aud ®
IMMUNOASSAYS AND SERVICES
BIOGENIC AMINES & NEUROSCIENCE | ENDOCRINOLOGY | FOOD SAFETY

LABOR DIAGNOSTIKA NORD GmbH & Co.KG | Am Eichenhain 1 | 48531 Nordhorn | Germany | Tel. +49 5921 8197-0 | Fax +49 5921 8197-222 | info@ldn.de | www.ldn.de

0
Instructions for q?s’e

FT3 ELISA Zr@%‘eneratlon

REF| TF E-2100 A Y g3




FT3 ELISA 2nd Generation

English

INTENDED USE
For the direct quantitative determination of Free Triiodothyronine by an enzyme immunoassay in human serum.
For in vitro diagnostic use only.

PRINCIPLE OF THE TEST

The principle of the following enzyme immunoassay test follows the typical competitive binding scenario.
Competition occurs between an unlabelled antigen (present in standards, controls and patient samples) and an
enzyme-labelled antigen (conjugate) for a limited number of antibody binding sites on the microplate. The
washing and decanting procedures remove unbound materials. After the washing step, the enzyme substrate is
added. The enzymatic reaction is terminated by addition of the stopping solution. The absorbance is measured
on a microtiter plate reader. The intensity of the colour formed is inversely proportional to the concenk@. n of
fT3 in the sample. A set of standards is used to plot a standard curve from which the amount of f‘r3@'1 patient
samples and controls can be directly read. ‘Q

The labelled T3 (conjugate) employed in this assay system has shown no substantial binding p‘rsQe}ies towards
thyroxine-binding globulin (TBG) or human serum albumin (HSA). The binding sites on t@\icroplates are
designed to be of a low binding-capacity in order not to disturb the equilibrium betwee and its carrying
proteins. The assay is carried out under normal physiological conditions of pH, temperatu nd ionic strength.

CLINICAL APPLICATIONS 4\

Triiodothyronine (T3) is a thyroid hormone found circulating in the bloodstream. @\1 ntains three iodine atoms
and is produced largely through the extrathyroidal conversion of thyroxine (T4), the principal thyroid hormone
with four iodine atoms. Most of the T3 that circulates in the blood is boundbg?ﬁier proteins such as TBG, pre-
albumin and albumin. The free fraction of T3 (fT3), which represents 0.25% of the total amount, is
considered to be the physiological active fraction.

Total T3 levels depend not only on thyroid status and the peripheralsk@nversion of T4 to T3, but also on the
concentration of thyroid hormone-binding proteins. Free T3 (fT3) the other hand, is largely unaffected by
variations in these carrier proteins which can occur under condit{@ such as pregnancy, estrogen therapy and
the use of oral contraceptives. Therefore, free T3 typically refl a patient’s actual thyroid status more reliably
than total T3.

Measurement of free T3 is generally recommended for p ts with symptoms of hyperthyroidism as found in
Graves'’ disease, toxic adenoma and toxic multinodular x@ter.

PROCEDURAL CAUTIONS AND WARNINGS s\"{\

1. Users should have a thorough understanéwg of this protocol for the successful use of this kit. Reliable
performance will only be attained by stri nd careful adherence to the instructions provided.

2. Control materials or serum pools sho be included in every run at a high and low level for assessing the
reliability of results. A\

3. When the use of water is specifi é‘br dilution or reconstitution, use deionized or distilled water.

4. In order to reduce exposure to potentially harmful substances, gloves should be worn when handling kit
reagents and human specinv’\gé.

5. All kit reagents and specithens should be brought to room temperature and mixed gently but thoroughly
before use. Avoid repe@e freezing and thawing of reagents and specimens.

6. A standard curve m e established for every run.

7. The controls shoulia included in every run and fall within established confidence limits.

8. Improper proc | techniques, imprecise pipetting, incomplete washing as well as improper reagent
storage may b€)indicated when assay values for the controls do not reflect established ranges.

9. When readifg the microplate, the presence of bubbles in the wells will affect the optical densities (ODs).
Carefull\\%nove any bubbles before performing the reading step.

10. The s@s rate solution (TMB) is sensitive to light and should remain colourless if properly stored.

Ins ity or contamination may be indicated by the development of a blue colour, in which case it should
oty be used.
11: en dispensing the substrate and stopping solution, do not use pipettes in which these liquids will come

into contact with any metal parts.

12. To prevent contamination of reagents, use a new disposable pipette tip for dispensing each reagent,
sample, standard and control.

13. Do not mix various lot numbers of kit components within a test and do not use any component beyond
the expiration date printed on the label.

14. Kit reagents must be regarded as hazardous waste and disposed of according to national regulations.
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LIMITATIONS

1. All the reagents within the kit are calibrated for the direct determination of fT3 in human serum. The kit
is not calibrated for the determination of fT3 in other specimens of human or animal origin.

2. Do not use grossly hemolyzed, grossly lipemic, icteric orimproperly stored serum.

3. Any samples or control sera containing azide or thimerosal are not compatible with this kit, as they may
lead to false results.

4. Samples reading higher than 40 pg/ml should be reported as such and should not be diluted. Dilution will
alter the existing equilibrium and may lead to false results.

5. The interpretation of free T3 results can be complicated by a variety of drugs, severe nonthyroidal illness
and some rare conditions such as familial dysalbuminemic hyperthyroxinemia (FDH). For diagnostic
purposes, the results of this assay should always be used in combination with the clinical examination,
medical history and other findings.

