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ImmunoDOT™ TPO-TG

GB 5885

Détection semi-quantitative des auto-anticorps humas dirigés
contre la thyroglobuline (TG) et la thyroperoxydase(TPO)

dans le sérum humain.

DEFINITION ComPOSITION DU COFFRET
Le coffret Test ImmunoDOTTM TPO/TG est un test | =0
immunoenzymatique (EIA) en format DOT-BLOT pour latettion BandelettesmmunoDOTO TPO/TG
semi-quantitative des autoanticorps humains dirigsmtre la
Thyroglobuline (TG) et la Thyroperoxydase (TPO) sllmsérum pour
aider au diagnostic des dysfonctionnements thyeaidi
RESUME ET EXPLICATIONS
. . . L % | Controle positi
Les désordres auto-immuns de la glande thyroidecsoactérisés par & | Anti-TPO (valeur seuil
la détection des autoanticorps antithyroidiengpremier ceux dirigés & | Ant o
R \ ) X . nti-TPO (valeur positive)
contre les antigénes thyroglobulines et microsoridel la thyroide. @ | Anti-TG (valeur seuil
Recgmment il a été montré que.|§ Thy}roperoxydag@lTéSt la & | Anti-TG (valeur positive)
protéine responsable de [l'antigénicité des micresomLes 3 | controle negatit
autoanticorps thyroidiens anti-TPO apparaissems tis sérums de la
plupart des patients atteints de maladies auto-imeside la thyroide -
o . . ) DIL
et prédisent une augmentation sérique de la TSH snpopulations Diluant [on | spe | 2 % 50 ml
témoins, mais n'impliguent pas nécessairement uestruttion composé de diluant tamponné (pH 6,2-7,6), de ssalbéur xoum
tissulaire. de protéines et de NakD,1%.
Les autoanticorps thyroidiens sont détectés par dests Activateur [ SOLN | ENH |
immunologiques traditionnels comme : composé de chlorure de sodium et d'azide de sogijm? X 50 ml
- I'hémagglutination passive (HA), 0,1%.
- 'immunofluorescence indirecte (IFI) Coni 4
. X ’ onjugué CONJ | IgG

- l'immunoenzymologie (EIA) : g' . . . 9 .
- et la radioimmunologie (RIA). composé d'anticorps anti-humains de chévre conjsigué 2% 50 ml

™ - ) phosphatase alcaline, dans un tampon (pH 6,2-8%), x50 m
Le coffret ImmunoDOT™ TPO/TG utilise une Thyroglobuline associé a des protéines stabilisantes et d'azidSatium
humaine hautement purifiée et une Thyroperoxydasenaime <0,1% comme agent conservateur.
recombinée (antigéne microsomal) ne contenant pas d .
Thyroglobuline et/ou de mitochondries contaminarntesvées dans Réveélateur ) SUBS[BCIP-NBT
les autres préparations d'antigénes microsomiaars cun format [substrat] composé de phosphate de 5-bromo-4-chlorp-3: .
DOT-BLOT. indolyle et de chlorure de p-nitro tétrazolium bléans un|

tampon (pH 9,0-11,0), 0,8 % de diméthylformamide et
PRINCIPE DU TEST d'azide de Sodium < 0,1%..
Cuves de réactions 200

Le coffretimmunoDOT™ TPO/TG utilise une technique EIA DOT- | Notice technique 1

BLOT pour la détection des anticorps. Les différeamtigénes sont
déposés dans des puits séparés, le tout sur unkraversolide.

Aprés avoir déposé I'échantillon dans la cuve, herede réactive est
insérée, pour laisser les anticorps du patientixes sur le support
solide de la membrane.

Dans un deuxiéme temps, la réaction est amplifiéélieninant ce qui
s'est fixé non spécifiquement.

Pendant la troisieme étape, le conjugué anti-immlobwlines
humaines li¢ a la phosphatase alcaline est ajoutéeefixe au
complexe auto-anticorps/ antigéne.

Finalement, la membrane est transférée dans unratibazymatique
qui réagit avec la phosphatase alcaline fixée pooduire des cercles
distincts.

CONDITIONS DE CONSERVATION

* Conserver les réactifs et les bandelettes entre e2%8°C.

* Les réactifs doivent étre amenés a température aamebi(entre
+15°C et + 30°C) avant utilisation. lls doivent étriilisés dans
I'neure qui suit leur mise en place dans le postgaVail chauffé.

« Eviter la contamination des réactifs, qui peut picel des
résultats erronés.

MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

Station de travail (incubateur)
Systeme de prélévement d'échantillons
e Chronométre
« Eau distillée ou déionisée pour analyses, utite@eme clarifiant
e Pipettes
e Papier absorbant pour essuyer les bandes de test
e Contrble positif

ECHANTILLONS

« Le testimmunoDOT™ TPO/TG nécessite 10pl de sérum ou
20ul de sang total hépariné.

e Le sérum et le sang total doivent étre collectémnsdes
procédures standards.

« lls peuvent étre conservés entre +2°C et +8°C periantrs au
maximum.

e Si le dosage est prévu dans un délai plus longseroar les
sérums a -20°C. Ne pas congeler les échantilloissudg total.
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PRECAUTIONS D’'EMPLOI

Réservé au diagnostic in vitro.

Les réactifs du TedmmunoDOT™ TPO/TG ont été choisis de
facon a former un systéme optimal. Ne pas les raeepl par
d'autres réactifs ou d'autres systemes d'analyseadOT.

La dilution ou la modification de ces réactifs patgalement
modifier les performances du test.

Ne pas utiliser les coffrets apres la date de pgtiem

Utiliser de l'eau distillée ou déionisée en bolgeicomme
clarifiant.

Il faut observer strictement les procédures dugest obtenir des
résultats optimaux. Ne pas raccourcir ni prolonfgs temps
d'incubation indiqués, sous peine d'obtenir de m@wésultats.
Certains composants du coffret contiennent de Badil sodium,
qui peut réagir dans les canalisations de plomiteetuivre pour
former des azides de métal trés explosifs. Lorbétimination de
ces composants, rincer avec un grand volume daaugmpécher
I'accumulation de l'azide.

Les produits d'origine humaine ont subi un dépistagtgatif,
concernant les anticorps anti-VIH 1 et 2, HTLV-&s lanticorps
anti-VHC et I'antigéne Hbs. Toutefois, s’agissant pi@duits
potentiellement infectieux, il est nécessaire den@nipuler avec
les précautions d’usage.

PREPARATION DU TEST

Avant la manipulation, ramener tous les réactifs aempérature
ambiante.

1. Allumer la station de travail et régler la tengiére en
fonction des instructions d'utilisation de votrepapeil.

2. Sortir 4 cuves de réaction et les introduire daes
emplacements appropriés de la station de travail.

Pour la station de travail (grand formatjajouter de I'eau distillée
jusqu'a la ligne de remplissage du réservoir defielat prévu.

Pour la station de travail (petit format) utiliser un récipient
adéquat et suffisamment d'eau distillée pour coumites les
fenétres de réaction de la membrane.

3. Identifier une bandelette pour chaque échantillon

4. Placer:
- 2 ml de diluant (n° 1) dans la cuve de réaction n° 1
- 2 ml d'activateur (n° 2) dans la cuve de réaction n° 2
- 2 ml de conjugué(n® 3) dans la cuve de réaction n®° 3

5. Laisser incuber 10 minutes

6. Vérifier que la température du bloc chauffant soit
conforme aux instructions du manuel d'utilisation gopre
au modéle de la station de travail.

7. Dans le cas de l'utilisation de la station de arhw grand
format », insérer I'extrémité de la bandelette densupport,
une bandelette par cannelure, faire attention deaseoucher
les puits de réaction.

8. Immerger la bandelette dans le bain d'eau distiEedant 30
secondes, juste avant de commencer le protocolatopeé.
Eviter la formation de bulles d'air.

M OoDE OPERATOIRE

1. INCUBATION DES SERUMS
e Ajouter 10ul de sérum échantillon ou 20ul de satglt
dans la cuve 1.
* Plonger la bandelette dans la cuve 1.
« Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
e Laisser incuber 5 mn

2. LAVAGE
e Laver la bandelette dans le clarifiant (eau déill en
I'agitant de gauche a droite durant 10 seconéefacon a

10.

ce que l'eau diffuse parfaitement au travers aecimbrane.
» Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papiesarbant.

ACTIVATEUR

* Placer la bandelette dans la cuve 2.

« Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
e Laisser incuber 5 mn

LAVAGE

e Laver la bandelette dans le clarifiant (eau désiil en
l'agitant de gauche a droite durant 10 secomigefacon a
ce que l'eau diffuse parfaitement au travers aedmbrane.

e Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papibsarbant.

CONJUGUE

* Placer la bandelette dans la cuve 3.

* Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.

* Laisser incuberl5 mn

* Au début de cette incubation, verser 2 ml de réadti4
dans la cuve N°4.

