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Anti-R-TSH
RLTRE 96.3

DEFINITION

Le coffret Anti R-TSH (£0d) est réservé a lusage des
professionnels pour la détermination quantitaties dutoanticorps
anti-récepteurs de la thyrotropine dans le sérummain.
L’hyperthyroidisme de la maladie de Basedow estséaupar la
présence d’'auto-anticorps anti-récepteurs de la T8H la
détermination de ces anticorps peut étre précipasele diagnostic
différentiel ainsi que pour le suivi de la maladeeBasedow.

PRINCIPE DU TEST

Le coffret Anti R-TSH (£14) constitue une méthode de détection
immunoenzymatique par compétition. Les autoanteamnti R-TSH
présents vont se fixer sur les récepteurs immeasilsur la phase
solide de la microplaque.

Aprés une période d'incubation de 2 heures, lesinsgrsont
éliminés par retournement. Seuls les anticorps BATISH, s'ils
existent, restent fixés sur les récepteurs a la @Sk phase solide.

Un anticorps monoclonal humain anti-récepteur dES&l marqué a
la biotine M22 est ajouté lors de la deuxieme imtidm, et interagit
avec les récepteurs TSH libres c’est a dire norupés par les
autoanticorps provenant des calibrateurs, contrblesérums de
patients.

La quantité de biotine-M22 fixée sur la plaque estsuite
déterminée au cours d’'une troisieme incubation feout de
streptavidine-peroxidase qui se fixe spécifiquendelatbiotine.
L'exces de conjugué de streptavidine-peroxydaseélestiné par
I'étape de lavage suivante. L'ajout du substrat TN®B3',5,5'-
Tetramethylbenzidine) fait apparaitre une coloratidleue
proportionnelle a la quantité de TSH-biotine fixées

Cette réaction est arrétée par I'ajout d'une sotuti'arrét qui fait
virer le contenu du puits de bleu a jaune.

L'absorbance de la réaction jaune est lue a 450nfaide d’'un
lecteur de plaque ELISA. Une faible absorbanceginéila présence
d’anticorps anti R-TSH dans I'échantillon car ilsngéchent la
fixation de la biotine-M22 aux plaques recouverties récepteurs
TSH.

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

¢ Pipettes de précision 50ul, 75upl, 100ul et flacaapsé
pour diluer le réactif SAPOD (F)

¢ Consommables pour effectuer la dilution de la smtutde
lavage concentrée

¢ Eaudistillée
Lecteur de plaques ELISA muni de filtres de 450nm.
¢ Agitateur de plaques ELISA, 500 rpm (agitation oobitale)

Détermination quantitative des anticorps anti-
récepteur a la thyrotrophine dans le sérum humain
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CONSERVATION ET
ECHANTILLONS

PREPARATION DES

- Les sérums doivent étre analysés juste aprés fueggattion ou
conservés de préférence en aliquots a -20°C oessnds.

- 150pL suffisent a la réalisation d'un test (Il esbnseillé
d’effectuer des dépéts en double (2x75ul).

- Les congélations/décongélations répétées ou I'anttien de la
température de stockage doivent étre évitées.

- Un stockage inadéquat des échantillons peut eetraiine perte
d’activité des anticorps anti R-TSH.

- Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés ou lipéamig ou des
sérums contenant des particules.

- Ne pas utiliser de plasma pour ce test. Si néaessamener le
sérum a température ambiante et mélanger pour eaoreas
’'hnomogénéité.

- Centrifuger les sérums avant de réaliser le testpj&férence
durant 5 minutes & 10-15 000g dans un microtubaj polever
toutes particules. Ne pas oublier cette étape digifteation pour
les sérums troubles ou contenant des particules

PREPARATION DES REACTIFS

Lire attentivement les instructions avant toute ipalation.

A Microplaques recouvertes de R-TSH
12 barrettes amovibles et sécables de 8 microf@6ten
tout) sur un support et emballées dans un sachet
d’aluminium.
Laisser les barrettes revenir a température aniaot

moins 20 minutes avant I'ouverture du sache1

Fixer correctement le nombre de barrettes de pudtsessaire au
test sur le support fourni. Aprés ouverture, reneetibus les puits
inutilisés dans le sachet d’aluminium d’originerefermer avec
du ruban adhésif. Replacer le sachet d’aluminiunnsdé& sac
plastigue refermable avec le sachet déshydratantrnfo et
conserver entre +2°C et +8°C pendant 3 mois.

