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T4-RIA-CT

I. INTENDED USE
Radioimmunoassay for thein vitro quantitative measurement of human Thyroxine (T4) in serum.

[I. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name: DIlAsource T4-RIA-CT Kit

B. Catalog number : KIP1641: 96 tests
KIP1644: 4 x 96tests

C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological activity

L-Thyroxine (T4) isahormone that is synthesized and stored in the thyroid gland. Proteolytic cleavage
of follicular thyroglobulin releases T4 into the bloodstream. Greater than 99% of T4 is reversibly
bound to three plasma proteins in blood — thyroxine binding globulin (TGB) binds 70%, thyroxine
binding pre-albumin (TBA) binds 20%, and albumin binds 10%. Approximately 0.03% of T4 isin the
free, unbound statein blood at any onetime.

B. Clinical applications

Diseases affecting thyroid function may present a wide array of confusing symptoms. Measurement of
total T4 by immunoassay is the most reliable and convenient screening test available to determine the
presence of thyroid disorders in patients. Increased levels of T4 have been found in hyper-thyroidism
due to Grave' s disease and Plummer’ s disease and in acute and sub acute thyroiditis. Low levels of T4
have been associated with congenital hypothyroidism, myxedema, chronic thyroiditis (Hashimoto's
disease) and with some genetic abnormalities.



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of **| |abelled T4 competes with the T4 to be measured present
in the sample or in the caibrator for a fixed amount of anti-T4 antibody sites,
which are bound to the goat anti mouse (GAM) antibodies immobilized to the
wall of a polystyrene tube. After 1 hour incubation at room temperature, an
aspiration step terminates the competition reaction. The tubes are then washed
with 2 ml of working wash solution and aspirated again. A calibration curveis
plotted and the T4 concentrations of the samples are determined by dose
interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test 4x96 Colour Reconstitution
Kit Test Kit Code
Tubes coated with 2x48 8x48 black Ready for use
GAM (Goat anti
Mouse)
Ag 125) 1via 4vids red Ready for use
21 ml 21 ml
111kBq |4x111kBq
TRACER: ®|odine |abelled T4
(HPLC grade) in phosphate
buffer with bovine casein and
azide (<0.1%)
CAL n Lvial 2vids | yellow | Add05ml
lyophil. lyophil. distilled water
Zero Cdibrator in human
serum, gentamycin and thymol
AL - Svis | 10vids | yellow | Add05ml
lyophil. lyophil. distilled water
Cdibraors-N =1t05
(see exact vaues on vid labels)
in  human serum, gentamycin
and thymol
1vid 4vids blue | Add 11ml
lyophil. lyophil. distilled water
Anti-T4 (monoclond)
antibodiesin phosphate buffer
with bovine serum abumin and
thymol
1via 4vids brown Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml 10ml distilled water
(use amagnetic
Wash solution (TRIS-HCI) stirrer).
2vids 4vids silver Add 0.5ml
| CONTROL | N | Iyophil. | lyophil. distilled water
Controls-N=1o0r2
in human  serum  with
gentamycin and thymol

Note : Usethe zero calibrator for sera dilutions.

VI.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1.
2.
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Distilled water

Pipettes for ddlivery of: 20 ul, 100 pl, 200 pl and 500 pl (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Tube shaker

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring *°I may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Recongtitute the calibrators with 0.5 ml distilled water.
Controls: Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Anti-T4: Reconstitute the anti-T4 with 11 ml distilled water.

Working Wash solution: Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of didtilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIII.

No ok

10.

XI.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or recongtitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on thelabel, if kept at 2 to 8°C.

After recongtitution, calibrators and controls are stable for 7 daysat 2-8°C.
For longer storage periods, aliquots should be made and kept at —20°C for
maximum 3 months. Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

After recongtitution, the anti-T4 antibodies are stable for 6 weeks at 2-8°C.
DO NOT FREEZE.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well-closed vial at 2 to 8°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum samples must be kept at 2-8°C.
If the test is not run within 24 hrs, sorage at -20°C is recommended.
Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materias from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposable pipette tip for addition of each different reagent and
sample in order to avoid cross-contamination. High precision pipettes or
automated pi petting equipment will improve the precision.

Respect the incubation times.

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous runs.

Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, control and sample. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes

Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 20ul of each
into the respective tubes.

Dispense 200 pl of **lodine labelled T4 into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.

Dispense 100 pl of anti-T4 into each tube, except tubes for total counts.
Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
Incubate for 1 hour at room temperature with continous shaking.

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plagtic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order toremoveall theliquid.

Woash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.

Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining drop
of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.
Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding determined
at the zero calibrator point (0) according to the following formula:

Counts (Calibrator or sample)

B/BO (%) =
6 Counts (Zero Calibrator)

Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the
(B/BO(%)) values for each calibrator point as a function of the T4
concentration of each calibrator point. Reject obviousoutliers.

Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. |f automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function
curve fitting is recommended.

By interpolation of the sample (B/BO (%)) values, determine the T4
concentrations of the samples from the calibration curve.

