MICROVUE

Complement

SC5b-9 Plus

En enzymimmunanalyse til kvantificering af det SC5b-9 kompleks, der findes | humant plasma eller serum

MicroVue™ SC5b-9 Plus EIA Sammendrag

Klargering af Reagens og Preveeksemplar

O Fortynd vaskeoplgsningskoncentrat 1:20 med deioniseret
vand.

O Fortynd Serumprgver 1:40 med pravefortynder
(e.g. 10 yL + 390 pL).

O Fortynd Plasmaprgver 1:10 med pravefortynder
(e.g. 50 L + 450 yL).

Analyseproceduren

Tilsaet ~300 ul vaskeopl@sning til prevebrand

R

Inkuber i 2 minutter ved 15-30°C

B

Fjern veesken fra hver brgnd. (Plet gold)

L

Tilsaet 100 pl komplementpravefortynder (blindpreve), af hver
SC5b-9-standard, kontrol og testprgve til pravebrgnd

Bt

Inkuber i 60 £ 1 minutter ved 15-30°C

Vask 5X med vaskeoplgsning
(Inkuber forst vaske 1 min)

Tilsaet 50 pl SC5b-9 Plus-konjugat

Bt

Inkuber i 30 £ 1 minutter ved 15-30°C

Vask 5X med vaskeoplgsning
(Inkuber forst vaske 1 min)

Tilsaet 100 pl Substratoplasning

Bt

Inkuber i 15 £ 1 minutter ved 15-30°C

<

Tilsaet 100 ul Stopoplgsning
(Bank let pa pladen, s farveudviklingen spredes jaevnt.)

L

Aflaes optisk densitet ved 450 nm
Beregn resultaterne
(y=mx+b)

(i) TILSIGTET ANVENDELSE

MicroVue SC5b-9 Plus enzymimmunanalysen maler den
maengde SC5b-9-kompleks, der er til stede i humane
plasma- eller serumprgver sdvel som i andre biologiske
vaesker eller eksperimentelle prever.

OPSUMMERING OG FORKLARING

Det terminale komplementkompleks (TCC, SC5b-9) er
genereret ved sammenkoblingen af C5 gennem C9 som
folge af aktivering af komplementsystemet ved hjzelp af
enten den klassiske eller alternative pathway.' Membran-
attakkomplekset (MAC), en form af TCC, er et stabilt
kompleks, der medierer den irreversible beskadigelse af
cellemembranen pa malceller, der er knyttet til komple-
mentaktivering."* Komplekser, der er dannet i fraveer af en
malmembran, bindes til naturligt forekommende
regulerende serumproteiner, fx S-protein®’ i C5b-7-stadiet
af sammenkobling af oplaselig, ikke-lytiske TCC.'* | dette
dokument henvises der til alle former for indbyrdes
udskiftelige stabile terminale komplementkomplekser
som TCC og SC5b-9, idet det underforstas, at andre
komplementregulatoriske proteiner, som fx Clusterin,
ogsa danner disse stabile komplekser, og kan detekteres i
SC5b-9 Plus analysen.

MicroVue SC5b-9 Plus-enzymimmunanalysen maler
koncentrationen af TCC, og giver derved en indikation af
status for den terminale komplement pathway i preven.
Den anvender et monoklonalt antistof pa C(-ringen pa
TCC til at fange komplekset. Det indfangede TCC
detekteres efterfalgende med HRP-konjugerede
antistoffer, der bindes til antigener i SC5b-9-komplekset.
Denne test, der leverer en hurtig, hejspecifik og
kvantitativ procedure til maling af TCC-niveauer, er
beregnet til undersggelser af rolle eller status for terminal
komplement pathway- aktivering i talrige forsknings
miljger og til overvagning af genereringen af SC5b-9-
komplekser in vivo eller in vitro.

