QUICK GUIDE TO ASSAY STEPS
Read entire product insert before beginning the assay.

Preliminary Preparations

1. Prepare wash solution.

2. Dilute test specimens.

Assay Procedure

. Rehydrate microassay wells.

. Add 100 L of Complement Specimen Diluent to blank well(s).

. Add 100 L of each standard and test specimen to appropriate wells.
. Incubate 60 minutes at room temperature (15-30°C).

. Wash the microassay wells five times.

8. Add 50 L of CIC-Raji Conjugate to each test well.

9. Incubate 30 minutes at room temperature. (Prepare Substrate Solution during this incubation).
10. Wash the microassay wells five times.

11. Add 100 L Substrate Solution to each test well.

12. Incubate 30 minutes at room temperature.

13. Add 50 L Stop Solution to each test well.

14. Measure absorbance at 405 nm within 60 minutes.

Calculations

15. Plot absorbance vs. concentration of the standards on the provided graph paper or enter into calculator
for linear regression analysis.

16. Read test specimen concentrations directly from the graph or perform required functions on calculator
0 obtain specimen concentrations.

INTENDED USE
The Quidel CIC-Raji Cell Replacement Enzyme Immunoassay measures immune complexes containing
(3 activation fragments in human serum and plasma.

SUMMARY AND EXPLANATION

The importance of circulating immune complexes (CIC) and their relationship to various diseases has

been the subject of investigation for a number of years. Formation of immune complexes is a protective,
on-qoing, and usually benign process of a normally functioning immune system. CIC are removed from the
circulation in the normal host by a number of complex biochemical, enzymatic, and cellular processes. The
effective clearance of many CIC requires the activation of complement. Complement activation will result
in (3 fragment deposition within the immune complex followed by enhanced elimination by phagocytic
cells of the reticuloendothelial system. Under certain disease condiitions, which are not fully understood,
immune complexes may not be efficiently eliminated from the body. In these diseases, the immune
complexes may accumulate and initiate complement-dependent injury in various organs and tissues.

This activation of complement may begin a series of potentially destructive events in the host including
anaphylatoxin production, cell lysis, leukocyte stimulation, and activation of macrophages and other cells.'
When immune complexes become fixed to vessel walls or cell membranes, destruction of normal tissue
can occur, as in some cases of glomerulonephritis.
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Certain properties of CICinfluence their potential pathogenicity. Of particular importance are: (1) nature,
size and concentration of the antigen; (2) nature, size and concentration of the antibody; (3) rate of
formation and clearance of the immune complexes."

Circulating immune complexes have been measured in a variety of conditions: for example, infections,
autoimmune disorders, trauma, and neoplastic proliferative diseases. Current studies suggest that CIC deter-
minations can be important in the evaluation of certain diseases and, sometimes, in monitoring efficiency
of therapy. This is especially true in systemic lupus erythematosus (SLE) and some forms of theumatoid
arthritis (RA).* The first disease state linked to the formation of immune complexes was serum sickness,
described in the early 1900's by von Pirquet. Since that time elevated levels of CIC have been described in
autoimmune diseases (SLE, SLE-related syndrome, RA), glomerulonephritis, neoplastic disease (Hodgkin's,
leukemia), bacterial infections (subacute bacterial endocarditis, leprosy), parasitic infections (malaria,
schistosomiasis) and viral infections (hepatitis, mononucleosis).



QOver 40 assay techniques to detect or quantitate CIC have been described. Such tests as the Raji Cell

assay, (1 deviation test, conglutinin test, fluid phase C1q binding procedures, rheumatoid factor assay,
PEG precipitin test, and solid phase C1q assays have been described." Since the size and physiochemical
properties of CIC vary markedly, none of these assays has been accepted as a standard. A collaborative study
sponsored by the World Health Organization in 1978 determined that no single method was appropriate in
all suspected disease states and recommended that at least two different assay techniques be performed to
detect and measure CIC adequately.

PRINCIPLE OF THE PROCEDURE

Fragments of the third complement component, (3, often become covalently bound to complement-
activating immune complexes. Raji cells, which were derived from a continuous B lymphacyte culture cell
line, bear CR2 complement receptors which bind the iC3b, (3d,g and (3d fragments of activated (3.7

The Raji Cell CIC assay is based upon the ability of the Raji cell CR2 receptors to bind immune complexes
containing these (3 fragments.® The Quidel CIC-Raji Cell Replacement Enzyme Immunoassay also measures
(IC-containing C3 fragments by using an immobilized monoclonal antibody that specifically binds the
i(3b, (3d,g and (3d activation fragments of (3 in a manner which is analogous to the Raji cell CR2 binding
reaction.

In the first stage, standards and serum or plasma specimens diluted in Complement Specimen Diluent are
added to microassay wells coated with monoclonal antibodies to human (3 fragments and incubated.
During this incubation, immune complexes containing (3 activation fragments are captured by the solid
phase antibody. After incubation, a wash cycle removes unbound serum or plasma proteins.

In the second stage, horseradish peroxidase (HRP)-conjugated mouse anti-human IgG is added to each test
well and incubated. During this incubation, the conjugate hinds to the immune complexes which are now
bound to the microassay wells. A wash cycle removes unbound conjugate.

In the third stage, an enzyme substrate is added to each test well. The bound HRP-conjugated antibody
reacts with the chromogenic substrate forming a green color. After incubation, a reagent is added to stop
color development.

The standard and test specimen absorbances (Aqs values) are measured spectrophotometrically. The
intensity of the green color that forms is proportional to the amount of CIC binding to the solid phase. A
standard curve is generated by plotting the Ass values obtained with each standard versus its indicated
concentration. The concentration of immune complexes present in the test specimen is determined by
reference to the standard curve. Results are expressed as micrograms of serum-treated heat-aggregated
human gamma globulin (HAGG) equivalents per mL (g Eq/mL). To confirm a positive CIC result, the
specimen may be assayed after dilution in CIC-Raji Confirmation Diluent which contains blocking
antibodies with specificities similar to the antibody immobilized on the microassay well.

REAGENTS AND MATERIALS PROVIDED
The CIC-Raji Cell Replacement EIA kit contains the following:
A (CIC-Raji Standards Parts A9513 — A9515 1each,2mlL

B Each contains a known quantity of serum-treated heat-aggregated human gamma globulin (HAGG) in
€ PBS, 2.5% stabilizers, 0.01% thimerosal.

@ Microassay Plate Part A9512 12 each
96-well with retainer and holder consisting of eight-well strips coated with mouse anti-human (3
fragments in a resealable foil pouch.

@ Stop Solution Part A3673 6mL
Contains 250 mM oxalic acid.
© 20X Wash Solution Concentrate Part A3674 2 each, 50 mL

When diluted, each contains phosphate buffered saline (PBS), 0.05% Tween-20™, and 0.01%
thimerosal.

O Complement Specimen Diluent Part A3670 50mL
(ontains PBS, 2.5% stabilizers, 0.035% ProClin® 300.

© Substrate Diluent Part A3672 25mL
Contains 0.1M citrate buffer and 0.05% H,0,.

O Substrate Concentrate PartA3671 1.5mL

Contains 0.7% 2,2'"-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), diammonium salt.

@ (IC-Raji Conjugate Part A9516 2each,3mL
Contains peroxidase-conjugated (mouse) anti-human IgG suspended in an HRP stabilizing buffer
with preservative.

O (IC-Raji Confirmation Diluent Part A9517 2each, 12mL
Contains PBS, 2.5% Stabilizers, anti-human (3 fragment antibody, 0.035% ProClin 300.

Tween-20™s a trademark of Atlas Chemical Industries, Inc.
ProClin® is a registered trademark of Rohm and Haas Company.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
Timer (60 minute range)

(alculator or other computational method to validate the assay

(lean, unused microassay plates and/or test tubes and racks

Container for wash buffer dilution

Wash bottle or other immunoassay washing system

Adjustable multichannel pipette (8 or 12 channels) or repeating micropipettes (optional)

(lean pipettes, 1 mL, 5mL, and 10 mL

Micropipettes and pipette tips

Plate reader capable of optical density Aus readings between 0.0 and 2.0

Deionized or distilled water

WARNINGS AND PRECAUTIONS

. Forln Vitro diagnostic use.

. Follow Universal Precautions when handling contents of this kit and any patient samples.

. Dispose of containers and unused contents in accordance with Federal, State and Local requlations.
. Use the supplied reagents as an integral unit prior to the expiration date indicated on the package label.
. Store assay reagents as indicated.

. When adding or aspirating liquids from the microassay wells, do not scrape or touch the bottom
of the wells.

7. Using incubation times and temperatures other than those indicated in the Procedure section
may give erroneous results.

8. Do not allow microassay wells to dry once the assay has bequn.

9. Do not use a microassay well for more than one test.

10. Use of multichannel pipettes or repeat pipettors is recommended to ensure timely delivery of reagents.

11. Foraccurate measurement of samples, add samples and standards precisely. Pipet carefully using only
calibrated equipment.

12. This assay may be performed with any validated washing method.

13. Proper collection and storage of test specimens are essential for accurate results.

14. Avoid microbial or cross-contamination of specimens, reagents, or materials. Incorrect results may be
obtained if contaminated.

15. Thimerosal is used as a preservative. Incidental contact with or ingestion of buffers or reagents
containing thimerosal can lead to increased hypersensitivity reactions including irritation to the skin,
eyes, or mouth. Seek medical attention if symptoms are experienced. Exposure to thimerosal may have
potential mutagenic effects. Avoid contact with strong acids and bases.

16. ProClin® 3001s used as a preservative. Incidental contact with or ingestion of buffers or reagents
containing ProClin can cause irritation to the skin, eyes or mouth. Use good laboratory practices to
reduce exposure. Seek medical attention if symptoms are experienced.

17. The Substrate Concentrate is light sensitive. Avoid prolonged exposure to bright or direct light. Store
reagents in the dark when notin use.

18. To avoid aerosol formation during washing, use an apparatus to aspirate the wash fluid into a bottle
containing household bleach.

19. Heat-inactivated, hyperlipemic or contaminated specimens may give erroneous results.
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STORAGE

Store unopened kit at 2—8°C. After the kit is opened, the 20X Wash Solution Concentrate may be stored at
2-30°C

After selecting the reagents or materials to be used in the assay, return the unused reagents immediately
to their appropriate storage temperatures. Bring reagents and materials to room temperature (15-30°C)
before use.

INDICATIONS OF INSTABILITY OR DETERIORATION OF REAGENTS
The Substrate Concentrate may range in color from colorless to pale or dark green. This condition will not
influence performance. However, the freshly prepared Substrate Solution should be colorless to pale green.
A dark green color indicates that the prepared Substrate Solution has deteriorated, must be discarded, and
new Substrate Solution prepared in clean glassware.

(loudiness or discoloration of the diluted Wash Solution indicates a deterioration of this reagent. If this
occurs, the solution should be discarded.

SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE
Handle and dispose of all specimens using Universal Precautions.

Serum or plasma specimens should be collected aseptically and prepared using standard techniques for
clinical laboratory testing.” Do not heat-inactivate the specimens. Any particulate matter should be cleared
from the specimens by low speed centrifugation before testing.

The specimens may be stored on ice, approximately 0°C for up to 6 hours. If specimens are stored for longer
periods, they should be frozen at -70°C or below (storage at -20°C may yield erroneous results).

REAGENT PREPARATION

Refer to Table 1 for the amounts of Substrate Solution and micro-assay strips required per number of tests.
After removing the needed reagents and materials, return the unused items to their appropriate storage
temperatures (see STORAGE). Bring all reagents and materials for the assay to room temperature (15—-30°C)
before use.

. Wash Solution. Mix the 20X Wash Solution Concentrate by inverting the bottle several times. If the
20X Wash Solution Concentrate has been stored at 2—8°C, crystals may have formed. To dissolve the
arystals, warm the bottle in a 37—50°C water bath until all crystals have dissolved and follow by mixing
thoroughly. Prepare the Wash Solution by diluting the entire contents of one of the bottles of 20X Wash
Solution Concentrate up to one liter with distilled or deionized water. Mix thoroughly. The Wash Solution
is stable for 30 days when stored in a clean container at 2—8°C. If discoloration or cloudiness occurs,
discard the reagent.

Selecting the Microassay Strips. Determine the number of microassay strips required for the
assay by referring to Table 1. Remove the strip retainer from the assembled plate. Remove the unneeded
strips and place them in the storage bag, reseal the bag and return it to storage at 2—8°C. Secure the
strips to be used in the assay.

. Specimen Dilution

Caution: Treat all specimens as if potentially infectious. Do not use heat-inactivated or
contaminated specimens.

Determine the number (N) of specimens to be tested. Label test tubes #1 through #N and record on the
provided data sheet which specimen corresponds to each tube.

Prepare a 1:50 dilution of each specimen using the Complement Specimen Diluent (e.g., 10 pL test
specimen mixed with 490 uL Complement Specimen Diluent). Mix thoroughly, but avoid formation of
foam and bubbles. Do not store or reuse diluted specimens.

. Adding Diluted Specimens to the Microtiter Wells. Either of two methods can be used to add
diluted specimens, standards, controls, and buffer, to the wells (see Step 5 of ASSAY PROCEDURE). For
small assay runs where only a few specimens are being tested, the diluted specimens and other reagents
can be added directly to their assigned wells with a micropipette (100 pL/well). For small or large runs,
but especially larger runs, we recommend the use of a multichannel pipettor for adding specimens as
follows. (A multi-channel pipettor may be used to conveniently add the Conjugate,
Substrate and Stop Solution, as well.)
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In order to load the standards, controls and diluted specimens into the microassay wells as rapidly as
possible, a“replica plating”procedure can be employed. Instead of adding 100 L of each standard,
control or diluted specimen to the antibody-coated wells individually, 120~130 L of each solution
can be added to individual wells in a blank plate (not provided) corresponding to the final EIA pattern
desired. After all the solutions to be tested have been added to the microassay wells in the blank
plate, rapidly transfer 100 L from each blank well to the antibody-coated wells using a multichannel
micropipettor. To avoid the possibility of cross-contamination, pipette tips must be changed each time
there is a change in the composition of the samples to be transferred.

. (IC-Raji Confirmation Dilution (optional). If confirmation of positive results is desired,
determine the number (N) of specimens to be confirmed. Label test tubes #1c through #Nc and
record. Prepare a 1:50 dilution using the CIC-Raji Confirmation Diluent. A specimen diluted in

(IC-Raji Confirmation Diluent must be run con-currently with the same dilution of specimen in the
Complement Specimen Diluent.

Preparation of Substrate Solution. Prepare just prior to use. Determine the required volume
of Substrate Solution from Table 1, below. Prepare the Substrate Solution by adding 50 L of Substrate
Concentrate to each mL of Substrate Diluent. Mix thoroughly.

CIC Controls. The CIC-RCR Positive and Negative Controls are available separately from Quidel
(CIC-RCR Controls catalog #A014). They should be prepared in accordance with the directions in
their package insert. See also QUALITY CONTROL section in this insert.
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TABLE 1
ASSAY REQUIREMENTS
Wells' 8-Well Strips Substrate Solution Substrate Substrate
Required (mL) Diluent (mL) Concentrate (L)
16 2 16 20 100
24 3 24 30 150
R 4 32 40 200
40 5 40 50 250
4 6 48 50 250
56 7 56 6.0 300
64 8 6.4 70 350
72 9 7.2 80 400
80 10 8.0 90 450
88 n 88 9.0 450
96 12 9.6 10.0 500

" Determine the number of specimens to be tested and add eleven (11) wells for the three Standards, the
Low and High Controls to be tested (in duplicate) and one blank well. It is recommended that duplicate
standards and controls be tested in separate microassay strips when possible.

ASSAY PROCEDURE
Read entire product insert before beginning the assay.
See REAGENT PREPARATION and WARNINGS AND PRECAUTIONS before proceeding.

1. Record the microassay well positions corresponding to the blank well(s), all test samples, standards,
and controls as well as the indicated lot numbers from the vial labels. Label one corner of the
Microassay Plate for orientation.

2. Prepare the microassay strips as follows:

a. Rehydrate microassay wells by adding approximately 300 L of Wash Solution to each well using
a wash bottle or other filling device.

b, Incubate at room temperature (15—-30°C) for 1—2 minutes.
¢ Aspirate the contents from each well.

d. Invert the plate and tap firmly on absorbent paper twice to remove any remaining liquid.
Do not allow the wells to dry.




3. Add 100 pL of Complement Specimen Diluent to the well(s) that will be used to blank the plate reader.
4. Add 100 pL of each CIC-Raji Standard (A, B, and C) to duplicate wells.

5. Add 100 pL of each diluted specimen to its assigned microassay well. See REAGENT PREPARATION,
Step 4.

6. Incubate at room temperature (15—30°C) for 60 + T minutes.
7. Wash the microassay wells as follows:
a. Afterthe incubation of step 6 (and in step 9 below), remove the fluid from each well.
b, Add approximately 300 pL Wash Solution to each well using a wash bottle or other filling device.
¢ Incubate the wells for T minute at room temperature (15-30°C).
d. Remove the fluid from each well.
e. Add approximately 300 pL Wash Solution to each well.
f. Remove the fluid from each well.
0. Repeat steps ef three additional times.
h. After this fifth wash cycle, invert the plate and tap firmly on absorbent paper twice to remove
any remaining fluid.
8. Using a multi-channel or repeating pipette, dispense 50 L of the CIC-Raji Conjugate into each washed
test well, including the blank well(s).

9. Incubate the microassay strips at room temperature (15—30°C) for 30 + 1 minutes. Prepare the
Substrate Solution during this incubation (see REAGENT PREPARATION step 6).

10. Wash the microassay wells after the 30-minute incubation of Step 9, as described above, step 7.

11. Immediately following the wash procedure using a multichannel or repeating pipette, dispense 100 L
of the freshly prepared Substrate Solution into each well, including the blank(s).

12. Incubate the microassay strips at room temperature (15-30°C) for 30 + 1 minutes.

13. Using a multi-channel or repeating pipette, add 50 L of the Stop Solution to each well to stop the
enzymatic reaction. The Stop Solution should be added to the wells in the same order and at the same
rate as was the Substrate Solution. Gently tap the plate to disperse the color development evenly.

14. Determine the absorbance reading at 405 nm (Asgs value) for each test well within one hour after
the addition of the Stop Solution (step 13), making a blank correction in accordance with the
spectrophotometric system in use.

15. Keep the strip holder and strip retainer for future use.

16. Dispose of the remaining diluted specimens, substrate, and the used microassay strips (see WARNINGS
AND PRECAUTIONS, item 3). Keep the strip holder and strip retainer for future use.

RECOMMENDED CONFIRMATION METHOD

Ifindependent confirmation of a positive result is required, or if a positive result is inconsistent with the
dinical interpretation, the positive specimen may be reassayed using a confirmation test. A negative result
cannot be confirmed. The confirmation method utilizes a specimen diluent (the CIC-Raji Confirmation
Diluent) which contains anti-human (3 fragment antibodies. To confirm a positive result, an aliquot of the
specimen must be diluted in the CIC-Raji Confirmation Diluent and a second aliquot diluted similarly in
the Complement Specimen Diluent. Both samples are then assayed according to the usual Quidel CIC-Raji
Cell Replacement EIA procedure. See REAGENT PREPARATION, and INTERPRETATION OF RESULTS sections
for details.

QUALITY CONTROL

In order to comply with Good Laboratory Practice, it is reccommended that positive and negative controls be
included with each day’s activity. Controls for the Quidel CIC-Raji Cell Replacement Assay are available from
Quidel for this purpose (CIC-RCR Controls, catalog #A014), and should be used in accordance with their
package insert. If the positive and/or negative control fail to perform as specified, please contact Quidel
Technical Assistance as soon as possible.

In addition to controls, the Quidel CIC-Raji Cell Replacement Assay also provides a RECOMMENDED
CONFIRMATION METHOD and VALIDATION PARAMETERS.

By utilizing the Controls, Standards with validation, and the confirmation method, you should achieve a
reproducible and accurate result.
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INTERPRETATION OF RESULTS
Calculation of Results

Calculations: The standard curve is generated using the blank-subtracted Ass value of each CIC-Raji
Standard on the y-axis versus the assigned micrograms of serum-treated, heat-aggregated gamma
globulin equivalents/mL (g Eq/mL) indicated on the vial label for each Standard on the x-axis. After linear
regression, the generated standard curve must meet the validation requirements (see below). The sample
concentrations are then calculated directly from the standard curve. Most computers and calculators are
capable of performing these calculations.

Alternatively, the data may be graphed manually and the values (g Eq/mL) of the test samples read
directly from the best-fit line of the standard curve. An example of a typical standard curve is shown in
Figure 1.

Confirmation Test Calculation: To confirm a positive result, the immune complex concentration
[CIC] determined in the sample diluted in CIC-Raji Confirmation Diluent is divided by the immune complex
concentration measured in the sample diluted in Complement Specimen Diluent to generate a ratio:

— [AcTin (IC-Raji Confirmation Diluent
[CIC] in Complement Specimen Diluent

Example of Standard Curve

FIGURE 1
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Validation

Determine the slope, intercept, and correlation coefficient of the derived best fit line. The values must be
within the specified ranges to qualify the assay:

correlation coefficient (r): > 0.95
slope (m):  0.013t00.034
y-intercept (b): ~ (-)0.07 to (+)0.10

Most normal subjects demonstrate measurable levels of CIC. Since there is no accepted abnormal level
of CIC, the user should establish in-house normal levels. As a guideline, levels of CIC based on the results
obtained from the normal populations described in EXPECTED VALUES are as follows:




Normal Results: Values less than or equal to 15 ug Eq/mL are considered normal for levels of CIC.

Abnormal Results: Values greater than or equal to 20 ug Eq/ml are considered abnormal for levels
of CIC. Specimens which have measured concentrations of CIC greater than CIC-Raji Standard C should be
reported as greater than the assigned CIC-Raji Standard C concentration indicated on the vial label.

Equivocal Values: Values greater than 15 ug Eq/mL and less than 20 pg Eq/mL are equivocal. These
specimens may be repeat-tested or a new sample may be drawn and tested, if indicated. If an equivocal
specimen repeats as equivocal, the specimen is then considered significantly higher than normal and may
be reported as abnormal.

Confirmation Results: [f the ratio is less than 0.5, the positive CIC resultis confirmed. In other words,
greater than 50% reduction in the apparent CIC concentration confirms a positive result.

Occasionally, positive specimens may not confirm. Non-confirming specimens may be due to, among other
reasons: (1) mishandled specimens (e.g., contaminated or heat-inactivated) or (2) specimens containing
human lgG antibodies which bind to mouse IgG. Such specimens, however, are not necessarily negative for
(IC. The material causing the apparent false positive result may mask concomitantly occurring CIC which, if
they were present alone, would otherwise give a confirmable positive CIC result.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

This test measures immune complexes or aggregates of human lgG containing (3 activation fragments.
Therefore conditions that promote aggregation of IgG or complement activation must be avoided during
sample collection and processing.

EXPECTED VALUES

Fifty (50) selected sera were obtained from a reference laboratory which receives specimens from
throughout the United States. These sera were tested in the Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA and in
the reference laboratory’s Raji Cell assay. There was a 92% agreement between the two assays for the
measurement of the presence of CIC.

Sera obtained from sixty-two (62) SLE patients at two eastern U.S. clinics and from twenty-nine (29)
RA patients at a southern U.S. rheumatology clinic were tested in the Quidel CIC-Raji Cell Replacement
EIA. In addition, sera from twenty-six (26) normal, healthy subjects at the two SLE clinic sites and from
twenty-five (25) clinically non-autoimmune patients reporting to the rheumatology clinic were tested.
The mean concentrations of (I, the standard deviations, and the frequency distribution for each
population are presented in Figures 2, 3, and 4.

Fig. 2, CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
Systemic Lupus Erythematosus Population

9.

8 Average Concentration =15.8 ug Eq/mL
Standard Deviation =14.6 ug Eq/mL

71 Number =62 cases
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Fig. 3, CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
Rheumatoid Arthritis Population

12 4
Average Concentration =13.7 ug Eq/mL
10 Standard Deviation =16.2 ug Eq/mL
Number =29 cases
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Fig. 4, CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
Control Population
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18 Average Concentration =5.0 ug Eq/mL
Standard Deviation =4.6 ug Eq/mL

161 Number =51 cases
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Within one SLE site and the RA site, the degree of disease activity was assigned independently of any
(IClaboratory data. This assessment was made by the attending physician(s). To assure consistent
reporting, one physician at each site later reviewed the patient records and assigned the disease activity.
One RA patient was described as late stage “burnout.” The CIC result for this patient was 1 g Eq/mL.
Since there were no other similar RA patients, this individual result is not included in Table 2. Table 2
shows the observed relationship between CIC measured by the Quidel CIC-Raji Cell Replacement Enzyme
Immunoassay and the disease activity of the patients.

TABLE 2
CIC-RAJI CELL REPLACEMENT ASSAY RESULTS COMPARED TO DISEASE ACTIVITY
9% Abnormal’
Low Activity Moderate Activity High Activity
SLE 8% (1/12) 36% (4/11) 79% (11/14)
RA 0% (0/4) 19% (3/16) 50% (4/8)

"Inside the parentheses (after each % abnormal) is indicated the number of patients testing abnormal divided by the
number of patients classified with the particular disease activity.




PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Accuracy

AWorld Health Organization (WHO) Immune Complex Standard, i.e., tetanus toxoid-anti-tetanus toxoid
complexes pre-incubated in fresh normal human serum, was used to standardize the assay. To test the

accuracy of the assay, five dilutions of the WHO Standard were tested in triplicate in nine runs in the Quidel kit.

The assayed concentrations showed a correlation of 0.99 with the known values.
Reproducibility

Patient specimens and Kit Standards were tested in nine assay runs in two different kit lots. Each was
tested in triplicate within each assay run. The average variation between each run for the specimens and
Kit Standards is shown in Table 3, as interassay variation. The average variation within each run for the
specimens and Kit Standards is shown in Table 3 as intraassay variation.

TABLE 3
ASSAY REPRODUCIBILITY
Mean (jg Eq/mL) Intraassay (% CV) Interassay (% CV)

Specimen 1 56 5 9
2 13 9 23

Standard 1 4 8 30
2 " 7 15

3 23 5 9

4 32 4 6

5 40 5 6

6 48 4 5

7 59 3 4

Sensitivity

The Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA measures at least 4 ug Eq/mL or greater of CIC analyte based on
comparison to the WHO Standard.

Specificity
The fifty-one (51) control sera described in the EXAMPLE VALUES section were tested in the Quidel CIC-Raji

Cell Replacement assay. Only three were positive (repeatedly greater than 15 g Eq/mL), yielding a 94%
specificity.

ASSISTANCE

To place an order or for technical assistance, please contact a Quidel Representative at 800-524-6318 or
408-616-4301, Monday through Friday, between 8:00 a.m. and 5:00 p.m., Pacific Time. Orders may also
be placed by fax at 408-616-4310.

For services outside the U.S., please contact your local distributor.
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KURZANLEITUNG

Vor der Durchfiihrung des Tests die gesamte Packungsbeilage lesen.

Vorbereitungen

1. Waschldsung ansetzen.

2. Proben verdiinnen.

Testverfahren

. Mikroassay-Vertiefungen rehydrieren.

. 100 I des Komplement-Probenverdtnnungsmittels in die Blindvertiefung(en) geben.
. Je 100 pl der Standardidsungen und Proben in die entsprechenden Vertiefungen geben.
. Bei Raumtemperatur (15-30 °C) fiir 60 Minuten inkubieren.

. Die Mikroassay-Vertiefungen fiinfmal waschen.

. Je 50 il des CIC-Raji-Konjugats in die Testvertiefungen geben.

. Bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubieren (wahrend dieser Inkubation die Substratldsung
ansetzen).

10. Die Mikroassay-Vertiefungen fiinfmal waschen.

11. Je 100 i Substratltsung in die Testvertiefungen geben.

12. Bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubieren.

13. Je 50 il Stoppldsung in die Testvertiefungen geben.

14. Innerhalb von 60 Minuten die Extinktion bei 405 nm ablesen.
Berechnungen

15. Die Extinktion als Funktion der Standardlosungskonzentration auf dem beiliegenden Millimeterpapier
auftragen oder zur Durchfiihrung einer linearen Regression in einen Rechner eingeben.

16. Die Probenkonzentrationen direkt von der Eichgerade ablesen oder mit Hilfe der erforderlichen Funktion
auf dem Rechner bestimmen.

VORGESEHENER VERWENDUNGSZWECK
Der Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA dient zur Bestimmung von Immunkomplexen mit (3
Aktivierungsfragmenten in Humanserum und Plasma.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNGEN

Die Bedeutung zirkulierender Immunkomplexe (CIC) und ihre Rolle in zahlreichen Krankheiten ist

bereits seit Jahren Gegenstand verschiedener Untersuchungen. Ihre Bildung stellt einen schiitzenden,
kontinuierlich stattfindenden und gewdhnlich benignen Vorgang eines normal funktionierenden
Immunsystems dar. CICs werden im normalen Wirtsorganismus durch eine Reihe komplexer, biochemischer,
enzymatischer und zelluldrer Vorgange aus der Zirkulation entfernt. Fiir die effektive Entfernung vieler

(ICs st die Aktivierung von Komplementfaktoren erforderlich. Die Komplementaktivierung bewirkt

eine Ablagerung von (3-Fragmenten im Immunkomplex, der eine verstarkte Elimination durch die
Phagozyten des Monozyten-Makrophagen-Systems folgt. Unter bestimmien Bedingungen, die noch nicht
vollstandig erforscht sind, lduft die Elimination der Immunkomplexe aus dem Korper nicht effizient ab.

In derartigen Erkrankungen konnen sich die Immunkomplexe anreichern und an verschiedenen Organen
und Geweben zu komplementabhangigen Schdden filhren. Durch diese Komplementaktivierung kann
eine Reihe potenziell destruktiver Vorgange im Wirtsorganismus gestartet werden, so z. B. die Bildung

von Anaphylatoxinen, Zellaufldsung, Leukozytenstimulation sowie die Aktivierung von Makrophagen und
anderen Zellen." Bei der Bindung der Immunkomplexe an die Gefawénde oder Zellmembrane kann eine
Zerstorung des normalen Gewebes stattfinden, wie z. B in einigen Fallen von Glomerulonephritis.

Bestimmte Eigenschaften zirkulierender Immunkomplexe haben einen Einfluss auf ihre potenzielle
Pathogenitét, dazu gehdren insbesondere: (1) Art, GroBe und Konzentration des Antigens, (2) Art, GroRe
und Konzentration des Antikérpers, (3) Bildungs- und Abbaurate der Immunkomplexe."?

© o~ ov U W

Zirkulierende Immunkomplexe wurden in einer Reihe von Erkrankungen nachgewiesen, so z. B. bei
Infektionen, Autoimmunkrankheiten, Traumata und neoplastischen, proliferativen Erkrankungen.
In jiingst durchgefiihrten Studien wurde darauf hingewiesen, dass die Bestimmung zirkulierender
Immunkomplexe bei der Bewertung bestimmter Erkrankungen und, unter bestimmten Umstanden
auch, bei der Uberwachung der Therapiewirksamkeit eine wichtige Rolle spielen konnte. Dies trifft
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besonders fiir systemischen Lupus erythematodes (SLE) und einige Formen rheumatoider Arthritis
(RA) zu.** Die erste Erkrankung, die mit der Bildung von Immunkomplexen in Zusammenhang
gebracht wurde, war die Serumkrankheit; sie wurde Anfang des 20. Jahrhunderts von Pirquet
beschrieben. Seither wurden von erhdhten CIC-Konzentrationen in Autoimmunkrankheiten (SLE,
SLE-Syndrom, RA), Glomerulonephritis, neoplastischen Krankheiten (Hodgkin-Krankheit, Leukdmie),
bakteriellen Erkrankungen (Endocarditis lenta, Lepra), Parasiteninfektionen (Malaria, Schistosomiasis)
und Virusinfektionen (Hepatitis, Mononucleosis) berichtet.

