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TECO® Dosage ELISA de 2ém génération des Auto-Anticorps Anti-Récepteurs de la TSH

Matériel fourni:

Symboles Description Format

n Microplaque recouverte de récepteur de TSH 1 plaque

12 barrettes sécables de 8 puits (96 puits au total),
sur un support, prétes a I’emploi

E Tampon 1x10ml
Prét a I’emploi, solution jaune

“ Standard A 1x1,0ml
0 U/I (IgG, humain), prét a I’emploi, bouchon bleu

B Standard B 1x1,0ml
1 U/l (IgG, humain), prét a 'emploi

Standard C 1x1,0ml
2 U/l (IgG, humain), prét a ’'emploi

n Standard D 1x1,0ml
8 U/l (IgG, humain), prét a 'emploi

H Standard E 1x1,0ml
40 U/I (IgG, humain), prét a I'emploi

Controle 1 1x1,0ml
(IgG, humain) prét a I’emploi, bouchon jaune, valeur indiquée sur la fiche de controle

m Contréle 2 1x1,0ml
(IgG, humain) prét a I’emploi, bouchon jaune, valeur indiquée sur la fiche de controle

n TSH biotynilée 3x4,5ml
TSH marquée par de la Biotine, lyophilisée

n Tampon pour TSH biotynilée 1x15ml
Prét a I’emploi, solution rouge

H Conjugué enzymatique HRP (SA-HRP) 1x0,75ml
Streptavidine marquée a la Péroxidase, concentré 20 fois

n Diluant pour SA-HRP 1x15ml
Prét a I’emploi

Substrat TMB 1x15ml
TMB/H0o, prét a I'emploi

n Solution de Lavage 1 x 100 ml
Concentrée 10 fois

n Solution d’Arrét - HyS04 0.5 M Izl 1x10 ml
Acide sulfurique 0.5 M, préte a I'emploi

[:]3] Mode d’emploi 1x




Stockage
Conserver le kit a 2-8 °C. Ne pas congeler. Conserver les réactifs inutilisés a 2-8 °C.

Intérét du dosage

Le kit TECO® ELISA de 2¢me génération permet le dosage quantitatif des auto-anticorps
anti-récepteur de la TSH dans le sérum humain (Rees Smith et al., 2004). L’hyperthyroidisme
dans la maladie de Basedow est du a la présence d’auto-anticorps anti-récepteur de la TSH.
Le dosage de ces anticorps peut étre utile pour le diagnostic et le suivi de cette pathologie.

Intérét clinique

Une atteinte primaire de la thyroide se développe souvent a la suite d’'un processus auto-
immun qui entraine la formation d’anticorps dirigés contre un ou plusieurs des 3 auto-antigenes
thyroidiens suivants: la thyropéroxydase (TPO), la thyroglobuline (TG) et le récepteur (TR) de
la TSH (thyrotropine).

Les auto-anticorps dirigés contre le récepteur de la TSH peuvent provoquer un hyperthyroidisme
(maladie de Basedow). Cette maladie atteint environ 2% des femmes et 0.2% des hommes.

Les auto-anticorps dirigés contre le récepteur de la TSH sont hétérogénes si I'on considere
leur mode d’action biologique. Certains anticorps peuvent avoir un effet stimulant ou bloquant
sur le récepteur de la TSH: il y a par exemple des anticorps qui stimulent la croissance de la
thyroide et des anticorps qui inhibent la fixation de la TSH sur son récepteur (TBII, “TSH-binding
inhibitory immunoglobulins”).

On peut observer des changements dans I'activité biologique des auto-anticorps d’un patient:
on peut observer par exemple le passage d’un effet de blocage de I'activité a un effet de
stimulation, I'inverse étant plus rare. Le dosage des auto-anticorps anti-récepteur de la TSH
permet surtout de caractériser les patients que I’'on soupgonne d’étre atteints de la maladie
de Basedow. La maladie de Basedow est une atteinte auto-immune, caractérisée par une
hyperactivité thyroidienne (hyperthyroidisme). D’autres symptémes importants sont le goitre,
I’exophtalmie, et la tachycardie.

Ce dosage permet aussi de différencier cliniquement la maladie de Basedow des hyperthyroidies
autonomes diffuses de la thyroide. Prés de 98 % des patients atteints de la maladie de Basedow
sont positifs pour ce test.

Le dosage, réalisé chez les patients atteints de la maladie de Basedow, a une valeur prédictive
et est un outil important pour le suivi thérapeutique. Des taux élevés d’auto-anticorps
anti-récepteur de TSH, chez des patients atteints de la maladie de Basedow et ayant eu un
traitement thyréostatique au long cours, témoignent d’un risque élevé de rechute.