For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled T4 (BO/T) must be checked.



XIl.  TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
thereal time calibration curve.

E. Time delay between last calibr ator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sampleis
dispensed 60 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

XI1l1. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations bel ow the average counts at zero binding, was< 5 nmol/l.

B. Specificity

The percentage of cross-reaction estimated by comparison of the concentration
yielding a50% inhibition are respectively:

Compound Cross-Reactivity
(%)
L- thyoxine (L-T4) 100
D-thyroxine (D-T4) 48
L-3,3',5 - triiodothyronine (L-T3) 1.01
L-3,3',5' - triiodothyronine (rT3) 7

Note: thistable showsthe crossreactivity for theanti T4

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>+ SD Ccv Serum N <X>+ SD Ccv
(nmoal/l) %) (nmoal/l) %)
A 10 324+18 56 A 18 3R27+21 6.5
B 10 | 183.8+59 32 B 20 | 2353+15.2 6.5
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accur acy
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(nmoal/l) (nmoal/l)
A 1 - 425
12 2125 194.3
14 106.3 89.1
/8 531 48.8
116 26.6 225
Samples were diluted with zero calibrator.
RECOVERY TEST
Sample added T4 Recovered T4 Recovered
(nmoal/l) (nmoal/l) %)
1 322 271 84%
64.4 67.8 105%
128.7 132.6 103%
257.4 290.5 113%
386.1 444.8 115%

To the best of our knowledge, no international reference material exists for this
parameter.

TIME DELAY
T4 cpm B/Bo (%) Serum o 20' 40 60'
nmol/l
Total count 32598 B/BO
c1 465 43.0 38.6 36.4
Cdibrator 0 nmol/l 12661 100.0 Cc2 202.5 2126 207.3 201.0
12.8 nmol/l 11434 90.3
32 nmol/l 8460 66.8
80 nmol/l 4554 36.0
200 nmol/l 2020 16.0
500 nmol/l 932 7.4 XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

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

XV. REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

T4 concentrations for untreated euthyroid subjects (n=298) ranged from 60 to 157
nmol/l . Theranges are expressed as 2.5% to 97.5% percentiles

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

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

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

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

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azidein
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosve metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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Working Wash solution
Separation

XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE (S)
COUNTS CONTROLS
pl pl pl
Cdibrators (0 to 5) - 20 -
Samples, Controls - - 20
Tracer 200 200 200
Anti-T4 - 100 100
Incubation 1 hour a room temperature with continuous shaking
Separation - Aspirate (or decant)

20ml
Aspirate (or decant)

Counting Count tubes for 60 seconds
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KIP1641 1700581/en 090424/1

Revision date : 2009-04-24
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

T4-RIA-CT

I. BUT DU DOSAGE
Trousse de dosage radio-immunométrique pour la mesure quantitative in vitro de la thyroxine humaine
(T4) dansle sérum.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource T4-RIA-CT kit

B. Numérodecatalogue: KIP1641: 96 tests
KIP1644 . 4 x 96 tests

C. Fabriquépar : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgique.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A. Activitébiologique

La L-Thyroxine (T4) est une hormone synthétisée et stockée dans la glande thyraide. Le clivage
protéolytique de la thyroglobuline falliculaire relache la T4 dans la circulation sanguine. Plus de 99%
de la T4 sont liés de maniére réversible a trois protéines plasmatiques: la globuline de liaison de la
thyroxine (TGB) en lie 70%, la pré-adbumine de liaison de la thyroxine 20% et I'albumine 10%.
Approximativement 0,03% dela T4 se trouve atout moment dans e sang sous formelibre, non liée.

B. Applicationscliniques

Les maladies affectant la fonction thyroidienne peuvent présenter une large gamme de symptémes
déroutants. La mesure de la T4 totale par dosage radio-immunométrique est le test de dépistage le plus
fiable et le plus commode pour déterminer la présence de désordres thyroidiens chez les patients. On
retrouve une augmentation des taux de T4 dans I'hyperthyroidie due a la maladie de Grave, la maladie
de Plummer et dans les thyroidites aigués et subaigués. Des taux de T4 bas sont associés a un
hypothyroidisme congénital, un myxoedeme, une thyroidite chronique (maladie de Hashimoto) et a
certaines anomalies génétiques.



