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1. NAMN OCH AVSEDD ANVANDNING

P3NP-ELISA dr en immunanalys for kvantitativ diagnostisk matning in vitro av N-terminal prokollagen llI-peptid (PIIINP) i serum,
EDTA eller heparinplasma.

Setet ar avsett for in vitro diagnostisk anvandning.

2. INTRODUKTION

Prokollagen av typ Il syntetiseras i fibroblaster som en biosyntetisk prekursor till kollagen, typ 11l och frisatts sedan. Propeptiderna delas
i det extracelluldra rummet under konverteringen till kollagen. N-terminal propeptid (PIIINP; MW 45000) bildas under denna process i
ekvimolara proportioner till kollagen typ Il och tas upp i cirkulationen.

Blodstréomsnivan av PIIINP kan darfér anvandas som ett matt pa kollagen llI-syntes.

2.1 Kilinisk signifikans av kvantitativt faststillande av N-terminal prokollagen Ill-peptid

De huvudsakliga kollagener som finns i leverns bindvav ar av typerna | och Ill. Om det forekommer aktiv bindvavsproliferation (fibros) i
levern, till foljd av patologiska tillstand, bildas 6kade mangder av N-terminal prokollagen IlI-peptid.

Transformation av fungerande levervavnad till bindvav kan sparas med hjalp av forhéjd niva av N-terminal prokollagen Ill-peptid i blodet.
Detta ar till exempel fallet vid:

- alkohol- eller virusinducerad leverfibros och levercirros

- fall med icke-alkoholrelaterad steatohepatit (NASH) [1].

De europeiska S3-riktlinjerna om systemisk behandling av psoriasis vulgaris rekommenderar att PIIINP-méatningar bor inga i
laboratoriekontroller for att 6vervaka risken for leverfibros hos psoriasispatienter som far metotrexatbehandling [2].

2.2 Patologiska varden

Patologiska tillstand som paverkar levern, vilka férknippas med aktiv bindvavsproliferation, ger en hojning av forhdjda PIIINP-varden i
serum. Transformationen av fungerande levervavnad till bindvav kan darfér sparas genom matning av P3NP i serumet. Enligt sjukdomens

svarighetsgrad ar PIIINP forhéjt i serum vid kroniskt aktiv hepatit, fibros och levercirros.

Nivaerna vid kronisk persisterande hepatit ligger vanligen inom normailt intervall. Prokollagen IllI-peptid kan vara forhojt vid degeneration
av levern.

Vid akut hepatit férhojs ocksa prokollagen lll-peptid i serumet.

Det finns dock andra tillstand dar PIINP &r forhéjt utan en sparbar férandring i levern (t.ex. lungfibros [3], reumatiska sjukdomar,
hjartinfarkt [4], akromegali, multipla skador).

Den diagnostiska betydelsen ligger i évervakning av sjukdomsforloppet. Det finns ett tydligt samband med histologiska fynd vid fibros
och cirros.



3. PRINCIP

P3NP-ELISA-setet ar en enstegs kolorimetrisk immunanalys av sandwich-ELISA-typ. En monoklonal antikropp, immobiliserad pa
mikroplattan, fangar upp PIIINP-proteiner som finns i kalibratorerna och proverna och de bundna proteinerna och k&nns darefter igen av
en annan monoklonal antikropp som ar konjugerad till pepparrotsperoxidas (HRP). De obundna reagenserna elimineras genom tvatt.
Den kolorimetriska reaktionen pabdrjas darefter genom att ett HRP-substrat, TMB (3,3,5,5’ tetrametylbensidin) tillsatts. Reaktionen
stoppas genom att en syralésning tillsatts, den optiska densiteten (OD) fér varje brunn avldses vid 450 nm. OD-vardena é&r

proportionerliga till koncentrationerna av PIIINP-protein som fanns i kalibratorerna och proverna.

4. REAGENSER

Varje set innehaller tillrackligt med reagenser for 96 tester. Utgadngsdatumet ar angivet pa den yttre etiketten pa setet.

Fore oppnande maste alla reagenser férvaras vid 2—8 °C till angivet utgangsdatum.

Efter 6ppnande kan setet anvdndas under 6 veckor vid forvaring av reagenserna enligt nedanstaende beskrivning:

VARNING! Tillsatt 0,3 ml TWEENZ20-reagens till varje 100 ml
PBS-buffert och blanda sakta for att preparera
tvattbuffertiésningen.

