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USO PREVISTO

Método inmunoenzimdtico colorimétrico para la
determinacién cuantitativa de la concentracion de
tiroglobulina en suero o plasma humano.

APLICACIONES CLINICAS

La tiroglobulina (TG), glicoproteina de peso molecular de
660.000 dalton aproximadamente, es la yodoproteina principal
de la tiroides y el componente mas importante del coloide
folicular. La tiroglobulina constituye la forma en que se
depositan las hormonas activas, T3 y T4, y sus precursores
inmediatos dentro de la glandula tiroides, MIT y DIT. Las
aplicaciones clinicas de la determinacion de TG parecen
derivarse de su especificidad para la tiroides y las células
relacionadas con la tiroides.

La determinacion de TG puede usarse como apoyo de analisis
gammagréaficos y otras técnicas para el estudio de la patogénesis,
en la formulacion de un diagndstico y en el analisis del curso de
los trastornos de la tiroides.

En caso de hipotiroidismo por agenesia tiroidea, la TG es
indetectable antes y después de la terapia sustitutiva con L-
tiroxina. Si el hipotiroidismo es de tipo secundario de bocio por
dishormogénesis o de tiroides ectopica, la TG presenta niveles
normales o elevados. Los niveles circulantes de TG tienden a
aumentar en una variedad de enfermedades tiroideas como el
bocio toxico y no toxico, la tiroiditis subaguda, enfermedad de
Basedow y carcinoma. La determinacion de la TG es de interés
potencial en la enfermedad de Basedow como indice de
normalizacion del estado hipertiroideo en pacientes tratados con
farmacos  antitiroides.  Aplicaciones muy prometedoras,
relacionadas con la capacidad de los tejidos tumorales tiroideos
de concentrar el yodo y sintetizar la TG como la tiroides normal,
conciernen al campo de la oncologia tiroidea, en particular al
carcinoma diferenciado de tiroides. En principio, la
determinacion de TG se puede utilizar como se indica a
continuacion

Diagnostico preoperatorio de tumor tiroideo.

Esta aplicacion no permite el diagndstico diferencial del tumor
debido a la superposicién de los valores de TG observados en
los nddulos malignos y benignos.

Seguimiento postoperatorio

Los niveles elevados de TG durante un tiempo prolongado
sugieren la presencia de carcinoma tiroideo residual y/o
metastasico en pacientes tratados quirdrgicamente o con
radioterapia.

Control de los pacientes totalmente tiroidectomizados.

El uso de la TG circulante como indicador de tumor recurrente
(marcador de metastasis) tiene un valor clinico comprobado: El
aumento de la tiroglobulinemia indica la necesidad de someterse
a andlisis posteriores para la confirmacion del diagndstico. Se
pueden obtener ventajas interesantes a) del uso reducido de

técnicas gammagraficas de diagnostico, cuyo uso requiere la
suspension periddica de la terapia de sustitucion y la exposicion
frecuente a la radiacion, b) y de la obtencion de la informacion
de diagnostico a través de la gammagrafia

2. PRINCIPIO

El presente kit se basa en el método de determinacion
inmunoenzimométrica (IEMA). Se utilizan cuatro anticuerpos
monoclonales anti-TG distintos, tres de ellos absorbidos en los
pocillos y el cuarto marcado con biotina. Durante la incubacion,
la TG presente en los calibradores y en las muestras se une
simultaneamente a los anticuerpos de la fase sélida o al
biotinilado, formando un “$andwich’? Al final de la incubacion,
el material no unido se retira mediante aspiracion y lavado. A
continuacion, se afiade a todos los pocillos una solucién de
estreptavidina conjugada con peroxidasa (HRP), que reacciona
con los anticuerpos biotinilados unidos al pocillo. Tras una
segunda fase de aspiracion y lavado, la actividad enzimatica que
permanezca fijada a la fase solida sera directamente proporcional
a la concentracion de TG en los calibradores y en las muestras, y
se resalta afladiendo a los pocillos una solucién de cromdgeno
(tetrametilbencidina, TMB) en tampdén de substrato. La
intensidad del color desarrollado se mide mediante un
espectrofotdmetro a 450 nmy a 405 nm.

