immuno
concepts,

RELISA® SCREENINGTEST AV KARDIOLIPINANTIKROPP

Fo6r Diagnostisk Anvédndning In Vitro
Foér yrkesmassigt bruk
Katalognummer: 7096-01 (96 brunnarna) och 7696-01 (576 brunnarna)

AVSEDD ANVANDNING: Detta &r ett enzymimmunanalystestsystem (EIA) for kvalitativ detektion av IgG-, IgA-, eller IgM-
antikroppar mot kardiolipin i humanserum. Detta testsystem skall anvdndas som ett hjdlpmedel vid utvérdering av risken
fér trombotiska rubbningar hos personer med systemisk lupus erytematosus eller lupusliknande syndrom.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

Antifosfoslipida antikroppar, bland annat antikardiolipinantikroppar, detekteras ofta i sera fran patienter med systemisk
lupus erytematosus (1). Flera rapporter har associerat dessa autoantikroppar med olika trombotiska rubbningar i venerna
och artarerna, inklusive hjarninfarkt (2), djup ventrombos (3), trombocytopeni (1), lungemboli (4) och aterkommande
missfall med placentainfarkt (5). “Lupusantikoagulanten” (6), en substans som forlanger det aktiverade partiella
tromboplastintestet in vitro, har ocksa associerats med dessa kliniska syndrom, aven om den inte ar identisk med
antikardiolipinantikroppen. Termerna “lupus antikoagulant” och “antifosfolipida antikroppar” anvands ibland felaktigt som
synonymer, trots att dessa immunoglobuliner inte ar desamma (1).

Immuno Concepts testsystem ar en enzymanalys av mikrobrunnar fér detektion av antikardiolipinantikroppar i
humanserum. Det har nyligen visat sig att immunanalys i fast fas ar en ytterst kanslig och specifik metod for detektion av
antikardiolipinantikroppar (7-10). Immuno Concepts testsystem har standardiserats med hjalp av ett internationellt erkant
referenspreparat som erhallits fran Antiphospholipid Standardization Laboratory, (“Harris Standards” (9)). De kvalitativa
resultat som erhallits i denna analys pavisar forekomst eller avsaknad av antikroppar mot kardiolipin.

TESTPRINCIP

Detta test ar en kvalitativ indirekt EIA. Mikrobrunnarnas yta har tackts med ett stabiliserat kardiolipinpreparat som fungerar
som antigen i detta system. Kalibratorserum, kontroller och spadda patientprover placeras i mikrobrunnarna och odlas sa
att antikardiolipinantikropparna i provet reagerar med antigenen i den fasta fasen. Efter tvattning for att aviagsna obunden
antikropp och annat seraprotein, odlas brunnarna med getantihumana antikroppar som ar markta med pepparrotperoxidas.
Den preparation av pepparrotperoxidaskonjugerad antikropp som ingar i testsystemet detekterar human IgG, IgA och/eller
IgM, men gor ingen skillnad mellan dem. Anvand Immuno Concepts RELISA® kardiolipin-lgG-och IgM-
antikropptestsystem, katalognummer 7096-02 for att upptacka och semikvantifiera specifika antikroppar mot IgG- och IgM-
antiokardiolipin.

Om resultaten ar positiva efter inkubation med konjugat av pepparrotperoxidas, bildas ett stabilt komplex i tre delar. Detta
komplex bestar av antihuman antikropp konjugerad med pepparrotperoxidas bunden till human antikardiolipinantikropp,
vilken i sin tur ar bunden till den kardiolipin som stabiliserats pa plastytan.

Efter annu ett tvattsteg detekteras detta komplex genom tillsdttande av en I6sning av tetrametylbensidin (TMB) och H,0,
som kromogent substrat. Graden av fargutveckling i varje brunn star i relation till koncentrationen av
antikardiolipinantikroppar i respektive serumprov. Varje mikrobrunn avlases med spektrofotometer och resultaten erhalls
genom jamforelse mellan kalibratorbrunnarnas och provbrunnarnas absorberingar.
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Forvaring: Alla komponenter skall kylférvaras i 2-10°C. Far ej frysas.

Stabilitet: Komponenterna forblir stabila i minst tolv manader fran tillverkningsdatum. Anvand inte komponenterna efter
utgangsdatum.

