YIa
TTapadeiypua:

- evaAAayn OTIG KAWOUAEG avapeoa oTa @iaAidia

- XPrion Tou idiou dkpou PIKPOOUPIYYAGS YIa TIG aVAARWEIG aTTO SIaQOPETIKA PIaAidIa 1) atrd SIAPOPETIKG deiyuaTa.
- @IaAidIa TTOU £X0UV aPEDEI AVOIKTA VIO HAKPEG XPOVIKEG TTEPIODOUG

- €xBeon Twv avTIdpaaTnpiwy 1 Twv delyNdTwy g€ éviovn BepudTNTa,f O€ I0XUPES TINYEG BAKTNPIOKAG MOAUVONG.
- OKOTAAANAN avappO@non Tou PiyhaTog ETTWaoNG Kal TTAUOT Twv SOKIJAOTIKWY CWARVWY

- MOAuvon Tou AKPOU TwV SOKIPACTIKWY OCWAAVWY HPE TOoV IXVNOETN ) YE Ta deiypaTta

- Tuxaieg BIOKUPAVOEIG A KAKA OuvTHPNON TOU PETPNTA YAUUO

- evaAayn Twv avTidpacTnPiwy atrd dIAPOPETIKEG TTAPTIOES.

74



11. NPOEIAONOIHZEIZ KAl MPO®YAANAZEIX

Ta ouoTaTiKG Tou KIT TTEPIEXOUV alidlo Tou vaTtpiou wg ouvinpenTike. ATré Tn oTiypR TTou To agidlo Tou varpiou
pTTopEi va dnuioupyroel agidia yoAUROoU 1 XaAkoU OTIG CWANVWOEIG, CUVIoTATal va 0QACETE va TpEgel dgBovo
VEPO OTIG ATTOXETEVOEIG £TTEITA a1TO TNV aTTOROAN dloAupdTwy TTou TrepIEXouv alidio Tou varpiou (Council Directive
99/45/EC).

R 22 - EmBAaBég kard tnv kardrroon.

R31 - Zeemagn pe oéa eAeuBepavovTal TOEIKA agpia.

S28 - ZXegmepimTwon emagng Ye 1o déppa, TTAUBEITE auéowg pe deBovo vepo.

S45 - e mepimTwon atuxfuatog i av aioBavleite adiabeaia (NTACTE apéowg auéowg 1aTPIKA CUPBOUAR

(S¢igTe TNV eTIKETTA Qv gival duvaTo).
‘OAgg o1 povadeg opou kal TTAAOPATOG TTOU XPNGCIKMOTTIOIoUVTAl YIa ThV TTAPAYywWYr) TwV CUCTATIKWY auToU TOU KIT
éxouv avaAuBei kal €xel Bpedei 0TI dev €xouv Kapia avTidpaoTikéTnTa pe HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 kai anti-
HIV2. Map’6Aa autd dedopévou Tou OTI Kapia PéBodog dev ptropei va dwaoel atmmdAutn olyoupid yia 1o OTI
amrouaiafouv TTaBoyovol Trapdyovteg, OA0 TO UAIKO avBpwrivng TpoéAeuong Ba Tpétrel va BOewpeital wg
OuUVNTIKWG HOAUCHATIKO KAl ETTOPEVWG Ba TTPETTEN va TuXaivel KATAAANANG UETaxEIpIoNG.

12. KANONEZ AZOAAEIAZ

- Mnv Tpwre, TiveTe, KATTVICETE A XPNOIKOTIOIEITE KAAAUVTIKG KaTd TN SIdpKEIa TNG EKTEAEONG TNG dooouETPNONG.

- Mnv TpayuatoTrolEiTeE avappoPnon KE TO TOUA.

- Amo@elyeTe TNV AUEDT ETTAPH ME TA UAIKG TTOU EVOEXOUEVWG Va gival JOAUOPEVA, OPWVTAG KATAAANAN £vduon
€PYOOTNPIOU, TTPOCTATEUTIKA YUOAIG KAl YAVTIO piag XpRoewg. MNAEVETE TTPOCEKTIKA Ta XEpIa OTO TEAOG TNG
d0o0ouETPNONG.