TCC-niveauer er indikative for niveauet af komplement-
aktivering i preven. Hgje niveauer af komplement-
aktivering er blevet pavist i adskillige sygdomstilstande,
herunder systemisk lupus erythematosus (SLE) og andre
autoimmune sygdomme, rheumatoid arthritis, akut
respiratorisk distress, samt ved inflammatoriske
sygdomme sasom myokardieinfarkt og slagtilfeelde.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue SC5b-9 Plus-enzymimmunanalysen til
kvantificering af SC5b-9 i humane serum-, plasma- eller
eksperimentelle praver er en tretrins procedure, der
anvender (1) en mikroanalyseplade, som er coatet med et
monoklonalt muse-antistof, der bindes specifikt til C9-
ringen pa SC5b-9, (2) HRP-konjugerede antistoffer mod
antigener i SC5b-9 og (3) et kromogent substrat.
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| det fgrste trin tilsaettes standarder, kontroller og
testprever til mikrobrende, der er preecoatede med et
anti-SC5b-9 specifikt monoklonalt antistof. SC5b-9 i
standarder, kontroller eller prgver vil bindes til det
immobiliserede anti-SC5b-9. Efter inkubering fjerner en
vaskecyklus ikke-bundet materiale. TCC's konstituerende
proteiner, inklusive C9, bindes ikke til dette antistof og
vaskes vaek under vaskecyklussen.

| det andet trin tilseettes peberrods-peroxydase (HRP) -
konjugerede antistoffer mod antigener i SC5b-9 til hver
prevebrend. De enzymkonjugerede antistoffer bindes til
SC5b-9, som blev fanget af det monoklonale anti-SC45b-9
bundet pa overfladen af mikrobrendene. Efter inkubering
fijernes ubundet konjugat ved en vaskecyklus.

| det tredje trin tilseettes et kromogent enzymsubstrat til
hver mikrobrgnd. Det bundne HRP-konjugat reagerer
med substratet, sa der dannes en bla farve. Efter
inkubering tilsaettes et reagens for at standse
farveudviklingen, hvilket farer til gul farve. Absorptionen
(A4so veerdierne) for standard, kontrol og testprever males
med et spektrofotometer. Farveintensiteten pa
reaktionsblandingen er proportional med
koncentrationen af SC4b-9 (TCC) i testpraver, standarder
og kontroller.

LEVEREDE MATERIALER OG REAGENSER

96 analyser for SC5b-9-kompleks
MicroVue SC5b-9 Plus EIA Kit indeholder falgende:

A

B sc5b-9- Plus Standarder: Del A9958-62 5x1,5ml
C Indeholder humant serum indeholdende kendte mangder SC5b-9
D i PBS, proteinstabilisatorer, konserveringsstoffer

H Hgje/lave Kontroller Del A9581, A9582 2X1,5ml
Indeholder humant plasma med et hgjt/lavt niveau af SC5b-9
komplekser, konserveringsstoffer

@ Coatede strips Del A3840 12 stk.
Ottebrgnds strips coatet med et muse monoklonalt antistof, der
er specifikt for humant SC5b-9 i en foliepose med genluk

@ Stopoplgsning Del 4978 12ml
Indeholder 2N H,S0,4

© 20X vaskeoplgsningskoncentrat
Del A9957 2x50ml
Indeholder fosfatbufferjusteret saltvand (PBS), 0,05 % Tween-20°
og Proclin® 300

Prgvefortynder Del A3670 50 ml
Indeholder PBS, 0,05 % Tween-20 proteinstabilisatorer,
0,035 % Proclin 300

© TMB substrat Del A9946 12ml
Peroxidsubstrat, klart til brug, og 3,3',5,5"-tetramethylbenziden (TMB)

@ 5C5b-9 Plus-konjugat Del A9577 7ml
Indeholder peberrodsperoxydasekonjugerede (gede) antistoffer
mod antigener i SC5b-9

Tween-20° er et registreret varemaerke tilhgrende ICl Americas Inc.
ProClin® er et registreret varemzerke tilhgrende Rohm and Haas Company.

