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ANVANDNINGSOMRADE

Enzymkopplad immunadsorberande analys (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) for kvantitativ
bestamning av halten erytropoietin (epo) i humant serum eller human plasma vid diagnostisering av
anemi och polycytemi.

ANALYSPRINCIP

Quantikine IVD Epo ELISA bygger pa sandwichprincipen med tva antikroppar. Mikroplatta med
brunnar, belagda med monoklonala (murina) epo-specifika antikroppar inkuberas med prov eller
standard. Erytropoietin binder till den immobiliserade antikroppen pa plattan. Nar 6verskottet av
prov eller standard har tvattats bort, inkuberas brunnarna med en polyklonal anti-epo-antikropp
(kanin) konjugerad med pepparrotsperoxidas. Under den andra inkubationen binder antikropp-
enzymkonjugatet tillimmobiliserat epo. Overskottet av konjugatet tvittas bort. En kromogen
tillsatts till brunnarna och oxideras av enzymreaktionen sa att ett blafargat komplex bildas.
Reaktionen stoppas genom tillsats av syra, som forandrar den bld fargen till gul. Mangden farg som
bildas ar direkt proportionell mot mangden konjugat bundet till epo-antikroppskomplexet, som

i sin tur ar direkt proportionellt till mangden epo i provet eller standarden. Komplexets absorbans
mats och en standardkurva genereras genom att absorbansen plottas mot standardernas epo-
koncentration. Epo-koncentrationen i provet bestams genom att provets optiska densitet jamfors
med standardkurvan. Standarderna som anvands i denna analys ar rekombinant humant epo
kalibrerat mot den andra internationella referensberedningen (67/343), en form av humant
erytropoietin som framstalls ur urin.




MEDFOLJANDE REAGENS
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Mikroplattor med Erytropoietin (artikel 890126) - Polystyrenmikroplatta med 96
brunnar (12 remsor med 8 brunnar) belagda med en murin monoklonal antikropp mot
rekombinant humant epo.

Erytropoietinkonjugat (artikel 890127) -21,5 mL polyklonal kanin-antikropp
mot rekombinant humant epo, konjugerad med pepparrotsperoxidas med
konserveringsmedel.

Standard med 0.0 mIE/mL Erytropoietin (artikel 890128) - 2,1 mL buffrad proteinbas
med konserveringsmedel.

Standard med 2.5 mIE/mL Erytropoietin (artikel 890129) - 2,1 mL rekombinant
humant epo i en buffrad proteinbas med konserveringsmedel.

Standard med 5.0 mIE/mL Erytropoietin (artikel 890130) - 2,1 mL rekombinant
humant epo i buffrad proteinbas med konserveringsmedel.

Standard med 20.0 mIE/mL Erytropoietin (artikel 890131) - 2,1 mL rekombinant
humant epo i buffrad proteinbas med konserveringsmedel.

Standard med 50.0 mIE/mL Erytropoietin (artikel 890132) - 2,1 mL rekombinant
humant epo i buffrad proteinbas med konserveringsmedel.

Standard med 100.0 mIE/mL Erytropoietin (artikel 890133) - 2,1 mL rekombinant
humant epo i buffrad proteinbas med konserveringsmedel.

Standard med 200.0 mIE/mL Erytropoietin (artikel 890134) - 2,1 mL rekombinant
humant epo i buffrad proteinbas med konserveringsmedel.

Analysspadningsvatska (artikel 895057) - 11 mL buffrad proteinbas med
konserveringsmedel. Innehaller natriumazid.

Provspadningsvatska (artikel 895058) - 26 mL proteinstabiliserad buffert med
konserveringsmedel.

Tviattkoncentrat (artikel 895059) - 100 mL 25-faldigt koncentrat med
konserveringsmedel.