2. REACTIVOS, MATERIALES E INSTRUMENTACION

2.1 Reactivos y materiales suministrados en el kit
1. Suero de referencia- (Estandares)

STD, (1 frasco) 2,0 mL REF DCE002/4806-0
STD; (1 frasco) 1,0 mL REF DCE002/4807-0
STD, (1 frasco) 1,0 mL REF DCE002/4808-0
STD; (1 frasco) 1,0 mL REF DCE002/4809-0
STD, (1 frasco) 1,0 mL REF DCE002/4810-0
STDs (1 frasco) 1,0 mL REF DCE002/4811-0
STDg (1 frasco) 1,0 mL REF DCE002/4812-0

1. Suero de control I (1 frasco, 1 mL)

TG en matriz proteica DCE021/4821-0
2. Suero de control 11 (1 frasco, 1 mL)

TG en matriz proteica DCE022/4822-0
3. Anti Tg humana biotina (1 frasco, 13 mL)

Anti TG humana biotinilado DCE019/4819-0
4.  Conjugado de enzima (1 frasco) 15 mL
Estreptavidina-HRP DCE002/4802-0
5. Microplaca recubierta (1 microplaca rompible)
Microplaca recubierta con anti TG DCE002/4803-0
Solucién de recuperacion (1 frasco, 3 mL)

TG en matriz proteica 50 ng/mL DCE023-0




6.  Solucion de lavado concentrada 20X (1 frasco, 50 mL)
NaCl 9 g/L; Tween-20 22 g/L DCE007-0
7. Substrato TMB (1 frasco, 12 mL)

H,0,. TMB 0,26 g/l (evitar el contacto con la piel)

DCE004-0

8. Solucion de interrupcion (1 frasco, 12 mL)

Acido sulfarico 0,15 mol/l (evitar el contacto con la piel)

DCE005-0

2,2 Notas

- Conservar todos los reactivos a 2+8 °C, protegidos de la luz.
Abrir la bolsa del reactivo 6 (microplaca recubierta) solo
cuando se encuentre a temperatura ambiente y cerrarla
inmediatamente después de extraer las tiras que se vayan a
utilizar; una vez abierta, permanece estable hasta la fecha de
caducidad del kit.
No usar los reactivos después de la fecha de caducidad.
Los reactivos abiertos, conservados a 2+8 °C, se mantienen
estables durante 60 dias
Los estandares (7 frascos) tienen las siguientes
concentraciones de 0, 1, 3, 10, 30, 100, 300 ng/mL.
Conservar a 2+8 °C.

MATERIALES necesarios no suministrados:

1. Pipetas de 50ul con una precisién superior al 1,5%.

2. Pipetas secuenciales para volumenes de 0,100 mL y 0,300
mL con una precisién superior al 1,5%.

3. Lavador de microplaca o botella comprimible.

4. Lector de microplaca con absorbancias a 405 nm, 450 nm y
620 nm.

5. Papel absorbente para secar los pocillos de la microplaca.

6. Cubierta de plastico o tira adhesiva para cubrir las
microplacas durante la incubacion.

7. Temporizador

8. Sueros de control.

3. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para obtener resultados correctos y reproducibles se deben
observar las siguientes normas:

No mezclar los reactivos especificos de lotes distintos.

Se pueden usar reactivos comunes de lotes distintos.

No usar los reactivos después de la fecha de caducidad.

No exponer los reactivos ni las muestras a calor intenso ni a
fuentes de contaminacidn fuertes.

Usar material de vidrio completamente limpio y libre de
contaminacion de iones metalicos o sustancias oxidantes.

Usar agua destilada o desionizada, conservada en recipientes
perfectamente limpios.

Evitar cuidadosamente la contaminacion entre muestras. Para
ello, se recomienda usar pipetas con puntas monouso para cada
muestra y para cada reactivo.

No modificar de ningiin modo el procedimiento operativo de
ejecucion del ensayo. Si no se respetan:

la secuencia y la cantidad al afiadir los reactivos

los tiempos y la temperatura de incubacion

se pueden obtener resultados clinicos erréneos.

Reconstituir los eventuales reactivos liofilizados segin el modo
descrito en las etiquetas. El uso eventual de reactivos o
volimenes no iddneos puede dar lugar a la obtencién de datos
clinicos no fiables.

En caso de procedimiento manual, es importante el uso de
pipetas calibradas y disponer de una habilidad técnica adecuada.
En particular, es esencial una buena precisiéon en la preparacion
y en la dispensacion de los reactivos. Es necesario un plan
adecuado de mantenimiento (limpieza y calibracion) de la
instrumentacion.

