MICROVUE

Complement

SC5b-9 Plus

En enzymimmunoanalys for kvantitetering av SC5b-9 komplex i humant serum eller plasma

MicroVue™ SC5b-9 Plus EIA

Reagent och Prov Forberedelse

O Spad tvattlésningskoncentrat 1:20 med avjoniserat vatten.

O Spad Serumprover 1:40 med det medfdljande
provspadningsmedelt (e.g. 10 pL + 390 pL).

O Spad Plasmaprover 1:10 med det medféljande
provspadningsmedelt (e.g. 50 pL + 450 pL).

Analysforfarande

Tillsatt ~300 pL provspadningsmedel till analysbrunnarna

L

Inkubera i 2 minuter vid en temperatur pa 15-30 °C

L

Avlagsna vatskan ur varje brunn. (Blackflack torka)

L

Tillsatt 100 pL provspadningsmedel (tomma), av varje SC5b-9-
standard, kontroll och testprov till brunnar

L

Inkubera i 60 * 1 minuter vid en temperatur pa 15-30 °C

Tvattning 5X med tvattlésning
(Inkubera forsta tvattning 1 min)

Tillsatt 50 pL SC5b-9 Plus-konjugat

y

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

Tvattning 5X med tvattlésning
(Inkubera forsta tvattning 1 min)

Tillsatt 100 yL Substrat

y

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

L

Tillsatt 100 uL Stopplésning
(Knacka latt pa plattan for att sprida fargutvecklingen jamnt)

B

Avlas Optisk Densitet vid 450 nm
Berakna resultat
(y =mx +b)

(iu) AVSEDD ANVANDNING

MicroVues SC5b-9-enzymimmunoanalys Plus mater
mangden SC5b-9-komplex i humana plasma- eller
serumprover, liksom ocksa i andra biologiska vatskor och
experimentprover.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Terminalkomplementkomplexet (TCC, SC5b-9) genereras
genom ansamling av C5 till och med C9 som en foljd av
aktivering av komplementsystemet via antingen den
klassiska, lectin, eller den alternativa banan.’
Membranattackkomplexet (MAC), en form av TCC, ar ett
stabilt komplex som formedlar den irreversibla skada pa
mallscellsmembranet som sammanhanger med
komplementaktivering.”* Komplex som bildas i franvaro
av ett malmembran binder till naturligt féorekommande
reglerande serumprotein —, dvs S-proteinet,>” i C5b-7-
samlingssteget och skapar. en [0slig, icke-lytisk TCC.'?

| detta dokument kallar vi alla former av stabilt
terminalkomplementkomplex for TCC och SC5b-9, och vi
ar medvetna om att dven andra komplementreglerande
protein, sdsom Clusterin, ocksa skapar dessa stabila
komplement och kan sparas i SC5b-9- och Plus-analysen.

MicroVue enzymimmunoanalys SC5b-9 Plus mater
koncentrationen av TCC vilket ger en indikation pa status
for den terminala komplementbanan i provet. Den
anvander en monoklonal antikropp till TCCs C9-ring for att
fanga komplexet. Det TCC som fangats in detekteras
sedan med HRP-konjugerade antikroppar som binder till
antigener i SC5b-9-komplexet. Detta test, som utgor ett
snabbt, ytterst specifikt och kvantitativt forfarande for
matning av TCC-halter, har utformats fér undersékningar
som studerar roll eller status for aktivering av terminal
komplementbana i manga olika forskningssammanhang,
liksom for 6vervakning av genereringen av SC5b-9-
komplex in vivo eller in vitro.

TCC-halter indikerar halten av komplementaktivering i
provet. Hoga halter av komplementaktivering har
pavisats i en mangd olika sjukdomstillstand inklusive
systemisk lupus erytematos (SLE) och andra autoimmuna
sjukdomar, reumatoid artrit, akut respiratoriskt tillstand
och under inflammatoriska sjukdomar som hjartinfarkt
och stroke.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVues enzymimmunoanalys fér SC5b-9 Plus, for
kvantitering av SC5b-9 i humant serum eller plasma, eller i
experimentprover, utgor ett trestegsforfarande som
anvander sig av (1) en mikroanalysplatta belagd med en
monoklonal musantikropp som binder specifikt till SC5b-9
C9-ringen, (2) en HRP-konjugerad getantihuman-SC5b-9,
samt (3) ett kromogent substrat.
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| det forsta steget tillsatts standarder, kontroller och
testprover till mikroanalysbrunnar som forbelagts med en
anti-SC5b-specifik monoklonal antikropp. SC5b-9 i
standarderna, kontrollerna eller proverna binder till det
immobiliserade anti-SC5b-9:et. Efter inkuberingen
avldgsnar en tvattcykel obundet material. Konstituent
TCC-protein, inklusive C9, binder inte till denna antikropp
och férsvinner under tvéttcykeln.