SAFETY CAUTIONS AND WARNINGS \j\:\\'
POTENTIAL BIOHAZARDOUS MATERIAL

Human serum that may be used in the preparation of the standards and controls has been tested found to
be non-reactive for Hepatitis B surface antigen and has also been tested for the presence of odies to HCV
and Human Immunodeficiency Virus (HIV) and found to be negative. No test method h ver, can offer

should be considered a potential biohazard and handled with the same precautions plied to any blood

complete assurance that HIV, HCV and Hepatitis B virus or any infectious agents ar& nt. The reagents
specimen.

CHEMICAL HAZARDS O

Avoid contact with reagents containing TMB, hydrogenperoxide and sulfuric ac%‘% contacted with any of these
reagents, wash with plenty of water. TMB is a suspected carcinogen. 0@

SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE N

Approximately 0.1 ml of serum is required per duplicate determination. Collect 4 — 5 ml of blood into an
appropriately labelled tube and allow it to clot. Centrifuge and car remove the serum layer. Store at 4 °C

for up to 24 hours or at -10 °C or lower if the analyses are (\e done at a later date. Consider all human
specimens as possible biohazardous materials and take approp precautions when handling.

SPECIMEN PRETREATMENT
This assay is a direct system; no specimen pretreatmen@ necessary.

REAGENTS AND EQUIPMENT NEEDED BUT NO?%OVIDED

1. Precision pipette to dispense 25, 50, 1 50 and 300 pl

2. Disposable pipette tips

3. Distilled or deionized water . OQ

4. A 37 °Cincubator

5. Microplate reader with a filte ét at 450 nm and an upper OD limit of 3.0 or greater*

(see assay procedure step ﬂ
N
REAGENTS PROVIDED QQ}
1. AA E-0030 m@@ Wash Buffer Concentrate - Requires Preparation X10
Contents: One bo %Tt%'contalmng buffer with a non-ionic detergent and a non-mercury preservative.
Volume: tle
Storage: R@f@gerate at2-8¢°C
Stability: \\f?z months or as indicated on label.
Preparatlon6® Dilute 1:10 in distilled or deionized water before use. If the whole plate is to be used dilute
50 ml of the wash buffer concentrate in 450 ml of water.

\@
2. AASE-0055 TMB Substrate - Ready To Use.
Contents: One bottle containing tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide in a non-DMF or DMSO

containing buffer.

Volume: 16 ml/bottle
Storage: Refrigerate at 2 - 8 °C
Stability: 12 months or as indicated on label.
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3. AA E-0080
Contents:
Volume:
Storage:
Stability:

Hazards
identification:

Stopping Solution - Ready To Use.
One vial containing 1M sulfuric acid.
6 ml/bottle

Refrigerate at 2 — 8 °C
12 months or as indicated on label.

H290 May be corrosive to metals.
H314 Causes severe skin burns and eye damage.

Ny
4. Standards and Controls - Ready To Use. Q
Listed below are approximate concentrations, please refer to bottle labels for exact concentrations.’\,‘Q
Cat. no. Symbol Standard Concentration Volume/xial
TF E-2101 STANDARD| A Standard A 0 pg/ml 0.5 n‘b$
TF E-2102 STANDARD|[E Standard B 2 pg/ml 06@
TFE-2103  gmwosrgg  Standard C 4 pg/ml A5 ml
TF E-2104 STANDARD D Standard D 8 pg/ml 0.5 ml
TF E-2105 STANDARD|[E Standard E 16 pg/ml.& ~ 0.5 ml
TF E-2106 ETANDARD | Standard F 40 p 0.5ml
TF E-2151 conTROLf Control 1 Refer to vial labels fofexpected 0.5 ml
TF E-2152 conTROLE Control 2 value and acceptz\@e range! 0.5 ml
Contents: fT3 in @a human serum-based matrix with a non’\t@rcury preservative. Prepared by spiking
serum with a defined quantity of T3. QCJ
Storage: Refrigerate at 2 - 8 °C \$
Stability: 12 months in unopened vials or as ind?éa}ed on label. Once opened, the standards and controls
should be used within 14 days or aliqUoted and stored frozen.
Avoid multiple freezing and tha\Q/{ ycles.
O
5. TF E-2113 Assa&ﬂer - Ready To Use.
Contents: One bottle containing a ein-based buffer with a non-mercury preservative.
Volume: 15 ml/bottle 46
Storage: Refrigerate at 2 ~\@C
Stability: 12 months or&@ndicated on label.
6. TF E-2131 g \\QQ Rabbit Anti-fT3 Antibody-Coated Break-Apart Well Microplate -
N Ready To Use.
Contents: On@ well (12x8) polyclonal antibody-coated microplate in a resealable pouch with desiccant.
Storage: rigerate at 2 - 8 °C
Stability: le months or as indicated on label.

9
7. TF @@40

Contents:
Volume:
Storage:
Stability:
Preparation:

Version: 6.0a

fT3-Horseradish Peroxidase (HRP) Conjugate Concentrate - Requires
Preparation X50

fT3-HRP conjugate in a protein-based buffer with a non-mercury preservative.
300 pl/vial

Refrigerate at 2 — 8 °C

12 months or as indicated on label.