B Tampon d’incubation
I0 ml - Solution de couleur jaune
Prét a I'emploi

C1-5 Calibrateurs
0,4;1;25; 10 et 30 u/L (unités NIBSC 90/672)

Prét a I'emploi

D1 Contréle Négatif
e o]
Prét & I'emploi

Contrdle Positif (intervalles des concentrations : voir étiquette)

1ml
Prét & lemploi

D2
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Biotine-M22
15 ml — Solution de couleur rouge
Prét a 'emploi

Streptavidine-Peroxydase (SA POD)
1x 0,75 ml SA POD
Concentrée
Diluer au 1:20 & l'aide du diluant pour SA POD (G).
Par exemple, 05 ml de (F) + 9,5 ml de (G).
A conserver entre +2°C et +8°C aprés dilution jusgu
la date de péremption du coffret.

Diluant pour SAPOD
15ml
Prét a 'emploi

Substrat Peroxidase (TMB)
15ml
Prét & I'emploi

|suBs|Tms |

Solution de lavage concentrée
100 mi

Concentrée

Diluer 10 fois avec de l'eau distillée avant ugti®n
pour obtenir 1 litre.

A Conserver entre +2°C et +8°C jusqu’a la date de
péremption du coffret.

[ BUF | waAsH [10x|

Solution d’arrét
10 ml
Prét & I'emploi

Les coffrets non utilisés ainsi que leurs compaséata J) doivent
étre conservés entre +2°C et +8°C.

MODE OPERATOIRE

Ramener tous les réactifs a température ambiantee(e¢20°C et
+25°C) au moins 30 minutes avant la manipulatioh. et
recommandé d'utiliser une pipette a répétition plesrétapes 1, 5,
8,10 et 11.

1.

Déposer75ul de tampon d’incubation (B) dans chaque puits a
utiliser (réserver un puits vide pour faire le Warfpuis se
référer au paragraphe 12).

Déposer75ul decalibrateurs (CI-C5), decontrbles (D1 et D2)

et desérums diluésdans leurs puits respectifs (commencer
avec 30u/L de calibrateur et continuer en dépdsantontrdles

et les sérums a tester).

Couvrir le support et agiter les puits pendant 2irbe a
température ambiante (+20°C/+25°C) a I'aide d'uitaheur de
plagues ELISA (500 rpm.).

Aspirer les puits a I'aide d’'un laveur de plaquesles vider en
retournant le support des micropuits au-dessus tBoaptacle
adéquat. Laver les puits une fois a880ul de Solution de
lavage diluée(l) et aspirer la solution en utilisant un laveler
plague ou vider les puits en retournant le supgestmicropuits
au-dessus d'un réceptacle adéquat. Taper ensistepués
retournés sur une surface absorbante pour reteecéls de
solution de lavage (uniqguement pour les lavagesueiah

Déposel00ul de biotine-M22 (E) dans chaque puits (sauf dans
le puits blanc). Eviter de déposer du liquide taes puits lors
de I'ajout.

6. Couvrir la plaque, et incuber a température ambigr@ndant
25 minutes sans agiter.

7. Répéter I'étape de lavage décrite au point 4.

8. Déposerl0Oul de Streptavidine-peroxydase diluégF) dans
chaque puits (sauf dans le puits blanc) et incaktlempérature
ambiante pendant 20 minutes sans agiter.

9. Apres lincubation, aspirer le contenu des puitBaile d’'un
laveur de plagues ou les vider en retournant lgpaipdes
micropuits au-dessus d'un réceptacle adéquat. Liegepuits
deux fois ave@50ul de Solution de lavage diluédl) et une
fois avec de I'eau distillée (pour retirer toute usse) et taper
les puits retournés sur une surface absorbante patirer
I'excés de solution de lavage. (si le laveur dejpdaest utilisé,
la plague peut étre lavée 3 fois avecSalution de lavage
diluée uniquement (I).

