B-ScREEN®

AVSEDD ANVANDNING

B-ScrReeN® & en kvalitativ enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA) i fast fas, vilken & utformad for att detektera
antikroppar 1gG mot HLA klass | l-antigener.

For in vitro-diagnostik.

KORTFATTAD FORKLARING

HLA & ett viktigt antigensystem vid bestdmning av éverlevnad av transplanterade allograft eller transfunderande trombocyter hos
sensibiliserade individer.! HLA-antikroppar kan erh&llas genom alloimmunisering till f6ljd av graviditet, transfusion av blodprodukter
eller tidigare transplantat. | allmanhet leder alloimmunisering till bildning av HLA-antikroppar hos ungeféar 33 % av de exponerade
individerna.?

B-ScrReeN® ELISA i fast fastillhandahdller affinitetsrenade glykoproteiner av HLA klass |1, vilka erhdllits fr&n EBV-transformerade
B-lymfocytcellinjer. Lymfocyterna & noggrant utvalda for att tillhandahdla en stor mangd HLA klass I1-antigener.

METODPRINCIP

Patientens serum eller plasmatillsdtts i mikrobrunnar som & belagda med affinitetsrenad HLA klass 11 glykoproteiner, vilket gor det
méjligt for antikroppar att binda om sddana férekommer. Obundna antikroppar tvéttas darefter bort. Ett alkaliskt fosfatasmarkt anti-
humant globulinreagens (anti-1gG) tillsdtts i brunnarna och inkuberas. Obundet anti-1gG tvéttas bort och substratet PNPP (p-
nitrofenylfosfat) tillsétts. Efter 30 minuters inkubation stoppas reaktionen med en natriumhydroxidldsning. Den optiska densiteten hos
den férg som utvecklas, métsi en spektrofotometer.

REAGENSER

Maximalt antal tester per sats. 44
Allareagenser skafdrvaras enligt anvisningar pa etiketten.

1. Mikrobrunnar: Flatbottnade mikrobrunnsremsor pa vilka affinitetsrenad HLA klass |1 glykoproteiner har
MS immobilserats. Mikrobrunnarnaligger i en aterforslutningsbar foliepase. Klara att anvéanda.

2. Koncentrerad tvéttlosning (10 x): Tris-(hydroximetyl)-aminometanbuffrad |6sning innehdllande natriumklorid
TCW och Tween 20. 1 % natriumazid. Spé&d med avjoniserat eller destillerat vatten fore anvandning. Forvara
bruksfardig tvattlésning i upp till 48 timmar vid rumstemperatur eller upp till su dagar vid 2 till 8 °C.

3. Provspadningsmedel: Fosfatbuffrad natriumkloridlsning innehallande bovinal bumin och musserum. 0,1 %
SD natriumazid. Klar att anvanda.

4.  Substratbuffert: Denna l6sning innehdller dietanolamin och magnesiumklorid. 0,02 % natriumazid. Klar att
SB anvanda. Skyddas mot ljus.

5. Stoppldsning: 3 M natriumhydroxid. Klar att anvanda. Anvands med forsiktighet.

SS

6. Konjugat: Alkaliskt fosfataskonjugerad affinitetsrenad getantikropp mot humana immunglobuliner G (1gG).
AG 0,1 % natriumazid. Spadsi provspadningsmedel fore anvandning.

7. PNPP (p-nitrofenylfosfat)-substrat: Kristallint pulver. Bereds med avjoniserat eller destillerat vatten och spadsi
PN substratbuffert fére anvandning. Skyddas mot ljus.

8.  Positiv serumkontroll: Humant serum. 0,1 % natriumazid. Spadsi provspédningsmedel fore anvandning.
PC

9. Negativ serumkontroll: Humant serum. 0,1 % natriumazid. Spadsi provspadningsmedel fore anvandning.
NC




10. Plattforseglare.

PS

FORSIKTIGHETSATGARDER

e Anvéand inte reagenser som &r grumliga eller kontaminerade.

Forsiktighet MASTE iakttas for att undvika kontamination av provspadningsmedel och konjugat. Oavsiktlig kontamination av

dessa reagenser med humant serum eller plasma medfor neutralisering av konjugatet och darefter misslyckat test.

Anvand inte reagenser efter deras utgangsdatum.

De mikrobrunnar och reagenser som ingdr i satsen skainte anvandas tillsammans med andra testsystem.

Utbyte av komponenter till andra an de som tillhandahallsi denna sats kan ledatill inkonsekventa eller felaktiga resultat.

Kassera alla oanvanda delar av utspétt konjugat, utspadda positiva och negativa kontroller, samt utspétt och berett PNPP-reagens

efter varje korning.