Fargreagens A (artikel 895549) - 12 mL Fargreagens A (0,01 N buffrad vateperoxid).
Fargreagens B (artikel 895550) - 12 mL Fargreagens B (0,35 g/L tetrametylbensidin).
Stopplosning (artikel 895060) - 11 mL 2 N svavelsyra. Varning! Fratande a@mne. Anvand

| SOLN | STOP | skydd fér 8gon, hander, ansikte och klader.
Plattforsegling - 4 sjalvhaftande remsor.
FORVARING
Odppnad /ﬂfs C
forpackning Fovaras vid 2-8° C. Far ej anvandas efter angivet utgangsdatum. 2°C
Spadd tvattlosning Kan forvaras vid rumstemperatur (20-25° ) till angivet utgangsdatum. - Jf B
Stopldsning

Provspadningsvatska

Analysspadningsvatska

Oppnade/ g°C
spadda Konjugat Kan forvaras vid 2-8° C till angivet utgdngsdatum. - /ﬂ[
reagens Oblandad fargreagens A

Oblandad fargreagens B

Standarder (0,0-200 mIU/mL)

Brunnar

Ldgg tillbaka oanvanda brunnar if foliepdsen med torkmedel och dterforslut Iangs hela
blixtlasforslutningen. Kan forvaras vid 2-8° C till angivet utgangsdatum.




VARNINGAR/FORSIKTIGHETSMATT

For diagnostik in vitro.

« Anvand inte reagensen efter satsens utgangsdatum.

« Varje laboratorium bor validera en specifik analysmetod (bank eller skakapparat) och utfora
alla analyser med den metoden.

+ Analysen bor pipetteras inom 15 minuter sa att variationen inom analysen minimeras.

« Ersatt inte satsens reagens med reagens med annat lotnummer eller fran annan tillverkare.
- Se till att reagensen inte exponeras for starkt ljus under férvaring eller inkubation.

« Se till att reagensen inte kommer i kontakt med oxideringsmedel och metall.

 Konjugatet inaktiveras om det kommer i kontakt med natriumazid.

+ Pipettera inte med munnen.

+ Rok inte och at inte i utrymmen dar reagens eller prover hanteras.

« Undvik att lata prover eller reagens komma i kontakt med hud och slemhinnor.

« Om nagon av fargreagenserna eller stoppldsningen (2 N svavelsyra) kommer i kontakt med
ogon eller hud, tvatta med rikligt med vatten och kontakta lakare.

« Hantera allt serum och material som har varit i kontakt med serum i enlighet med CLSI:s
riktlinjer for forhindrande av blodsmitta vid laboratoriearbete.

+ Andra inkubationstider och -temperaturer an de angivna kan leda till felaktiga analysresultat.
- Kontaminering av reagensen kan leda till felaktiga analysresultat.

« Anvand om mojligt engangspipetter, engangsspetsar och engangsbehallare av plast for
preparering och forvaring av reagens. Anvanda glasforemal ska skoljas noggrant med 1 N
svavelsyra eller 1 N saltsyra foljt av minst tre tvattar med avjoniserat vatten. Det far inte finnas
nagra rester av syra eller rengéringsmedel pa glasféremalen.

« Anvand provror av polypropylen eller hégdensitetspolyetylen (HDPE) till prover eller
provspadningar. ANVAND INTE PROVROR AV GLAS.

« Vissa komponenter i denna sats innehaller natriumazid som kan bilda explosiva metallazider
med bly och koppar i rorledningar. Spola med mycket vatten nar sddana komponenter halls
utiavloppet.

INDIKATIONER PA INSTABILITET ELLER FORSAMRING

Substratlosningarna ska vara ofargade bade fore och efter blandning. Fallningar i
reagenslosningar tyder pa instabilitet eller forsamring. Om nagot av dessa tecken pa
instabilitet eller férsamring observeras, eller om standardkurvans korrelationskoefficient ar
lagre an 0,95, ska ifrdagavarande reagens sparas (forvaras vid 2-8° C) och R&D Systems Europe
kontaktas pa tel. +44 (0)1235 529449,




OVRIGT ERFORDERLIGT MATERIAL
« Pipetter och pipettspetsar.

« Horisontell orbitalskak for mikroplattor (orbital rorelse 0,12") som kan halla en hastighet pa
500 + 50 varv per minut (vid anvandning av protokollet for skakapparat).

+ 100 milliliters och 4 liters matglas.
« Flerkanalspipett, sprutflaska, dispenseringsutrustning, eller automatisk plattvatt.
« Laskpapper eller pappershanddukar for att torka brunnarna.

« Fotometer for mikroplattor som kan mata absorbans vid 450 nm, med referensvaglangden
installd pa 600 nm.