Fiir den Nachweis bzw. die quantitative Bestimmung von zirkulierenden Immunkomplexen wurden

{iber 40 Testverfahren beschrieben. Dazu gehdren der Raji-Zellen-Test, der Test auf C1g-Deviation, der
Konglutinintest, Verfahren zum Nachweis von Clg-Bindung in der Fliissigkeitsphase, der Rheumafaktortest,
der PEG-Prazipitationstest sowie (1q-Nachweisverfahren in der festen Phase." Da die GroBe und die
biochemischen Eigenschaften von CIC stark variieren, konnte sich keiner dieser Tests als Standardverfahren
durchsetzen. In einer von der Weltgesundheitsorganisation geforderten Gemeinschaftsstudie wurde 1978
nachgewiesen, dass kein Test als ausschlieRliches Verfahren fiir alle vermuteten Krankheiten geeignet

war. s wurde daher empfohlen, zum einwandifreien Nachweis von CIC mindestens zwei unterschiedliche
Testverfahren einzusetzen.

FUNKTIONSPRINZIP

Fragmente des dritten Komplementfaktors (3 gehen hdufig eine kovalente Bindung mit
komplementaktivierenden Immunkomplexen ein. Raji-Zellen, die von einer kontinuierlichen
B-Lymphozyten-Zelllinie stammen, verfiigen tiber CR2-Komplementrezeptoren, die mit den iC3b-,
(3d,g- und (3d-Fragementen von aktiviertem (3 Bindungen eingehen.®’* Der Raji-Zellen-CIC-Test
beruht auf der Fahigkeit der CR2-Rezeptoren von Raji-Zellen, Immunkomplexe zu binden, die diese
(3-Fragmente enthalten. Mit dem Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA kinnen durch die Verwendung
eines immobilisierten monoklonalen Antikérpers zudem CIC-haltige (3-Fragmente bestimmt werden, die
— wie bei der CR2-Bindung von Raji-Zellen — eine spezifische Bindungsaffinitét fiir iC3b-, (3d,g- und
(3d-Aktivierungsfragmente von (3 haben.

In der ersten Phase werden Standardldsungen sowie Serum- und Plasmaproben, die mit Komplement-
Probenverdtinnungsmittel verdiinnt wurden, in die — mit monoklonalen Antikirpern gegen humane
(3-Fragemente beschichteten — Mikroassay-Vertiefungen gegeben und inkubiert. Wahrend dieser
Inkubation werden Immunkomplexe, die C3-Aktivierungsfragmente enthalten, vom Festphasen-Antikrper
erfasst. Nach der Inkubation werden ungebundene Serum- oder Plasmaproteine im Waschschritt entfernt.

In der zweiten Phasen wird an Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiertes antihumanes IgG von Mausen

in die verschiedenen Testvertiefungen gegeben und inkubiert. Wahrend dieser Inkubation geht das
Konjugat mit den bereits an die Mikroassay-Vertiefungen gebundenen Immunkomplexe eine Bindung ein.
Ungebundenes Konjugat wird im Waschschritt entfernt.

In der dritten Phasen wird ein Enzymsubstrat in die verschiedenen Testvertiefungen gegeben. Der
gebundene, HRP-konjugierte Antikorper reagiert mit dem chromogenen Substrat und bildet eine griine
Farbung. Nach der Inkubation wird zum Stoppen der Farbentwicklung ein Reagenz hinzugegeben.

Die Extinktionswerte (Exs-Werte) werden spektrophotometrisch bestimmt. Die Intensitdt der griinen
Farbung ist proportional zur Menge des an die feste Phase gebundenen CIC. Es wird eine Eichgerade
erstellt, indem die fiir die verschiedenen Standardldsungen erhaltenen E,os-Werte gegen die Konzentration
aufgetragen werden. Die Konzentration der in der Probe vorliegenden Immunkomplexe wird dann

anhand dieser Eichgerade ermitelt. Die Ergebnisse werden als Aquivalente von serumbehandeltem,
hitzeaggregiertem Gammaglobulin (HAGG) humanen Ursprungs in Mikrogramm pro Milliliter (ug Ag/ml)
angegeben. Zum Bestatigen eines positiven CIC-Ergebnisses kann die Probe emeut getestet werden. Dazu
wird sie mit einem CIC-Raji-Kontollverdiinnungsmittel verdiinnt, das blockierende Antikbrper enthalt, deren
Spezifitdt der des in den Mikroassay-Vertiefungen immobilisierten Antikdrpers entspricht.

REAGENZIEN UND MITGELIEFERTE MATERIALIEN
Der CIC-Raji Cell Replacement EIA enthalt folgende Komponenten:

A (CIC-Raji-Standardlosungen Artikel nr.A9513-A9515 jel,2ml
B Jede Standardldsung enthalt eine bekannte Menge an humanem, serumbehandeltem HAGG in
C phosphatgepufferter KochsalzIdsung, 2,5 % Stabilisatoren und 0,01 % Thimerosal.
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© Mikroassay-Platte Artikelnr. A9512 je12
Platte mit 96 Vertiefungen, einschlieBlich Feststelleinrichtung und Halterung. Setzt sich aus Teststreifen
mit jeweils 8 Vertiefungen zusammen, die mit antihumanen (3-Fragmenten von Méusen beschichtet
sind und sich in einem wiederverschlieBbaren Kunststoffbeutel befinden.

© Stoppldsung Artikel Nr. A3673 6ml
Enthdlt 250 mM Oxalsdure.
© 20fach konzentrierte Waschlosung Artikelnr. A3674 je2,50ml

Enthélt im verdiinnten Zustand jeweils phosphatgepufferte Kochsalzlosung, 0,05 % Tween-20™
und 0,01 % Thimerosal

O Komplement-Probenverdiinnungsmittel Artikelnr. A3670 50ml

Enthalt phosphatgepufferte Kochsalzldsung, 2,5 % Stabilisatoren und 0,035 % ProClin® 300.

© Substratverdiinnung Artikelnr. A3672 25ml
Enthélt 0,1 M Zitratpuffer und 0,05 % H,0,.

O Konzentriertes Substrat Artikelnr. A3671 1,5ml

Enthdlt 0,7 % 2,2"-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure), Diammoniumsalz.

@ (IC-Raji-Konjugat Artikelnr. A9516 je2,3ml
Enthélt an Peroxidase konjugiertes, antihumanes IgG (Maus), suspendiert in einem stabilisierenden
HRP-Puffer mit Konservierungsmittel.

© (IC-Raji-Kontrollverdiinnungsmittel Artikelnr. A9517 je2,12ml
Enthalt phosphatgepufferte Kochsalzldsung, 2,5 % Stabilisatoren, antihumane Antikorper
(C3-Fragmente) und 0,035 % ProClin® 300.

Tween-20™ st ein Warenzeichen von Atlas Chemical Industries, Inc.
ProClin® ist ein eingetragenes Warenzeichen von Rohm and Haas Company.

BENOTIGTE MATERIALIEN (NICHT IM LIEFERUMFANG)
Stoppuhr (iiber einen Bereich von 60 Minuten)

Taschenrechner oder anderes Rechenverfahren zum Validieren der Testergebnisse
Saubere, unbenutzte Mikroassay-Platten und/oder Testréhrchen und Stander
Behalter fiir die Waschpufferverdiinnung

Waschflasche oder anderes fiir Immunassays geeignetes Waschsystem

Finstellbare Mehrkanalpipette (8 oder 12 Kandle) Mehrfachmikropipetten (optional)
Saubere Pipetten, Tml, 5mlund 10 ml

Mikropipetten und Pipettenspitzen

Plattenlesegerat fiir Extinktionsmessungen (Exs) tber den Bereich von 0,0 bis 2,0
Vollentsalztes oder destilliertes Wasser

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Zur In-vitro-Diagnostik.

2. Beim Arbeiten mit diesem Kit und den Proben allgemein giiltige Vorsichtsmanahmen befolgen.

3. Behdlter und ungenutzte Inhaltsstoffe gemals den Anforderungen bundesweit, landesweit und drtlich
geltender Bestimmungen entsorgen.

4. Die mitgelieferten Reagenzien als eine zusammengehdrende Einheit vor dem auf der Verpackung
angegebenen Verfallsdatum verwenden.

5. Die Reagenzien des Assays wie angegeben lagern.

6. Beim Hinzufiigen oder Ansaugen von Fliissigkeiten zu bzw. von den Mikroassay-Vertiefungen nicht den
Boden der Vertiefungen ankratzen oder beriihren.

7. Durch die Verwendung von Inkubationszeiten und -temperaturen, die von den unter, Testverfahren”
gegebenen Werten abweichen, kdnnen falsche Ergebnisse erhalten werden.

8. Die Mikroassay-Vertiefungen nach dem Start des Tests nicht austrocknen lassen.
9. Die Mikroassay-Vertiefungen jeweils nur fiir eine Bestimmung verwenden.
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10. Filr ein zligiges und effizientes Dosieren von Fliissigkeiten wird der Gebrauch von Mehrkanal- oder
Mehrfachpipetten empfohlen.

11. Zum Gewahrleisten genauer Messungen bei der Zugabe der Proben und Standardldsungen genau
arbeiten. Beim Pipettieren vorsichtig vorgehen und nur kalibrierte Gerate verwenden.

12. Fiir dieses Assay kann eine beliebige anerkannte Waschmethode eingesetzt werden.

13. Fiir den Erhalt genauer Ergebnisse missen die Proben fachgerecht entnommen und aufbewahrt
werden.

14. Eine mikrobielle Kontamination bzw. Kreuzkontamination von Proben, Reagenzien oder Materialien
vermeiden. Eine Kontaminationen kann zu falschen Ergebnissen fiihren.

15. Thimerosal wird als Konservierungsstoff verwendet. Der unbeabsichtigte Kontakt mit Pufferlsungen
oder Reagenzien, die Thimerosal enthalten, bzw. deren Einnahme kann zu gesteigerten Uberempfi
ndlichkeitsreaktionen einschlieBlich Reizungen der Haut, der Augen oder des Mundes fiihren. Beim
Auftreten der ersten Symptome einen Arzt aufsuchen. Die Wirkung einer Thimerosalexposition st
potenziell mutagen. Den Kontakt mit starken Sduren und Basen vermeiden.

. ProClin® 300 wird als Konservierungsstoff verwendet. Der unbeabsichtigte Kontakt mit Pufferldsungen
oder Reagenzien, die ProClin enthalten, bzw. deren Einnahme kann zu Reizungen der Haut, der Augen
oder des Mundes fiihren. Die Anforderungen quter Laborpraxis beachten, um die Exposition maglichst
gering zu halten. Beim Auftreten der ersten Symptome einen Arzt aufsuchen.

. Das konzentrierte Substrat ist lichtempfindlich. Es darf daher nicht Gber langere Zeit hellem Licht
oder direkter Lichteinstrahlung ausgesetzt werden. Die Reagenzien bei Nichtgebrauch im Dunkeln
aufbewahren.

18. Um beim Waschen die Bildung von Aerosolen zu vermeiden, eine Vorrichtung verwenden, mit der die

Waschfliissigkeit in eine Flasche mit haushaltsiiblichem Bleichmittel gesaugt wird.

19. Hitzeinaktivierte, hyperlipamische oder kontaminierte Proben kinnen zu falschen Ergebnissen fiihren.
LAGERUNG

Ungedfinete Kits bei 28 °C aufbewahren. Nach dem Offnen des Kits kann die 20fach konzentrierte
Waschldsung bei 2—-30 °C aufbewahrt werden.

>
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Nach der Entnahme der Reagenzien und Materialien, die fiir den Test verwendet werden sollen, nicht
bendtigte Reagenzien sofort wieder auf die erforderliche Lagertemperatur bringen. Die Reagenzien und
Materialien vor dem Test auf Raumtemperatur (15—30 °C) bringen.

ANZEICHEN FUR INS'I"[-\BILITKTEN ODER
ZERSETZUNGSVORGANGE DER REAGENZIEN

Das konzentrierte Substrat kann farblos sein oder eine Farbe von blass- bis dunkelgriin annehmen.
Diese Farbungen bringen keine Beeintrachtiqung der Leistungsfahigkeit mit sich. Die frisch angesetzte
Substratldsung sollte jedoch farblos oder blassgriin sein. Eine dunkelgriine Farbe zeigt an, dass die
angesetzte Substratlosung Zersetzungserscheinungen aufweist und entsorgt werden muss. s muss
dann eine neue Substratldsung in einem sauberen Glasbehalter angesetzt werden.

Eine Triibung oder Verfarbung der verdiinnten Waschldsung weist auf eine Zersetzung dieses Reagenzes
hin. Die Ldsung sollte in diesem Fall entsorgt werden.

ENTNAHME UND LAGERUNG DER PROBEN
Beim Arbeiten und Entsorgen der Proben die allgemein iiblichen
VorsichtsmaBnahmen beachten.

Serum- und Plasmaproben sollten unter keimfreien Bedingungen entnommen und gemél
Standardverfahren fiir die klinische Laborpraxis getestet werden. " Die Proben nicht hitzeinaktivieren.
Schwebstoffteilchen sollten vor dem Testen durch Zentrifugieren bei niedrigen Drehzahlen von den Proben
entfernt werden.

Die Proben kannen fiir bis zu 6 Stunden bei ungefahr 0 °C auf Eis gelagert werden. Fiir die Aufbewahrung
{iber langere Zeitraume sollten die Proben bei mindestens -70 °C eingefroren werden (die Lagerung bei
-20 °Ckann zu falschen Ergebnissen filhren).
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VORBEREITUNG VON REAGENZIEN

Die Mengen an Substratldsung und Mikroassay-Teststreifen, die fiir eine bestimmte Anzahl von
Bestimmungen erforderlich sind, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Nach der Entnahme der erforderlichen
Reagenzien und Materialien die nicht mehr bendtigten Komponenten wieder auf die erforderliche
Lagertemperatur bringen (siehe LAGERUNG). Alle Reagenzien und Materialien vor dem Test auf
Raumtemperatur (15-30 °C) bringen.

1. Waschlasung. Die 20fach konzentrierte Waschlosung durch mehrfaches Umdrehen der Flasche mischen.
Wird die 20fach konzentrierte Waschldsung bei 2—8 °C gelagert, haben sich u. U. Kristalle gebildet. Zum
Aufldsen der Kristalle die Flasche in ein 3750 °C warmes Wasserbad stellen, bis sich alle Kristalle aufgeldst
haben und den Inhalt der Flasche dann griindlich mischen. Die Waschldsung vorbereiten, indem der gesamte
Inhalt einer 20fach konzentrierten Waschlosungsflasche mit vollentsalztem oder destilliertem Wasser auf
1 Liter verdinnt wird. Griindlich mischen. Die Waschldsung ist bei Aufbewahrung in einem sauberen Behalter
bei 28 °C fiir 30 Tage haltbar. Das Reagenz beim Auftreten von Verférbungen oder Trilbungen entsorgen.

2. Entnehmen der Mikroassay-Teststreifen. Die Anzahl der erforderlichen Mikroassay-Teststreifen
anhand von Tabelle T ermitteln. Die Teststreifen-Feststelleinrichtung von der Platte entfernen. Die nicht
bendtigten Teststreifen entnehmen und in den Beutel legen. Den Beutel wieder verschlieen und bei
2-8 °Caufbewahren. Die fiir den Test zu verwendenden Teststreifen befestigen.

3. Probenverdiinnung

Vorsicht: Alle Proben als potenziell infektioses Material behandeln. Die Proben nicht
hitzeinaktivieren oder kontaminieren.

Die Anzahl (N) der zu testenden Proben bestimmen. Die Testrohrchen 1bis N beschriften und auf dem
beiliegenden Datenblatt die Daten jedes Testrohrchens eintragen.

Alle Proben mit dem Komplement-Probenverdinnungsmittel im Verhaltnis 1:50 verdiinnen (z. B. 10 pl
Probe auf 490 pl Komplement-Probenverdinnungsmittel). Griindlich mischen, dabei jedoch die Bildung
von Schaum und Blasen vermeiden. Verdiinnte Proben nicht aufbewahren oder wiederverwenden.

4. Hinzugeben der verdiinnten Proben in die Mikrotiter-Vertiefungen. Zum Hinzugeben
der verdiinnten Proben, Standardldsungen, Kontrollen und Pufferldsungen in die Vertiefungen stehen
2wei Methoden zur Verfiigung (siehe Schritt 5 unter TESTVERFAHREN). Bei kleinen Testdurchldufen, die
aus einer geringen Anzahl von Proben bestehen, kdnnen die verdiinnten Proben und andere Reagenzien
mit einer Mikropipette (100 il/Vertiefung) direkt in die vorgesehenen Vertiefungen gegeben werden.
Fiir kleine und umfangreiche Testdurchldufe, besonders jedoch fiir letzteren Fall, sollten zum Hinzugeben
der Proben wie folgt Mehrkanalpipetten verwendet werden. (Auch fiir die Zugabe von Konjugat,
Substrat und Stoppldsung kann eine Mehrkanalpipette verwendet werden.)

Um die Aufgabe von Standardldsungen, Kontrollen und verdtinnten Proben in die Mikroassay-Vertiefungen
50 schnell wie mdglich zu gestalten, kann ein, Doppelplattenverfahren” eingesetzt werden. Anstelle der
Zugabe von jeweils 100 pl Standardlsung, Kontrolle und verdiinnter Probe in die verschiedenen, mit
Antikérpern beschichteten Vertiefungen werden dabei 120—130 il jeder Losung in der gewiinschten
EIA-Anordnung in die verschiedenen Vertiefungen einer inaktiven Platte (nicht im Lieferumfang enthalten)
gegeben. Nachdem alle zu testenden Ldsungen in die Vertiefungen der inaktiven Mikroassay-Platte
gegeben wurden, werden nun mit einer Mehrkanal-Mikropipette von jeder Vertiefung der inaktiven Platte
100 ilin die Vertiefungen der aktiven — d.h. mit Antikdrper beschichteten Platte — tberfiihrt. Um das
Risiko von Kreuzkontaminationen mdglichst gering zu halten, miissen die Pipettenspitzen jedes Mal, wenn
sich die Zusammensetzung der zu tiberfiihrenden Proben andert, ausgewechselt werden.

. (IC-Raji-Kontrollverdiinnungsmittel (optional). Sollen positive Ergebnisse bestdtigt werden,
die Anzahl (N) der zu bestdtigenden Proben bestimmen. Die Testréhrchen mit Tb bis Nb beschriften und
schriftlich festhalten. Mit dem CIC-Raji-Kontrollverdiinnungsmittel eine Verdiinnung im Verhaltnis 1:

50 erstellen. Eine mit CIC-Raji-Kontrollverdiinnungsmittel verdiinnte Probe muss gleichzeitig mit der
gleichen Verdiinnung der Probe in Komplement-Probenverdiinnungsmittel getestet werden.

Vorbereiten der Substratlosung. Unmittelbar vor dem Gebrauch vorbereiten. Das erforderliche
Volumen an Substratldsung anhand von Tabelle 1 (siehe unten) bestimmen. Die Substratldsung
vorbereiten, indem fiir jeden ml der Substratverdiinnung 50 pl konzentriertes Substrat hinzugegeben
wird. Griindlich mischen.

CIC-Kontrollen. Die negativen und positiven CIC-RCR-Kontrollen sind separat von Quidel erhdltlich
(Katalog-Nr. A014). Sie sollten gemdf3 den auf der zugehdrigen Packungsbeilage gegebenen
Anleitungen vorbereitet werden. Weitere Informationen hierzu unter QUALITATSKONTROLLE auf dieser
Packungsbeilage.

v
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TABELLE 1
TESTANFORDERUNGEN
Vertiefung' Teststreifen Erforderliche Substrat- Konzentr.
(8Vert.) Substratlosung (ml) verdinnung (ml) ~ Substrat ()
16 2 16 20 100
24 3 24 30 150
RY) 4 32 40 200
40 5 40 50 250
48 6 48 50 250
56 7 506 6,0 300
64 8 64 70 350
72 9 72 80 400
80 10 80 90 450
88 1 838 90 450
9% 12 9,6 10,0 500

"Die Anzah! der zu testenden Proben bestimmen und elf (11) Vertiefungen fir die drei Standardlosungen, die zu testenden
niedrigen und hohen Kontrollen (in Duplikaten) sowie eine Blindvertiefung hinzufiigen. Duplizierte Standardldsungen und
Kontrollen sollten sofern mdglich auf separaten Mikroassay-Teststreifen getestet werden.

TESTVERFAHREN
Vor der Durchfiihrung des Tests die gesamte Packungsbeilage lesen.

Vor dem Fortfahren die unter VORBEREITUNG VON REAGENZIEN und WARNHINWEISE UND
VORSICHTSMASSNAHMEN gegebenen Informationen einsehen.

1. Die Positionen der Blindvertiefungen, aller Proben, Standardidsungen und Kontrollen sowie die auf
den Flaschenetiketten angegebenen Chargennummern schriftlich festhalten. Die Ausrichtung der
Mikroassay-Platte durch die Markierung einer Plattenecke festhalten.

2. Die Mikroassay-Teststreifen wie folgt vorbereiten:

a. Die Mikroassay-Vertiefungen rehydrieren, indem mit einer Waschflasche oder einer geeigneten
Fiilleinrichtung in jede Vertiefung 300 ul Waschlosung gegeben wird.

b, Bei Raumtemperatur (15—30 °C) fiir 1-2 Minuten inkubieren.
¢ Den Inhalt der verschiedenen Vertiefungen absaugen.

d. Die Platte umdrehen und zweimal vorsichtig auf absorbierendem Papier ausklopfen, um
Restfliissigkeiten zu entfernen. Die Vertiefungen nicht austrocknen lassen.

3. 100 il des Komplement-Probenverdiinnungsmittels in diejenige(n) Vertiefung(en) geben,
die zur Bestimmung des Nullwertes des Plattenlesegerats verwendet werden sollen (die sog.
Blindvertiefungen).

4. Je 100 pl der CIC-Raji-Standardlsungen (A, B und C) in die Duplikatvertiefungen geben.

5. Je 100 pl der verdiinnten Proben in die entsprechenden Mikroassay-Vertiefungen geben. Siehe hierzu
auch Schritt 4 unter VORBEREITUNG VON REAGENZIEN.

6. Bei Raumtemperatur (15-30 °C) fiir 60 + 1 Minuten inkubieren.
7. Die Mikroassay-Vertiefungen wie folgt waschen:

a. Nach der Inkubation von Schritt 6 (und Schritt 9 — siehe unten) die Flissigkeiten aus den
Vertiefungen entfernen.

b, Miteiner Waschflasche oder einer geeigneten Fiilleinrichtung ungefahr 300 ul Waschlosung in jede
Vertiefung geben.

¢ DieVertiefungen bei Raumtemperatur (15-30 °C) fiir 1 Minute inkubieren.
d. Die Fliissigkeiten aus den Vertiefungen entfernen.

e. Ungefdhr 300 pl Waschlosung in jede Vertiefung geben.

f. DieFlissigkeiten aus den Vertiefungen entfernen.

q. Die Schritte e—f dreimal wiederholen.
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h. Nach diesem fiinften Waschschritt die Platte umdrehen und zweimal vorsichtig auf
absorbierendem Papier ausklopfen, um Restfliissigkeiten zu entfernen.

8. Mit einer Mehrkanal- oder Mehrfachpipette jeweils 50 pl des CIC-Raji-Konjugats in die gewaschenen
Testvertiefungen und die Blindvertiefungen geben.

9. Die Mikroassay-Teststreifen bei Raumtemperatur (1530 °C) fiir 30 + 1 Minuten inkubieren.
Wahrend dieser Inkubation die Substratlosung vorbereiten (siehe Schritt 6 unter
VORBEREITUNG VON REAGENZIEN).

10. Die Mikroassay-Vertiefungen nach der 30 Minuten dauernden Inkubation von Schritt 9 wie oben
beschrieben (Schritt 7) waschen.

11. Unmittelbar nach dem Waschschritt mit einer Mehrkanal- oder Mehrfachpipette je 100 pl der frisch
angesetzten Substratldsung in die Vertiefungen und Blindvertiefung(en) geben.

12. Die Mikroassay-Teststreifen bei Raumtemperatur (15—30 °C) fiir 30 + 1 Minuten inkubieren.

13. Mit einer Mehrkanal- oder Mehrfachpipette je 50 ul der Stoppldsung in die Vertiefungen geben,
um die enzymatische Reaktion zu stoppen. Die Zugabe der Stoppldsung i die Vertiefungen sollte
in der gleichen Reihenfolge und mit der gleichen Geschwindigkeit erfolgen wie bei der Zugabe der
Substratlosung. Die Platte vorsichtig antippen, damit sich die Farbentwicklung gleichmafig verteilt.

14. Innerhalb von einer Stunde nach der Zugabe der Stoppldsung (Schritt 13) die Extinktion fiir jede
Testvertiefung bei 405 nm bestimmen (E.s-Wert) und je nach verwendetem Spektrophotometer eine
Blindwertkorrektur vornehmen.

15. Den Halter und die Feststelleinrichtung fiir Teststreifen fiir zukinftige Bestimmungen aufbewahren.

16. Die verbleibenden verdtinnten Proben, Substrate und benutzten Mikroassay-Teststreifen entsorgen
(siehe Schritt 3 unter WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN). Den Halter und die
Feststelleinrichtung filr Teststreifen fiir zukiinftige Bestimmungen aufbewahren.

EMPFOHLENES BESTATIGUNGSVERFAHREN

Ist eine unabhangige Bestatigung eines positiven Testergebnisses erwiinscht oder widerspricht ein positives
Testergebnis den klinischen Daten, kann die positive Probe in einem bestatigenden Test erneut getestet
werden. Negative Testergebnisse knnen nicht bestatigt werden. Fiir das Bestatigungsverfahren wird

ein Probenverdiinnungsmittel (das CIC-Raji-Kontrollverdtinnungsmittel) verwendet, das antihumane
Antikorper (C3-Fragmente) enthlt. Zum Bestatigen eines positiven Testergebnisses muss ein aliquoter Teil
der Probe mit CIC-Raji-Kontrol verdiinnungsmittel und ein zweiter aliquoter Teil auf &hnlich Weise wie mit
dem Komplement-Probenverdiinnungsmittel verdiinnt werden. Beide Proben werden dann wie gewohnt
mit dem Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA getestet. Hierzu auch die unter VORBEREITUNG VON
REAGENZIEN und AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE gegebenen Informationen einsehen.

QUALITATSKONTROLLE

Um die Anforderungen quter Laborpraxis zu erfiillen, sollten jeden Tag positive und negative Kontrollen
analysiert werden. Zu diesem Zweck bietet Quide! fiir den Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA Kontrollen
an (CIC-RCR Controls, Katalognr. AO14), die gemaR den auf der zugehdrigen Packungshbeilage gegebenen
Anleitungen eingesetzt werden sollten. Sollten die positiven und/oder negativen Kontrollen nicht ihren
vorgesehenen Verwendungszweck erfiillen, bitte mdglichst umgehend den technischen Service von Quidel
verstandigen.

Zusdtzlich zu den Kontrollen umfasst der Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA auch ein EMPFOHLENES
BESTATIGUNGSVERFAHREN und VALIDIERUNGSPARAMETER.

Bei Verwendung der Kontrollen, Standardldsungen (einschlieBlich Validierung) und des
Bestatigungsverfahrens sollten reproduzierbare und genaue Ergebnisse erhalten werden.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
Berechnung der Ergebnisse

Berechnungen: Die Fichgerade wird mit den Blindwert-korrigierten E,s-Werten der verschiedenen
(IC-Raji-Standardldsungen auf der y-Achse und den entsprechenden — auf den Etiketten der
Standardflaschen angegebenen — Aquivalenten des serumbehandelten, hitzeaggregierten
Gammaglobulins in pg Aq/ml auf der x-Achse erstellt. Nach der Durchfiihrung der linearen Regression
muss die erstellte Eichgerade den Validierungsanforderungen (siehe unten) gerecht werden. Die
Probenkonzentrationen werden nun direkt mit der Eichgerade berechnet. Diese Berechnungen werden von
den meisten Rechnern und Taschenrechnern unterstiltzt.
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Die Daten kinnen auch ohne Rechnerunterstiitzung, d h. zeichnerisch, in ein Diagramm eingetragen
werden. Die Werte der Proben (11 Ag/ml) werden dann von der durch die Punkte gelegten Gerade
abgelesen. Ein Beispiel einer typischen Eichgerade istin Abb. 1 dargestellt.

Bestatigen der Testberechnungen: Zum Bestatigen eines positiven Testergebnisses wird die
Konzentration der Immunkomplexe (CIC), die in der mit CIC-Raji-Kontrollverdiinnungsmittel verdiinnten
Probe bestimmt wurde, durch die Immunkomplexkonzentration geteilt, die in der mit Komplement-
Probenverdtinnungsmittel verdiinnten Probe gemessen wurde. Auf diese Weise wird folgendes Verhaltnis
erhalten:

[CICTin CIC-Raji Confirmation Diluent
[CIC] in Complement Specimen Diluent

ratio=

Beispiel einer Eichgerade

Abb. 1
1.2 1 y=0,023x + 0,06, r=1,00
1,0 Fommmm e e ‘
08 - !
wn .
S 06 1
w !
04 4 3 i
021 | ‘
o i . ; i i i i ,
0 10 20 30 40 50 60
KONZENTRATION (g Ag/ml)
Probe EAOS Y Aq/m‘
Standard A 0,06 0
Standard B 0,46 18
Standard C 1,15 48
Probe 1 0,15 39
Probe 2 0,50 19,1
Probe 3 1,00 40,9
r=1,00 m=0,023 bh=0,06
Validierung

Die Steigung, den Schnittpunkt mit der y-Achse und den Korrelationskoeffizienten der Regressionsgeraden
bestimmen. Diese Werte miissen innerhalb der folgenden Bereiche liegen, damit der Test gilltig ist:

Korrelationskoeffizient (r) > 0,95
Steigung (m) 0,013 bis 0,034
y-Schnittpunkt (b)  (<)0,07 bis (+)0,10

Bei den meisten Probanden treten messhare Konzentrationen von CIC auf. Da keine allgemein anerkannten
Grenzwerte fiir anomale CIC-Konzentrationen existieren, sind diese vom Anwender selbst festzulegen. Die
im Folgenden aufgefiihrten CIC-Konzentrationen, die von den unter ERWARTETE WERTE beschriebenen
normalen Populationen stammen, sollen als Richtlinie gelten:

Normale Ergebnisse: Werte < 15 g Aq/ml werden als normale CIC-Konzentrationen betrachtet.

