MICROVUE CIC-Raji

Complement

En enzymimmunoanalys for kvantitering av cirkulerande immunkomplex (CIC)
innehadllande C3-aktiveringsfragment i humant serum eller plasma

MicroVue™ CIC-Raji Cell Replacement EIA Sammanfattning @ AVSEDD ANVANDNING

Reagent, Kontroll och Prov Férberedelse
O Spad tvattldsningskoncentrat 1:20 med avjoniserat vatten.

MicroVues enzymimmunoanalys for CIC-Raji-cellersattning
mater immunkomplex innehallande C3-aktiverings-

O Rekonstruera var Kontroll med 1.0 ml av det Komplementprov- fragment i humant serum och plasma

spadningsmedel, blanda absolut, och &ggklackningsmaskin for
15 minuterna. (Till bekréfta hég kontroll, anvénda 1.0 ml av spé ut fér

rekonstruera steg.) SAMMANFATTNING OCH FORKLARING
a Spad 1:50 med K | I adni del . .

(1%621 Er%gLL). MRS A L e Betydelsen av cirkulerande immunkomplex (CIC), och
O Om bekraftande hog prov, spé ut 1:50 med CIC-Raji- deras samband med olika sjukdomar, har undersokts

bekraftelsespadningsmedel. under manga ar. Bildning avimmunkomplex utgor en
skyddande, fortldpande och normalt godartad process i
ett normalt fungerande immunsystem. CIC avldgsnas fran

Analysforfarande

Tillsatt 300 pl provspadningsmedel till analysbrunnarna cirkulationen i en normal vird genom ett antal komplexa
4& biokemiska, enzymatiska och celluldra processer. Den
effektiva elimineringen av manga CIC kraver aktivering av
Inkubera i 1-2 minuter vid en temperatur p& 15-30 °C komplement. Komplementaktivering leder till C3-
{E fragmentavsattning i immunkomplexet, foljt av forstarkt
eliminering av fagocytiska celler i retikuloendotelial-
Avlagsna véatskan ur varje brunn. (Bléckflzck torka) systemet. Vid vissa sjukdomstillstand, som man @nnu inte
forstar till fullo, kan immunkomplex inte elimineras fran
{E kroppen pa ett effektivt satt. Vid sadana sjukdomar kan
Tillsétt 100 ul provspadningsmedel (tomma), av varje standard, immunkomplexen ackumulera och initiera komplement-
kontroll och testprov till brunnar beroende skador pa olika organ och i olika vavnader.
{E Denna komplementaktivering kan inleda en serie
potentiellt destruktiva handelser i varden, inklusive
Inkubera i 60 + 1 minuter vid en temperatur p& 15-30 °C anafylatoxinproduktion, cellys, leukocytstimulering och
{E Tvattning 5X med tvattiosning aktivering av makrofager och andra celler.' Nar immun-
(Inkubera forsta tvattning 1 min) komplex faster vid karlviaggar eller cellmembran kan
Tillsatt 50 pl CIC-Raji-konjugat normal vavnad forstoras, exempelvis i vissa fall av
{E glomerulonfrit.
Vissa egenskaper hos CIC inverkar pa den potentiella
Inkubera i 30 * 1 minuter vid en temperatur pa 15-30 °C patogeniciteten. Speciellt viktigt ar foljande:

(1) antigenens art, storlek och koncentration,
(2) antikroppens art, storlek och koncentration och

Q Substratlosning forbereda omedelbart framfér anvanda: (3) immunkomplexens bildningshastighet och

50 ul de Substratkoncentrat till varje ml Substratspéddningsmedel eliminering 1,2

(500 ul + 10 mi fér hel talrik) :
{E Tvatining 5X med vatlosning Cirkulerande immunkomplex har konstaterats vid manga

(Inkubera forsta tvattning 1 min) olika tillstand: exempelvis infektioner, autoimmun-
Tillsatt 100 pl 1X Substratiosning storningar, trauma och neoplastiska proliferativa
sjukdomar. Enligt aktuella studier kan CIC-bestamning vara

{E viktig foér utvarderingen av vissa sjukdomar samt, ibland,

vid 6vervakning av behandlingseffektivitet. Detta galler i
synnerhet for systemisk lupus erytematds (SLE) och vissa
{E former av reumatoid artrit (RA).>* Det forsta sjukdomstill-
standet som kopplades till bildning avimmunkomplex
utgjordes av serumsjuka, som beskrevs av von Pirquet i

Inkubera i 30 * 1 minuter vid en temperatur pa 15-30 °C

Tillsatt 50 pl Stoppldsning

{& borjan av 1900-talet. Sedan dess har forhojda CIC-halter
Avias Optisk Densitet vid 405 nm beskrivits for autoimmunsjukdomar (SLE, SLE-relaterat
Anvand ett linjart buktar passformen att analysera testaresultaten syndrom, RA), glomerulonefrit, neoplastisk sjukdom
(y = mx +b) (Hodgkins, leukemi), bakterieinfektioner (subakut bakteriell

endokardit, lepra), parasitinfektioner (malaria, schisto-
somias) och virusinfektioner (hepatit, mononukleos).