N@DVENDIGE, IKKE LEVEREDE MATERIALER
e Timer (60 minutter)

e Regnemaskine eller andet beregningsudstyr til
validering af analysen

e Rene, ubrugte mikroplader og/eller testrgr og -stativer

e Beholder til vaskebufferfortynding

e Vaskeflaske eller andet vaskesystem til immunanalyse

e Justerbar multikanalspipette (8 eller 12 kanaler) eller
repeat-mikropipetter (valgfri)

e Rene pipetter, 1 ml,5mlog 10 ml

e Mikropipetter og pipettespidser

e Pladelaeser til optiske densitetsaflaesninger mellem
0,009 2,0

e Demineraliseret eller destilleret vand

e Selvom det ikke er pakraevet, anbefales det at anvende
en pladelaeser med automixfunktion.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

1. Kun til in-vitro diagnostisk anvendelse.

2. Prgverne skal behandles som potentielt biologisk
risikomateriale. Fglg geeldende retningslinier for
omgang med biologisk risikomateriale ved handtering
af dette kit og alle patientpraver.

3. Beholdere og ikke anvendt indhold bortskaffes i
overensstemmelse med de nationale, regionale og
lokale bestemmelser.

4. Brug de leverede reagenser som en integreret enhed,
inden udlgbsdatoen pa pakningens etiket.

5. Opbevar analysereagenserne som anvist.

Brug ikke coatede strips, hvis posen er punkteret.

7. ProClin® 300 anvendes som konserveringsmiddel.
Tilfzeldig kontakt med eller indtagelse af buffer
indeholdende ProClin, kan medfgre irritation af hud,
gjne eller mund. Anvend god laboratoriepraksis sa
risiko for udsaettelse nedsaettes. Seg laege, hvis der
opleves symptomer.

8. Stopoplgsningen for denne produktanalyse er
2N H,SO.. Undga kontakt med gjne, hud og
beklaedning. Hvis der opstar kontakt, skal det
pageeldende omrade gjeblikkeligt skylles med vand.

9. Hver donorenhed, der er anvendt i fremstillingen af
standarder og kontrolsera i dette produkt, er testet
med en FDA-godkendt metode for antistof mod
humant immundefekt virus (HIV1 og HIV2) og mod
hepatitis C virus samt for hepatitis B overfladeantigen.
Eftersom ingen testmetode kan give fuldstaendig
garanti for fraveer af smittefarlige stoffer, skal disse
reagenser behandles efter biosikkerhedsniveau 2 som
anbefalet for alle potentielt smittefarlige humane
serum- eller blodprgver i Centers for Disease
Control/National Institutes of Health's vejledning
“Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories”, 2007.

10. Der skal baeres nitril- eller latexhandsker og gjenvaern
ved hdndtering af de kemiske og/eller biologiske
komponenter i dette kit.

11. Korrekt indsamling og opbevaring af testproverne er

vigtig for at opna ngjagtige resultater (se INDSAMLING
OG OPBEVARING AF PROVER).
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12. Undga mikrobiel eller krydskontaminering af praver
eller reagenser.

13. Mikrobrendene ma ikke anvendes til mere end én test.

14. Dekontaminer alle praver, reagenser og materialer ved
at gennemvaede i mindst 30 minutterien 1:10
oplasning af husholdningsblegemiddel (natrium-
hypoklorit) eller autoklavere ved 121 °Ci 30 minutter
ved 15 psi.

15. Anvendelse af andre inkuberingstider og -
temperaturer end dem, der er anfort i afsnittet
Procedure, kan medfgre fejlagtige resultater.

16. TMB-substratet skal beskyttes mod lys under
opbevaring og inkubering. Undga kontakt med gjne,
hud og bekleedning. Hvis der opstar kontakt, skal det
pageeldende omrade gjeblikkeligt skylles med vand.

17. Mikrobrgndene ma ikke terre, ndr analysen er begyndt.

18. Undga at skrabe eller bergre brandenes bund, nar
vaesken fjernes fra mikrobrendene.

19. Varmeinaktiverede praver kan give fejlagtige
resultater.

20. Hyperlipaemiske eller kontaminerede prover kan give
fejlagtige resultater.

21. For at undga aerosoldannelse under vaskeprocessen,
skal der bruges et instrument til at aspirere
vaskeoplgsningen ned i en flaske med blegemiddel til
husholdningsbrug.