REAKTIVA REAGENSER

Kardiolipin kotade mikrotiterbrunnar pa strips : Katalognummer 7008-01. En mikrotiter ram innehaller tolv
strips med atta brunnar pa varje strips, kotade med en stabiliserad blandning av diphosphatidylglycerol (cardiolipin) fran
bovint hjarta. Om farre an atta brunnar skall anvandas for testning gar det bra att bryta loss resterande brunnar och lagga
tillbaka dessa | foliepasen samt atersluta denna. | kylskapstemperatur kan man da forvara dessa upp till 45 dagar.

Provspadningsvatska [SOLN|DIL]: Katalognummer 7100 (100 ml). Patentskyddad buffrad provspadningsvéatska som
anvands for spadning av patientprover. Denna spadningsvatska innehaller komplementet apolipoprotein H.

Positivt kontrollserum till antikardiolipinantikropp |JCONTROL]| + |: Katalognummer 7021-01. Ampull innehallande 2 ml
positivt humankontrollserum av antikardiolipin (bruksfardig). Detta serum innehaller IgG-, IgM- eller IgA-
antikardiolipinantikroppar. Serat uppvisar starkt positiv fargutveckling i denna analys.

Negativt kontrollserum till antikardiolipinantikropp [CONTROL] - |: Katalognummer 7031-01. Ampull som innehaller 2
ml negativt humankontrollserum av antikardiolipin (bruksfardig). Detta serum uppvisar ingen fargutveckling i denna analys.

Kalibratorserum till antikardiolipinantikropp : Katalognummer 7026-01. Ampull som innehaller 2 ml flytande stabilt
kalibratorserum av antikardiolipin (bruksfardig). Detta serum innehaller bade IgG- och IgM- antikardiolipinantikroppar. Detta
kalibratorserum ger analysen franslagsvarde.

Enzymantikroppreagens - human IgG-, IgA-, och IgM-specifik CONJ|HRPJ: Katalognummer 7009-01 (14 ml).
Polyvalent antihuman IgG, IgM och IgA konjugerade med pepparrotperoxidas (HRP). Reagensen ar bruksfardig.

Substratlésning @ @ : Katalognummer 7035 (14 ml). HRP-specifik enzymsubstratiésning som
innehaller 3,3’,5,5’-tetrametylbensidin (TMB) och vateperoxid (H,O,). Reagensen ar bruksfardig. FARA: Brandfarligt. Detta
reagens innehaller mindre 8n 25% metanol och aceton. Foérvaras utom rackhall for barn. Vid kontakt med 6gonen, spola
omedelbart och noggrant med vatten och kontakta en lakare.

Stoppreagens |[SOLN|STOP| ‘% C . Katalognummer 7033 (14 ml). Patentskyd-dad stoppreagens for Immuno

Concepts ElA-testsystem. Reagensen ar bruksfardig. FARA: Fratande. Denna reagens innehaller hydrokloriska och
svavelhaltiga syror (mindre @n 3 % vardera per volym) och skall hanteras med varsamhet. Forvaras utom rackhall for
barn. Om du rakar réra vid 6gonen i samband med hantering skall du omedelbart spola noggrant med vatten och kontakta
lakare. Tillsatt aldrig vatten till denna reagens.

ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER
Hallare for mikrobrunnar

PBS-tvattbuffert PWDR|PBS|: Katalognummer 1011. Fosfatbuffrat saltiésningspulver (0,01 M, pH 7,4 £ 0.2). Varje pase
innehaller tillrackligt med buffertpulver for att ge en liter tvattbuffert. (Tva pasar med buffertpulver levereras for varje 96-
mikrobrunnsplatta i kompletta testsatser).

Framstallning: L6s upp en pase buffertpulver i en liter avjoniserat eller destillerat vatten och lagra mellan 2-25 ° C i
upp till fyra veckor, eller tills det syns tecken pa kontamination eller andra synliga forandringar. TILLSATT INTE
TWEEN 20 ELLER ANDRA RENGORINGSMEDEL TILL DENNA BUFFERT.