A53195V03 (2009/07)



Mer an 40 analysmetoder for detektering och kvantitering
av CIC har beskrivits. Sadana tester som Rajicellanalys, C1g-
avvikelsetest, konglutinintest, vatskefas-C1qg-bindnings-
forfaranden, reumatoid faktoranalys, PEG-precipitintest,
och fastfas-C1g-analyser har beskrivits."” Eftersom
storleken pa och de fysiokemiska egenskaperna for CIC
varierar i hog grad, har ingen av dessa analyser accepterats
som en standard. En gemensam studie sponsrad av
varldshalsoorganisationen WHO ar 1978 kom fram till att
ingen av metoderna lampade sig for samtliga
sjukdomistillstand, och rekommenderade att minst tva
olika analysmetoder skulle tillampas for detektering och
matning av CIC pd ett adekvat satt.

FORFARANDETS PRINCIP

Fragment av den tredje komplementkomponenten, C3,
binds ofta kovalent till komplementaktiverande
immunkomplex. Rajiceller, som harletts fran en
kontinuerlig B-lymfocytodlingscellstam, bar CR2-
komplementreceptorer som binder iC3b-, C3d,g- och C3d-
fragmenten av aktiverat C3.57# Rajicell-CIC-analysen
bygger pa Rajicell-CR2-receptorernas formaga att binda
immunkomplex innehallande dessa C3-fragment.®
MicroVues enzymimmunoanalys for CIC-Rajicellersattning
mater daven CIC-innehallande C3-fragment med hjalp av en
immobiliserad monoklonal antikropp som specifikt binder
iC3b-, C3d,g- och C3d-aktiveringsfragmenten av C3 pa ett
satt som dr analogt med Rajicell-CR2-bindningsreaktionen.

| det forsta skedet tillsatts standarder och serum- eller
plasmaprover som spatts med komplementprov-
spadningsmedel till de mikroanalysbrunnar som ar
belagda med monoklonala antikroppar till humana C3-
fragment och inkuberas. Under denna inkubation tas
immunkomplex innehallande C3-aktiveringsfragment upp
av fastfasantikropparna. Efter inkubationen avlagsnar en
tvattcykel obundna serum- eller plasmaproteiner.

Under det andra skedet tillsatts pepparrotsperoxid-
askonjugerat (HRP) mus-anti-humant IgG till varje
testbrunn och inkuberas. Under denna inkubation binder
konjugatet till de immunkomplex som nu dr bundna till
mikroanalysbrunnarna. En tvattcykel avldgsnar obundet
konjugat.

Under det tredje skedet tillsdtts ett enzymsubstrat till varje
testbrunn. De bundna, HRP-konjugerade antikropparna
reagerar med det kromatogena substratet sa att en gron
farg bildas. Efter inkubation tillsatts en reagens for att
stoppa fargutvecklingen.

Standardens och testprovets absorbanser (Ass-varden)
mats spektrofotometriskt. Intensiteten pa den gréna farg
som uppkommer ar proportionell mot den mangd CIC
som binder till fastfasen. En standardkurva erhalls genom
plottning av de Ass-varden som erhalls for varje standard
relativt dess indikerade koncentration. Immunkomplex-
koncentrationen i testprovet bestams med hjalp av
standardkurvan. Resultaten uttrycks i form av mg serum-
behandlade, varmeaggregerade humana gamma-
globolinekvivalenter (HAGG) per ml (ug Eg/ml). For att
bekrafta ett positivt CIC-resultat kan provet analyseras
efter spadning i CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedel, som
innehaller blockerande antikroppar med specificiter som
motsvarar dem for de antikroppar som immobiliserats pa
mikroanalysbrunnen.

REAGENSER OCH MATERIAL SOM INGAR
ElA-kitet for CIC-Rajicellersattning innehaller féljande:

CIC-Rajistandarder Art. A9970-A9974 2ml/st
Var och en innehaller en kdnd kvantitet serumbehandlat,
varmeaggregerat humant gammaglobulin (HAGG) i PBS,

2,5 % stabiliserare, 0,01 % thimerosal

Lag CIC-RCR-kontroll Art. A9919 3varje
(Lyofiliserade) Efter rekonstituering, innehaller laga halter
serumbehandlat HAGG i humant serum, 20 mM EDTA,

0,01 % timerosal

H Hog CIC-RCR-kontroll Art.A9920 3 varje
(Lyofiliserade) Efter rekonstituering, innehdller hga halter
serumbehandlat HAGG i humant serum, 20 mM EDTA,

0,01 % timerosal

@ Mikroanalysplatta Art.A9512 12avvardera
96-brunnars med faste och hallare, bestdende av remsor med atta
brunnar, med mus-anti-humana C3-fragment i en aterférslutbar
foliepase