- Amogelyete va TTpokaAeite MTOINiopara | agpoloA. KdabBe otayova BioAoyikou avTidpaoTtnpiou TTPETTEI VO
ammofdAAeTal pe €va didAupa uTToXAwpPIWOOoUG vaTtpiou 5% kal To XpnolgotroloUyevo péco Ba TPETEl va
TUYXAvel peTayxeipiong KaTAAANANG yia yoAucpéva améBAnTa.

- OAa T1a d¢iypara, 6Aa Ta BioAoyikd avTidpacTAPIa Tou KIT Kal OAa Ta UAIKG TTOU XPNOIPoTTolodvTal yia Tnv
Tpaypartotroinon NG docopéTpnong Ba Tpémel va BewpouvTal IKava va PETAdWOOUV POAUCUATIKOUG
TrapdyovTeg. MNa 1o Adyo autd Ta ammORANTa TTPETTEl va IaTEBOUV GUPPWVA HE TIG VOUOBETIKEG SIATAEEIG KAl TOUG
10xU0vVTEG Kavoviopoug kdBe Kpdtoug. Ta UAIKG piag xpAoewg Ba TTpéTel va amote@pwvovTal. Ta uypd
améBAnTa Ba TTPETTEl va atroAupaivovTal e UTTOXAWPIWOEG VATPIO O€ pia TEAIKN) OUYKEVTPWON TNG TAEEWGS Tou
5% yia TouhdyioTov pior) wpa. OTToI0dATTOTE UAIKO TTOU TTPETTEI va TTavayPnaoigoTroindei Ba TTpérel va TiBeTal
o€ kKAiavo pe pia mpooéyyion overkill (USP 24, 2000, p. 2143). lNevikd Bswpeital 611 pia wpa atoug 121°C eival
€vag €TTOPKNG XPOVOG atrooTeipwaong. Map’dAa autd ouvioToUpe o€ KABE XPNOTN va ETTIRERAILIVETAI OXETIKA PE
TNV OTTOTEAEOUATIKOTNTA TOU KUKAOU aTToAUpavong PEOW MIOG APXIKNAG €MKUPWONG Kal TNV xpnon,oe Baon
pouTivag, BIOAOYIKWY OEIKTWV.

13. BAZIKOI KANONEZ PAAIOMPOZTAZIAZ

AvTIOpOOTAPIA TTOU TTEPIEXOUV 110 125
To KIT auTtd TrepIExel padievepyd UAIKO To otroio dev utrepPaivel Ta 12,5 pCi (462 kBq) oe 1wdio 125. Katd 1n
@UAagn, 10 XEIPIOPO Kal T dIGBean Tou UAIKOU auToU, Ba TTPETTEl va XPNOIPOTToIoUvVTal KATAAANAES TTPOPUAGEEIS Kal
KOAEG EPYACTNPIAKESG TTPOKTIKEG.
Mpog 1aTpoug A 1IdpuuaTa TTou TTapaAapBdavouv padioiocOTOTTa KATW OTTO YEVIKA Adela:
To 1Tapov padievepyd UAIKO pTTopei va AngBei, va atroktnBei, va KaTéxeTal Kal va xpnaolgotrolgital pévo amod
10TPOUG, KTNVIOTPOUG TTOU £EA0KOUV KTNVIATPIKN 1aTPIKA, KAIVIKG €pYACTAPIA 1] VOOOKOMEIQ Kal HOVOo yia KAIVIKEG 1)
epyaoTnpiakég SOKIYEG in vitro TTou Oev TTEPIAAUBAVOUV TNV EOWTEPIKA i ESWTEPIKN XOpriynon Tou UAIKOU, 1 TnG
akTivoBoAiag autol, oe avBpwtroug Kal {wa. H tapaAafn, n omokTtnon, n Katoxh, n XPrion Kai n peTagopd
UTTOKEIVTQI OTOUG KAVOVIGHOUG Kal TN YeVIKA adeia TnG PuBuioTikng Emrpotig Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) Tng
TTONITEIOG OTNV OTTOIA N ETTITPOTIN £XEI CUVAWEI CUPQWVIA yIa TNV AoKNon KaBnkovTwy apuodiag apxng.