LAVAGE

e Laver la bandelette dans le clarifiant (eau désiil en
l'agitant de gauche a droite durant 10 secomigefacon a
ce que l'eau diffuse parfaitement au travers aecmbrane.

« Immerger la bandelette dans le clarifiant (eaulldis).

e Laisser tremper 5 mn sans agiter.

e Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papiesarbant.

REVELATEUR

* Placer la bandelette dans la cuve 4.

* Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
* Laisser incuber 5 mn

LAVAGE

e Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détill en
l'agitant de gauche a droite durant 10 secomigefacon a
ce que l'eau diffuse parfaitement au travers aedimbrane.

SECHAGE

e Eliminer l'eau résiduelle avec un papier absorbatt,
laisser sécher pendant 5 min avant d'interpréter le
résultat. Les bandelettes doivent étre parfaitement séche
avant d'étre luesUn faux positif peut apparaitre si la
bandelette n'est pas complétement séche.

LECTURE DE LA BANDE D’ANALYSE

Cortrdle positil

Anti-TPO (valeur seuil)
Anti-TPO (valeur positive)
Anti-TG (valeur seuil)
Anti-TG (valeur positive)
Contréle négatif

Seuil de positivité: un spot avec un contour délimité.

Positif : La réaction positive peut étre d'intensité varafdpot
seulement cerclé a uniforme trés intense).

Négatif : Aucun cercle n'est visible. Si les contours sont
difficilement discernables, ou de faible intensigs résultats
sont considérés comme négatifs.

Chaque fenétre doit étre lue indépendamment.
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CRITERES DE VALIDATION DU TEST

Le contrdle positif doit présenter un spot de couldeue avec un
contour nettement délimité.

Le contréle négatif ne doit présenter aucun spatesale.

Ces réactions permettent de valider la réalisatiotest. Si un des
contrbles est invalide, le test ne doit pas étterpmété et I'essai
doit étre répété.

Pour une interprétation aisée et fiable, vérifiee dgs bandelettes
soient totalement séches.

Le spot obtenu pour le contrble positif ne doit ga® utilisé
comme un calibrateur ou un étalon.

Les réactions positives des puits contenant degésm@s peuvent
étre plus foncées que le contrdle positif, ou mdorscées, en
fonction de leur concentration en anticorps.

CONTROLE DE QUALITE

Il est conseillé d'utiliser des contrbles interrms externes pour
contrbler les  différentes  spécificités. Le  contrble
multiparamétrique (bmd, réf: HM020) renferme degicarps
humains dirigés contre I'une des spécificités recinées. Il est a
tester de fagon identique a celle des échantillons.

L'analyse est réalisée avec des réactifs chaaffé44°C/+48°C
La température de la station de travail doit dégrasstempérature
d'analyse dans la cuve de réaction. La tempérdeute station de
travail doit étre surveillée.

LIMITES DE LA TECHNIQUE

= Pour établir le diagnostic du patient, les facteurs
épidémiologiques, les résultats cliniques et auttesltats de
laboratoire devront étre pris en compte en comphéndes
résultats de ce test.

Les autoanticorps antithyroidiens peuvent étregmdsdans
certains désordres non-thyroidiens tels que le reynel de
Sjogren, l'anémie pernicieuse, la maladie d'Addistas
myasthénies graves et le diabéte mellitus et égalerchez
certains sujets apparaissant en bonne santé.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Il y a deux niveaux de concentration antigéniquerpchaque
antigéne (TG et TPO). Interpréter chacun indivitkreént d'apres
les critéres suivants :

++++
+++
++

+

Aucun puits positif

Deux puits positifs(seuil et positif)

Résultats : POSITIF A TEO AT
+ (cercle) 66-130 166-330
++ (spot uniforme faible) 131-260 331-660
+++  (spot uniforme intense) 261-520 661-1320
++++  (spot intense) >520 >1320

Lorsque les deux puits sont positifs, seul le puit Valeur
positive » est interprété par rapport a la bandelge colorée de
référence pour rendre un résultat semi-quantitatif. Ces taux
restent indicatifs, mais découlent de la corrélatiwec les coffrets
ELISA de bmd : TG-LISA et TPO-LISA.