Under det andra skedet tillsdtter man pepparrotsperoxi-
daskonjugerade (HRP) antikroppar for antigener pa
SC5b-9 till varje testbrunn. De enzymkonjugerade
antikropparna binder till SC5b-9 som fangades in av det
monoklonala anti-SC5b-9 som bundits till ytan pa
mikroanalysbrunnarna. Efter inkuberingen avldgsnar en
tvattcykel obundet konjugat.

Under det tredje steget tillsatts ett kromatogent
enzymsubstrat till varje mikroanalysbrunn. Det bundna
HRP-konjugatet reagerar med substratet sd att en bla farg
bildas. Efter inkubation tillsatts en reagens for att stoppa
fargutvecklingen, vilket ger en gul farg. Standardens,
kontrollens och testprovets absorbanser (Asso-varden)
mats spektrofotometriskt. Reaktionsblandningens
fargintensitet ar proportionell mot koncentrationen
SC5b-9 (TCQ) i testproverna, standarderna och
kontrollerna.

MEDFOLJANDE REAGENSER OCH MATERIAL

96 analyser for SC5b-9-komplex
ElIA-kit MicroVue SC5b-9 Plus innehaller foljande:

A

B SC5b-9-Plus standarder:  Art. A9958-62 5x1,5ml
C Innehéller humant serum som innehéller kinda mangder SC5b-9 i
D PBS, proteinstabilisatorer och konserveringsmedel

H Hoga/Laga kontroller Art. A9581,A9582 2X1,5ml
L !nnehéller human plasma med en hég/lag niva SC5b-9-komplex
och konserveringsmedel

@ Remsor med belidggning Art.A3840 12avvardera
8-brunnsremsor belagda med antiklonala musantikroppar som ar
specifika for humant SCb-9 i aterforslutbar foliepase

Stoppl6sning Art. 4978 12ml
Innehaller 2N H,SO,
© 20X-tvittldsningskoncentrat Art. A9957 2x50ml

Innehaller fosfatbuffrad saltlésning, 0,05-procentig Tween-20°och
Proclin® 300

Provspadningsmedel Art. A3670 50 ml
Innehaller PBS, 0,05 % Tween-20 stabiliserare, 0,035 % ProClin 300
TMB substrat Art. A9946 12ml

Peroxidsubstrat som ar klart for anvandning och 3,3,5,5'-TMB
(tetrametylbensyden)

SC5b-9 Plus-konjugat Art. A9577 7ml
Innehaller pepparrotsperoxidaskonjugerade (get)antikroppar for
SC5b-9-antigener

Tween-20° ar ett varumérke som tillhor ICI Americas Inc.
ProClin® &r ett varumarke som tillhér Rohm and Haas Company.

MATERIAL SOM BEHOVS MEN SOM INTE MEDFOLJER

Timer (60 minuters omfang)
Raknare eller annan berdkningsmojlighet for validering
av analysen

e 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, T ml, 5 ml och 10 ml
Mikropipetter och pipettspetsar
Plattlasare med kapacitet for optiska densiteter pa
mellan 0,0 och 2,0
Avjoniserat eller destillerat vatten
Aven om det inte krivs, rekommenderas en plattlasare
med automatisk blandningskapacitet.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSANVISNINGAR

1. Fordiagnostisk in vitro-anvandning.

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

3. Kassera behallare och oanvant innehall i enlighet med
gallande lagar och bestammelser.

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. ProClin™ 300 anvdnds som konserveringsmedel.
Tillfallig kontakt med eller fértaring av buffertlésningar
eller reagenser med ProClin kan orsaka irritation pa
hud, dgon och mun. Tillampa god laboratoriepraxis
for att reducera exponeringen. Sok lakarhjalp i
handelse av symptom.