Dilute 1:50 in assay buffer before use (eg. 40 pl of HRP in 2 ml of assay buffer). If the whole
plate is to be used dilute 240 pl of HRP in 12 ml of assay buffer. Discard any that is left over.
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ASSAY PROCEDURE

Specimen Pretreatment: None.

All reagents must reach room temperature before use. Standards, controls and specimen samples should be
assayed in duplicate. Once the procedure has been started, all steps should be completed without interruption.

1. Prepare working solutions of the fT3-HRP conjugate and wash buffer.
2. Remove the required number of well strips. Reseal the bag and return any unused strips to the
refrigerator.
3. Pipette 25 pl of each standard, control and specimen sample into correspondingly labelled wells in
duplicate.
4, Pipette 100 pl of the conjugate working solution into each well.
(We recommend using a multichannel pipette.) .
5. Gently shake the plate for 10 seconds. \j¢\
Incubate the plate at 37 °C for 1 hour. ~Q®
Wash the wells 3 times with 300 ul of diluted wash buffer per well and tap the pIat‘g\\Q;me against
absorbent paper to ensure that it is dry. &\
(The use of a washer is recommended.) 6
8. Pipette 150 pl of TMB substrate into each well at timed intervals. GQ)
9. Incubate the plate at 37°C for 10-15 minutes. 4\
(or until standard A attains dark blue colour for desired OD). KO
10. pjpette 50 pl of stopping solution into each well at the same timed int%\&s as in step 8.
11. Read the plate on a microplate reader at 450 nm within 20 min@@ after addition of the stopping
solution. <
A If the OD exceeds the upper limit of detection or if a 450 nm ﬁ/t&gs unavailable, a 405 or 415 nm filter
may be substituted. The optical densities will be lower, hQ@ver, this will not affect the results of
tient, trol les. .
patient/control samples X§Q
CALCULATIONS \&0

1. Calculate the mean optical density of each standar. %plicate.

2. Draw a standard curve on semi-log paper with ha‘mean optical densities on the Y-axis and the standard
concentrations on the X-axis. If immunoas oftware is being used, a 4-parameter or 5-parameter
curve is recommended.

3. Calculate the mean optical density of eaciCyhknown duplicate.

4. Read the values of the unknowns dire%@soff the standard curve.

N\
TYPICAL TABULATED DATA Q%
Sample data only. Do not use to ca{cul@e results.
N Mean Value
s@ﬁard oD1 | OD2
3 oD | (pg/ml)
(,\‘ A 2.798 | 2.734 2.764 0
4
\\g\ B 2.284 | 2.216 2.250 2
* C 1.697 | 1.638 1.668 4
& D 1.002 | 0.956 0.979 8
O E 0.452 | 0.437 | 0.444 16
%Q F 0.247 | 0.238 0.242 40
O Unknown | 1.460 | 1.439 1.450 4.8
%
TYPICALrg?ANDARD CURVE
-
Q\ 11 Sample curve only. Do not
. use to calculate results.
’ | x\.
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

SENSITIVITY

The lower detection limit is calculated from the standard curve by determining the resulting concentration of
the mean OD of standard A (based on 10 replicate analyses) minus 2 SD. Therefore, the sensitivity of the
Direct fT3 ELISA kit is 0.3 pg/ml.

SPECIFICITY (CROSS REACTIVITY)
The following compounds were tested for cross-reactivity with the Direct fT3 ELISA kit with T3 cross-reacting at
100%:

Compound % Cross
Reactivity
L-Triiodothyronine 100 ‘\\,
D-Triiodothyronine 34 NS
Triiodothyropropionic acid 20 ‘QQ)
Diiodo-D-thyronine 0.5 S
D-Thyroxine 0.3 \&(\
L-Thyroxine 0.9 6$
The following compounds were tested but cross-reacted at less than 0.1%: DIIQ osine, Iodotyrosine,
Phenytoin, Sodium Salicylate and r-Triiodothyronine. 4

O
INTRA-ASSAY PRECISION »
Three samples were assayed ten times each on the same standard curve. T esults (in pg/ml) are tabulated
below:

P

Sample | Mean SD %
1 5.182 0.501 |. 9.7

2 8.560 0.598 (N7 7.0
3 48.200 1.686°| 3.5
INTER-ASSAY PRECISION &\\’

Three samples were assayed ten times over a period of\fe@ weeks. The results (in pg/ml) are tabulated below:

Sample Meamp, SD CV%
1 .30 0.284 8.6
2 54 0.402 7.8
3 '8.698 0.713 8.2
O\
EXPECTED NORMAL VALUES
As for all clinical assays each laborat ({?&should collect data and establish their own range of expected normal
values. The following reference ran /ml) was established with 44 apparently healthy adults:
N Mean Central 95% Range
ﬂ
Eutbtyroid Adults 44 3.7 2.2-53
o

N
'\"
EFFECT OF THYROX. BINDING GLOBULIN (TBG)

The purpose of this Giudy was to investigate a possible interference caused by the binding of TBG to the fT3-
HRP conjugate. standard A was spiked with purified TBG and assayed.

The results ar ulated below:

F\¥BG (ug/ml added) oD % B/Bo

& N 0 1.255 100
Q\ 12.5 1.229 98
25 1.170 93

50 1.137 91

100 1.168 93

200 1.174 94

400 1.118 89

The results show no binding of labelled T3 to TBG even at higher than normal levels. In conclusion, results
showed that there was no significant influence by TBG in the Direct Free T3 Direct ELISA Kit.