CARACTERISTIQUES ET PERFORMANCES DU TEST

Le coffret InmunoDOT™ TPO/TG a été testé vis a vis de
patientsprésumés normaux d'une part et des patients aysnt d
anticorps anti-Thyroperoxydase et Thyroglobuliné&imode IHA).
Les résultats des patients normaux (n = 125) montiee
spécificité de 91 % en TPO et de 96 % en TG (Tablga

Tableau 1 - Patients Normaux

Spécificité Non réactif | A confirmer Positif
91.2% ; )
TPO (1147105) | 6-4% (8/125) | 2.4% (3/125
96% - 0%
= (20 | A0%EN25) | o0

66 patients positifs en hémagglutination (HA) otét &stés avec le
coffret ImmunoDOT™ TPO/TG pour les anti-TPO afin d'évaluer
la sensibilité vis a vis de cette technique classid-es résultats
sont reportés dans le tableau ci-dessous (tableau 2

Tableau 2 - Anticorps anti-Thyroperoxydase (TPO)

Titre IHA Non réactif A confirmer Positif
100 0 4 1
400 0 6 12
1600 0 0 28
6400 0 0 9

25600 0 0 6

Considérant qu'un titre supérieur ou égal au 1:1@POHA) est
cliniquement significatif, le coffretmmunoDOT™ TPO/TG est
sensible a 100 % pour la détection des anticorpsT&®0O (43/43)
lorsqu'il est comparé & I'HA. De pluspmunoDOT™ TPO/TG a
identifi¢ 13 des 23 cas limites en HA (1:100-40@mme
clairement POSITIFS.

21 patients positifs en hémagglutination (HA) ofét i&stés avec le
coffret ImmunoDOT™ TPO/TG pour les anticorps anti-
Thyroglobuline, afin d'évaluer la sensibilité visvis de cette
technique classique. Les résultats sont reportés latableau ci-
dessous (tableau 3).

Tableau 3 - Anticorps anti- Thyroglobuline (TG)

Titre IHA Non réactif A confirmer Positif
80 1 0 2
160 1 1 0
320 0 2 2
640 0 0 4

>1280 0 0 8

. . Anti-TPO Anti-TG
Résultats : NEGATIF Ulml Ulml
Pas de réaction auto-immune
significative <40 <100
Un puits positif (valeur seuil uniquement)
Résultats : A CONFIRMER Anti-TPO Ant-TG
Ul/ml Ul/ml
Equivoque, a confirmer sur un
second prélevement 40-65 100-165

Considérant qu'un titre supérieur ou égal au 1:¥80 HA) est

cliniquement significatif, le coffretmmunoDOT™ TPO/TG est

sensible & 94 % pour Bétection deanticorps anti-Thyroglobuline
(17/18) lorsqu'il est comparé & I'HA. De plubniinunoDOT™ a

identifi¢ 2 des 3 cas limites en HA (1:80) commaireiment

POSITIFS.
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SCHEMA RECAPITULATIF DU M ODE OPERATOIRE

¢ Allumer et préparer la station de travail (selomiedele) La température dans leg
cuves doit étre comprise entre +44°C et +48°C.
« Immerger la bandelette dans le bain d'eau distil&ralant 30 secondes.

Preparation : . Distribuer : INCUBATION
STATION DE . .
- 2 ml de diluant (1) dans la cuve 1 10 minutes
TRAVAIL L
- 2 ml d'activateur (2) dans la cuve 2
- 2 ml de conjugué (3) dans la cuve 3
e Laisser incuber 10 mn.
¢ Ajouter 10 pl de sérum échantillon ou 20 pl de saig dans la cuve 1.
1. INCUBATION ¢ Plonger la bandelette dans la cuve 1. INCUBATION
DES SERUMS « Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut. 5 minutes

e Laisser incuber 5 mn.

« Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détijlen I'agitant de gauche a droitg de
2. LAVAGE facon a ce que l'eau diffuse parfaitement au teasterla membrane. 10 secondes
e Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papiesarbant.

¢ Placer la bandelette dans la cuve 2.
3. ACTIVATEUR « Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut.
¢ Laisser incuber 5 mn.

INCUBATION
5 minutes

« Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détijlen I'agitant de gauche a droitg de
4. LAVAGE facon a ce que l'eau diffuse parfaitement au teasterla membrane. 10 secondes
e Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papiesarbant.

* Placer la bandelette dans la cuve 3.