Volymetriska precisionspipetter fér pipettering av 10-1000 pl volymer

Klamflaska for att pipettering av tvattbuffertldsning till mikrobrunnarna eller ett automatiskt tvattsystem fér mikrobrunnar
Enlitersbehallare for PBS-tvattbuffert

Avjoniserat eller destillerat vatten

Plattlasningsspektrometer som kan avlasa absorption vid 450 nm

Provror for framstalining av serumspadningar

Laskpapper eller pappershanddukar

Multikanalspipett som kan pipettera till 8 brunnar

Engangshandskar

Laboratorietidur

1. Allt material av humant ursprung som anvants i den har produkten har testats med FDA-godkanda metoder och visat
sig vara negativt (inte upprepat reaktivt) for antikroppar mot humant immunbristvirus-1 (HIV-1), humant
immunbristvirus-2 (HIV-2), hepatit C-virus (HCV) och hepatit B ytantigen (HBsAg). Ingen testmetod kan emellertid helt
garantera att det inte férekommer HIV-1, HIV-2, hepatit-C, hepatit-B, eller andra smittdmnen. Darfor skall allt material
hanteras som potentiellt smittsamt.

2. Alla kontrollsera, kalibratorsera och patientprover pa biosakerhetsniva 2 skall hanteras enligt rekommendationerna for
potentiellt smittsamt humanserum eller blodprov i Centrum for Sjukdomskontroll/Nationella halsoinstitutets manual:
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. Natriumazid (0,09%) anvénds som konserveringsmedel i kontrollen och kalibratorserat. Natriumazid kan reagera med
ledningsror av bly eller koppar och bilda hégexplosiva metallazider. Nar reagenser kasseras, skall man spola med
rikliga mangder kranvatten for att skélja bort eventuella rester i avloppsledningarna. Natriumazid ar ett gift och kan vara
toxiskt vid fortaring.

4. Spadning av komponenter eller byte till andra komponenter an de som medfdljer detta system kan ge motsagande
resultat.

5. Varm inte upp inaktiva serumprov som skall anvandas for antikardiolipintester. Varmeinaktivering kan ge férhdjda

varden.

Denna sats ar avsedd fér diagnostisk anvandning in vitro.

Pipettera aldrig med munnen och undvik att komma i kontakt med reagenser och prover med hud eller slemhinnor.

Tvatta med bakteriedédande tval och rikligt med vatten om sadan kontakt intraffat.

8. Undvik att roka, ata eller dricka i omraden dar prov eller satsreagenser hanteras.

9. Unduvik alltid stank och alstring av aerosoler.

10. Andra inkubationstider och temperaturer an de angivna kan ge felaktiga resultat.

11. Korskontamination mellan reagenser och prover kan ge felaktiga resultat. Proverna maste hallas instédngda i
mikrobrunnarna under analysen.

12. Ateranvandningsbart glas maste tvéattas och noggrant skéljas fran rengéringsmedel innan det anvands. Allt glas méaste
rengoéras och torkas fore anvandning.

13. Placera alla reagenser, mikrobrunnar och prover i rumstemperatur (18-25°C) fére anvandning.

14. Anvand engangshandskar vid hantering av prover och reagenser, och tvatta handerna noggrant efterat.

15. Mikrobisk kontamination av reagenser eller prover kan ge felaktiga resultat.

16. Stoppreagensen ar fratande och kan orsaka brannskador. Denna reagens innehaller hydrokloriska och svavelhaltiga
syror (mindre @n 3 % vardera per volym) och skall hanteras med varsamhet. Forvaras utom rackhall for barn. Om du
rakar réra 6égonen vid hantering skall du omedelbart spola med vatten och kontakta Iakare. Tillsatt aldrig vatten i
denna reagens.

Provtagning: Serum rekommenderas som prov. Cirka 5 ml helblod skall tas aseptiskt genom venpunktion med hjalp av ett
sterilt vakuumblodtagningsrér eller annat lampligt blodtagningssystem. Lat blodet koagulera i rumstemperatur (18-25°C).
Serum skall sa snart som majligt separeras fran koagler genom centrifugering for att minimera hemolys. Immuno Concepts
rekommenderar inte att plasma anvands i denna analys, eftersom det finns risk att plasman kontamineras med
trombocyter. Trombocyter kan paverka resultaten genom att reagera med antifosfolipidantikroppar.

VARNING: Védrm inte upp inaktiva serumprov som skall anvédndas for antikardiolipintester. Varmeinaktivering kan ge
férhéjda véarden.



Storande substanser: Sera som uppvisar en hdg grad av hemolys, ikterus, lipemi eller mikrobiell tillvaxt skall inte
anvandas, eftersom dessa betingelser kan leda till avvikande resultat. Prover som innehaller synliga partiklar bor klargéras
genom centrifugering fére analysen.