Version: 6.0a Effective: 2023-01-25 6/15



EFFECT OF HUMAN SERUM ALBUMIN (HSA)

The purpose of this study was to investigate a possible interference of HSA on the assay procedure. The
Standard A was spiked with purified HSA and assayed.

The results are tabulated below:

HSA (mg/ml added) oD % B/Bo
0 1.255 100
3.125 1.228 98
6.25 1.331 100
12.5 1.245 99
25 1.197 95
50 1.217 97
100 1.063 85
Ny
The results show no significant binding of labelled T3 to HSA even at higher than normal levels. 6\{“
EFFECT OF NON-ESTERIFIED FATTY ACIDS (NEFA) \,\Q
The purpose of this study was to investigate a possible interference of NEFA on the assa cedure. Two
samples were spiked with oleic acid and assayed. é\
The results are tabulated below: 6
NEFA Sample 1 Sample 2 ‘\é@
(mmol/l added) | (pg/ml) | (pg/ml) 04
0 4.4 8.7 \
0.5 4.6 7.5 @Q
3.5 4.6 8.3 0%
25 4.6 10.9 <

The results show that NEFA may increase the free T3 values, only at hi r than normal concentrations.

EFFECT OF LIPEMIA . OQ
The purpose of this study was to investigate a possible interferéée of lipemic samples on the assay procedure.
Two samples were spiked with triglycerides and assayed. KQ

The results are tabulated below: 2)
NaX

Triglycerides Sample 1 Sa 2
(mg/dl added) (pg/ml) ml)

0 4.4 « V8.7

50 5.5 O 9.9

75 59 O 10.8

O

Results show that lipemic samples may {Fa}ease the free T3 values. Therefore, lipemic samples should not be
used in this assay. Q
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FT3 ELISA 2nd Generation

Deutsch
VERWENDUNGSZWECK

Zur direkten quantitativen Bestimmung von freiem Trijodthyronin durch einen Enzymimmunoassay in
Humanserum.
Nur fur die In-vitro-Diagnostik geeignet.

TESTPRINZIP

Das Prinzip des folgenden Enzym-Immunoassay-Tests folgt dem typischen Szenario der kompetitiven Bindung.
Ein unmarkiertes Antigen (das in Standards, Kontrollen und Patientenproben vorhanden ist) und ein
enzymmarkiertes Antigen (Konjugat) konkurrieren um eine begrenzte Anzahl von Antikérperbindungsstellen auf
der Mikrotiterplatte. Durch das Waschen und Dekantieren wird ungebundenes Material entfernt. Nach dem
Waschschritt wird das Enzymsubstrat zugegeben. Die enzymatische Reaktion wird durch Zu der
Stopplésung beendet. Die Absorption wird mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerat gemessen. Die Intensitdt der
gebildeten Farbe ist umgekehrt proportional zur Konzentration von fT3 in der Probe. Anhand ei eihe von
Standards wird eine Standardkurve erstellt, an der die fT3-Menge in Patientenproben und trollen direkt
abgelesen werden kann. W\

Das in diesem Testsystem verwendete markierte T3 (Konjugat) hat keine wesentlichen B'& gseigenschaften
gegenulber thyroxinbindendem Globulin (TBG) oder Humanserumalbumin (HSA) geze'g@ ie Bindungsstellen
auf den Mikrotiterplatten sind so konzipiert, dass sie eine geringe Bindungskape: aufweisen, um das
Gleichgewicht zwischen T3 und seinen Tragerproteinen nicht zu stéren. Der wird unter normalen
physiologischen Bedingungen (pH-Wert, Temperatur und Ionenstdrke) durchgeﬁj&

KLINISCHE ANWENDUNGEN %6

Trijodthyronin (T3) ist ein Schilddriisenhormon, das in der Blutbahn zirk@rt. T3 enthalt drei Jodatome und
wird hauptsdchlich durch die extrathyreoidale Umwandlung vo \§ Thyroxin (T4), dem wichtigsten
Schilddriisenhormon mit vier Jodatomen, gebildet. Der groBte Teil s T3, der im Blut zirkuliert, ist an
Tragerproteine wie TBG, Praalbumin und Albumin gebunden. Die freigFraktion von T3 (fT3), die nur 0,25% der
Gesamtmenge ausmacht, gilt als die physiologisch aktive Frakti%o
Der Gesamt-T3-Spiegel hangt nicht nur vom SchilddrUsenstatL@) nd der peripheren Umwandlung von T4 in T3

ab, sondern auch von der Konzentration der schilddriisenh nbindenden Proteine. Freies T3 (fT3) hingegen
wird von Schwankungen dieser Tragerproteine, die unter ingungen wie Schwangerschaft, Ostrogentherapie
und Einnahme oraler Kontrazeptiva auftreten kénnen, gehend unbeeinflusst. Daher spiegelt das freie T3 in

der Regel den tatsachlichen Schilddrisenstatus eines Patienten zuverlassiger wider als das Gesamt-T3.
Die Messung des freien T3 wird im Allgemeinen f'\QPatienten mit Symptomen einer Schilddrisentberfunktion
empfohlen, wie sie bei Morbus Basedow, toxisché\Adenomen und toxischen multinodularen Struma auftreten.

VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHQﬁ\WEISE

1. Fir die erfolgreiche Verwendung @ieses Kits sollten die Benutzer dieses Protokoll genau verstehen.
Zuverlassige Ergebnisse werden gyr bei strikter und sorgfaltiger Befolgung der Anweisungen erzielt.

2. Bei jedem Lauf sollten Kontrolimaterialien oder Serumpools in hoher und niedriger Konzentration
mitgefiihrt werden, um die Q@erléssigkeit der Ergebnisse zu beurteilen.

3. Wenn die Verwendung {h Wasser zur Verdiinnung oder Rekonstitution vorgeschrieben ist, ist
deionisiertes oder destjlliettes Wasser zu verwenden.

4. Um die Exposition g&éﬁﬂber potenziell schadlichen Substanzen zu verringern, sollten beim Umgang mit
Kit-Reagenzien un enschlichen Proben Handschuhe getragen werden.

5. Alle Reagenzie Proben sollten vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht und vorsichtig, aber
grundlich dur ischt werden. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Reagenzien und
Proben. (%)

6. Fir jede uf muss eine Standardkurve erstellt werden.

7. Die Ko@rollen sollten in jeden Lauf einbezogen werden und innerhalb der festgelegten Vertrauensgrenzen

lie

. Lg® chgemaBe Verfahrenstechniken, unprazises Pipettieren, unvollsténdiges Waschen und unsachgemaBe

Q_ gerung der Reagenzien kénnen in Frage kommen, wenn die Messwerte fiir die Kontrollen nicht in den
etablierten Bereichen liegen.

9. Beim Ablesen der Mikrotiterplatte beeintrachtigt das Vorhandensein von Blasen in den Wells die optischen
Dichten (ODs). Entfernen Sie vor dem Ablesen vorsichtig alle Blasen.

10. Die Substratlésung (TMB) ist lichtempfindlich und sollte bei richtiger Lagerung farblos bleiben. Instabilitat
und Verunreinigung kénnen an der Entstehung einer blauen Farbe erkannt werden, in welchem Fall die
Lésung nicht verwendet werden sollte.

11. Beim Dosieren von Substrat und Stopplésung verwenden Sie keine Pipetten, in denen diese Flissigkeiten
in Kontakt mit Metallteilen kommen.

12. Um Kontamination der Reagenzien zu vermeiden, verwenden Sie zur Entnahme aller Reagenzien, Proben,
Standards und Kontrollen jeweils eine neue Einweg-Pipettenspitze.
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13. Verschiedene Chargen von Kit-Komponenten sind innerhalb eines Tests nicht zu mischen, und keine
Komponente darf nach dem Verfalldatum auf dem Etikett verwendet werden.

14. Die Reagenzien des Kits sind als Sondermiill zu betrachten und entsprechend den nationalen Vorschriften
zu entsorgen.

EINSCHRANKUNGEN

1. Alle Reagenzien des Kits sind fir die direkte Bestimmung von fT3 in Humanserum kalibriert. Das Kit ist
nicht fir die Bestimmung von fT3 in anderen Proben menschlichen oder tierischen Ursprungs kalibriert.

2. Verwenden Sie kein stark hamolysiertes, stark lipamisches, ikterisches oder unsachgemaB gelagertes
Serum.

3. Proben oder Kontrollseren, die Azid oder Thimerosal enthalten, sind mit diesem Kit nicht kompatibel, da
sie zu falschen Ergebnissen fihren kénnen.

4. Proben, die einen Wert von mehr als 40 pg/ml aufweisen, sind als solche zu melden und solltep nicht
verdinnt werden. Eine Verdlinnung verandert das bestehende Gleichgewicht und kann zu@chen
Ergebnissen flihren.

5. Die Interpretation der Ergebnisse fir freies T3 kann durch eine Vielzahl von Medikame , Schwere
Nicht-Schilddrisenerkrankungen und einige seltene Erkrankungen wie die familiare dy uminamische
Hyperthyroxinamie (FDH) erschwert werden. Fur diagnostische Zwecke sollten dieﬁbnisse dieses
Tests immer in Verbindung mit der klinischen Untersuchung, der Krankenges% e und anderen
Befunden verwendet werden. 66

VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE 4\

POTENZIELL INFEKTIOSES MATERIAL '\O

Humanserum, das zur Herstellung der Standards und Kontrollen verwende Qerden kann, wurde auf das
Hepatitis-B-Oberflachenantigen getestet und als nicht reaktiv befunden. Es e auch auf das Vorhandensein
von Antikérpern gegen HCV und das humane Immunschwachevirus (HIV)@etestet und als negativ befunden.
Keine Testmethode kann jedoch die vollstandige Sicherheit bieten, d SHIV, HCV und Hepatitis-B-Viren oder
andere Infektionserreger nicht vorhanden sind. Die Reagenzien sing\sgs potenzielles biologisches Risiko zu
betrachten und mit denselben VorsichtsmaBnahmen zu behandeln, Q\@mrjede Blutprobe gelten.