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité définie de T4 marquée & I"'?| entre en compéition avec la T4 &
doser présente dans I'échantillon ou dans le calibrateur pour une quantité définie
de sites d'anticorps anti-T4 liés aux anticorps de chéevre anti-souris (CAS)
immobilisés sur les parois d'un tube en polystyréne. Apres 1 heure d' incubation a
température ambiante, le liquide est aspiré pour terminer la réaction de
compéition. Les tubes sont lavés avec 2 ml de Solution de Lavage et aspirés a
nouveau. Une courbe de calibration est réalisée et les concentrations en T4 des
échantillons sont déterminées par une interpolation de dose a partir de la courbe
de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests 4x96 Code Reconstitution
Tests
couleur
Tubes recouverts avec 2x48 8x48 Noir Prét al’emploi
U CAS (chévre anti-
souris)
Ag 125) 1flacon | 4 flacons Rouge | Prét al’emploi
21 ml 21 ml
111kBq |4x111kBq
TRACEUR: T4 marquée a
I"'%| ode (grade HPLC) dans un
tampon phosphate avec de la
caséine bovine et de |'azoture
(<0.1%)
CAL n 1flacon | 2flacons | Jaune | Ajouter 0,5ml
lyophilis | lyophilis d'eau digtiliée
Cdibrateur zéro dans du sérum és és
humain, du thymol et de la
gentamycine
CAL - 5 flacons 10 Jaune Ajouter 0,5ml
lyophilis | flacons d'eau distillée
Cdibrateurs - N = 1 a 5 (cf. és lyophilis
vaeurs exactes sur chague és
flacon) dans du sérum humain,
du thymol et de la gentamycine
1flacon | 4flacons Bleu Ajouter 11 ml
lyophilis | lyophilis d'eau digtiliée
Anticorps anti-T4 (monoclona) és és
dans un tampon phosphate avec
de la sérum-a bumine bovine et
du thymol
1flacon | 4flacons Brun Diluer 70x avec
‘ WASH ‘ SOLN ‘ COoNG ‘ om | 10m de I"eau distillée
(utiliser un
Solution de lavage (TRIS-HCI) agitateur
magnéti que).
2flacons | 4 flacons Gris Ajouter 0,5ml
CONTROL | N | Iyophilis | Iyophilis o eau distillée
és és
Contréles- N=1o0u 2
dans le sérum humain avec de
lagentamycine et du thymol

Note: Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des sérums

VI. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1. Eau digtillée

2. Pipettes pour distribuer: 20ul, 100ul, 200ul e 500 pl (I'utilisation de
pi pettes préci ses et de pointes jetables en plastique est recommandée)
Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de tubes

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systéme d'aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer |
(rendement minimum 70%).

O N O~

18] peut &re utilisé

VIl. PREPARATION DESREACTIFS

Calibrateurs: Reconstituer les calibrateursavec 0,5 ml d' eau distill ée.
Controles: Recongtituer les controlesavec 0,5 ml d' eau ditillée.

Anti-T4: Reconstituer I'anti-T4 avec 11 ml d'eau distillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 69 volumes d’ eau distillée & 1 volume de Solution de Lavage (70x).
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la Solution de
Lavage non utilistealafin delajournée.

Cowx

VIII.

10.

XI.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

Avant |'ouverture ou la reconsgtitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu'a la date d expiration, indiquée sur I’ &iquette, s la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Apres recongtitution, les calibrateurs et les contréles sont stables pendant
une semaine entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquotes devront étre réalisées et celles-ci seront gardées a —20°C. Eviter
des cycles de congéation et décongélation successifs.

Aprés recongtitution, |les anticorps anti-T4 sont stables pendant 6 semaines
a2-8°C. NE PASSURGELER.

La Solution de Lavage préparée doit ére utilisée le jour méme.

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusgu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans|e flacon d' origine
correctement fermé.

Des atérations dans I'apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons de sérum doivent étre gardés entre 2 et 8°C.

S le test n'est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Mélanger a fond tous les réeactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter la précision. Respecter lestemps d'incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chague nouvele série
d' expériences, ne pas utiliser les données d' expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse en double pour
chaque calibrateur, échantillon, contréle. Pour la déermination de
I’ activité totale, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
contrdles. Puis distribuer 20 ul de chacun d' eux dans|eurstubes respectifs.
Distribuer 200 pl de T4 marquée a I’ ***lode dans chaque tube, y compris
les tubes sans anticorps pour la déermination de |’ activité totale.

Distribuer 100 pl danti-T4 dans chaque tube a I'exception des tubes
utilisés pour la détermination de I'activité totale.

Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle dair
emprisonnée.

Incuber pendant 1 heure a température ambiante sous agitation continue.
Aspirer le contenu de chaque tube (a |’ exception des tubes utilisés pour la
détermination de I'activité totale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d'eux pour
éliminer toute trace deliquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’ exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’ addition de la Solution de Lavage.

Laisser lestubes droits pendant 2 minutes et aspirer lereste de liquide.
Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
Calculer |a capacité de liaison de |’ essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyenne descpm (CAL ou échantillon)
moyenne des cpm (CAL 0)

B/BO(%) = x100

Utiliser un “3 cycle semi-logarithmique’ ou un papier graphique
“logit-log”, porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de
lisison (B/BO(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur
concentration respective en T4, écarter |es valeurs aberrantes.



4. Des méthodes informatiques peuvent auss ére utilisées pour construire la
courbe de calibration. Si un systéme d' analyse de traitement informatique
des données est utilisé, il est recommandé d'utiliser la fonction «4
parameétres » du lissage de courbes.

5. L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) déermine les
concentrations en T4 a partir de la courbe de calibration.