(De aterstaende 2 tabletterna tillhandahalls vid behov).

(tillracklig mangd
for att preparera
1 liter
tvattbuffertldsning)

REAGENSER SYMBOLER MANGD FORVARING EFTER OPPNANDE
MIKROPLATTA: bruksférdig. 1 platta Efter 6ppnandet kan oanvéanda remsor
(96 brunnar) | ¢ id 2-8 °C i den medféljand
Monoklonala anti-PIlINP-antikroppar fran mus, MICROPLATE orvaras vid £- I'den medioljande
immobiliserade pa brunnarnas yta. (foliepase med plastpasen med torkmedel, ordentligt
torkmedel) forsluten, under 6 veckor.
KONJUGAT: bruksfardig.
Buffrad 16sning som innehaller monoklonala anti-PIIINP- CONJ 1 x 12 ml flask Efter ppnande ska I6sningen forvaras vid
antikroppar fran mus kopplade till pepparrotsperoxidas, X 1< mifiaska 2-8 °C och anvandas inom 6 veckor.
immunglobuliner mot mus, stabiliseringsmedel och
konserveringsmedel.
SPADNINGSVATSKA — KALIBRATOR 0 (KAL 0): bruksfardig.
Efter 6ppnande ska l6sningen forvaras vid
Buffrad 16sning som innehaller proteiner fran nétkreatur, 1x 35 ml flaska 2-8 °C och anvandas inom 6 veckor.
konserveringsmedel och en gulorange farg.
KALIBRATORER (KAL 1 — KAL 5): frystorkade.
Frystorkad buffrad I6sning som innehaller serum fran 5 flaskor E__fter spac_i_mng f?r ber_ednlng_en inte
: P : férvaras langre an 3 timmar i
kalvfoster, proteiner fran notkreatur, konserveringsmedel och . . o s L n
s qs rumstemperatur. Férvara vid 2-8 °C i hogst
en gulorange farg. CAL]| A
* 1 vecka eller dela upp i alikvoter och frys
25-5-10-20-30 pg/l 1 mi . N -
Spad med 1 ml destillerat vatten, sétt pa locket igen, vénd m vid < -16 °C under 6 veckor (hogst 1
upp och ner flera ganger och blanda med hjélp av en fryssteg).
vortexblandare for att sékerstalla fullstdndig spadning.
KONTROLLER 1 & 2 (lag och hég): frystorkade.
1 flaska vardera Efter spadning far beredningen inte
Frystorkad humanplasma +/- serum fran kalvfoster forvaras langre an 3 timmar i
rumstemperatur.
Spad med 0,25 ml destillerat vatten, satt pa locket igen, vand upp CONTRO as Forvara vid 2-8 °C i hogst 1 vecka eller
och ner flera ganger och blanda med hjélp av en vortexblandare dela upp i alikvoter och frys vid < -16 °C
for att sakerstalla fullstandig spadning. 0,25 mi under 6 veckor (hogst 1 fryssteg).
De faktiska acceptansgransvardena ar tryckta pa flaskans etikett.
PBS-BUFFERT: tabletter.
4 blisterférpack-
Fosfatbuffrad saltlésning. ningar med
3 tabletter i
L6s upp 1 tablett i destillerat vatten for att bereda 100 ml vardera Efter & d blisterfs Kni
PBS-buffert. €er oppnanae av blisterrorpackningen

maste tabletterna I6sas upp omedelbart

TWEEN20: Tween-20-I6sning.

1 x 10 ml flaska

2-8 °C fram till utgangsdatumet.

SUBSTRAT: bruksfardig.

0,5 m svavelsyrel6sning.

[suBs TMB| 1x 15 mlflaska | 2-8 °C fram till utgangsdatumet.
Reagens innehallande 3, 3’, 5, 5’ tetrametylbensidin (TMB).
STOPPLOSNING: bruksfardig.

ISTOP SOL| 1 x 22 ml flaska 2-8 °C fram till utgadngsdatumet.

SLALVHAFTANDE FILM FOR MIKROPLATTAN

PLASTPASE

*Vardena som anges ovan ar endast malvarden. De verkliga vardena for varje kalibrator visas pa etiketten.

5. FORSIKTIGHETSATGARDER VID ANVANDNING




5.1.

5.2.