O

CHEMISCHE GEFAHREN X\

Vermeiden Sie den Kontakt mit Reagenzien, die TMB, W, rstoffperoxid und Schwefelsaure enthalten. Bei
Kontakt mit einem dieser Reagenzien mit reichlich Wassg schen. TMB steht im Verdacht, krebserregend zu
sein. A\

PROBENNAHME UND -LAGERUNG ‘(\6

Fur eine Doppelbestimmung werden ca. 0,1 ml }m bendtigt. 4 - 5 ml Blut in ein entsprechend beschriftetes
Roéhrchen geben und gerinnen lassen. Zentrif] ren und entfernen Sie vorsichtig die Serumschicht. Bis zu 24
Stunden bei 4 °C lagern oder bei -10 °Ccgder niedriger, wenn die Analysen zu einem spéteren Zeitpunkt
durchgefiihrt werden sollen. Betrachten@e alle menschlichen Proben als mdgliches biologisch gefdhrliches
Material und treffen Sie entsprechend&@rsichtsmaBnahmen bei der Handhabung.

PROBENVORBEREITUNG ’\6
Bei diesem Test handelt es sich@ ein direktes System; eine Vorbehandlung der Proben ist nicht erforderlich.

BENOTIGTE, ABER NICI@I TGELIEFERTE REAGENZIEN UND INSTRUMENTE
Prazisionspipett r Abgabe von 25, 50, 100, 150 und 300 pl
Einweg—Pipe%n pitzen

Destillierte§ pder deionisiertes Wasser

Ein 37 °@lInkubator

Mikr ten-Lesegerdt mit einem Filter bei 450 nm und einer oberen OD-Grenze von 3,0 oder mehr*
(siw Assay-Verfahren Schritt 11)

uALWNe

MI TG@ERTE REAGENZIEN
1. AQE-0030 Waschpufferkonzentrat - erfordert eine Vorbereitung X10

Inhalt: Eine Flasche Puffer mit nichtionischem Detergens und quecksilberfreiem Konservierungsmittel.
Volumen: 50 ml/Flaschchen

Lagerung: Gekuhlt bei 2 - 8 °C

Stabilitat: 12 Monate oder wie auf dem Etikett angegeben.

Vorbereitung:  Vor der Verwendung 1:10 in destilliertem oder demineralisiertem Wasser verdiinnen. Wenn die
gesamte Platte verwendet werden soll, 50 ml Waschpufferkonzentrat mit 450 ml Wasser
verdinnen.
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2. AA E-0055 TMB Substrat - Gebrauchsfertig.
Inhalt: Eine Flasche mit Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid in einem nicht DMF- oder
DMSO-haltigen Puffer.
Volumen: 16 ml/Flaschchen
Lagerung: Gekuhlt bei 2 - 8 °C
Stabilitat: 12 Monate oder wie auf dem Etikett angegeben.
3. AA E-0080 Stopplosung - Gebrauchsfertig.
Inhalt: Ein Flaschchen 1M Schwefelsdure.
Volumen: 6 ml/Flaschchen \{:\\'
Lagerung: Gekuhlt bei 2 - 8 °C %)
Stabilitat: 12 Monate oder wie auf dem Etikett angegeben. \,\Q
Magliche ’\{.Q
Gefahren: 6$
H290 Kann gegeniber Metallen korrosiv sein. . qe)
H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Aug&d@t aden.
4. Standards und Kontrollen - Gebrauchsfertig. Q&

Die folgenden Angaben sind ungefdhre Konzentrationen, die genauen KonzeQbﬁ'a ionen finden Sie auf den
Etiketten der Flaschchen:

Katalognr.

TF E-2101
TF E-2102
TF E-2103
TF E-2104
TF E-2105
TF E-2106
TF E-2151
TF E-2152

Inhalt:

Lagerung:
Stabilitat:

5. TF E-2113
Inhalt: @0

<
Volu@\:
Lagerung:
Stabilitat:

6. TF E-2131

Inhalt:

Lagerung:
Stabilitat:

Version: 6.0a

Konzentration S\é

Symbol Standard Volumen/
(%) Flaschchen
STANDARD|[A] Standard A \\OQO pg/ml 0,5ml
STANDARD|[B Standard B QC) 2 pg/ml 0,5 mi
STANDARD|[C Standard C é\$ 4 pg/ml 0,5 ml
STANDARD|[D Standard D \Q 8 pg/mi 0,5 ml
STANDARD|[E Standard E \{\Q 16 pg/ml 0,5 ml
B\

STANDARD| [ Standard F $\ 40 pg/ml 0,5 ml
CoNTROL{ K°“t"°"eqb Kontrollwerte und -bereiche 0,5 ml

Kontrolk entnehmen Sie bitte dem 0,5 ml
CONTROLZ K@ Flaschchenetikett!

fT3 in einer Matrix ul%umanserumbasis mit einem quecksilberfreien Konservierungsmittel.
Hergestellt durc ’@fstockung des Serums mit einer bestimmten Menge T3.

Gekiihit bei 2 48"°C

12 Mona%’@ungebffneten Flaschchen oder wie auf dem Etikett angegeben. Nach dem Offnen
sollten dieXStandards und Kontrollen innerhalb von 14 Tagen verwendet oder aliquotiert und

eingeffoken aufbewahrt werden.

Me che Einfrier- und Auftauzyklen sind zu vermeiden.
%

Assaypuffer - Gebrauchsfertig.

Eine Flasche enthalt einen Puffer auf Proteinbasis mit einem quecksilberfreien
Konservierungsmittel.

15 ml/Flaschchen
Gekthlt bei 2 - 8 °C
12 Monate oder wie auf dem Etikett angegeben.

i 96 Mikrotiterplatte mit herausbrechbaren Wells und Kaninchen-Anti-
fT3-Antikorper beschichtet - Gebrauchsfertig.