5 CONJUGUE . Ho_moggnelser en agitant 10 fois de bas en haut. INCUBATION
e Laisser incuber 15 mn. 15 minutes
* Au début de cette incubation, ver@eml de réactif 4 dans la cuve N°4.
» Laver la bandelette dans le clarifiant (eau déillen I'agitant de gauche a droitg de 10 d .
facon a ce que l'eau diffuse parfaitement au teadlela membrane. secondes puis
6. LAVAGE o . : INCUBATION
« Immerger la bandelette dans le clarifiant (eadiltie). Laisser tremper 5 mn. 5 minutes
e Eliminer le surplus d’eau distillée sur un papiesarbant.
« Placer la bandelette dans la cuve 4.
7. REVELATEUR « Homogénéiser en agitant 10 fois de bas en haut. INCUB.ATION
: . 5 minutes
e Laisser incuber 5 mn.
« Laver la bandelette dans le clarifiant (eau détijlen I'agitant de gauche a droitg de
8. LAVAGE facon & ce que le clarifiant (eau distillée) diffuparfaitement au travers de|la 10 secondes
membrane.
9. SECHAGE ¢ Eliminer l'eau résiduelle avec un papier absorbattlaisser sécher avan 5 minutes

d'interpréter le résultat.

BioMédical Diagnostics SA C€

Siege social
4 blﬁﬁzepg:a?bour Tél: 33164621012 E-mail : support@bmd-net.com
9 Fax:33 1646209 66 Internet : www.bmd-net.com

77435 Marne la Vallée Cx2
France
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INTENDED USE

Qualitative detection of autoantibodies against humn thyroglobulin
and human thyroid peroxidase (microsome).

MATERIAL PROVIDED

The ImmunoDOT™ TPO/TG is an enzyme immunoassay (EIA)

test for screening and detection of autoantibodgainst human
thyroglobulin and human thyroid peroxidase (micraedin serum
and heparinized whole blood and is used as amatuki diagnosis
of thyroid disorders. This product is intended fige in physician
offices and clinical laboratories.

SUMMARY AND EXPLANATION

Autoimmune thyroid gland disorders are characterizey

detection of anti-thyroid antibodies, primarily &g

thyroglobulin and/or microsomal thyroid antigerRecently it has
been shown that thyroid peroxidase (TPO) is thetepmo
responsible for microsomal antigenicity. In additito chronic
thyroiditis, thyroid autoantibodies may be foundather thyroid
disorders. These autoantibodies may also occur piparently
normal subjects. Thyroid microsomal (TPO) autoadibs occur
in sera of most autoimmune thyroid disease patiants predict
raised serum TSH levels in random populations. ftesence of
autoantibody does not imply active tissue destonctiMicrosomal
(TPO) antibody level correlates with the degree hphoid

infiltration of the thyroid gland.

Thyroid autoantibodies are detected by a varietynofiunoassays.
The common methods are indirect hemagglutinatioHA)]
indirect fluorescent antibody (IFA), EIA And RIA tegiques.

ImmunoDOT™ TPO/TG Test uses highly purified human
thyroglobulin devoid of microsomal antigen and mbiant
human thyroid peroxidase (microsomal antigen) whides not
contain contaminating thyroglobulin and/or mitoctiaa found in
other microsome antigen preparations. These pdréigigens are
used in a dipstick format enzyme immunoassay tegkmi

ASSAY PRINCIPLE

The ImmunoDOT™ TPO/TG Test utilizes an EIA dot technique
for the detection of antibodies. The antigens apahsed as
discrete dots onto a solid membrane.

After adding specimen to a reaction vessel, anyassdp is
inserted, allowing patient antibodies reactive wtik test antigen
to bind to the strip’s solid support membrane.

In the second stage, the reaction is enhancedrbgvad of non-
specifically bound materials.

During the third stage, alkaline phosphatase-catpdy anti-
human antibodies are allowed to react with boundiepga
antibodies.

Finally, the strip is transferred to enzyme sultetreagent which
reacts with bound alkaline phosphatase to prodaceaaily seen,
distinct dot.

STORAGE CONDITIONS

« Store reagents and assay strips between +2°C a@] +8°
* Reagents must be at room temperature (between +1%1C

+30°C) before use. They should be used within oner ho

following placement in the heated workstation (inator)

« Avoid contamination of reagents as that can giversous
results.

ImmunoDOTO TPO/TG Assay strip | 50

' | Positive contrc

@ | Anti-TPO (cut off value)

! | Anti-TPO (positive value)

i | Anti-TG (cut off value)

& | Anti-TG (positive value)

{:?' ,Negative control
Diluent DIL [ SPE |
buffered diluent (pH 6.2-7.6), protein stabilizeasd 2 x 50mL
<0.1% NaN.
Enhancer [SOLN[ ENH | | 5y 50mL
sodium chloride and <@% NaN.
Conjugate IgG
alkaline phosphatase conjugated goat anti-hurpar x 50mL
antibodies in buffered diluent (pH 6.2-8.5) and
stabilizers
Developer [suBs[BCIP-NBT
5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate and p-nifro
blue tetrazolium chloride in buffered diluent (ptDg| 2 X 50mL
11.0), 0.8% N, N-Dimethylformamide, and <0.1%
NaNs
Reaction Vessels 200
Package Insert 1

M ATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

* Workstation (incubator)

« Specimen collection apparatus

e Timer

¢ Analytical quality distilled or deionized water twe used for
the washes.