22. En vaskeflaske eller et automatisk fyldningsudstyr skal
bruges til vask af pladen (ANALYSEPROCEDUREN,
Trin 8). Brug, for at fa de bedste resultater, ikke en
multikanalpipette til vask af mikroanalysepladen.

KLARGORING AF REAGENS

Lad alle reagenser og materialer antage 15-30°C for brug.

Efter at de ngdvendige reagenser og materialer er taget
fra, stilles de reagenser, der ikke skal anvendes, omgaende
tilbage til deres opbevaringstemperaturer (Se
OPBEVARING)

Standarder og kontroller kraever ikke fortynding eller
klarggring inden anvendelse.

Vaskeoplgsning

Bland 20X vaskeopl@sningskoncentratet ved at vende
flasken pa hovedet adskillige gange. Hvis 20X vaske-
oplgsningskoncentratet er blevet opbevaret ved 2-8 °C,
kan der veere dannet krystaller. Krystallerne oplases ved at
opvarme flasken i vandbad ved 37-50 °C, indtil alle
krystallerne er oplast, hvorefter der blandes godt.
Vaskeoplgsningen tilberedes ved fortynding af hele
indholdet af én af flaskerne med 20X vaskeoplasnings-
koncentrat op til én liter med destilleret eller deioniseret
vand. Blandes grundigt. Vaskeopl@sningen er holdbar i
30 dage ved opbevaring i en ren beholder ved 2-8 °C. Hvis
der forekommer misfarvning eller uklarhed, skal reagenset
kasseres.

Valg af mikroanalysestrips

Bestem, hvor mange brende der er ngdvendige til
analysen. Det anbefales, at blindprgvebrgnde, kontroller
og standarder testes i duplikat. Fjern stripholderen fra den
samlede plade. Fjern de strips, der ikke skal bruges, og
leeg dem i opbevaringsposen, som forsegles og opbevares
ved 2-8 °C. Fastger de strips, der skal bruges i analysen.

Prgvefortynding

Forsigtig: Behandl alle prgver som potentielt farlige og i
overensstemmelse med gaeldende retningslinjer. Brug
ikke varmeinaktiverede, kontaminerede eller ukorrekt
opbevarede prgver.

Bemaerk: Se Prgveudtagning og opbevaring for vigtige
bemaerkninger om velegnede metoder til at opte frosne
prover. Korrekt handtering af proverne er yderst vigtigt
for opnaelse af ngjagtige resultater.

Quidel anbefaler, at normale plasmaprgver fortyndes 1:10
i den medfelgende provefortynder. Serumprgver skal
fortyndes 1:40. En fortynding pa 1:200 eller hgjere kan
vaere pakraevet til en preve med hgje vaerdier af SC5b-9.
Prever skal fortyndes, sa at fundne Asso-veerdier er over
LLOQ og ikke overstiger Asso—vaerdien for SC5b-9 Plus kit
standard E. Prever med Asso-afleesninger uden for dette
omrade, ber genanalyseres ved en ny fortynding.

Bestem antallet (N) af praver der skal analyseres. Afmaerk
testrgrene fra nr. 1 til og med nr. N med etiketter, og noter
hvilke praver, der svarer til de enkelte rgr. Fremstil en
passende fortynding (se foregdende afsnit) af hver prove
ved hjzelp af provefortynder. Bland godt, men undga at
der dannes skum eller luftbobler. Fortyndede prgver ma
ikke genbruges eller gemmes.

Tilseetning af fortyndede praver til mikrotiterbrendene
De fortyndede prgver, standarder, kontroller og buffer kan
tilsaettes til brendene pa to mader (se trin 6 i ANALYSE-
PROCEDUREN). Ved sma analysekearsler, hvor kun fa prever
skal analyseres, kan de fortyndede prever og andre
reagenser tilsaettes direkte til de tildelte brande med en
mikropipette (100 pl/brend). Ved sma og store kersler,
men isaer store kersler, anbefales det at bruge en
mulitkanalspipette ved tilseetning af prever som falger.
(Hvis det @nskes, kan denne procedure ogsa anvendes til
at lette tilsaetningen af konjugat, substrat og
stopoplgsning).

