MICROVUE

Complement

C3a

En enzymimmunoanalys for kvantitering av C3a-fragment
av komplementproteinet C3 i humant plasma, sera, och andra forskningsprover

C3a Enzymimmunoanalys Summariskt

Férberedande av Reagens

O Spad Tvattbuffertkoncentratet i férhallandet 1:20 med
destillerat vatten

Q Spad Provbuffertkoncentratet i férhallandet 1:10 med
destillerat vatten

U Lés upp C3a-Standarden och Kontrollerna i 1 ml av
Provbuffert (Inkubera i hégst 5 minuter)

O Spad Proverna 1:100 med Provbuffert
(10 pI + 990 i)

Forberedande av Standarder (Anvind inom 30 minuter)

Std Std/2 Std/4 Std/s
Std 500 ul — > 500 yl — P 500 ul — > 500 pl
Provbuffert 0 500 pl 500 pl 500 pl

OBS: Blanda omsorgsfullt genom langsam pipettering i
flaskan; virvelblanda inte.

Analysforfarande

Tillsatt 100 ul Provbuffert (tomma), utspatt Standarder,
Kontroller och utspétt Testprowv till brunnar

<

Inkubera i 60 minuter vid en temperatur pa 18-25 °C

Tvattning 3X
med Tvattlésning

Tillsatt 100 pl C3a-Konjugat

<

Inkubera i 60 minuter vid en temperatur pa 18-25 °C

Tvattning 3X
med Tvattiésning

Tillsatt 100 ul Substratlésning

<L

Inkubera i 15 minuter vid en temperatur pa 18-25 °C

<&

Tillsatt 100 pl Stoppldsning

<

Avlas Optisk Densitet vid 450 nm med en hanvisa till som
ar tom av 650 nm. En kurvpassningsekvation med
4-parameterkalibrering, maste anvandas for
att analysera testresultat.

Y = (A-D)/[1+(x/C)®]+D

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

MicroVue C3a-enzymimmunoanalys mater mangden
C3a-desArg i humant serum, EDTA-plasma och andra
forskningsprover.

C3a generereras vid aktivering av komplementsystemet
via den klassiska, lectin, eller alternativa banan.
Anafylatoxin C3a ar i sig sjalv kortlivat och klyvs i serum
snabbt till den mer stabila formen C3a-desArg. Darfor
medger kvantitering av C3a-desArg tillforlitliga slutsatser
om omfattningen av komplementaktiveringen i
testproverna. Av praktiska skal kallas bagge formerna for
C3aidenna text. Komplementaktivering har
dokumenterats vid sadana tillstand som myokardinfarkt,
sepsis och flera olika autoimmunsjukdomar, samt vid
ogynnsamma reaktioner pa biomaterial.

PROCEDURENS PRINCIP

De mikrotitrerremsor som ingar i kitet ar belagda med en
monoklonal antikropp som &r specifik for en neo-isotop
som férekommer pa C3a.

Proven spdds i forhallandet 1:100. 100 pl/brunn av spadda
prover, kontroller och standarder inkuberas i en timme vid
18-25 °C. Under denna inkubering binder C3a i provet till
den monoklonala antikroppen som bildar beldggning pa
plattan.

Efter bortskdljning av ospecifikt bundet material anvands
peroxidaskonjugerat kaninanti-C3a for detektering av det
bundna C3a.

Overskottskonjugat avldgsnas med ett tvittsteg, varefter
mangden C3a i provet kvantifieras med hjalp av
peroxidasreaktionen och en standardkurva.

MEDFOLJANDE REAGENSER OCH MATERIAL

96 analyser for C3a
MicroVue C3a-ElA-kit innehaller foljande:

S C3a-standard Art. A5579 4x1ml
(Frystorkat) Innehaller human plasma med 1100 ng/ml C3a

L Lag kontroll Art. A5580 2x1ml

(Frystorkat) Innehaller human plasma med en C3a-halt pd mindre &n
200 ng/ml

H Hog kontroll Art. A5581 2x1ml
(Frystorkat) Innehaller human plasma med en hég C3a-halt

@ Remsor med beldggning Art. A5577 12st.

