B MICFO\/UG Complement

Ba Fragment EIA
QUIDE L

En enzymatisk immunanalys (immunoassay) for kvantifiering av Ba-

fragmentet i faktor B, som ar en indikator pa aktiveringen av den
alternativa komplementvagen, i humant urin, plasma och serum

For in vitro-diagnostik. For export endast. Inte for forsaljning eller anvandning i USA eller Kanada.

SAMMANDRAG

Reagens, standarder, kontroller och provférberedelseq

[0 Spad tvattbuffertkoncentratet 1:20 med destillerat vatten.

[0 Spad ut urinprover 1:15 med Provutspadning
(t ex 25 pL prover + 350 uL spadningsvitska)

[ Spad ut plasmaprover 1:1000 med Provutspadning i tva steg
(t ex 10 pL prover + 990 L spadningsvatska >
40 pL utspadda prover + 360 pL spadningsvétska)
[ Spad ut serumprover 1:2000 med Provutspadning i tva steg
(t ex 10 pL prover + 990 ul spadningsvétska >
20 plL utspadda prover + 380 pL spédningsvétska)

Analysprocedur

Pipettera 300 plL av tvattldsningen till analysbrunnar

U

Inkubera 1 min vid 18 °C til 26 °C

Tvatta 2 ganger med tvattbuffert
(Toia torrt med laskpapper)

Pipettera 100 pL av Provutspéadning (bakgrundsprov),
Standarder, Kontroller och utspadda prover till analysbrunnar

)

Inkubera 60 + 5 minuter vid 18 °C til 26 °C

Tvétta 5 ganger Med tvattbuffert
(Inkubera forsta tvatten 1 minut)

(=

Pipettera 100 pL Konjugat

—

Inkubera 60 = 2 minuter vid 18 °C til 26 °C

Tvatta 5 ganger Med tvattbuffert
(Inkubera forsta tvatten 1 minut)

(]

Pipettera 100 pL av Provutspadning (bakgrundsprov),

(=

Inkubera 15 = 1 minuter vid 18 °C til 26 °C

(—

Pipettera 100 pL Stoppldsning (las resultat inom 10 minuter)

[

Las av den optiska densiteten vid 450 nm
Anpassa analysresultatet mot en linjar kurvmodell
(y = mx + b)
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@ AVSEDD ANVANDNING

MicroVue Ba enzymimmunanalys kit mater mangden komplementfragment Ba, ett aktiveringsfragment till
Faktor B i den alternativa komplementvagen, i humant urin, plasma eller serum. Matning av Ba i humant
urin, plasma eller serum tillhandahaller bevis for inblandning av den alternativa komplementvagen.
Matning av aktivering av den alternativa vagen, ar en hjalp vid diagnos av ett flertal njursjukdomar, t ex
kronisk glomerulonefrit och lupusnefrit, saval som flera hudsjukdomar, t ex dermititis herpetiformis och
pemphigus vulgaris (blasdermatos).

Andra sjukdomar hos vilka man observerat aktivering av den alternativa komplementvagen inkluderar
aldersrelaterad makuladegeneration, fosterforlust vid graviditeter i riskzonen, reumatisk artrit, och sickle
cell-anemi. #1422

SAMMANDRAG OCH FORKLARING

Den alternativa komplementvagen ger ett medfétt skydd mot mikrobiella agenser vid avsaknad av specifik
antikropp.>® Aktiveringen av denna komplementviag kan utlésas av en mangd olika substanser inklusive
mikrobiella polysackarider eller lipider, gramnegativa bakteriella lipopolysackarider och ytmarkdorer, som
finns pa nagra virus, parasiter, virusinfekterade daggdjursceller och cancerceller. Vid autoimmuna
sjukdomar kan den alternativa komplementvagen direkt bidra till vidvnadsskada.

En centralt viktig reaktion som uppstar under aktivering av den alternativa vagen ar konverteringen av
faktor B- zymogen med en molekylarvikt pa 93 kD till ett aktivt proteolytiskt enzym Detta genomfors i en
tvastegsreaktion. Under det forsta reaktionssteget bildar faktor B ett magnesium-beroende komplex med
C3(H20) eller C3b.8 C3(H20),B-komplexet bildas endast i vatskefas medan C3b, B-komplexet kan bildas
antingen i vitskefas eller pd en malyta.>® Faktor B, som finns i C3(H20),B eller C3b,B-komplexet, klyvs i det
andra reaktionssteget av enzymet i den alternativa vagen, Factor D, i fragmenten Ba (33 Kd) och Bb