10. Déposerl00ul de Substrat TMB (H) dans chaque puits (ainsi
que dans le puits réservé au blanc) et incubemgpéemture
ambiante dans I'obscurité pendant 30 minutes sgiter a

11. Déposer50ul de Solution d'arrét (J) dans chaque puits (ainsi
que dans le puits réservé au blanc) et agiterdgual pendant
environ 5 secondes sur un agitateur de plaque.rézsious
que les temps d’incubation du substrat sont idaesgpour
chaque puits.

12.Lire I'absorbance de chaque puits a 450nm en amtisun
lecteur de plaque ELISA, et faire le blanc suru&gpcontenant
seulementl00pl de substrat TMB (H) et 50ul de solution
d’'arrét (J).

INTERPRETATION DES RESULTATS

Une courbe de calibration peut étre établie en atrbgla
concentration du calibrateur sur I'axe horizontéthelle log) et
I'absorbance des calibrateurs sur I'axe verticelhédle linéaire).

Les concentrations en anticorps anti-récepteurdad@SH des
sérums peuvent étre lues sur la courbe d’étalonnage

D’autres systémes de réduction de données peutentugisés.
Les résultats peuvent aussi étre exprimés commigibition (%ol)
de la fixation du M22, ceci est alors calculé gracéa formule
suivante :

absorbance de I'échantillon a 450 nm

100 x< 1
absorbance du contr6le négatif (D1) a 450 pm
RESULTATS ATTENDUS
(I'exemple ci-dessous ne doit pas étre utilisé pole calcul des résultats)
. ) Absorbance 0
Echantillon 2450 nm %I u/L
(sans le blanc)
Contréle D1 2,290 0 0
C1l 1,987 13 0,4
c2 1,618 29 1
C3 1,108 52 2,5
Cc4 0,261 89 10
C5 0,079 97 30
Contréle D2 1,488 35 1,3
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SEUIL DE DETECTION DU DOSAGE

Seuil de détection u/L
Négatif <0.4u/lL
Positif >0.4 u/L

EVALUATION CLINIQUE

Spécificité Clinique

139 échantillons de donneurs sains ont été testésla du coffret
Anti R-TSH (abT—‘Q) Les 139 échantillons se sont révélés négatifs
pour les autoanticorps anti R-TSH.

Sensibilité Clinique

108 échantillons de patients diagnostiqués aveend#dadie de
Basedow (traités et non traités) ont été testémidel du coffret
Anti R-TSH (m) 103 échantillons (soit 95%) ont été retrouvés
positifs pour les autoanticorps anti-R-TSH.

Seuil de détection

Le contrdle négatif a été testé 50 fois, la moyestrigcart type ont

été calculés. La seuil de détection a +2 écart-éypie de 0,08 u/L.
Reproductibilité

Echantillon u/L (n =25) CV (%)
1 55 8,7
2 1,6 8,8
Répétabilité
Echantillon u/L (n=21) CV (%)
1 1,3 5,5
2 5,1 4.2

Précision Clinique

L'analyse des sérums de patients atteints de nesladitoimmunes
autres que la maladie de Basedow n’indique pasetférence avec
les auto-anticorps a la thyroglobuline; a la pedase de thyroide;
acide glutamique decarboxylase; 21-hydroxylase; eptaur
d’acétylcholine; dsDNA ou facteur rhumatoide.

Interférence

Aucune interférence n'a été observée lorsque learditlons ont été
étudiés en solution avec les éléments suivantsobiobine jusqu’a
5mg/ml ; bilirubine jusqu’a 0,2mg/ml ; LH humaingspgu’a I0u/ml ;
hCG jusqu'a 160u/ml ; FSH humaine jusqu'a 70u/mlleetTSH
humaine jusqu’a 3 u/L.

Les valeurs mentionnées ci-dessus ne sont fourgiea titre
indicatif. Il est recommandé que chaque laborat@irdue son
propre panel d’échantillons de contréle dans leagesen méme
temps que les contréles fournis dans le coffret.

Chaque laboratoire doit établir ses propres valderséférence sur
des sérums normaux et pathologiques pour les nivdaunticorps
anti-récepteurs de la TSH.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

= Ce coffret est réservé au diagnosiic vitro et a un usage
professionnel.