Anomale Ergebnisse: Werte > 20 ig Ag/ml werden als anomale CIC-Konzentrationen betrachtet.
Bei Proben mit einer gemessenen CIC-Konzentration, die tiber der von CIC-Raji-Standardlosung C liegt,
sollten die Probenergebnisse als Werte angegeben werden, die tiber der auf der Flasche von CIC-Raji-
Standardldsung C angegebenen Konzentration liegen.
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Nicht eindeutige Werte: Werte iiber 15 yig Ag/ml und unter 20 ug Aq/ml gelten nicht als eindeutige
Ergebnisse. Diese Proben kdnnen emeut getestet werden, oder — wenn dies angezeigt ist — eine neue
Probe kann entnommen und getestet werden. Wird fiir eine nicht eindeutige Probe wiederholt ein nicht
eindeutiges Ergebnis erhalten, wird sie als signifikant hther als normal betrachtet und kann als anomal
angegeben werden.

Bestatigung der Ergebnisse: Bei einem Verhdltnis unter 0,5 gilt das positive CIC-Ergebnis als
bestétigt. Eine Reduktion der scheinbaren CIC-Konzentration um tiber 50 % kann also als Bestatigung fiir
ein positives Ergebnis angesehen werden.

Gelegentlich kiinnen positive Proben nicht bestatigt werden. Dafiir kommen verschiedene Griinde in Frage:
(1) Fehler bei der Probenhandhabung (z. B. Kontamination oder Hitzeinaktivierung) oder (2) die Proben
enthalten humane IgG-Antikérper, die an das Maus-IgG gebunden werden. Dieses Proben sind jedoch
nicht zwangslaufig CIC-negativ. Die fiir das falsch positive Ergebnis verantwortliche Substanz maskiert
maglicherweise gleichzeitiq auftretende CIC, die — Idgen sie isoliert vor — ansonsten ein positives
(IC-Ergebnis ergaben, das sich bestatigen ldsst.

GRENZEN DER METHODE

Mit diesem Test kinnen Immunkomplexe oder aggregiertes humanes lgG bestimmt werden, die bzw. das
(3-Aktivierungsfragmente enthélt. Bedingungen, die eine IgG-Aggregation oder Komplementaktivierung
fordern, miissen daher wahrend der Entnahme und Bearbeitung der Proben vermieden werden.

ERWARTETE WERTE

Von einem Referenzlabor, das seine Proben aus den USA bezieht, wurden fiinfzig (50) Seren ausgewahlt.
Diese Seren wurden mit dem kompetitiven Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA und dem Raji-Zellen-
Testverfahren des Referenzlabors getestet. Fiir den Nachweis von CIC wurde zwischen den beiden
Testverfahren eine Ubereinstimmung von 92 % gefunden.

Analysiert wurden mit dem Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA Seren von zweiundsechzig (62) SLE-
Patienten von zwei im Osten der USA gelegenen Kliniken und von neunundzwanzig (29) RA-Patienten
von einer Rheumaklinik im Stiden der USA. In die Tests eingeschlossen waren dariiber hinaus Seren von
sechsundzwanzig (26) gesunden Probenden der beiden SLE-Kliniken und von fiinfundzwanzig (25) nicht
autoimmunen Patienten, die an der Rheumaklinik behandelt wurden. Die mittleren CIC-Konzentrationen,
Standardabweichungen und das Histogramm fiir die verschiedenen Populationen sind in Abb. 2, 3 und 4
veranschaulicht.

Abb. 2, CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
Population mit systemischem Lupus erythematodes

8 Durchschn. Konzentration = 15,8 ug Aq/mL
Standardabweichung =14,6 pg Ag/mL
Anzahl =62Fille

% DER POPULATION

55 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
ng Ag/mL
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Abb. 3, CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
RA-Population

Durchschn. Konzentration = 13,7 ug Ag/ml
10 4 Standardabweichung =16,2 ug Ag/ml
Anzahl =29Fille

A ‘| ‘ “
0

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

% DER POPULATION
()}

Abb. 4, CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
Kontrollpopulation

204

184 Durchschn. Konzentration = 5,0 ug Ag/ml
Standardabweichung =4,6 g Ag/ml

161 Anzahl =51Falle

% DER POPULATION
S

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
ng Ag/ml

An einer der SLE-Kliniken und an der RA-Klinik wurde die Krankheitsaktivitdt zudem unabhéngig von den
(IC-Laborwerten bewertet. Die Bewertung wurde von dem jeweiligen behandelnden Arzt vorgenommen.
Um bei der Berichterstellung mdglichst einheitlich vorzugehen, wurde die Krankheitsaktivitdt anschlieBend
pro Klinik von einem Arzt nach Durchsicht der entsprechenden Krankenakte bewertet. Ein RA-Patient wurde
als AusreiBer im Endstadium bezeichnet. Das CIC-Ergebnis betrug fiir diesen Patienten 11g Ag/ml. Da es
keine anderen RA-Patienten mit vergleichbaren Figenschaften gab, wurde dieses Ergebnis in Tabelle 2 nicht
berticksichtigt. Die mit dem Quidel CIC-Raji Cell Replacement EIA gemessenen CIC-Konzentrationen und die
Krankheitsaktivitdt der Patienten sind Tabelle 2 gegeniibergestellt.

TABELLE 2
ERGEBNISSE DES CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA UND KRANKHEITSAKTIVITAT
% Anomal'
Geringe Aktivitdt Moderate Aktivitdt Hohe Aktivitdt
SLE 8% (1/12) 36% (4/11) 79% (11/14)
RA 09% (0/4) 19% (3/16) 50% (4/8)

" Die in Klammern angegebenen Zahlen (nach der anomalen Prozentangabe) stehen fiir die Anzahl der Patienten, fiir die
anomale Ergebnisse gefunden wurden, geteilt durch die Anzahl der Patienten mit der jeweiligen Krankheitsaktivitat.
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LEISTUNGSDATEN
Genauigkeit

Fiir die Standardisierung des Tests wurde ein Immunkomplexstandard der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) verwendet. Er bestand aus Tetanustoxoid-Antitetanustoxoid-Komplexen, préinkubiert in frischem
Humanserum. Zum Bestimmen der Testgenauigkeit wurden mit dem Quidel Kit in neun Durchlaufen fiinf
Verdtinnungen des WHO-Standards als Triplikate gemessen.

Zwischen den gemessenen und den bekannten Werten bestand eine Korrelation von 0,99.
Reproduzierbarkeit

Die Proben der Patienten und die Standardlgsungen des Quidel Kits wurden von zwei unterschiedlichen
Kit-Chargen in neun Testdurchldufen bestimmt. Die Proben wurden innerhalb der jeweiligen Testdurchldufe
als Triplikate getestet. Die als Interassay-Variation bezeichnete mittlere Variation zwischen den Serien ist
fiir die Proben und die Kit-Standardidsungen in Tabelle 3 dargestellt. Die in dieser Tabelle dargestellte
Intraassay-Variation bezeichnet fiir die Proben und die Kit-Standardldsungen die mittlere Variation
innerhalb der jeweiligen Serie.

TABELLE 3
REPRODUZIERBARKEIT DES TESTS
Mittelwert (g Aq/ml) Intraassay (% VK) Interassay (% VK)
Probe 1 56 5 9

2 13 9 23
Standard 1 4 8 30

2 " 7 15

3 3 5 9

4 32 4 6

5 40 5 6

6 48 4 5

7 59 3 4

Sensitivitat

Auf dem Vergleich mit dem WHO-Standard beruhend kinnen mit dem Quidel CIC-Raji Cell Replacement
EIA Konzentrationen von mindestens 4 j1g Aq/ml gemessen werden.

Spezifitat

Die unter ERWARTETE ERGEBNISSE beschriebenen einundfiinfzig (51) Kontrollseren wurden mit dem Quidel
(IC-Raji Cell Replacement EIA getestet. Nur drei ergaben ein positives Ergebnis (wiederholt tiber 15 g
Aqg/ml) und zeigten eine Spezifitdt von 94 %.

UNTERSTUTZUNG

Zum Aufgeben einer Bestellung oder fiir technische Unterstiitzung wenden Sie sich unter +1408 616 4301,
Montags bis Freitags zwischen 8:00 und 17:00 Uhr (PST) an eine Quidel Vertretung. Bestellungen kénnen
unter +1408 6164310 auch per Fax gesendet werden.

Informationen zum Serviceangebot aulBerhalb der USA erhalten Sie von Ihrer Vertretung vor Ort.
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GUIDA VELOCE PER LE FASI DEL SAGGIO
Prima diiniziare il saggio, leggere completamente l'inserto fornito con il prodotto.

Preparazioni preliminari

1. Preparare la soluzione di lavaggio.

2. Diluire i campioni da esaminare.

Procedura del saggio

Reidratare i pozzetti per microsaggio.

Aggiungere 100 il di diluente per campioni di complemento nei pozzetti vuoti.
Aggiungere 100 il sia di standard che di campione di test nei pozzetti corrispondenti.
Incubare per 60 minuti a temperatura ambiente (15-30 °C).

Lavare i pozzetti per microsaggio per cinque volte.

Aggiungere 50 I di coniugato CIC-Raji in ciascun pozzetto di test.

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente. (Preparare la soluzione per substrato durante questo
periodo di incubazione).

10. Lavare i pozzetti per microsaggio per cinque volte.

11. Aggiungere a ciascun pozzetto di test 100 il di soluzione per substrato.
12. Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.

13. Aggiungere a ciascun pozzetto 50 pl di soluzione bloccante.

14. Misurare I'assorbanza a 405 nm entro 60 minuti.

Calcoli

15. Tracciare I'assorbanza in contrapposizione alla concentrazione degli standard sulla carta millimetrata
fornita oppure utilizzare una calcolatrice per 'analisi di regressione lineare.

ONVITVLI

16. Leggere le concentrazioni dei campioni del test direttamente dal grafico oppure eseguire le funzioni
necessarie sulla calcolatrice per ottenere le concentrazioni dei campioni.

FINALITA D'USO
Il saggio immunoenzimatico Quidel CIC-Raji Cell Replacement (a sostituzione di cellule) misura gli
immunocomplessi contenenti frammenti di attivazione (3 nel siero e plasma umani.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Per diversi anni sono state condotte ricerche sullimportanza degli immunocomplessi circolanti (CIC) e

della loro correlazione con diverse malattie. La formazione di immunocomplessi costituisce un processo
protettivo, in corso e solitamente benigno di un sistema immunitario normale. | CIC vengono eliminati dalla
dircolazione nell'ospite normale tramite numerosi processi biochimici, enzimatici e cellulari. La clearance
effettiva di numerosi CIC richiede I'attivazione del complemento. Lattivazione del complemento produce

il deposito del frammento (3 all‘interno dellimmunocomplesso, sequito da una maggiore eliminazione

del sistema reticolo-endoteliale da parte delle cellule fagocitiche. In presenza di determinate malattie, non
completamente note, gli immunocomplessi possono non essere eliminati in modo efficace dal corpo. In
questi casi, gli immunocomplessi possono accumularsi e dare inizio a lesioni dipendenti dal complemento
in vari organi e tessuti. Questa attivazione del complemento pud dare inizio a una serie di eventi
potenzialmente distruttivi nellospite, tra cui la produzione di anafilotossina, lisi di cellule, stimolazione
leucocitaria ed attivazione di macrofagi ed altre cellule.” Quando gli immunocomplessi si fissano alle pareti
dei vasi o alle membrane cellulari, pud verificarsi la distruzione del tessuto normale, come avviene in alcuni
casi di glomerulonefrite.

Alcune proprieta del CICinfluenzano la potenziale patogenicita. Una particolare importanza va riconosciuta
ai sequenti elementi: (1) natura, dimensione e concentrazione dell'antigene; (2) natura, dimensione e
concentrazione dell'anticorpo; (3) tasso di formazione e clearance degli immunocomplessi."

Gli immunocomplessi circolanti sono stati misurati in diverse condizioni: ad esempio, infezioni, malattie
autoimmuni, traumi e malattie con proliferazione neoplastica. Studi correnti evidenziano importanza della
determinazione del CIC nella valutazione di alcune malattie e, in certi casi, nel controllo dellefficienza di
una terapia. Cio & particolarmente vero in caso di lupus eritematoso sistemico (SLE) ed in alcune forme di
artrite reumatoide (RA).* La prima fase della malattia associata alla formazione di immunocomplessi era
la malattia da siero, descritta agli inizi del 1900 da von Pirquet. A partire da quel periodo, livelli elevati di
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(ICsono stati descritti nelle malattie autoimmuni (SLE, sindrome correlata a SLE, RA), glomerulonefrite,
malattie neoplastiche (morbo di Hodgkin, leucemia), infezioni batteriche (endocardite batterica subacuta,
lebbra), infezioni parassitarie (malaria, schistosomiasi) e infezioni virali (epatite, mononucleosi).

Sono state descritte oltre 40 tecniche di saggio per la determinazione o la quantizzazione dei CIC. Sono stati
descritti test quali il saggio Raji Cell, il test di deviazione (g, il test di agglutinina eritrocitaria, le procedure
dilegame di Clq nella fase liquida, il saggio del fattore reumatoide, il test di precipitina PEG e saggi (g
nella fase liquida." Dal momento che la dimensione e le proprieta fisiochimiche del CIC variano in modo
significativo, nessuno di questi saggi  stato accettato come standard. Nel 1978 uno studio déquipe
sponsorizzato dall Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) determin che non vi era alcun singolo
metodo adatto a tutte le fasi sospette della malattia e consigliava di esequire almeno due diverse tecniche
disaggio, al fine dirilevare e misurare i CIC in modo adeguato.

PRINCIPIO DELLA PROCEDURA

|frammenti del terzo componente del complemento, (3, spesso si legano in modo covalente agli
immunocomplessi di attivazione del complemento. Le cellule Raji, derivate da una linea di cellule di coltura
dilinfociti B continua, producono recettori di complemento CR2 che si legano ai frammenti iC3b, (3d,g

e (3d del (3 attivato.*’* 1l saggio Raji Cell CIC si basa sulla capacita dei recettori CR2 delle cellule Raji di
legarsi agli immunocomplessi contenenti tali frammenti 3. Il saggio immunoenzimatico Quidel CIC-Raji
(ell Replacement misura anche i frammenti (3 contenenti CIC utilizzando un anticorpo monoclonale
immobilizzato che si lega specificamente ai frammenti di attivazione iC3b, (3d,g e (3d di (3 in modo
analogo alla reazione di legame CR2 della cellula Raji.

Nella prima fase, gli standard ed i campioni di siero e di plasma diluiti nel diluente per campioni di
complemento vengono aggiunti nei pozzetti per microsaggio rivestiti con anticorpi monoclonali ai
frammenti (3 umani e incubati. Durante questa incubazione, gliimmunocomplessi contenenti i frammenti
diattivazione (3 vengono catturati dallanticorpo in fase solida. Dopo I'incubazione, un ciclo di lavaggio
rimuove le proteine di siero o di plasma non legate.

Nella seconda fase, IlgG anti-umana di topo, coniugata con perossidasi estratto da radice di rafano (HRP)
viene aggiunta in ogni pozzetto di test ed incubata. Durante questa incubazione, il coniugato si lega agli

immunocomplessi che ora sono legati ai pozzetti per microsaggio. Il coniugato non legato viene rimosso
con un ciclo dilavaggio.

Nella terza fase, ad ogni pozzetto viene aggiunto un substrato enzimatico. L'anticorpo coniugato con
perossidasi estratto da radice di rafano legato reagisce con il substrato cromogeno formando un colore
verde. Dopo l'incubazione, viene aggiunto un reagente per interrompere lo sviluppo del colore.

Le assorbanze standard e del campione esaminato (valori Ags) vengono misurate in modo
spettrofotometrico. Lintensita del colore verde che si forma  proporzionale alla quantita di CIC che si lega
alla fase solida. Tracciando i valori Ay ottenuti con ogni standard rispetto alla concentrazione indicata si
ottiene una curva standard. La concentrazione degli immunocomplessi presenti nel campione in esame
viene determinata facendo riferimento alla curva standard. | risultati sono espressi in microgrammi

di equivalenti di gamma globuline umane aggregate a caldo (HAGG), trattate con siero, per ml (g
Eq/ml). Per confermare un risultato CIC positivo, il campione puo essere testato dopo la diluizione nel
(IC-Raji Confirmation Diluent (diluente di conferma) contenente anticorpi bloccanti con specificita simili
all'anticorpo immobilizzato nel pozzetto del microsaggio.

REAGENTI E MATERIALI FORNITI
[I'kit per saggio immunoenzimatico CIC-Raji Cell Replacement contiene quanto seque:

A Standard CIC-Raji Codici A9513-A9515 3fialex2ml
B Ognuno di essi contiene una quantita nota di gamma globuline umane aggregate a caldo (HAGG),
C trattate con siero in PBS (soluzione salina tamponata con fosfato), il 2,5 % di stabilizzatori e lo

0,01 % ditimerosal.

@ Piastra per microsaggio Codice A9512 12 pezzi
Per 96 pozzetti, con fissatore e supporto contenente strisce da otto pozzetti rivestiti con frammenti (3
anti-umani di topo in una busta protettiva risigillabile.

@ Soluzione bloccante Codice A3673 6ml
Contiene 250 mM di acido ossalico.
© Soluzione di lavaggio concentrata 20X Codice A3674 2x50ml

Dopo la diluizione, ogni liquido ottenuto contiene soluzione salina tamponata con fosfato (PBS), lo
0,05 % di Tween-20™e 100,01 % di timerosal.
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O Diluente per campioni di complemento Codice A3670 50 ml
Contiene PBS, il 2,5 % di stabilizzatori e [0 0,035 % di ProClin® 300.

© Diluente per substrato Codice A3672 25ml
Contiene 0,1 M di tampone citrato e 10 0,05 % di H,0,.

O (Concentrato per substrato Codice A3671 1,5ml
(ontiene 10 0,7 % di 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6 acido sulfonico), sale di diammonio.

@ (Coniugato CIC-Raji Codice A9516 2x3ml

Contiene IgG anti-umane (topo) coniugate con perossidasi, sospese in un tampone stabilizzante di
perossidasi estratto da radice di rafano con conservante.

O (IC-Raji Confirmation Diluent Codice A9517 2x12ml
Contiene PBS, il 2,5 % di stabilizzatori, anticorpo di frammento (3 anti-umano e 0 0,035 % di
ProClin 300.

Tween-20™ ¢ un marchio di fabbrica di Atlas Chemical Industries, Inc.
ProClin® & un marchio registrato di Rohm and Haas Company.

MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI
Timer (60 minuti)

(alcolatrice o altro metodo di calcolo per la convalida del saggio
Piastre per microsaggio pulite e non utilizzate e/o provette e cestelli
Contenitore per la diluizione del tampone dilavaggio
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Flacone di lavaggio o altro sistema di lavaggio per saggio immunologico

Pipetta multicanale regolabile (8 0 12 canali) o micropipette a ripetizione (opzionale)
Pipette pulite, Tml, 5mle 10 ml

Micropipette e punte per pipette

Lettore per piastra in grado di effettuare letture alla densita ottica di Ays tra 0,0 2,0
Acqua deionizzata o distillata

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
1. Per uso diagnostico In Vitro.

2. Sequire le precauzioni generali durante la manipolazione del contenuto di questo kit e di qualunque
ampione paziente.

3. Smaltire i contenitori e il contenuto inutilizzato in conformita con le normative federali, statali e locali.

4. Usarei reagenti forniti come un'unita integrale prima della data di scadenza indicata sulletichetta della
confezione.

5. Conservare i reagenti del saggio come indicato.

6. Quando si aggiungono o si aspirano i liquidi dai pozzetti per microsaggio, non raschiare né toccare il
fondo dei pozzetti.

7. Limpostazione di tempi e temperature di incubazione diversi da quelli indicati nella sezione relativa alle
procedure puo fornire risultati errati.

8. Dopo l'inizio del saggio, evitare che i pozzetti per microsaggio si asciughino.
9. Non utilizzare un pozzetto per microsaggio per piti di un test.

10. Si consiglia I'uso di pipette multicanale o di pipettatori a ripetizione per garantire la fornitura veloce
dei reagenti.

11. Per una misurazione accurata dei campioni, aggiungere accuratamente i campioni e gli standard.
Pipettare attentamente, usando esclusivamente apparecchiature calibrate.

12. Questo saggio puo essere esequito con qualunque metodo di lavaggio convalidato.

13. Ladeguata raccolta e conservazione dei campioni per il test sono essenziali per ottenere risultati
accurati.

14. Evitare la contaminazione microbica o crociata di campioni, reagenti o materiali. In caso di
contaminazione si possono ottenere risultati errati.
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15. Come conservante viene utilizzato il timerosal. Il contatto o lingestione accidentale di tamponi o
reagenti contenenti timerosal puo provocare maggiori reazioni di ipersensibilita, tra cui irritazioni alla
cute, agli occhi o alla bocca. In presenza di tali sintomi, consultare un medico. Lesposizione al timerosal
puo comportare potenziali effetti mutageni. Evitare il contatto con potenti acidi e basi.

16. Come conservante viene utilizzato ProClin® 300. Il contatto o lingestione accidentale di tamponi o
reagenti contenenti ProClin puo causare irritazioni alla cute, agli occhi o alla bocca. Adottare una buona
pratica di laboratorio per ridurre ['esposizione. In presenza di sintomi, consultare un medico.

17. Il concentrato per substrato € sensibile alla luce. Evitare esposizione prolungata alla luce diretta.
Quando non sono in uso, conservare i reagenti in un luogo buio.

18. Per evitare la formazione di aerosol durante il lavaggio, utilizzare un'apparecchiatura per aspirare il
liquido di lavaggio in un flacone contenente candeggina per uso domestico.

19. Campioni inattivati a caldo, iperlipemici o contaminati possono fornire risultati errati.

CONSERVAZIONE
kit chiusi devono essere conservati a 2—8 °C. Dopo I'apertura del kit, la soluzione di lavaggio concentrata
20X puo essere conservata a 2—30 °C.

Dopo avere scelto i reagenti o i materiali da usare nel saggio, riportare immediatamente i reagenti
inutilizzati alle rispettive temperature di conservazione. Prima dell'uso portare i reagenti ed i materiali a
temperatura ambiente (1530 °C).

INDICAZIONE DI INSTABILITA O DETERIORAMENTO DEI
REAGENTI

II concentrato per substrato puo subire una variazione di colore che va dalla mancanza di colore a verde
pallido o scuro. Questa condizione non influenza le prestazioni. Tuttavia, la soluzione per substrato appena
preparata deve essere incolore oppure tendere al verde pallido. Un colore verde scuro indica che la soluzione
per substrato preparata ha subito un deterioramento, pertanto & necessario eliminarla e preparare una
nuova soluzione per substrato in un contenitore in vetro pulito.

lintorbidamento o I'alterazione del colore della soluzione di lavaggio diluita indica un deterioramento del
reagente. Se cio accade, gettare la soluzione.

PRELIEVO E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI
Manipolare e smaltire tutti i campioni seguendo le precauzioni generali.

I campioni di siero o plasma devono essere prelevati in modo sterile e preparati secondo tecniche standard
per l'esame in laboratorio.” Non inattivare i campioni a caldo. Eliminare qualunque particolato dai campioni
esequendo una centrifuga a bassa velocita prima di effettuare il test.

| campioni possono essere conservati nel ghiaccio, a circa 0 °Cfino a 6 ore. Se & necessario conservare
i campioni per un periodo maggiore, li si dovra congelare ad una temperatura di-70 °C o inferiore
(Ia conservazione a -20 °C pud produrre risultati errati).

PREPARAZIONE DEL REAGENTE

Consultare laTabella 1 per ottenere informazioni sulla quantita di soluzione per substrato e strisce per
microsaggio necessarie in base al numero di test. Dopo avere prelevato i reagenti ed i materiali necessari,
riportare gli elementi inutilizzati alle rispettive temperature di conservazione (fare riferimento alla sezione
C(ONSERVAZIONE). Prima dell'uso, portare tutti i reagenti ed i materiali per il saggio a temperatura ambiente
(15-30°0).

. Soluzione di lavaggio. Miscelare la soluzione dilavaggio concentrata 20X capovolgendo il flacone
diverse volte. Se la soluzione di lavaggio concentrata 20X € stata conservata a 2—8 °C, possono essersi
formati dei cristalli. Per dissolvere i cristalli, scaldare il flacone a bagnomaria ad una temperatura
di 37-50 °Cfino allo scioglimento di tutti i cristalli, quindi miscelare completamente. Preparare la
soluzione dilavaggio diluendo I'intero contenuto di un flacone di soluzione di lavaggio concentrata 20X
fino a raggiungere un totale di un litro, con acqua distillata o deionizzata. Miscelare completamente. La
soluzione dilavaggio  stabile per 30 giorni se conservata in un contenitore pulito a 2—8 °C. In caso di
alterazione del colore o diintorbidimento, gettare il reagente.

Selezione delle strisce per microsaggio. Stabilire il numero di strisce per microsaggio necessarie
per il saggio facendo riferimento alla Tabella 1. Togliere il fissatore di strisce dalla piastra montata.
Togliere le strisce non necessarie e riporle nel contenitore di conservazione, risigillare il contenitore e
riportarlo ad una temperatura di 2—8 °C. Fissare le strisce da usare nel saggio.

o
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3. Diluizione dei campioni

Attenzione: tutti i campioni devono essere trattati come materiale potenzialmente
infetto. Non utilizzare campioni inattivati a caldo o contaminati.

Determinare il numero (N) di campioni da esaminare. Etichettare le provette da 1a N e registrare sulla
scheda fornita la corrispondenza tra i campioni e le provette.

Preparare una diluizione di 1:50 di ogni campione usando il diluente per campioni di complemento
(es. 10 I di campione di test miscelato con 490 I di diluente dei campioni per complemento). Miscelare
completamente evitando la formazione di schiuma e bolle. Non conservare né riutilizzare i campioni diluiti.

Aggiunta di campioni diluiti ai pozzetti di microtitolazione: Per aggiungere dei campioni
diluiti, degli standard, dei campioni di controllo e dei tamponi ai pozzetti & possibile utilizzare uno dei
due metodi (fare riferimento alla fase 5 della sezione PROCEDURA DEL SAGGIO). In caso di piccole corse,
in cui vengono esaminati solo pochi campioni, & possibile aggiungere i campioni diluiti e gli altri reagenti
direttamente ai pozzetti assegnati tramite |'uso di una micropipetta (100 pil/pozzetto). In caso di corse
piccole o grandi, ma soprattutto per corse di maggiori dimensioni, € opportuno utilizzare un pipettatore
multicanale per 'aggiunta dei campioni come indicato di sequito. (Il pipettatore multicanale
puo essere utilizzato anche per aggiungere comodamente il coniugato, il substrato

e la soluzione bloccante).

Al fine di caricare gli standard, i campioni di controllo e i campioni diluiti nei pozzetti per microsaggio
nel modo pitl rapido consentito, & possibile adottare una procedura chiamata ‘replicazione delle piastre”
Invece di aggiungere 100 pl di ogni standard, campione di controllo o diluito nei singoli pozzett rivestiti
con anticorpo, € possibile aggiungere 120—130 pl di ogni soluzione ai singoli pozzetti in una piastra
vuota (non fornita) in base al tipo saggio immunoenzimatico finale desiderato. Dopo avere aggiunto
tutte le soluzioni da esaminare nei pozzetti per microsaggio nella piastra vuota, trasferire rapidamente
100 pl da ogni pozzetto vuoto ai pozzetti rivestiti con anticorpo usando un micropipettatore multicanale.
Per eliminare a possibilita di contaminazione crociata, € necessario sostituire le punte delle pipette ogni
volta che cambia la composizione dei campioni da trasferire.

CIC-Raji Confirmation Diluent (opzionale). Se si desidera la conferma dei risultati positivi,
determinare il numero (N) di campioni da confermare. Etichettare le provette da Tc a Nc e registrare.
Preparare una diluizione di 1:50 usando il diluente per conferma CIC-Raji. Un campione diluito con
diluente di conferma CIC-Raji deve essere esaminato contemporaneamente alla stessa diluizione del
campione nel diluente per campioni di complemento.

Preparazione della soluzione per substrato. Preparare appena prima dell'uso. Determinare il
volume necessario di soluzione per substrato conformemente alla Tabella 1 fornita di sequito. Preparare
a soluzione per substrato aggiungendo 50 il di concentrato per substrato ad ogni ml di diluente per
substrato. Miscelare completamente.

Controlli CIC. | controlli positivi e negativi CIC-RCR sono disponibili separatamente presso Quidel

(Controlli CIC-RCR codice A14). Essi devono essere preparati conformemente alle istruzioni contenute nei
relativi inserti. Fare riferimento anche alla sezione CONTROLLO DI QUALITA contenuta in questo inserto.

~
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TABELLA 1
REQUISITI DEL SAGGIO
Pozzetti" Strisce da 8 Soluzione per substrato Diluente (oncentrato
pozzetti necessaria (ml) per substrato (ml) per substrato (ul)
16 2 16 20 100
24 3 24 30 150
32 4 32 40 200
40 5 40 50 250
48 6 48 50 250
56 7 56 6,0 300
64 8 6,4 70 350
72 9 7.2 8,0 400
80 10 8,0 9,0 450
88 11 88 9,0 450
% 12 96 10,0 500

' Determinare il numero di campioni da esaminare ed aggiungere undici (11) pozzetti peri tre standard, nonché peri
controlliinferiore e superiore da esaminare (tutti in duplicato) ed un pozzetto vuoto. Se possibile, i consiglia di esaminare
glistandard ed i controlli in duplicato in strisce per microsaggio separate.
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PROCEDURA DEL SAGGIO
Prima di iniziare il saggio, leggere completamente I'inserto fornito con il prodotto.

Prima di procedere, fare riferimento alle sezioni PREPARAZIONE DEL REAGENTE E AVVERTENZE E
PRECAUZIONI.

1. Registrare le posizioni dei pozzetti per microsaggio corrispondenti ai pozzetti vuoti, tutti i campioni per
test, gli standard ed i controlli nonché i numeri di lotto indicati sulle etichette delle fiale. Etichettare un
angolo della piastra per microsaggio al fine di stabilirne l'orientamento.

2. Preparare le strisce per microsaggio come indicato di sequito:

a. Reidratare i pozzetti per microsaggio aggiungendo circa 300 pl di soluzione di lavaggio in ogni
pozzetto usando un flacone di lavaggio o un altro dispositivo di riempimento.

b, Incubare a temperatura ambiente (15-30 °C) per 1-2 minuti.
¢ Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.

d. Capovolgere la piastra e picchiettare energicamente due volte sulla carta assorbente per eliminare
eventuali residui di liquido. Evitare che i pozzetti si asciughino.

3. Aggiungere 100 il di diluente per campioni di complemento nei pozzetti che verranno usati per
confronto con il vuoto del lettore delle piastre.

4. Aggiungere 100 il di ciascuno standard CIC-Raji (A, B e C) nei pozzetti duplicati.

5. Aggiungere 100 il di ciascun campione diluito nel pozzetto per microsaggio assegnato. Fare riferimento
alla fase 4 della sezione PREPARAZIONE DEL REAGENTE.

6. Incubare a temperatura ambiente (1530 °C) per 60 = 1 minuti.
7. Lavarei pozzetti per microsaggio come indicato di sequito:

a. Dopo lincubazione descritta alla fase 6 (e nella sequente fase 9), rimuovere il liquido da ogni
pozzetto.

b, Aggiungere circa 300 il di soluzione dilavaggio in ogni pozzetto usando un flacone di lavaggio o
un altro dispositivo di riempimento.

Incubare i pozzetti per 1 minuto a temperatura ambiente (15-30°C).
Rimuovere il liquido da ogni pozzetto.

Aggiungere a ciascun pozzetto 300 pl di soluzione di lavaggo.
Rimuovere il liquido da ogni pozzetto.