(60 Kd).>813

Fastan aktivering av den alternativa vagen tros upptrdada primart vid franvaro av specifik antikropp, uppstar
manga situationer, i vilka aktivering av den alternativa vagen kan uppsta som resultat av aktivering av den
klassiska vagen Till exempel kan immunkomplex som finns hos patienter med autoimmuna sjukdomar
utlésa aktivering av den klassiska komplementvagen med en resulterande produktion av C3b-fragment.
Sasom beskrivits ovan, ar dessa C3b-molekyler kapabla att binda faktor B och initiera klyvning av dennai
fragmenten Ba and Bb. Salunda kan aktivering av den alternativa viagen uppsta i tillstand av
antikroppsmedierad autoimmun sjukdom och kan vasentligt bidra till 6kad komplementaktivering och
atféljande vavnadsforstorelse.

Genom att faststalla Faktor B-klyvningsprodukter i prover kan man uppskatta omfattningen av
anvandandet av den alternativa vagen som uppstar vid tiden fér provtagning i det sjukdomstillstand som ar
under utredning. MicroVue Ba EIA tillhandahaller en enkel, snabb, icke-radioaktiv, hdgst noggrann och
kvantitativ procedur fér matning av faktor B-aktivering. Den ar idealisk for undersékningar som involverar
den alternativa komplementvdgens roll eller status i ett stort antal forsknings- och kliniska miljéer och for
att félja bildandet av Ba in vitro.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue Ba enzymimmunanalys for kvantifiering av Ba i humant urin, serum eller plasma ar en
trestegsprocedur, dar man anvander (1) en mikrotiterplatta som ar ytbehandlad med en mus-monoklonal
antikropp som binder specifikt till human-Ba, (2) en HRP-konjugerad polyklonal antihuman faktor B
antikropp och (3) ett kromogent substrat.

| det forsta steget tillsatts standarder, kontroller och prover till mikrotiterbrunnar som i forvag ar
ytbehandlade med en specifik anti-Ba-monoklonal antikropp. Ba, men inte faktor B eller andra
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komplementaktiveringsprodukter, som finns i standarder, kontroller eller prover, kommer att binda till den
immobiliserade anti-Ba-monoklonala antikroppen. Efter inkubering avlagsnar en tvattprocedur obundet
material.

| det andra steget tillsatts pepparrotsperoxidas- (horseradish peroxidase) (HRP) konjugerad polyklonal
antihuman faktor B antikropp till varje testbrunn. Det enzym-konjugerade anti-Ba:t binds till Ba som har
bundits in till mikrotiterbrunnarna. Efter inkubering avlagsnar en tvattprocedur obundet déverskott av
konjugat.

| det tredje steget tillsatts ett kromogent enzymsubstrat till varje testbrunn. Det bundna HRP-konjugerade
materialet reagerar med substratet och bildar en bla farg. Efter inkubering stoppas enzymreaktionen
kemiskt, fargen andrar sig till gul och fargintensiteten mats spektrofotometriskt vid 450 nm
Reaktionsblandningens fargintensitet ar proportionell till den Ba-koncentration som finns i proverna,
standarderna och kontrollerna.

INGAENDE REAGENSER OCH MATERIAL

96 analyser for Faktor B:s Ba-fragment
MicroVue Ba Enzymimmunanalys innehaller féljande:

A Ba Standarder Art. 5159 - 5163 1 avvardera, 1,5 mL

B Fardigspadd.

C Innehaller humanserum med proteinstabilisatorer med bestamd Ba-koncentration (ng/mL)

D

E

L Lag Kontroll Art. 5164 1,5mL
Fardigspadd.
Innehdller humanserum med proteinstabilisatorer med bestamd Ba-koncentration (ng/mL)

H Hog Kontroll Art. 5165 1,5mL

Fardigspadd.
Innehdller humanserum med proteinstabilisatorer med bestamd Ba-koncentration (ng/mL)

Mikrotiterplatta Art. 5166 12 x 8 brunnar
Attabrunnsstripar, som ar ytbehandlade med en monoklonal antikropp fran mus, i en
aterforslutningsbar foliepase

Fardigspadd. Innehaller 3,3’, 5,5’ tetramethylbenzidine (TMB)

@ Stoppldsning Art. 9947 12 mL
Innehaller 1N (4%) saltsyra

e 20X Tvattlésning Koncentrat Art A9957 2 x50 mL
Innehaller fosfatbuffrad saltlosning (PBS), 1,0% Tween-20%®, och 0,035% ProClin® 300