Asegurarse de que toda la instrumentacion usada (material de
vidrio, agitador y lavador de microplacas, espectrofotometro,
incubador, refrigeradores utilizados para la conservacion de los
kits y de las muestras) funcione perfectamente, esté calibrada
adecuadamente y se encuentre sometida a un plan de
mantenimiento regular. Un uso no adecuado de alguno de estos
instrumentos podria producir errores metodoldgicos que podrian
afectar a la reproducibilidad y a la fiabilidad de los resultados
obtenidos.

Usar un método adecuado para la identificacion correcta de las
muestras. Las posibles consecuencias pueden ser la pérdida de
especificidad del dispositivo o resultados analiticos errdneos.
Usar un método adecuado para la identificacion correcta de las
muestras. Las posibles consecuencias pueden ser la pérdida de
especificidad del dispositivo o resultados analiticos errdneos.
Para evitar la contaminacion personal y ambiental se deben
observar las siguientes normas de seguridad:

Usar guantes monouso durante la manipulacion de material
potencialmente infectado y durante el ensayo.

No pipetear los reactivos con la boca. No fumar, comer, beber o
aplicar cosméticos durante la ejecucion del ensayo.

Las soluciones de cromdgeno y reactivo de bloqueo se deben
manipular con cuidado. Evitar el contacto con la piel, los ojos y
las mucosas. En caso de accidente, lavar con agua abundante.
Los materiales de origen humano usados en la preparacién del
presente kit se han analizado para comprobar la presencia de
HBsAg, anti-VIH y anti-VHC, y han resultado repetidamente
negativos. Sin embargo, ningin ensayo disponible actualmente
garantiza la ausencia de agentes virales responsables del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, de hepatitis B y
hepatitis C. Todos los reactivos que contienen material bioldgico
y todas las muestras de suero humano deben considerarse
potencialmente infecciosas.

Evitar la produccion de salpicaduras y la formacion de aerosoles.
En caso de que se produzcan, limpiar cuidadosamente con
hipoclorito de sodio con una concentracion del 3%. Los medios
utilizados para la limpieza deben tratarse como residuos
potencialmente infectados y deben eliminarse segin el modo
oportuno.

La azida de sodio, contenida como conservante en algunos
reactivos, puede reaccionar con el plomo y el cobre de las
tuberias formando azidas metalicas altamente explosivas. Para
evitar la formacion y la acumulacion de estos compuestos, dejar
correr abundante agua sobre los reactivos eliminados. Los
reactivos para los que no se proporciona la ficha de seguridad no
contienen sustancias quimicas peligrosas o, si lo hacen, estas se
encuentran por debajo de los limites de concentracién definidos
en el D. Leg. 285/98 y en la directiva CEE 91/155.

En virtud del D. Leg. italiano n.° 22 del 05.02.97, que hace
referencia a las directivas CEE (91/156/CEE, 91/689/CEE,
94/62/CEE), todos los residuos procedentes de procesamientos
manuales y/o autométicos se clasifican como residuos especiales
peligrosos con cddigo de clasificacion CER 180103; por lo
tanto, se deben encomendar a empresas autorizadas para su
retirada y eliminacion.

3.1 PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

Solucioén de lavado —Antes del uso, diluir el contenido de cada
ampolla de solucidén de lavado tamponada concentrada (20x) con
agua destilada hasta un volumen de 1000 mL. Para preparar
volimenes menores, respetar la relacion de dilucion de 01:20:00.
La solucion de lavado diluida se mantiene estable a 2+8 °C
durante al menos 30 dias.



4, OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS
La determinacion puede realizarse en suero o plasma humano.
Se deben descartar las muestras muy lipémicas o hemolizadas.
Las muestras pueden conservarse a 2+8 °C durante 1-2 dias.
Para periodos mas largos, conservarlas a -20 °C. Se recomienda
no congelar y descongelar las muestras repetidamente.

Diluir las muestras con contenido supuesto de TG mayor de 300
ng/mL con el estandar cero. Se recomienda una dilucién 1:5
(100 pl de muestra + 400 pl de estandar cero).