-~ moAnw>»

@ Stopplésning Art. A3673 6ml
Innehaller 250 mM oxalsyra
© 20 X-tvittlosningskoncentrat Art. A9957 2x50ml

Innehaller var och en fosfatbuffrad saltlosning (phosphate
buffered saline — PBS), 1,0 % Tween-20° samt
0,035 % ProClin® 300

@ Komplementprovsspadningsmedel

Art.A3670 50ml
Innehaller PBS, 2,5 % stabiliserare, 0,035 % ProClin 300
© Substratspadningsmedel Art.A3672 25ml

Innehdller 0,1 M citratbuffert och 0,05 % H,0,

@ Substratkoncentrat Art.A3671 1,5ml
Innehaller 0,7 % 2,2"-azino-bis(3-etylbenztiazolin-6-svavelsyra),
diammoniumsalt

@ CIC-Rajikonjugat Art.A9516 2x3ml
Innehaller peroxidaskonjugerat (mus)anti-humant IgG 16st i HRP-
stabiliseringsbuffert med konserveringsmedel

© CC-Raji-bekriftelsespiadningsmedel

Art. A9517 12ml
Innehaller PBS, 2,5 % stabiliserare, anti-humana C3-
fragmentantikroppar, 0,035 % ProClin 300

Tween-20° &r ett varumarke som tillhér Atlas Chemical Industries, Inc.
ProClin® &r ett varuméarke som tillhér Rohm and Haas Company.

MATERIAL SOM BEHOVS MEN SOM INTE MEDFOLJER

= Timer (60 minuters omfang)

= Raknare eller annan berakningsmajlighet for validering
av analysen

= Rena, obegagnade mikroanalysplattor och/eller
provror och rack

= Behallare for tvattbuffertldsning

= Tvattflaska eller annat immunoanalystvattsystem

= Stallbar multikanalpipett (8 eller 12 kanaler), eller
repeterande mikropipetter (tillval)

= Rena pipetter, 1 ml, 5 ml och 10 ml

=  Mikropipetter och pipettspetsar

= Plattldsare med kapacitet for en optisk Ass-densitet pa
mellan 0,0 och 2,0

= Avjoniserat eller destillerat vatten

A53195V03 (2009/07)



VARNINGAR OCH
FORSIKTIGHETSANVISNINGAR

For in vitro-diagnostik.

2. Behandla alla prover som biologiskt riskmaterial.
Hantera satsens innehall och patientprover med
forsiktighet.

3. Hantera satsens innehall bar lampliga skyddsklader,
handskar och 6gon/ansiktsskydd.

4. Medféljande reagenser anvands som en enhet fram till
det utgangsdatum som anges pa forpackningen.

5. Forvara analysreagenser enligt anvisningen.

Anvand inte remsor med beldggning om det finns hal
pa forpackningen.

7. Thimerosal anvands som konserveringsmedel.
Oavsiktlig kontakt med, eller svaljning av, buffertar
eller reagenser som innehaller thimerosal kan leda till
Okade 6verkdnslighetsreaktioner, déribland retning av
hud, 6gon eller mun. Sok lakarhjalp i handelse av
symptom. Exponering for thimerosal kan ha mutagena
effekter. Undvik kontakt med starka syror och baser.

8. ProClin 300 anvands som konserveringsmedel. Tillfallig
kontakt med eller fortaring av buffertlésningar eller
reagenser med ProClin kan orsaka irritation pa hud,
6gon och mun. Tilldmpa god laboratoriepraxis for att
reducera exponeringen. Sok lakarhjdlp i hdndelse av
symptom.

9. Anvandning av multikanal- eller repeterpipetter
rekommenderas vid uppmatning av reagenser.

10. For korrekt provmatning ska exakta mangder prover
och standarder tillsattas. Pipettera omsorgsfullt med
kalibrerad utrustning.

11. Korrekt provtagning och forvaring av testprover ar av
avgorande betydelse for korrekta resultat (se
PROVTAGNING OCH PROVFORVARING).

12. Undvik mikrobiell kontaminering eller
korskontaminering av prover, reagenser eller material.
Kontaminering kan leda till felaktiga resultat.

13. Dubbeltesta varje prov.

14. Anvand inte en mikroanalysbrunn for mer an ett test.

15. Tilldmpning av andra inkubationstider och
temperaturer an dem som anges i avsnittet Forfarande
kan leda till felaktiga resultat.

16. Substratkoncentratet ar ljuskansligt. Undvik ldngvarig
exponering for starkt eller direkt ljus. Forvara
reagenserna morkt nar de inte anvands.

17. Lat inte mikroanalysbrunnarna torka nar analysen har
paborjats.

18. Undvik att skrapa eller beréra brunnarnas vaggar vid
tillsats av vatskor till eller aspirering av vatskor fran
mikroanalysbrunnarna.