Forvaring: Sera kan forvaras i 2-10°C under hégst en vecka. Om analysen fordrdjs ytterligare, skall sera frysas i —20°C
eller lagre. Serum bdr inte forvaras i sjalvavfrostande fryslagerrum.

VARNING: Upprepad frysning/upptining av patientprover kan ge felaktigt positiva eller negativa resultat.

Det ar ytterst viktigt att alla satskomponenter och serumprov far sta i rumstemperatur (18-25°C) fére anvandning. En
hel liter tvattbuffert kan ta flera timmar att varma till 20°C sedan den har tagits ur kylskapet. Inkubationstemperaturer
som ligger hogre eller lagre an det angivna omradet kan leda till felaktiga resultat. Satt tillbaka oanvanda prover och
reagenser i kylférvaring efter anvandning.

Blanda reagenserna val fére anvandning genom forsiktig inversion. Snurra eller rotera inte reagenserna. Undvik
skumning.

Nar provspadningarna framstalls skall pipettspetsarna torkas av innan serum dispenseras i provspadningen.
Overflédigt prov som sitter fast pa utsidan av pipettspetsen paverkar resultaten.

Vi rekommenderar att en multikanalspipettor anvands eftersom detta ger mer enhetliga reagensdispenseringar,
inkubationstider och reaktionstider.

Det ar ytterst viktigt att brunnarna tvattas ordentligt. Otillrackligt tvattade brunnar leder till hdga bakgrundsvarden
och kan ge falskt positiva resultat. Manuell tvatt: Aspirera brunnarnas innehall och fyll darefter varje brunn med
tvattbuffertldsning. Undvik korskontamination mellan brunnarna, sarskilt i férsta tvatten efter aspirationen. Tém all
tvattlésning fran brunnarna genom att vdnda dem upp och ned och skaka darefter resterande tvattbuffert fran
brunnarna med en bestamd “knyck” med handleden. Upprepa dessa steg for totalt tre till fem tvattar. Brunnarna skall
sedan knackas bestamt mot en pappershandduk eller annat absorberande material for att avliagsna alla spar av
tvattidsningsrester. Om du anvander det automatiserade tvattsystemet for mikrobrunnar ar du saker pa att brunnarna
blir ordentligt rengjorda. Detta rekommenderas darfér.

OBSERVERA: Da det finns olika typer av tvatteknik och automatiserade program kan antalet tvattar behdva justeras
for optimala resultat. Varje laboratorium bér bestamma mest effektiva antal tvattar for sitt tvattsystem.

Om resterande tvattbuffert inte avlagsnas fullstandigt kan detta leda till ojamn fargutveckling. Mikrobrunnsremsorna
skall knackas bestdmt mot och laskas pa absorberande papper eller handdukar for att minimera den kvarvarande
mangden tvattldsning.

Det ar viktigt att alla steg sker i ratt tid. Alla serumprover skall spadas innan proceduren pabérjas och de maste
dispenseras till mikrobrunnarna pa sa kort tid som méjligt (hégst fem minuter). Batchstorlekarna bor stallas in sa att
provhanteringen gar sa smidigt som méjligt under denna tidsperiod.

Med undantag foér den sista inkuberingen (substratlésningen) startar varje inkubationstid med att prover eller reagenser
dispenseras. Inkubationen av substratldsningen maste vara exakt 15 minuter for varje brunn. Alla prover och
reagenser skall dispenseras i samma ordningsfoljd och med konstant hastighet.

Anvand inte Tween 20, Triton X-100 eller andra rengdringsmedel i tvattbuffertar eller andra reagenser som anvands i
denna analys.

BERAKNINGAR

Subtrahera absorptionsvardet for &mnesbrunnen fran de absorptionsvarden som erhallits i kalibrator-, kontroll- och
patientprovbrunnarna for att fa fram nettoabsorptionsvardena. Berdakna de genomsnittliga nettoabsorptionsvardena for
dubbla brunnar.

KVALITETSKONTROLL

1.

2.

3.

Kalibratorns genomsnittliga nettoabsorptionsvarde méaste vara minst 0,150. Kalibratorns genomsnittliga
nettoabsorptionsvarde anvands som analysens franslagsvarde.

Kontrollbrunnen skall ha ett absorptionsvarde som ar mindre &n 0,100. Kontrollabsorptionsvarden stérre an 0,100 tyder
pa otillracklig tvattning eller kontamination av reagenser.