De plus, une augmentation de ces auto-anticorps au cours du 3¢me trimestre de la grossesse
chez des femmes atteintes de la maladie de Basedow témoigne d’une hyperthyroidie du foetus.
Chez les femmes enceintes, atteintes de thyroidite de Hashimoto et de myxoedéme, des
auto-anticorps anti-récepteur de la TSH a effet bloquant peuvent passer dans le placenta et
provoguer un hypothyroidisme temporaire néonatal.

Ce dosage peut étre également utile en ophtalmologie car de nombreux patients, présentant
des symptomes de la maladie de Basedow, consultent d’abord un ophtalmologiste.









Précautions d’Emploi

Ce kit est destiné exclusivement a un usage in vitro.

Suivre avec attention le Mode d’Emploi.

Les réactifs sont stables jusqu’aux dates de péremption mentionnées sur les étiquettes,
sous réserve des conditions de stockage. Suivre les recommandations pour le stockage des
réactifs reconstitués. Se reporter a la “Fiche de Sécurité” pour plus de détails concernant les
précautions d’utilisation.

On a utilisé du matériel d’origine humaine pour la préparation de certains réactifs. Bien que ce
matériel soit négatif pour HIV-1, HIV-2 ainsi que pour les anticorps HCV et I'HbsAg, on doit le
manipuler comme s’il était potentiellement infectieux.

Le matériel d’origine animale utilisé dans ce kit provient d’animaux certifiés sains : on doit
toutefois le manipuler comme s’il était potentiellement infectieux.

TECOmedical AG ne peut étre tenu pour responsable en cas de perte ou de probléme faisant
suite a un non respect du protocole.

1. Pour utilisation in vitro.

2. Traiter tous les échantillons a tester comme potentiellement infectieux. Appliquer les
précautions requises et les bonnes pratiques de laboratoire lors de la manipulation du kit et
des échantillons de patients.

3. Eliminer les réactifs en respectant la législation en vigueur.

4. Utiliser ensemble les réactifs du kit avant la date de péremption qui figure sur I'étiquette

externe.

5. Conserver les réactifs comme indiqué dans le mode d’empiloi.

6. Ne pas utiliser les barrettes de puits recouverts si le sachet est détérioré.

7. Tester chaque échantillon en double.

8. L'utilisation de multipette ou de distributeur automatique est recommandée afin d’assurer
une bonne distribution des réactifs.

9. L’acide sulfurique 0.5 M peut causer des brllures sévéres. Ne pas ingérer. Eviter tout
contact avec la peau, les yeux ou les vétements. En cas de contact, rincer immédiatement
a I'eau. En cas d’ingestion, appeler un médecin.

10. On utilise I'azide de sodium comme conservateur. Le contact ou I'ingestion de tampons
contenant de 'azide de sodium peut causer une irritation de la peau, des yeux ou de la
bouche. L’azide de sodium peut réagir avec le plomb ou le cuivre des canalisations et
former des azides de métaux explosifs. Lors de son élimination, utiliser une grande quantité
d’eau pour empécher toute accumulation.




Préparation des Réactifs

B B B BB B

Puits recouverts de récepteur de TSH

12 barrettes de 8 puits (96 au total) sur un support et dans un sachet d’aluminium scellé.
Fixer les barrettes fermement sur le support. Aprés ouverture, conserver les barrettes
inutilisées dans le sachet d’origine en aluminium et fermer celui-ci. Conserver a 2-8 °C
jusqu’a la date d’expiration.

Tampon
10 ml, prét a I’emploi.
Conserver a 2-8 °C jusqu’a la date d’expiration.

Standards
5 x 1.0 ml, préts a I'emploi. 0 U/I, 1 U/I, 2 U/I, 8 U/l et 40 U/I. Calibrés contre le Standard
WHO 90/672. Conserver a 2-8 °C jusqu’a la date d’expiration.

Controle 1
1.0 ml, prét a I'emploi. Valeur indiquée sur la fiche de QC.
Conserver a 2-8 °C jusqu’a la date d’expiration.

Controle 2
1.0 ml, prét a I'emploi. Valeur indiquée sur la fiche de QC.
Conserver a 2-8 °C jusqu’a la date d’expiration.

TSH biotinylée

3 x 4.5 ml, lyophilisée. Reconstituer chaque flacon a 'aide de 4.5 ml de Tampon pour
TSH biotinylée [l Si I'on utilise plus d’un flacon, pooler les flacons aprés reconstitution et
bien mélanger avant utilisation. Conserver a 2-8 °C pendant un maximum de 12 semaines
apres reconstitution.