For at standarder, kontroller, og fortyndede praver kan
tilsaettes til mikrobrendene sa hurtigt som muligt, kan
dette foretages ved en replika-udpladningsteknik. | stedet
for at tilsaette 100 pl fra hver standard, kontrol eller
fortyndet prove til de enkelte antistof-coatede brgnde,
kan 120-130 pl fra hver oplasning tilseettes de individuelle
brande pa en blindplade (ikke vedlagt), der svarer til det
gnskede endelige EIA-mgnster. Efter at alle oplgsningerne
er tilsat mikrobrgndene pa blindpladen, skal 100 pl hurtigt
overfgres fra hver blindprgvebrgnd til de antistof-coatede
brande med en multikanalpipette. For at undgd mulig
krydskontaminering skal pipettespidserne skiftes, hver
gang der overfgres prever med en anden
sammensaetning.

OPBEVARING

Opbevar det uabnede kit ved 2-8 °C.
/kvilibrer reagenser og materialer til 15-30 °C for brug.

Anbring alle ubrugte mikroanalysestrips i
opbevaringsposen, luk posen til og opbevar ved 2-8 °C.
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PROVEUDTAGNING- OG OPBEVARING

Handtering og bortskaffelse af alle praver skal forega i
overensstemmelse med geeldende retningslinier.

Korrekt udtagning, behandling og opbevaring af preverne
er vigtig, da SC5b-9 kan genereres ved ukorrekt
handtering af praverne gennem kunstig
komplementaktivering.

Veerdier for normale serumpraver vil typisk veere hgjere
end de vardier, der opnas med normale EDTA- eller
citratplasmaprever. Niveauerne for SC5b-9 i EDTA- eller
citratplasma repraesenterer maske derfor in vivo-
koncentrationerne mere pracist.

Serum eller EDTA- eller citratplasmaprgver skal tages
aseptisk ved hjaelp af standardteknikker. Prgverne skal
analyseres straks eller opbevares ved 4 °C eller pa is i hgjst
fire timer, for de analyseres.

Hvis preven ikke kan analyseres inden for fire timer under
de ovenfor beskrevne retningslinjer, skal prgven fryses ved
-70°C eller lavere.

En Provestabiliserende Oplgsning (Varenr. A9576) kan
0gsa bruges til at tilberede humane serum- og
plasmapraver til opbevaring. Korrekt brug af dette
produkt, der kun fas fra Quidel, kraever, at praven blandes
1:1 med oplesningen inden frysning. Yderligere teknisk
information om oplasningen fas ved henvendelse.

Opto frosne prever hurtigt ved 37 °C, indtil de er lige
optoede. Overfor straks de opteede prover til is (i ikke
leengere end fire timer) for at forhindre komplement-
aktivering inden fortynding. Preverne ma ikke efterlades
ved 37 °C, da det kan fare til komplementaktivering.
Praverne ma ikke optas ved stuetemperatur eller 4 °C, da
det kan fore til komplementaktivering.

Prover skal analyseres hurtigst muligt efter optegning
Gentagen frysning og optening anbefales ikke. Hvis
prover skal fryses igen for yderligere analyse, forselar
Quidel at fryse flere afmate portioner for at forhindre flere
frysnings- /opteningscykler.

ANALYSEPROCEDUREN

Laes hele indlaegssedlen inden analysen startes.

Se FREMSTILLING AF REAGENS og ADVARSLER OG
FORHOLDSREGLER.

1. Notér positionen for de mikrobragnde, der svarer til
blindpravebrgndene, alle praver, standarder og
kontroller, savel som de anfgrte lot-numre fra
haetteglasetiketterne. Afmaerk et af hjgrnerne pa
mikropladen til orientering.

2. Klarger mikrostrips til analysen som felger:

a. Rehydrér mikrobrgndene ved at tilseaette ca. 300 pl
vaskeoplgsning til hver brand med en vaskeflaske
eller et automatisk pafyldningsudstyr.

b. Inkuber ved 15-30 °Ci to minutter.

Fjern vaesken fra hver brend.

d. Vend pladen om og laeg den ovenpa treekpapir, idet
der bankes pa den, sa evt. tilbagebleven vaeske
fijernes. Gentag denne proces to gange.