19. Varmeinaktiverade, hyperlipemiska eller
kontaminerade prover kan leda till felaktiga resultat.

20. Undvik aerosolbildning vid tvatt genom att anvanda
en apparat som aspirerar tvattvatskan till en flaska
innehdllande ett kommersiellt blekmedel.

21. Analysen utfors med nagon validerad tvattmetod.

22. Behallare och oanvant innehall ska kasseras i enlighet
med gdllande lagar och bestammelser.

FORVARING

Forvara det o6ppnade kitet vid en temperatur pa 2-8 °C.
Nar kitet har 6ppnats kan 20 X-tvattldsningskoncentratet
forvaras vid en temperatur pa 2-30 °C.

Efter val av de reagenser eller material som ska anvandas
for analysen ska de oanvdnda reagenserna omedelbart
ater placeras i sina tillampliga forvaringstemperaturer. Lat
reagenser och material fa rumstemperatur (15-30 °C) fore
anvandning.

INDIKATIONER PA INSTABILITET HOS ELLER
FORSAMRING AV REAGENSER

Substratkoncentratets farg kan variera mellan farglost och
ljust- eller morkgront. Fargen inverkar inte pd prestandan.
Den nyberedda substratlésningen ska emellertid vara
farglos till ljusgron. En moérkgron farg indikerar att
substratlésningen har férsamrats och maste kasseras, och
att ny substratlosning ska beredas i rent glasmaterial.

Grumlighet hos eller missfargning av den utspadda
tvattlésningen indikerar forsdamring av denna reagens. Nar
sa ar fallet ska I6sningen kasseras.

PROVTAGNING OCH FORVARING

Hantera och kassera alla prover med forsiktighet.

Alla prover ska tas aseptiskt och beredas med standard-
metoder for klinisk laboratorietestning.®'° Varmeinaktivera
inte proven. Avldgsna eventuella partiklar fran proven
genom centrifugering med Iagt varvtal fore testning.

Proven kan foérvaras pa is, vid en temperatur pa ungefar

0 °C, i upp till 6 timmar. Om proven ska forvaras vid en
langre tid an sd ska de frysas vid en temperatur pa -70 °C
eller under (férvaring vid en temperatur pa —20 °C kan leda
till felaktiga resultat).

FORBEREDANDE AV REAGENS

Se tabell 1 for information om substratlésningsméngder
och hur ménga mikroanalysremsor som behovs for olika
antal tester. Nar de reagenser och det material som
behdvs tagits till vara ska oanvanda reagenser och
oanvant material aterforas till sina repsektive férvarings-
temperaturer (se FORVARING). Lat reagenser och material
for analysen fa rumstemperatur (15-30 °C) fore
anvandning.
1. Tvéttlosning
Blanda 20 X-tvattlosningskoncentratet genom att
vanda flaskan uppochned flera ganger. Om 20 X-
tvattlosningskoncentratet har forvarats vid en
temperatur pa 2-8 °C kan kristaller ha bildats. For att
|6sa upp kristallerna varmer man flaskan i ett
vattenbad pa 37-50 °C tills alla ar upplosta och blandar
déarefter om omsorgsfullt. Bered tvattldsningen genom
att spada ut hela innehallet i en av flaskorna med 20 X-
tvattlosningskoncentrat till en liter med destillerat eller
avjoniserat vatten. Blanda omsorgsfullt. Tvattlésningen
ar stabil i 30 dagar vid forvaring i en ren behallare vid
en temperatur pa 2-8 °C. Vid missfargning eller
grumling ska reagensen kasseras.
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2. Vailja mikroanalysremsor 6. Beredning av substratlosning
Betdm hur manga mikroanalysremsor som behovs for Bered alldeles fore anvindning. Bestam 6nskad volym
analysen med hjalp av tabell 1. Ta bort remsfastet fran substratldsning med hjdlp av tabell 1 nedan. Bered
den monterade plattan. Ta bort de remsor som inte substratlosningen genom att tillsatta 50 pl
behovs och placera dem i forvaringspasen, aterforslut substratkoncentrat till varje ml
pasen och aterfor den till forvaring vid en temperatur substratspadningsmedel. Blanda omsorgsfullt.
pa 2-8 °C. Sakra de remsor som ska anvandas i 7. clC-kontroller

analysen.

Provspddning

Forsiktighet: Behandla alla prov som potentiellt
infektiosa. Anvdnd inte vdrmeinaktiverade eller
kontaminerade prover..