12 8-brunnars remsor belagda med monoklonalt, antihumant
mus-C3a
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@ Stopplosning Art. A5586 15ml

Innehaller TN H2504
© 20 X-tvittlosningskoncentrat

Art. A5576 2x20ml
Efter spadning, innehdller 0,001 % ProClin® 300
© Provbuffertkoncentrat  Art. A5584 2x20ml

Efter spadning, innehaller 0,002 % ProClin® 300

© C3a-konjugat Art. A5578 10 ml

Innehaller peroxidaskonjugerat kaninanti-C3a i PBS, och
stabiliserare

© Substratlosning Art. A5585 11 ml
TMB-I6sning, klar for anvandning

ProClin® &@r ett varumérke som tillhér Rohm and Haas Company.
MATERIAL SOM BEHOVS MEN SOM INTE MEDFOLJER

e Timer (60 minuters omfang)

e Réknare eller annan berdkningsmajlighet for
validering av analysen

e Rena, obegagnade mikroanalysplattor och/eller
provrér och rack

e  Behallare for tvattbuffertlosning
Tvattflaska eller annat immunoanalystvattsystem

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

e Rena pipetter, 1 ml,5 mloch 10 ml
Mikropipetter och sterila engangsplast- pipettspetsar

Plattlasare med kapacitet for optiska densiteter pa
mellan 0,0 och 2,0

e Avjoniserat eller destillerat vatten

e Aven om det inte krdvs, rekommenderas en
plattlasare med automatisk blandningskapacitet.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSANVISNINGAR

1. Endast for forskningsbruk (Endast i USA). Inte for
anvandning vid diagnostikforfaranden.

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

3. Kassera behdllare och oanvént innehdll i enlighet med

gallande lagar och bestammelser.

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

5. Forvara analysreagenser enligt anvisningen.

6. Anvand inte remsor med beldggning om det finns hal

pa forpackningen.
7. Baérlampliga skyddsklader, handskar och
dgon/ansiktsskydd vid hantering av detta kit.

8. ProClin 300 anvands som konserveringsmedel.
Tillfallig kontakt med eller fortaring av buffert-
I6sningar eller reagenser med ProClin kan orsaka
irritation pa hud, 6gon och mun. Tilldampa god
laboratoriepraxis for att reducera exponeringen.
Sok lakarhjalp i handelse av symptom.

9. Stoppldsningen innehaller TN H,SO,4. Anvand
skyddsglaségon vid hantering. Undvik kontakt med
ogon, hud och klader. Vid kontakt med I6sningen
maste det utsatta omradet omedelbart skoljas med
vatten.

10. Varje givarenhet som testats vid beredningen av av
denna produkts standarder och kontrollsera har
testats med en av FDA godkdand metod med avseende
pa forekomsten av antikroppar fér humant immun-
bristvirus (HIV1 och HIV2) och hepatit C-virus, liksom
aven for hepatit B-ytantigen och syfilis och befunnits
vara negativ (ej upprepat reaktiv). Eftersom ingen
testmetod helt kan sakerstalla att infektitsa agenser
inte férekommer, sa ska dessa reagenser hanteras pa
biosakerhetsniva 2, enligt rekommendationerna for
potentiellt infektiosa humana serum- eller blodprov i
Centers for Disease Controls/National Institutes of
Healths handbok “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories” 2007.

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

12. Undvik mikrobiell kontaminering eller
korskontaminering av prover eller reagenser.

13. Anvadnd inte en mikroanalysbrunn fér mer an ett test.

14. Dekontaminera alla prover, reagenser och material
genom att bl6tlagga i minst 30 minuter i en 16sning i
forhéllandet 1:10 med kommersiellt blekmedel
(natriumhypoklorit), eller autoklavera vid en
temperatur pa 121 °Ci 30 minuter vid 15 psi.

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

16. TMB-substratet maste skyddas mot ljus vid
forvaring och inkubation. Undvik kontakt med
o6gon hud och klader. Vid kontakt med 16sningen
maste det utsatta omradet omedelbart skéljas med
vatten.

17. Latinte brunnarna torka ut under testforfarandet.

18. Undvik att skrapa eller ber6ra brunnarnas botten vid
uttagning av vatskor ur mikroanalysbrunnarna.

19. Varmeinaktiverade prover kan ge upphov till felaktiga
resultat.

20. Hyperlipemiska eller kontaminerade prover kan leda
till felaktiga resultat.

21. Undvik aerosolbildning vid tvatt genom att anvanda
en apparat som aspirerar tvattvatskan till en fl aska
innehallande ett kommersiellt blekmedel.

22. Ett tvattfl aska eller automatisk fyllningsanordning ska
anvandas for att tvatta plattan (ANALYSFORFARANDE,
steg 4). For basta mojliga resultat ska en fl
erkanalspipett inte anvandas for tvédttningen av
mikroanalysplattan.

FORBEREDANDE AV REAGENS

Alla reagenser och material ska ha en temperatur pa
18-25 °C innan de anvénds.