Sakerhetsatgarder

Ramaterialet frin manniska i reagenserna i detta set har testats med licensierade set och har befunnits vara negativa fér anti-HIV
1, anti-HIV 2, anti-HCV-antikroppar och HBs-antigen. Det ar emellertid fortfarande omdjligt att fullstdndigt garantera att sadana
produkter inte kan 6verféra hepatit, HIV-virus eller andra virusinfektioner. Darfér maste alla rématerial fran manniska, inklusive
proverna som ska analyseras, behandlas som potentiellt smittsamma.

Anvand engangshandskar vid hantering av reagenser i setet eller prover och tvatta handerna noga efterat. Undvik stank.
Dekontaminera och kassera prover och allt potentiellt kontaminerat material som om det var potentiellt smittsamt. Den basta

dekontamineringsmetoden ar autoklavering under minst en timme i 121,5 °C.

Vid kassering av avfall, spad noga for att undvika att sddana produkter bildas.

DILCALO [cAl

VARNING
H317: kan orsaka allergisk hudirritation

Forsiktighetsatgarder vid hantering
Anvand inte setets komponenter efter angivet utgdngsdatum.

Blanda inte reagenser fran olika partier. Reagensernas partinummer tillskrivs ett specifikt set-lot. Information finns i
kvalitetskontrollrapporten.

Undvik mikrobiell kontaminering av reagenserna och vattnet. Félj inkubationstiderna.

6. PROVTAGNING OCH PREPARERING

6.1.

6.2

Fore analys
Denna analys ar avsedd for matning av PIIINP i humant serum, EDTA eller heparinplasma.

Tvéa oberoende studier utférdes for att jamfora resultaten av P3NP-ELISA-setet mellan ihopparade EDTA-plasma-/serumprover
(n=39) och ihopparade heparinplasma-/serumprover (n=35)

En Passing-Bablok-regressionsanalys tilldmpades pa dessa prover, vilket gav féljande ekvationer:

[Plasma EDTA-konc ug/L] = 0,997 x [Serumkonc pg/L] - 0,13 pg/L, Pearson-korrelationskoefficienten var r = 0,99
Konfidensintervallet pa 95 % fér lutningen var 0,92 till 1,08 och konfidensintervallet pa 95 % for spérren var -0,68 till 0,39 ug/L
fér de 39 patientproverna med PIIINP-koncentrationer med ett intervall fran 3,42 till 25,0 ug/L i serum.

[Plasma Heparinkonc pg/L] = 0,975 x [Serumkonc pg/L] + 0,11 pg/L Pearson-korrelationskoefficienten var r = 0,99
Konfidensintervallet pa 95 % fér lutningen var 0,88 till 1,06 och konfidensintervallet pa 95 % fér spérren var -0,92 till 0,72 ug/L
for de 35 patientproverna med PIIINP-koncentrationer med ett intervall fran 4,44 till 29,0 ug/L i serum.

Prover fran serum eller EDTA-plasma kan st i rumstemperatur (18-25 °C) i max 4 timmar innan analys av PIIINP-koncentration.
Prover fran serum eller EDTA-plasma kan anvandas omedelbart eller férvaras vid 2-8 °C under upp till 3 dagar. Om testet inte
kors inom 3 dagar efter provtagning maste proverna delas upp i alikvoter och frysas vid -20 °C.

Plasma eller serum maste blandas noga efter att de har tinats upp. Undvik upprepad frysning och upptining.

Forspadning av prover och kontroller (1/11)

Alla prover och setkontrollen maste forspadas 11 ganger i spadningsvatskan som medféljer setet (t.ex. 30 ul prov + 300
ul spadningsvatska [DILJCALQ]) innan de analyseras. Blanda blandningen varsamt med hjélp av en vortexblandare.

Om hoga PIIINP-nivaer missténks kan ytterligare spadningar behdvas.

7. ANALYSPROCEDUR

71.

Utrustning som behovs



7.2.

7.21

7.2.2

Precisionsmikropipetter eller liknande utrustning med engangsspetsar for férdelning av 20, 50, 100, 200 och 1000 pl.
Kalibreringen av dessa maste kontrolleras regelbundet.

Destillerat vatten.

Plastrér for engangsbruk.

Vortexblandare.

Tvéttanordning for mikroplatta (valfritt).