Berdakna hur manga (N) prover som ska testas. Mark
provréren med nr. 1 till och med nr. N, och registrera
vilka prov som motsvarar vilka provror pa det

Varje kontroll ska rekonstitueras med 1,0 + 0,05 ml av det
komplementprovspadningsmedel medféljer. Efter
rekonstitueringen blandas varje flaska forsiktigt, men
fullstandigt, for att sdkerstalla komplett rehydrering. Lat
de rehydrerade I6sningarna inkubera vid
rumstemperatur (15-30 °C) i 10-15 minuter. Blanda
forsiktigt, men fullstandigt, pa nytt och anvand sedan.
INGEN YTTERLIGARE SPADNING KRAVS!

medféljande databladet. TABELL 1
Bered en spadning i forhallandet 1:50 av varje prov ANALYSBEHOV
med komplementprovspdadningsmedel (dvs. 10 pl Remsor Méngd Substrat-  Substrat-

testprov blandat med 490 ul komplementprov-

Brunnar' med atta substratlosning spadnings- koncentrat

spadningsmedel). Blanda omsorgsfullt men undvik brunnar _som behdvs (ml) 18sning (ml) ()
skum- och bubbelbildning. Férvara eller dteranvand 16 2 1.6 2,0 100
inte spadda prover. 24 3 2,4 3,0 150
Tillsdtta utspadda prover till mikrotitrerbrunnarna 32 4 3.2 4,0 200
Endera av tvd metoder kan anvandas vid tillsdttning av 40 3 40 5.0 250
de utspadda proverna, standarderna, kontrollerna och 48 6 4.8 50 250
bufferten till brunnarna (se steg 5 i ANALYS- 56 7 56 6,0 300
FORFARANDE). Fér sma analyskéringar, da endast ett 64 8 6,4 7,0 350
fatal prover testas, kan de utspadda proven och de 72 9 7.2 8,0 400
ovriga reagenserna tillsattas direkt till respektive brunn 80 10 8,0 9,0 450
nrled.en mikropi!oett (100 ul/brunn).. Fé?r sma eller stora 88 1 8,8 9,0 450
kdrningar, men i synnerhet stora kdérningar, 9% 12 96 10,0 500

rekommenderar vi anvandning av en multikanalpipett

' Berdkna hur manga prover som ska testas och lagg till femton (15) brunnar for
de fem standarder och den ldga och hdga kontroll som ska testas (i duplikat),
samt en tom brunn. Vi rekommenderar att duplikatstandarderna och -
kontrollerna testas pa separata mikroanalysremsor om sa ar majligt.

for tillsattning av proverna, enligt nedan. (En
multikanalpipett kan dven anvandas for att pa ett
praktiskt satt tillsatta konjugat, substrat och

stopplosning.)

For att ladda standarderna, kontrollerna och de
utspadda proverna i mikroanalysbrunnarna sa snabbt
som mojligt kan man anvénda sig av en
“replikplatteknik”. | stallet for att tillsatta 100 pl av varje
standard, kontroll eller utspatt prov till de
antikroppsbelagda brunnarna individuellt kan

120-130 pl av varje I6sning tillsattas till de individuella
brunnarna pa en tom platta (ingar inte) som motsvarar
det 6nskade slutliga EIA-monstret. Nar alla |16sningar
som ska testas har tillsatts till mikroanalysbrunnarna i
den tomma plattan overfér man sedan snabbt 100 pl
fran varje brunn till de antikroppsbelagda brunnarna
med en multikanalmikropipett. For att eliminera risken
for korskontaminering maste pipettspetsarna bytas
varje gang sammansattningen pa de prover som ska
overforas @ndras.
CIC-Raji-bekriftelsespadningsmedel (valfritt).

Om bekraftelser av positiva resultat dnskas berdaknas
hur manga (N) prover som ska bekraftas. Mark
provréren med nr. 1c till och med nr. Nc och registrera
dem. Bered en spadning pa 1:50 med anvéndning av
CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedlet. Ett prov som
spatts med CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedel maste
koras samtidigt med samma utspadning av provet i
komplementprovutspdadningsmedel.

ANALYSFORFARANDE

Las hela produktbladet innan analysen pabérjas.

Las REAGENSBEREDNING och VARNINGAR OCH
SAKERHETSFORESKRIFTERiInnan du fortsatter.

1.

Registrera mikroanalysbrunnspositionerna for den eller
de tomma brunnarna, samtliga testprover, standarder
och kontroller, samt de indikerade satsnumren fran
vialetiketterna. Mark ut ett av hérnen pa
mikroanalysplattan for orientering.

Bered mikroanalysbrunnarna sa har:

a. Rehydrera mikroanalysbrunnarna genom att
tillsdtta ungefar 300 pl tvattldsning till varje brunn
med hjalp av en tvattflaska eller annan
automatiserad fyllningsanordning.

b. Inkuberai 1-2 minuter vid rumstemperatur
(15-30°Q).

c. Aspirerainnehallet i varje brunn.

d. Vand plattan uppochned och knacka kraftigt ver
det absorberande papperet tva ganger for att
avlagsna eventuell kvarvarande vitska. Lat inte
brunnarna torka.