5 PROCEDIMIENTO
Puesto que es necesario operar por duplicado, preparar dos
para cada punto de la curva estandar (Sq-Sg), dos para cada
muestra

Dispensar:

Blanco Estandar  Muestra/Control
Muestra/Control 50 nL
Estandar So—Sg  --- 50 nL
Anti Tg biot. 100 L 100 n

Incubar a 37 °C durante 90 minutos

Retirar el contenido de cada pocillo.

Lavar cada pocillo con 0,3 mL de solucién de lavado diluida y
retirar el exceso de liquido golpeando con cuidado la
microplaca sobre papel absorbente. Repetir la operacion 2
Veces.

Dispensar:

Blanco Estandar  Muestra/Control
Conjugado
de enzima 100 nmL 100 L

Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

Retirar el contenido de cada pocillo.

Lavar cada pocillo con 0,3 mL de solucion de lavado y retirar
el exceso de liquido golpeando con cuidado la microplaca
sobre papel absorbente. Repetir la operacion 2 veces.
Dispensar:

Blanco Estandar  Muestra/Control |
Substrato TMB 100 nmL 100 nmL 100 L |

Incubar a femperatura ambiente (22-28 °C) durante 15
minutos, protegida de la luz.

Dispensar

Blanco Estandar  Muestra/Control
Solucién
de interrupcion 100 nL 100 mL 100 mL

Agitar la placa con cuidado. Determinar la absorbancia (E) a
450 nm para cada pocillo tras poner a cero el instrumento con
el estandar SO.

6. Célculo de los resultados

Para obtener una mejor sensibilidad, el presente método utiliza
una lectura espectrofotométrica a dos longitudes de onda (450 y
405 nm). Para muestras con concentraciones de TG entre 0 y 30
ng/mL se deberd usar la medicion a 450 nm; para muestras con
niveles de TG superiores a 30 ng/mL, el calculo deberd
realizarse con las mediciones a 405 nm.

Dibujar la curva de calibracion en papel milimetrado, indicando
en el eje de abscisas las dosis de los calibradores y en el eje de
ordenadas la absorbancia obtenida para cada estandar.
Interpolando en la curva de calibracion las absorbancias relativas
a cada muestra se obtendrdn las concentraciones
correspondientes de TG en ng/mL; en caso de muestras diluidas,
estas se multiplicaran por el factor de dilucion.

6.1 Ejemplo de célculo

Los valores indicados a continuacion deben considerarse
Unicamente como ejemplo y no deben usarse en lugar de los
datos experimentales.

Estandar/Muestra D.O. TG D.O. TG
450 nm 405 nm
Estandar 0 ng/mL | 0,020 0,007
Estandar 1 ng/mL | 0,047 0,015
Estandar 3 ng/mL |0,127 0,042
Estandar 10 ng/mL |0,313 0,098
Estandar 30 ng/mL |0,863 0,373
Estandar 100 ng/mL | 1,650 0,603
Estandar 300 ng/mL |> 3,000 1,488
Muestra 1 0,450 154 0,141
ng/mL
Muestra 2 2,240 0,829 |166,4
ng/mL

6.2 Valores normales

Los valores mostrados solo son indicativos. Se recomienda a
cada laboratorio establecer intervalos de referencia propios.

Los valores normales se han determinado usando sujetos sanos
(n.° 85), sin disfunciones tiroideas, y los niveles de tiroglobulina
han resultado inferiores a 40 ng/mL.

6.3 Criterios de aceptacion

Antes de proceder al calculo de los resultados, comprobar que la
concentracion de suero de control se encuentre dentro del rango
de aceptacion indicado en la Hoja de control de calidad.

7. CARACTERISTICAS METODOLOGICAS

7.1 Especificidad

No se han observado reacciones cruzadas con MIT, DIT, rT3,
T3, T4, TSH, FSH y LH. EIl presente método analitico ha
mostrado una reactividad cruzada de 0,01% con TBG humanas.

7,2 Sensibilidad

La sensibilidad se ha calculado sobre la curva de calibracién y se
expresa como dosis minima significativamente distinguible de la
respuesta del estandar cero (valor medio + 2 S.D.). Esta dosis ha
resultado ser igual a 0,15 ng/mL.

7.3 Precision

La precision se ha evaluado midiendo la repetibilidad y la
reproducibilidad (variabilidad intraensayo e interensayo) en 3
sueros con concentraciones distintas de TG.