Brunnarna som innehaller positiv kontroll bor ge ett nettoabsorptionsvarde som ar storre an franslagsvardet. Brunnarna
som innehéller negativ kontroll bér ge ett nettoabsorptionsvarde som ar mindre an franslagsvardet. Om kontrollerna
inte motsvarar dessa gransvarden ar testet ogiltigt och maste géras om.

Franslagsvardet maste erhallas for varje serie. Resultaten blir ogiltiga om ett frnslagsvarde fran en annan serie
anvands.



TOLKNING AV TESTRESULTATEN

1. Patientprovbrunnar som har nettoabsorptionsvarden som &r storre an eller lika med franslagsvardet betraktas som
positiva for antikardiolipinantikroppar. Patientprovbrunnar som har nettoabsorptionsvarden som ar mindre an
franslagsvardet betraktas som negativa for antikardiolipinantikroppar.

2. Provbrunnar som har nettoabsorptionsvarden som ligger under men inom 5 procent fran franslagsvardet betraktas som
gransfall. Gransfallsresultat skall upprepas eller testas for specifika IgG- och IgM-antikroppar med hjalp av Immuno
Concepts RELISA® kardiolipin IgG- och IgM- antikropptestsystem, katalognummer 7096-02.

RAPPORTERING AV RESULTATET
Resultatet skall rapporteras som positivt eller negativt for antikardiolipinantikroppar.

FORVANTAD FOREKOMST AV ANTIKROPPAR

Manga studier har visat pa sambandet mellan antikardiolipinantikroppar och systemisk lupus erytematosus (1, 7, 8, 11-16).
| dessa studier lag forekomsten av IgG-antikardiolipinantikroppar mellan 23 och 54 procent (medelvarde 41,4%) och
nivaerna for IgM-antikardiolipinantikroppar mellan 5 och 41 procent (medelvarde 25,5%). Skillnaderna mellan de intervall
som patraffats i dessa studier beror trollgen pa vilka kriterier for patienturval som anvants och vilka patientpopulationer
som studerats. Immuno Concepts RELISA® testsystem for screening av kardiolipinantikroppar anvandes for att testa
serumprover fran 60 patienter som sokte lakare for reumatologiska sjukdomar. Denna patientpopulation valdes pa grund
av kliniskt reumatiska sjukdomar och inte fér nagot speciellt sjukdomstillstand. | denna populationen var tjugotre prover
(38,3%) positiva for antikardiolipinantikroppar.

1. Diagnos kan inte stallas enbart pa grundval av antikroppnivaer for antikardiolipin. Lédkaren maste tolka dessa resultat
med hansyn till patientens historia och symptom, de fysiska upptackterna och andra diagnostiska metoder.

2. Behandling skall inte pabdrjas enbart pa grundval av ett positivt test for antikardiolipinantikroppar. Kliniska indikationer,
andra laboratorieupptackter och lakarens kliniska intryck maste beaktas innan eventuell behandling pabdérjas.

3. Om patienten svarar negativt pa antikardiolipinantikroppar, men de kliniska resultaten tyder pa forekomst av
antifosfolipidantikroppar, rekommenderar vissa forskare analys av lupusantikoagulanten som bekraftelse pa de
negativa antikardiolipinresultaten. Om varken antikardiolipinantikropp- eller lupusantikoagulantresultaten ar positiva,
betraktas patienten som positiv fér antifosfolipidantikroppar (1).

4. Patienter med serologiskt positiva syfilisinfektioner kan uppvisa ett positivt resultat for antikardiolipinantikroppar. Dessa
patienter anses i allménhet inte I16pa storre risk for trombos, till skillnad fran patienter med reumatisk sjukdom och
antikardiolipinantikroppar. 17 prover fran patienter med bekraftad aktiv eIIer serumfast syfilis (FTA-Abs och/eller MHA-
TP-positiv) testades med Immuno Concepts screeningtestsystem RELISA® kardiolipinantikropp. 13 (76,5%) av dessa
prover var positiva fér antikardiodiolipinantikroppar. Diagnosen syfilis skall bekraftas eller uteslutas genom specifika
antitreponemala antikroppanalyser.

5. Antikardiolipinantikroppar kan férekomma tillfalligt under manga infektioner. Om en patient testas positivt samtidigt som
det finns kliniska tecken pa infektion, skall testet upprepas nar infektionen har gatt tillbaka.