Tillsatt 100 pl komplementprovspadningsmedel till
den eller de duplikatbrunnar som ska anvandas for
blankning av plattlasaren.
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4. Tillsatt 100 pl av varje CIC-Raji-standard (A, B, C, D och
E) till duplikatbrunnarna.

5. Tillsatt 100 pl av varje utspatt prov till dess tillagnade
mikroanalysbrunn. Se REAGENSBERENING, steg 4.

6. Inkuberai60 £ 1 minut vid rumstemperatur (15-30 °C).

7. Tvatta mikroanalysbrunnarna sa har:

a. Avldgsna innehallet ur varje brunn efter
inkubationen i steg 6 (och i steg 9 nedan).

b. Tillsatt ungefar 300 pl tvattlésning till varje brunn
med hjalp av en tvittflaska eller annan
fyllningsanordning.

¢. Inkubera brunnarnai 1 minut vid rumstemperatur
(15-30°Q).

. Avlagsna vatskan ur varje brunn.

Tillsatt ungefar 300 pl tvattlosning till varje brunn.
Avlagsna vdtskan ur varje brunn.

. Upprepa stegen e-f ytterligare tre ganger.

. Vand pa plattan efter den femte tvattcykeln och
knacka kraftigt tva ganger 6ver absorberande
papper for att avlagsna eventuell kvarvarande
vatska.

8. Dispensera med hjdlp av en multikanalpipett eller
repeterande pipett 50 ul CIC-Raji-konjugat i varje
tvattad testbrunn, inklusive blankbrunnen/brunnarna.

9. Inkubera mikroanalysremsornai 30 + 1 minut vid
rumstemperatur (15-30 °C). Bered substratlosningen
under denna inkubation (se REAGENSBEREDNING
steg 6).

10. Tvdtta mikroanalysbrunnarna efter den 30 minuter
ldnga inkubationen i steg 9, enligt anvisningarna ovan,
steg 7.

11. Dispensera direkt efter tvattférfarandet 100 pl av den
nyberedda substratldsningen i varje brunn, inklusive
blankningsbrunnen/brunnarna, med en
multikanalpipett eller repeterande pipett.

12. Inkubera mikroanalysremsorna i 30 + 1 minut vid
rumstemperatur (15-30 °C).

13. Tillsatt med en multikanalpipett eller repeterande
pipett 50 ul av stopplsningen till varje brunn for att
avbryta den enzymatiska reaktionen. Stopplésningen
ska tillsattas till brunnarna i samma ordningsféljd och
med samma tempo som vid tillsdttningen av
substratldsningen. Knacka latt pad plattan for att sprida
fargutvecklingen jamnt.

14. Las av absorbansen vid 405 nm (A4s-varde) for varje
testbrunn inom en timme fran tillsatsen av
stoppl6sningen (steg 13), och utfor en
blankkorrigering beroende pa det spektrometrisystem
som anvands.

15. Behall remshallaren och remsfastet for framtida bruk.

16. Kassera aterstaende utspadda prover, substrat och de
begagnade mikroanalysremsorna (se VARNINGAR OCH
FORSIKTIGHETSATGARDER, steg 22). Behall
remshallaren och remsfastet for framtida bruk.

S o a

REKOMMENDERAD BEKRAFTELSEMETOD

Om separat bekraftelse av ett positivt resultat kravs, eller
om ett positivt resultat inte 6verensstimmer med den
kliniska tolkningen, kan det positiva provet analyseras om
med ett bekraftelsetest. Ett negativt resultat kan inte
bekréaftas. Bekraftelsemetoden anvander ett provspad-
ningsmedel (CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedlet) som
innehaller anti-humana C3-fragmentantikroppar. For att
bekrafta ett positivt resultat maste en alikvot av provet
spdadas i CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedel, och en
andra alikvot som spatts pa motsvarande satt i
komplementprovspadningsmedlet. Bigge proven
analyseras darefter med det vanliga EIA-férfarandet med
MicroVues CIC-Raji-cellersattning. Se REAGENSBEREDNING
och TOLKNING AV RESULTATEN for ytterligare information.

KVALITETSKONTROLL

Om den positiva och/eller negativa kontrollen inte
fungerar pa avsett satt ska Quidels tekniska support
kontaktas sa snart som majligt.

Utdver kontrollerna sa innefattar MicroVues analys for
CIC-Raji-cellersattning aven en REKOMMENDERAD
BEKRAFTELSEMETOD och VALIDERINGSPARAMETRAR.

Genom att anvanda kontrollerna, standarder med
validering och bekraftelsemetoden bor ett reproducerbart
och korrekt resultat erhallas.

TOLKNING AV RESULTATEN

Resultatberakning

Berakningar: Standardkurvan genereras med hjalp av
det blanksubtraherade Ass-vardet for varje CIC-Raji-
standard pa y-axeln, relativt de tilldelade mikrogrammen
serumbehandlade, virmeaggregerade
gammaglobulinekvivalenter/ml (ug Eq/ml) som indikeras
pa vialetiketten for varje standard pa x-axeln. Efter linjar
regression maste den genererade standardkurvan uppfylla
valideringskraven (se nedan). Provkoncentrationerna
berdknas sedan direkt pa basis av standardkurvan. De
flesta datorer och raknare gar att anvanda for dessa
berdkningar.