8. Stoppldsningen for denna produktanalys ar 2N H,SO..
Undvik kontakt med 6gon, hud och klader. Vid kontakt
med |6sningen maste det utsatta omraddet omedelbart
skoljas med vatten..

9. 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 for humant
immunbristvirus (HIV1 och HIV2) och hepatit C-virus,
liksom dven for hepatit B-ytantigen. Eftersom ingen
testmetod helt kan sakerstalla att infektiosa 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.

10. Anvand Nitrile- eller latexhanskar och skyddsglaségon
vid hantering av de kemiska och/eller biologiska
komponenterna i kitet.

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 eller reagenser.

13. Anvand inte en mikroanalysbrunn for mer an ett test.
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14. Dekontaminera alla prover, reagenser och material
genom att blétlagga i minst 30 minuter i en 16sning i
forhallandet 1:10 med kommersiellt blekmedel
(natriumhypoklorit), eller autoklavera vid en
temperatur pd 121 °Ci 30 minuter vid 15 psi.

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

16. TMB-substratet maste skyddas mot ljus vid férvaring
och inkubation. Undvik kontakt med 6gon hud och
klader. Vid kontakt med 16sningen maste det utsatta
omradet omedelbart skoljas med vatten.

17. Lat inte mikroanalysbrunnarna torka nar analysen har
paborjats.

18. Undvik att skrapa eller beréra 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 tvdtt genom att anvanda
en apparat som aspirerar tvattvatskan till en flaska
innehallande ett kommersiellt blekmedel.

22. Ett tvattflaska eller automatisk fyliningsanordning ska
anvandas for att tvitta plattan (ANALYSFORFARANDE,
steg 8). For basta mojliga resultat ska en
flerkanalspipett inte anvandas for tvattningen av
mikroanalysplattan.

FORBEREDANDE AV REAGENS

Se till att alla reagenser och material fatt en
temperatur pa 15-30 °Cinnan de anvands.

Nar de reagenser och det material som behdvs tagits till
vara ska oanvanda reagenser och oanvant material
aterforas till sina repsektive forvaringstemperaturer (se
FORVARING).

Standarder och kontroller kraver inte utspadning eller
forberedelser fore anvandning.

Tvattlosning

Blanda 20 X-tvattlésningskoncentratet genom att vanda
flaskan uppochned flera ganger. Om 20 X-tvattlosnings-
koncentratet har forvarats vid en temperatur pa 2-8 °C kan
kristaller ha bildats. For att 16sa upp kristallerna varmer
man flaskan i ett vattenbad pa 37-50 °C tills alla ar
upplosta och blandar darefter 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. Tvattlosningen 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.

Vilja mikroanalysremsor

Berdkna hur manga brunnar som behovs for analysen. Vi
rekommenderar att de tomma brunnarna, kontrollerna
och standarderna testas i duplikat. Ta bort remsfastet fran
den monterade plattan. Ta bort de remsor som inte
behovs och placera dem i forvaringspasen, aterforslut
pasen och aterfor den till férvaring vid en temperatur pad
2-8 °C. Sakra de remsor som ska anvdndas i analysen i
ramen runt analysplattan.

Provspéadning

Forsiktighet: Behandla alla prover som farliga. Anvand
de gallande generella forsiktighetsanvisningarna.
Anvand inte varmeinaktiverade, kontaminerade prover
eller prover som har férvarats pa felaktigt satt.

Obs! Se Provtagning och forvaring for viktig
information om hur frysta prover ska tinas upp. Det ar
viktigt att proverna hanteras pa ratt satt for att fa riktiga
resultat.

Quidel rekommenderar att normala plasmaprover spads i
forhallandet 1:10 med det medféljande provspadnings-
medelt. Serumprover ska spadas i férhallandet 1:40. En
spadning pa 1:200 eller mer kan erfordras for prover med
héga SC5b-9-nivaer. Proven maste spadas sa att de Assp-
varden som erhalls 6verstiger LLOQ och inte Gverstiger
Asso-vdrdet for SC5b-9-Plus-kitstandard E. Prover med
Auso-varden utanfor detta intervall maste analyseras om
med en ny spadningsgrad.