3. Veelg én eller flere brende til at fungere som
blindpreve. Tilseet 100 ul provefortynder til de brende,
der vil blive brugt som blindpraver i pladelaeseren.

n

11.

12.

13.

14.

15.

Tilsaet 100 pl af hver SC5b-9-standard (A, B, C, D, E) til
duplikatbrendene. Bemaerk: Standarderne er
allerede fortyndede og er klar til brug.

Tilseet 100 pl af bade SC5b-9 hgj kontrol og SC5b-9 lav
kontrol til duplikatbrgnde. Bemeerk: Kontrollerne er
allerede fortyndede og er klar til brug.

Tilseet 100 pl af hver fortyndet preve til dens tildelte
mikrobrgnd. (Se REAGENSFREMSTILLING,
Pravefortynding).

Inkuber ved 15-30 °Ci 60 + 1 minutter.

. Vask mikrobrgndene som felger:

a. Efterinkuberingen ved trin 7 (eller i trin
10 nedenfor) fjernes vaesken fra hver brgnd.

b. Tilseet ca. 300 pl vaskeopl@sning til hver brand med
en vaskeflaske eller et automatisk
pafyldningsudstyr.

Inkuber brgndene i T minut ved 15-30 °C.

Fjern vaesken fra hver brgnd.

Tilsaet ca. 300 pl vaskeoplgsning til hver brgnd.
Fjern vaesken fra hver brgnd.

Gentag trin e-f yderligere tre gange.

Efter den femte vaskecyklus vendes pladen om og
laegges ovenpa traekpapir, idet der bankes
gentagne gange, sa tilbagebleven vaeske fjernes.
Med en multikanal- eller repeatpipette dispenseres
50 pl SC5b-9-konjugat ned i hver vasket prgvebrgnd,
inkl. brend(e) beregnet til blindprave(r).

s@ ™o on

. Inkuber mikroanalysestrips ved 15-30 °C i

30 £ 1 minutter. Fremstil substratopl@sningen under
denne inkubering (se FREMSTILLING AF REAGENS).

Vask mikrobrgndene efter de 30 minutters inkubering
(trin 10) som beskrevet i ANALYSEPROCEDUREN, trin 8.

Straks efter vaskeproceduren dispenseres 100 pl
substratoplgsning ned i hver brgnd, inkl. Blindprgve-
brendene.

Inkuber mikroanalysestrips ved 15-30 °C i

15 (+ 1) minutter.

Tilseet 100 pl stopoplgsning til hver brend, sa den
enzymatiske reaktion standses. Stopoplasningen skal
tilseettes brendene i samme raekkefelge og ved samme
hastighed som substratoplgsningen. Bank let pa
pladen, sa farveudviklingen spredes jeevnt. Bemeerk:
Der kan opnas optimale resultater, hvis
pladelaeserens automixfunktion (hvis tilgeengelig)
anvendes lige inden afleesning af pladen.

Bestem absorptionsafleesningen ved 450 nm (Agso-
veerdi) for hver brgnd inden for 30 minutter efter
tilseetning af stopopl@sning (trin 14), idet der foretages
de nedvendige blindpravekorrigeringer.

. Bestem koncentrationen af praver og kontroller ud fra

standardkurven.

. Bortskaf de resterende fortyndede prgver og de brugte

mikroanalysestrips (se ADVARSLER OG
FORHOLDSREGLER).
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KVALITETSKONTROL

God laboratorieskik anbefaler brug af kontroller for at
sikre, at analysen fungerer korrekt. Hvert SC5b-9 Plus kit
indeholder hgje og lave kontroller, der kan bruges til dette
formal. Kontrolomraderne er givet. Kontrolveerdierne er
beregnet til at bekraefte validiteten af kurven og
proveresultaterne. Hvert laboratorium ber etablere sine
egne parametre for acceptable analysegraenser. Hvis
kontrolvzerdierne IKKE falder indenfor det pagaeldende
laboratoriums acceptgraenser, bgr analyseresultaterne
betragtes som suspekte, og preverne analyseres igen.
Desuden kraever indlaegssedlen, at den standardkurve, der
er genereret med kittets standarder, opfylder strenge
valideringskrav. Hvis analysen ikke opfylder disse krav,
skal den gentages eller Quidel teknisk assistance
kontaktes.