6. Detta ar ett kvalitativt test som faststaller férekomst respektive avsaknad av antikardiolipinantikroppar. Testet kan inte
anvandas for att faststalla kvantitativa nivaer av antikardiolipinantikroppar.

7. Detta test ar ett screeningtest som anvander sig av ett polyvalent antihumanimmunglobulinkonjugat. Testet detekterar
antikardiolipinantikroppar i IgG-, IgM-, eller IgA-klasser, men skiljer inte mellan dem.

KLINISK SPECIFICITET

Normala kontroller: Serumprover fran 141 friska bloddonatorer testades med Immuno Concepts screeningtestsystem
RELISA® kardiolipinantikropp. Fem av dessa prover reagerade positivt for antlkard|od|oI|p|nant|kroppar Grundat pa denna
ej utvalda normala population &r Immuno Concepts Screeningtestsystem RELISA® kardiolipinantikropp specifikt till 96,5%
for antikardiolipinantikroppar.

Reumatiska sjukdomskontroller: Serumprover fran 20 patienter med andra reumatiska SJukdomar an SLE och inga
tidigare trombotiska sjukdomar testades med Immuno Concepts screeningtestsystem RELISA® kardiolipinantikropp. Inget
av dessa prover reagerade positivt for antikardiodiolipinantikroppar. Analysspecificiteten fér denna analys i den valda
populationen var 100%.



KLINISK SENSITIVITET

Immuno Concepts RELISA® testsystem for screening av kardiolipinantikroppar anvandes for analys av serumprover fran
60 patienter som sokte lakare for reumatologiska sjukdomar. Denna patientpopulation valdes pa grund av kliniskt
reumatiska sjukdomar och inte for nagot speciellt sjukdomstillstdnd. | den har populationen var 23 prover (38,3%) positiva
fér antikardiolipinantikroppar.

Serumprover fran 20 patienter med SLE och minst en tidigare trombotisk sjukdom testades med Immuno Concepts
screeningtestsystem RELISA® kardiolipinantikropp. 15 (75%) av dessa prover reagerade positivt for
antikardiodiolipinantikroppar.
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Alla proerv och reagenser (inklusive tvittbuffertiosningen) och mikrobrunnarna maste sta i rumstemperatur fére
anvandning.

IORDNINGSTALLANDE AV ARBETSBLAD

Mark det arbetsblad som medféljer satsen for att ange var proven 8. DISPENSERING AV ENZYMANTIKROPPREAGENS

skall placeras i mikrobrunnarna. Analysera kalibratorn och Dispensera 100 ul enzymantikroppreagens i varje brunn.

kontrollerna tva ganger. En brunn anvands for kontrollreagens. Vi

rekommenderar att varje patientprov, kalibrator och kontroll 9. INKUBATION AV MIKROBRUNNARNA (30 minuter i

analyseras tva ganger tills en acceptabel precision for analysen har rumstemperatur, det vill sdga 18-25 °C)

faststallts for ert laboratorium. Odla i rumstemperatur i 30 minuter. Brunnarna skall skyddas mot
drag och temperaturvaxlingar under inkubationstiden. Brunnarna

REKONSTITUTION AV TVATTBUFFERT (PBS) kan om sa onskas tédckas med genomskinlig tejp eller

L6s upp innehallet i en buffertpase i en liter avjoniserat eller pappershandduk for att skydda dem fran damm och andra

destillerat vatten. PBS-tvattbufferten kan tackas och foérvaras i 2- frammande amnen.