» Suivre attentivement les instructions et respetdsrdates de
péremptions indiquées sur les étiquettes. Se rédéie Fiche de
Données Sécurité pour plus d’'informations.

= Les produits d’origine humaine utilisés dans lgpgrétion de ce
coffret ont été testés et se sont révélés négatifsr les
recherches d’anticorps anti-HIV 1 et 2 et les amps HCV et
HBsAg mais devraient étre manipulés comme potdamnt
infectieux.

= Se laver les mains complétement si la contaminati@it eu lieu
et avant de quitter le laboratoire.

= Stériliser tout déchet potentiellement contaminé&oynpris les
échantillons de test avant leur élimination.

= Les produits d'origine animale utilisés dans laparé@tion du
coffret ont été obtenus d’animaux sains mais ddivependant
étre manipulés comme potentiellement infectieux.

» Certains réactifs contiennent de petites quantit&zide de
sodium (<0.1% w/v) comme agent de conservation.

= Eviter I'ingestion, l'inhalation, l'injection et l&ontact avec la
peau, les yeux et les vétements.

» Eviter la formation de blocs d'azides dans les &yss
d’évacuation en ringant abondamment avec de I'eau.

INDEX DES SYMBOLES

Déclaration de conformité CE
Test ELISA

Dispositif de Diagnostitn Vitro
Référence Catalogue
Numéro de Lot

Date d’expiration

Nombre de tests

Consulter les instructions d’utilisation
Limites de température
Risque biologique

Contient de l'azide de sodium

A reconstituer
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SCHEMA RECAPITULATIF DU MODE OPERATOIRE

1. Ramener tous les réactifs et échantillons a tertyr@rambiante (+20°C/+25°C) avant utilisation.
2. Déposer75ulde tampon d’'incubation dans chaque puits (excegms tb puits réservé au blanc)

3. Déposer75ul de Calibrateurs (en commengant avec la concemrdtioplus élevée puis diminuer Ig¢s
concentrations jusqu’a la plus basse), gigl de Contréles et Sérums (excepté dans le puiteviéae blanc)

4. Incuber 2 heures a température ambiante sur uategitde plaque ELISA & 500 rpm

Aspirer les micropuits de la plaque avec un law®iplague ou vider les en retournant le suppontideopuits
au-dessus d’'un réceptacle adéquat

6. Laver les puits une fois av8&0pl de Solution de lavage diluée.
Pour les lavages automatisésspirer la solution en utilisant un laveur daqie
Pour les lavages manuelfRetourner la microplaque au-dessus d’'un pagisorbant et taper pour retirgr
I'excés de solution de lavage.

7. Déposerl00ulde biotine-M22 dans chaque puits (excepté le (olefsc)

8. Incuber 25 minutes a température ambizates agiter
9. Aspirer la plaque

10. Laver les puits une fois av850ul de Solution de lavage diluée.
Pour les lavages automatisésspirer la solution en utilisant un laveur daqie
Pour les lavages manuelfketourner la microplaque au-dessus d'un pagisorbant et taper pour retirgr
I'exces de solution de lavage.

11. Déposerl00ulde SAPOD (dilué au 1:20) dans chaque puits (ekdegiuits blanc)

12. Incuber 20 minutes a température ambizates agiter
13. Aspirer la plaque ou vider les puits par retourngime

14. Pour les lavages automatisédaver la plaque 3 fois ave®850ul de Solution de lavage diluégl
Pour les lavages manuelkaver la plaque 2 fois av&@50pl de Solution de lavage diluépuis rincer avec d
I'eau distillée et sécher a I'aide d’un papier absot

15. Déposerl00ulde TMB dans chaque puits (ainsi que dans le pé#tsrvé au blanc)
16. Incuber 30 minutes a température ambialaties 'obscurité

17. Déposei50ul de solution d’arrét dans chaque puits (ainsi qums dia puits réservé au blanc) et agiter pendant 5
secondes.