¢ Pipets

« Absorbent toweling to blot dry the assay strip

* Positive control serum

SAMPLE COLLECTION AND HANDLING

*  ThelmmunoDOT™ TPO/TG Test is performed on serum or
heparinized whole blood. The test requires appratéhg
10uL of serum or 20 pL of whole blood.

e Serum and heparinized whole blood are collectedrdany to
standard practices

¢ Serum and heparinized whole blood may be store@ % and
+8°C for up to five days.

e Serum may be frozen below -20°C for extended periods
Freezing whole blood samples is not advised.
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WARNINGS AND PRECAUTIONS

For In Vitro Diagnostic Use Only.

The ImmunoDOT™ TPO/TG reagents have been optimized for
use as a system. Do not substitute reagents ps $tdm any other
source including those from othienmunoDOT O systems.

Dilution or modification of these reagents may alsffect the
performance of the test.

Do not use kits after the stated expiration date.

Analytical quality deionized or distilled water niuse used for the
washes.

Strictly adhere to the test procedures for optimesults. Do not
shorten or prolong stated incubation times asrttay result in poor
assay performance.

Some assay components contain sodium azide bt may react
with lead and copper plumbing to form highly explesmetal
azides. After disposing of reagents, flush sinkhwaitlarge volume of
water to prevent azide buildup.

Human sera used in the preparation of this prodece tested and
found non-reactive for hepatitis B surface antiged for antibodies
to HIV-1, HIV-2, HTLV-1, and hepatitis C virus. Becsino test
method can offer complete assurance that infectagsnts are
absent, handle reagents and patient samples aspidble of
transmitting infectious disease.

SETUP

1. Turn on Workstation and adjust temperature accgrdm the
instructions for use of your instrument.

2. Remove 4 Reaction Vessels per test from the prdooxtand
insert into appropriate slots in Workstation.

For the large Workstationadd water up to the fill line of the
Wash Vessel provided.

For the small Workstatignuse an appropriate container and

sufficient water to cover all reactive windows bétassay strip.
3. Appropriately label the Assay Strips.

4. Place:
- 2 mL Diluent (#1) in Reaction Vessel #1
- 2 mL Enhancer (#2) in Reaction Vessel #2
- 2 mL Conjugate (#3) in Reaction Vessel #3

5. Incubate for 10 minutes

6. Verify that the temperature of the heating block is in
accordance with the instructions of the manual
corresponding to the model of the workstation.

7. If the large Workstation is used, insert the lad&d of the Assay
Strip into the Strip Holder, one per groove, takage not to
touch the assay windows.

8. Insert the strip in the distilled water bath (Wefdr 30 seconds,
just before starting the assay procedure. Avoidfdnmation of
bubbles on the surface.

ASSAY PROCEDURE

1. SAMPLE INCUBATION
e Add specimen (10pL of serum or 20uL of whole
blood)to Reaction Vessel #1.
e Plunge assay strip into Reaction Vessel #1
e Using 10 quick up and down motions with the Ass&ypS
mix reagents and specimen thoroughly.
* Let stand for 5 minutes

2. WASH STEP

« Remove Assay Strip from Reaction Vessel and swighen
Wash (distilled water). Use a swift back and fortbtion for
10 secondsllowing for optimal washing of the Assay Strip.

* Blot the strip on an absorbent towel.

3. ENHANCER
¢ Place Assay Strip into Reaction Vessel #2.
¢ Mix thoroughly with 10 quick up and down motions.
e Let stand for 5 minutes

4. WASH STEP
< Remove Assay Strip from Reaction Vessel #2 and swish
in the Wash for 10 seconds as described (step #2).
The wash should diffuse completely through thepstri
¢ Blot the strip on an absorbent towel.

5. CONJUGATE
¢ Place Assay Strip into Reaction Vessel #3.
¢ Mix thoroughly with 10 quick up and down motions.
¢ Let stand for 15 minutes.
¢ At the beginning of this incubation, place 2mL of
reagent #4 into the Reaction Vessel #4.

6. WASH STEP

< Remove Assay Strip from Reaction Vessel #3 and swish
in the Wash as described (step #2) for 10 seconds.
The wash should diffuse completely through thepstri

« DO NOT remove the Assay Strip from the wash.