« Brickor for immunanalysreagens.
+ Avjoniserat eller destillerat vatten.

- Dator med kapacitet for 4PLC (4 parameter logistic curve fitting) rekommenderas for
datareduktion.

+ Kontroller med erytropoietinhaltigt serum, t.ex. Quantikine IVD Human Serum Control 1
och 2, och Control 3 (kan bestallas fran R&D Systems, art.nr CEPO1 respektive CEPO3,) eller
motsvarande.

INSTRUMENT

Analysresultat kvantiteras spektrofotometriskt vid 450 nm med anvandning av en fotometer
for mikroplattor. FOr basta resultat bér matningen dven omfatta en referensvaglangd pa

600 nm (540 nm, 570 nm eller 650 nm kan ocksa anvandas) for att korrigera for optiska defekter
i mikroplattan av polystyren. Instrument utan referensfilter kan anvandas men analysens
noggrannhet kan forsamras. En fotometer med ett avlasningsomrade for optisk densitet pa

0-3 O.D. och noggrannheten + 0,005 O.D. rekommenderas. Fotometrar vars avlasningsomrade
understiger 0-3 O.D. kan anvéandas men analysomrddet minskar.

BEGRANSNINGAR

« Analysresultaten ska anvandas tillsammans med information fran kliniska bedémningar och
andra diagnostiska forfaranden.

« Analysen har inte undersokts med avseende pa interferens fran lakemedel.

« Prover som ger hogre varden an den hdgsta standarden ska spadas med
provspadningsvatska och analysen goras om.

- Forandringar vad avser anvandare, pipetteringsteknik, tvattmetod, inkubationstid eller
inkubationstemperatur samt satsens alder kan leda till variationer i bindningskapaciteten.




PROVTAGNING OCH FORVARING

Serum - Anvand ror eller koagulationsror och lat proverna koagulera vid rumstemperatur
(20-25° Q). Centrifugera vid 760 x g* i 15 minuter vid rumstemperatur inom 30 minuter fran
provtagning for att undvika hemolys. Fordela och forvara i sterila provroér i upp till 7 dagar vid
2-8° Celleriobegransad tid vid <-10 °Ci gj sjalvavfrostande frys. Undvik att frysa/tina prover
upprepade ganger.

Plasma - FOr plasma ska EDTA anvandas som antikoagulans. Centrifugera proverna vid
760 x g* i 15 minuter vid rumstemperatur inom 30 minuter fran provtagning. Férdela och
forvara i sterila provror i upp till 7 dagar vid 2-8° C eller i obegransad tid vid <-10° Ci gj
sjalvavfrostande frys. Undvik att frysa/tina prover upprepade ganger.

Varje laboratorium bor standardisera analysen med antingen serumprover eller EDTA-
plasmaprover.

Lipemiska, kraftigt hemolyserade eller kontaminerade prover kan ge felaktiga resultat och ska
inte analyseras med denna produkt. Analysen har inte undersdkts med avseende pa interferens
fran lakemedel.

Se CLSI:s riktlinje: Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens (CLSI
Document H18; aktuell upplaga)

*g=(1,118 X 10?) (radie i cm) (rpm)?

BEREDNING AV REAGENS

Alla reagens ska vara rumstempererade (20-25° C) nar de anvands.

Tvéttkoncentrat (1X) - Om kristaller har bildats i koncentratet ska det varmas till
rumstemperatur och blandas varsamt tills kristallerna har 16sts fullstandigt. Spad 100 mL
tvattkoncentrat med avjoniserat eller destillerat vatten till 2500 mL tvattlosning (1X).

Substratlosning - Lika delar av fargsreagenser A och B ska blandas inom 15 minuter fore
anvandning. For varje brunn behdvs 200 pL av blandningen. Kassera 6verbliven, beredd
substratlosning.

BEREDNING AV SUBSTRATLOSNING EFTER ANALYSENS STORLEK

Total antal brunnar Volym Volym
for analys fargreagens A fargreagens B

96 11mL 11 mL

48 6 mL 6 mL

32 4mL 4mL




METODBESKRIVNING

Alla reagens och prover ska vara rumstempererade (20-25° C) nar de anvands. Alla prover,
standarder och kontroller bor analyseras i duplikat. Protokoll for bank och skakapparat
tillhandahalls. Samma protokoll maste anvdndas under hela analysen.