18. Lire I'absorbance a 450 nm

Ne pas réaliser le test a une température supérieeia +25°C

BioMédical Diagnostics SA C€

Siege social
Actipole 25
4 bld de Beaubourg
77435 Marne la Vallée Cx2
France

Tél:33164621012 E-mail : support@bmd-net.com
Fax: 33164 62 09 66 Internet : www.bmd-net.com
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Anti R-TSH

Quantitative determination of thyrotropin receptartoantibodies in human serum

RLTRE 96.3

INTENDED USE

TheAnti R-TSH kit (m@) is intended for use by professional
persons only for the quantitative determinationttofrotropin
receptor autoantibodies in human serum. HypertHisoi in
Graves’' disease is due to the presence of autaalieth to the
TSH receptor and measurement of these autoantibodie be
useful in disease diagnosis and management.

ASSAY PRINCIPLE

In the ELISA, TSH receptor autoantibodies in pdtisera,
calibrators and controls are allowed to interacthwilSH
receptors coated onto ELISA plate wells.

After a 2 hour incubation, the samples are dischrigaving
TRADb bound to the immobilised receptor.

A human monoclonal autoantibody to the TSH recejatoelled
with biotin (M22-biotin) is added in a 2nd inculmti step,
where it interacts with immobilised TSH receptasich have
not been blocked by bound TRAb.

The amount of M22-biotin bound to the plate is tketermined
in a third incubation step by addition of strepthriperoxidase,
which binds specifically to biotin.

Excess unbound streptavidin-peroxidase is then echstway
and addition of 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TME&sulting
in the formation of a blue colour.

This reaction is stopped by addition of stop soluttausing the
well contents to turn from blue to yellow.

The absorbance of the yellow reaction mixture &b is then
read using an ELISA plate reader. A lower absorbandicates
the presence of TRAb in a test sample (as TRAbbihthe
binding of M22-biotin to TSH receptor coated platells).

MATERIALS REQUIRED AND NOT SUPPLIED

¢ Pipettes capable of dispensing 50uL, 75upL, 100ud an
appropriate volumes for diluting SAPOD (F).

Means of diluting concentrated wash (l).
Pure water.

ELISA plate reader suitable for 96 well formats and
capable of measuring at 450nm.

¢ ELISA Plate shaker, capable of 500 shakes/min @rot
orbital shaker).

STORAGE AND PREPARATION OF SERUM
SAMPLES

- Sera to be analysed should be assayed soon gfematien or

stored, preferably in aliquots, at or below -20°C.

- 150uL is sufficient for one assay (duplicate 75uL

determinations are recommended).

- Repeated freeze-thawing or increases in storagpet@ture

must be avoided.

- Incorrect storage of serum samples can lead todb3RAb

activity.

- Do not use lipaemic or haemolysed serum or samples

containing particulates.

- Do not use plasma in the assay. When required, tasinsera

at room temperature and mix gently to ensure homeige

- Centrifuge the serum prior to assay (preferablySaninutes

at 10-15000g in a microfuge) to remove any paldieu
matter. Please do not omit this centrifugation $temsera that
are cloudy or contain particulates

PREPARATION OF REAGENTS SUPPLIED

A TSH Receptor Coated Wells
12 breakapart strips of 8 wells (96 in total) ifrane
and sealed in foil bag.
Allow to stand at room temperature for at least 20

minutes before opening.

Ensure stripwells are fitted firmly finto frame pided.
After opening return any unused wells to the o®dgin
foil packet and seal with adhesive tape. Place lfai
in the self-seal plastic bag with desiccant prodide
store between +2°C and +8°C for up to 12 weeks.

B Start Buffer
|10 mL — Coloured yellow
Ready to use

C1-5 calibrators
0.4,1,2.5,10 and 30 u/L (units are NIBSC 90/672)

5x 1.0 mL
Ready to use
[oormor] ]

[5UF [ START]

D1 Negative control
1.0 mL
Ready to use
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D2 Positive control
(See label for concentration range)
1.0 mL
Ready to use

E M22-Biotin
15 mL — Coloured red
Ready to use

F Streptavidin-Peroxidase (SAPOD)
1x0.75mL __SA POD
Concentrated
Dilute 1 in 20 with diluent for SAPOD (G). For
example, 0.5mL (F) + 9,5 mL (G).

Store at +2°C/+8°C after dilution for up to kit eixp
date.