¢ Allow the Assay Strip to stand in the washfor 5
minutes.

« Blot the strip on an absorbent towel.

7. DEVELOPER
« Remove Assay Strip from wash and place into Reaction
Vessel #4.
¢ Mix thoroughly with 10 quick up and down motions.
¢ Let stand for 5 minutes.

8. WASH STEP
*« Remove Assay Strip from Reaction Vessel #4 and swish
in the Wash as described (step #2) for 10 secoHus.
wash should diffuse completely through the strip.

DRY

« Blot and allow Assay Strip to dry. It is imperatitieat
tests of borderline specimens be interpreted dfter
Assay Strip has been allowed to déyfalse positive dot
may be identified if the assay strip is not dry whe
interpreted.

10. READING THE ASSAY STRIP

©

Positive contrc

Anti-TPO (cut off value)
Anti-TPO (positive value)
Anti-TG (cut off value)
Anti-TG (positive value)
Negative control

Positive cut off a dot with arEASILY SEEN, distinct border.

Positive a dot with arEASILY SEEN, distinct border is visible
in the center of the window. The outer perimeteth&f window
must be white to pale gray.

Negative no dot - If no dot is seen or a dot is difficult 4ee,
interpret it as negative.

Each dot of the assay strip must be read indepéyden
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TEST VALIDATION

The top and bottom membrane windows of the Assaip Stre
reagent controls.

The top window is a positive reagent control andsthhe positive
for further interpretation.

The bottom window is the reagent negative contrad anust be
negative for further interpretation.

Reagent controls assure that reagents are activthanthe test has
been performed properly. If either reagent congahvalid, the test
must be repeated.

The intensity of the positive control dot must rime used as a
calibrator.

Positive reactions in the antigen windows of thhgpshay be either
darker or lighter than the positive control depegddn the antibody
titer.

QUALITY CONTROL

It is recommended to use internally or externatiyrsed control
material for the different specificities. Multipanatric control (bmd,
Cat: HMO020) contains antibodies directed against afiethe
specificities; handle in the same way as samples.

The assay is performed with reagents warraed-44°C/+ 48°C
The temperature of the Workstation itself shoulchlzgher than the
assay temperature in the reaction vessel. The Watides should be
monitored to assure the appropriate temperaturaistained.

LIMITATIONS

= Epidemiologic factors, clinical findings, and othiaboratory
results should be considered in addition to autbady
laboratory results for diagnosis of the patient.

= Thyroid autoantibodies may be present in non-tlidydisorders
such as Sjogren's syndrome, pernicious anemia, sAdui
disease, myasthenia gravis and diabetes mellitud &n
apparently healthy subjects.

INTERPRETATION

Two positive Dots(Cut off and positive)

Results: POSITIVE AnTEO AT
+ (dot with distinct border) 66-130 166-330
++ (weak uniform dot) 131-260 331-660
+++  (intense uniform dot) 261-520 661-1320
++++  (intense dot) >520 >1320

When the two Dots are positive, only the spot "Vala
positive" is interpreted compared to the referencecolored
strip to have a result semi-quantitative. These values are
indicative, but were obtained from a correlatiothAldmd ELISA
kits: TG-LISA and TPO-LISA.

PERFORMANCE AND CHARACTERISTICS OF THE TEST

ImmunoDOT™ TPO/TG Test was tested with presumptive
normal samples and microsome and thyroglobulintpes{iHA)
samples. The results in normal samples (n=125)igredsay
specificity in a random, normal population and al®wn in
Erreur ! Source du renvoi introuvable.. These data predict the
TPO assay to be 91% specific and the thyroglobwlibe 96%
specific. These data are consistent with previepsts.

Table 1 — Normal samples

Specificity | Non reactive | To confirm Positive
TPO 91.2% 6.4% 2.4%
(114/125) (8/125) (3/125)
TG 96% 4.0% 0%
(120/125) (5/125) (0/125)

Sixty-six (66) indirect hemagglutination (IHA) ptise samples
were evaluated in thenmunoDOT™ TPO/TG Test for anti-
TPO (microsome) to assess test sensitivity compaocedhe
classic test method. These results are shownbteTa

Table 1: Thyroid Peroxidase (microsome)

There are two reaction levels for each analyter@igppbulin and
TPO). Interpret each analyte reaction separatety aotording to
the following criteria:

++++
+++
++

+

No positive Dots

. Anti-TPO Anti-TG
Results: NEGATIVE U/l U/ml
Nonreactive for autoantibody <40 <100
One positive Dot(Only cut off Dot)
. Anti-TPO Anti-TG
Results: TO CONFIRM 1U/ml U/ml
Equivocal but to confirm on a
second sample 40-65 100-165

IHA Titer Non reactive | To confirm Positive
100 0 4 1
400 0 6 12
1600 0 0 28
6400 0 0 9

25600 0 0 6

Assuming that an IHA titer greater than or equalltd600 is
clinically relevant, thdmmunoDOT™ TPO/TG Test for anti-
TPO (microsome) is 100% (43/43) sensitive when cmexq to
IHA.  Unlike the IHA method, ImmunoDOT™ TPO/TG
identified 13 of the 23 borderline (1:100-400) IHAsults as
clearly reactive samples.

Twenty-one thyroglobulin (Tg) IHA positive samplegre tested
in the ImMmunoDOT™ TPO/TG Test for anti-thyroglobulin.
These results are shown in Table 2.

Table 2: Thyroglobulin

IHA Titer Non reactive | To confirm Positive
80 1 0 2
160 1 1 0
320 0 2 2
640 0 0 4

>1280 0 0 8

Assuming that an IHA titer greater than or equallt@60 is
clinically relevant, thdmmunoDOT™ TPO/TG Test for anti-
thyroglobulin is 94% (17/18) sensitive when complate IHA.

In addition,ImmunoDOT™ TPO/TG identified two out of three
borderline (1:80) IHA positives as clearly reactsamples.
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SYMBOLS USED

CE EC Declaration of conformity
@ Rapid test
VD In Vitro Diagnostic Device

Catalogue number

LOT Lot Number

Expiry Date

Number of test

Consult Instructions

Temperature limitation

s < i

Biological risk

CONT Contains sodium azide

Reconstitute with

)
(@)
z
w
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SUMMARY OF M ETHOD

e Turn on and prepare the workstation (accordindhéormodel).The temperature
in vessels must lie within +44°C and +48°C.
« Insert the strip in the distilled water bath (Wafd1)30 seconds.
SETUP ¢ Pipet: INCUBATION
- 2 mL of diluent (#1) into reaction vessel #1 10 minutes
- 2 mL of enhancer (#2) into reaction vessel #2
- 2 mL of conjugate (#3) into reaction vessel #3
¢ Incubate for 10 min.
¢ Add 10 pL of sample sera or positive control toseb#1.
1. INCUBATION OF |+ Immerse strip in reaction vessel #1. INCUBATION
SERA ¢ Mix using a swift up and down motion 10 times. 5 minutes
¢ Incubate for 60 min.
¢ Wash the strip in the Wash (distilled water) usingwift back and forth motioj
2. WASH STEP from left to right so that the water diffuses coetply through the membrane. 10 seconds
« Blot the assay strip on an absorbent towel.
¢ Place strip into vessel #2.
3. ENHANCER ¢ Mix using a swift up and down motion 10 times. INCUB.ATION
. 5 minutes
¢ Incubate for 5 min.
¢ Wash the in the Wash (distilled water) using aftskack and forth motion fron
4, WASH STEP left to right so that the water diffuses completi#sough the membrane. 10 seconds
« Blot the assay strip on an absorbent towel.
* Place strip into vessel #3.
5 CONJUGATE ¢ Mix using a swift up and down motion 10 times. INCUBATION
¢ Incubate for 30 min. 15 minutes
« At the start of this incubation, place 2 mL of reag#4 into vessel #4.
* Wash the strip in the Wash (distilled water) usingwift back and forth motio 10 seconds
6. WASH STEP from left to right so that the water diffuses cogtply through the membrane. then
’ « Immerse the strip in the Wash (distilled water)t &&and 5 minutes. INCUBATION
« Blot the assay strip on an absorbent towel. 5 minutes
¢ Place strip into vessel #4.
7. DEVELOPER ¢ Mix using a swift up and down motion 10 times. INCUB.ATION
. 5 minutes
¢ Incubate for 5 min.
¢ Wash the strip in the Wash (distilled water) usingwift back and forth motioj
8. WASH STEP from left to right so that the water diffuses cogtply through the membrane. 10 seconds
9 DRY STEP « Remove the residual water with absorbent paper]etrdty before interpreting WAIT
the result. 5 minutes

BioMédical Diagnostics SA

€

E-mail : support@bmd-net.com
Internet : www.bmd-net.com

Office
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Tel : 33164621012
Fax :33 164 6209 66

Product Insert, Immur@OT™ TPO/TG, GB 5885, Page 10/10