@ Provspidningsvitska Art A3670 50 mL
Innehaller PBS, 0,05% Tween-20, 2,5% proteinstabilisatorer, 0,035% ProClin 300

© TMB Substrat Art 5059 12mL

Konjugat Art 5167 12 mL
Innehaller pepparrotsperoxidas-konjugerat polyklonal antihuman faktor B antikropp upplost i HRP-
stabiliseringsbuffert med konserveringsmedel

Tween-20® ar ett varumarke som tillhér ICI Americas Inc.
ProClin® &r ett varumarke som tillhér Rohm and Haas Company.
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ERFORDERLIGA MEN EJ MEDFOLJANDE MATERIAL

Timer (60-minuters)

Ren 96-hals mikrotiterplatta eller provror och rack for provspadning (valfritt)
Rena, oanvanda mikrotiterplattor for replikplatteknik (valfritt)

Matbéagare for spaddning av tvattbuffert

Flaska for tvattbuffert, eller annat validerat tvattsystem for immunanalys
Mikropipetter och sterila engangspipettspetsar

Reagensbehallare for att tillsatta konjugat, substrat- och stopplésningar till platta (anvand rena,
oanvanda behallare for varje reagens)

Justerbar multikanalspipett (8 eller 12 kanaler) eller repetermikropipetter
Rena pipetter, 1 mL, 5 mL och 10 mL

Plattavldsare som kan ldsa av en Asso-optisk densitet pa mellan 0,0 och 3,0
Avjonat eller destillerat vatten

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

For in vitro-diagnostisk anvandning.

Behandla proverna som potientiellt riskavfallsmaterial. F6lj allmanna forsiktighetsatgarder vid
hantering av innehallet i detta kit och eventuella patientprover.

Anviand de tillhandahallna reagenserna som en sammanhangande enhet fore det utgdngsdatum som
finns angivet pa forpackningsetiketten.

Lagra analysreagenserna enligt foreskrift.

Anviand inte de ytbehandlade remsorna/stripen, om det har gatt hal pa pasen.

ProClin 300 anvands som ett konserveringsmedel. Tillfallig kontakt med eller fértaring av buffertar eller
reagenser som innehaller ProClin kan orsaka irritation pa huden, i 6gonen eller munnen. Anvand god
laboratoriepraxis for att reducera exponering. S6k medicinsk vard vid eventuella symptom.
Stopplésningen anses vara fratande och kan orsaka irritation. Far ej fortaras. Undvik kontakt med 6gon,
hud och klader. Vid ev kontakt, skélj omedelbart det drabbade omradet med vatten. Vid ev fortaring,
tillkalla lakare.

Varje donerad enhet som anvants vid framstallningen av standarder och kontrollserum i denna produkt
har testats med en FDA-godkdand metod betraffande befintlighet av antikropp riktad mot humant
immunbristvirus (HIV1 och HIV2) och mot hepatit C-virus, saval som betraffande hepatit B-ytantigen.
Eftersom ingen testmetod kan erbjuda en fullstandig forsdkran om att infektiosa @mnen inte finns, bor
dessa reagenser hanteras pa biosdkerhetsniva 2, sasom rekommenderas fér eventuellt potentiellt
infektiost humanserum eller —blodprov i manualen ”Biosdkerhet pa mikrobiologiska och biomedicinska
laboratorier” (“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”), av ”Centers for Disease
Control/National Institutes of Health” (USA).?3

Anvandning av multikanalspipetter eller repeterpipetter rekommenderas for forsakran om tillsattning
av reagens pa utsatt tid.

For exakt matning av prover, tillsatt prover och standarder i exakt mangd. Pipettera noggrant och
anvand endast kalibrerad utrustning.

Korrekt insamling och lagring av prover ar vasentlig for noggranna resultat (se HANTERING OCH
FORBEREDANDE AV PROVER).

Undvik mikrobiell eller korskontaminering av prover eller reagenser.

Testa varje prov i duplikat.

Anvand inte samma mikroanalysbrunn for mer an ett test.

Anvandning av andra inkuberingstider och -temperaturer an de som foreskrivits i Procedur-avsnittet
kan ge felaktiga resultat.

TMB-substratet maste skyddas mot ljus och kontakt med metall eller gummi under lagring och
inkubation. Undvik kontakt med 6gon, hud och klader. Om kontakt sker, skolj omedelbart det
drabbade omradet med vatten.

Lat inte mikroanalysbrunnarna torka ut nar analysen val har borjat.