Ripetere le fasi e—f per altre tre volte.

Dopo il quinto ciclo di lavaggio, capovolgere la piastra e picchiettare energicamente due volte sulla
carta assorbente per eliminare eventuali residui di liquido.

8. Utilizzando una pipetta multicanale o a ripetizione, dispensare 50 il di coniugato CIC-Raji in ogni
pozzetto di test lavato, compresi | pozzetti vuoti.

9. Incubare le strisce per microsaggio a temperatura ambiente
(15-30°C) per 30 + 1 minuti. Durante questo periodo di incubazione, preparare la
soluzione per substrato (fare riferimento alla fase 6 della sezione PREPARAZIONE
DEL REAGENTE).

10. Trascorso il periodo di incubazione di 30 minuti descritto alla fase 9, lavare i pozzetti per microsaggio
come descritto alla fase 7.

11. Immediatamente dopo il lavaggio, usare una pipetta multicanale o a ripetizione per dispensare 100 I
della soluzione per substrato appena preparata in ciascun pozzetto, compresi quelli vuoti.

12. Incubare le strisce per microsaggio a temperatura ambiente (15—30 °C) per 30 + 1 minuti.

13. Utilizzando una pipetta multicanale o a ripetizione, aggiungere in ciascun pozzetto 50 il di soluzione
bloccante per arrestare la reazione enzimatica. La soluzione bloccante deve essere aggiunta nei pozzetti
secondo lo stesso ordine e lo stesso tasso della soluzione per substrato. Picchiettare delicatamente sulla
piastra per spargere lo sviluppo del colore in modo uniforme.

e e oa o
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14. Determinare la lettura dell'assorbanza a 405 nm (valore Axs) per ogni pozzetto di test entro un'ora
dall'aggiunta della soluzione bloccante (fase 13), effettuando una correzione in base ai vuoti,
conformemente al sistema spettrofotometrico in uso.

15. Conservare il supporto e l fissatore per strisce per uso futuro.

16. Smaltire i residui di campioni diluiti, di substrato e le strisce per microsaggio usate (fare riferimento alla
fase 3 della sezione AVVERTENZE E PRECAUZIONI). Conservare il supporto e il fissatore per strisce per
uso futuro.

METODO DI CONFERMA CONSIGLIATO

Se & necessaria una conferma indipendente di un risultato positivo, o e un risultato positivo non & coerente
con l'interpretazione clinica, il campione positivo pud essere nuovamente esaminato utilizzando un test di
conferma. Non & possibile confermare un risultato negativo. Il metodo di conferma utilizza un diluente per
campioni (CIC-Raji Confirmation Diluent) contenente anticorpi di frammenti (3 anti-umani. Per confermare
un risultato positivo, & necessario diluire un‘aliquota del campione nel CIC-Raji Confirmation Diluent e,

allo stesso modo, diluire una seconda aliquota nel diluente per campioni di complemento. Entrambi i
campioni vengono esaminati conformemente al normale saggio immunoenzimatico Quidel CIC-Raji

Cell Replacement. Per ulteriori informazioni, fare riferimento alle sezioni PREPARAZIONE DEL REAGENTE e
INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI.

CONTROLLO DI QUALITA

Conformemente ad una buona pratica di laboratorio, & opportuno includere i controlli positivi e negativi
nell‘attivita giornaliera. A tale scopo, i controlli per il saggio Quidel CIC-Raji Cell Replacement sono
disponibili presso Quidel (controlli CIC-RCR, codice AQ14) e devono essere utilizzati conformemente

ai rispettivi inserti. Se i controlli positivi /0 negativi non funzionano come previsto, contattare
immediatamente il servizio di assistenza tecnica Quidel.

Oltre ai controll, il saggio Quidel CIC-Raji Cell Replacement fornisce anche un METODO DI CONFERMA
CONSIGLIATO ed i patametri di CONVALIDA.

Utilizzando i controlli, gli standard con convalida ed il metodo di conferma, si dovrebbe ottenere un risultato
riproducibile e accurato.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
Calcolo dei risultati

ONVITVLI

Calcoli: La curva standard viene generata usando il valore Asgs da cui € stato sottratto quello vuoto di ogni
standard CIC-Raji sull'asse y rispetto ai microgrammi assegnati di equivalenti di gamma globuline trattate
con siero, aggregate a caldo/ml (jig Eq/ml) indicati sulletichetta della fiala per ogni standard sull'asse x. Al
termine della regressione lineare, la curva standard generata deve soddisfare i requisiti di convalida (vedere
disequito). Le concentrazioni i campione vengono quindi calcolate direttamente dalla curva standard. La
maqgior parte dei computer e delle calcolatrici & in grado di esequire tali calcoli.

In alternativa, i dati possono essere tracciati manualmente ed i valori (jig Eq/ml) dei campioni di test
possono essere letti direttamente dalla linea best-fit della curva standard. Un esempio di curva standard
tipica @ mostrato in Figura 1.

Calcolo del test di conferma: Per confermare un risultato positivo, la concentrazione di
immunocomplesso [CIC] determinata nel campione diluito nel diluente di conferma CIC-Raji viene divisa
per la concentrazione dellimmuncomplesso misurata nel campione diluito nel diluente per campioni di
complemento in modo da ottenere il sequente rapporto:

_ [ACTin diluente di conferma CIC-Raji

[CIC]in diluente per camp. di complem.
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Esempio di curva standard

FIGURA 1

1,2 1 y=0,023x +0,06, r=1,00

wn
g
<t
50 60
CONCENTRAZIONE (ug Eq/ml)
Campione Ags g Eg/ml
Standard A 0,06 0
Standard B 0,46 18
Standard C 1,15 48
(ampione 1 0,15 39
(ampione 2 0,50 19,1
(ampione 3 1,00 409
r=1,00 m=0,023 b=0,06
Convalida

Determinare la pendenza, lntersezione e il coefficiente di correlazione della linea best-fit derivata. | valori
devono essere compresi negli intervalli specificati per qualificare il saggio:
Coefficiente di correlazione (r): ~ >0,95
Pendenza (m):  da0,013a0,034
Intersezione y (b): ~ da (—)0,07a (+)0,10

Sogagetti piti normali mostrano livelli misurabili di CIC. Poiché non esiste alcun livello anormale accettato di
(IC, I'utente deve definire internamente i livelli normali. Come direttiva, di sequito sono indicati i livelli di
(ICbasati sui risultati ottenuti dalle normali popolazioni descritte nella sezione RISULTATI ATTESI:

Risultati normali: | valori inferiori 0 ugualia 15 g Eq/ml vengono considerati normali per i livelli di CIC.

Risultati anormali: | valori maggiori o ugualia 20 ug Eq/ml vengono considerati anormali per i livelli di
(IC. I campioni le cui concentrazioni di CIC misurate sono maggiori dello Standard C CIC-Raji devono essere
considerati maggiori della concentrazione Standard C CIC-Raji assegnata indicata sulletichetta della fiala.

Valori equivoci: i valori maggiori di 15 ig Eq/ml e inferiori a 20 g Eq/ml sono equivoci. Se necessario,
esaminare nuovamente questi campioni oppure prelevare un nuovo campione e sottoporlo a test. Se un
campione equivoco fornisce nuovamente valori equivodi, il campione & da considerarsi significativamente
superiore al normale e puo essere considerato anormale.

Risultati di conferma: se il rapporto & inferiore a 0,5, il risultato CIC positivo & confermato. In altri termini,
una riduzione maggiore del 50 % nella concentrazione CIC apparente conferma un risultato positivo.

Talvolta i campioni positivi potranno non essere confermati. La mancata conferma dei campioni puo
dipendere dai sequenti motivi: (1) campioni trattati erroneamente (es. contaminati o inattivati a caldo)
oppure (2) campioni contenenti anticorpi IgG umani che si legano a IgG di topo. Tali campioni non sono
tuttavia necessariamente negativi per il CIC. Il materiale che causa il risultato falso positivo apparente puo
mascherare dei CIC concomitanti che, se presenti da soli, fornirebbero un risultato CIC positivo confermabile.
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LIMITI DELLA PROCEDURA

Questo test misura gli immunocomplessi o gli aggregati di lgG umani contenenti frammenti di attivazione
(3. E pertanto necessario evitare il verificarsi delle condizioni che promuovono Iaggregazione di IgG o
I'attivazione del complemento durante il prelievo e I'laborazione dei campioni.

RISULTATI ATTESI

Cinquanta (50) sieri selezionati sono stati ottenuti da un laboratorio di riferimento che riceve campioni da
tutti gli Stati Uniti. Tali sieri sono stati esaminati tramite saggio immunoenzimatico Quidel CIC-Raji Cell
Replacement e tramite saggio Raji Cell del laboratorio di riferimento. Si & ottenuta una concordanza del
92 % tra i due saggi per la misurazione della presenza di CIC.

I sieri ottenuti da sessantadue (62) pazienti affetti da SLE presso due cliniche nell'est degli Stati Uniti e da
ventinove (29) pazienti affetti da RA presso una clinica reumatologica nel sud degli Stati Uniti sono stati
esaminati tramite saggio immunoenzimatico Quidel CIC-Raji Cell Replacement. Inoltre, sono stati esaminati
i sieri provenienti da ventisei (26) soggetti normali sani presso i due siti SLE e da venticinque (25) pazienti
clinicamente non autoimmuni con riferimento alla clinica reumatologica. Le Figure 2, 3 e 4 mostrano le
concentrazioni medie di CIC, le deviazioni standard e la distribuzione di frequenza per ogni popolazione.

Fig. 2, SAGGIO IMM. CIC-RAJI CELL REPLACEMENT

Popolazione affetta da lupus eritematoso sistemico
9.
8 Concentrazione media =15,8 ug Eq/ml
w o, Deviazione standard =14,6 ug Eq/ml
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Fig. 3, SAGGIO IMM. CIC-RAJI CELL REPLACEMENT

. Popolazione affetta da artrite reumatoide

Concentrazione media =13,7 pug Eq/ml

10 4 Deviazione standard =16,2 ug Eq/ml

Numero =29 casi

% DELLA POPOLAZIONE
(=)}
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ug Eq/ml
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Fig. 4, SAGGIO IMM. CIC-RAJI CELL REPLACEMENT
Popolazione di controllo

20

18 4 Concentrazione media =5,0 ug Eq/ml

16 Deviazione standard =4,6 ug Eq/ml
) Numero =51 casi

% DELLA POPOLAZIONE
)

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

Allinterno di un sito SLE e del sito RA, il grado di attivita della malattia & stato assegnato
indipendentemente da qualunque dato di laboratorio CIC. Questa valutazione é stata effettuata da un
medico. Al fine di garantire una refertazione coerente, presso ogni sito un medico ha successivamente
revisionato i dati sul paziente ed assegnato I'attivita della malattia. Un paziente affetto da RA & stato
descritto come “esaurito”all'ultimo stadio. Il risultato CIC di questo paziente era di 1 ig Eg/ml. Poiché non
vi erano altri pazienti simili affetti da RA, questo risultato individuale non & stato inserito nella Tabella 2.
LaTabella 2 mostra il rapporto osservato tra il CIC misurato tramite saggio immunoenzimatico Quidel
(IC-Raji Cell Replacement e I'attivita della malattia dei pazienti.
TABELLA2
RISULTATI DEL SAGGIO CIC-RAJI CELL REPLACEMENT CONFRONTATI
CON LATTIVITA DELLA MALATTIA

% Anormale’
Attivita bassa Attivita moderata Attivita elevata
SLE 8% (1/12) 36% (4/11) 79% (11/14)
RA 0% (0/4) 19% (3/16) 50% (4/8)

" Allinterno delle parentesi (dopo ogni % anormale) viene indicato il numero di pazienti con test anormale diviso
per il numero di pazienti classificati in base alla particolare attivita della malattia.

CARATTERISTICHE DEL METODO
Precisione

Per la standardizzazione del saggio  stato usato uno standard per immunocomplesso fornito

dall'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS), cioé complessi tossoide tetanico e tossoide anti-tetanico

pre-incubati in siero umano normale appena preparato. Per testare |'accuratezza del saggio sono state
esaminate cinque diluizioni dello standard OMS in triplicato, in nove corse tramite il kit Quidel.

Le concentrazioni esaminate hanno mostrato una correlazione pari a 0,99 con i valori noti.
Riproducibilita
| campioni dei pazienti e gli standard per kit sono stati sottoposti a nove corse in due diversi lotti di kit.

Ognuno di essi & stato testato in triplice copia durante ciascuna corsa. La variazione media tra ciascuna corsa

per i campioni e gli standard per kit viene mostrata nella Tabella 3 come variazione tra un saggio e laltro.
La variazione media all'interno di ciascuna corsa per i campioni e gli standard per kit viene mostrata nella
Tabella 3 come variazione allinterno dello stesso saggio.
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TABELLA3
RIPRODUCIBILITA DEL SAGGIO

Media (g Eq/ml) Intra-analisi (% CV) Intr-analisi (% CV)

Campione 1 56 5 9
2 13 9 23

Standard 1 4 8 30

2 7 15

3 5 9

4 4 6

5 40 5 6

6 49 4 5

7 59 3 4

Sensibilita

II'saggio immunoenzimatico Quidel CIC-Raji Cell Replacement misura almeno 4 g Eq/ml o un valore
maggiore di analite CIC basato sul confronto con lo standard OMS.

Specificita

I cdinquantuno (51) sieri di controllo descritti nella sezione RISULTATI DEL CAMPIONE sono stati esaminati
tramiteil saggio Quidel CIC-Raji Cell Replacement. Solo tre erano positivi (ripetutamente maggiori di

15 ug Eq/ml), producendo una specificita del 94 %.

ASSISTENZA
Per emettere un ordine oppure per ricevere assistenza tecnica, contattare un funzionario Quidel al numero

verde +1408-616-4301, dal lunedi al venerdi, dalle 8:00 alle 17:00, ora degli stati del Pacifico. E possibile
trasmettere gli ordini anche per fax al numero +1408-616-4310.

=
=
=
=
S

Per servizi al di fuori degli Stati Uniti, contattare il distributore locale.
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RECAPITULATIF DES ETAPES DE L'ESSAI
Lire la notice produit dans son intégralité avant de commencer l'essai.

Préparations préliminaires

1. Préparer la solution de lavage.

2. Diluer les échantillons a analyser.

Procédé de 'essai

. Réhydrater les puits de micro-essai.

. Ajouter 100 pl de diluant de Iéchantillon de complément dans le(s) puits vide(s).

. Ajouter 100 i de chaque échantillon étalon et a analyser dans les puits appropriés.
. Incuber pendant 60 minutes a température ambiante (15-30 °C).

. Laver 5fois les puits de micro-essai.

. Ajouter 50 il de conjugué de CIC-Raji dans chacun des puits de test.

. Incuber pendant 30 minutes a température ambiante. (Préparer la solution de substrat pendant
Iincubation).

10. Laver 5 fois les puits de micro-essai.

11. Ajouter 100 il de solution de substrat dans chaque puits de test.
12. Incuber pendant 30 minutes a température ambiante.

13. Ajouter 50 il de solution d'arrét dans chaque puits de test.

14. Mesurer I'absorbance a 405 nm en 60 minutes.

Calculs

© oo~ o U B W

15. Inscrire les indicateurs d'absorbance et de concentration des échantillons étalon sur le papier millimétré
fourni, ou entrer ces données dans un calculateur pour procéder a 'analyse par régression linéaire.

16. Lire les concentrations de échantillon a analyser directement sur le graphique ou exécuter la
manipulation requise avec le calculateur pour obtenir les concentrations de [échantillon.

APPLICATION
Lessai immunoenzymatique de remplacement des cellules CIC-Raji de Quidel porte sur la quantification
des complexes immuns contenant des fragments d'activation du C3 dans le sérum et le plasma humains.

RESUME ET EXPLICATION

Limportance des complexes immuns circulants (CIC) et leur lien avec diverses maladies font lobjet de
recherches depuis plusieurs années. La formation de complexes immuns est un processus de protection
continu, généralement bénin, effectué par un systeme immunitaire fonctionnant normalement. Dans

un hote normal, les CIC sont retirés de la circulation sous les effets de plusieurs processus biochimiques,
enzymatiques et cellulaires complexes. La clairance effective de nombreux CIC requiert I'activation du
complément. L'activation du complément entraine un dépot des fragments du C3 dans le complexe immun
suivi par une élimination accrue par les phagocytes du systéme réticuloendothélial. Dans le cas de certaines
maladies, qui ne sont pas complétement comprises, les complexes immuns peuvent ne pas étre éliminés
efficacement de ['organisme. Dans ces maladies, les complexes immuns peuvent saccumuler et provoguer
des Iésions de certains organes et tissus liés au complément. Cette activation du complément peut entrainer
une série dévénements potentiellement destructeurs au niveau de I'hte, notamment la production
d'anaphylatoxine, la lyse de cellules, la stimulation de leucocytes, et I'activation de macrophages et d‘autres
cellules." Lorsque les complexes immuns viennent se fixer sur les parois vasculaires ou les membranes
cellulaires, une destruction de tissu sain peut se produire, comme dans certains cas de glomérulonéphrite.

Certaines caractéristiques des CICinfluent sur leur pathogénicité potentielle. Les éléments les plus
importants sont: (1) la nature, la taille et la concentration de I'antigéne ; (2) la nature, la taille et la
concentration de I'anticorps ; et (3) le taux de formation et de clairance des complexes immuns.'?

SIVINYVYS

Les complexes immuns circulants ont été mesurés dans différentes conditions : infections, troubles auto-
immuns, traumas, et maladies néoplasiques prolifératives, par exemple. Les études actuelles suggerent
que la détermination des CIC peut étre importante dans évaluation de certaines maladies et, parfois, dans
le controle de I'efficacité du traitement. Cest particulierement vrai dans les cas de lupus érythémateux
disséminé (LED) et pour certaines formes d'arthrite rhumatoide. Le premier stade de la maladie lié a la
formation de complexes immuns est une atteinte sérique, décrite au début du XXe siecle par von Pirquet.
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Depuis cette époque, des taux élevés de CIC ont été constatés dans les cas de maladies auto-immunes
(lupus érythémateux disséminé, syndrome lié au lupus érythémateux disséminé, arthrite thumatoide),
glomérulonéphrite, maladies néoplasiques (maladie de Hodgkin, leucémie), infections bactériennes
(endocardite bactérienne subaiqué, epre), infections parasitaires (paludisme, bilharziose) et infections
virales (hépatite, mononucléose).

Plus de 40 techniques d'analyse de détection ou de quantification des CIC ont été mises au point. Ces
tests, qui comprennent notamment le test utilisant les cellules Raji, le test d‘écart du C1g, le test de la
conglutinine, les procédés de fixation du C1q en phase fluide, le test du facteur thumatoide, le test de

la précipitine du PEG, et les essais du C1q en phase solide ont ét€ décrits.' Ftant donné quela taille et

les propriétés physiochimiques des CIC varient considérablement, aucun de ces essais n'a ét€ accepté
comme norme. Une étude collaborative menée sous Igide de I'Organisation mondiale de la Santé en
1978 a montré qu‘aucune de ces méthodes n'‘était adaptée a tous les stades de la maladie suspectée, et a
recommandé de recourir a au moins deux méthodes d'essais différentes pour détecter et quantifier les CIC.

PRINCIPE DU PROCEDE

Les fragments du troisieme composant du complément, (3, se lient souvent de maniére covalente aux
complexes immuns activant le complément. Les cellules Raj, issues d'une lignée de cellules en culture
continue de lymphocytes B, portent des récepteurs du complément CR2 qui se lient aux fragments iC3b,
(3d,g et (3d du (3 activé.>® Lessai Raji Cell CIC est basé sur la capacité des récepteurs CR2 des cellules

Raji & se lier aux complexes immuns contenant ces fragments du (3.° Lessai immunoenzymatique de
remplacement des cellules CIC-Raji de Quidel permet également de quantifier les fragments du (3
contenant des CICen utilisant un anticorps monoclonal immobilisé qui se lie spécifiquement aux fragments
d'activation i(3b, (3d,g et (3d du (3 de maniere analogue a la réaction de liaison des CR2 des cellules Raji.

Lors dela premiere étape, les échantillons étalon et les échantillons plasmatiques ou sériques dilués dans
le diluant de I€chantillon de complément sont ajoutés dans les puits de micro-essai enduits d‘anticorps
monoclonaux aux fragments du (3 humain, puis incubés. Pendant cette incubation, les complexes immuns
contenant des fragments d'activation du C3 sont capturés par 'anticorps en phase solide. Aprés incubation,
les protéines sériques ou plasmatiques non liées sont éliminées au cours d'un cycle de lavage.

Lors de la deuxieme étape, des IgG antihumaines de souris conjuguées a de la peroxydase de raifort (HRP)
sont ajoutées dans chacun des puits de test et incubées. Pendant cette incubation, le conjugué se lie aux
complexes immuns qui sont désormais liés aux puits de micro-essai. Le conjugué non ié est éliminé au
cours d'un cycle de lavage.

Au cours de la troisieme étape, un substrat enzymatique est ajouté dans chaque puits de micro-essai.
La réaction du conjugué anticorps-HRP avec le substrat chromogénique se traduit par une coloration verte.
Apres incubation, on ajoute un réactif pour arréter la propagation de la coloration.

L'absorbance des échantillons étalon et a analyser (valeurs Ays) est mesurée a 'aide d'un
spectrophotometre. Lintensité de la coloration verte qui apparait est proportionnelle a la quantité de CIC
se liant a la phase solide. On obtient une courbe étalon en reliant les valeurs Aqs obtenues pour chaque
échantillon étalon a sa concentration indiquée. On détermine la concentration de complexes immuns
présents dans [échantillon a analyser en se référant a la courbe étalon. Les résultats sont exprimés en
microgrammes déquivalents gammaglobuline humaine agrégée par la chaleur et traitée par sérum par
ml (ug Eg/ml). Afin de confirmer la présence de CIC, Iéchantillon peut étre analysé apres dilution dans du
diluant de confirmation CIC-Raji, qui contient des anticorps bloquants dont les spécificités sont similaires a
I'anticorps immobilisé sur le puits de micro-essai.

REACTIFS ET MATERIAUX FOURNIS

Le kit d'essai immunoenzymatique CIC-Raji Cell contient les éléments suivants :

A Des échantillons étalon CIC-Raji Réf. A9513-A9515 1chacunx2ml
B Chacun dentre eux contient une quantité connue de gammaglobuline humaine agrégée parla chaleur
C ettraitée par sérum dans une PBS, 2,5 % de stabilisants, et 0,01 % de thimérosal.

@ Plaque de micro-essai Réf. A9512 12 chacun
de 96 puits avec portoir et support composé de bandes de huit puits enduites de fragments de (3
anti-humain de souris dans une poche d'aluminium refermable.

@ Solution d'arrét Réf. A3673 6ml
Contient 250 mM d'acide oxalique.
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© Concentré de solution de lavage 20X Réf. A3674 2 flacons x 50 ml
Apres dilution, chacun contient une solution saline de tampon phosphate (PBS), 0,05 % de Tween-20™,
et 0,01 % de thimérosal.

O Diluant de I'échantillon de complément Réf. A3670 50 ml
Contient de la PBS, 2,5 % de stabilisants, 0,035%de ProClin®300.

© Diluant du substrat Réf. A3672 25ml
Contient 0,1 M de tampon citrate et 0,05 % d'H;0,.
O Concentré de substrat Réf. A3671 1,5ml

Contient 0,7 % de 2,2"-Azino-di(3-ethylbenzthiazoline-6-acide sulfonique) et du sel de diammonium.

@ Conjugué CIC-Raji Réf. A9516 2flacons x 3 ml
Contient des 1gG anti-humaine (de souris) conjuguées a de la peroxydase en suspension dans un
tampon stabilisant de HRP contenant un conservateur.

O Diluant de confirmation CIC-Raji Réf. A9517 2flacons x 12 ml
Contient de la PBS, 2,5 % des stabilisants, un anticorps anti-fragment (3 humain, et 0,035 % du
ProClin 300.

Tween-20™ est une marque d'Atlas Chemical Industries, Inc.
ProClin® est une marque de Rohm and Haas Company

MATERIAUX NECESSAIRES NON FOURNIS
Minuterie (60 minutes)

(alculateur, ou tout autre équipement informatique permettant de valider ['essai
Plaques de micro-essai et/ou tubes a essais et supports de tests propres et non utilisés
Récipient pour dilution de tampon de lavage

Flacon de lavage ou tout autre systeme de lavage adapté aux dosages immunologiques
Pipettes multi-canaux réglables (8 ou 12 canaux) ou micropipettes automatisées (en option)
Pipettes propres de 1ml, 5 ml et 10 ml

Embouts de micropipettes et de pipettes

Lecteur de plaque capable de mesurer la densité optique Aqs entre 0,0 et 2,0

Eau déionisée ou distillée

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

1. Pour utilisation diagnostique in vitro.

2. Suivre les précautions standard lors de la manipulation du contenu de ce kit et de tous les échantillons
de patients.

3. Eliminer les récipients et leur contenu inutilisé conformément aux dispositions réglementaires
nationales et locales.

. Utiliser les réactifs fournis en une seule livraison avant la date de péremption indiquée sur [étiquette.
. Stocker les réactifs de l'essai selon les indications.
. Ne pas effleurer nitoucher le fond des puits en ajoutant ou en aspirant des liquides.

~ o o

. Lefait de ne pas appliquer les durées et températures dincubation indiquées dans le procédé est
susceptible de conduire & des résultats erronés.

8. Ne pas laisser sécher les puits de micro-essai une fois que ['essai a commencé.
9. Ne pas réutiliser un puits de micro-essai pour un deuxieme test.

0. Lutilisation de pipettes multi-canaux ou de robots pipetteurs est recommandée pour assurer la
distribution rapide des réactifs.

1. Pour une mesure exacte des échantillons, ajouter les échantillons et les solutions étalon avec précision.
Pipetter avec soin, en utilisant uniquement un équipement étalonné.

12. Cet essai peut étre effectué avec nimporte quelle méthode de lavage validée.
3. Ilest essentiel de prélever et de conserver les échantillons avec soin pour obtenir des résultats corrects.

14. Bviter toute contamination microbienne ou croisée des échantillons, des réactifs et du matériel. En cas
de contamination, des résultats inexacts pourraient étre obtenus.
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15. Le thimérosal est utilisé comme conservateur. Tout contact ou toute ingestion accidentelle de tampons
ou de réactifs contenant du thimérosal peut provoquer des réactions d'hypersensibilité, notamment
uneirritation de la peau, des yeux ou de la bouche. Consulter un médecin en cas dobservation de ces
symptomes. Lexposition au thimérosal est susceptible de provoquer des effets mutagenes. Eviter tout
contact avec des bases ou des acides forts.

16. Le ProClin® 300 est utilisé comme conservateur. Tout contact ou toute ingestion accidentelle de
tampons ou de réactifs contenant du Proclin peut provoquer une irritation de la peau, des yeux ou de
la bouche. Le respect des bonnes pratiques de laboratoire permet de réduire Iexposition. Consulter un
médecin en cas d'observation de ces symptomes.

17. Le concentré de substrat est photosensible. Eviter toute exposition prolongée & la lumiére directe ou
indirecte. Conserver les réactifs dans l'obscurité lorsqu'ils ne sont pas utilisés.

18. Afin d'éviter la production d'aérosols pendant le lavage, utiliser un appareil pour aspirer le liquide de
lavage et le déverser directement dans un flacon contenant de Ieau de Javel.

19. Des échantillons inactivés par la chaleur, hyperlipémiques ou contaminés, peuvent entrainer des
résultats erronés.

CONSERVATION
Conserver les kits non ouverts entre 2 et 8 °C. Aprés ouverture du kit, le concentré de solution de lavage 20X
peut étre conservé entre 2 et 30 °C.

Apres avoir choisi les réactifs ou les produits a utiliser pour I'essai, replacer immédiatement les réactifs
non utilisés a une température de conservation appropriée. Amener les réactifs et produits de Iessai &
température ambiante (entre 15 et 30 °C) avant utilisation.

SIGNES D’INSTABILITE ET DE DETERIORATION DES REACTIFS

La couleur du concentré de substrat peut aller du transparent au vert pale & foncé. Cela n'altére pas ses
performances. Cependant, la solution de substrat qui vient détre préparée doit étre transparente a vert pale.
Une coloration vert foncé indique une détérioration de la solution de substrat ; celle-ci doit alors étre jetée
et une nouvelle solution de substrat préparée dans un récipient en verre propre.

Toute turbidité ou décoloration de la solution de lavage indique une détérioration du réactif. Le cas échéant,
la solution doit étre jetée.

PRELEVEMENT ET CONSERVATION DES ECHANTILLONS
Manipuler et éliminer tous les échantillons en suivant les précautions standard.

Les échantillons sériques ou plasmatiques doivent étre prélevés dans des conditions dasepsie et préparés
suivant les techniques standard pour les tests en laboratoire d‘analyse."”Ne pas inactiver les échantillons par
la chaleur. Avant le test, toute particule doit étre éliminée des échantillons par centrifugation a faible vitesse.

Les échantillons peuvent étre stockés sur de la glace, a environ 0 °C pendant 6 heures maximum. Si les
échantillons sont conservés pendant plus longtemps, il faut les congeler & -70 °C minimum (le stockage a
-20 °C peut entrainer des résultats erronés).

PREPARATION DES REACTIFS

Se référer au Tableau T pour connaitre les quantités de solution de substrat et le nombre de bandes
nécessaires pour un nombre donné de tests. Apres avoir choisi les réactifs et les matériaux nécessaires,
replacer immédiatement les produits inutilisés aux températures de conservation appropriées (voir la partie
CONSERVATION). Amener tous les réactifs et matériaux de l'essai a température ambiante (de 15 a 30 °C)
avant utilisation.

. Solution de lavage. Mélanger le concentré de solution de lavage 20X en retournant plusieurs fois
le flacon. Sile concentré de solution de lavage 20X a été conservé entre 2 et 8 °C, il est possible que des
cristaux se soient formés. Pour les dissoudre, réchauffer le flacon au bain-marie entre 37 et 50 °Cjusqu’a
dissolution complete, puis bien mélanger. Préparer la solution de lavage en diluant tout le contenu d'un
flacon de concentré de solution de lavage 20X avec de 'eau distillée ou déionisée jusqua obtention d'un
litre de produit. Bien mélanger. La solution de lavage reste stable pendant 30 jours quand elle est conservée
dans un récipient propre entre 2 et 8 °C. Si le réactif devient trouble ou se décolore, il doit étre jeté.

Sélection des bandes de micro-essai. Déterminer le nombre de bandes requis pour Iessai en
consultant le Tableau 1. Retirer le support pour bandes de la plaque assemblée. Remettre les bandes
inutilisées dans le sac de conservation refermé, et le stocker entre 2 et 8 °C. Fixer solidement les bandes
utilisées pour l'essai.

o
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3. Dilution de I'échantillon.

Avertissement : Manipuler tous les échantillons comme s'ils étaient potentiellement
infectieux. Ne pas utiliser déchantillons inactivés par la chaleur ou contaminés.

Déterminer le nombre (N) déchantillons a analyser. Numéroter les tubes a essai de 1a N et noter quel
échantillon correspond a chaque tube sur la fiche technique fournie.

Préparer une solution diluée a 1:50 de chaque échantillon a I'aide de diluant de [échantillon de
complément (ex. : 10 I déchantillon de test mélangé avec 490 il de diluant de [échantillon de
complément). Bien mélanger, mais éviter de faire de la mousse et des bulles. Ne pas conserver ni
réutiliser les échantillons dilués.