Skakare for mikroplatta

Avlasare for mikroplatta, som kan mata absorbans vid 450 nm. Alternativt kan avlasaren férses med ett filter som kan avlasa
absorbans pa en vaglangd mellan 610 nm och 650 nm (620 nm rekommenderas). Denna andra avlasning majliggor korrigering
av mikroplattans felaktigheter.

Tillvadgagangssatt

Alla reagenser maste anta rumstemperatur (18-25 °C) i minst 30 minuter innan de anvands. Reagenserna tas upp och férdelas i
brunnarna vid rumstemperatur (18-25 °C).

Varje kalibrator, kontroll eller prov maste testas dubbelt.

Faststall antal brunnar som behdvs fér analysen och avldgsna oanvénda remsor. Forvaras vid 2-8 °C i plastpasen som
tillhandahalls for detta andamal, med torkmedel, och ordentligt forsluten.

Spad flaskorna med kalibratorer och kontroll. Kontrollera noga att allt det frystorkade medlet I6ses upp och anvand det inom en
timme efter spadning.

Beredning av tvattldsningen

For att erhalla tillforlitiga och reproducerbara resultat rekommenderas att tvattstegen utfors enligt vad som anges. Den resterande
tvattldsningsvolymen maste vara sa lag som mgjligt. Det rekommenderas att en tvattanordning fér mikroplatta anvands.

FORSIKTIGHET! [BUF| WASH|-tabletterna ar avsedda for att preparera en fosfatbuffrad saltldsning. Det &r obligatoriskt att tillsatta
0,3 mI[TWEEN 20-8sning for varje 100 ml fosfatbuffrad saltiésning for att bilda tvattbuffertiosningen WASH] som namns i protokollet
under tvattstegen.

- Lés upp 1 [BUF[WASH-tablett i destillerat vatten for att bereda 100 ml PBS-buffert
- Tillsatt 0,3 ml TWEEN 20}-reagens till varje 100 ml Isning och blanda sakta.
- Mark behallaren med denna tvéttlésning med [WASH]. Denna I8sning &r stabil under 1 vecka vid 2-8 °C.

Instruktioner - folj ordningen i vilken reagenserna ska tillsattas

Se laboratorieprotokollkortets baksida. Det ar viktigt att ldsa igenom bipacksedeln i detalj innan laboratorieprotokollkortet
anvénds.

Om det ar tilldmpligt, spdd proverna med de férmodade hdga PIIINP-koncentrationerna (> 30 pg/l) med spadningsvatskan

[picALd}reagens som medfélier setet.

1.

Spad kalibratorer (1 ml) och kontroller (0,25 ml) [CONTROL| genom att tillsatta destillerat vatten, satta pa locket igen, vanda
flaskan upp och ner flera ganger och blanda med hjalp av en vortexblandare for att sakerstalla fullstandig spadning.

Obs! Kalibratorerna &r bruksférdiga. Férspad dem INTE
Preparera och numrera ett tillrackligt antal provrér for att utféra férspadning av prover och kontroller.

Faststall antalet mikrotiterbrunnremsor f6r analysen. Avlagsna oanvanda remsor fran ramhallaren och férvara dem vid 2-8 °C i
den sjalvhaftande pasen, ordentligt forsluten.

Forspad prover och kontroller till 1:11.

a. Fordela 300 pl av spadningsvétskan i plastréren.
b. Tillsatt 300 ul av varje prov eller kontroll i varje ror och blanda forsiktigt med hjalp av en blandare av vortextyp.

Obs! Férspadda prover och kontroller kan forvaras under 1timme i rumstemperatur (18-25 °C) fére analysen
(>1 tim. inte testat).

Tillsatt 100 ul av kalibratorerna , kontrollerna |CONTROL| och proverna i lampliga brunnar i dubbla uppséattningar.



10.

1.

12.

Férdela 100 pl HRP-antikroppskonjugat [CONJ] i brunnarna.
Té&ck déver med sjalvhaftande film och inkubera i 3 tim. i rumstemperatur (18-25 °C) under orbital skakning vid 700 varv/min.

Tvétta brunnarna enligt nedan:

Avlagsna innehallet i brunnarna.

Férdela 300 pl tvattldsning WASH], preparerad enligt beskrivningen i avsnitt 7.2.1.

Upprepa steg a. och b. 2 ganger ytterligare for totalt 3 tvattcykler.