25°C i hogst fyra veckor.
10. TVATTNING AV MIKROBRUNNARNA

SPADNING AV PROV Tvatta brunnarna tre till fem ganger med PBS tvattbuffertldsning.
Spad patientproverna 1:100 genom tillsattande av 10 pl serum till Manuell tvatt: Aspirera brunnarnas innehall och fyll darefter varje
990 pl provspadningsvatska. Blanda val. Kontrollerna och brunn med tvattbuffertidsning. Undvik korskontamination mellan
kalibratorn levereras utspadda och kraver ingen ytterligare brunnarna, sarskilt i forsta tvatten efter aspirationen. Tém all
spadning. tvattlésning fran brunnarna genom att vanda dem upp och ned och
skaka darefter resterande tvattbuffert fran brunnarna med en
FORBERED MIKROTITERBRUNNAR bestdmd “knyck” med handleden. Upprepa detta for totalt tre till fem
Ta bort det begarda antalet mikrotiter strips fran pasen och placera tvattar. Brunnarna skall sedan knackas bestamt mot en
dem i ramhallaren. Mikrotiter stripsen maste fastas stadigt i pappershandduk eller annat absorberande material for att avlagsna
ramhallaren. Tryck bestamt ner i bada &ndarna av stripsen sa de alla spar av kvarvarande tvattlosning.
sakert faster i ramhallaren. Vid bruk av individuella brunnar eller
mindre an en hel strip med brunnar bér du vara séker pa att varje 11. DISPENSERING AV SUBSTRATLOSNING
brunn sitter riktigt pa plats. Brunnar som ar ordentligt pa plats i Foérvissa dig om jamna intervaller med hjalp av ett tidur och
ramhallaren trillar inte ut nar ramhallaren &r omvand. Om mindre an dispensera 100 pl substratldsning i varje brunn. Substratldsningen
8 brunnar behovs for testet kan brunnen delas genom att knappa maste tillsattas i brunnarna i jdAmn hastighet sa att varje brunn
dem itu. Oanvanda brunnar kan foérvaras i foliepasen forseglad och inkuberas exakt lika lange (15 minuter). Substratlésningen i
kylt i upp till 45 dagar. brunnar som inkuberas med positiva prover blir bla, medan
I6sningen i brunnar som inkuberas med negativa prover blir
DISPENSERING AV SERUMSPADNINGAR farglosa till mycket svagt bla.
Dispensera 100 pl av kalibratorerna, kontrollerna och patientproven
i lampliga brunnar (se arbetsblad). Dispensera 100 pl 12. INKUBATION AV MIKROBRUNNAR (exakt 15 minuter i
provspadningsvatska i reagensdmnesbrunnen. rumstemperatur, dvs 18-25°C)
Odla i rumstemperatur i exakt 15 minuter. Brunnarna skall skyddas
INKUBATION AV MIKROBRUNNARNA (30 minuter i mot drag och temperaturvaxlingar under inkubationstiden.
rumstemperatur, det vill sdga 18-25°C)
Odla i rumstemperatur i 30 minuter. Brunnarna skall skyddas mot 13. DISPENSERING AV STOPPREAGENS
drag och temperaturvaxlingar under inkubationstiden. Brunnarna Nar den forsta brunnen har inkuberats exakt 15 minuter, skall 100
kan om sa onskas tédckas med genomskinlig tejp eller ul stoppreagens tillsattas i varje brunn, i samma ordningsféljd och
pappershandduk for att skydda dem fran damm och andra med samma hastighet som substratldésningen tillsattes i brunnarna.
frammande amnen. Nar stoppreagens tillsatts skiftar den bla substratlésningen till gult,

medan den fargldsa I6sningen forblir farglos.
TVATTNING AV MIKROBRUNNARNA (se “Allménna

proceduranvisningar” 5 och 6) 14. LASNING AV BRUNNARNAS ABSORPTION

Tvatta brunnarna tre till fem ganger med PBS tvattbuffertidsning. Brunnarna maste avlasas i en plattlasande spektrofotometer inom
Manuell tvatt: Aspirera brunnarnas innehall och fyll darefter varje 30 minuter efter tillsattandet av stoppreagensen. Brunnarna

brunn med tvattbuffertidsning. Undvik korskontamination mellan avlases vid 450 nm mot reagensdmnesbrunnen. Om det finns en
brunnarna, sarskilt i forsta tvatten efter aspirationen. Tém all spektrofotometer med dubbla vaglangder skall referensfiltrets
tvattlésning fran brunnarna genom att vanda dem upp och ned och vaglangd vara 600-650 nm. Om du avlaser mikrobrunnarna vid 450
skaka darefter resterande tvattbuffert fran brunnarna med en nm utan referensfilter far du hogre absorptionsvarden.

bestdmd “knyck” med handleden. Upprepa detta for totalt tre till fem

tvattar. Brunnarna skall sedan knackas bestamt mot en

pappershandduk eller annat absorberande material for att avliagsna TEKNISK SUPPORT: +1-916- 363-2649

alla kvarvarande spar av tvattlosning. eller e-mail: technicalsupport@immunoconcepts.com