. Ajout d'échantillons dilués dans les puits de microtitrage. Il existe deux méthodes pour
ajouter le tampon et les échantillons dilués, étalon et de controle dans les puits (voir étape 5 de la partie
PROCEDE DE I'ESSAI). Lors de tests d‘ampleur limitée pour lesquels seuls quelques échantillons sont
testés, les échantillons dilués et les autres réactifs peuvent étre ajoutés directement dans les puits qui
leur ont été attribués a I'aide d'une micropipette (100 pl/puits). Pour les analyses de faible et de grande
ampleur, mais en particulier pour ces dernieres, nous recommandons d'utiliser une pipette multi-
canaux pour ajouter les échantillons comme indiqué ci-apres. (Une pipette multi-canaux peut
également servir a ajouter facilement le conjugué, le substrat et la solution d'arrét.)

Afin de verser les échantillons étalon, de controle et dilués dans les puits de micro-essaile plus
rapidement possible, on peut utiliser la « technique des répliques ». Au lieu d'ajouter 100 il de chacun
des trois types déchantillons dans les puits enduits d'anticorps un par un, il est possible d‘ajouter entre
120 et 130 pl de chaque solution dans les différents puits d'une plaque vide (non fournie) correspondant
au schéma d'essai immunoenzymatique souhaité. Une fois que toutes les solutions a analyser ont été
versées dans les puits de micro-essai de la plaque vide, transvaser rapidement 100 il de chaque puits
vide dans les puits enduits d'anticorps, a 'aide d'une micropipette multi-canaux. Pour éviter toute
contamination croisée, les embouts des pipettes doivent étre changés a chaque fois que la composition
des échantillons & transvaser change.

~

5. Diluant de confirmation CIC-Raji (en option). Si Ion souhaite une confirmation des résultats 3
positifs, déterminer le nombre (N) déchantillons devant étre confirmés. Numéroter les tubes a essai :z’
de 1ca Ncetles enregistrer. Préparerla dilution a 1:50 en utilisant le diluant de confirmation CIC-Raji. ‘Q
[‘échantillon dilué dans du diluant de confirmation CIC-Raji doit étre analysé en méme temps que Z
[échantillon dilué dans du diluant déchantillon de complément.

6. Préparation de solution de substrat. A préparer juste avant [ utilisation. Déterminer le volume
de solution de substrat requis a I'aide du Tableau 1 ci-apres. Préparerla solution de substrat en ajoutant
50 pl de concentré de substrat pour chaque ml de diluant de substrat. Bien mélanger.

7. Controles CIC. Les controles CIC-RCR positifs et négatifs sont vendus séparément par Quidel
(Controles CIC-RCR Réf. catalogue A014). Iis doivent étre préparés conformément aux instructions
de la notice produit. Voir également la partie CONTROLE QUALITE de cette notice.

TABLEAU 1
MATERIEL ET QUANTITES NECESSAIRES POUR L'ESSAI

Puits' Bandes Solution de substrat Diluant de Concentré de

de 8 puits nécessaire (ml) substrat (ml) substrat ()
16 2 16 20 100
24 3 24 30 150
R 4 32 40 200
40 5 40 50 250
49 6 48 50 250
56 7 56 60 300
64 8 6,4 70 350
72 9 72 80 400
80 10 8,0 90 450
88 1 838 90 450
96 12 96 10,0 500

" Déterminer le nombre dchantillons a analyser, et ajouter onze (11) puits pour les trois échantillons étalon et les

échantillons de contréle haut et bas a analyser (en double), ainsi qu'un puits vide. Il est conseillé de tester les échantillons

étalon et de controle en double, sur d‘autres plaques de micro-essai si possible.
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PROCEDE DE L'ESSAI
Lire la notice produit dans son intégralité avant de commencer l'essai.

Voirles parties PREPARATION DES REACTIFS et AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS avant de poursuivre.

1. Noter les emplacements de puits de micro-essai correspondant au(x) puits vide(s), aux échantillons
a analyser, étalon et controles ainsi que les numéros de lot indiqués sur les étiquettes des flacons. Sur
I'un des coins de la plaque de micro-essai, coller une étiquette qui servira de point de repére pour
[orientation.

2. Préparer les bandes de micro-essai comme indiqué ci-apres:

a. Réhydrater les puits de micro-essai en ajoutant environ 300 pl de solution de lavage dans chaque
puits a l'aide d'un flacon de lavage ou tout autre dispositif de remplissage.

b, Incuber a température ambiante (15-30 °C) pendant 1a 2 minutes.
¢ Aspirer le contenu de chaque puits.

d. Retourner la plaque et a taper sur du papier absorbant & deux reprises afin d‘éliminer toute trace de
liquide. Ne pas laisser sécher les puits.

3. Ajouter 100 pl de diluant de échantillon de complément dans le(s) puits qui sera/ont utilisé(s) pour
vider le lecteur de plaque.

4. Ajouter 100 I de chaque échantillon étalon de CIC-Raji (A, B et C) dans les puits en double.

5. Ajouter 100l de chaque échantillon dilué dans le puits de micro-essai qui luia été attribué. Voir la
partie PREPARATION DES REACTIFS, étape 4.

6. Incuber a température ambiante (15—30 °C) pendant 60 minutes + 1 minute.
7. Laver les puits de micro-essai comme suit :
a. Apres l'incubation de [étape 6 (et de [étape 9 plus bas), vider chaque puits.

b, Ajouter environ 300 il de solution de lavage dans chaque puits a Iaide d'un flacon de lavage ou
tout dispositif de remplissage.

Incuber les puits pendant 1 minute a température ambiante (15—30 °C).
Vider chaque puits.

Ajouter environ 300 il de solution de lavage dans chaque puits.

Vider chaque puits.

Renouveler les étapes e a f encore trois fois.

e e o~

Apres le cinquieme cycle de lavage, retourner la plaque et 1a taper sur du papier absorbant a deux
reprises afin déliminer toute trace de liquide.

8. Verser 50 pl de conjugué CIC-Raji dans chaque puits lavé, y compris dans les puits vides, au moyen
d'une pipette multi-canaux ou automatisée.

9. Incuber les bandes de micro-essai a température ambiante (15—30 °C) pendant 30 minutes + 1 minute.
Préparer la solution de substrat pendant cette incubation (voir PREPARATION DES
REACTIFS étape 6).

10. Laverles puits de micro-essai apres Iincubation de 30 minutes de Itape 9, comme décrit ci-avant,
alétape7.

11. Immédiatement apres le lavage, verser 100 pl de la solution de substrat fraichement préparée dans
chague puits, y compris dans le(s) puits vide(s), a I'aide d'une pipette multi-canaux ou automatisée.

12. Incuber les bandes de micro-essai a température ambiante (1530 °C) pendant 30 minutes = T minute.

13. Verser 50 il de solution d'arrét dans chaque puits pour arréter la réaction enzymatique, au moyen
d'une pipette multi-canaux ou automatisée. La solution d‘arrét doit étre ajoutée dans les puits dans le
méme ordre et au méme rythme que I'a ét€ la solution de substrat. Taper doucement la plague pour
que la couleur se propage régulierement.

14. Déterminer le degré d'absorbance a 405 nm (valeur A«s) pour chaque puits de test dans I'heure suivant
Iajout de la solution d'arrét (étape 13), en corrigeant le puits vide en fonction du type de systeme
spectrophotométrique utilisé.

15. Garder le portoir et le support pour bandes en vue d'une réutilisation.

16. Jeter les échantillons dilués restants, ainsi que le substrat et les bandes de micro-essai utilisées (voir la
partie AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS, paragraphe 3). Garder le portoir et le support pour bandes
en vue d'une réutilisation.

METHODE DE CONFIRMATION RECOMMANDEE

Sil est nécessaire de confirmer un résultat positif avec un autre test, ou si un résultat positif est incompatible
avec |'interprétation clinique, [échantillon positif peut étre soumis de nouveau a un test de confirmation.

Un résultat négatif ne peut étre confirmé. La méthode de confirmation repose sur un diluant déchantillon

(le diluant de confirmation CIC-Raji) qui contient des anticorps anti-fragment (3 humain. Pour confirmer un
résultat positif, une aliquote de échantillon doit étre diluée dans le diluant de confirmation CIC-Raji, et une
autre aliquote doit étre diluée dans la méme proportion dans le diluant de I¥chantillon de complément.
Les deux échantillons sont alors testés suivant le procédé habituel de I'essai immunoenzymatique de
remplacement CIC-Raji de Quidel. Voir les parties PREPARATION DES REACTIES et INTERPRETATION DES
RESULTATS pour plus de détails.

CONTROLE QUALITE

Afin de respecter les bonnes pratiques de laboratoire, il est recommandé de pratiquer des controles positifs
et négatifs chaque jour. Cest pourquoi des échantillons de controle pour 'essai de remplacement des
cellules CIC-Raji Quidel sont disponibles aupres de Quidel (Contrdles CIC-RCR, Réf. catalogue A014), et
doivent étre utilisés comme indiqué dans la notice produit. Si le controle positif et/ou négatif ne fonctionne
pas comme indiqué, veuillez contacter I'Assistance technique Quidel dés que possible.

En plus des échantillons de controle, l'ssai de remplacement des cellules CIC-Raji Quidel comprend
également une METHODE DE CONFIRMATION RECOMMANDEE et une étape de VALIDATION.

En utilisant les controles, étalons avec validation, et la méthode de confirmation, vous devez pouvoir
obtenir des résultats reproductibles et précis.

INTERPRETATION DES RESULTATS
Calcul des résultats

Calculs : On obtient la courbe étalon en utilisant les valeurs Ass pour chaque échantillon étalon CIC-Raji,
auxquelles on a soustrait I'échantillon a blanc (en ordonnée), et les microgrammes correspondants
dquivalent gammaglobuline humaine agrégée par la chaleur et traitée par sérum par ml (ug Eg/ml),
indiqués sur Iétiquette du flacon pour chaque étalon (en abscisse). Apres régression linéaire, la courbe
étalon obtenue doit répondre aux criteres de validation (voir ci-dessous). Les concentrations des
échantillons sont alors calculées directenent a partir de la courbe étalon. La plupart des ordinateurs et des
calculateurs sont capables d'exécuter ces calculs.

SIVINYVYS

Les données peuvent aussi étre obtenues par graphique réalisé & la main et les valeurs (g Eq/ml) de
[échantillon a analyser peuvent étre lues directement a partir de la courbe étalon la plus adaptée. La
Figure 1 est un exemple de courbe étalon type.

Calculs du test de confirmation : Pour confirmer un résultat positif, on divise la concentration en
complexesimmuns de échantillon dilué dans du diluant de confirmation CIC-Raji par la concentration en
complexes immuns de I'échantillon dilué dans du diluant d‘échantillon de complément, pour obtenir un
rapport:

[CIC] dans diluant de confirmation
[CIC] dans diluant échantillon de complément

rapport =
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Exemple de courbe étalon

FIGURE 1

1.2 1 y=0,023x + 0,06, r=1,00

Aasos

50 60
CONCENTRATION (ug Eq/ml)

Echantillon A 11g Eg/ml

Etalon A 0,06 0

Etalon B 0,46 18

talon C 1,15 48

Echantillon 1 0,15 39

Echantillon 2 0,50 19,1

Echantillon 3 1,00 409

r=1,00 m=0,023 b=0,06

Validation

Déterminer |a pente, le point d'intersection et le coefficient de corrélation de la meilleure courbe obtenue.
Les valeurs doivent étre comprises entre les limites indiquées pour que l'essai soit valide.

coefficient de corrélation (r): > 0,95
pente (m):  de0,013a0,034
point dintersection sur Iaxe des ordonnées (b) :  de (=)0,07 & (+)0,10

La plupart des sujets sains ont des niveaux de CIC mesurables. Etant donné quiil 'y a pas de niveau anormal
de CIC reconnu, I'utilisateur doit établir ses propres niveaux normaux. A titre indicatif, les niveaux de CIC
basés sur les résultats obtenus a partir de populations saines décrits dans la partie VALEURS ATTENDUES
sont les suivants :

Résultats normaux : Si la concentration en CIC est inférieure ou égale 15 g Eq/ml, les niveaux de CIC
sont considérés comme normaux.

Résultats anormaux : Sila concentration en CIC est supérieure ou égale a 20 ug Eq/ml, les niveaux
de CIC sont considérés comme anormaux. Les échantillons dont les concentrations mesurées en CIC sont

supérieures a I‘étalon C CIC-Raji doivent étre notés comme supérieurs aux concentrations détalon C CIC-Raji
attribuées indiquées sur Iétiquette du flacon.

Résultats ambigus : Sila concentration en CIC est supérieure a 15 pg Eq/ml et inférieure a 20 pg Eq/ml,
les résultats sont ambigus. Ces échantillons peuvent étre analysés de nouveau, ou un nouvel échantillon
peut étre prélevé et analysé, si indiqué. Si un échantillon obtient un deuxiéme résultat ambigu, il peut alors
étre considéré comme nettement supérieur a la moyenne et donc étre enregistré comme anormal.
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Résultats de confirmation : Sile rapport est inférieur a 0,5, le résultat positif est confirmé. Autrement
dit, une réduction supérieure a 50 % de la concentration en CIC apparente confirme un résultat positif.

Il arrive parfois que des échantillons positifs lors de Iessai ne soient pas confirmés comme tels. Cela peut
étre notamment d{i a : (1) une mauvaise manipulation des échantillons (ex. : contaminés ou inactivés par
la chaleur) ou (2) des échantillons contenant des anticorps IgG humains qui se lient aux IgG de souris. Ces
échantillons ne sont pas forcément négatifs aux CIC. En effet, la substance a [origine du faux positif peut
masquer les CIC présents concomitamment qui, en 'absence de cette autre substance, donneraient un
résultat positif pouvant étre confirmé.

LIMITES DU PROCEDE

(e test mesure la quantité de complexes immuns ou d'agrégats d'lgG humaine contenant des fragments
d‘activation du (3. Par conséquent, les conditions qui entrainent 'agrégation des lgG ou I'activation du
complément doivent étre évitées pendant le prélévement et le traitement de I€chantillon.

VALEURS ATTENDUES

Cinquante (50) échantillons de sérum choisis ont été obtenus aupres d'un laboratoire de référence qui regoit
des échantillons provenant de tous les Ftats-Unis. Ces échantillons de sérum ont été testés lors de I'essai
immunoenzymatique de remplacement des cellules CIC-Raji de Quidel et lors de I'essai sur les cellules Raji
du laboratoire de référence. Une concordance de 92 % a été observée entre les deux essais en termes de

détection de la présence de CIC.

Les échantillons de sérum obtenus aupres de soixante-deux (62) patients atteints de LED dans deux
dliniques de I'Est des Etats-Unis et de vingt-neuf (29) patients souffrant d’AR soignés dans une dlinique
rhumatologique du Sud des Ftats-Unis ont ét6 analysés lors de lessai immunoenzymatique de
remplacement des cellules CIC-Raji de Quidel. En outre, on a analysé des échantillons de sérum obtenus
aupres de vingt-six (26) sujets sains suivis dans deux sites cliniques spécialisés dans le LED et de vingt-
cing (25) patients non-autoimmuns du point de vue clinique et suivis en clinique rhumatologique. Les
concentrations moyennes de CIC, les écarts-types, et la distribution statistique pour chaque population
sont présentés aux Figures 2, 3 et 4.

Fig. 2, ESSAI IMMUNOENZYMATIQUE
DE REMPLACEMENT CIC-RAJI

Population souffrant de lupus érythémateux disséminé

9.

8 Concentration moyenne  =15,8 ug Eq/mL
Ecart-type =14,6 ug Eq/mL

71 Nombre =62 cas

% DE LA POPULATION

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
ug Eq/mL
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Fig. 3, ESSAl IMMUNOENZYMATIQUE DE
REMPLACEMENT CIC-RAJI

Population souffrant d’arthrite rhumatoide

12 4
Concentration moyenne = 13,7 pg Eq/ml
10 4 Ecart-type =16,2 ug Eq/ml
Nombre =29 cas

% DE LA POPULATION
o

i ‘| ‘ “
0

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

Fig. 4, ESSAl IMMUNOENZYMATIQUE DE
REMPLACEMENT CIC-RAJI

Population de controle

20 A

18 4 Concentration moyenne = 5,0 ug Eq/ml
Ecart-type =4,6 ug Eq/ml

167 Nombre =51cas

% DE LA POPULATION
S

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

Sur un site spécialisé dans le LED et sur le site dédié & I'AR, le degré d‘acitivité de la maladie a été attribué
indépendemment de toute donnée de laboratoire sur les CIC. Cette évaluation a été effectuée par le(s)
médecin(s) traitant(s). Pour garantir la cohérence du suivi, un médecin de chaque site a passé en revue
ultérieurement les dossiers des patients et a défini Iactivité de la maladie. Un patient atteint d'AR a

6té décrit comme étant au stade final, dit « dpuisement ». Le résultat des CIC pour ce patient était de

1 g Eq/ml. Puisquil n'y avait aucun autre patient atteint d'AR similaire, ce résultat n'est pas inclus dans le
Tableau 2. Le Tableau 2 indique la relation observée entre les CIC mesurés par ['essai immunoenzymatique
de remplacement des cellules CIC-Raji de Quidel et Iactivité de la maladie chez les patients.

i TABLEAU 2
RESULTATS DE L'ESSAI DE REMPLACEMENT DES CELLULES
CIC-RAJI COMPARES A LACTIVITE DE LA MALADIE

% anormal’
Activité faible Activité modérée Activité élevée
LED 8% (1/12) 369% (4/11) 799% (11/14)
AR 0% (0/4) 199% (3/16) 50% (4/8)

" Entre parentheses (aprés chaque % anormal) figure le nombre de patients pour lesquels le résultat est anormal, divisé par le nombre de
patients classés présentant une activité particuliére de la maladie.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE
Exactitude

Un étalon des complexes immuns de I'Organisation mondiale de a Santé (OMS), a savoir des complexes
anatoxine tétanique-anatoxine antitétanique préincubés dans du sérum humain normal fraichement
prélevé, a été utilisé pour standardiser I'essai. Pour tester 'exactitude de l'essai, cing dilutions de Ichantillon
étalon de I'OMS ont ét€ testées en triple au cours de neuf séries d'essais avec le kit de Quidel.

Les concentrations analysées ont indiqué une corrélation de 0,99 avec les valeurs connues.
Reproductibilité de I'essai

Les échantillons des patients et les étalons des kits ont été analysés au cours de neuf analyses utilisant deux
lots de kits différents. Chaque échantillon a été testé en triple au cours de chaque série de tests. La variation
moyenne entre chaque série, pour les échantillons a analyser et les étalons du kit, figure dans le Tableau 3
comme variation inter-essais. La variation moyenne dans chaque série, pour les échantillons a analyser et
les étalons du kit, figure dans le Tableau 3 comme variation intra-essai.

TABLEAU 3

REPRODUCTIBILITE DE L'ESSAI ;
Moyenne (ug Eq/ml) Intra-essai (CV en %) Inter-essais (CV en %) :z’
Echantillon 1 56 5 9 'g
2 13 9 23 ©n

Fralon 1 4 8 30

2 11 7 15

3 23 5 9

4 32 4 6

5 40 5 6

6 48 4 5

7 59 3 4

Sensibilité

Lessai immunoenzymatique de remplacement des cellules CIC-Raji de Quidel mesure au moins 4 ug Eq/ml
d'analyte CIC basé sur la comparaison avec Italon de 'OMS.

Spécificité
Les cinquante et un (51) échantillons de sérum de controle décrits dans la partie VALEURS DECHANTILLON

ont été analysés au cours de l'essai de remplacement des cellules CIC-Raji de Quidel. Seuls trois étaient
positifs (systématiquement supérieurs a 15 g Eq/ml), soit une spécificité de 94 %.

ASSISTANCE

Pour passer une commande ou pour une assistance technique depuis les Ftats-Unis, veuillez contacter un
représentant Quidel au +1-408-616-4301, du lundi au vendredi, entre 8 h et 17 h, heure du Pacifique.
Les commandes peuvent également étre passées par fax au +1-408-616-4310.

Pour obtenir ces services depuis les autres pays, veuillez contacter votre distributeur local.
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GUIA RAPIDA DE LOS PASOS DEL ENSAYO
Lea el prospecto del producto en su totalidad antes de iniciar el ensayo.

Preparacion preliminar

1. Prepare la solucién de lavado.

2. Diluya las muestras de ensayo.

Procedimiento de ensayo

Rehidrate los pocillos de microensayo.

Anada 100 il de diluyente de muestras de complemento al pocillo o pocillos testigo.
Anada 100 pl de cada patrén y muestra de ensayo a los pocillos correspondientes.
Incube durante 60 a temperatura ambiente (15-30 °C).

Lave los pocillos de microensayo cinco veces.

Afada 50 pl de conjugado de CIC-Raji reconstituido a cada pocillo de ensayo.

Incube durante 30 minutos a temperatura ambiente. (Prepare la solucion de sustrato durante la
incubacion.)

10. Lave los pocillos de microensayo cinco veces.

11. Afiada 100 pl de solucion de sustrato a cada pocillo de ensayo.
12. Incube durante 30 minutos a temperatura ambiente.

13. Afiada 50 il de solucién de parada a cada pocillo de ensayo.
14. Mida la absorbancia a 405 nm dentro de los 60 minutos.
Célculos

15. Represente grdficamente la absorbancia vs. la concentracion de los patrones en el papel cuadriculado
suministrado o introduzca los datos en la calculadora para realizar un andlisis de regresion lineal.

16. Lea las concentraciones de las muestras de ensayo directamente del gréfico o ejecute las funciones
requeridas en la calculadora para obtener las concentraciones de las muestras.

USO PREVISTO
£l enzimoinmunoensayo de CIC-reposicién de células Raji de Quidel mide los complejos inmunes que
contienen fragmentos de activacién de (3 en suero'y plasma humanos.

RESUMEN Y EXPLICACION

Laimportancia de los complejos inmunes circulantes (CIC) y su relacién con diferentes enfermedades es
objeto de investigacién desde hace varios afios. La formacion de complejos inmunes es un proceso de
proteccién continuo y, por lo general, benigno de un sistema inmune normal. Los CIC son eliminados de
suhuésped mediante una serie de procesos bioguimicos, enziméticos y celulares complejos. Para que

esta eliminacion sea eficaz, en muchos casos se requiere la activacion del complemento. Su activacion da
como resultado una deposicion de fragmentos de (3 dentro del complejoinmune, sequida de una mayor
eliminacion por células fagociticas del sistema reticuloendotelial. En ciertas condiciones de enfermedad
que atin no se comprenden muy bien, los complejos inmunes no son eliminados de forma eficiente del
organismo. En estos casos, los complejos inmunes pueden acumularse y producir lesiones dependientes del
complemento en diferentes drganos y tejidos. Esta activacion del complemento puede comenzar como una
serie de episodios potencialmente destructivos en el huésped, incluyendo la produccion de anafilatoxina,
lisis celular, estimulacién leucocitaria y activacion de macréfagos y otras células.' Cuando los complejos
inmunes se fijan a las paredes de los vasos 0 a las membranas celulares, puede producirse la destruccion de
tejido normal, como ocurre en algunos casos de glomerulonefitis.

Ciertas propiedades de los CICinfluyen en su patogenicidad potencial. Las mds importantes son: (1) la
naturaleza, tamafo y concentracion del antigeno; (2) la naturaleza, tamafio y concentracién del anticuerpo;
(3) 1a velocidad de formacion y eliminacion de los complejos inmunes. '

Los complejos inmunes circulantes se han medido en diferentes condiciones: por ejemplo, infecciones,
trastornos autoinmunes, traumatismos y enfermedades proliferativas neoplasicas. Los estudios actuales
sugieren que la determinacion de los CIC puede serimportante para la evaluacion de ciertas enfermedades
y, algunas veces, para realizar un sequimiento de la eficiencia de la terapia, como ocurre particularmente
con el lupus eritematoso sistémico (LES) y algunas formas de la artritis reumatoide (AR).* La primera
enfermedad vinculada a la formacion de complejos inmunes fue la enfermedad de suero, descrita a
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comienzos del siglo XX por von Pirquet. Desde entonces, se han descrito niveles elevados de CICen
enfermedades autoinmunes (LES, sindrome relacionado con el LES, AR), glomerulonefritis, enfermedad
neopldsica (Hodgkin, leucemia), infecciones bacterianas (endocarditis bacteriana subaguda, lepra),
infecciones parasiticas (malaria, esquistosomiasis) e infecciones virales (hepatitis, mononucleosis).

Se han descrito més de 40 técnicas de ensayo para la deteccidn o cuantificacion de los CIC, como el ensayo
de células Raji, la prueba de desviacién del C1q, el ensayo de conglutinina, los procedimientos de union del
(1 enfase fluida, el ensayo del factor reumatoide, la prueba de PEG precipitina y ensayos del Clq en fase
solida." Debido a que el tamario y las propiedades fisioquimicas de los CIC varian de forma considerable,
ninguno de estos ensayos se ha establecido como norma. Un estudio en colaboracién patrocinado por la
Organizacién Mundial de la Salud en 1978 determind que no habfa un solo método adecuado para todos
los estados de enfermedad sospechados y recomendaba utilizar al menos dos técnicas de ensayo diferentes

para detectar y medir los CIC de forma adecuada.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

Algunos fragmentos del tercer componente del complemento, (3, suelen unirse de forma covalente a los
complejos inmunes activadores del complemento. Las células Raji, que se obtuvieron de una linea celular
cultivada de linfocitos B continua, poseen receptores para los componentes del complemento CR2 que unen los
fragmentos i(3b, (3d,g y (3d del (3 activado.’* El ensayo de CIC-células Raji se basa en la capacidad de los
receptores de CR2 delas células Raji de unir los complejos inmunes que contienen dichos fragmentos de (3.°

£l enzimoinmunoensayo de CIC-reposicidn de células Raji de Quidel también mide los fragmentos de (3 que
contienen (IC utilizando un anticuerpo monoclonal inmovilizado que une especificamente los fragmentos de

activacion iC3b, (3d,g y (3d del (3 de forma andloga a la reaccion de union del CR2 de las células Raji.

En la primera etapa, se afiaden los patrones y muestras de suero o plasma diluidos en diluyente de
muestras de complemento a los pocillos de microensayo recubiertos con anticuerpos monoclonales contra
fragmentos de (3 humanos y se los incuba. Durante la incubacidn, los complejos inmunes que contienen
fragmentos de activacion de (3 son capturados por el anticuerpo en fase solida. Después de la incubacidn,
un ciclo de lavado elimina las protefnas de suero o plasma no unidas.

En la sequnda etapa, se afiade IgG antihumana de ratén conjugada con peroxidasa de rébano a cada pocillo
de ensayo y se los incuba. Durante la incubacidn, el conjugado se une a los complejos inmunes que ahora
se encuentran unidos a los pocillos de microensayo. Un ciclo de lavado elimina el conjugado no unido.

En la tercera etapa, se afiade un sustrato enzimdtico a cada pocillo de ensayo. £l anticuerpo conjugado con
peroxidasa de rabano unido reacciona con el sustrato cromogénico y forma un color verde. Después de la
incubacion, se afiade un reactivo para detener la coloracion.

Se miden las absorbancias del patrn y de las muestras de ensayo (valores Aqs) mediante
espectrofotometria. La intensidad del color verde que se forma es proporcional a la cantidad de CIC

que se unen a la fase sélida. Se genera una curva estandar representando grdficamente los valores Aqs
obtenidos para cada patrén en funcién de su concentracion indicada. La concentracion de complejos
inmunes presentes en la muestra de ensayo se determina por referencia a la curva esténdar. Los resultados
se expresan en microgramos de gammaglobulina humana agregada por calor tratada con suero
equivalentes por ml (g Eq/ml). Para confirmar un resultado CIC positivo, la muestra puede analizarse
después de diluirse en diluyente de confirmacion de CIC-Raji, el cual contiene anticuerpos bloqueantes con
especificidades similares a las del anticuerpo inmovilizado sobre el pocillo de microensayo.

REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS
El kit de enzimoinmunoensayo de CIC-reposicién de células Raji contiene los siguientes elementos:
A Patrones CIC-Raji Cod. A9513-A9515 1 unidad de 2 ml

B (ada uno contiene una cantidad conocida de gammaglobulina humana agregada por calor tratada con
C suero en PBS, estabilizadores al 2,5 %, timerosal al 0,01 %.

© Placa de microensayo (6d. A9512 12 unidades
96 pocillos con retén y soporte, en tiras de ocho pocillos recubiertas con fragmentos de (3 antihumano
de rat6n en una bolsa de papel de aluminio resellable.

@ Solucion de parada Cod. A3673 6ml
Contiene 250 mM de dcido oxdlico.
© Concentrado de solucion de lavado 20X (od. A3674 2x50ml

Una vez diluido, cada uno contiene solucion salina tamponada de fosfato (PBS), Tween-20™ al 0,05 %
y timerosal al 0,01 %.
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O Diluyente de muestras de complemento (6d. A3670 50ml
Contiene PBS, estabilizadores al 2,5 %, ProClin® 300 al 0,035 %.

© Diluyente de sustrato Cod. A3672 25ml
Contiene 0,1 M de tampén de citrato y H,0; al 0,05 %.

O Concentrado de sustrato Cod. A3671 1,5ml
Contiene dcido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) al 0,7 %, sal de diamonio.

@ (Conjugado de CIC-Raji Cod. A9516 2x3ml

Contiene IgG antihumana (de raton) conjugada con peroxidasa suspendida en un tampén estabilizador
de peroxidasa de rabano con conservante.

O Diluyente de confirmacion de CIC-Raji Cod. A9517 2x12ml
Contiene PBS, estabilizadores al 2,5 %, anticuerpo de fragmento de (3 antihumano, ProClin® 300 al
0,035 %.

Tween-20™ es una marca de Atlas Chemical Industries, Inc.
ProClin® es una marca registrada de Rohm and Haas Company.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
Crondmetro (de 60 minutos)

(alculadora u otro método de calculo para validar el ensayo

Placas de microensayo limpias y sin usar y/o tubos de ensayo y portatubos
Recipiente para dilucién del tampén de lavado

Botella para lavado u otro sistema de lavado para inmunoensayo

Pipeta multicanal ajustable (8 6 12 canales) o micropipetas de repeticion (opcionales)
Pipetas limpias, Tml, 5mly 10 ml

Micropipetas y puntas de pipeta

Lector de placas apto para leer valores A de densidad optica de 0,0a 2,0
Aqua desionizada o destilada

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagndstico in vitro.

2. Respete las precauciones universales al manipular el contenido de este kit y las muestras de los
pacientes.

3. Deseche los recipientes y el contenido no utilizado de acuerdo con la normativa internacional,
nacional y local.

4. Use los reactivos suministrados como una unidad integral antes de la fecha de caducidad indicada
en la etiqueta del envase.

5. Guarde los reactivos de ensayo sequn lo indicado.

6. Al afadir o aspirar liquidos de los pocillos de microensayo, no raspe nitogue el fondo de los pocillos.

7. Eluso de tiempos y temperaturas de incubacién que no sean los indicados en la seccién Procedimiento
de ensayo puede dar resultados erroneos.

8. No permita que los pocillos de microensayo se sequen una vez iniciado el ensayo.
9. No utilice un pocillo de microensayo para més de un ensayo.