Berdkna hur manga (N) prover som ska testas. Mark
provréren med nr. 1 till och med provror nr. N, och
registrera vilka prov som motsvarar vilka provrér. Bered
en lamplig spadning (se avsnittet ovan) av varje prov med
provspadningsmedlet. Blanda omsorgsfullt men undvik
skum- och bubbelbildning. Férvara eller ateranvand inte
spadda prover.

Tillsatta utspadda prover till mikrotitrerbrunnarna.
Endera av tva metoder kan anvandas vid tillsattning av de
utspadda proverna, standarderna, kontrollerna och
bufferten till brunnarna (se steg 6 i ANALYSFORFARANDE).
For sma analyskoringar, da endast ett fatal prover testas,
kan de utspadda proven och de dvriga reagenserna
tillsattas direkt till respektive brunn med en mikropipett
(100 pl/brunn). For sma eller stora kérningar, men i
synnerhet stora kérningar, rekommenderar vi anvandning
av en multikanalpipett for tillsdttning av proverna, enligt
nedan. (Detta tillvagagangssattet gar dven att anvanda
for att pa ett praktiskt satt tillsatta konjugat, substrat
och stoppl6sning.)

For att ladda standarderna, kontrollerna och de utspadda
proverna i mikroanalysbrunnarna sa snabbt som mgjligt
kan man anvdnda 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 l0sning tillsattas till de individuella
brunnarna pa en tom platta (ingar inte) som motsvarar det
Onskade slutliga EIA-mdnstret. Nar alla [6sningar som ska
testas har tillsatts till mikroanalysbrunnarna i den tomma
plattan 6éverfér man sedan snabbt 100 pl fran varje brunn
till de antikroppsbelagda brunnarna med en multikanal-
mikropipett. For att eliminera risken for korskontami-
nering maste pipettspetsarna bytas varje gang
sammansattningen pa de prover som ska 6verforas
andras.

FORVARING

Forvara det odppnade kitet vid en temperatur pa 2-8 °C.

Se till att alla reagenser och material fatt en temperatur pa
15-30 °Cinnan de anvands. Lagg tillbaka de remsor som
inte anvants i forvaringspasen, aterforslut den och férvara
den vid en temperatur pa 2-8 °C.
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PROVTAGNING OCH FORVARING

Hantera och kassera alla prover med forsiktighet.

Korrekt provtagning, behandling och férvaring av prover
ar av storsta vikt, eftersom SC5b-9 kan genereras i
felhanterade prover genom artefaktuell
komplementaktivering.

Normalvardena for serumprover &r normalt ndgot hogre
an dem som erhalls med normala EDTA-plasmaprover
eller citrerade plasmaprover. SC5b-9-halterna i EDTA-
plasma eller citrerad plasma kan darfor battre
representera in vivo-koncentrationerna.

Serum- eller EDTA-plasmaprover eller citrerade
plasmaprover ska tas med ett aspetiskt forfarande enligt
normal praxis. Proven ska antingen testas direkt eller
forvaras vid en temperatur pa 4 °C, eller pa is, i hogst fyra
timmar, tills de analyseras.

Om provet inte kan testas inom fyra timmar, enligt
riktlinjerna ovan, ska provet frysas vid en temperatur
pa-70 °C eller lagre.

En Provstabiliseringslosning (Prod. Nr. A9576) kan dven
anvandas for att bereda humana serum- och plasma-
prover for férvaring. Korrekt anvandning av denna
produkt — som endast kan erhallas fran Quidel — kraver att
provet spads i forhallandet 1:1 med I6sningen fore
frysning. Ytterligare teknisk information om I6sningen
kan erhallas pa begdran.

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 komplementaktivering da
kan intraffa. Tina inte prover vid rumstemperatur eller 4°C
eftersom detta kan leda till komplementaktivering.
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 flera delar, fér att undvika
flera frysnings- och upptiningscykler.

ANALYSPROCEDUR

Las hela produktbladet innan analysen paborjas.

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 hérnen pa
mikroanalysplattan for orientering.

2. Bered mikroanalysbrunnarna sa har:

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

b. Inkubera vid en temperatur pa 15-30 °Ci tva
minuter.

¢. Avlagsna vatskan ur varje brunn.

d. Vand plattan uppochned och knacka kraftigt over
det absorberande papperet tva ganger for att
avldagsna eventuell kvarvarande vatska.