Vid avlagsnande av vatska fran mikroanalysbrunnarna, skrapa inte i eller vidror bottnen pa brunnarna.
Varmeinaktiverade, hyperlipemiska eller kontaminerade prover kan ge felaktiga resultat.
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B For undvikande av aerosolbildning vid tvattning kan man anvanda en apparat for att suga ut
tvattvatskan i en flaska som innehaller hushallsblekningsmedel.

B En tvattflaska eller automatisk pafyliningsanordning ska anvandas for att tvatta plattan
(ANALYSPROCEDUR, steg 6). FOr basta resultat, anvand inte en multikanalspipett for tvattningen av
mikroanalysplattan.

B Testning ska utféras i utrymmen med tillracklig ventilation.

B Kassera behallare och oanvant innehall i enligt gdllande nationella och lokala reglerings féreskrifter.

B Anvind lampliga skyddskldder, -handskar och -glaségon/ansiktsskydd vid hantering av kitets innehall.

B Tvatta handerna grundligt efter hantering.

B For ytterligare information om farosymboler, sakerhet, hantering och bortskaffande av delarna som
ingar i denna sats, hanvisas till sdkerhetsdatabladet (SDS) pa quidel.com.

LAGRING

Lagra o6ppnat kit vid 2°C till 8°C.

INDIKATIONER PA INSTABILITET ELLER FORSAMRING PA REAGENSER

Grumlighet i eller missfargning av den uppspadda Tvattlosningen indikerar férsamring pa denna reagens.
Om detta intraffar, ska I6sningen kasseras.

HANTERING OCH FORBEREDANDE AV PROVER

Hantera och kasta alla prover med anvindande av allmdnna forsiktighetsatgéarder.

Allt provhanteringsarbete ska utféras vid 2°C till 8°C.

Insamling av prover

Serum/Plasma

Beroende pa komplementaktivering som uppkommer under koagulering blir Ba-koncentrationen i normala
humanserumprover hogre dn de som erhalls med EDTA-plasmaprover. Ba-nivaerna i EDTA-plasma kan
darfor pa ett mera riktigt satt representera in vivo-koncentrationerna.

Ba-fragment av faktor B ar kansligt for proteolys om proverna samlas in eller férvaras felaktigt, och Ba kan
bildas i felaktigt hanterade prover genom artefaktuell komplementaktivering. Korrekt insamling,
behandling och lagring av prover ér viktig.** K2 EDTA-insamlingsrér rekommenderas for optimala
plasmaresultat.

Serum- eller EDTA-plasmaprover ska samlas in aseptiskt genom anvandning av standardtekniker.?®
Proverna ska antingen testas omedelbart eller lagras pa is i hogst tva timmar, innan de analyseras.

Om provet inte kan testas inom tva timmar enligt de riktlinjer som &r specificerade ovan, ska provet frysas
vid =70°C eller lagre.

Urin

MicroVue Ba-analysen kan utféras med urinprov utan konserveringmedel, fran forsta eller andra
morgonurinen. Provtagningen bor ske fére kl 10.00 for att eliminera eventuell paverkan fran
dygnsvariation. Hall urinprovet kylt (2°C till 8°C) vid lagring i hogst sju dagar, eller frys provet vid < —70°C
eller kallare for langre férvaring. Provet far inte frysas och tinas mer dn fem ganger. Undvik langvarig
exponering for ljus, sarskilt solljus. Under rutinbehandling paverkas inte proverna av vanlig elektrisk
laboratoriebelysning.
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Upptining av frysta prover

For att minimera provhanteringstiden ska du ta fram en mikrotiterplatta (eller rér) och tillsatta aktuell
volym av spadningsldsningen (vilket beskrivs i avsnittet Provspadning nedan) innan du tinar proven for
utvardering.

Tina frysta prover snabbt i 37°C tills de &r precis upptinade. Ligg omedelbart 6éver upptinade prover pa

is for att forhindra komplementaktivering fére utspadningen. Lat inte proven ligga pa is langre dn tva
timmar. Lat inte proverna ligga kvar i en temperatur pa 37°C, eftersom detta kan leda till
komplementaktivering. Tina inte prover i rumstemperatur eller pa is, eftersom detta kan leda till Ba-
aktivering och paverka resultaten. Proverna ska testas sa snart som mojligt efter upptining. Proverna klarar
upp till fem nedfrysnings-upptiningscykler utan att paverkas. Om prover maste frysas om for ytterligare
analys, foreslar Quidel att man fryser in multipla aliquoter av proverna for att det rekommenderade antalet
nedfrysnings-upptiningscykler inte éverskrids.