10. Se recomienda utilizar pipetas multicanal o pipeteros de repeticién para garantizar la administracion
de los reactivos en el momento adecuado.

11. Para una medicion exacta de las muestras, afiada las muestras y los patrones con precision. Pipetee
cuidadosamente utilizando s6lo equipo calibrado.

12. Este ensayo puede realizarse con cualquier método de lavado homologado.

13. Es fundamental recoger y almacenar de forma adecuada las muestras de ensayo para obtener
resultados precisos.

14. Evite la contaminacion microbiana o cruzada de las muestras, reactivos o materiales. Su contaminacion
puede Ilevar a la obtencion de resultados incorrectos.
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15. Etimerosal se utiliza como conservante. El contacto o la ingestién accidentales de tampones o reactivos
que contienen timerosal pueden provocar reacciones de aumento de la hipersensibilidad, incluyendo
irritacion en la piel, los 0jos o la boca. Busque atencién médica en caso de experimentar estos sintomas.
La exposicion al timerosal puede tener efectos mutagénicos potenciales. Evite el contacto con los dcidos
y bases fuertes.

16. I ProClin® 300 se utiliza como conservante. El contacto o la ingestién accidentales de tampones o
reactivos que contienen ProClin pueden provocar irritacién en la piel, los 0jos o la boca. Utilice buenas
précticas de laboratorio para reducir la exposicion. Busque atencién médica en caso de experimentar
estos sintomas.

17. H concentrado de sustrato es sensible a la luz. Evite la exposicion prolongada a la luz fuerte o directa.
Guarde los reactivos en un lugar oscuro cuando no los utilice.

18. Para evitar la formacion de aerosoles durante el lavado, utilice un aparato para aspirar el liquido de
lavado al interior de un frasco que contenga lejia de uso doméstico.

19. Las muestras inactivadas por calor, hiperlipémicas o contaminadas pueden dar resultados erréneos.

CONSERVACION
Conserve el kit no abierto a 2—8 °C. Una vez abierto, el concentrado de solucion de lavado 20X puede
quardarse a 2—30 °C.

Después de seleccionar los reactivos 0 materiales que se utilizardn en el ensayo, vuelva a guardar
inmediatamente los reactivos no utilizados a las temperaturas de conservacién adecuadas. Deje que los
reactivos y los materiales para el ensayo se estabilicen a temperatura ambiente (15—30 °C) antes de su uso.

INDICACIONES DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE REACTIVOS
El color del concentrado de sustrato puede variar entre verde claro y verde oscuro. Esta condicion no influird
en su funcionamiento normal. No obstante, la solucién de sustrato recién preparada debe ser incolora o

de un color verde claro. Un color verde oscuro indica que la solucién de sustrato preparada se ha deteriorado.
En este caso, debe desecharse y prepararse solucién de sustrato fresca en un recipiente de vidrio limpio.

Sila solucién de lavado diluida se vuelve turbia o se decolora significa que el reactivo se ha echado a perder
y debe desecharse.

RECOGIDA Y CONSERVACION DE MUESTRAS
Manipule y deseche todas las muestras utilizando las precauciones universales.

Las muestras de suero o plasma deben recogerse utilizando técnicas asépticas y prepararse sequn las
técnicas habituales para el andlisis clinico en laboratorio.” No inactive por calor las muestras. Deben
eliminarse de las muestras todas las particulas de materia mediante centrifugado a baja velocidad antes
de realizar el ensayo.

Las muestras pueden conservarse en hielo, a aproximadamente 0 °C hasta 6 horas. Para conservarlas por
perfodos mds prolongados, deben congelarse a -70 °C 0 a una temperatura inferior (Ia conservacion a
-20 °Cpuede dar lugar a resultados erréneos).

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Vea en la Tabla 1 las cantidades de solucién de sustrato y tiras de microensayo requeridas por ndmero de
ensayos. Tras retirar los reactivos y materiales necesarios, vuelva a guardar los elementos no utilizados a

|a temperatura correspondiente indicada (vea la seccion CONSERVACION). Deje que todos los reactivos
materiales para el ensayo se estabilicen a temperatura ambiente (15-30 °C) antes de su uso.

1. Solucién de lavado. Mezcle el concentrado de solucion de lavado 20X invirtiendo el frasco varias veces.
Siel concentrado de solucién de lavado 20X se ha guardado a una temperatura de 28 °C, es posible que
se hayan formado cristales. Para disolver los cristales, caliente el frasco en un bafio de agua de 3750 °C
hasta que todos los cristales se hayan disuelto y, a continuacion, mézclelo bien. Prepare la solucion de lavado
diluyendo todo el contenido de uno de los frascos de concentrado de solucion de lavado 20X, hasta un
litro, con agua destilada o desionizada. Mezcle bien. La solucion de lavado es estable durante 30 dias sise
conserva en un recipiente limpio a 2—8 °C. En caso de decoloracion o turbiedad, deseche el reactivo.

2. Seleccion de las tiras de microensayo. Determine la cantidad de tiras de microensayo
requeridas para el ensayo consultando la
Tabla 1. Retire el retén de las tiras de la placa montada. Retire las tiras que no necesita y coldquelas en
a bolsa de conservacion. Vuelva a sellar la bolsa y qudrdela a 2—8 °C. Fije las tiras que utilizard en el
ensayo.
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. Dilucion de muestras

Atencion: trate todas las muestras como si fueran potencialmente infecciosas.
No utilice muestras inactivadas por calor o contaminadas.

Determine el nimero (N) de muestras que someterd a ensayo. Identifique los tubos de ensayo con
etiquetas con ndmeros del Tal N'y anote en la hoja de datos provista qué muestra corresponde a cada
tubo.

Prepare una dilucion de 1:50 de cada muestra utilizando el diluyente de muestras de complemento
(p.€j., 10l de muestra de ensayo con 490 pl de diluyente de muestras de complemento). Mezcle bien
pero evite la formacion de espuma y burbujas. No quarde ni vuelva a utilizar las muestras diluidas.

. Incorporacion de las muestras diluidas a los pocillos de microtitulacion. puede

utilizarse uno de dos métodos para incorporar las muestras diluidas, los patrones, los controles y el
tampdn a los pocillos (vea el paso 5 del PROCEDIMIENTO DE ENSAYO). Para ciclos de ensayo pequefios
en los que solo se analiza una pequena cantidad de muestras, las muestras diluidas y otros reactivos
pueden afiadirse directamente a los pocillos asignados con una micropipeta (100 pl/pocillo). En el caso
de ciclos pequefios o grandes, especialmente en estos (ltimos, recomendamos el uso de un pipetero
multicanal para afadir las muestras como se indica a continuacién. (También puede utilizarse
un pipetero multicanal para facilitar la incorporacion del conjugado, la solucidn de
sustrato y la solucion de parada.)

Afin de cargar los patrones, controles y muestras diluidas en los pocillos de microensayo lo mds
rapidamente posible, puede utilizarse un procedimiento de “réplica en placas” En lugar de afiadir 100 pl
de cada patrdn, control o muestra diluida a los pocillos recubiertos con anticuerpos de forma individual,
pueden afiadirse 120—130 pl de cada solucion a pocillos individuales en una placa testigo (no
suministrada) correspondiente al patron de enzimoinmunoensayo final deseado. Una vez incorporadas
alos pocillos de microensayo de la placa testigo todas las soluciones que se desean someter a ensayo,
transfiera répidamente 100 il de cada pocillo testigo a los pocillos recubiertos con anticuerpos
utilizando un micropipetero multicanal. Para evitar la posibilidad de contaminacién cruzada, deben
cambiarse las puntas de la pipeta cada vez que cambie la composicién de las muestras que se desean
transferir.

. Dilucidn de confirmacion de CIC-Raji (opcional). Si desea verificar los resultados positivos

obtenidos, determine el nimero (N) de muestras que desea confirmar. Identifique los tubos de ensayo
con etiquetas con nimeros del Tcal Nc y anote qué muestra corresponde a cada uno. Prepare una
dilucién de 1:50 utilizando el diluyente de confirmacién de CIC-Raji. Las muestras diluidas en este
diluyente deben analizarse de forma simultdnea en el diluyente de muestras de complemento

con la misma dilucion.

. Preparacion de la solucion de sustrato. Prepare la solucidn inmediatamente antes de utilizarla.

Determine el volumen requerido de solucién de sustrato consultando la Tabla 1 a continuacién. Prepare
a solucin de sustrato afadiendo 50 pl de concentrado de sustrato por cada ml de diluyente de
sustrato. Mezcle bien.

. Controles de CIC. Quide! ofrece por separado controles positivos y negativos de CIC-reposicion de

clulas Raji (Controles CIC-RCR cdd. A014). Deben prepararse seqtin las indicaciones proporcionadas
en el prospecto incluido en sus respectivos envases. Vea ademds la seccion CONTROL DE CALIDAD en
este prospecto.
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TABLA1
REQUISITOS DEL ENSAYO
Pocillos’ Tiras de 8 Solucién de sustrato Diluyente de Concentrado de
pocillos requerida (ml) sustrato (ml) sustrato ()
16 2 16 20 100
24 3 24 30 150
Ry 4 32 40 200
40 5 40 50 250
48 6 48 50 250
56 7 506 6,0 300
64 8 64 70 350
72 9 72 80 400
80 10 80 90 450
88 n 838 90 450
9 12 9,6 100 500

" Determine el nimero de muestras que desea analizar y afiada once (11) pocillos para los tres patrones, los controles alto y
bajo que desea analizar (por duplicado) y un pocillo testigo. Se recomienda analizar los patrones y controles por duplicado

en tiras de microensayo separadas siempre que sea posible.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO
Lea el prospecto del producto en su totalidad antes de iniciar el ensayo.

Vea las secciones PREPARACION DE LS REACTIVOS y ADVERTENCIAS ¥ PRECAUCIONES antes de continuar.

1. Tome nota de las posiciones de los pocillos de microensayo correspondientes a los pocillos testigo, a las
muestras de ensayo, a los patrones y a los controles, asf como los nimeros de lote que figuran en las
etiquetas de los viales. Marque una esquina de la placa de microensayo a modo de orientacién.

2. Prepare las tiras de microensayo de la siguiente forma:

a. Rehidrate los pocillos de microensayo afiadiendo aproximadamente 300 il de solucién de lavado a
cada podillo utilizando una botella para lavado u otro dispositivo de llenado.

b, Incube a temperatura ambiente (15—30 °C) durante 1—2 minutos.
¢ Aspire el contenido de cada pocillo.

d. Invierta la placa y golpéela con fuerza sobre papel absorbente dos veces para eliminar el liquido
restante. No deje que los pocillos se sequen.

3. Afada 100 pl de diluyente de muestras de complemento a los pocillos testigo que se utilizaran con el
lector de placa.

4. Adada 100 pl de cada patron CIC-Raji (A, By €) a los pocillos correspondientes por duplicado.

5. Afiada 100 pl de cada muestra diluida a los pocillos asignados. Vea la seccién PREPARACION DE LOS
REACTIVOS, Paso 4.

6. Incube a temperatura ambiente (15—30 °C) durante 60 = 1 minutos.
7. Lave los pocillos de microensayo como se indica a continuacién:

a. Después de la incubacion del paso 6 (y del paso 9 a continuacién), elimine el liquido de cada
pocillo.

b, Afiada aproximadamente 300 il de solucién de lavado a cada pocillo utilizando una botella para
lavado u otro dispositivo de llenado.

Incube los pocillos durante 1T minuto a temperatura ambiente (1530 °C).
Elimine el liquido de cada pocillo.

Afiada aproximadamente 300 il de solucién de lavado a cada pocillo.

Elimine el liquido de cada poillo.

Repita los pasos e—f tres veces més.

Después de este quinto ciclo de lavado, invierta la placa y golpéela con fuerza sobre papel
absorbente dos veces para eliminar todo el liquido restante.

e — 2 a N
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8. Utilizando una pipeta multicanal o de repeticion, aplique 50 pl del conjugado de CIC-Raji en cada
pocillo de ensayo lavado, incluyendo los pocillos testigo.

9. Incube las tiras de microensayo a temperatura ambiente (15-30 °C) durante 30 + T minutos.
Prepare la solucion de sustrato durante la incubacion (vea la seccion PREPARACION
DE LOS REACTIVOS, paso 6).

10. Lave los pocillos de microensayo después de la incubacidn de 30 minutos del paso 9, tal como se
describe en el paso 7 anterior.

11. Inmediatamente después del procedimiento de lavado y utilizando una pipeta multicanal o de
repeticin, aplique 100 pl de la solucion de sustrato recién preparada a cada pocillo, incluyendo los
pocillos testigo.

12. Incube las tiras de microensayo a temperatura ambiente (15—30 °C) durante 30 = T minutos.

13. Utilizando una pipeta multicanal o de repeticion, afiada 50 pl de la solucion de parada a cada pocillo
para detener la reaccion enzimdtica. La solucién de parada debe afiadirse a los pocillos en el mismo
orden y ala misma velocidad que la solucion de sustrato. Golpee suavemente la placa para que la
formacion de color sea uniforme.

14. Determine el valor de absorbancia a 405 nm (valor Ays) para cada pocillo de ensayo dentro de una
hora después de afiadir la solucion de parada (paso 13), realizando una correccién en blanco segtin el
sistema espectrofotométrico en uso.

15. Conserve el soporte y el retén de la tira para su uso futuro.

16. Deseche las muestras diluidas restantes, el sustrato y las puntas de microensayo usadas (vea la seccién
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES, punto 3). Conserve el soporte y el retén de la tira para su uso futuro.

METODO DE CONFIRMACION RECOMENDADO

En caso de requerir una confirmacion independiente de un resultado positivo, o si un resultado positivo
no es congruente con la interpretacién clinica, puede realizarse un nuevo ensayo de la muestra positiva
utilizando una prueba de confirmacién. Los resultados negativos no pueden confirmarse. El método de
confirmacién utiliza un diluyente de muestras (el diluyente de confirmacion de CIC-Raji) que contiene
anticuerpos de fragmentos de (3 antihumanos. Para confirmar un resultado positivo, debe diluirse una
alicuota de la muestra en el diluyente de confirmacion de CIC-Rajiy una sequnda alicuota en el diluyente
de muestras de complemento. A continuacion, se analizan ambas muestras sequn el procedimiento

de enzimoinmunoensayo de CIC-reposicion de células Raji habitual. Vea mds detalles en las secciones
PREPARACION DE LOS REACTIVOS e INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

CONTROL DE CALIDAD

Para cumplir con las buenas practicas de laboratorio, se recomienda incluir controles positivos y negativos
en cada ensayo. Con este fin, Quidel ofrece controles para el ensayo de CIC-reposicion de células Raji
(controles CIC-RCR, cod. A014), los cuales deben utilizarse segun se indica en el prospecto incluido en su
envase correspondiente. Si el control positivo y/o negativo no funcionan como corresponde, pongase en
contacto con el Servicio técnico de Quidel lo antes posible.

Ademds de los controles, el ensayo de CIC-reposicion de células Raji de Quidel también incluye un
METODO DE CONFIRMACION recomendado y pardmetros de VALIDACION.

Utilizando los controles, los patrones con validacién y el método de confirmacién, podré obtener un
resultado reproducible y preciso.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Calculo de los resultados

Calculos: La curva esténdar se genera utilizando el valor Aqs sustraido del testigo de cada patrén CIC-Raji
(en el eje’Y) en funcion de los microgramos asignados de equivalentes gammaglobulina agregada por
calor tratada con suero/ml (g Eq/ml) indicados en la etiqueta del vial para cada patrén (en el eje X).
Después de la regresién lineal, la curva esténdar generada debe cumplir con los requisitos de validacion
(ver mds abajo). A continuacion, se calculan directamente las concentraciones de la muestra a partir de la
curva estandar. La mayoria de los ordenadores y calculadoras es capaz de realizar estos célculos.

Como alternativa, pueden representarse graficamente los datos de forma manual y los valores (g Eq/ml)
de las muestras de ensayo pueden leerse directamente de la linea de ajuste 6ptimo de la curva estdndar.
Enla Figura 1se muestra un ejemplo de una curva estandar tipica.
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Célculo de la prueba de confirmacion: Para confirmar un resultado positivo, la concentracion del
complejo inmune [CIC] determinada en la muestra diluida en el diluyente de confirmacién de CIC-Raji se
divide por la concentracién del complejo inmune medida en la muestra diluida en el diluyente de muestras
de complemento para generar una relacin:

[CIC] en diluyente de confirmacion CIC-Raji
[CIC] en diluyente de muestras de complemento

relacion =

Ejemplo de curva estandar

FIGURA 1

1.2 1 y=0,023x + 0,06, r=1,00

wn
g
<<
50 60
CONCENTRACION (ug Eq/ml)
Muestra Ass 1g Eq/ml
Patron A 0,06 0
Patron B 0,46 18
Patron C 1,15 48
Muestra 1 0,15 39
Muestra 2 0,50 19,1
Muestra 3 1,00 40,9
r=1,00 m=0,023 b=0,06
Validacion

Determine la pendiente, interseccién y coeficiente de correlacion de la linea de ajuste 6ptimo derivada. Los
valores deben encontrarse dentro de los intervalos especificados para aprobar el ensayo:

coeficiente de correlacion (r): > 0,95
pendiente (m):  0,01320,034
interseccionY (b):  (-)0,07a (+)0,10

Lamayorfa de los sujetos normales demuestra niveles mensurables de CIC. Debido a que no hay un nivel
anormal aceptado de CIC, el usuario debe establecer sus propios niveles normales. A modo de orientacién,
los niveles de CIC basados en los resultados obtenidos en las poblaciones normales que se describen en la
seccion VALORES ESPERADOS son los siguientes:

Resultados normales: los valores inferiores o iguales a 15 g Eq/ml se consideran niveles de CIC
normales.

Resultados anormales: los valores superiores o iguales a 20 g Eg/ml se consideran niveles de CIC
anormales. Las muestras que han dado concentraciones de CIC superiores a las del patrén CIC-Raji C deben
informarse como superiores a la concentracion del patron CIC-Raji C asignada indicada en la etiqueta del
vial.
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Valores equivocos: los valores superiores a 15 g Eq/ml e inferiores a 20 g Eq/ml son equivocos. Estas
muestras pueden volver a someterse a ensayo o bien puede extraerse y analizarse una nueva muestra,
seqUn esté indicado. Si una muestra equivoca vuelve a dar un resultado equivoco, la muestra se considera
significativamente superior al valor normal y puede informarse como anormal.

Resultados de confirmacion: sila relacion es inferior a 0,5, el resultado CIC positivo queda
confirmado. En otras palabras, una reduccién de més del 50 % en la concentracién CIC aparente confirma
un resultado positivo.

QOcasionalmente, las muestras positivas no pueden confirmarse. Esto puede deberse a, entre otras razones:
(1) 1a mala manipulacion de las muestras (p. ej. contaminadas o inactivadas por calor) o (2) las muestras
contienen anticuerpos IgG humanos que se unen a la IgG de ratén. No obstante, estas muestras no son
necesariamente negativas en cuanto a la presencia de CIC. £l material que causa el resultado positivo falso
aparente puede enmascarar la presencia de CIC concomitantes que, si estuvieran presentes solos, darfan un
resultado positivo confirmable.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Esta prueba mide los complejos inmunes o los agregados de IgG humana que contienen fragmentos de
activacin de C3. Por o tanto, deben evitarse las condiciones que promueven la agregacion de IgG o la
activacion del complemento durante la recogida y procesamiento de las muestras.

VALORES ESPERADOS

Se obtuvieron cincuenta (50) sueros seleccionados de un laboratorio de referencia que recibe muestras de
todo Estados Unidos. Estos sueros se analizaron con el enzimoinmunoensayo de CIC-reposicién de células
Raji de Quidel y con el ensayo de células Raji del laboratorio de referencia. Hubo una coincidencia del 92 %
entre los dos ensayos en la medicién de la presencia de CIC.

Se analizaron los sueros obtenidos de sesenta y dos (62) pacientes con LES en dos clinicas del este de los
EE.UU. y de veintinueve (29) pacientes con AR en una clinica de reumatologfa del sur de los EE.UU. con

el enzimoinmunoensayo de CIC-reposicion de células Raji de Quidel. Ademés, se analizaron sueros de
veintiséis (26) sujetos sanos y normales en los dos centros clinicos de LES y de veinticinco (25) pacientes no
autoinmunes clinicamente en la clinica reumatoldgica. Las concentraciones medias de CIC, las desviaciones
estandary la distribucion de frecuencia para cada poblacidn se presentan en las Figuras 2, 3 y 4.

Fig. 2, ENZIMOINMUNOENSAYO DE CIC- REPOSICION
DE CELULAS RAJI
Poblacion con lupus eritematoso sistémico

9 .

8 Concentracion promedio = 15,8 ug Eq/ml
Desviacion estandar =14,6 ug Eq/ml

71 Numero =62 casos

% DE POBLACION

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
pg Eq/ml
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Fig. 3, ENZIMOINMUNOENSAYO DE CIC- REPOSICION TABLA 2

DE CELULAS RAJI RESULTADOS DEL ENSAYO DE CIC-REPOSICION DE CELULAS RAJI
. Poblacién con artritis reumatoide COMPARADOS CON LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD
G i dio  =13,7 pg Eq/ml “oanorma
104 Dzz\f;:f;cg:é%):: eclo _ 1 6:2 ﬂg Eg /rr:' Actividad baja Actividad moderada Actividad alta
Ntmero =29 casos LES 8% (1/12) 36% (4/11) 79% (11/14)
3 s- AR 09% (0/4) 19% (3/16) 50% (4/8)
g " Entre paréntesis (después de cada % anormal) se indica el nimero de pacientes con resultados anormales dividido
2 6 por el nimero de pacientes clasificados con la actividad de la enfermedad particular.
o
a. rs
w 4] CARACTERISTICAS DE COMPORTAMIENTO
2 Exactitud
2] Se utiliz un patron de complejo inmune de la Organizacién Mundial de la Salud (complejos toxoide
tetdnico-toxoide anti-tetdnico preincubados en suero humano normal fresco) para estandarizar el ensayo.
0 Para probar la exactitud del ensayo, se analizaron cinco diluciones del patron de la OMS por triplicado en

nueve ciclos de ensayo con el kit de Quidel.
5 0 510 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

pg Eq/ml Las concentraciones analizadas mostraron una correlacion de 0,99 respecto de los valores conocidos.
Reproducibilidad

Se analizaron las muestras de los pacientes y los patrones del kit en nueve ciclos de ensayo con kits de dos
lotes diferentes. Cada una se analizé por triplicado dentro de cada ciclo. La Tabla 3 muestra la variacién

Fig. 4, ENZIMOINMUNOENSAYO DE CIC- REPOSICION promedio entre cada ciclo para las muestras y los patrones del kit como variacion intraensayo. La Tabla 3
Y . muestra la variacién promedio dentro de cada ciclo para las muestras y los patrones del kit como variacion
DE CELULAS RAJI interensayo.
- Poblacién de control TABLA3
18 Concentracion promedio  =5,0 ug Eq/ml REPRODUCIBILIDAD DEL ENSAYO
164 3321’:‘;"’" esténdar - ‘;f:;gfsq/ mi Media (ug Eq/ml) Intraensayo (% (V) Interensayo (% CV)
= Muestra 1 56 5 9
Q 2 13 9 23
2
2 Patr6n 1 4 8 30
a 2 " 7 15
a 3 23 5 9
& 4 EY) 4 6
5 40 5 6
6 48 4 5
7 59 3 4
5 0 510 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 Sensibilidad
Hg Eq/ml £l enzimoinmunoensayo de CIC-reposicién de células Raji de Quidel mide al menos 4 ug Eq/ml
0 mds de analito de CIC, basado en una comparacion con el patron de la OMS.
Especificidad
En uno delos centros de LES y en el centro de AR, el grado de actividad de la enfermedad se asignd Los cincuenta y un (51) sueros de control que se describen en la seccion VALORES DE LA MUESTRA
independientemente de los datos de los andlisis de laboratorio de CIC. Esta evaluacion fue realizada por los se sometieron al ensayo de CIC-reposicion de células Raji de Quidel. Solo tres fueron positivos
médicos a cargo del tratamiento. Para asequrar la coherencia de los datos informados, un médico en cada (superiores a los 15 pg Eq/ml de forma reiterada), con una especificidad del 94 %.
centro revisd posteriormente las historias clinicas de los pacientes y asigné la actividad de la enfermedad.
Un paciente con AR se describio como “burnout”en Gltima etapa. El resultado de CIC para este paciente fue ASISTENC_IA L )
de 1 y1g Eq/ml. Debido a que no habia otros pacientes con AR con caracteristicas similares, este resultado Para ealizar pedidos u obtener asistencia técnica, pangase en contacto con un representante de Quidel
individual no se incluyd en la Tabla 2. La Tabla 2 muestrala relacion observada entre los CIC medidos con llamando a los teléfonos +1 408-616-4301, de lunes a viernes de 8:00 &m. 500 pm., hora del Pafico.
el enzimoinmunoensayo de CIC-reposicidn de células Raji de Quidel y la actividad de enfermedad de los Los pedidos también pueden efectuarse por fax al nimero +1 408-616-4310.
pacientes. Para servicios fuera de los EE.UU., pdngase en contacto con su distribuidor local.
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HURTIG VEJLEDNING | ANALYSENS TRIN
Lees hele indlaegssedlen inden analysen startes.

Indledende forberedelser

1. Forbered vaskeoplgsningen.

2. Fortynd testpraverne.

Analyseprocedure

. Rehydrér mikrobrandene

. Tilszet 100 ul komplementpravefortynder til de brande, der skal anvendes til blindpraver.
. Tilseet 100 pl fra hver standard og testprave til de modsvarende brande.

. Inkubér 60 minutter ved stuetemperatur (15-30 °C).

. Vask mikrobrandene fem gange.

. Tilset 50 il CIC Raji-konjugat til hver brand.

. Inkubér 30 minutter ved stuetemperatur. (Preeparér en substratoplasning under denne inkubering).
10. Vask mikrobrgndene fem gange.

11. Tilset 100 pl substratoplasning til hver brand.

12. Inkubér 30 minutter ved stuetemperatur.

13. Tilsaet 50 il stopoplasning til hver brand.

14. Mal absorbansen ved 405 nm inden for 60 minutter.

Beregninger

15. Absorbansen plottes imod koncentrationen for standarderne pa det medfalgende grafpapir eller tastes
ind pd regnemaskinen for en linezer regressionsanalyse.

16. Afles koncentrationerne fra testpraverne direkte af diagrammet eller udfar de nadvendige beregninger
pd regnemaskinen for at nd frem til pravekoncentrationermne.

TILSIGTET ANVENDELSE

Quidel CIC-Raji —Cell Replacement Enzymimmunoassay maler immunkomplekser, der indeholder
(3-aktiveringsfragmenter i humant serum og plasma.

OPSUMMERING OG FORKLARING

Vigtigheden af de cirkulerende immunkomplekser (CIC) og deres sammenhang med forskellige
sygdomme har veeret genstand for forskning igennem mange dr. Dannelsen af immunkomplekser er en
beskyttende, vedvarende og som regel godartet proces i et normalt fungerende immunsystem. CIC fiernes
fra kredslabet i den normale veert ved hjeelp af en reekke komplekse biokemiske, enzymatiske og cellulzere
processer. Effektiv udrensning af flere CICer kraever aktivering af komplementet. Komplementaktivering
resulterer i deponering af (3-fragmenter inden i immunkomplekset efterfulgt af en forsteerket elimering
ved hjelp af fagocytiske celler i det reticuloendoteliale system. Ved seerlige sygdomstilstande, hvortl
kendskabet stadigveek er begraenset, kan det forekomme at immunkomplekserne ikke elimineres effektivt
fra kroppen. Veed disse lidelser kan immunokomplekserne akkumuleres og initiere en komplement-
afhaengig beskadigelse af forskellige organer og vaev. Denne aktivering af komplementet kan szette gang
ien rekke potentielt destruktive haendelser i vaerten, heriblandt produktion af anaphylatoxin, cellelysis,
leukocytstimulering og aktivering af makrofager og andre celler.” Nar immunkomplekserne heftes til
blodkarrenes vaegge eller til cellemembranerne, kan der forekomme adeleeggelse af normalt veev som i
visse tilfeelde af glomerulonephritis.

© o~ ov U &~ W

Visse egenskaber ved CIC pavirker deres potentielle patogenicitet. Seerlig vigtig er: (1) Antigenets
beskaffenhed, starrelse og koncentration, (2) Antistoffets beskaffenhed, starrelse og koncentration, (3)
Hastigheden hvormed dannelse og flernelse af immunkomplekserne foregar. 2

(Cirkulerende immunkomplekser er blevet malt ved en reekke tilstande: For eksempel infektioner,
autoimmune forstyrrelser, trauma og neoplastiske proliferative sygdomme. De seneste undersagelser
peger pd, at CIC-bestemmelse kan veere betydningsfuld ved evalueringen af visse lidelser og sommetider
ved maling af en behandlings effektivitet. Dette geelder specielt for systemisk lupus erythematosus (SLE)
samt ved nogle former for theumatoid artritis (RA).** Den ferste sygdomstilstand der blev forbundet
med dannelse afimmunkomplekser, var serumsygdom som blev beskrevet af von Pirquet i starten af
1900-tallet. Siden da er forhgjede CIC-niveauer blevet beskrevet i sammenhzeng med autoimmune
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sygdomme (SLE, SLE-relateret syndrom, RA) glomerulonephritis, neoplastiske sygdomme (Hodgkins,
leukzemi) bakterieinfektioner (subakut bakteriel endocarditis, spedalskhed), parasitinfektioner (malaria,
schistosomiasis) og virale infektioner (hepatitis, mononukleose).

Der er blevet beskrevet over 40 analyseteknikker til detektion og kvanticering af CIC. De beskrevne
testmetoder omfatter Raji Cell-assay, test for C1g-afvigelse, konglutinintest, vaeskefase-Clq
bindingsprocedurer, rheumatoidfaktor-analyser, PEG-precipitintest, faststof-C1q-analyser.* Da sterrelsen
0g de fysiokemiske egenskaber for CIC varierer markant, er ingen af disse analyser blevet accepteret som

en standard. En samarbejdende undersagelse sponsoreret af World Health Organization fra 1978 pdviste, at
ingen enkeltstaende metode var egnet for samtlige mistaenkte sygdomstilstande, og det anbefaledes at der
anvendes mindst to forskellige analyseteknikker, for at en tilstraekkelig mdling af CIC kan foretages.

PROCEDURENS PRINCIP

Fragmenter af den tredje komplementdel, (3, bindes ofte kovalent til komplementaktiverende
immunkomplekser. Raji-celler som er blevet udvundet fra en kontinuert B-lymfocytkultur-cellelinie,
indeholder CR2-komplementreceptorer som binder iC3b-, (3d-, g- og (3d-fragmenter af aktiveret (3%
Raji Cell CIC-analysen er baseret pa Raji-celle-CR2-receptorernes evne til at binde de immunkomplekser,
derindeholder disse (3-fragmenter.® Quidel CIC-Raji Cell Replacement Enzymimmunoassay maler ogsd
(IC-holdige (3-fragmenter ved hjeelp af et immobiliseret monoklonalt antistof der specifikt binder

i(3b, (3d,g og (3d aktiveringsfragmenter af (3 pa en mdde der er analog med Raji-cellernes CR2-
bindingsreaktion.