Alternativt kan berorda data ldggas in i ett diagram
manuellt och vdrdena (ug Eq/ml) fér testproverna ldsas av
direkt fran den standardkurvlinje som passar bast. Ett
exempel pa en typisk standardkurva aterges i figur 1.

Berakning for bekraftelsetest: For att bekrafta ett
positivt resultat dividerar man den immunkomplex-
koncentration [CIC] som faststallts for ett prov spatt i CIC-
Raji-bekraftelsespadningsmedel med den immun-
komplexkoncentration som uppmatts i ett prov spatt i
komplementprovspadningsmedel, for att fa fram ett
forhallande:

[CIC] i CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedel
[CIC] i komplementprovspddningsmedel

forhallande =
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Exempel pa standardkurva

Figur 1
14
y=0,23x+0,06 r=1,00
1,2 A
S
g 08
< 06 -
04 1
021.__. .
S A L ‘ B ‘
0 10 20 30 40 50 60
Koncentration (pg Eq/ml)
Prov Asos ug Eq/ml
Standard A 0,06 0
Standard B 0,18 5
Standard C 0,45 17
Standard D 0,75 30
Standard E 1,16 48
Prov 1 0,15 39
Prov 2 0,50 19,1
Prov 3 1,00 40,9
r=1,00 m = 0,023 b =0,06
Validering

Bestdam lutningen, avskdrningen och
korrelationskoefficienten for den harledda linjen som
passar in bast. Vardena maste hamna inom de
specificerade intervallen for att kvalificera analysen:

Korrelationskoefficient (r): > 0,95
lutning (m): 0,013 to 0,034
y-avskarning (b): (-)0,07 to (+)0,10

De flesta normala subjekt uppvisar matbara CIC-halter.
Eftersom det inte finns nagon bestamd onormal CIC-niva
ska anvandaren faststalla sina egna normala nivaer. Som
en riktlinje sa galler att CIC-nivaderna, pa basis av resultat
erhallna fran de normalpopulationer som beskrivs i
FORVANTADE VARDEN, &r som féljer:

Normala resultat: Varden pa under eller lika med
15 pg Eg/ml betraktas som normala fér CIC-nivaer.

Onormala resultat: Varden pa over eller lika med

20 ug Eq/ml betraktas som onormala fér CIC-nivaer. Prov
med uppmatta CIC-vérden som ar hogre an for CIC-Raji-
standard E ska rapporteras som hogre an den tilldelade
CIC-Raji-standard E-koncentration som anges pa
vialetiketten.

Tvivelaktiga varden: Varden pa over 15 pug Eq/ml eller
under 20 pg Eq/ml betraktas som tvivelaktiga. Dessa prov
kan antingen testas om, eller ocksa kan man ta ett nytt
prov och testa det. Om ett tvivelaktigt prov vid upprepad
testning ar tvivelaktigt pa nytt, ska provet betraktas som
betydligt hogre an normalt och kan rapporteras som
onormalt.

Bekréftelseresultat: Om forhadllandet ar lagre an 0,5
bekraftas det positiva ClIC-resultatet. Med andra ord sa
bekréftar en reduktion pa mer &n 50 % av den synbara
CIC-koncentrationen ett positivt resultat.

Ibland bekraftas inte positiva prover. Att prover inte
bekraftas kan bland annat bero pa féljande:

(1) felhanterade prover (exempelvis kontaminerade eller
varmeinaktiverade), eller (2) prover som innehaller IgG-
antikroppar som binder till mus-IgG. Sadana prover ar
emellertid inte nddvandigtvis negativa for CIC. Det
material som vallar det synbarligen falskt positiva
resultatet kan maskera samtidigt forekommande CIC som,
om de forelag separat, annars skulle ha givit upphov till ett
bekraftelsebart positivt CIC-resultat.

PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

Testet mater immunkomplex eller aggregat av humant
IgG innehallande C3-aktiveringsfragment. Forhallanden
som frdmjar aggregering av IgG eller komplement-
aktivering maste darfor undvikas vid provtagning och
provbehandling.

FORVANTAT VARDERAR

Femtio (50) utvalda sera togs fran ett laboratorium som tar
emot prover fran hela USA. Dessa sera testades i
MicroVues EIA for CIC-Raji-cellersattning och i
referenslaboratoriets Rajicellanalys. Det forelag en
Overensstdmmelse pa 92 % mellan de tva analyserna med
avseende pa matning av forekomsten av CIC.