Analysecertifikatet i dette kit er lotspecifikt og skal
anvendes til at bekrzefte, at resultater opnaet i laboratoriet
svarer til dem, der er opnaet hos Quidel Corporation. De
opgivne optiske densitetsvaerdier skal kun opfattes som
vejledende.

FORTOLKNING AF RESULTATER

Beregning af resultater

Brug af standardkurven: Standardkurven for SC5b-9 Plus
EIA genereres ved at bruge Asso —veerdierne med
blindvaerdierne fratrukket for hver standard (pa y-aksen)
og den tildelte koncentration for hver standard (pa x-
aksen). Efter linezer regression skal den generede
standardkurve opfylde valideringskravene (se nedenfor).
De fleste computere og regnemaskiner er i stand til at
udfere disse beregninger.

Data kan ogsa indtegnes manuelt i diagrammet, hvoraf
veerdierne (ng/ml) fra analyseprgverne kan aflaeses ud fra
standardkurvens best-fit-linie. Et eksempel pa en typisk
standardkurve er vist i Figur 1.

Repraesentativ standardkurve

FIGUR 1
y = 0.0089x — 0.007, r = 1.00
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Koncentration (ng/ml)

Prove Asso ng/ml
Standard A 0 0
Standard B 0,079 10
Standard C 0,347 40
Standard D 0,975 110
Standard E 1,512 170

Beregning af aktuel SC5b-9-koncentration i prover:

Den anferte koncentration pa standard- og kontrol-
haetteglas er absolutte enheder for SC5b-9-kompleks.
Koncentrationen af SC5b-9 i en prgve bestemmes ved at
multiplicere den bestemte koncentration med den
relevante prevefortyndingsfaktor. Hvis for eksempel en
EDTA-plasmaprgve fortyndes 1:10 til analysen, og den
lineaere regressionskurve giver en koncentration pa 20 ng
SC5b-9/ml, sa vil koncentrationen af SC5b-9 i praven veaere
200 ng SC5b-9/ml (eller 20 x 10).

For at opna nojagtige bestemmelser af SC5b-9-koncen-
trationen for testprover, der frembringer Asso-veerdier
storre end den for SC5b-9 Standard E (eller som
frembringer Assp-veerdier mindre endLLOQ), skal prgverne
genanalyseres ved en anden fortynding, sa deres nye Asso-
veerdier ligger inden for disse graenser. Hver gang en
analyse gentages, skal SC5b-9 standarderne og
kontrollerne ogsa testes.

Validering

Bestem haldningen, skaeringspunktet og korrelations-
koefficienten pa den udledte best-fit-linie for SC5b-9 A-,
B-, C, D- og E-standarder. Vaerdierne skal ligge inden for
de specificerede omrader, for at analysen kan kvalificeres.

Korrelationskoefficient (r): > 0,95
haeldning (m): 0,0039 a 0,0123
y-skaeringspunkt (b): (-) 0,189 a (+) 0,201

Se haetteglassenes etiketter vedrgrende det acceptable
SC5b-9 koncentrationsomrade for de lave og hgje
kontroller.

BEGRANSNINGER

MicroVue SC5b-9 Plus enzymimmunanalyse har veeret
brugt til analyse af prgver indsamlet som serum eller som
plasma i EDTA og citrat. Andre antikoagulanter er ikke er
blevet testet.

TESTENS EFFEKTIVITET

Graenser

LOD: Detektionsgraensen (LOD) for SC5b-9 Plus-analysen
er 3,7 ng/ml, bestemt ved den gvre 3SD-graense i en
standardundersggelse med en standard pa nul.

LLOQ: Den nedre graense for kvantitering (LLOQ) for
SC5b-9-analysen er 8,8 ng/ml, den laveste koncentration
pa standardkurven, der opfylder NCCLS-kriterierne for
ngjagtighed og praecision.