Repetibilidad (intraensayo)

Suero | Media + SD. [wC.V. Réplicas |
(ng/mL) n.°

1 152,41 + 571 |3,75 10

2 15,14 + 026 |[1,71 10

3 1,69 + 0,10 |6,14 10

Reproducibilidad (interensayo)

Suero Media + S.D. |%C.V. Dosis
(ng/mL) n.°

1 150,4 + 9,3 6.2 10

2 38,1 + 3,0 7,8 10

3 18 + 0,13 |69 10

7.4 Exactitud
La exactitud del método se ha evaluado mediante la prueba de
recuperacion y la prueba de paralelismo.




Prueba de recuperacion
Se han afiadido cantidades escalonadas de TG a dos sueros
normales y se han dosificado.

Afiadido Medido Recuperado | Recuperacion %
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

S1 1,9
S1+125 14,9 13,0 104,0
S1+25 25,2 23,3 93,2
S1+50 50,7 48,8 97,6
S1+100 93,6 91,7 91,7
S1+ 200 195,00 193,1 96,6
S2 17,4
S2+125 27,0 9,6 76,8
S2 +25 42,0 24,6 98,4
S2 +50 65,0 47,6 95,2
S2 +100 116,2 98,8 98,8
S2 + 200 205,1 187,7 93,9

Prueba de paralelismo
Se han dosificado dos sueros con alto contenido de TG en
distintas diluciones con estandar cero.

Dilucion Esperado Medido
(ng/mL) (ng/mL)
S1 no diluido 179,50
1:2 89,75 84,75
1:4 44,88 47,57
1:8 22,44 28,46
S2 no diluido 25,69
1:2 12,85 15,05
1:4 6,42 6,97
1:8 3,21 3,83

7.5 Correlacién

El kit TG ELISA Diametra se ha comparado con un kit
disponible en el mercado (TG Zentech Irma Kit). Se han
comprobado 66 muestras de suero. La curva de regresion es:

TG Zentech = 1,029*TG Diametra +2,069 (R?*=0,952)

8. RECUPERACION EN LA MUESTRA DE SUERO

La presencia de autoanticuerpos anti-TG en una muestra
interfiere con la determinacién de la TG vy, por lo tanto, puede
dar lugar a resultados inexactos. Se debe realizar una prueba de
recuperacion clinica para confirmar la exactitud del resultado.
Esta prueba no debe considerarse un método para la deteccion de
anticuerpos anti-TG.

Procedimiento:

Diluir 1/2 la muestra de suero con la solucién de recuperacion,
por ejemplo 50 nL de muestra + 50 nlL de soluciéon de
recuperacion. La concentracion de TG en la solucion de
recuperacion es 50 ng/mL (SR).

Dosificar la muestra no diluida (S1) y la diluida 1/2 con la
solucién de recuperacion (S2) como se describe en el esquema
del ensayo.

La recuperacion porcentual de TG para una muestra se calcula
del siguiente modo:

ng/mL muestra S2
Recuperacion (%)= ——— ————— — — — — — — x 100
(ng/mL muestra S1 + 50)/2

Las recuperaciones < a 75% y >120% indican la presencia de
interferencias de autoanticuerpos anti-TG.

9. LIMITACIONES DEL ENSAYO

Los resultados del ensayo deben interpretarse con cautela y
confirmarse mediante evaluaciones clinicas y otras pruebas de
diagnéstico
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PACKAGING INFORMATION SHEET

plegazione dei simboli xplanation of symbols xplication des symboles iIgnificado de los simbolos