Eine mit polyklonalen Antikérpern beschichtete Mikrotiterplatte mit 96 Wells (12x8) in einem
wiederverschlieBbaren Beutel mit Trockenmittel.

Gekthlt bei 2 - 8 °C
12 Monate oder wie auf dem Etikett angegeben.
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7. TF E-2140 fT3-Horseradish Peroxidase (HRP) Konjugatkonzentrat - erfordert

Vorbereitung X50

Inhalt: fT3-HRP-Konjugat in einem Puffer auf Proteinbasis mit einem quecksilberfreien
Konservierungsmittel.

Volumen: 300 ul/Flaschchen

Lagerung: Gekihlt bei 2 - 8 °C

Stabilitat: 12 Monate oder wie auf dem Etikett angegeben.

Vorbereitung:  Vor der Verwendung 1:50 in Assaypuffer verdinnen (z.B. 40 ul HRP in 2 ml Assaypuffer).

TESTVERFAHREN \{~

Wenn die gesamte Platte verwendet werden soll, 240 pyl HRP in 12 ml Assaypuffer verdiinnen.
Verwerfen Sie alle Reste.

A\

Probenvorbereitung: Keine.
Alle Reagenzien miissen vor der Verwendung auf Raumtemperatur gebracht werden. Stan‘@dldsungen,
Kontrollen und Proben sollten in doppelter Ausflihrung getestet werden. Sobald das Verfahren, onnen wurde,
sollten alle Schritte ohne Unterbrechung durchgefiihrt werden. &\

N

1.
2.

10.
11.

AN

Bereiten Sie Arbeitslésungen des fT3-HRP-Konjugats und des Waschpuffers &&
R

Entnehmen Sie die bendtigte Anzahl von Mikrotiterstreifen. VerschlieBen Sie ds eutel und legen alle
nicht verwendeten Streifen wieder zuriick in den Kihlschrank. @)

Pipettieren Sie jeweils 25 pl der Standards, Kontrollen und Probeszeifach in entsprechend
markierte Wells.

Pipettieren Sie 100 pl der Konjugat-Arbeitslosung in jedes Well. 0
(Wir empfehlen die Verwendung einer Mehrkanalpipette.) $\O

Schiitteln Sie die Platte vorsichtig 10 Sekunden lang. (%)
o
N\

Inkubieren Sie die Platte 1 Stunde lang bei 37 °C.

Waschen Sie die Wells dreimal mit 300 pl verdiinn Waschpuffer pro Well und klopfen Sie die
Platte fest gegen saugfahiges Papier aus, um sicherz len, dass sie trocken ist.
(Die Verwendung eines Waschautomaten wird em len.)

Pipettieren Sie in definierten Zeitintervallen 150 NMB-Substrat in jedes Well.
Die Platte bei 37 °C 10 - 15 Minuten Iani i@%ubieren

(oder bis Standard A bei der gewliinschte eine dunkelblaue Farbe annimmt).

Zu den gleichen Zeitintervallen wie in S t 8 je 50 pl der Stopplésung in die Wells pipettieren.
Messen der Platte auf einem Mikr{d&rplattenlesegerét bei 450 nm innerhalb von 20 Minuten nach der
Zugabe der Stopplésung. 46

Wenn die OD die obere Naq@e/sgrenze Uberschreitet oder ein 450-nm-Filter nicht verfiigbar ist, kann
ein 405- oder 415-nm-Filt erwendet werden. Die optischen Dichten sind dann niedriger, was jedoch
keinen Einfluss auf die Ergébnisse der Patienten-/Kontrollproben hat.

BERECHNUNGEN
1.
2.

3.
4.

)
N\
Berechnen Sie di ittlere optische Dichte jedes Standardduplikats.
Zeichnen Sie e Standardkurve auf semi-logarithmischem Papier mit den mittleren optischen Dichten
auf der Y-AGhse und den Standardkonzentrationen auf der X-Achse. Wenn eine Immunoassay-Software
verwend ird, wird eine 4- oder 5-Parameter-Kurve empfohlen.
Berec n Sie die mittlere optische Dichte jedes unbekannten Duplikats.
Lespbg;fa die Werte der unbekannten Proben direkt an der Standardkurve ab.

TYPg}%E TABELLARISCHE DATEN
Nur Béispieldaten. Nicht zur Berechnung von Ergebnissen verwenden.

Mittelwert Wert

Standard ([OD1 | OD 2 oD (pg/ml)

A 2,798 | 2,734 2,764 0

B 2,284 | 2,216 2,250 2

C 1,697 | 1,638 1,668 4

D 1,002 | 0,956 0,979 8

E 0,452 | 0,437 0,444 16

F 0,247 | 0,238 0,242 40
Unbekannt | 1,460 | 1,439 1,450 4,8
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TYPISCHE STANDARDKURVE

- Beispielkurve. Nicht zur Berechnung
. '\ der Ergebnisse verwenden.
1
'E'\- *,
= 1.5 1 %
o ',
[ "
3_, '\.
o ' W,
2 .
[ ‘H\-'..
—
=]
1 4 a 14 4
fT3 (pgimL) RN\
%
LEISTUNGSMERKMALE \"Q
EMPFINDLICHKEIT \&(\
d§<onzentration der

Die untere Nachweisgrenze wird aus der Standardkurve berechnet, indem die sich ergebe?

mittleren OD des Standards A (basierend auf 10 Wiederholungsanalysen) minus 2 estimmt wird. Die