6. Pour chaque essai, |e pourcentage total de traceur lié en absence de T4 non
marquée (BO/T) doit ére vérifié.

XIl. DONNEESTYPES

Les données représentées ci-dessous sont données pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées ala place d’ une courbe de calibration.

D. Exactitude

TEST DE DILUTION

T4-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Activitétotde 32598 B/BO
Cdibrateur 0 nmol/l 12661 100,0

12,8 nmal/l 11434 90,3
32 nmol/l 8460 66,8
80 nmol/l 4554 36,0
200 nmol/l 2020 16,0
500 nmol/l 932 74

Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(nmoal/l) (nmoal/l)
A
U1 -
2 2125 ‘1%‘51 5
14 106,3 89’1
/8 531 48’8
116 26,6 25
Les échantillons ont éé diluésavec |e Calibrateur zéro.
TEST DE RECUPERATION
Echantillon T4 gjoutée T4 récupérée Récupération
(nmoal/l) (nmoal/l) %)
1 32,2 27,1 84%
64,4 67,8 105%
128,7 132,6 103%
257,4 290,5 113%
386,1 4448 115%

XIHI.

A.

B.

PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

Limite de détection

Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en paralléle avec un assortiment
d autres calibrateurs.

La limite de détection, définie comme la concentration apparente située 2
déviations standards en dessous de la moyenne déerminée a la fixation
zéro, &ait de< 5 nmal/l.

Spécificité

Le pourcentage de réaction croisée estimé par la comparaison de la concentration
(indiquant une inhibition de 50 %) est respectivement :

A notre connaissance, aucun matériel de référence internationale n’ existe pour ce

Composé Réactivité Croisée
(%)
L- thyroxine (L-T4) 100
D-thyroxine (D-T4) 48
L-3,3',5—triiodothyronine (L-T3) 1,01
L-3,3',5 —triiodothyronine (rT3) 7
Note: cettetable montrelaréactivité croisée pour I'anti-T4
C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+3SD CcVv Sérum N <X>+SD Ccv
(nmoal/l) %) (nmoal/l) %)
10 324+18 56 A 18 32,7£21 65
10 1838+59 | 32 B 20 2353+ 15,2 6,5

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

paramétre.
E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon est distribué 60 minutes aprés que le calibrateur ait
&é gjouté aux tubesavec I anticorps.
DELAI
Sérum (o) 20' 40' 60'
nmol/|
C1l 46,5 43,0 38,6 36,4
c2 202,5 212,6 207,3 201,0
XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

Si les résultats obtenus pour le(s) controle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ &iquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
ére utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
controles, lesquel s doivent &re congel és aliquotés.

Les critéres d'acceptation pour les écarts des valeurs en duplicat des
échantillons doivent étre basés sur |es prati ques de |aboratoire courantes.



XV. VALEURSATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d information; chaque laboratoire doit éablir ses
propres écarts de valeurs.

La fourchette des concentrations en T4 pour des sujets euthyroidiens non traités
(n=298) est de 60 a 157 nmol/l. Les fourchettes représentes | es percentiles 2.5% a
97.5%.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant desrayonnementsionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement &re regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; |'achat, le stockage, I’ utilisation et I’ échange de produits
radioactifs sont soumis a la légidation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas &re administré al’ homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent é&re exécutées dans un secteur
désigné, doigné de tout passage. Un journal de réception e de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait &re contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’ éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

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

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

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

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.
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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

ECHANTILLON(S)
ACTIVITE CALIBRA-
TOTALE TEURS CONTR;O'- ES

(uh) (uh) (D]
Cdibraeurs (0 a5) - 20 -
Echantillons, - - 20
controles
Traceur 200 200 200
Anti-T4 - 100 100
Incubation 1 heure a température ambiante sous agitation

continue.

Séparation - Aspiration (ou décantage)
Solution de Lavage 20ml
Séparation Aspiration (ou décantage)
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radi oactivité)

Numéro de catalogue DI Asource : Numérode P.I.: Numéro de révision :
KIP1641 170058V/fr 090424/1

Date de révision : 2009-04-24
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Vor Gebrauch desKitslesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

T4-RIA-CT

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-lmmunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Thyroxin (T4) in
Serum.

[I. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung: DIAsource T4-RIA-CT Kit

B. Katalognummer : KIP1641: 96 Tests
KIP1644: 4x96 Tedts

C. Hergestellt von : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgien.

Fur technische Unter stiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitét

L-Thyroxin (T4) ig ein Hormon, das in der Schilddriise synthetisert und gespeichert wird. Die
proteol ytische Aufspaltung von follikuldrem Thyroglobin setzt T4 in den Blutkreidauf frei. Mehr as
99% des T4 ig reversibel an die 3 Plasmaproteine im Blut gebunden- Thyroxin bindendes Globulin
(TGB) bindet 70%, Thyroxin bindendes Préalbumin (TBA) bindet 20 % und Albumin bindet 10%.
Ungefahr 0,03% des T4 befinden sich zu jeder Zeit frei und ungebunden im Bl ut.