Nar de reagenser och det material som behdvs tagits till
vara ska oanvdnda reagenser och oanvant material
aterforas till sina repsektive forvaringstemperaturer

(se FORVARING).
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Provbuffert

For att bereda anvandningsklar provbuffert spader man
provbuffertkoncentratet i forhallandet 1:10 med destillerat
vatten. Exempel: tom innehallet i en flaska (20 ml) i en
matcylinder, fyll pa destillerat vatten till 200 ml och blanda
ordentligt genom omrdérning.

Tvattbuffert

Bered anvandningsklar tvattbuffert genom att spada
tvattbuffertkoncentratet i forhallandet 1:20 med
destillerat vatten. Exempel: tom innehallet i en flaska

(20 ml) i en matcylinder, fyll pa destillerat vatten till 400 ml
och blanda ordentligt.

Standarder
Var ytterst noggrann vid beredning av standarderna.

Forvara inte rekonstituerade eller spadda prover.

OBS: Anvanda polypropylene roren for standaren spa
ut stammen.

1. Los upp C3a-standardeni 1 ml av den anvandning-
sklara provbufferten. Blanda omsorgsfullt (genom
langsam pipettering tre ganger upp och ner i flaskan
—virvelblanda inte).

2. Inkuberaihogst fem minuter vid en temperatur pa
18-25 °C.

3. Bered seriella utspadningar av C3a-standarden pa
foljande satt. Satt till 500 ul av C3a-standarden till
500 pl provbuffert och blanda omsorgsfullt (det ger
den Y2-koncentrerade standarden, som kallas for Std/2.)
Satt till 500 pl av Std/2-16sningen till 500 pl provbuffert
och blanda ordentligt (det ger Std/4-16sningen). Satt
till 500 pl av Std/4-16sningen till 500 pl provbuffert och
blanda ordentligt (det ger Std/8-16sningen).

4. Forvara utspadda standarder pa is tills de ska
anvandas. Anvand inom 30 minuter efter
beredningen. Kassera efter anvidndning.

Kontroller

L6s upp kontrollerna i 1 ml anvandningsklar provbuffert.
Blanda forsiktigt och inkubera i hogst 5 minuter.
Kontrollerna ar nu klara for anvandning.

OBS: Efter rekonstituering av kontrollerna ska
alikvoter beredas och frysas vid en temperatur av

-20 °C eller ddarunder for kommande analyskdrningar.
Felaktig hantering av kontrollerna kan gora senare
analyskorningar ogiltiga.

FORVARING

Forvara det odppnade kitet vid en temperatur pa 2-8 °C.
De valda reagenserna, och de material som ska anvandas,
maste uppna en temperatur pd 18-25 °C fére anvandning.
Lagg tillbaka de remsor som inte anvants i
forvaringspasen, aterférslut den och foérvara den vid en
temperatur pa 2-8 °C.

REAGENSERNAS STABILITET

De o6ppnade reagenserna ar stabila fram till det angivna
sista anvandningsdatumet.

Stabilit efter 6ppning
6 manader efter 6ppning vid en temperatur pa 2-8 °C:

© C3a-ElA-mikroanalysplatta

(3] C3a-ElA-tvattlosningskoncentrat (20x)
(4] C3a-ElA-provbuffertkoncentrat

0O C3a-ElA-substrat

Stabilitet efter spadning/rekonstituering
4 veckor vid en temperatur pa 2-8 °C:

© utspadd C3a-ElA-tvittldsningskoncentrat
O utspiadd C3a-ElA-provbuffertkoncentrat

30 minuter vid en temperatur pa 2-8 °C eller i 4 veckor
vid en temperatur pa -20 °C:

L rekonstituerad lag kontroll

H rekonstituerad hog kontroll

INDIKATIONER PA INSTABILITET ELLER
FORSAMRING HOS REAGENSER

Om Ausoeso for den hdgsta standarden ligger under 0,5 kan
eventuellt en eller flera kitkomponenter ha forsamrats.
Om ett 13gt Assosso-varde erhalls ska Quidels tekniska
support eller den lokala distributéren kontaktas.

PROVTAGNING OCH FORVARING

Hantera och kassera alla prover med forsiktighet.

Provtagningen ar av avgorande betydelse. Var noga
med att undvika C3a-generering i provet.

All provhantering ska utféras vid en temperatur pa
2-8 °C for plasma (direkt efter koagulering).