Interfererende substanser

Falgende stoffer er testet i de angivne koncentrationer og
gav ikke anledning til interferens i SC5b-9 Plus testen:

Prove Concentration
Hemoglobin 40 mg/dL
Triclycerides 500 mg/dL
Li + Heparin 3000 mg/dL
Na + Heparin 14 U/mL
Bilirubin 14 U/mL
C9 Protein 180 mg/L
Albumin 6000 mg/dL
Glucose 1200 mg/dL
Cholesterol 500 mg/dL
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Praecision

Praecision under karsel og mellem kearsler blev bestemt
ved analyse af 20 replikater af 2 plasmaprever og
2 serumprgver i 10 forskellige karsler.

SC5b-9 Under korsel'  Mellem kersler?

Prgver

(ng/mL) C.V. (%) C.V. (%)
139,0 6,8 13,1
Plasma
462,9 1,9 52
803,6 2,8 10,4
Serum
1410,6 1,6 5,0

'n =20 replicater 2n =10 kersler

Linearitet

Linearitet blev udfert ved at blande en hgj plasmaprove
med en lav plasmaprave i forskellige forhold for at

danne intermediaere analytniveauer. Den gennemsnitlige
genvinding var 94 % med et absolut omrade pa

86 - 104 %.

ASSISTANCE

For serviceydelser uden for USA kontaktes den lokale
distributgr. Yderligere information om Quidel, vores
produkter og vore distributerer kan findes pa

www.quidel.com.

REFERENCER

1. Miiller-Eberhard, H.J., The Membrane Attack Complex,
Springer Seminars in Immunopathology, Vol. 7, p.93,
1984,

2. Lachmann, P.J. and Thompson, R.A., Reactive lysis: The
complement-mediated lysis of unsensitized cells. II.
The characterization of activated reactor as C56 and
the participation of C8 and C9. J. Exp. Med., Vol. 131,
p.643, 1970.

3. Gotze, O., and Miller-Eberhard, H.J., Lysis of
erythrocytes by complement in the absence of
antibody. J. Exp. Med., Vol. 132, p.898, 1970.

4. Kolb, W.P., Haxby, J.A., Arroyave, C.M., and Miiller-
Eberhard, H .J., Molecular analysis of the membrane
attack mechanism of complement. J. Exp. Med., Vol.
135, p.549, 1972.

5. Kolb, W.P., and Muller-Eberhard, H.J., The membrane
attack mechanism of complement. Isolation and
subunit composition of the C5b-9 complex, J. Exp.
Med., Vol. 141, p.724, 1975.

6. Podack, E.R., Kolb, W.P., and Muller-Eberhard, H.J., The
C5b-6 complex: formation, isolation, and inhibition of
its activity by lipoprotein and the S-protein of human
serum. J. Immunol., Vol. 120, p.1841, 1978.

7. Podack, E.R. and Mdller-Eberhard, H.J., Isolation of
human S-protein, of an inhibitor of the membrane
attack complex of complement. J. Biol. Chem., Vol. 254,
p.9808, 1979.

GLASSET

d_li] Se brugsanvisninger CDROM

CDROM|

@ Tilsigtet Anvendelse

[REF a029 - [MLICROVUE scsb-9 Plus EIA Kit

Complement

ol QUIDEL

CORPORATION

RESEARCH TO RaPiDS™

Quidel Corporation | 10165 McKellar Court
San Diego, CA 92121 USA | www.quidel.com

CE

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover, Germany

0980DA02 (2009/01)



	OPSUMMERING OG FORKLARING
	PROCEDURENS PRINCIP
	LEVEREDE MATERIALER OG REAGENSER
	ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
	KLARGØRING AF REAGENS
	Vaskeopløsning
	Valg af mikroanalysestrips
	Prøvefortynding

	OPBEVARING
	PRØVEUDTAGNING- OG OPBEVARING
	ANALYSEPROCEDUREN
	KVALITETSKONTROL
	FORTOLKNING AF RESULTATER
	Beregning af resultater
	Validering

	BEGRÆNSNINGER
	TESTENS EFFEKTIVITET
	Grænser
	Interfererende substanser
	Præcision
	Linearitet

	ASSISTANCE
	REFERENCER
	GLASSET