1.  H @UAagn Tou padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEI va TTEPIOPICTEI O€ EIBIKA ETTIONUACUEVO XWPO.
H pdoBaacn og padievepyd UAIKA TTPETTEI VO TTEPIOPICTEI HOVO O€ £E0UCIODOTNUEVO TTPOCWTTIKO.
Mn xpnoiyoTTolgiTe TITTETA YE TO OTOMA O€ padievepyd diaAupara.
Mnv TPWTE ) THVETE EVTOG TWV XWPWV EPYATIAG TTOU £XOUV ETTIONKAVOEI WG PaAdIEVEPYOI.
O1 TTEPIOKEG, OTTOU EVOEXOUEVWG EXOUV TTPOKANBEI ekXUOTEIG, Ba TTPETTEI VA OKOUTTIOTOUV KAl KATOTTIV VO
TTAUBOUV pe aAKaAIKG aTToppuTTavTIKG 1 padioAoyiké atTroAupavTiké didAupa. Tuxdév udAiva okeln TTou
XPNoigoTroInBnkav TTPETEl va EKTTAUBOUV KOAG pe vepd TTpIv atrd TNV TTAUOT GAAWV EPYOCTNPIAKWY
UGAIVWV OKEUWV.
Mpog 1atpolg 1) 1Idpupara TTou TTapaAapBavouv padioiocdToTra KATW atrd e1SIKN GdeIa:
H mapaAaBn, n xprion, n METaQoPAa Kai n dIGBean Twv PadIEvEPYWY UAIKWYV UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG
ouvOnkeg TNG €1BIKNAG GdeIdg Gag.

U o S

75



MPOZOXH: H padigvépyeia TTOU avaypa@QeTal OTO £VOETO CUOKEUATIAg UTTOPEI va JIoQEPEl EAAPPWG OTTO TN
padIEvEPYEID TTOU QVAYPAPETAl OTNV ETIKETA CUOKEUATIAg i oTnVv TIKETA @iaAidiou IxvnOETn. H eTikéTa cuoKeuaaiag
Kol n eTIKETA @laAidiou 1xvnBETN UTTOdEIKVUOUV TNV TTPAYHOTIKA TTOOOTNTA PAdIEVEPYEIAG KATE TNV nUeEpPounvia
BaBuovopnong, evw 10 €vOETO CUOKEUOTIAg UTTODEIKVUEI TN BEwpPnTIKA PAdIEVEPYEIQ TOU KIT.

ZXEAIATPAMMA THZ AOZOMETPHZHZ

1- TMPOETOIMAXZTE TA ANTIAPAZTHPIA. APAIQXTE TA AEIFMATA 1:51.
2- ZHMEIQZTE AINAA TOYZ EYAIZOHTOIMNOIHMENOYZ AOKIMAZTIKOYZ ZQAHNEZ.

3- AIANHMETE TA ANTIAPAXTHPIA ZYM®QONA ME TO AKOAOYOO XXEAIATPAMMA KAl ANAKINHZTE
TO MIFMA EMNQAZHE:

AOKIMASTIKOI SQAHNES APAIQMENA
T CAL 0-5
ANTIAPASTHPIA AEITMATA
BAOMONOMHTES — 50 L -
AEITMATA SE AIAAYMA - - 50 pL
PYOMIZTIKO EMQAZHSE - 200 L 200 pL

4 - AOHXITETIA EMQAXH A AYO QPEX XE OEPMOKPAZIA MEPIBAAAONTOZ YO ANAAEYZH.

5- ANAPPO®HZTE TO MIFMA ENQAXHZ KAI MAYNETE AYO ®OPEX ME 2 mL PYOMIZTIKOY MAYZHZ.
6 - AIANHMETE 200 mL IXNHOETH ZE OAOYZ TOYZ AOKIMAXTIKOYZ QAHNEX

7 - AO®HITE A EMQAZH INA AYO QPEX ZE OEPMOKPAZIA MEPIBAAAONTOZ YMNO ANAAEYZH.

8 - ANAPPOO®HXZTE TON IXNHOETH KAI MAYNETE AYO ®OPEZ ME 2 mL PYOMIZTIKOY MAYZHZ.

9- METPHZTE TH PAAIENEPIEIA TON AOKIMAZTIKON ZOAHNQN.
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