Avsluta med aspiration. Den resterande tvattldsningsvolymen maste vara sa lag som mdjligt. Det ar méjligt att forsiktigt
sla pa plattan upp och ned for att ta bort den kvarvarande vatskan.

Férdela 100 pl TMB-substrat i alla brunnar.

Viktigt: starta inkubationstiden pa 15 minuter nar den férsta brunnen har fyllts.

coow

Tack éver med sjalvhaftande film och slutfér inkubationen pa 15 min. i rumstemperatur (18-25 °C) UTAN skakning. Inkubering
i morker ar inte nédvandigt.

Stoppa reaktionen genom att tillsatta 100 il stopplosning [STOP| i alla brunnar.
Avlagsna den sjalvhaftande filmen och mat absorbansen (OD) inom 30 minuter efter att stoppldsningen har tillsatts:
det rekommenderas att utsidan av brunnarnas botten rengdérs med en luddfri mjuk servett for att avldgsna eventuella

fingeravtryck eller smutsflackar

» Las av vid 450 nm (valfritt: 18s av vid en vaglangd pa 620 nm).

8. KVALITETSKONTROLL

God laboratoriesed kraver anvandning av kvalitetskontrollprover i varje analysserie for att kontrollera kvaliteten pa de erhalina resultaten.
Alla prover ska behandlas likadant och det rekommenderas att resultatanalys utférs med anvandning av lampliga statistiska metoder.

9. RESULTAT

1.

2,

3.

Valfri OD-korrigering*: dra ifran vardena som avlastes vid 620 nm fran vardena vid 450 nm.
Berakna medelabsorbansen (OD) for kalibratorer, kontroller och prov for varje duplikat.

Skapa en kalibreringskurva genom att markera (korrigerad*) medel-OD-vardena vid 450 nm fér kalibratorer (Y-axel) mot deras
koncentration (x-axel) som anges pa flaskan.

4-parameterlogistikens (4-PL) matematiska anpassningsmodell rekommenderas for kalibreringskurvor. Andra
datareduktionsfunktioner kan ge nagot skilda resultat.

Avlas vardena for proverna fran kurvan och korrigera dem med ytterligare spadningsfaktor vid behov. Férspadningskvoten 1:11 ar
redan berdknad i kalibratorkoncentrationer.

Exempel pé analysdata: endast for illustration och far inte under ndgra omsténdigheter ersétta resultat erhéllna i laboratoriet.

Kalibreringskurva for P3NP

Koncentration Korrigerad* OD
Mg/l (se flaskorna) 450-620 nm
2,5

KALO 0 0,02 .
£ e

KAL1 2,7 (exempel) 0,34 S 20 o
S W

KAL2 5,5 (exempel) 0,66 © //
(=] |
v 1,5 1 R 4 -4

KAL3 10,4 (exempel) 1,12 = 4
o) :

KAL4 21,7 (exempel) 1,86 T 1,0 ’/’/
5 : :

KAL5 31,3 (exempel) 2,27 2 /
£ 05
° ’

KONTROLL 1 7.8 (exempel) 0,89 X l[
KONTROLL 2 18,8 (exempel) 1,71 0,0 4/
0 5 10 15 20 25 30 35
[PHINP] pg/l



10. PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

e Prover som uppvisar grumlighet, hemolys, hyperlipemi eller innehall av fibrin kan ge felaktiga resultat.
e Extrapolera inte provvardena utdver den senaste standarden. Spad de berdrda proverna och gér om testet igen.

11. PRESTANDAEGENSKAPER

11.1 Matintervall for analysen

Proverna maste matas i intervallet mellan den lagre detektionsgransen och den hégsta koncentrationen for kalibreringsintervallet.

11.2 Sparbarhet

P3NP-ELISA-setets tilldelade PIIINP-varden uttrycks i mikrogram per liter (ug/l) och ar standardiserade pa en intern standard skapad
fran prover fran humanserum som ar sparbara till en kvantitativ referensmetod.

11.3 Precision

11.3.1 Intraanalys

Intraanalysvariationen (inom koérningarna) faststalldes genom 31 matningar pa 3 serumprover som tackte hela matintervallet for
kalibreringskurvan.

Inomkorningsprecision

Prov 1 2 3
n 31 31 31
Medelvéarde (pg/l) 5,2 13,4 25,5
CV (%) 2,2 24 3,6

11.3.2 Interanalys

Interanalysvariationen (mellan kdrningarna) faststalldes med hjalp av 3 serumprover som mattes i 8 kdrningar i duplikat.