Provutspadning
VARNING: Behandla alla prover som om de vore potentiellt infektiosa. Anvand inte virmeinaktiverade
eller kontaminerade prover.

OBS: Se Upptining Av Frysta Prover betraffande viktiga anmarkningar om de ratta metoderna for att tina
frysta prover. Ratt hantering av prov ar viktig for riktiga resultat.

Proverna maste spadas sa att de Asso.virden som observeras ar éver LLOQ och inte 6verstiger Asso-vardet
for ULOQ. Proverna med Aasso-avldasningar utanfor detta intervall ska analyseras om vid en ny spadning.

Bered en lamplig spadning (se avsnittet nedan) av varje prov med provspadningsvatskan. Blanda noggrant
men undvik skum- och bubbelbildning. Lagra eller ateranvand inte utspadda prover. Nar de val spatts ut
maste proverna tillsattas till mikroanalysbrunnarna inom 30 minuter.

Urinprover
Det rekommenderas att urinprover spads ut 1:15 i provspadningsmedlet fér anvandning i MicroVue Ba
enzymimmunanalys.

Plasmaprover
Det rekommenderas att plasmaprover spads ut 1:1000 i provspadningsmedlet i tva steg for anvandning i
MicroVue Ba enzymimmunanalys:

1. 10 plL prov + 990 pL spadningsvatska

2. 40 plL uppspatt prov + 360 pL spadningsvatska

Serumprover

Det rekommenderas att serumprover spads ut 1:2000 i provspadningsmedlet i tva steg:
1. 10 plL prov + 990 pL spadningsvatska
2. 20 plL uppspatt prov + 380 uL spadningsvatska

Prover med hoga nivaer av komplementaktivering kan fordra hégre provspadning dn de tidigare
namnda.

Tillsattning av uppspadda prover till mikrotiterbrunnarna

Tillsattningen av utspadda prover till mikrotiterbrunnarna maste fullgéras inom 5 minuter fran
appliceringen av det forsta provet. Vilken som av tva metoder kan anvandas for att tillsatta utspadda
prover, standarder, kontroller och buffertar till brunnarna (se steg 4 i ANALYSPROCEDUR). Vid sma
analysomgangar, dar endast nagra fa prover testas, kan de utspadda proverna och andra reagenser
tillsattas direkt till sina inmarkta brunnar med en mikropipett (100 uL/brunn). Vid sma eller stora
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omgangar, men i synnerhet vid stérre omgangar, rekommenderar vi anvdndande av en “replica plating”
proceduren for tillsattning i standarder, kontroller och utspadda prover i mikroanalysbrunnarna sa snabbt
som mojligt, enligt féljande.

Anvand en multikanalsmikropipett for att tillsatta 120 pL till 130 pL av varje 16sning till individuella brunnar
pa en spadningsplatta (ingar ej) som motsvarar det slutliga, efterfragade EIA- monstret. Efter att alla
I6sningar som ska testas har tillsatts till mikroananalysbrunnarna pa spadningsplattan, ska 100 uL fran varje
brunn pa spaddningsplattan snabbt féras dver till de antikroppsinkladda brunnarna med anvandande av en
multikanalsmikropipett. For att undvika eventuell korskontaminerning maste pipettspetsarna bytas for
varje gang man dndrar sammansattning hos de prover som ska éverféras.

“Replica plating”-proceduren kan dven anvandas for att smidigt tillsdtta konjugatet, substratet och
stopplosningen.

FORBEREDANDE AV REAGENS

Varm alla reagenser och material till 18°C till 26°C fore anvandning.

Lagg efter borttagning av de reagenser och material som behdvs tillbaka de oanvanda artiklarna i sin ratta
lagringstemperatur (se LAGRING).

Mikroanalysremsor/strips

Bestam antalet brunnar som behdvs for analysen. Quidel rekommenderar att brunnarna for
bakgrundsbestamning, kontrollerna och standarderna testas i duplikat. Ta bort de remsor som inte behdvs
och lagg dem i lagringspasen, aterforslut pasen och lagg tillbaka den for lagring vid 2°C till 8°C. Fast de
remsor som ska anvandas i analysen i mikrotiterplattans ram.