Sensitivitat des fT3 ELISA-Kits betragt daher 0,3 pg/ml. A\
SPEZIFITAT (KREUZREAKTIVITAT) QO
Die folgenden Verbindungen wurden auf Kreuzreaktivitdt mit dem fT3 ELISAé’Qgetestet wobei T3 zu 100%
kreuzreagierte: \9
AN
Komponente % Kreuzreaktivitit
L-Triiodthyronin 1 3
D-Trijodthyronin G4
Trijodthyreopropionsaure .20
Dijod-D-Thyronin ,-"\\v 0,5
D-Thyroxin N 0,3
L-Thyroxin AN 0,9

Die folgenden Verbindungen wurden getestet, éj\& jedoch Kreuzreaktionen von weniger als 0,1%:
Diiodotyrosin, Iodotyrosin, Phenytoin, Natrlumsahcx& nd r-Triiodothyronin.

INTRA-ASSAY PRAZISION Os\
Drei Proben wurden jeweils zehnmal mit derO(reichen Standardkurve untersucht. Die Ergebnisse (in pg/ml) sind

.

nachstehend tabellarisch aufgefuhrt: N
£

Prolié" | Mittelwert SD CV%
N 5,182 0,501 9,7
R\ 8,560 0,598 7,0
R{GEE 48,200 1,686 3,5

INTER-ASSAY PRAZISI 4
Drei Proben wurden 0 & inen Zeitraum von vier Wochen zehnmal untersucht. Die Ergebnisse (in pg/ml) sind

nachstehend tabellari ufgefihrt:
Probe Mittelwert SD CV%
\\}% 1 3,306 0,284 8,6
1% 2 5,154 0,402 7,8
&) 3 8,698 0,713 8,2

(o

R

ER ETE NORMALWERTE

Wie bei allen klinischen Tests sollte jedes Labor Daten sammeln und seinen eigenen Bereich von erwarteten
Normalwerten festlegen. Der folgende Referenzbereich (pg/ml) wurde bei 44 offensichtlich gesunden
Erwachsenen ermittelt:

Gruppe N Mittelwert | Mittlere 95%-Spanne

Erwachsene mit 44 3,7 22-5,3
Euthyreose
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WIRKUNG VON THYROXINBINDENDEM GLOBULIN (TBG)
Ziel dieser Studie war es, eine mdogliche Stérung durch die Bindung von TBG an das fT3-HRP-Konjugat zu
untersuchen. Der Standard A wurde mit gereinigtem TBG aufgestockt und getestet.

Die Ergebnisse sind nachstehend tabellarisch aufgefihrt:

TBG (pg/ml zugesetzt) oD % B/Bo

0 1,255 100
12,5 1,229 98
25 1,170 93
50 1,137 91
100 1,168 93
200 1,174 94
400 1,118 89

Die Ergebnisse zeigen keine Bindung von markiertem T3 an TBG, selbst bei héheren als den norma@ VVerten
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass es keinen signifikanten Einfluss von TBG auf da ‘@rekte freie
T3-Direkt-ELISA-Kit gab.

WIRKUNG VON HUMANEM SERUMALBUMIN (HSA)

Zweck dieser Studie war es, eine mégliche Interferenz von HSA mit dem Assay- Verfahr&u untersuchen. Der
Standard A wurde mit gereinigtem HSA versetzt und getestet.

é\

Die Ergebnisse sind nachstehend tabellarisch aufgefiihrt: OQ\
HSA (mg/ml zugesetzt) oD % B/Bo QK
0 1,255 100 (%)
3,125 1,228 98 \)9
6,25 1,331 100 S
12,5 1,245 99 )
25 1,197 95
50 1,217 97 . OQ
100 1,063 85 S
O
Die Ergebnisse zeigen keine signifikante Bindung von kiertem T3 an HSA, selbst bei hdoheren als den
normalen Werten. \Q
WIRKUNG VON NICHT VERESTERTEN FETTSA (NEFA)

Zweck dieser Studie war es, eine mogliche Beei

ssung des Assayverfahrens durch NEFA zu untersuchen. Zwei

Proben wurden mit Olsdure versetzt und unte t.

Die Ergebnisse sind nachstehend tabellarisc fgefuhrt:
NEFA robe’1 Probe 2
(mmol/I zugesetzt) ( ml) (pg/ml)

0 10 4,4 8,7

0,5 o 4,6 7,5

3,5 N\ 4,6 8,3

25 \,@ 4,6 10,9

normalen Konzentrati

Die Ergebnisse zeige ;\:ﬁass NEFA die freien T3-Werte erhéhen kann, allerdings nur bei héheren als den

AUSWIRKUN R BLUTFETTWERTE
Zweck dleseé2 udie war es, eine mogliche Beeinflussung des Assayverfahrens durch lipamische Proben zu
untersuche@;"Zwei Proben wurden mit Triglyceriden versetzt und untersucht.
Die Er& se sind nachstehend tabellarisch aufgefthrt:
Q Triglyceride Probe 1 Probe 2
(mg/dl zugesetzt) (pg/ml) (pg/ml)
0 4,4 8,7
50 5,5 9,9
75 5,9 10,8

Die Ergebnisse zeigen, dass lipamische Proben die freien T3-Werte erhdhen kénnen. Daher sollten lipamische

Proben nicht in diesem Test verwendet werden.

Version: 6.0a
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