Mellankoérningsprecision

Prov 1 2 3
n 8 8 8
Medelvéarde (pg/l) 53 13,1 25,0
CV (%) 6,5 8,0 7,3

11.4 Detektionsgrans
e Detektionsgransen (LOD eller analytisk kanslighet) for P3NP-ELISA-setet definieras som lagsta sparbara koncentration som
skiljer sig fran noll med en sannolikhet pa 95 %, berdaknat genom att lagga till 2 standardavvikelser till genomsnittet for 30
replikatanalyser for nollkalibratorn (KALO).

Analytisk kadnslighet (detektionsgréans)

LOD 20 0,036 ugl/l

o Kvantitetsgrans (LOQ eller funktionskanslighet) for P3NP-ELISA-setet definieras som koncentrationen som uppmattes med
imprecisionsprofilen vid mellankérnings-CV motsvarande 12,5 %. Det utvarderades genom att 9 serumprover testades i duplikat
i 8 kérningar. Medel, standardavvikelse, och %CV faststélldes darefter for varje prov och en 3-parameters effektvariansfunktion
anvandes for anpassning.

Funktionskanslighet (kvantitetsgrans)

LOQ 12,5 %CV 2,2 ugll




11.5 Antigenaterstillning

PIIINP-I6sningar fran kalibratorerna 2 till 5 blandades 1:1 till 2 serumprovpooler med olika initiala PIIINP-koncentrationer. Varje prov (icke-héjning
och hdéjning) analyserades i duplikat i en kérning. PIIINP-koncentrationer uppmattes och de aterstallda procentandelarna beraknades.

Aterstillning

Prov 1 2
Koncentration (ug/l) 3,0 71
Medelaterstallning (%) 91 95
Aterstillningsintervall (%) 88-92 92-97

11.6 Spadning - linearitet

Studier utférdes for att utvardera analysens linearitet med hjalp av 4 serumprover av olika koncentrationer. Proverna analyserades
outspadda och seriespadda med DIL-KALQ (spadningsfaktor ned till 1:16).

Spéadning
Prov 3 4 5 6
Koncentration (pg/l) 27,7 22,1 241 24,5
Spadningsintervall 1:21ill 1:16 1:2till 1:16 1:2till 1:16 1:2till 1:16
Medelaterstallning (%) 101 104 99 102
Aterstillningsintervall (%) 94-107 100-109 96-101 100-104
Linearitet
Sparr 0,18 0,30 -0,11 0,13
Lutning (Y=uppmitt) 1,00 1,00 1,00 0,99
R? 0,99 0,99 0,99 0,99

Dessa resultat visar en god linearitet for spadningstestet dver det rapporterade matintervallet for denna analys.
11.7 Specificitet

Analysens specificitet garanteras med hjalp av tvd komplementdra monoklonala antikroppar. De monoklonala antikropparna som
anvandes i setet ar specifika for N-terminal prokollagen Ill-peptid. PIIINP-peptiden kan degraderas genom proteolys i kol1-fragment som
inte pavisas med P3NP-ELISA-setet.

11.8 Hook-effekt
Ingen hook-effekt observerades med denna analys, testad upp till 200 pg/Il.
11.9 Interferens

En interferensstudie utvarderades enligt riktlinjen CLSI EP17-A2. Matningar utférdes pa 4-6 replikat med 2 provnivaer (lag och medel
pa standardkurvan). Icke-signifikant interferens definierades som en skillnad jamfért med kontroll (prov med icke-hdjning) painom +10 %.
Ingen interferens observerades nar plasmaprover testades med nagon av féljande substanser:

Triglycerider fran hyper-lipidemisk EDTA-plasma (humant prov — totalt och halvt utspatt 743,4mg/dl TG)
Triglycerider fran en kommersiell intralipidiésning (30 mg/ml)

Humant albumin (héjning upp till 60 mg/ml)

Bilirubin (0,15 mg/ml)

Humant hemoglobin (2 mg/ml)

Metodextrat (2 mM)

Gallsyror (upp till 35 uM)

OBS: Triton X-100 interfererade nagot ( -14 % maximal avvikelse) med detta test nar 0,1 % av denna substans tillsattes i proverna.