G Diluent for SAPOD

15 mL DIL | SAPOD

Ready to use

CONTROL

H Peroxidase Substrate (TMB)

5 mL SuBs[ws |

Ready to use

| Concentrated wash solution
100 mL
Concentrated [ BUF | wAsH |1ox]|
Dilute to 1 litre with pure water before use. State
+2°C/+8°C up to kit expiry.

J Stop solution
0 mL

Ready to use

Store unopened kits and all kit components (A-J) at2°C/+8°C.

ASSAY PROCEDURE

8. PipettelOOpL of diluted Streptavidin-peroxidase (F) into
each well (except blank) and incubate at room teatpee
for 20 minutes without shaking.

9. After incubation, discard the well contents by kigis
inverting the frame of stripwells over a suitabéeeptacle.
Wash the wells twice with350pL of diluted Wash
Solution (1) followed by once with pure water (to remove
any foam) and tap the inverted wells gently oneaicldry
absorbent surface to remove excess wash solutib@ (
plate washing machine is used, the plate can béega3
times with diluted wash solution (1) only).

10. Pipette 100uL of TMB Substrate (H) into each well
(including blank) and incubate in the dark at room
temperature for 30 minutes without shaking.

11. Pipette50uL Stop solution (J) into each well (including
blank) and shake the plate for approximately 5 sés@n a
plate shaker. Ensure substrate incubation timestteee
same for each well.

12. Read the absorbance of each well at 450nm using an
ELISA plate reader, blanked against the well caoritagj
100puL of TMB substrate (H) and50puL Stop solution (J)
only.

RESULTS ANALYSIS

Allow all reagents and test samples to stand anrtmmperature
(between +20°C and +25°C) for at least 30 minudeepeating

pipette is recommended for steps 1, 5, 8, 10 & 11.

A calibration curve can be established by plottozajibrator
concentration on the x-axis (log scale) againsttheorbance of
the calibrators on the y- axis (linear scale).

The TRAb concentrations in patient sera can thereae off the
calibration curve.

Other data reduction systems can be used. Resauitslso be
expressed as inhibition (%l) of M22 binding cald¢athusing the
formula;

test sample absorbance at 450 nm
100 1-
Negative Control (D1) absorbance at 450 n

1.

Pipette75pL of start buffer (B) into each well to be used,
leaving one well empty for blank (step 12).

Pipette75uL of calibrators (CI-5), controls (DI and D2)
and test serainto respective wells (start with the 30u/L
calibrator and descend down the plate to the nemati
control and then test sera) (except blank).

Cover the frame and shake the wells for 2 hounain
temperature (+20°C/+25°C) on an ELISA plate sh§ke0
shakes per min.).

Aspirate well contents by use of a plate washinghiree or
discard by briskly inverting the frame of stripveetbver a
suitable receptacle. Wash the wells once v@8duL of
diluted Wash Solution (I), and aspirating the wash by use
of a plate washing machine or discard the washrisklig
inverting the frame of stripwells over a suitabdéeeptacle.
Tap the inverted wells gently on a clean dry absotb
surface to remove excess wash solution (only nacgss
washing plate by hand).

Pipettel00pL of M22-Biotin (E) into each well (except
blank). Avoid splashing the material out of the lweluring
addition.

Cover the plate, and incubate at room temperaone$
minutes without shaking.

Repeat wash step 4.

TYPICAL RESULTS

(Example only, not for use in calculation of actuatesults)

Sample Abszg%arllr;:e at %l u/L
(minus blank)

Control DI 2.290 0 0
Cl 1.987 13 0.4

C2 1.618 29 1
C3 1.108 52 2.5
C4 0.261 89 10
C5 0.079 97 30
Control D2 1.488 35 1.3
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ASSAY CUT OFF

Cut off u/L

Negative <0.4 u/lL
Positive >0.4 u/lL

CLINICAL EVALUATION

Clinical Specificity

139 samples from healthy blood donors were assayetie
39 generatiorAnti R-TSH kit (m) All 139 were found to
be negative for TSH receptor autoantibodies.

Clinical Sensitivity

108 samples from patients with Graves's diseasmatgd and
untreated patients) were assayed and 103 (95%) idenéfied
as being positive for TSH receptor autoantibodies.

Lower Detection Limit

The kit negative control was assayed 50 times hadrtean and
standard deviation calculated. The lower detectiiont at
2 standard deviations was 0.08 u/L.