Tvattlosning

Blanda 20X-tvattlésningskoncentratet genom att vanda upp och ner pa flaskan ett flertal ganger. Om 20X-
tvattlosningskoncentratet har lagrats vid 2°C till 8°C, kan kristaller ha bildats. For att [6sa upp kristallerna,
varm upp flaskan i ett 37°C till 50°C-vattenbad tills alla kristaller har 16sts upp och blanda darefter
noggrant. Bered tvattlésningen genom att spada hela innehallet fran en av flaskorna med 20X-
tvattlosningskoncentrat med upp till en liter destillerat eller avjonat vatten. Blanda noggrant. Uppspadd
tvattlosning haller sig i 30 dagar, om den lagras i en ren behallare vid 2°C till 8°C. Om missfargning eller
grumlighet uppstar, kassera reagensen.

Standarder och kontroller
Standarder och kontroller kraver ingen spadning eller beredning fére anvandning.

ANALYSPROCEDUR

Las hela produktbladet innan analysen pabérjas.
Se VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER 0ch REAGENSFORBEREDELSE.

1. Registrera mikroanalysbrunnarnas positioner i férhallande till brunnen/-arna for bakgrunds-
bestamning, alla testprover, standarder och kontroller, saval som de angivna serienummerna fran
etiketterna pa flaskorna. Satt en etikett pa ett hérn av mikroanalysplattan for orienteringens skull.

2. Forbered mikroanalysremsorna pa féljande satt:

a. Tillsatt med anvandning av en tvattflaska eller automatisk plattvattningsanordning ca 300 pL
tvattlosning till varje brunn.
b. Inkubera brunnarna i en minut vid 18°C till 26°C.
Sug ut innehallet fran varje brunn.
d. Tillsatt ca 300 pL tvattlosning till varje brunn.

o
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10.

11.
12.

13.

14.

15.
16.

e. Sug ut innehallet fran varje brunn.

f. Upprepa steg d-e en gang till, totalt tre tvattningar.

g. Vand upp och ner pa plattan och knacka den hart mot ett absorberande papper for att avlagsna
eventuell kvarvarande vatska.

Valj ut en eller tva brunnar fér bakgrundsbestamning (blank). Tillsdtt 100 pL spadningsvatska till

brunnen/-arna som ska anvandas for bakgrundsbestdamning i plattlasaren.

Tillsatt 100 pL av standarder, kontroller eller utspadda prover till duplikattilldelade

mikroanalysbrunnarde. Slutfér detta steg inom 5 minuter.

Inkubera vid 18°C till 26°Ci 60 £ 5 minuter.

Tvatta mikroanalysbrunnarna totalt 5 ganger med anvandning av foljande procedur:

a. Sug ut innehallet fran varje brunn.

b. Tillsatt med anvandning av en tvattflaska eller automatisk plattvattningsanordning ca 300 pL
tvattlosning till varje brunn.

¢. Inkubera brunnarnai 1 minut vid 18°C till 26°C.

d. Sug ut innehallet fran varje brunn.

e. Vand upp och ner pa plattan och knacka den hart mot ett absorberande papper for att avlagsna
eventuell kvarvarande vatska.

f. Tillsatt ca 300 pL tvattlosning till varje brunn.

g. Sug ut innehallet fran varje brunn.

h. Vand upp och ner pa plattan och knacka den hart mot ett absorberande papper for att avlagsna
eventuell kvarvarande vatska mellan varje tvatt.

i. Upprepa steg f-h ytterligare tre ganger for totalt fem tvéattningar.

j. Vand efter den femte tvattomgangen upp och ner pa plattan och knacka den hart mot
absorberande papper for att avlagsna eventuell kvarvarande vatska.

Fordela genom anvandning av en multikanals- eller repeterpipett 100 uL Ba-konjugat till varje tvattad

testbrunn, inklusive brunnen/-arna fér bakgrundsbestamning.

Inkubera mikroanalysremsorna vid 18°C till 26°Ci 60 £ 2 minuter.

Tvatta mikroanalysbrunnarna efter 60-minutersinkuberingen (steg 8) som det beskrivs under

ANALYSPROCEDUR, steg 6.

Fordela omedelbart efter tvattproceduren 100 pL av TMB-substratldsningen till varje brunn, inklusive

den/de foér bakgrundsbestamning.

Inkubera mikroanalysremsorna vid 18°C till 26°Ci 15 + 1 minuter.

Tillsatt 100 pL stoppldsning till varje brunn for att stoppa den enzymatiska reaktionen. Stoppldsningen

ska tillsattas till brunnarna i samma ordning och i samma takt som substratlésningen har tillsatts.

Knacka forsiktigt plattan mot bankens 6versida for att sprida fargutvecklingen fullstandigt och jamnt.