B. Klinische Anwendungen

Krankheiten, die die Schilddriisenfunktion beeinflussen kdnnen einen weiten Bereich verwirrender
Symptome hervorrufen. Die Messung von Gesamt T4 im Immunassay ist der am besten verlasdiche
und geeignete Screeningtest, um das Vorhandensein von Schilddrisenstérungen bel Patienten
festzustellen. Erhohte Spiegel von T4 wurden bel Schilddrisentiberfunktion infolge von Grave's
Erkrankung, Plummer’s Erkrankung und bei akuter und weniger akuter Thyroiditis gefunden. Niedrige
Spiegel von T4 wurden mit angeborener Schilddrisenunterfunktion, Myxddem , chronischer
Thyroiditis (Hashimoto's Syndrom) und mit einigen genetischen Abnormitaten verknupft.



V.

Eine

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

bestimmte Menge an *°| markiertem T4 konkurriert mit dem zu messenden

T4 der Probe oder des Kalibrators um die festgelegte Menge an Anti-T4
Antikorperbindungsstellen des Ziege Anti-Maus Antikdrpers, der an die Wand

der

Polystyrolréhre gebunden ist. Nach 1 Stunde Inkubation bei

Raumtemperatur, beendet das Absaugen die Verdrangungsresktion. Die Réhrchen
werden anschliessend mit 2 ml Waschl6sung gewaschen, danach wird nochmals
abgesaugt. Eine Standardkurve wird gedruckt und die T4-Konzentrationen der
Proben werden tiber Dosis Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test 4x96 Farbcode Rekonstitution
Kit Test Kit
Mit GAM (Ziege 2x48 8x48 Schwarz gebrauchsfertig
U Anti-Maus)
beschichtete
Rohrchen
15 1GefdR | 4 Gefie Rot gebrauchsfertig
21 ml 21 ml
TRACER: lod-markiertes | - kBq | 4111 kBg
T4 (HPLC grade) in
Phosphatpuffer mit
Rindercasein  und  Azid
(<0,1%)
cAL n 1Gefds | 2Gefae | Gelb | 05ml
lyophilis | lyophilisi destilliertem
Null-Kdibrator: ert ert Wasser zugeben
Humanserum, Gentamycin
und Thymol
CcAL 5Gefae | 10 Geb | 05mI
- ) lyophilisi Geféle destilliertem
Kadibratoren- N =1bis5 ert lyophilisi Wasser zugeben
(genaue Werte auf Gefél3- ert
Etiketten) in Humanserum,
Gentamycin und Thymol
1Gefd | 4Gefdle Blau 11 ml dest.
ATITZ ATTKorper Iyogtllllls |y0|;|;tlllsl Wasser zugeben
(monodlond) in '
Phosphatpuffer mit
Rinderseruma bumin und
Thymol
| WASH | SOLN |CONC | 1Gefdd | 4 Gefdie Braun 70x mlt
10ml 110ml destilliertem
Waschlgsung (TRIS-HCI) Wasser
(Magnetrihrer
verwenden)
verdiinnen
2vigl_s_ 4Gef"él_3g Silber 05 ml_
lyophilis | lyophilisi destilliertem
ert ert
Kontrollen - N = 1 oder 2 Wasser zugeben
in Humanserum mit
Gentamycin und Thymol

Acht

VI.

ung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Serumverdiinnung

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird bendtigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1.
2.

ONOOAW

VII.

Dest. Wasser

Pipetten: 20 pl, 100 wpl, 200 pl und 500 pl  (Verwendung von

Prézi sionspi petten mit Einwegpi pettenspitzen wird empfohlen)

Vortexmixer

Magnetrihrer

RohrchenSchuittl er

5 ml automati sche Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Jeder Gamma-Counter, der 'l messen kann, kann verwendet werden.
(minimal e Ausbeute 70%)

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie die Kalibratoren mit 0,5 ml degtilliertem
Wasser.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dedtilliertem
Wasser.

Anti-T4: Rekonstituieren Sie das Anti T3 mit 11 ml dedtilliertem Wasser.
Waschldsung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschlésung, mischen Sie zu enem Volumen Waschidsung (70x) 69

Volumen digtilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetrihrer. Entsorgen
Sie nach jedem Arbeitstag die Uberfliissige Waschl 6sung.

VIIl.  AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

- Vor dem Offnen und Rekongtituieren sind ale Kitkomponenten bei 2 bis
8°C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar.

- Nach der Rekonstitution snd die Kalibratoren und Kontrollen eine
Woche bei 2 bis 8°C stabil. Fir eine léangere Aufbewahrung sollten diese
Reagenzien aliquotiert und bei —20°C eingefroren werden wahrend max.
3 Monaten. Verme den Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

- Nach der Rekonstituierung sind die Anti T4 Antikorper fir 6 Wochen
bei 2-8°C stabil. NICHT EINFRIEREN.

- Die Waschlésung sollte frisch hergestdlt und am sdben Tag
aufgebraucht werden.

- Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschloRenen
Originalgefal bei 2 bis 8°C aufbewahrt wird, ist er bis zum angegebenen
Verfall sdatum haltbar.

- Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf | nstabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

1 X. PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

- Serumproben miissen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

- Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefuhrt wird, missen die
Proben bei —20°C aufgehoben werden.

- Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

A. Bemerkungen zur Durchfiihrung
Vewenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach dem
Verfallsdatum.

Vermischen Sie nie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen.

Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Rihren.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination zu
vermeiden. Préazisonspipetten oder en automatisches Pipettiersystem
erhdhen die Prazision.

Achten Sie auf die Einhaltung der | nkubationszeiten.

Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchl&ufen.

B. Durchfiihrung

1. Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fir jeden Kalibrator, jede
Kontrolle und jede Probe. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften
Sie 2 normale Réhrchen.

2. Vortexen Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben kurz und geben Sie 20 ul
von jedem in ihre Réhrchen.

3. Geben Sie 200 ul des *®lod-markierten T4 in jedes Réhrchen, einschliefdlich
der unbeschichteten Réhrchen fir die Gesamtaktivitét.

4. Dispensieren Sie 100pl Anti T4 in jedes Rohrchen mit Ausnahme der
Rohrchen fir die Gesamtaktivitét.

5. Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Réhrchen um Blasen zu
entfernen.

6. Inkubieren Sie 1 Stunde bei Raumtemperatur unter kontinuierlichem
Schiitteln.

7. Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (oder dekantieren Sie) (aulRer
Gesamtaktivitét). Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Rohrchens erreicht, um die gesamte
FlUssigkeit zu entfernen.

8.  Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschldsung (auf3er Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschl dsung.

9. Lassen Se die Rohrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und saugen Sie den
verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

10. Werten Sie die Réhrchen in einem Gamma-Counter Uiber 60 Sekunden aus.

Xl. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

1.  Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

2. Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:

B/BO (%) = Aktivit_'a't_ '(Kalibrato r qder Probe) X100
Aktivitét (Null-Kalibrator)

3. Vewenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 GroRenordnungen), tragen Sie die (B/BO(%))-
Werte fir jeden Kalibratorpunkt ein als Funktion der T4 Konzentration flr
jeden Kalibratorpunkt. SchlieRen Sie offensichtliche, AusreiRer’ aus.

4. Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der

Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer,
4 Parameter’ -Kurvenfunktion.



5. Besimmen Sie die T4 Konzentrationen der Proben durch Interpolation der
Probenwerte (B/B0(%)) aus der Referenzkurve.
6. Be jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes T4 (BO/T) gepriift werden

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht al's
Ersatz fur die Echtzeitkalibrationskurve verwendet werden.

Laut unserem Wissen, gibt es keine internationale Referenzen zu diesen
Parametern.

E. Zeitverzigerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewahrleistet ist, wenn die Probe 60 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Réhrchen zugegeben wird.

ZEITDIFFERENZ

T4 cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitét 32598 B/BO
Kalibrator 0 nmol/l 12661 100,0
12,8 nmal/l 11434 90,3
32 nmol/l 8460 66,8
80 nmol/l 4554 36,0
200 nmol/l 2020 16,0
500 nmol//l 932 74

Serum o 20' 40 60'
nmol/|
Cc1 46,5 43,0 38,6 36,4
c2 202,5 212,6 207,3 201,0

XIl.  LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer

Kalibratoren gemessen.

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei

Nullbindung, entsprach <5 nmoal/l.

B. Spezfitat

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration
geschétzt wurde, wel che eine 50%ige I nhibition ergibt, betrégt respektive:

Substanz

Kreuzreaktivitat
(%)

L-Thyroxin (L-T4) 100
D-Thyroxin (D-T4) 48
L-3,3',5-Trijodthyronin (L-T3) 1,01
3,3",5'-Trijodthyronin (rT3) 7

Bemer kung: Diese Tabelle zeigt die Kreuzreaktivitat fur dieanti T4

C. Préazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>+ SD Ccv Serum N <X>+ SD Ccv
(nmoal/l) %) (nmoal/l) %)

A 10 324+18 56 A 18 32,7+21 6,5

B 10 1838+ 5,9 32 B 20 2353+ 15,2 6,5

SD: Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinnung Theoretische Gemessene
Konzent. Konzent.
(nmoal/l) (nmoal/l)
A 11 - 425
172 2125 194,3
v4 106,3 89,1
/8 531 488
116 26,6 225
Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdunnt.
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. T4 Wiedergef. Wiedergefunden
(nmoal/l) T4 %)
(nmoal/l)
1 322 27,1 84%
64,4 67,8 105%
128,7 132,6 103%
257,4 290,5 113%
386,1 4448 115%

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen diese Werte, ohnetreffende Erklarung fir die
Abwei chungen, nicht weiterverarbeitet werden.

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

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

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

Diese Werte sind nur Richtwerte
Normalwertbereich ermitteln.