For plasma ska blodprover tas med dinatrium-EDTA som
antikoagulant, samt centrifugeras omedelbart i 15 minuter
med 2000x g vid en temperautr pa 2-8 °C. Hela denna
process maste genomféras omedelbart. Proven ska
antingen beredas och analyseras omedelbart, eller
forvaras pa is i upp till 4 timmar fére analys. Plasma-
alikvoter kan ocksa férvaras vid en temperatur pa -70 °C.
Quidel rekommenderar anvandning av Provstabilisering-
slosning (Quidel art. nr. A9576) for langvarig forvaring av
plasmaprover, eller for férvaring av prover vid varmare
temperaturer dn -70 °C. Korrekt anvandning av denna
produkt — som endast kan erhallas fran Quidel - kraver att
provet spads i forhdllandet 1:1 med l6sningen fore
frysning. Kontakta Quidels tekniska support for
information om provstabiliseringslésningen.

Korrekt provtagning ar viktig for bestdamningen av C3a.
Serumprover ar kansliga for komplementaktivering in vitro
och maste hanteras med varsamhet. EDTA-plasma som
antingen ar nytagen eller som forvarats vid en temperatur
pa -70 °C. Prov som forvarats vid andra temperaturer, utan
provstabiliseringslosning, kan ge upphov till felaktiga
resultat till foljd av komplementaktivering.
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Tina snabbt frysta prover vid 37 °C tills de precis ar
upptinade. Lagg omedelbart upptinade prover pa is

(i hogst fyra timmar) for att undvika komplement-
aktivering fore utspadningen. Lat inte proverna liggaien
temperatur pa 37 °C, eftersom komplement-aktivering da
kan intraff a. Tina inte proverna langsamt i
rumstemperatur eller pa is, eftersom detta kan leda till
C3-aktivering och 6kade C3a-nivaer. Proverna ska
testas sa snart som mojligt efter upptining. Upprepad
infrysning och upptining rekommenderas inte. Om
proverna maste frysas igen, for vidare analys, foreslar
Quindel att proverna delas upp i fl era delar, for att
undvika fl era frysnings- och upptiningscykler.

ANALYSFORFARANDE
Las hela produktbladet innan analysen pabdérjas.

Se REAGENSBEREDNING och VARNINGAR OCH
FORSIKTIGHETSATGARDER.

1. Registrera mikroanalysbrunnspositionerna for den
eller de tomma brunnarna, samtliga testprover,
standarder och kontroller, samt de indikerade
satsnumren fran flasketiketterna. Mark ut ett av
hoérnen pa mikroanalysplattan for orientering. En
rekommenderad layout for mikroanalysplattan ar

denna:
1 2 3 4

A | Provbuffert | Provbuffert Prov 2 Prov 2
B Std/8 Std/8 Prov 3 Prov 3
C Std/4 Std/4 Prov 4 Prov 4
D Std/2 Std/2 Prov 5 Prov 5
E (gssa.sjj) (gssa.sjj) Prov 6 Prov 6
F | Lag kontroll | Lag kontroll Prov 7 Prov 7
G | Hog kontroll | Hog kontroll |  Prov 8 Prov 8
H Prov 1 Prov 1 Prov 9 Prov 9

2. Spad proverna i forhallandet 1:100 genom att tillsatta
10 ul prov till 990 pl provbuffert. Noggrann
pipettering ar viktig for reproducerbara resultat.
En "replikplatteknik” med anvandning av flerkanal-
pipetter rekommenderas for plattladdningen. (OBS:
en del prover kan krava spadning i ett hdgre
forhallande &n 1:100 for att sakerstalla resultat som
faller pa standardkurvan.)

3. Provinkubering: Folj pipetteringslayouten ovan och
pipettera 100 pl vardera av provbuffert (blank),
standarder, kontroller och utspatt testprov (1:100) i de
enskilda brunnarna, och inkubera i 1 timme vid en
temperatur pa 18-25 °C.

4. Tvatt: Tom mikroanalysremsorna och fyll varje brunn
med minst 200 pl anvéndningsklar tvattbuffert. Tom
brunnarna pa nytt efter 1 minut och upprepa sedan
detta tvattsteg ytterligare tva ganger. Avldgsna
Overskottsvdtska genom att knacka remsorna mot
absorberande papper.

5. Konjugatinkubering: Pipettera 100 pl av C3a-
konjugatet i varje brunn och inkubera i 1 timme vid
en temperatur pa 18-25 °C.