Inter Assay Precision

Sample u/L (n =25) CV (%)
1 55 8.7
2 1.6 8.8
Intra Assay Precision
Sample u/L (n=21) CV (%)
1 13 55
2 5.1 4.2

Clinical Accuracy

Analysis of sera from patients with autoimmune dsss other
than Graves’' disease indicated no interference from
autoantibodies to thyroglobulin; thyroid peroxidaggutamic
acid decarboxylase; 21-hydroxylase; acetylcholieeeptor;
dsDNA or rheumatoid factor.

Interference

No interference was observed when samples weredpilth
the following materials; intralipid up to 30mg/mhaemoglobin
up to 5 mg/mL; bilirubin up to 0.2 mg/mL; human Lk to
I0u/mL; hCG up to 160u/mL; human FSH up to 70u/miid a
human TSH up to 3 u/L.

The data quoted in these instructions should bed Use
guidance only. It is recommended that each labpratelude
its own panel of control samples in the assay. Habbratory
should establish its own normal and pathologicderemce
ranges for TRAD levels.

SAFETY CONSIDERATION

= This kit is intended foiin vitro use by professional persons
only.
= Follow the instructions carefully.

= Observe expiry dates stated on the labels and pheified
stability for reconstituted reagents. Refer to Mate Safety
Data Sheet for more detailed safety information.

= Material of human origin used in the preparationttod kit
have been tested and found non reactive for H\L 2wand
HCV antibodies and HBsAg but should, none the l&ss,
handled as potentially infectious.

= Wash hands thoroughly if contamination has occuwed
before leaving the Ilaboratory. Sterilise all poiaiy
contaminated waste, including test specimens befisposal.

= Material of animal origin used in the preparatidrife kit has
been obtained from animals certified as healthy these
materials should be handled as potentially infertio

= Some components contain small quantities of sodimitle as
preservative.

= With all kit components, avoid ingestion, inhalatianjection
and contact with skin, eyes and clothing.

= Avoid formation of heavy metal azides in the drg@aystem
by flushing any kit component away with copious amts of
water.

SYMBOLS USED

EC Declaration of conformity

ELISA Test

I A

In Vitro Diagnostic Device

Catalogue number

LOT Lot Number

Expiry Date
Number of test
Consult Instructions

Temperature limitation

Biological risk

sl e

Contains sodium azide

Reconstitute

A
(@]
=z
w
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ASSAY SCHEME

10.

11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

Allow all reagents and samples to reach room teatpez (+20°C/+25°C) before use
Pipette:75uL Start buffer into each well (except blank)

Pipette:75uL Calibrators (starting with the highest concentratand descending to lowest), kit Contrgjs,
Patient Sera (except blank)

Incubate 2 hours at room temperature on an Elpi#e shaker at 500 shakes/min
Aspirate/Decant: Plate

Wash: Plate onceith 350 pL of diluted wash solution
For automatic washindg\spirate well contents by use of a plate washiraghine
For manual washingnvert and tap dry on absorbent material for n@mashing.

Pipette:100uL M22-biotin into each well (except blank)
Incubate: 25 minutes at room temperatithout shaking
Aspirate/Decant:Plate

Wash: Plate onceith 350 pL of diluted wash solution
For automatic washindg\spirate well contents by use of a plate washiraghine

For manual washingnvert and tap dry on absorbent material for n@mashing.

Pipette:100uL SAPOD (diluted 1:20) into each well (except blank)

Incubate: 20 minutes at room temperatvithout shaking
Aspirate/Decant: Plate

For automatic washingVash Plate three times on automatic waslittr 350 pL of diluted wash solution.
For manual washingWash twicewith 350 pL of diluted wash solution rinse once with pure water arjd
dry on absorbent material

Pipette100pL TMB into each well (including blank)

Incubate 30 minutes at room temperaiarthe dark without shaking
Pipette50uL Stop Solution into each well (including blank) astthke for 5 seconds
Read absorbance at 450 nm

Do not perform the assay at temperatures above +26°

BioMédical Diagnostics SA C€

Office

Actipole 25
4 bld de Beaubourg
77435 Marne la Vallée Cx2

Tel : 33164621012 E-mail : support@bmd-net.com
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