Die T4 Konzentrationen fur unbehandelte euthyroide Personen (n=298) liegen
zwischen 60 bis 157 nmol/L. Das Spektrum wird von 2,5% bis97,5% dargestellt.

jedes Labor muss seinen eigenen

XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fir in vitro diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt *° (Halbwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

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

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziel ausgewiesenen Bereich attfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glasbehdlter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioi sotopen zu verhindern.

Verschiittete radi oaktive Substanzen miissen sofort den Sicherhetsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle missen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zusténdigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitshestimmungen fir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausrei chenden Schutz.

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

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

Vermeden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluRrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spilen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und ver wenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIIT. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS
GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROL
(nl) (nl) LEN
()}
Kalibratoren (0to 5) - 20 -
Proben, Kontrollen - - 20
Tracer 200 200 200
Anti-T4 - 100 100
Inkubation 1 Stunde bei Raumtemperatur unter permanentem
Schiitteln
Separation - Absaugen (oder dekantieren)
Waschl ésung 20ml
Separation Absaugen (oder dekantieren)
Auswertung Messen der Rohrchen 60 Sekunden
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Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

T4-RIA-CT

USO DEL KIT

Kit radioimmunol ogico per la determinazione quantitativain vitro della Tiroxina umana (T4) in siero.

. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE
. Nome commer ciale; DIAsource T3-RIA-CT Kit

. Numero di catalogo: KIP1641: 96 test

KIP1644: 4 x 96 test

Prodotto da: DI Asour ce ImmunoAssays SA.
Rue del’'Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 67 88.99.99 Fax: +32 (0) 67 88.99.96

INFORMAZIONI CLINICHE

Attivita biologiche

LaL-Tiroxina (T4) € un ormone che viene prodotto e immagazzinato nella ghiandola tiroidea. Il clivaggio
proteolitico dellatireoglobulinafollicolare libera T4 nel flusso sanguigno. Nel sangue, piu del 99% di T4
s trova reversibilmente legato a tre plasmaproteine — la globulina legante la tiroxina (TBG) per il 70%, la
prealbumina legante la tiroxina (TBA) per il 20% e I'albumina per il 10%. In circolo, la T4 s trova in
forma liberanon legata approssimativamente in una percentual e dello 0,03%.

Applicazioni cliniche

Le patologie a carico della ghiandola tiroidea sono accompagnate da una sintomatol ogia variegata e poco
chiara. La determinazione del livelli di T4 totale mediante immunodosaggio costituisce attualmente il pit
attendibile e comodo test di screening disponibile per individuare la presenza di eventudi disordini tiroidei.
Un aumento del livelli di T4 ériscontrabile in cas di ipertiroidismo causato da morbo di Graves e morbo
di Plummer e di tiroidite acuta e subacuta. Livelli ridotti di T4 risultano invece associati con ipotiroidismo
congenito, mixedema, tiroidite cronica (tiroidite di Hashimoto) e con acune aterazioni genetiche.



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita fissa di T4 marcato con | compete con il T4 da quantificare
presente nel campione o nel calibratore, per una quantita fissa di siti anticorpali
anti-T4 legati ad anticorpi di capra anti-topo (GAM) adesi alla parete di provette
di polistirene. Dopo un’incubazione di un’'ora a temperatura ambiente, la fase di
aspirazione pone termine alla reazione di competizione. Le provette vengono
quindi lavate con 2 ml di soluzione di lavaggio e nuovamente aspirate. Viene
quindi tracciata la curva di calibrazione, da cui per interpolazione s ottengono i
valori di concentrazione di T4 nei campioni.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit d Eggg Codice Volumedi
96t£ test colore ricogtituzione
Provette 2x48 8x48 nero Pronte per |’uso
U sensibilizzate con
GAM (capra anti-
topo)
125) 1flacone | 4 flaconi rosso Pronte per |’uso
21 ml 21 ml
Marcato: T4 marcato con 2| U1kBg | 4x111kBq
(grado HPLC), in tampone
fosfao con caseina bovina e
sodio azide (<0,1%)
CAL n 1flacone | 2 flaconi gidlo Adggiungere 0,5
Liofiliz. Liofiliz. ml di acqua
Cdibraore Zero in siero digtillata
umano, gentamicina e timolo
CAL 5 flaconi 10 gidlo Aggiungere 0,5
Liofiliz. flaconi ml di acqua
Cdibratori N. 1-5 (vedi vdori Liofiliz. distillata
esatti sulle etichette dei flaconi)
in siero umano, gentamicina e
timolo
1flacone | 4 flaconi blu Aggiungere 11
Liofiliz. Liofiliz. ml di acqua
itill
Anticorpi anti-T4 disiliaa
(monoclondi) in tampone
fosfato con dbuminadi siero
bovino e timolo
WAsSH | soLN |conc 1flacone | 4 flaconi bruno Diluire 70 x con
10ml 10ml acquaditillata
usando un
Wash solution (TRIS-HCI) agitatore
magneti co
2flaconi | 4 flaconi argento | Aggiungere 0,5
CONTROL Liofiliz. | Liofiliz. ml di acqua
distillata
Controlli: N = 1 0 2, in siero
umano con gentamicina e
timolo

Nota: Per ladiluizione, utilizzareil calibratore Zero.