Sera erhdllna fran sextiotva (62) SLE-patienter vid tva
kliniker i 6stra USA, och fran tjugonio (29) RA-patienter vid
en reumatikklinik i sodra USA, testades med MicroVues EIA
for CIC-Raji-cellersattning. Dessutom testades sera fran
tjugosex (26) normala, friska subjekt vid de tva SLE-
klinikerna, och fran tjugofem (25) kliniskt icke-
autoimmuna patienter som rapporterade till
reumatikkliniken. CIC-medelkoncentrationerna,
standardavvikelserna och frekvensférdelningen for varje
population redovisas i figurerna 2, 3 och 4.

Fig, 2, EIA FOR CIC-RAJI-CELLERSATTNING
Populatiom med systemisk lupus erytemotas

9 -

8 Medelkoncentration = 15,8 ug Eq/ml
Standardavvikelse  =14,6 ug Eq/ml

7 Antal =62 fall

% AV POPULATIONEN

55 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
ug Eq/ml
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Fig, 3, EIA FOR CIC-RAJI-CELLERSATTNING
Population med reumatoid artrit

12
Medelkoncentration =13,7 pg Eq/ml
10 - Standardavvikelse =16,2 ug Eq/ml
Antal =29fall

% AV POPULATIONEN
(o))

55 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
ug Eq/ml

Fig, 4, EIA FOR CIC-RAJI-CELLERSATTNING
Kontrollpopulation

20 1

18 1 Medelkoncentration =5,0 ug Eg/ml

16 1 Standardavvikelse =4,6 ug Eq/ml
Antal =51fall

% AV POPULATIONEN
)

0 - UBUMMULLUL LML S ML S MMM L

55 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
ug Eq/ml

Inom en SLE-institution och vid RA-institutionen
tilldelades graden sjukdomsaktivitet oberoende av
eventuella CIC-laboratoriedata. Denna bedémning
gjordes av den eller de verkstallande lakarna. For att
sakerstalla konsekvent rapportering gick en lakare vid
vardera institutionen sedan igenom patientjournalerna
och tilldelade sjukdomsaktiviteten. En RA-patient beskrevs
sasom befinnande sig i ett framskridet skede av
“utbrandhet.” CIC-resultatet for denna patient var

1 ug Eg/ml. Eftersom det inte forekom nagra andra
liknande RA-patienter har detta individuella resultat inte
tagits med i tabell 2. Tabell 2 dskadliggor den observerade
relationen mellan det CIC som uppmatts med MicroVues
enzymimmunoanalys for CIC-Raji-cellersattning och
patienternas sjukdomsaktivitet.

TABELL 2
RESULTATEN AV CIC-RAJI-
CELLERSATTNINGSANALYSEN JAMFORDA MED
SJUKDOMSAKTIVITETEN

% onormala’
Lag aktivitet Medelhdg aktivitet Hog aktivitet
SLE 8% (1/12) 36 % (4/11) 79 % (11/14)
RA 0% (0/4) 19 % (3/16) 50 % (4/8)

' Inom parentes (efter varje varde for % onormala) anges antalet patienter
testade som onormala, dividerat med antalet patienter som klassificerats med
den specifika sjukdomsaktiviteten.

PRESTANDAKARAKTERISTIKA

Noggrannhet

En immunkomplexstandard fran WHO
(varldshélsoorganisationen), bestdende av tetanustoxoid-
anti-tetanustoxoidkomplex som preinkuberats i farskt
normalt humant serum, anvandes for standardisering av
analysen. For att testa analysens noggrannhet testades
fem utspadningar av WHO-standarden i tre exemplar i tre
korningar i MicroVuekitet.

De analyserade koncentrationerna uppvisade en
korrelation pa 0,99 med de kanda vardena.

Reproducerbarhet

Patientprover och kitstandarder testades i nio
analyskorningar i tva olika kitsatser. Samtliga testades i tre
exemplar vid varje analyskdrning. Den genomsnittliga
variationen for proverna och kitstandarderna mellan de
olika kérningarna redovisas som variation mellan analyser
i tabell 3. Den genomsnittliga variationen for proverna och
kitstandarderna inom varje kdrning redovisas som
variation inom analyser i tabell 3.

TABELL 3
ANALYSREPRODUCERBARHET
Medel Mellan analyser Inom analys
(ng Eq/ml) (% CV) (% CV)

Prov 1 56 5 9

2 13 9 23
Standard 1 4 8 30
P 11 7 15

3 23 5 9

4 32 4 6

5 40 5 6

6 48 4 5

7 59 3 4

Kénslighet

MicroVues EIA for CIC-Raji-cellersattning mater minst
4 ug Eg/ml eller mer ClC-analyt pa basis av jamforelser
med WHO-standarden.

Specificitet

De femtioen (51) kontrollsera som beskrivs i avsnittet
PROV VARDEN testades i MicroVues analys CIC-Raji-
cellersattning. Endast tre av dem var positiva (upprepat
over 15 pug Eq/ml), vilket ger en specificitet pa 94 %.

SUPPORT

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