I det ferste trin tilseettes standarder og serum- eller plasma-praver, der er fortyndet i komplement-
pravefortynder, til mikrobrende som er coatede med monoklonale antistoffer mod humane
(3-fragmenter, hvorefter de inkuberes. Under denne inkubering bliver immumkomplekser indeholdende
(3-aktiveringsfragmenter opfanget af fastfaseantistoffet. Efter inkubering fiemes ubundne serum- eller
plasmaproteiner i en vaskecyklus.

| det andet trin tilszettes peberrodperoxidase og (HRP)-konjugeret muse-anti-humant IgG til hver
provebrond og der inkuberes. Under denne inkubering binder konjugatet til immunkomplekserne,
som nu er bundet til mikrobrandene. Det ubundne konjugat flemes i en vaskecyklus.

| det tredje trin tilsettes et enzymsubstrat til hver pravebrand. Det bundne HRP-konjugerede antistof
reagerer med det kromogene substrat, s& der dannes en gren farve. Efter inkubering tilsattes en reagens
for at standse farveudviklingen.

Absorbansen (Aqs veerdierne) for standard og testpraver males med et spektrofotometer. Intensiteten

pd den fremkomne granne farve er proportional med mangden af CIC, der binder il den faste fase. Der
genereres en standardkurve ved at plotte de opndede A veerdier for hver standard, op imod dens angivne
koncentration. Immunkomplekskoncentrationen i praven bestemmes ud fra standardkurven. Resultaterne
udtrykkes som mikrogram serum-behandlede, varme-aggregerede, humane gammaglobulin-akvivalenter
(HAGG) per ml (g Eq/ml). For at et positivt CIC-resultat kan bekreeftes, kan praven analyseres efter at veere
fortyndet med CIC-Raji Bekreftelsesfortynder som indeholder blokerende antistoffer, hvis specificiteter
ligner dem fra det immobiliserede antistof fra mikrobranden.

LEVEREDE MATERIALER OG REAGENSER

(IC-Raji —Cell Replacement EIA-Kittet indeholder falgende:

A CC-Raji-standarder Del A9513-A9515 1stk, 2ml
B Hverindeholder en kendt mangde serum-behandlet, varmeaggregeret, humant gammaglobulin
C (HAGG) i PBS, 2,5 % stabilisatorer, 0,01 % thimerosal.

@ Mikroplade Del A9512 12 stk
96-brande med holder og stativ bestdende af 8-brandsstrips coated med mus-anti-humane
(3-fragmenter i en forseglet foliepose med genlukning.

© Stopoplosning Del A3673 6ml
Indeholder 250 mM oxalsyre.
© 20X Vaskeoplasningskoncentrat Del A3674 2stk, 50 ml

| fortyndet tilstand indeholder hver fosfatbufferjusteret saltvand (PBS), 0,05 % Tween-20™, og
0,01 % thimerosal.

O Komplement-provefortynder Del A3670 50ml
Indeholder PBS, 2,5 % stabilisatorer, 0,035 % ProClin® 300.
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© Substratfortynder Del A3672 25ml
Indeholder 0,1 M citratbuffer og 0,05 % H0,.

O Substratkoncentrat Del A3671 1,5ml
Indeholder 0,7 % 2,2"-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsyre), diammoniumsalt.
@ (C-Raji-konjugat Del A9516 2stk, 3ml

Indeholder peroxidase-konjugeret mus-anti-humant IgG i suspension i en HRP-stabiliserende buffer
med konserveringsmiddel.

O (IC-Raji Bekraeftelsesfortynder Del A9517 2stk, 12ml
Indeholder PBS, 2,5 % stabilisatorer, antihumant (3-fragment-antistof, 0,035 % ProClin® 300.

Tween-20™ er et varemaerke tilharende Atlas Chemical Industries, Inc.
ProClin® er a registreret varemaerke tilharende Rohm and Haas Company.

N@DVENDIGE, MEN IKKE MEDLEVEREDE MATERIALER
Timer (60 minutter)

Regnemaskine eller andet beregningsudstyr til validering af analysen
Rene, ubrugte mikroplader og/eller testror og -stativer

Beholder til vaskebufferfortynding

Vaskeflaske eller andet vaskesystem til immunanalyse

Justerbar multikanalpipette (8 eller 12 kanaler) eller repeat-mikropipetter (valgfri)
Rene pipetter, 1 ml, 5mlog 10 ml

Mikropipetter og pipettespidser

Pladelzeser til optiske densitetsaflesninger ved Aqs mellem 0,0 0g 2,0
lonbyttet eller destilleret vand

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

1. Kun til in-vitro-diagnostisk brug.

2. Folg gzeldende retningslinier for omgang med biologisk risikomateriale ved héndtering af dette kit
0g 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.

6. Narvaeskerne tilsettes til eller aspireres fra mikrobrandene, skal det undgds at skrabe eller berare
brendenes bund.

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

8. Mikrobrandene ma ikke tarre ndr analysen er begyndt.
9. Mikrobrandene ma ikke anvendes til mere end en test.
10. Brug af multikanalpipetter eller repeat-pipetter anbefales for at sikre en rettidi tilseetning af reagenser.

11. Tilszet prover og standarder praecist for at sikre en nejagtig preveudmaling. Foretag omhyggelig

afpipettering og kun ved hjeelp af kalibreret udstyr.

Denne analyse kan udfares med enhver valideret vaskemetode.

. Korrekt opsamling og opbevaring af testpraverne er vigtig for at opnd ngjagtige resultater.

Undga mikrobiel krydskontaminering af praver, reagenser eller materialer. Kontaminering kan medfare

ukorrekte resultater.

. Thimerosal anvendes som konserveringsmiddel. Tilfeeldig kontakt med eller indtagelse af buffer eller
reagenser indeholdende thimerosal, kan medfare overfalsomhedsreaktioner, herunder irritation af hud,
gjne eller mund. Seg lege hvis der opleves symptomer. Udszettelse for thimerosal kan have potentiel
mutagen virkning. Undgd kontakt med stzerke syrer og baser.

. ProClin® 300 anvendes som konserveringsmiddel. Tilfeeldig kontakt med eller indtagelse af buffer

indeholdende ProClin, kan medfare irritation af hud, gjne eller mund. Anvendes god laboratoriepraksis
sd risiko for udsettelse nedsettes. Saq laege hvis der opleves symptomer.
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17. Substratkoncentratet er lysfalsomt. Udga langvarig udszettelse for skarpt eller direkte lys. Opbevar
reagenserne morkt, ndr de ikke er i brug.

18. Forat undgd aerosoldannelse under vasken, skal der bruges et instrument til at aspirere
vaskeoplasningen ned i en flaske med blegemiddel til husholdningsbrug.

19. Varme-inaktiverede, hyperlipemiske eller kontaminerede praver kan give fejlagtige resultater.

OPBEVARING

Opbevar det udbnede kit ved 2—8 °C. | dbnet tilstand kan 20X vaskeoplasningskoncentrat opbevares ved
2-30°C.

Efter valg af reagenser eller materialer til analysen, stilles de reagenser, der ikke skal anvendes omgdende,
tilbage til deres opbevaringstemperaturer. Reagenser og materialer til analysen skal bringes op pd
stuetemperatur (15—30 °C) inden brug.

INDIKATIONER OM USTABILITET ELLER FORRINGELSE AF
REAGENSERNE

Substratkoncentratet kan variere i farve, fra farvelgs til lyse- eller merkegran. Dette har ikke betydning
for ydeevnen. Dog skal nyforberedt substratoplasning vere farvelas eller lysegren. En merkegran farve
indikerer at substratoplasningen er blevet forringet og derfor skal smides ud, hvorefter en ny oplasning
forberedes i rene glasvarer.

Uklarhed eller misfarvning af fortyndet vaskeoplesning indikerer, at der er sket en forringelse af den
pdgaeldende reagens. Hvis dette forekommer, skal oplgsningen smides ud.

PROVEUDTAGNING- OG OPBEVARING
Handtering og bortskaffelse af alle prover skal forega i overensstemmelse med
gaeldende retningslinier.

Serum- eller plasmapraver skal udtages under aseptiske forhold og forberedes ved hjaelp af
standardteknikker for kliniske laboratoriepraver. © Praverne ma ikke varme-inaktiveres. Partikuleert materiale
skal fiernes fra praven ved lavhastighedscentrifugering far analysen.

Praverne kan opbevares pa is ved ca. 0 °Ci op til 6 timer. Hvis praverne skal opbevares i lengere tid, skal de
fryses ved -70 °Celler lavere (opbevaring ved -20 °C kan medfare fejlagtige resultater).

KLARGORING AF REAGENS

SeTabel 1for pakraevet mangde af substratoplesning og antal mikroanalyse-strips per test. Efter at de
nadvendige reagenser og materialer er taget fra, stilles de reagenser der ikke skal anvendes omgaende
tilbage til deres opbevaringstemperaturer (Se OPBEVARING) Alle reagenser og materialer til analysen skal
bringes op pd stuetemperatur (1530 °C) inden brug.

. Vaskeoplgsning. Bland vaskeoplasningskoncentratet ved at vende flasken pd hovedet adskillige
gange. Hvis 20X vaskeoplasningskoncentratet er blevet opbevaret ved 2—8 °C, kan der vaere dannet
krystaller. Krystallerne oplases ved at opvarme flasken i vandbad pd 3750 °Cindtil alle krystallerne er
oplast, hvorefter det blandes ved godt. Vaskeoplasningen klargares ved at fortynde hele indholdet af en
flaske med 20X vaskeoplasningskoncentratet med en liter destilleret eller ionbyttet vand. Bland godt.
Vaskeoplasningen er stabil i 30 dage nér den opbevares i en ren beholder ved 2—8 °C. Hvis der opstar
uklarhed eller misfarvning, smides reagensen ud.

Valg af strips mikroanalysen. Bestem hvor mange mikrostrips der er pakraevet til analysen
ud fra Tabel 1. Fjern stripholderen fra den samlede plade. Fiern ungdvendige strips og leg dem i en
opbevaringspose som forsegles og opbevares ved 2—8 °C. De strips der skal anvendes i analysen,
fastgares.

. Fortynding af prover

Forsigtig: Handtér alle prover som vaerende potentielt infektiose. Brug ikke varme-
inaktiverede eller kontaminerede prover.

Bestem antallet (N) af praver der skal analyseres. Afmaerk testrarene #1 til #N med etiketter og notér
hvilke praver der svarer til de enkelte ror pd det medfelgende dataark.

Klarger en oplasning i forholdet 1:50 af hver prave idet der anvendes komplementpravefortynder
(feks. 10 pl prove blandet med 490 pl komplementpravefortynder). Bland godt, men undgd at der
dannes skum eller luftbobler. Fortyndede praver mé ikke genbruges eller gemmes.
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4. Tilsaetning af fortyndede prover til mikrotiterbrandene. De fortyndede prover, standarder,
kontroller og buffer kan tilszttes til brandene pd en af to méder (se trin 51 ANALYSEPROCEDURE). Ved
smd analysekarsler hvor kun fd praver skal analyseres, kan de fortyndede praver og andre reagenser
tilseettes direkte til de tildelte brande med en mikropipette (100 pil/brand). Ved smd og store kersler,
men iszr store karsler, anbefales det at bruge en mulitkanalpipette ved tilseetning af praver som falger.
(Een multikanalpipette kan anvendes til at lette tilseetningen af konjugat, substrat
og stopoplesning.)

For at standarder, kontroller, og fortyndede praver kan tilszttes til mikrobrandene sa hurtigt som muligt,
kan dette foretages ved en replika-udpladningsteknik. | stedet for at tilseette 100 pl fra hver standard,
kontrol eller fortyndet prove til de enkelte antistof-coatede brande, kan 120 pl—130 il fra hver oplgsning
tilsettes de individuelle brande pa en blindplade (ikke vedlagt) der svarer til det anskede endelige
EIA-manster. Efter at alle oplasningerne er tilsat mikrobrandene pa blindpladen, skal 100 il hurtigt
overfgres fra hver blindpravebrand til de antistof-coatede brande med en multikanalpipette. For at
undga mulig krydskontaminering skal pipettespidserne skiftes hver gang der overfares praver med en
anden sammensatning.

5. CIC-Raji Bekraeftelsesfortynder (valgftri). Hvis der anskes bekreeftelse pd et positivt resultat,
bestemmes det antal (N) praver, der skal bekreeftes. Afmeerk testrarene #1c til #Nc med etiketter og
notér dette. Klarger en oplasning i forholdet 1:50 med CIC-Raji Bekreeftelsesfortynder. En prove, der er
fortyndet i CIC-Raji Bekraeftelsesfortynder, skal keres samtidigt med en prave der er fortyndet i samme
forhold i komplementpravefortynder.

6. Klargering af substratoplasning. Klargares lige for anvendelse Bestem den nadvendige
mengde substratoplesning ud fra Tabel 1 nedenfor. Klarggr substratoplasningen ved at tilstte 50 pl
substratkoncentrat til hver ml substratfortynder. Bland godt.

7. ClC-kontroller. CIC-RCR-positive 0g -negative kontroller kan fas separat fra Quidel (CIC-RCR Controls

catalog. #A014). De skal forberedes i forvejen efter anvisningen angivet pa indleegssedlen. Se ogsa
afsnittet KVALITETSKONTROL pa indlzegssedlen.

TABEL 1
KRAVET TIL ANALYSEN
Bronde' 8-bronds Pakraevet Substratfortynder  Substratkoncentrat

strips Substratoplesning (ml) (ml) (W)
16 2 16 20 100
24 3 24 30 150
32 4 32 40 200
40 5 40 50 250
48 6 48 50 250
56 7 506 60 300
64 8 64 70 350
72 9 72 8,0 400
80 10 80 90 450
88 il 88 9,0 450
9% 12 9,6 10,0 500

' Bestem antallet af praver der skal analyseres, og lzeg elleve (11) brnde til for de tre standarder samt lave og hgje
kontroller der skal analyseres (i duplikat) og en blindpravebrand. Det anbefales, at standarder og -kontroller analyseres i
duplikat i separate mikroanalyse-strips hvis det er muligt.

ANALYSEPROCEDURE
Laes hele indlzegssedlen inden analysen startes.

Se KLARGORING AF REAGENS, ag ADVARSLER 0G FORHOLDSREGLER inden der fortsaetters.

1. Notér positionen for de mikrobrande, der svarer til blindpravebrandene, alle praver, standarder og
kontroller, savel som de anfarte lot-numre fra haetteglasetiketterne. Afmeerk et at hjgrnerne pa
mikropladen til orientering.
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2. Klarger mikrostrips til analysen som falger:

a. Rehydrér mikrobrandene ved at tilszette ca. 300 pl vaskeoplesning til hver brend med en
vaskeflaske eller en andet pafyldningsudstyr.

b, Inkubér 1-2 minutter ved stuetemperatur (15-30°C).
¢ Aspirérindholdet fra hver brend.

d. Vend pladen om og leg den ovenpa treekpapir idet der bankes pa den sd evt. tilbagebleven vaeske
flernes. Gentag denne proces to gange. Brandene md ikke tarre.

3. Tilset 100 pl komplementprevefortynder til de brande der vil blive brugt som blindpraver i
pladelaseren.

. Tilszet 100 pl af hver CIC-Raji Standard (A, B og () til duplikatbrandene.
. Tilszet 100 pl af hver fortyndet prove til dens tildelte mikrobrand. Se KLARGIRING AF REAGENS, Trin 4.
. Inkubéri 60 + 1 minutter ved stuetemperatur (15-30 °C).
. Vask mikrobrandene som falger:
a. Ffterinkuberingen itrin 6 (0g i trin 9 nedenfor) fiernes vaesken fra hver brand.
b, Tilseet ca. 300 pl vaskeoplasning til hver brand med en vaskeflaske eller en andet pafyldningsudstyr.
¢ Inkubér brendene i 1 minut ved stuetemperatur (15-30 °C).
d. Fjemindholdet fra hver brend.
e. Tilset ca. 300 il vaskeoplasning til hver brand.
f. Fjern vaesken fra hver brend.
Y
h
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. Gentag trin e-fyderligere tre gange.

. Efter denne femte vaskecyklus vendes pladen om og lzzgges ovenpa traekpapir idet der bankes pa
den gentagende gange sd overskydende vaeske flernes. Gentag denne proces to gange

8. Dispensér 50 il af CIC-Raji-konjugatet ned i hver vasket pravebrand, inkl. blindpravebrendene, med en
multikanalpipette.

9. Inkubér mikrostripsene i 30 + 1 minutter ved stuetemperatur (1530 °C). Klarger
substratoplasningen under denne inkubering (se KLARGORING AF REAGENS, trin 6).

. Vask mikrobrandene efter de 30 minutters inkubering i trin 9 som beskrevet ovenfor.

. Straks efter vaskeproceduren dispenseres 100 il nyforberedt substratoplasning ned i hver brand, inkI.
blindpravebrandene, med en multikanalpipette eller en repeat-pipette.

. Inkubér mikrostripsene i 30 = 1 minutter ved stuetemperatur (15-30 °C).

. Tilseet 50 il stopoplasning til hver brand med en multikanalpipette eller en repeat-pipette sd den
enzymatiske reaktion standses. Stopoplesningen skal tilsettes brendene i samme reekkefolge og ved
samme hastighed som substratoplasningen. Bank let pé pladen sa farveudviklingen spredes jeevnt.

14. Bestem absorbansen ved aflesning ved 405 nm (A veerdi) af hver analysebrend inden for en
time efter tilszetning af stopoplesningen (trin 13) idet der foretages en blindpravekorrigering i
overensstemmelse med det anvendte spektrofotometriske system.

15. Gem stripholderen og stripstativet til senere brug.

16. Bortskaf de resterende fortyndede praver, substrater og brugte mikroanalysestrips (Se ADVARSLER 0G
FORHOLDSREGLER, punkt 3) Gem stripholderen og stripstativet til senere brug.

ANBEFALET METODE TIL BEKRAFTELSE

Hvis det er nadvendigt med en uafhzengig bekreftelse af et positivt resultat, eller hvis et positivt

resultat ikke stemmer overens med den liniske fortolkning, kan den positive prave genanalyseres ved

en bekreftende analyse. Et negativt resultat kan ikke bekreeftes. Bekrftelsesmetoden anvender en
pravefortynder (CIC-Raji Bekreeftelsesfortynder) som indeholder antihumane (3-fragment-antistoffer. For
at bekrefte et positivt resultatet skal en alikvot af praven fortyndes i CIC-Raji Bekreftelsesfortynder og en
anden alikvot fortyndes tilsvarende i komplement-pravefortynder. Begge praver skal derefter analyseres i
overensstemmelse med den saedvanlige procedure for Quidel CIC-Raji —Cell Replacement EIA-procedure.
Seafsnittene KLARGORING AF REAGENS og TOLKNING AF RESULTATER for yderligere anvisninger.
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KVALITETSKONTROL

Forat leve op til god laboratoriepraksis anbefales det at positive og negative kontroller medtages i det
daglige program. Kontroller til Quidel CIC-Raji —Cell ReplacementEnzymimmunoassay kan fds fra Quidel til
dette formadl (CIC-RCR Controls, catalog #A014) og skal anvendes i overensstemmelse med anvisningen i
indlaegssedlen. Hvis positive og/eller negative kontroller ikke kan udfares korrekt, kontaktes Quidel Teknisk
support hurtigst muligt.

Udover kontroller medfalger desuden ANBEFALET METODE TIL BEKRAFTELSE og VALIDERINGSPARAMETRE
med Quidel CIC-Raji —Cell Replacement Enzymimmunoassay.

Ved at anvende kontrollerne, standarderne med validering og bekreeftelsesmetoden, sikres opndelsen af et
reproducerbart og nejagtigt resultat.

FORTOLKNING AF RESULTATER
Beregning af resultater

Beregninger: Standardkurven genereres ved at bruge den blind-fratrukkede Asos-veerdi fra hver
(IC-Raji-standard pd y-aksen imod de tildelte mikrogram, serum-behandlede, varme-aggregerede
gammaglobulin-akvivalenter/ml(ug Eq/ml), der er anfort, pd haetteglassets etiket for hver standard
pd x-aksen. Efter linezer regression skal den generede standardkurve opfyldel valideringskravene

(se nedenfor). Pravekoncentrationerne beregnes derefter direkte ud fra standardkurven. De fleste

computere og regnemaskiner er i stand til at udfare disse beregninger.

Data kan ogsd indtegnes manuelt i diagrammet hvoraf veerdierne (ig Eq/ml) fra analysepraverne kan
aflaeses ud fra standardkurvens best-fit-linie. Et eksempel pa en typisk standardkurve er vist i Figur 1.
Beregning af bekreeftende analyse: For at et positivt resultat kan bekrftes, skal den immunkompl
ekskoncentration (CIC), der blev pavist i praven, der var fortyndet i CIC-Raji Bekraeftelsesfortynder, divideres
med den immunkomplekskoncentration der blev mélt i praven, der var fortyndet i komplementpravefortyn
der, sd der foreligger et forhold.

) [CICYin CIC-Raji Confirmation Diluent
ratio =

- [CICT in Complement Specimen Diluent

Eksempel pa standardkurve

FIGUR1
1,2 1 y=0,023x + 0,06, r=1,00
1,0 Fommm e e ‘
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KONCENTRATION (ug Eq/ml)
Prove Ags g Eg/ml
Standard A 0,06 0
Standard B 0,46 18
Standard C 1,15 4
Prave 1 0,15 39
Prove 2 0,50 191
Prave 3 1,00 40,9
r=1,00 m=0,023 b=0,06
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Validering

Bestem heeldningen, skaeringspunktet og korrelationskoefficienten for den udledte best-fit-linie. Veerdierne
skal ligge inden for de specificerede omrader, for at analysen kan kvalificeres.

korrelationskoefficient (r): > 0,95
heldning (m): ~ 0,0131i0,034
y-skaeringspunkt (b):  (=)0,07til (+)0,10

De fleste normale individer udviser malbare CIC-niveauer. Da der ikke findes et accepteret anormalt
(IC-niveau, skal brugeren fastlegge egne normalniveauer. Som en retningslinie kan det anfares, at
(IC-niveauer baseret pa de resultater, der er opndet fra de normale populationer, som beskrevet under
FORVENTEDE VARDIER, er som folger:

Normale resultater: Verdier der er mindre end eller lig med 15 g Eq/ml, regnes for normale
(IC-niveauer.

Anormale resultater: Veerdier der er hgjere end eller lig med 20 ug Eq/ml, regnes for anormale
(IC-niveauer. Praver hvor de malte CIC-koncentrationer var hgjere end CIC-Raji-standard G, skal rapporteres
som hajere end den tildelte CIC-Raji Standard C-koncentration, der er anfart pd haetteglassets etiket.

Tvetydige veerdier: Verdier der er hojere end 15 g Eq/ml og lavere end 20 g Eq/m, regnes for

tvetydige. Disse praver kan genanalyseres, eller nye praver kan udtages og analyseres hvis dette er indikeret.

Hvis en tvetydig prave fortsat er tvetydig, skal praven regnes for signifikant hejere end normalt og kan
rapporteres som anormal.

Bekraeftelsesresultater: Hvis forholdet ligger lavere end 0,5, er det positive CIC-resultat bekreftet.
Med andre ord, en reduktionen pd mere end 50% i den foreliggende CIC-koncentration, bekraefter et
positivt resultat.

Fra tid til anden kan det forekomme, at en positiv prave ikke bliver bekreeftet. Ikke-bekraeftede praver
forekommer bla. som falge af: (1) fejlhandterede prover (feks. kontaminerede eller varme-inaktiverede)
eller (2) praver indeholdende humane lgG-antistoffer der binder til muse-lgG. Sddanne praver er dog
ikke nadvendigvis negative for CIC. Det materiale der tilsyneladende giver falsk-positive resultater, kan
deekke over samtidigt forekommende CIC som, hvis det var til stede alene, ville give bekreftede positive
(IC-resultater.

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

Denne test maler immunkomplekser eller ophobninger af humant lgG indeholdende (3 aktiveringsfragmenter.
Derfor skal tilstande der fremmer aggregering af IgG eller komplementaktivering, undgds under
proveudtagning og behandling.

FORVENTEDE VARDIER

Der blev taget halvtreds (50) udvalgte sera fra et referenselaboratorie, som modtager prover fra hele USA.
Disse sera blev testet i Quidel CIC-Raji —Cell Replacement EIA og i referenslaboratoriets Raji Celle-analyse.
Der var 92 % overensstemmelse mellem de to analyser ved mdlingen af CIC-forekomsten.

Sera fra toogtreds (62) SLE-patienter fra to klinikker i det astlige USA og fra niogtyve (29) RA-patienter fra
en rheumatologiklinik i det sydlige USA blev analyseret i Quidel CIC-Raji —Cell Replacement EIA. Desuden

blev der analyseret sera fra seksogtyve (26) normale individer fra to SLE-Klinikcentre og fra femogtyve (25)
Klinisk, non-autoimmune patienter fra den rheumatologiske klinik. Gennemsnitskoncentrationerne for CIC,

standardafvigelserne og hyppighedsfordelingen for hver population er anfarti Figur 2, 3 0g 4.
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Fig. 2 CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
Systemisk Lupus Erythematosus-population

Gennemsnitlig koncentration = 15,8 pg Eq/ml
Standardafvigelse =14,6 ug Eq/ml

Antal =62 tilfeelde

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

Fig. 3 CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
Rheumatoid artritis-population

Gennemsnitlig koncentration = 13,7 pg Eq/ml
Standardafvigelse =16,2 ug Eq/ml
Antal =29 tilfeelde

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

Fig. 4 CIC-RAJI CELL REPLACEMENT EIA
Kontrolpopulation

Gennemsnitlig koncentration = 5,0 pg Eq/ml
Standardafvigelse =4,6 ug Eq/ml
Antal =51 tilfeelde

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




(Graden af sygdomsaktivitet blev tildelt uatheengigt af nogen form for CIC-laboratoriedata pé det ene SLE-
center og RA-centret. Denne bedemmelse blev udfert af de behandlende lzeger. For at sikre konsekvens i
rapporteringen blev en lzege pd hvert forsagscenter bedt om at efterse patientjournalerne og den tildelte
sygdomsaktivitet. En RA-patient blev beskrevet som vaerende i et fremskredent stadie af “udbraendthed”
(IC-resultaterne for denne patient & pa 1 g Eq/ml. Da der ikke var RA-patienter med lignende resultater,
blev dette individuelle resultat ikke medtaget i Tabel 2. Tabel 2 viser det observerede forhold mellem CIC
malt ved Quidel CIC-Raji —Cell Replacement Enzymimmunoassay og patienternes sygdomsaktivitet.
TABEL2

RESULTATERNE FRA CIC-RAJI —CELL REPLACEMENT ASSAY
SAMMENLIGNET MED SYGDOMSAKTIVITETEN

% Abnormal’
Lav aktivitet Moderat aktivitet Hgj aktivitet
SLE 8% (1/12) 36% (4/11) 79% (11/14)
RA 0% (0/4) 19% (3/16) 50 % (4/8)

"Tallene i parentes (efter hver % anormal) indikerer det antal patienter, der blev pavist som anormale,

divideret med antallet af patienter med den pageeldende sygdomsaktivitet.
PRASTATIONSKARAKTERISTIKA

Ngjagtighed

Til standardisering af analysen blev anvendt en WHO Immunkompleksstandard, dvs. tetanus-toxoid-anti-
tetanus toxoid-komplekser der var praeinkuberede i friskt, normalt, humant serum. Med henblik pa at teste
analysens ngjagtighed blev fem fortyndinger med WHO Standard analyseret i triplikat ved ni kersler med
Quidel-kittet.

De analyserede koncentrationer viste en korrelation pa 0,99 med de kendte veerdier.
Reproducerbarhed

Patientpraver og kit-standarder blev testet ved ni analysekarsler med to forskellige kit-lots. Hver blev testet
itriplikat inden for hver analysekarsel. Den gennemsnitlige variation mellem hver karsel for prave- og
kitstandarder fremgdr af Tabel 3 som inter-assay-variation. Den gennemsnitlige variation mellem hver
kersel for prave- og kitstandarder fremgar af Tabel 3 som intra-assay-variation.

TABEL 3
ANALYSEREPRODUCERBARHED

Gennemsnit (ug Eq/ml) Intra-assay (%CV) Inter-assay (%6CV)

Prove 1 56 5 9

2 13 9 23

Standard 1 4 8 30
2 11 7 15

3 23 5 9

4 32 4 6

5 40 5 6

6 48 4 5

7 59 3 4

Sensitivitet

Quidel CIC-Raji —Cell Replacement EIA maler mindst 4 pg Eq/m eller hajere for hver CIC-analyt ndr
sammenlignet med WHO-standarden.

Specificitet
De enoghalvtreds (51) kontrolsera der er beskrevet i afsnittet PROVEEKSEMPLAR VARDIER, blev testet i

Quidel CIC-Raji —Cell Replacement Assay. Kun tre blev rapporteret som positive (konsekvent hgjere end 15
1g Eq/ml) hilket giver en specificitet pa 94 %.
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ASSISTANCE

Hvis du @nsker at afgive bestilling eller har tekniske spargsmal, skal du rette henvendelse til en repraesentant
for Quidel pd +1408-616-4301 fra mandag il fredag mellem klokken 8.00 og 17.00 (Pacific time).
Bestilling kan ogsa afgives pr. fax pd +1408-616-4310.

For serviceydelser uden for USA kontaktes den lokale distributar.

69




70

SNABBGUIDE TILL ANALYSENS STEG
Lds hela produktbladet innan analysen pabdrjas.

Preliminéra forberedelser

1. Bered tvattlosning.

2. Spad testproverna.

Analysforfarande

. Rehydrera mikroanalysbrunnarna.

. Tillsétt 100 ul komplementprovspadningsmedel till tom brunn/tomma brunnar.
. Tillsdtt 100 pl av varje standard och testprov till tillimpliga brunnar.

. Inkubera i 60 minuter vid rumstemperatur (15-30 °C).

. Tvtta mikroanalysbrunnarna fem ganger.

. Tillsdtt 50 pl CIC-Raji-konjugat till varje testbrunn.

. Inkubera i 30 minuter vid rumstemperatur. (Bered substrat/dsningen under denna inkubation.)
10. Tvétta mikroanalysbrunnama fem ganger.

11. Tillsdtt 100 pl substratisning till varje testbrunn.

12. Inkubera i 30 minuter vid rumstemperatur.

13. Tillsdtt 50 il stoppldsning till varje testbrunn.

14. Mt absorbansen vid 405 nm inom 60 minuter.

Berdkningar

15. Plotta absorbansen relativt standardkoncentrationen pa det medféljande diagrampappret, eller lédgg in
vdrdena i raknaren for linjdr regressionsanalys.
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16. Lds av testprovkoncentrationerna direkt frén diagrammet, eller genomfor erforderliga berakningar pa
rknaren, for att fa fram provkoncentrationerna.