Verwendete Symbole Explicacao dos simbolos
DE | In vitro Diagnostikum DE | Hergestellt von
ES | Producto sanitario para diagndstico in vitro ES | Fabricante
o FR | Dispositif medical de diagnostic in vitro u FR | Fabriqué par
GB | In vitro Diagnostic Medical Device GB | Manufacturer
IT | Dispositivo medico-diagnostico in vitro IT | Produttore
PT | Dispositivos medicos de diagnostico in vitro PT | Produzido por
DE | Bestellnummer DE | Herstellungs datum
ES | NUmero de catélogo ES | Fecha de fabricacion
REF FR | Réferénces du catalogue &I FR | Date de fabrication
GB | Catalogue number GB | Date of manufacture
IT | Numero di Catalogo yyyy-mm IT | Data di produzione
PT | Numero do catélogo PT | Data de producédo
DE | Verwendbar bis DE | Biogefahrdung
g ES | Estable hasta (usar antes del Gltimo dia del mes) #% ES | Riesgo biolégico
FR | Utiliser avant (dernier jour du mois indiqué) FR | Risque biologique
yyyy-mm-dd GB | Use by (last day of the month) \w, GB | Biological risk
IT | Utilizzare prima del (ultimo giorno del mese) IT | Rischio biologico
PT | Utilizar (antes ultimo dia do més) PT | Risco biologico
DE | Gebrauchsanweisung beachten DE | Chargenbezeichnung
ES | Consultar las instrucciones de uso ES | Codigo del lote
I:E_] FR | Consulter le mode d 2mploi Lot FR | Numero de lot
GB | Consult instructions for use GB | Batch code
IT | Consultare le istruzioni per | Uso IT | Codice del lotto
PT | Consultar instru¢Bes para uso PT | Codigo do lote
DE | Ausreichend fur “h”*Tests DE | Inhalt
ES | Contenido suficiente para *h’’ensayos ES | Contenido del kit
W FR | Contenu suffisant pour “h”’tests FR | Contenu du coffret
_ GB | Contains sufficient for “h>’tests GB | Contents of kit
L= XX IT | Contenuto sufficiente per “h”’saggi IT | Contenuto del kit
PT | Contém o suficiente para “h”*testes PT | Conteldo do kit

Max | DE | Temperaturbereich

ES | Limites de temperatura
FR | Limites de température de conservation
GB | Temperature limitation

Min IT | Limiti di temperatura
PT | Temperaturas limites de conservacdo
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PACKAGING INFORMATION SHEET

SUGERENCIAS PARA LA SOLUCION DE PROBLEMAS/TROUBLESHOOTING

ERROR / POSIBLES CAUSAS / SUGERENCIAS

No se produce ninguna reaccién colorimétrica del ensayo

- no se ha dispensado el conjugado

- contaminacién del conjugado y/o del substrato

- errores en la ejecucion del ensayo (p. ej., dispensacion accidental de los reactivos en orden incorrecto o
procedentes de frascos equivocados, etc.)

Reaccidn escasa (DO demasiado bajas)

- conjugado no id6neo (p. €j., no procedente del kit original)

- tiempo de incubacién demasiado corto, temperatura de incubacion demasiado baja

Reaccién demasiado intensa (DO demasiado altas)

- conjugado no id6neo (p. €j., no procedente del kit original)

- tiempo de incubacién demasiado largo, temperatura de incubacion demasiado alta

- calidad escasa del agua usada para la solucion de lavado (bajo grado de desionizacion)

- lavados insuficientes (el conjugado no se ha retirado completamente)

Valores inexplicablemente fuera de escala

- contaminacidn de pipetas, puntas o contenedores- lavados insuficientes (el conjugado no se ha retirado
completamente)

CV% intraensayo elevado

- los reactivos y/o tiras no se encontraban a temperatura ambiente antes del uso

- el lavador de microplacas no funciona correctamente (sugerencia: limpiar el cabezal del lavador)
CV% interensayo elevado

- condiciones de incubacion no constantes (tiempo o temperatura)

- controles y muestras no dispensados al mismo tiempo (con los mismos intervalos) (controlar la secuencia
de dispensacion)

- variacioén en funcién de los operadores

ERROR POSSIBLE CAUSES / SUGGESTIONS

No colorimetric reaction

- no conjugate pipetted reaction after addition

- contamination of conjugates and/or of substrate

- errors in performing the assay procedure (e.g. accidental pipetting of reagents in a wrong sequence or
from the wrong vial, etc.)

Too low reaction (too low ODs)

- incorrect conjugate (e.g. not from original kit)

- incubation time too short, incubation temperature too low

Too high reaction (too high ODs)

- incorrect conjugate (e.g. not from original kit)

- incubation time too long, incubation temperature too high

- water quality for wash buffer insufficient (low grade of deionization)

- insufficient washing (conjugates not properly removed)

Unexplainable outliers

- contamination of pipettes, tips or containers

insufficient washing (conjugates not properly removed) too high within-run

- reagents and/or strips not pre-warmed to CV% Room Temperature prior to use

- plate washer is not washing correctly (suggestion: clean washer head)

too high between-run - incubation conditions not constant (time, CV % temperature)
- controls and samples not dispensed at the same time (with the same intervals) (check pipetting order)
- person-related variation