10.

16.

17.

Vilj en eller flera brunnar som ska utgoéra blank. Tillsatt
100 ul provspadningsmedel till den eller de brunnar
som ska anvandas for blankning av plattlasaren.
Tillsatt 100 pl av varje SC5b-9-standard (A, B, C, D, E) till
duplikatbrunnarna. OBS! Standarderna har redan
spatts och de ar klara for anvandning.

Tillsatt 100 pl av saval den héga som den laga SC5b-9-
kontrollen till duplikatbrunnar. Obs! Kontrollerna har
redan spatts ut och ar klara att anvandas.

Tillsatt 100 pl av varje utspatt prov till dess tillagnade
mikroanalysbrunn. (Se FORBEREDANDE AV REAGENS,
Provspddning).

Inkubera vid en temperatur pa 15-30 °Ci 60 + 1 minut.

. Tvétta mikroanalysbrunnarna sa har:

a. Avlagsna vatskan ur varje brunn efter inkubationen
i steg 7 (eller i steg 10 nedan).

b. Tillsatt ungefar 300 pl tvattlosning till varje brunn
med hjdlp av en tvattflaska eller en automatiserad
fyllningsanordning.

¢. Inkubera brunnarnai 1 minut vid en temperatur pa

15-30 °C.

Avlagsna vatskan ur varje brunn.

Tillsatt ungefar 300 pl tvattlosning till varje brunn.

Avldgsna vatskan 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.

Dispensera med hjalp av en multikanalpipett eller
repeterande pipett 50 pl SC5b-9-konjugat i varje
tvattad testbrunn, inklusive blankbrunnen/brunnarna.
Inkubera mikroanalysremsorna i 30 £ 1 minuter vid en
temperatur pa 15-30 °C. Bered substratlosningen
under denna inkubation (se REAGENSBEREDNING).

e "o o

. Tvatta mikroanalysbrunnarna efter den 30 minuter

ldnga inkubationen (steg 10), enligt anvisningarna i
avsnittet ANALYSFORFARANDE, steg 8.

. Dispensera direkt efter tvattforfarandet 100 ul av

substratlésningen i varje brunn, inklusive
blankningsbrunnen/brunnarna.

. Inkubera mikroanalysremsornai 15 (+ 1) minuter vid

en temperatur pa 15-30 °C.

. Tillsatt 100 pl stoppldsning till varje brunn for att

stoppa den enzymatiska reaktionen. Stoppldsningen
ska tillsattas till brunnarna i samma ordningsfoljd och
med samma tempo som substratldsningen. Knacka
latt pa plattan for att sprida fargutvecklingen jamnt.
Obs! Optimala resultat kan erhallas med anvandning
av plattldasarens automatiska blandningsfunktion
(om sadan ér tillgdnglig) precis innan plattan avlases.

. Las av absorbansen vid 450 nm (Asse-varde) for varje

testbrunn inom 30 minuter efter tillsatsen av
stoppl6sningen (steg 14), och genomfor nédvandig
blankkorrigering.

Avgor koncentrationen i prover och kontroller fran
standardkurvan.

Kassera aterstaende utspadda prover och kontroller

och de begagnade mikroanalysremsorna (se
VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER).
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KVALITETSKONTROLL

God laboratoriepraxis rekommenderar anvandning av
kontroller for att sékerstalla att analysen fungerar som den
ska. Varje SC5b-9 Plus-kit innehaller hdga och laga
kontroller som kan anvdndas for detta. Kontrollomradena
finns angivna. Kontrollvdrdena dr avsedda for verifiering
av kurvans och provresultatens validitet. Varje enskilt
laboratorium bor etablera egna parametrar for acceptabla
gransvarden for analys. Om kontrollvardena INTE ligger
inom laboratoriets acceptansgranser, bor analysens
reultat anses tvivelaktiga och proverna bor testas igen.
Dessutom maste enligt produktbladet den standardkurva
som genereras med kitets standarder uppfylla stranga
valideringskrav. Om analysen inte uppfyller dessa krav ska
man upprepa analysen eller kontakta Quidels tekniska
support.