6. Tvatt: Tom mikroanalysremsorna och genomfor
tvattstegen enligt steg 4 ovan.

7. Substratinkubering: Pipettera 100 pl
substratlsning i varje brunn och inkubera i
15 minuter.

8. Stoppa reaktionen: Pipettera 100 ul stopplosning i
varje brunn med samma metod som vid tillsatsen av
substratet.

9. Maitningar: Mat absorbansen med en mikroanalys-
plattlasare vid vaglangden 450 nm och en
referensvaglangd pa 650 nm (enkelstralutrustning
kan ocksa anvandas). Brunnarna A1 och A2 fungerar
som BLANK.

OBS: Om ett enskilt provtest har en absorbans
over den for den outspadda C3a-standarden ska
provet spadas ytterligare och sedan testas pa nytt.

10. Kassera aterstaende utspadda prover och kontroller
och begagnade mikroanalysremsor (se VARNINGAR
OCH FORSIKTIGHETSATGARDER).

KVALITETSKONTROLL

Genomfor duplikatbestamningar for buffertblanken (for
bakgrundsbestamning), standarder och lag kontroll for
varje analyskorning. Om bakgrunden ligger vid mindre dn
0,2 Assosso-enheter, och om den mest koncentrerade
standarden ger ett Assoes0-varde pa 6ver 0,5, sa fungerar
C3a-enzymimmunoanalysen som den ska. Om ettdera av
dessa kvalitetskontrollkrav inte uppfylls kan testresultatet
vara ogiltigt. Upprepa i sa fall antingen testet eller
kontakta Quidels tekniska assistans. Utnafér Nordamerika
kontaktas i stallet den lokala distributoren.

RESULTATTOLKNING

Resultatberakning

Anvandning av standardkurvan: Subtrahera den
genomsnittliga provbuffertabsorbansen fran samtliga
Ovriga absorbansvarden. Provbuffertvardet ar noll ng/ml
C3a.

Bered en standardkurva genom att plotta nettoabsorbans-
vardet langs y-axeln, for varje C3a-koncentration som
indikeras pa x-axeln. Ett exempel pa en typisk standard-
kurva aterges i figur 1.

C3a-koncentration i varje okdnt prov kan sedan faststallas
genom avlasning av den koncentration pa x-axeln som
motsvarar absorbansen (y-axelvardet) for varje oként prov.
Vi rekommenderar anvandning av en 4-parameter-
kalibrering (se nedan) fér berakning av provvardena.

Y =(A-D)/ [1+(x/C)®] + D

Alternativt kan berérda data manuellt Idggas in i ett
diagram och vardena (ng/ml) for testproverna ldsas av
direkt fran den standardkurvlinje som passar bast. Ett
exempel pa en typisk standardkurva aterges i figur 1.
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Justering av spadningsfaktorn: Vardetilldelningen for
standarden aterspeglar den antagna provspadningen pa
1:100. Standarden innehaller darfér motsvarigheten till
1100 ng/ml vid kdrning utan spadning (1100 ng Eq/ml).
Prov som analyserats vid den antagna spadningen
(1:100) behover inte justeras med denna spadnings-

faktor. For prover med hogre koncentrationer C3a des-Arg

kan det emellertid bli n6dvandigt att spada i ett hogre
forhallande an 1:100 for att fa varden som ligger pa
standardkurvan. |sa fall maste berakningen justeras for
den ytterligare spadningen. Om provet exempelvis
spaddes i forhallandet 1:500 ska det varde som lases av i
standardkurvan for provet ifrdga multipliceras med 5 for
att fa korrekt resultat.

Representativ standardkurva

Figur 1
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EXEMPELVARDEN

EDTA-plasmaproverna fran 37 provgivare analyserades i
duplikat i MicroVue C3a-enzymimmunoanalys. Foljande
varden observerades:

medel 450 ng/ml
intervall 123 till 2228 ng/ml

TESTPRESTANDA

Granser

LLOQ: Den undre kvantifieringsgransen (LLOQ) for C3a-
analysen ar 34 ng/ml. Vdrdet har faststallts genom seriell
dubbleringsspadning av ett prov fran 1100 ng/ml. Fyra
upprepningar kordes for varje spadning.

Precision

Precision inom korning:

C3aoptisk densitet ~ CV Inom korning'

450/650 nm %
0,195 2,8
0,835 1,5
1,262 2,0

'n =26 upprepningar per prov

Precision mellan korningar:

C3a CV mellan kérningar?
(ng/ml) %

156 23

614 11
Medel: 17

2n = 4 kérningar

Precision mellan operatorer:

C3a CV mellan operatérer?
(ng/ml) (%)

172 3,1

242 7,6

387 7,6

449 2,6

466 8,3

638 1,6
Medel 51

3n = 3 operatorer, 4 upprepningar per prov

SUPPORT

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