1. Bered alla reagens enligt anvisningarna i ovanstaende avsnitt.

2.Ta bort 6verblivna mikroplattsremsor och lagg tillbaka dem i foliepasen med torkmedel.
Forslut.

3. Pipettera 100 pL analysspadningsvatska i varje brunn.

4. Tillsatt 100 uL standard, kontroll eller prov per brunn. Knacka forsiktigt pa mikroplattans
kantica 1 minut for att blanda innehallet i brunnarna. Tack plattan med en sjalvhaftande
forseglingsremsa fran satsen. Pa sida 103 visas en bild av plattan med exempel pa placering
av standarder, kontroller och prover.

Bankprotokoll: Inkubera i 2 timmar + 5 minuter vid rumstemperatur.
Skakapparatsprotokoll: Inkubera i 1 timme + 5 minuter vid rumstemperatur pa en
horisontell orbitalskak (orbital rorelse 0,12") installd pa 500 + 50 rpm.

5. Aspirera noggrant eller hall av brunnarnas innehall. Sug torrt med ren pappershandduk.
Tvatta inte.

6. Tillsatt 200 pL epo-konjugat i varje brunn. Tack plattan med en ny sjalvhaftande
forseglingsremsa.
Bankprotokoll: Inkubera i 2 timmar + 5 minuter vid rumstemperatur.
Skakapparatsprotokoll: Inkubera i 1 timme + 5 minuter vid rumstemperatur pa en
horisontell orbitalskak.

7. Aspirera varje brunn och tvatta. Upprepa denna process 3 ggr, dvs. totalt 4 tvattomgangar.
Tvatta genom att fylla varje brunn med tvattlosning (400 uL) med en sprutflaska,
dispenseringsutrustning eller automatisk plattvatt. Det ar viktigt att all vatska avlagsnas i
varje steg. Efter den sista tvatten ska all tvattlésning pipetteras eller hallas av. Vand plattan
upp och ned och knacka den mot en ren pappershandduk.

8. Tillsatt 200 pL substratldsning till varje brunn (OBS! Substratlésning maste anvandas inom
15 minuter fran beredning). Inkubera i 20-25 minuter vid rumstemperatur pa banken.

9. Tillsatt 100 pL stoppldsning till varje brunn. Om fargférandringen ar ojamn, knacka
forsiktigt pa plattan sa att innehallet blandas ordentligt.

10. Bestam optisk densitet (O.D.) for varje brunn inom 15 minuter med en fotometer installd
pa 450 nm. Om referensvaglangd finns, ska den stallas in pa 600 nm. Om referensvaglangd
inte finns, dra av avlasningen vid 600 nm fran avlasningen vid 450 nm. Denna subtraktion
korrigerar for optiska defekter i plattan. Avlasningar som gors direkt vid 450 nm utan
korrigering kan vara for hoga eller mindre noggranna.







BERAKNING AV RESULTAT

Las av absorbansen for varje brunn pa en fotometer fér mikroplattor med 450 nm som primar vaglangd
och 600 nm som referensvaglangd (540, 570 eller 650 nm gar ocksa bra).

Berakna genomsnittet av duplikatavlasningarna for varje standard, kontroll och prov och dra av den
genomsnittliga optiska densiteten hos standarden 0.0 mIE/mL. Skapa en standardkurva genom
datareduktion med en programvara som kan generera kurvpassformen 4PL (four parameter logistic
curve-fit). Alternativt kan man skapa en standardkurva genom att plotta genomsnittsabsorbansen
for varje standard pa x-axeln mot koncentrationen pa y-axeln och dra den basta kurvan genom
punkterna i diagrammet. Data kan linjariseras genom att logaritmen for epo-koncentrationen plottas
mot logaritmen for O.D., varpa den basta linjen kan bestammas med regressionsanalys. Denna metod
ger en adekvat men mindre exakt dterspegling av data. Rapportera varden for prover som ligger inom
analysomradet (2,5-200 mIE/mL). Prover som ger varden som ligger 6ver omradet hanteras i enlighet
med avsnittet om sadning av prover med hég epo-koncentration. Varden som ligger under omradet
rapporteras som ej detekterbara eller < 2,5 mIE/mL.