Analyscertifikatet som medféljer produkten ar
partispecifikt och ska anvandas for att intyga att
laboratoriets resultat liknar dem som erhalles hos Quidel
Corporation. De angivna optiska densitetsvdrdena ska
endast anvandas som riktlinjer. Resultatet i ert
laboratorium kan avvika.

RESULTATTOLKNING

Resultatberakning

Anvandning av standardkurvan: Standardkurvan for
SC5b-9 Plus EIA genereras med anvéndning av de
blanksubtraherade A4so-vardena for varje standard (pa
y-axeln) och den tilldelade koncentrationen for varje
standard (pa x-axeln). Efter linjar regression maste den
genererade standardkurvan uppfylla valideringskraven
(se nedan). De flesta datorer och raknare gar att anvanda
for dessa berdkningar.

Alternativt kan berorda data ldaggas in i ett diagram
manuellt och vardena (ng/ml) for testproverna lasas av
direkt fran den standardkurvlinje som passar bast. Ett
exempel pa en typisk standardkurva aterges i Figur 1.

Representativ standardkurva

FIGURE 1
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Prov 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

Berdkning av faktisk SC5b-9-koncentration i prover:

Den tilldelade koncentrationen pa standardflaskorna och
kontrollflaskorna utgér absoluta enheter SC5b-9-komplex.
SC5b-9-koncentrationen i ett prov faststalls genom att
den faststallda koncentrationen multipliceras med den
tillampliga provspadningsfaktorn. Om ett EDTA-
plasmaprov exempelvis har spatts i forhallandet 1:10 for
analysen, och den linjara regressionskurvan ger en
koncentration pa 20 ng SC5b-9/ml, sa ar koncentrationen
SC5b-9 i provet 200 ng SC5b-9/ml (eller 20 x 10).

For att fa korrekta SC5b-9-koncentrationsbestamningar for
testprover som ger Asso-varden 6ver det for SC5b-9-
standard E (eller som ger Assp-varden mindre an LLOQ-
vardet) kan proven analyseras om med en annan
spadningsgrad, sa att de nya Asso-vardena hamnar
innanfor dessa granser. Vid alla upprepade analyser sa
maste dven SC5b-9-standarderna och kontrollerna testas.

Validering

Bestam lutningen, avskarningen och korrelations-
koefficienten fér den harledda linje som passar in bast for
SC5b-9 A-, B- C-, D- och E-standarderna. Vdrdena maste
hamna inom de specificerade intervallen for att kvalificera
analysen:

korrelationskoefficient (r): > 0,95
haldning (m): 0,0039 20,0123
y-skaeringspunkt (b): (-) 0,189 a (+) 0,201
Se flasketiketterna for uppgifter om det godtagbara SC5b-

9-koncentrationsintervallet for de Idga och héga
kontrollerna.

BEGRANSNINGAR

MicroVues enzymimmunoanalys for SC5b-9 Plus har
anvants for att testa prover som tagits som serum eller
som plasma i EDTA och citrat. Andra antikoagulanter har
inte testats.

TESTPRESTANDA

Granser

LOD: Detekteringsgransen (limit of detection - LOD) for
SC5b-9 Plus-analysen ar 3,7 ng/ml, faststalld av den 6vre
3SD-gransen i en nollstandardstudie.

LLOQ: Den undre kvantitetsgransen (lower limit of
quantitation - LLOQ) fér SC5b-9-analysen &r 8,8 ng/ml, och
utgor den lagsta koncentrationen pa standardkurvan som
uppfyllde NCCLS-kriterierna fér noggrannhet och
precision.

Interfererande Substanser

Foljande substanser har testats vid angivna
koncentrationer med avseende pa interferens med
analysen och funnits vara utan interferens.

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

Precisionen inom respektive mellan kérningar bestamdes
genom analys av 20 upprepningar av 2 plasmaprover och
2 serumprover i 10 olika kdrningar.

. — —
Prov SC5b-9  Inom kdrning'  Mellan kdrningar

(ng/mL) CV (%) CV (%)
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 upprepningar ’n =10 kérningar
Linjaritet
Linjariteten kontrollerades genom blandning av ett hovt
plasmaprov med ett lagt plasmaprov i olika kombina-
tioner, for att fa fram analyter pa mellannivan. Den

genomsnittliga aterhdmtningen var 94 %, med ett absolut
intervall pa 86-104 %.

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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