VI. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale érichiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.

1. Acquadistillata

2. Pipette per dispensare 20 pl, 100 i, 200 pl € 500 ml (Si raccomanda
di utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

O N0 AW

Agitatore tipo vortex.
Agitatore magnetico.
Agitatore rotante (700rpm)
Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi. (Tipo Cornwell)
Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).
Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%)

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricogtituirei calibratori con 0,5 ml di acqua ditillata.
Controlli: Ricostituirei controlli con 0,5 ml di acqua distillata.
Anti-T4:. Ricodtituire'anti-T4 con 11 ml di acqua digtillata.

Oowm>

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(70x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
Lasoluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIII.

=0

10.

XI.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

Dopo recostituzione, calibratore e controlli sono stabili 7 giorni a 2-8°C e
suddivis in aliquote a —20°C per periodi pitu lunghi per 3 mes. Evitare
ripetuti cicli di congelamento-scongelamento.

Dopo ricostituzione, gli anticorpi anti-T4 rimangono stabili per 6 settimane
a2-8°C. NON CONGELARE.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato € stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di sieroa2-8°C.

Se non § desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal préeievo, s
raccomanda di conservarei campioni a—20°C.

Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti divers. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che s
usi un NUOVO reattivo o campione.

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sisemi di pipettamento
automatici migliora la precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

Allestire una curva di taratura per ogni seduta andlitica, in quanto non &
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

M etodo del dosaggio

Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensbilizzate
per la determinazione dell’ attivitatotale.

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
20 m di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 200 ni di T4 marcato con **| in tutte le provette, comprese
quelle per Iattivitatotale.

Distribuire 100 pl di anti-T4 in ogni provetta, escluse quelle per | attivita
totale

Scuotere gentilmente il portaprovette per liberare eventuai bolle d'aria
intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.

Incubare per un’ ora atemperatura ambiente su agitatore.

Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in
quelle per I'attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’ aspiratore
raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per I'attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circae
aspirare eventuali gocce di liquido residue.

Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI
Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.

Calcolare la radiottivita legata come percentuale di |egame determinata al
punto di calibrazione zero (0) secondo la seguente formula:

cpm (Calibratore, campioni o controlli) <1

B/BO (%) =
6 cpm (Zero Cdibratore)

00

Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di T4, tracciare la curva di taratura, scartare i
valori palesemente discordanti.

E possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di T4.

Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.



XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di T4 in campioni e controlli a posto della curva
calibratore eseguita contemporaneamente.

E. Tempotrascorsotral aggiuntadell’ultimo calibratoreeil campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sens bilizzate 60 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

T4 cpm B/Bo (%)

Attivitatotale 32598 B/BO
Cdibraore 0 nmol/l 12661 100,0
12,8 nmal/l 11434 90,3

32 nmol/l 8460 66,8

80 nmol/l 4554 36,0

200 nmol/l 2020 16,0

500 nmol/l 932 74

TEMPO TRASCORSO
Sero o 20' 40 60'
nmol/l
Cc1 46,5 43,0 38,6 36,4
c2 202,5 212,6 207,3 201,0

XIl1. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

La senshilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari ala media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello calibratore zero,
erisultata essere < 5 nmol/l.

B. Specificita

Le percentuali di cross-reattivita stimata rispetto alla concentrazione in grado di
produrre un’inibizione al 50% sono ri spettivamente:

Composto Cross-Reattivita
(%)
L- thyoxine (L-T4) 100
D-thyroxine (D-T4) 48
L-3,3',5 - triiodothyronine (L-T3) 1,01
L-3,3',5 - triiodothyronine (rT3) 7

Nota: questa tabella mostrala cross-resttivitarelativa al’ anti T4.

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Sero N <X>+3SD CcVv Sero N <X>+3SD CcVv
(nmoal/L) %) (nmoal/L) %)
A 10 324+18 56 A 10 32,7+21 6,5
B 10 1838+ 5,9 32 B 10 2353+ 15,2 6,5

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(nmoal/L) (ng/ml)
A 11 - 425

12 212,5 194,3

v4 106,3 89,1

8 531 48,8

116 26,6 22,5

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

TEST DI RECUPERO

Campione T4 aggiunto T4 recuperato Recupero
(nmoal/L) (nmoal/L) %)
1 32,2 27,1 84%
64,4 67,8 105%
128,7 132,6 103%
257,4 290,5 113%
386,1 4448 115%

A quanto risulta, non esistealcun riferimento internazional e per tale parametro.

XIV. CONTROLLO DI QUALITAINTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
al’interno del limiti riportati sull’ etichetta dei flaconi, non & opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, @ meno che non si trovi una
giustificazione soddi sfacente.

- Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote.

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basars sulla buona prass di laboratorio.

XV.INTERVALLI 