Tampon pour TSH biotinylée
15 ml, prét a I’emploi.
Conserver a 2-8 °C jusqu’a la date d’expiration.

Conjugué enzymatique (SA-HRP)

1 x 0.75 ml, concentré. Diluer 1: 20 a I'aide du Diluant pour SA-HRP .

Par exemple, 0.6 ml [| + 11.4 mI . Conserver & 2-8 °C pendant un maximum de
12 semaines apres dilution.

Diluant pour SA-HRP
15 ml, prét a I’emploi.
Conserver a 2-8 °C jusqu’a la date d’expiration.









Calcul des résultats

On peut établir une courbe de calibration en reportant la concentration des standards
sur I'axe des x (échelle logarithmique) en fonction de leur absorption sur I’axe des y (échelle
linéaire). On lira a partir de la courbe standard la concentration d’auto-anticorps anti-récepteur
de la TSH correspondant a chaque échantillon de patient. Pour le traitement des données,
utiliser de préférence un systéme a 4 paramétres.

Exemple de résultats a 450 nm
(Ces données ne sont données qu’a titre

d’exemple. [\le pas les utiliser pour le Echantillon A‘bsorption u/i
calcul des résultats) a 450 nm
A 2.248 0
B 1.829 1
C 1.535 2
D 0.827 8
E 0.211 40
L-Contréle 1 2.01 <1
H-Controle 2 1.180 4.1

Pour chaque dosage, les résultats obtenus pour less contrdles doivent se situer dans la
fourchette correspondant a chaque lot. La fiche de QC donnant les valeurs cibles est fournie
dans le kit. Si les valeurs obtenues pour les controles ne se trouvent pas dans la fourchette
indiquée, les résultats doivent étre considérés comme douteux et les échantillons redosés.







Performance du test

Calibration

Ce dosage est calibré contre le 1. International Standard for Thyroid stimulating antibodies
(WHO, 1995, Standard 90/672, National Institute for Biological Standards and Control,
Hertfordshire, England).

Précision
(Inter essais)

Valeur Moyenne CV %

Echantillon ) (n=6)
1 1.4 7.6
2 1.9 4.0
3 2.7 5.0
4 3.4 8.6
5 19.7 6.0

(Intra essai)

[
Echantillon Valeur Moyenne CV %

un) (n=6)
1 3.26 4.3
2 5.50 0.8
3 7.77 1.6
4 17.82 5.9

Limite de détection
On a dosé a 16 reprises le contrble négatif du kit et on a calculé la moyenne et la déviation
standard. La limite de détection pour +2 déviations standard est égale a 0.25 U/I.




Test de Dilution

Echantillon Facteur de Attendu Observé Récupération
Dilution u/1 u/I (%)

1 41.30 41.30 100.00

2 20.60 25.90 125.40

Sérum 1 4 10.30 12.20 117.80
8 5.20 5.80 112.50

16 2.60 2.90 110.90

1 31.60 31.60 100.00

2 15.80 17.10 108.40

Sérum 2 4 7.90 8.40 106.30
8 4.00 4.30 109.20

16 2.00 2.50 126.50

1 g;gg 41.00 100.00

2 10'30 22.40 109.30

Sérum 3 4 5'10 10.40 101.20
8 2.60 4.70 91.20

16 ’ 2.30 89.50

1 18.70 18.70 100.00

2 9.40 9.20 98.00

Sérum 4 4 4.70 4.50 96.40
8 2.30 2.50 107.20

16 1.20 1.60 133.50

1 28.70 28.70 100.00

2 14.30 16.00 111.70

Sérum 5 4 7.20 7.70 108.10
8 3.60 3.90 109.30

16 1.80 1.90 106.40

1 9.00 9.00 100.00

2 4.50 4.50 100.80

Sérum 6 4 2.20 2.40 107.50
8 1.10 1.20 110.60

16 0.60 0.70 130.00

Test de Récupération
On a surchargé 4 sérums négatifs a I'aide de 8 concentrations différentes d’anticorps
anti-récepteur de TSH (2-30 U/I)

Récupération
moyenne %

A 121

B 109

C 106
D 117

Echantillon




Remarque
Ces données ne sont données qu’a titre d’exemple. Il est préférable que chaque laboratoire
utilise ses propres contrles et établisse ses propres valeurs normales et pathologiques

d’anticorps anti-récepteur de TSH.