TYPISKA DATA

Dessa standardkurvor ar endast avsedda som exempel. En standardkurva ska genereras for varje
uppsattning prover som analyseras.

, Bankprotokoll
Bankpromko" (mlE/mL) 0.D. Genoms. Korrigerat
10 - 0 0,072
0 0,074 0,073 —
2,5 0,106
2 25 0,108 0,107 0,034
3 T 5 0,144
3 5 0,146 0,145 0,072
x 20 0,342
3 o014 20 0,353 0,348 0,275
o 50 0,743
50 0,746 0,744 0,671
100 1,298
0.01 ' ' ' 100 1,340 1,319 1,246
1 10 100 1000 200 2,366
Erytropoietin (mIE/mL) 200 2,463 2414 2,341
Skakapparatprotokoll Skakapparatprotokoll |
(mlE/mL) 0.D. Genoms. Korrigerat
10 - 0 0,045
0 0,047 0,046 —
2,5 0,070
2 25 0,076 0,073 0,027
o T 5 0,107
8 5 0,108 0,108 0,062
= 20 0,263
3 o1l 20 0,263 0,263 0,217
o 50 0,597
50 0,608 0,602 0,556
100 1,081
0.01 ' ' ' 100 1,098 1,090 1,044
1 10 100 1000 200 2,008
Erytropoietin (mIE/mL) 200 2,136 2,072 2,026




SPADNING AV PROVER MED HOG EPO-KONCENTRATION

Om ett serum-eller plasmaprov ger varden 6ver 200 mIE/mL, ska det spadas med
provspadningsvatska.

Exempel:

+ Prover med epo-koncentrationer mellan 200 mIE/mL och 2000 mIE/mL maste spadas 1:10.
Spad 25 plL prov med 225 pl provspadningsvatska.

+ Prover med epo-koncentrationer som 6verstiger 2000 mIE/mL maste spadas mer for att de
ska hamna inom omrdadet for standardkurvan (dvs. 1:20, 1:40 osv.).

Obs! Anvand provror av polypropylen eller hdgdensitetspolyetylen (HDPE) for provspadning.
ANVAND INTE PROVROR AV GLAS. Om glasrér anvands blir analysresultaten felaktiga darfor
att epo adsorberas till glaset.

Bestam epo-koncentrationen i serum-eller plasmaprovet genom att multiplicera erhallet
resultat med spadningsfaktorn.

KVALITETSKONTROLL

Varje laboratorium bor kontrollera analysens prestanda med ett eget program for
kvalitetskontroll. Som del i detta program bor kontroller med kdnda epo-koncentrationer
(kan bestallas fran R&D Systems) inga i varje analysomgang. R&D Systems rekommenderar att
analysmetodens prestanda verifieras genom analys av minst tva kontroller. En kontroll som
ligger mellan normalomradets mitt och 6vre grans och en kontroll som ligger i analyskurvans
mittomrade ar bra val for den dagliga utvarderingen av analysens prestanda. For att utvardera
prestandan vid analysens Ovre grans kan man ocksa anvanda en kontroll som ligger pa
analyskurvans 6vre grans. Om de erhdllna vardena inte ligger inom de faststallda omradena,
kan analysresultaten vara ogiltiga.

Resultaten av en enskild analys ar giltiga om de erhdllna vardena ligger inom angivet omrade
for en kommersiellt tillganglig kontroll eller det faststallda omradet for en egenframstalld
kontroll. Korrelationskoefficienten for standardkurvan ska vara = 0,95.




FELSOKNINGSGUIDE

Om analysen misslyckas beror det oftast pa tekniska fel, defekt utrustning eller defekta reagens.
Kontrollera i sddana fall de enskilda reagensens utgangsdatum och ta reda pa om alla reagens

har forvarats i enlighet med produktmarkningen. Det finns mer information i avsnittet "Tecken pa
instabilitet eller forsamring". Om analysens prestanda ar tvivelaktig eller ett problem uppstar under
en analysomgang kan problemet isoleras med hjalp av nedanstaende schema.