OBS: Optimala resultat kan uppnas genom anviandning av plattldsarens auto-mix-funktion (om

tillganglig) precis fére avldsning av plattan .

Bestam absorberingsavlasningen vid 450 nm for varje testbrunn inom 10 minuter efter tillsdttandet av

stopplésningen (steg 12) genom att géra en bakgrundskorrigering enligt det anvanda

spektrofotometriska systemet.

Bestam koncentrationen av prover och kontroller med hjalp av standardkurvan.

Kasta de aterstaende utspddda proverna och kontrollerna samt de anvdnda mikroanalysremsorna (se

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER).

KVALITETSKONTROLL

Analyscertifikatet som finns med i detta kit ar serienummerspecifikt och ska anvandas for att verifiera att
resultaten som erhallits av ert laboratorium &r liknande dem som erhallits pa Quidel Corporation.

Intervallerna for kvalitetskontroll tillhandahalls. Kontrollvardena ar avsedda att verifiera kurvans och
provresultatens validitet. Varje laboratorium boér etablera sina egna parametrar for acceptabla
analysgranser. Om kontrollvardena INTE ar inom ert laboratoriums acceptansgranser, bér analysresultaten
anses diskutabla och provtagningarna bor upprepas.
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TOLKNING AV RESULTAT

Anvandning av standardkurvan

Standardkurvan fér Ba EIA har tagits fram genom att man anvéant de frandragna Asso. bakgrundsvardena for
varje standard (pa Y-axeln) och den anvisade koncentrationen for varje standard (pa x-axeln). Efter linjar
regression maste den framtagna standardkurvan mota valideringskraven (se nedan). De flesta datorer och
miniraknare klarar av att utféra dessa berakningar.

Alternativt kan data visas grafiskt pa manuell vdg och vardena (ng/mL) pa testproverna avlasas direkt fran
den béast anpassade trendlinjen pa standardkurvan. Ett exempel pa en typisk standardkurva visas i Figur 1.

Figur 1
Representativ Standardkurva

2.50 + y = 1,05x + 0,0012
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A450
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KoncentrationBa(ng/mL)

Prover Auso ng/mL
Standarder A 0,000 0
Standarder B 0,052 0,05
Standarder C 0,539 0,52
Standarder D 1,098 1,03
Standarder E 2,176 2,08

r=1,000 m =1,05 b =0,0012

Beradkning av faktisk Ba-koncentration i prover

Den faktiska Ba-koncentration som finns i varje outspatt testprov faststalls genom multiplicering av den Ba
ng/mL-koncentration, som bestamts ur kitets standardkurva, med det reciproka virdet av den anvinda
provutspadningsfaktorn.

Om Asso.vardena for ett givet testprov ar hogre an det for Ba-hogsta-kit-standarden (E), ska resultaten
rapporteras som "hogre dn” den hogsta-kit-standardens (E) Ba-koncentration multiplicerad med
provutspadningsfaktorn. Om ett mera noggrant Ba-koncentrationsvarde erfordras, kan testproverna
omanalyseras med anvandning av en hogre utspadningsfaktor. | alla omanalyser maste Ba-kit-standarder
och -kontroller ocksa koras.

Validering
Bestam lutningen, interceptet och korrelationkoefficienten pa den erhallna bast anpassade trendlinjen.
Vardena maste vara inom de specificerade intervallerna for att kvalificera analysen:
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korrelationskoefficient (r): > 0,98
lutning (m): mellan 0,52 och 1,63
y-avskarning (b): mellan (—)0,05 och 0,05

Hanvisas till flasketiketterna eller A:s produkt C fér medelvardena av acceptabla intervaller fér Ba-
koncentrationsvardena hos de hoga och laga kontrollerna.

BEGRANSNINGAR

MicroVue Ba-Plus enzymsimmunanalys (MicroVue Ba Enzyme Immunoassay) har anvants for att testa
prover insamlade som urin, serum eller plasma i K2 EDTA. Andra anti-koagulerande medel har inte testats.

PROVVARDEN

EDTA-plasma fran trettiofem (35), serum fran tjugonio (29) och urin fran sexton (16) normala donatorer
testades i MicroVue Ba-enzymimmunanalys- (MicroVue Ba Enzyme Immunoassay) kitet. Resultaten
presenteras nedan.

n Medel Intervall

(ng/ml) (ng/ml)
EDTA Plasma 35 658 226 till 2153
Serum 29 1642 436 till 3362
Urin 16 7.7 0.6 till 27.0

ANMARKNING: Medelvirdes- och standardavvikelse- (Standard Deviation) (SD) beteendet hos Ba-
fragmentkoncentrationer som ar bestdamda for plasma- eller serumprover kan variera mellan
laboratorier. Darfor rekommenderas att varje laboratorium bestammer medelvardet for Ba-
fragmentkoncentration och standardavvikelsevardena for prover.