FORSIKTIGHET: immunanalysen skyddas mot potentiella interferenser med heterofila antikroppar sdsom HAMA och reumatoida
faktorer (RF) genom tillsatt skydd. Trots det kan vi inte garantera att det aldrig kommer att bli ett falskt positivt eller negativt resultat pa
grund av forekomst av heterofila antikroppar i ett patientprov.



12. FORVANTADE NORMALVARDEN

For att kunna avgora det normala intervallet for P3NP-ELISA, analyserades 120-prover (plasma-EDTA) fran férmodat friska donatorer
med P3NP-ELISA-setet.

Resultaten visas i tabellen nedan i pg/l:

Férvintade normalvirden for PANP-ELISA (ug/l PIIINP)

Medel Median 5:e percentilen 95:e_ Min. Max.
percentilen
4,9 4,6 2,9 8,1 21 13,1

Det rekommenderas att varje laboratorium faststaller sina egna normala varden. Nedan angivna varden ar vagledande.

13. METODJAMFORELSE

En studie utfordes for att jamfora resultaten for P3NP-ELISA-setet med RIA-gnost® PIIIP (Cisbio Bioassays) med hjalp av 37 serumprover.

Ekvivalensen for den koncentration som rapporterades av RIA-gnost® PllIP-analysen med hansyn till ug/l-enheter erhélls genom
att multiplicera resultaten fran RIA-setet (E/ml) med faktorn 8 for att erhalla ug/l enligt beskrivningen i RIA-gnost PlIIP®-setets
instruktioner.

En Passing-Bablok-regressionsanalys tillampades pa dessa prover, vilket gav féljande ekvation:

[[P3NP- ELISA] (ug/l) = 0,94 x [RIA-gnost PIIIP] (ug/l) + 1,12 pg|

Pearson-korrelationskoefficienten var r = 0,962

Konfidensintervallet pa 95 % for lutningen var 0,81 till 1,04 och konfidensintervallet pa 96 % fér sparren var 0,41 till 2,00 ug/l fér
de 37 patientproverna med PIIINP-koncentrationer med ett intervall fran 3,23 till 24,9 ug/I (som uppmaéttes med P3NP-ELISA-
analysen).

Utan att tilldmpa en konversionsfaktor pa RIA-gnost® PllIP-analysen erhdlls foljande ekvation:

[[P3NP- ELISA] (ng/l) = 7,76 x [RIA-gnost PIIIP] (U/ml) + 0,99 U/ml

Pearson-korrelationskoefficienten var r = 0,962

Konfidensintervallet pa 95 % for lutningen var 6,89 till 8,66 och konfidensintervallet pa 95 % fér spérren var -0,04 till 1,66 ug/I fér
de 37 patientproverna med PIIINP-koncentrationer med ett intervall fran 3,23 till 24,9 ug/I (som uppmaéttes med P3NP-ELISA-
analysen)
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P3NP-ELISA  [i] € [w] >

LABORATORIEPROTOKOLLKORT PerkinElmer’

Anviind inte detta kort utan ha ldst hela bipacksedeln.
‘1>Om det ar tlllampllgt spad proverna med de formodade hoga PIIINP-koncentrationerna med

1 SPAD kalibratorer (1 ml) och kontroller (0,25 ml) med dH,O  [cAl] [conTrol]
Obs kalibratorerna dir bruksfiirdiga. Férspdd dem INTE

i 2. FORSPAD prover och kontroller till 1:11 CALO [SAMPLE| |CONTRO|.| 1:11 férspadning

Preparera ett tillrackligt antal provror for att utfora forspadning
U Fordela 300 pl spadningsvatska i varje ror.

U Tillsatt 30 ul av varje prov eller kontroll i plastréren och blanda varsamt med
blandare av vortextyp.

- 3. TILLSATT PROVER PA MIKROPLATTAN ISAMPLE||cAL| |c0NTRO|.| +100 pl

U Tillsatt 100 pl av kalibratorerna, de forspadda kontrollerna och proverna t|II
[ampliga brunnar i duplikat. :

- 4. FORDELA KONJUGAT cony i +100m
U Fordela 100 pl HRP-antikroppskonjugat i brunnar.
5 INKUBERA : 3tim.
Tack over med sjalvhaftande film och inkubera i 3 tim. i rumstemperatur (18-25 °C) if 700
..‘.‘.'.‘.‘i'.‘?.’. orbital skakning vid 700 varv/min. e : varv/min.