PROBLEM

Hag CV (%)
(hdg variabilitet hos duplikat jamfort
med laboratoriets precisionskrav)

Reducerat lagt delta (< 0,015 0.D.)

eller hog bakgrundsvarde

Dalig korrelation med
standardkurvan (r < 0,95)

Otillracklig fargbildning

Brunnarnas innehall stanker
ut pa den sjalvhaftande platt-
forseglingen

MOJLIG ORSAK
Otillracklig tvatt av brunnar
Otillracklig aspiration av brunnar

Otillracklig blandning av fargreagenser A
ochB

Skakapparaten gor att brunnarnas innehall
stanker ut

Olika volymer har tillsatts brunnarna

Otillracklig tvatt av brunnar
Otillracklig aspiration av brunnar
Olika volymer har tillsatts

Fargreagenser A och B blandades for tidigt

Pipetteringsfel

Otillracklig aspiration av brunnar
Olika volymer har tillsatts brunnarna

Felaktiga inkubationstider eller

inkubationstemperaturer
Konjugat- eller fargreagensfel

Skakapparatens varvtal ar for hogt

TEST ELLER ATGARD
Kontrollera att tvattstationen fungerar
Brunnar ska se torra ut efter aspiration

Se till att substratlosningen blandas
ordentligt

Kalibrera skakapparaten till 500 = 50 vpm

Kontrollera att pipetterna dr kalibrerade
och fungerar

Kontrollera att tvattstationen fungerar
Brunnar ska se torra ut efter aspiration

Kontrollera att pipetterna ar kalibrerade
och fungerar

Substratlosningen mdste anvandas inom
15 minuter efter beredning

Overvag att redigera data enligt
laboratoriets metoder

Brunnar ska se torra ut efter aspiration
Kontrollera att pipetterna dr kalibrerade
och fungerar

Folj anvisningarna om inkubationstid och
temperatur

Blanda lika delar (dvs 100 piL var)

av Fargreagens A, Fargreagens B och
epo-Konjugat. Losningen ska fargas
omedelbart

Kalibrera skakapparaten till 500 = 50 vpm
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FORVANTADE VARDEN

Normalt omrade

De normala omradena for serum och EDTA-plasma bestamdes med anvandning av Quantikine
IVD Epo ELISA. Man erhdll erytropoetinkoncentrationer fran 123 normala individer fran
omradet Minneapolis/St. Paul i Minnesota, USA. Med anvandning av den icke-parametriska
metoden for analysen av referensvarden som beskrivs i NCCLS-publikationen "How to Define,
Determine, and Utilize Reference Intervals in the Clinical Laboratory" (NCCLS-dokument C28-P;
Vol. 12, No. 2) faststalldes féljande referensomraden (2,5-97,5-percentilen) for epo i serum och
EDTA-plasma. Varje analyslaboratorium bor faststalla sitt eget normalomrade.

Spridning av normala epo-varden
(n=123)
24

20

B serum
6 : [ ]Plasma
Normalomraden for epo - i
Serum EDTA Plasma g
3,3-16,6 mIE/mL 3,1-14,9 mIE/mL 8

Z H I T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Erytropoietin koncentrationer (mlE/mL)

Omrade vid sjukdomstillstand

Patienter som lider av dkta polycytemi kan ha epo-koncentrationer som ligger inom

det normala omradet, medan de som lider av sekundar polycytemi kan ha forhojda
serumkoncentrationer av epo. Patienter med dkta polycytemi som genomgar flebotomi kan ha
forhojda serumkoncentrationer av epo.

Patienter som lider av de flesta typer av anemier brukar ha hogre serumkoncentrationer av

epo an normalt, medan de som lider av anemi som associeras med kronisk njursvikt kan ha
serumkoncentrationer av epo inom det normala omradet for denna analys. Anemiska patienter
som far transfusioner kan uppvisa lagre serumkoncentrationer av epo an vantat.

Onormalt hoga serumkoncentrationer av epo kan aven observeras vid flera andra patologiska
tillstand, daribland njurneoplasmer, benigna tumdarer, polycystisk njursjukdom, njurcystor och
vattennjure.

Resultaten av denna analys skall anvandas tillsammans med annan information som ar
tillganglig fran kliniska utvarderingar och andra diagnostiska procedurer.
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