UTFORANDE AV TESTET

Begransningar

LOD: Detektionsgransen (The limit of detection) (LOD) fér Ba-analysen ar 0,011 ng/mL, bestamd av den
ovre 3SD-gransen i en nollstandardstudie.

LLOQ: Den lagre gransen for kvantifiering (The lower limit of quantitation) (LLOQ) for Ba-analysen ar
0,033 ng/mL, den lagsta koncentration pa standardkurvan som motte CLSI:s kriterier fér noggrannhet och
precision.

ULOQ: Den 6vre gransen for kvantifiering (The upper limit of quantitation) (ULOQ) for Ba-analysen ar
3,239 ng/mL, den hogsta koncentration som motte CLSI kriterier for noggrannhet och precision.

Interfererande Substanser
Foljande substanser testades i Ba-analysen och befanns inte interferera med analysen nar man anvander
plasma eller serum:
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Substans

Koncentration

Bilirubin
Hemoglobin
Triglycerider
Glukos
Kolesterol
Albumin

Gammaglobulin

40 mg/dL
500 mg/dL
3000 mg/dL
1200 mg/dL
500 mg/dL
6000 mg/dL
6000 mg/dL

Foljande substanser testades i Ba-analysen och befanns inte interferera med analysen nar du anvander

urinprov:

Substans Koncentration
Aceton 1000 mg/dL
Kreatinin 500 mg/dL
Glukos 2000 mg/dL
Bilirubin 0,25 mg/dL
Hemoglobin 200 mg/dL
Urea 6000 mg/dL

Foljande substanser befanns interferera med analysen vid anvandning av urinprov:

Precision

Substans Koncentration
Albumin 340 mg/dL
Natriumklorid 170 mg/dL

Intra- och interassayprecision bestamdes genom analys av 20 replikat av 1 plasmaprover, 1 serumprover

och 2 urinprover i 10 olika kérningar.

Linjaritet

Prove Ba Intraassay®! Interassay?
(ng/mL) C.V. (%) C.V. (%)
EDTA Plasma 376,0 3,3 2,4
Serum 1111 2,3 8,1
. 1,925 2,2 7,6
Urin
22,98 2,2 3,4

1n =20 replikat

2n = 10 kdrningar

Linjaritet utférdes genom seriespddning av prover och genom att jamfora observerade varden med
forvantade varden. Representativa resultat presenteras nedan.

Prove Spddn,- Uppmaitt Forviantat  Pavisad
Faktor (ng/mL)®* (ng/mL)? (%)
1:1000 0,634 0,634 100,0
1:1500 0,424 0,423 100,3
EDTA Plasma
1:2000 0,323 0,317 101,9
1:3000 0,219 0,211 103,6
Serum 1 1:2000 1,464 1,464 100,0
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1:3000 0,986 0,976 101,0

1:4000 0,734 0,732 100,3

1:5000 0,580 0,586 99,0

1:15 0,106 0,106 100,0

. 1:20 0,078 0,0795 98,1
orin 1:25 0,064 0,0636 100,6
1:30 0,058 0,053 109,4

3Utspadningsfaktor ej inkluderad

”Spike Recovery” — Spik-Pavisning
Spik-Pavisning utférdes genom att spika prov med en kdnd kvantitet av renat Ba och jamféra erhallna
varden med férvantade varden.

Prov Ba Tillsatt  Uppmitt  Pavisad
(ng/mL) (ng/mL)  (ng/ml) (%)
Plasma 1 593,1 857,8 103,8
Plasma 2 356,6 233,3 646,4 109,6
Plasma 3 590,0 845,5 102,7
Serum 1 1194 1664 99,0
Serum 2 2088 486,4 2648 102,8
Serum 3 2497 2953 99,0
Urin 1 1,115 4,026 92,5
Urin 2 1,711 3,237 4,891 98,8
Urin 3 21,37 23,97 97,4

SUPPORT

For tjanster utanfor USA: kontakta en lokal distributor for Quidel-produkter. Ytterligare information om
Quidel, vara produkter eller distributdrer finns pa var hemsida www.quidel.com.
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