| 6. TVATT (se7.2.1) . 3x300
: Preparera tvattlsning = 1 tablett + 100 ml dH,0 + 0,3 ml Tween20 per 100 ml. :
Rengor brunnarna i 3 cykler Asplrera - Fordela 300 pl tvattlosning.
: Avsluta med aspiration. Den resterande I6sningsvolymen maste vara sa lag som :
mojligt. Det &r mojligt att forsiktigt sla pa plattan upp och ned for att ta bort den :
kvarvarande vatskan. :

: 7. FORDELA SUBSTRAT -- +100 pl
U Fordela 100 pl TMB-substrat i alla brunnar och starta den 15 min. Iangaé

inkubationen efter fordelning i den forsta brunnen
8 INKUBERA L 15 min. Z
: : Tick over med sjdlvhaftande film och slutfor inkuberingen pa 15 min. i
i rumstemperatur (18-25 °C) utan skakning. Inkubering i morker &r inte nédvandigt.
- 9. FORDELA STOPPLOSNING STOP|[SOLN| : +100u
U Fordela 100 pul STOPPIGsning i alla brunnar
£ 10. AVLAS . 450nm

@ Utfér en avlasning vid 450 nm inom 30 min. — Anvand en 4PL-anpassning for

datainterpolation
Valfritt: utfor en avlasning vid en vaglangd pa 620 nm

Cisbio Bioassays - Parc Marcel Boiteux — BP 84175 — 30200 Codolet / Frankrike
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MISE A JOUR / UPDATING ce P3NP-ELISA

Cisbio Bioassays — Mars 2023 - Modéle 010

Modifications par rapport a la version précédente :
Changement de volume DIL/CALO, mise a jour des informations nécessaires a I'obtention des instructions d'utilisation.

Changes from the previous version:
Change into DIL/CALO volume, updating of the information necessary to obtain the instructions for use.

Anderungen gegeniiber der Vorgéangerversion:
Anderung Volumen DIL/CALO, Aktualisierung der nétigen Informationen zum Erhalt der Gebrauchsanweisung.

Andringar fran foregaende utgava:
Andra till volym DIL/CALO, och uppdatera den nddvandiga informationen for att erhalla bruksanvisning.
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Explication des Explanation of Erlduterung der Symbol
symboles symbols Sumbole forklaring
/ﬂ/ Limite de Temperature Temperaturbegrenz T f:graqs vid
température limitation ung orvaring
Code du lot Batch code Chargencode Lotnr.
Utiliser jusqu'au Use by Verwendbar bis Anvénds senast

= | B0

Consulter la notice

Consult instructions

Das Handbuch zu

Las

d’utilisation for use Rate ziehen bruksanvisningen
Dispositif médical In- Medicinteknisk
de diagnostic in In Vit(;‘gvf:::(‘édicm VitroDiagnostische prodeuliﬁg]vzeglj for
vitro Anwendung in vitro-diagnostik
M Fabricant Manufacturer Hersteller Tillverkad av
Référence du
REF catalogue Catalogue number Katalog Nr. Referens
Suffisant pour Sufficient for Ausreichend fiir Antal ror
Y Conserver a l'abri Keep away from Vor Sonnenlicht i -
()
//|t de la lumiére du sunlight schiitzen Utsatt;r;}el, fS; direkt
“a soleil J
~ Risques Biological Risks Biogefahrdung Biologisk risk
\l} biologiques
CONJ Conjugué Conjugate Komplex Konjugat
CAL Calibrateur Calibrator Kalibrator Kalibrator
CONTROL Contréle Control Kontrolle Kontroll
TWEEN 20 Solution concentrée Concen.trated Konz"entnerte Konf:eqtrerad
solution Lésung 16sning
MICROPLATE Microplaque Microplate Mikrotiterplatte Mikroplattan
Tampon Buffer Puffer Buffert
DIL || CAL . .
- - Diluant Diluent Verdunnungs-mittel Spéadningsmedel
m T™B Substrat Substrate Substrat Substrat

Solution d’arrét

Stop solution

Stopplésning




	cisbio_ivd_pi_P3NP-ELISA_Mod010_SWE
	FÖRVARING EFTER ÖPPNANDE
	MÄNGD
	SYMBOLER

	0-Info Modif-P3NP-ELISA-Mod010
	0-Symboles-P3NP-ELISA-Mod010 