AVSEDD ANVANDNING
Quidels enzymimmunoanalys for CIC-Raji-cellersdttning méter immunkomplex innehdllande
(3-aktiveringsfragment i humant serum och plasma.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Betydelsen av cirkulerande immunkomplex (CIC), och deras samband med olika sjukdomar, har undersokts
under manga ar. Bildning avimmunkomplex utgr en skyddande, fortigpande och normalt godartad
process i ett normalt fungerande immunsystem. CIC avldgsnas frén cirkulationen i en normal vérd genom
ett antal komplexa biokemiska, enzymatiska och celluldra processer. Den effektiva elimineringen av
manga CIC kraver aktivering av komplement. Komplementaktivering leder till (3-fragmentavsattning
iimmunkomplexet, foljt av forstarkt eliminering av fagocytiska celler i retikuloendotelialsystemet. Vid
vissa sjukdomstillstand, som man dnnu inte forstar till fullo, kan immunkomplex inte elimineras fran
kroppen pa ett effektivt sétt. Vid sadana sjukdomar kan immunkomplexen ackumulera och initiera
komplementberoende skador pd olika organ och i olika vdvnader. Denna komplementaktivering kan
inleda en serie potentiellt destruktiva héndelser i varden, inklusive anafylatoxinproduktion, cellys,
leukocytstimulering och aktivering av makrofager och andra celler.” Nar immunkomplex faster vid
kéirlvaggar eller cellmembran kan normal vévnad forstoras, exempelvis i vissa fall av glomerulonfrit.

Vissa egenskaper hos CICinverkar pd den potentiella patogeniciteten. Speciellt viktigt ar foljande:
(1) antigenens art, storlek och koncentration, (2) antikroppens art, storlek och koncentration och (3)
immunkomplexens bildningshastighet och eliminering."

(Cirkulerande immunkomplex har konstaterats vid manga olika tillstand: exempelvis infektioner,
autoimmunstomingar, trauma och neoplastiska proliferativa sjukdomar. Enligt aktuella studier kan
(IC-bestamning vara viktig for utvrderingen av vissa sjukdomar samt, ibland, vid Gvervakning av
behandlingseffektivitet. Detta galler i synnerhet for systemisk lupus erytematds (SLE) och vissa former

av reumatoid artrit (RA).>* Det forsta sjukdomstillstandet som kopplades till bildning avimmunkomplex
utgjordes av serumsjuka, som beskrevs av von Pirquet i borjan av 1900-talet. Sedan dess har forhdjda CIC-
halter beskrivits for autoimmunsjukdomar (SLE, SLE-relaterat syndrom, RA), glomerulonefrit, neoplastisk
sjukdom (Hodgkins, leukemi), bakterieinfektioner (subakut bakteriell endokardit, lepra), parasitinfektioner
(malaria, schistosomias) och virusinfektioner (hepatit, mononukleos).
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Mer &n 40 analysmetoder for detektering och kvantitering av CIC har beskrivits. Sddana tester som
Rajicellanalys, C1g-avvikelsetest, konglutinintest, vatskefas-C1g-bindningsforfaranden, reumatoid
faktoranalys, PEG-precipitintest, och fastfas-C1q-analyser har beskrivits." Eftersom storleken pd och de
fysiokemiska egenskaperna for CIC varierar i hdig grad, haringen av dessa analyser accepterats som en
standard. En gemensam studie sponsrad av varldshalsoorganisationen WHO dr 1978 kom fram till att
ingen av metoderna ldmpade sig for samtliga sjukdomstillstand, och rekommenderade att minst tva olika
analysmetoder skulle tilléimpas for detektering och mdtning av (IC pd ett adekvat sdtt.

FORFARANDETS PRINCIP

Fragment av den tredje komplementkomponenten, (3, binds ofta kovalent till komplementaktiverande
immunkomplex. Rajiceller, som harletts fran en kontinuerlig B-lymfocytodlingscellstam, bar CR2-
komplementreceptorer som binder iC3b-, (3d,g- och (3d-fragmenten av aktiverat (3.’# Rajicell-CIC-
analysen bygger pa Rajicell-CR2-receptorernas formaga att binda immunkomplex innehallande dessa
(3-fragment.® Quidels enzymimmunoanalys for CIC-Rajicellersdttning mater dven CIC-innehdllande
(3-fragment med hjélp av en immobiliserad monoklonal antikropp som specifikt binder iC3b-, (3d,g- och

(3d-aktiveringsfragmenten av (3 pd ett sdtt som dr analogt med Rajicell-CR2-bindningsreaktionen.

| det forsta skedet tillstts standarder och serum- eller plasmaprover som spatts med komplementprovsp
ddningsmedel till de mikroanalysbrunnar som dr belagda med monoklonala antikroppar till humana (3-
fragment och inkuberas. Under denna inkubation tas immunkomplex innehdllande (3-aktiveringsfragment
upp av fastfasantikropparna. Efter inkubationen avidgsnar en tvattcykel obundna serum- eller
plasmaproteiner.

Under det andra skedet tillsatts pepparrotsperoxidaskonjugerat (HRP) mus-anti-humant 1gG till varje
testbrunn och inkuberas. Under denna inkubation binder konjugatet till de immunkomplex som nu dr
bundna till mikroanalysbrunnarna. En tvattcykel avlagsnar obundet konjugat.

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

Standardens och testprovets absorbanser (Aqs-vdrden) méts spektrofotometriskt. Intensiteten pa den gréina
férg som uppkommer dr proportionell mot den mangd CIC som binder till fastfasen. En standardkurva
erhalls genom plottning av de Ags-véirden som erhdlls for varje standard relativt dess indikerade
koncentration. Immunkomplexkoncentrationen i testprovet bestams med hjdlp av standardkurvan.
Resultaten uttrycks i form av mg serumbehandlade, varmeaggregerade humana gammaglobolinekvivalen
ter (HAGG) per ml (ug Eq/ml). For att bekrafta ett positivt CIC-resultat kan provet analyseras efter spadning
i (IC-Raji-bekraftelsespadningsmedel, som innehdller blockerande antikroppar med specificiter som
motsvarar dem for de antikroppar som immobiliserats pa mikroanalysbrunnen.

REAGENSER OCH MATERIAL SOM INGAR
FIA-kitet for CIC-Rajicellersattning innehdller foljande:
A (IC-Rajistandarder Art. A9513-A9515 2ml/st

B Varoch eninnehdller en kand kvantitet serumbehandlat, varmeaggregerat humant gammaglobulin
C  (HAGG) iPBS, 2,5 % stabiliserare, 0,01 % thimerosal.

@ Mikroanalysplatta Art.A9512 12 avvardera
96-brunnars med faste och hallare, bestaende av remsor med dtta brunnar, med mus-anti-humana
(3-fragment  en dterforslutbar foliepdse.

@ Stopplasning Art. A3673 6ml
Innehdller 250 mM oxalsyra.
© 20 X-tvattlosningskoncentrat Art. A3674 2x50ml

Efter spédning innehdller var och en fosfatbuffrad saltidsning (phosphate buffered saline — PBS),
0,05 % Tween-20™ samt 0,01 % thimerosal.

O Komplementprovsspadningsmedel Art. A3670 50ml
Innehaller PBS, 2,5 % stabiliserare, 0,035 % ProClin® 300.

© Substratspadningsmedel Art. A3672 25ml
Innehdller 0,1 M citratbuffert och 0,05 % H,0,.

O Substratkoncentrat Art. A3671 1,5ml

Innehller 0,7 % 2,2'-azino-bis(3-etylbenztiazolin-6-svavelsyra), diammoniumsalt.
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@ (IC-Rajikonjugat Art.A9516 2x3ml
Innehller peroxidaskonjugerat (mus)anti-humant lgG lost i HRP-stabiliseringsbuffert med
konserveringsmedel.

O (IC-Raji-bekraftelsespadningsmedel Art. A9517 2x12ml
Innehdller PBS, 2,5 % stabiliserare, anti-humana (3-fragmentantikroppar, 0,035 % ProClin 300.

Tween-20™ dr ett varumdrke som tillhdr Atlas Chemical Industries, Inc.
ProClin® dr ett varumrke som tillhdr Rohm and Haas Company.

MATERIAL SOM BEHOVS MEN SOM INTE MEDFOLJER

Timer (60 minuters omfdng)

Raknare eller annan berdkningsmajlighet for validering av analysen

Rena, obegagnade mikroanalysplattor och/eller provrér och rack

Behallare for tvattbuffertiosning

Tvéittflaska eller annat immunoanalystvattsystem

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

Rena pipetter, 1ml, 5 ml och 10 ml

Mikropipetter och pipettspetsar

Plattlasare med kapacitet for en optisk Ays-densitet pd mellan 0,0 och 2,0

Avjoniserat eller destillerat vatten

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSANVISNINGAR

. For in vitro-diagnostik.

. Hantera satsens innehdll och patientprover med forsiktighet.

. Behdllare och oanvdnt innehdll ska kasseras i enlighet med gdllande lagar och bestammelser.
. Medftljande reagenser anvands som en enhet fram till det utgangsdatum som anges pa forpackningen.
. Forvara analysreagenser enligt anvisningen.

. Undvik att skrapa eller berdra brunnarnas véggar vid tillsats av vatskor till eller aspirering av véitskor frén
mikroanalysbrunnarna.

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

8. Latinte mikroanalysbrunnarna torka ndr analysen har pabdrjats.

9. Anvdnd inte en mikroanalysbrunn for mer dn et test.

10. Anvdndning av multikanal- eller repeterpipetter rekommenderas vid uppmétning av reagenser.

11. For korrekt provméitning ska exakta mangder prover och standarder tillsattas. Pipettera omsorgsfullt

med kalibrerad utrustning.

12. Analysen utfors med ndgon validerad tvattmetod.

13. Korrekt provtagning och forvaring av testprover &r av avgdrande betydelse for korrekta resultat.

14. Undvik mikrobiell kontaminering eller korskontaminering av prover, reagenser eller material.

Kontaminering kan leda till felaktiga resultat.

15. Thimerosal anvénds som konserveringsmedel. Oavsiktlig kontakt med, eller svéljning av, buffertar eller
reagenser som innehaller thimerosal kan leda till Skade 6verkdnslighetsreaktioner, ddribland retning
avhud, dgon eller mun. Stk [akarhjélp i handelse av symptom. Exponering for thimerosal kan ha
mutagena effekter. Undvik kontakt med starka syror och baser.

. ProClin® 300 anvands som konserveringsmedel.Tillfallig kontakt med eller fortéring av buffertidsningar
eller reagenser med ProClin kan orsaka irritation pd hud, dgon och mun. Tilldmpa god laboratoriepraxis
for att reducera exponeringen. Sok lakarhjalp i héindelse av symptom.

17. Substratkoncentratet dr ljuskansligt. Undvik Iangvarig exponering for starkt eller direkt ljus. Forvara

reagenserna morkt nar de inte anvands.

18. Undvik aerosolbildning vid tvatt genom att anvénda en apparat som aspirerar tvéittvaitskan till en flaska

innehdllande ett kommersiellt blekmedel.

19. Vérmeinaktiverade, hyperlipemiska eller kontaminerade prover kan leda till felaktiga resultat.
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FORVARING
Forvara det odppnade kitet vid en temperatur pd 2—8 °C. Ndr kitet har Gppnats kan 20 X-tattlsningskonce
ntratet forvaras vid en temperatur pa 2—30 °C.

Efter val av de reagenser eller material som ska anvandas for analysen ska de oanvanda reagenserna
omedelbart ter placeras i sina tillampliga forvaringstemperaturer. Ldt reagenser och material fa
rumstemperatur (1530 °C) fore anvéindning.

INDIKATIONER PA INSTABILITET HOS ELLER FORSAMRING AV
REAGENSER

Substratkoncentratets férg kan variera mellan fargldst och ljust- eller mérkgront. Fargen inverkar inte pd
prestandan. Den nyberedda substratldsningen ska emellertid vara farglds till jusgron. En mérkgron farg
indikerar att substratlosningen har forsémrats och madste kasseras, och att ny substratidsning ska beredas i
rent glasmaterial.

Grumlighet hos eller missfargning av den utspadda tvattlosningen indikerar forsamring av denna reagens.
Nair sd dr fallet ska [osningen kasseras.

PROVTAGNING OCH FORVARING
Hantera och kassera alla prover med forsiktighet.

Alla prover ska tas aseptiskt och beredas med standardmetoder for Klinisk laboratorietestning.”
Varmeinaktivera inte proven. Avidgsna eventuella partiklar fran proven genom centrifugering med lagt
varvtal fore testning.

Proven kan forvaras pais, vid en temperatur pa ungefar 0 °C, i upp till 6 timmar. Om proven ska forvaras vid
en langre tid dn sd ska de frysas vid en temperatur pa -70 °Celler under (forvaring vid en temperatur pa
-20 °Ckan leda till felaktiga resultat).

FORBEREDANDE AV REAGENS

Se tabell 1 for information om substratldsningsmdngder och hur ménga mikroanalysremsor som behdvs
for olika antal tester. Nar de reagenser och det material som behdvs tagits till vara ska oanvanda reagenser
och oanvant material dterforas till sina repsektive forvaringstemperaturer (se FORVARING). L&t reagenser
och material for analysen fa rumstemperatur (1530 °C) fére anvandning.

. Tvattlosning. Blanda 20 X-tvéttlosningskoncentratet genom att vanda flaskan uppochned flera
ganger. 0m 20 X-tvattlosningskoncentratet har forvarats vid en temperatur pa 2—8 °Ckan kristaller ha
bildats. For att [dsa upp kristallerna varmer man flaskan i ett vattenbad pa 37—50 °Ctills alla dr upplosta
och blandar ddrefter om omsorgsfullt. Bered tvdttlosningen genom att spada ut hela innehdlleti en av
flaskorna med 20 X-tvattlosningskoncentrat till en liter med destillerat eller avjoniserat vatten. Blanda
omsorgsfullt. Tvattlosningen dr stabil i 30 dagar vid forvaring i en ren behdllare vid en temperatur pa
2-8°C.Vid missfargning eller grumling ska reagensen kasseras.

Valja mikroanalysremsor. Betim hur manga mikroanalysremsor som behdvs for analysen med
hjalp av tabell 1.Ta bort remsfdstet frén den monterade plattan. Ta bort de remsor som inte behévs
och placera dem i forvaringspésen, dterforslut pasen och aterfor den till forvaring vid en temperatur pa
2-8°C. Sakra de remsor som ska anvandas i analysen.

. Provspadning

Farsiktighet: Behandla alla prov som potentiellt infektiosa. Anvind inte
virmeinaktiverade eller kontaminerade prover.

Berakna hur manga (N) prover som ska testas. Mérk provrdren med nr. 1 till och med nr. N, och registrera
vilka prov som motsvarar vilka provror pa det medfoljande databladet.

Bered en spadning i forhallandet 1:50 av varje prov med komplementprovspadningsmedel (dvs. 10 pl
testprov blandat med 490 ul komplementprovspadningsmedel). Blanda omsorgsfullt men undvik
skum- och bubbelbildning. Férvara eller dteranvand inte spadda prover.

Tillsdtta utspadda prover till mikrotitrerbrunnarna. Endera av tvd metoder kan anvandas
vid tillsattning av de utspadda proverna, standarderna, kontrollerna och bufferten till brunnarna (se steg
51 ANALYSFORFARANDE). For smd analyskoringar, d& endast ett fatal prover testas, kan de utspadda
proven och de 6vriga reagenserna tillsattas direkt till respektive brunn med en mikropipett (100 l/
brunn). For smd eller stora kdmingar, men i synnerhet stora kémingar, rekommenderar vi anvandning
av en multikanalpipett for tillsdttning av proverna, enligt nedan. (En multikanalpipett kan dven
anvandas for att pa ett praktiskt satt tillsatta konjugat, substrat och stopplosning.)
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Foratt ladda standarderna, kontrollerna och de utspadda proverna i mikroanalysbrunnarna sa snabbt
som mojligt kan man anvanda sig av en “replikplatteknik” | stallet for att tillsétta 100 il av varje
standard, kontroll eller utspatt prov till de antikroppsbelagda brunnarna individuellt kan 120-130 pl
av varje [6sning tillsdttas till de individuella brunnarna pd en tom platta (ingdr inte) som motsvarar det
onskade slutliga EIA-mdnstret. Néir alla Iosningar som ska testas har tillsatts till mikroanalysbrunnarna
i den tomma plattan dverfor man sedan snabbt 100 il frén varje brunn till de antikroppsbelagda
brunnama med en multikanalmikropipett. For att eliminera risken for korskontaminering mdste
pipettspetsarna bytas varje gdng sammansdttningen pa de prover som ska dverforas dndras.

. C(IC-Raji-bekraftelsespadningsmedel (valfritt). Om bekrdftelser av positiva resultat Gnskas
berdknas hur manga (N) prover som ska bekrftas. Mark provréren med nr. 1c till och med nr. Nc och
registrera dem. Bered en spadning pa 1:50 med anvandning av CIC-Raji-bekréftelsespadningsmediet.
Ett prov som spatts med CIC-Raji-bekrftelsespadningsmedel méste koras samtidigt med samma
utspadning av provet i komplementprovutspadningsmedel.

Beredning av substratlosning. Sered alldeles fdre anvindning. Bestam 6nskad volym
substratlosning med hjélp av tabell T nedan. Bered substratldsningen genom att tillsdtta 50 pl
substratkoncentrat till varje ml substratspadningsmedel. Blanda omsorgsfullt.

CIC-kontroller. De positiva och negativa CIC-RCR-kontrollerna finns tillgdngliga separat fran Quidel
(CIC-RCR-kontroller, katalognr. AO14). De ska beredas i enlighet med anvisningarna i respektive
forpackningsbilaga. Se dven avsnittet KVALITETSKONTROLL i denna forpackningsbilaga.
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TABELL1
ANALYSBEHOV
Brunnar'  Remsor med Méngd substratlosning Substrat—spadnings— Substrat—
4tta brunnar som behdvs [Gsning (ml) koncentrat (ul)
16 2 16 20 100
24 3 24 30 150
32 4 32 40 200
40 5 40 50 250
48 6 48 50 250
56 7 56 6,0 300
64 8 64 70 350
72 9 72 8,0 400
80 10 8,0 90 450
88 11 88 9,0 450
9% 12 96 10,0 500

"Berakna hur ménga prover som ska testas och Iagg till elva (11) brunnar for de tre standarder och den Idga och hdga
kontroll som ska testas (i duplikat), samt en torn brunn. Vi rekommenderar att duplikatstandarderna och —kontrollerna
testas pd separata mikroanalysremsor om sd ar mojligt.

ANALYSFORFARANDE
Las hela produktbladet innan analysen pabérjas.
Las REAGENSBEREDNING och VARNINGAR OCH SAKERHETSFORESKRIFTER innan du fortsatter.

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

2. Bered mikroanalysbrunnama sa har:

3. Rehydrera mikroanalysbrunnama genom att tillsétta ungefar 300 yl tvattlosning till varje brunn
med hjélp av en tvdttflaska eller annan automatiserad fyllningsanordning.

b, Inkubera i 1-2 minuter vid rumstemperatur (15-30 °C).
¢ Aspirerainnehdllet i varje brunn.

d. Vand plattan uppochned och knacka kraftigt dver det absorberande papperet tva ganger for att
avldgsna eventuell kvarvarande vatska. Ldt inte brunnama torka.

3. Tillsétt 100 pl komplementprovspadningsmedel till den eller de duplikatbrunnar som ska anvandas
for blankning av plattldsaren.

4. Tillsétt 100 pl av varje CIC-Raji-standard (A, B och () till duplikatbrunnarna.
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5. Tillsétt 100 pl av varje utspatt prov till dess tilldgnade mikroanalysbrunn. Se REAGENSBERENING, steq 4.
6. Inkuberai60 + T minut vid rumstemperatur (15-30°C).
7. Tvatta mikroanalysbrunnama sa har:

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

b, Tillsétt ungefdr 300 pl tvattidsning till varje brunn med hjdlp av en tvéttflaska eller annan
fyllningsanordning.

Inkubera brunnarmai T minut vid rumstemperatur (15-30 °C).
Avldgsna vatskan ur varje brunn.

Tillsétt ungefdr 300 pl tvattldsning till varje brunn.

Avldgsna vétskan ur varje brunn.

Upprepa stegen e—f ytterligare tre ganger.

Viand pd plattan efter den femte tvttcykeln och knacka kraftigt tva ganger dver absorberande
papper for att avidgsna eventuell kvarvarande vatska.

e ™ e o o

8. Dispensera med hjalp av en multikanalpipett eller repeterande pipett 50 il CIC-Raji-konjugat i varje
tdttad testbrunn, inklusive blankbrunnen/brunnarna.

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

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

11. Dispensera direkt efter tvéittforfarandet 100 il av den nyberedda substratlsningen i varje brunn,
inklusive blankningsbrunnen/brunnama, med en multikanalpipett eller repeterande pipett.

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

13. Tillsdtt med en multikanalpipett eller repeterande pipett 50 il av stoppldsningen till varje brunn for att
avbryta den enzymatiska reaktionen. Stoppldsningen ska tillsattas till brunnarna i samma ordningsfoljd
och med samma tempo som vid tillsdttningen av substratiosningen. Knacka ldtt pa plattan for att
sprida férqutvecklingen jamnt.

14. Lds av absorbansen vid 405 nm (Ays-vdrde) for varje testbrunn inom en timme fran tillsatsen av

stoppldsningen (steg 13), och utfér en blankkorrigering beroende pd det spektrometrisystem som
anvdnds.

15. Behdll remshallaren och remsféstet for framtida bruk.

16. Kassera dterstdende utspédda prover, substrat och de begagnade mikroanalysremsorna (se VARNINGAR
OCH FORSIKTIGHETSATGARDER, steg 3). Behdll remshallaren och remsfastet for framtida bruk.

REKOMMENDERAD BEKRAFTELSEMETOD

Om separat bekraftelse av ett positivt resultat krdvs, eller om ett positivt resultat inte Gverensstammer
med den kliniska tolkningen, kan det positiva provet analyseras om med ett bekraftelsetest. Ett negativt
resultat kan inte bekréftas. Bekraftelsemetoden anvander ett provspddningsmedel (CIC-Raji-bekrftelsesp
ddningsmedlet) som innehaller anti-humana (3-fragmentantikroppar. Foir att bekréfta ett positivt resultat
mdste en alikvot av provet spadas i CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedel, och en andra alikvot som spétts
pd motsvarande sdtt i komplementprovspadningsmedlet. Bagge proven analyseras darefter med det
vanliga EIA-forfarandet med Quidels CIC-Raji-cellersattning. Se REAGENSBEREDNING och TOLKNING AV
RESULTATEN for ytterligare information.

KVALITETSKONTROLL

For att uppfylla kraven for god laboratoriepraxis rekommenderar vi att de positiva och negativa
kontrollerna tas med i varje dags aktiviteter. Kontroller for Quidels CIC-Raji-cellersattningsanalys finns
tillgangliga fran Quidel for detta, (CIC-RCR-kontroller, katalognr. AO14), och ska anvandas i enlighet med
forpackningsbilagan. Om den positiva och/eller negativa kontrollen inte fungerar pa avsett sdtt ska Quidels
tekniska support kontaktas sa snart som majligt.

Utdver kontrollerna sd innefattar Quidels analys for CIC-Raji-cellersttning dven en REKOMMENDERAD
BEKRAFTELSEMETOD och VALIDERINGSPARAMETRAR.

Genom att anvanda kontrollerna, standarder med validering och bekréftelsemetoden bor ett reproducerbart
och korrekt resultat erhdllas.
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TOLKNING AV RESULTATEN
Resultatberakning

Berakningar: Standardkurvan genereras med hjdlp av det blanksubtraherade Asxs-vdrdet for varje
(IC-Raji-standard pd y-axeln, relativt de tilldelade mikrogrammen serumbehandlade, virmeaggregerade
gammaglobulinekvivalenter/ml (g Eq/ml) som indikeras p vialetiketten for varje standard pd x-axeln.
Ffter linjar regression maste den genererade standardkurvan uppfylla valideringskraven (se nedan).
Provkoncentrationerna berdknas sedan direkt pé basis av standardkurvan. De flesta datorer och raknare
qar att anvanda for dessa berakningar.

Alternativt kan bertrda data ldggas in i ett diagram manuellt och vdrdena (g Eq/ml) for testproverna
dsas av direkt fran den standardkurvlinje som passar bést. Ett exempel pd en typisk standardkurva dterges
ifigur 1.

Berakning for bekraftelsetest: For att bekrdfta ett positivt resultat dividerar man den
immunkomplexkoncentration [CIC] som faststallts for ett prov spatt i CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedel
med den immunkomplexkoncentration som uppmatts i ett prov spatt i komplementprovspadningsmedel,
foratt fa fram ett forhallande:

[CIC]i CIC-Raji-bekraftelsespadningsmedel

[CIC]i komplementprovspadningsmedel

forhallande =

Exempel pa standardkurva

Figur 1
1.2 4 y=0,023x + 0,06, r=1,00
1,0 mmmm e e ‘
084 i
n i
<5r’ o6 i
04 4 3 |
024 | i
0 i i ; . . o . X
0 10 20 30 40 50 60
KONCENTRATION (ug Eq/ml)
Prov Ags 1g Eq/ml
Standard A 0,06 0
Standard B 0,46 18
Standard C 1,15 48
Prov 1 0,15 39
Prov2 0,50 19,1
Prov 3 1,00 409
r=1,00 m=0,023 h=0,06
Validering

Bestam lutningen, avskdmingen och korrelationskoefficienten fér den hérledda linjen som passar in bast.
Vidrdena maste hamna inom de specificerade intervallen for att kvalificera analysen:

Korrelationskoefficient (r): > 0,95
lutning (m): 0,013 ill 0,034
y-avskdrning (b): ~ (=)0,07till (+)0,10
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De flesta normala subjekt uppvisar mdtbara CIC-halter. Eftersom det inte finns ndgon bestémd onormal
(IC-nivd ska anvandaren faststalla sina egna normala nivaer. Som en riktlinje sé galler att CIC-nivderna, pd
basis av resultat erhdllna fran de normalpopulationer som beskrivs i FORVANTADE VARDEN, dr som foljer:

Normala resultat: Varden pa under eller lika med 15 g Eq/ml betraktas som normala for CIC-nivaer.

Onormala resultat: Varden pd over eller lika med 20 g Eq/ml betraktas som onormala for CIC-nivder.
Prov med uppmétta CIC-vérden som dr hdgre an for CIC-Raji-standard C ska rapporteras som hagre dn den
tilldelade CIC-Raji-standard C-koncentration som anges pa vialetiketten.

Tvivelaktiga varden: Varden pd dver 15 ug Eq/ml eller under 20 ug Eq/ml betraktas som tivelaktiga.
Dessa prov kan antingen testas om, eller ocksa kan man ta ett nytt prov och testa det. Om ett tvivelaktigt
prov vid upprepad testning dr tvivelaktigt pa nytt, ska provet betraktas som betydligt hdgre &n normalt och
kan rapporteras som onormalt.

Bekraftelseresultat: Om forhallandet ar ldgre an 0,5 bekréftas det positiva CIC-resultatet. Med andra
ord s& bekrdftar en reduktion pa mer n 50 % av den synbara CIC-koncentrationen ett positivt resultat.

Ibland bekraftas inte positiva prover. Att prover inte bekraftas kan bland annat bero pé féljande: (1)
felhanterade prover (exempelvis kontaminerade eller varmeinaktiverade), eller (2) prover som innehaller
IgG-antikroppar som binder till mus-IgG. Sddana prover dr emellertid inte nddvandigtvis negativa for CIC.
Det material som vallar det synbarligen falskt positiva resultatet kan maskera samtidigt forekommande CIC
som, om de foreldq separat, annars skulle ha givit upphov till ett bekraftelsebart positivt CIC-resultat.

PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

Testet mater immunkomplex eller aggregat av humant IgG innehéllande (3-aktiveringsfragment.
Forhallanden som framjar aggregering av 1gG eller komplementaktivering méste darfor undvikas vid
provtagning och provbehandling.

FORVANTADE VARDEN

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

Sera erhdllna fran sextiotvd (62) SLE-patienter vid tva Kliniker i stra USA, och fran jugonio (29) RA-
patienter vid en reumatikklinik i sédra USA, testades med Quidels EIA for CIC-Raji-cellerséttning. Dessutom
testades sera frén tjugosex (26) normala, friska subjekt vid de tva SLE-Klinikerna, och frén tjugofem (25)
Kliniskt icke-autoimmuna patienter som rapporterade till reumatikkliniken. CIC-medelkoncentrationerna,
standardavvikelserna och frekvensfordelningen for varje population redovisas i figurerna 2, 3 och 4.

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

9 .

84 Medelkoncentration =15,8 pug Eq/ml
Standardavvikelse =14,6 pg Eq/ml

71 Antal =62 cases

% AV POPULATIONEN

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

12 4
Medelkoncentration =13,7 pg Eq/ml
10 4 Standardavvikelse =16,2 ug Eq/ml
Antal =29 cases

% AV POPULATIONEN
o

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

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

20 4

18 4 Medelkoncentration =5,0 ug Eq/ml
Standardavvikelse =4,6 ug Eq/ml

161 Antal =51 cases

144

% AV POPULATIONEN

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

Inom en SLE-institution och vid RA-institutionen tilldelades graden sjukdomsaktivitet oberoende
av eventuella CIC-laboratoriedata. Denna beddmning gjordes av den eller de verkstallande lakarna.
For att sakerstdlla konsekvent rapportering gick en ldkare vid vardera institutionen sedan igenom
patientjournalerna och tilldelade sjukdomsaktiviteten. En RA-patient beskrevs sasom befinnande sig i
ett framskridet skede av“utbrandhet.” CIC-resultatet for denna patient var 1 g Eq/ml. Eftersom det inte
forekom ndgra andra liknande RA-patienter har detta individuella resultat inte tagits med i tabell 2. Tabell 2
dskddliggdr den observerade relationen mellan det CIC som uppmatts med Quidels enzymimmunoanalys
for CIC-Raji-cellersdttning och patienternas sjukdomsaktivitet.
TABELL 2
RESULTATEN AV CIC-RAJI-CELLERSATTNINGSANALYSEN
JAMFORDA MED SJUKDOMSAKTIVITETEN

% onormala’
Ldg aktivitet Medelhdg aktivitet Hag aktivitet
SLE 8% (1/12) 36% (4/17) 79% (11/14)
RA 0% (0/4) 19% (3/16) 509% (4/8)

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

Noggrannhet

Enimmunkomplexstandard fran WHO (vdrldshélsoorganisationen), bestaende av tetanustoxoid-anti-
tetanustoxoidkomplex som preinkuberats i farskt normalt humant serum, anvéindes for standardisering
av analysen. Foratt testa analysens noggrannhet testades fem utspadningar avWHO-standarden i tre
exemplari tre korningar i Quidelkitet.

De analyserade koncentrationerna uppvisade en korrelation pd 0,99 med de kénda vrdena.
Reproducerbarhet

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

TABELL 3
ANALYSREPRODUCERBARHET

Medel (ug Eq/ml) Mellan analyser (% CV) Inom analys (% CV)

Prov 1 56 5 9

2 13 9 23

Standard 1 4 8 30
2 " 7 15

3 23 5 9

4 32 4 6

5 40 5 6

6 48 4 5

7 59 3 4

Kanslighet

Quidels EIA for CIC-Raji-cellerséttning mdter minst 4 g Eq/ml eller mer CIC-analyt pé basis av jamfGrelser
med WHO-standarden.

Specificitet

De femntioen (51) kontrollsera som beskrivs i avsnittet PROV VARDEN testades i Quidels analys CIC-Raji-
cellersattning. Endast tre av dem var positiva (upprepat ver 15 ug Eq/ml), vilket ger en specificitet pd
94.%.

SUPPORT

Kontakta en Quidel-representant pd +1408-616-4301, vardagar mellan 08.00 och 17.00 Pacific
Time (GMT +9) for att bestalla eller for teknisk support. Bestdllning kan ocksd goras via fax p
+1408-616-4310.

Utanfor USA: kontakta en lokal distributor for Quidel-produkter.
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