Vid spadningar, folj pipettillverkarens anvisningar for lampliga dispenserings- och skoljtekniker.

e Enzymsubstratreaktionen som sker vid den slutligainkubationen &r temperaturkénslig och ska skei ett kontrollerat utrymme vid
22till 25°C.

e Pagrund av variationer i instrumentet eller genomgéende higre eller 1agre rumstemperaturer, kan det vara nodvandigt att
laboratoriet infor en ndgot langre eller kortare inkubationstid for att genomgaende uppna giltiga kontrollresultat. Eftersom
temperaturen vid den slutligainkubationen kan paverka kontrollvardena, &r det viktigt att med jamna mellanrum kontrollera
rumstemperaturinkubationen.

FORSIKTIGHET

e Allt humant serum som anvandsi de positiva och negativa kontrollerna for denna produkt har testats och befunnits vara negativa
for antikroppar mot HIV, HCV och HBsAg med metoder som godkénts av FDA. Ingen testmetod kan dock ge fullstandig garanti
for att det inte finns HIV, hepatit C-virus, hepatit B-virus eller andra smittédmnen. Darfor ska dessa material hanteras som
potentiellt smittsamma.

e Ende av dereagenser som levereras med denna sats innehdller natriumazid som konserveringsmede!.

VARNING: Natriumazid reagerar med bly- och kopparrdr och bildar kraftigt explosiva metallazider. Om det kastas ut i en vask,
ska vasken spolas med stora méngder vatten for att férhindra azidackumulering. Natriumazid &r ett gift och &r giftigt om det
fortars.

e  Stopplosningen (NaOH) &r fratande. Undvik kontakt med hud och égon. Spill ska omedelbart torkas upp.

o Kasseraalakomponenter i enlighet med lokala foreskrifter nér analysen &r avslutad.

PROVTAGNING

Blod ska samlas utan antikoagulans med hjalp av aseptisk teknik och ska testas medan det &r farskt for att minimera risken for att fa
falska positiva eller falska negativa reaktioner pagrund av olamplig forvaring eller kontamination av provet. Prover som inte kan
testas omedel bart skaforvaras vid 2 till 8 °C i hogst 48 timmar eller frysas. Prover som fryses vid —20 °C eller lagre hdller sig brai
fleradr (2-3 a&). For att undvika den skadliga effekten av upprepade frysnings-/upptiningscykler, rekommenderas dock att prover
delas upp i sma volymer och dérefter forvaras frysta. Undvik frostfria frysar.

Serum ska separeras frén roda blodkroppar om de ska forvaras eller skickas.

Partiklar eller aggregat i proverna kan ge falskt positiva resultat eller daliga kontrollvarden.
Prover som innehaller partiklar ska centrifugeras sa att partiklarna avlagsnas fore test.

Endast humant hel serum lampar sig for denna analys. Foregaende spadning av prover i nagot annat 8n normalt, EL | SA-negativt
humant serum kan paverka resultaten.

Mikrobiellt kontaminerade, hemolyserade, lipemiska, ikteriska eller vérmeinaktiverade serum kan ge inkonsekventa testresultat och
ska undvikas.

METOD
Ingdende material:

Flaskorna kan innehdla mer reagens dn vad som anges pa etiketterna. Setill att méta upp reagenset med 1amplig méatutrustning vid
spadning.

1. 12 -1 x 8 mikrobrunnsremsor med héllare



2. 1x50mL koncentrerad tvéttl6sning
3. 1x 14 mL provspadningsmedel

4. 1x 14 mL substratbuffert

5. 1x 14 mL stoppldsning

6. 1x 80 pL anti-humant 1gG-konjugat
7. 6 x50 mg PNPP-substrat

8. 1x0,45mL positiv serumkontroll

9. 1x0,7mL negativ serumkontroll
10. 12 Plattférseglare

Ytterligare material som behovs:

1. Provrdr for patientprov och kontrollspadningar och for reagensspédningar

2. Overforingspipetter

3. Installningsbara mikropipetter som ger 10100 pL och 100-1 000 WL, samt engéngsspetsar
4. Tidur

5. Mikroplattsldsare som kan méta OD vid 405 eller 410 och 490 nm

6. Avjoniserat eller destillerat vatten

7. Absorberande pappershanddukar

8. Mikroplattstvétt eller -apparat for

9. Centrifug som kan separera serum eller plasma fran patientprover

10. 37 °C vattenbad eller inkubator

Testmetod
1. L&t alareagenser uppnarumstemperatur.

2. GOr bruksfardig tvattldsning genom att spéda koncentrerad tvattlsning. Tillsétt 1 del koncentrerad tvéttlosning till 9 del
avjoniserat eller destillerat vatten. Blanda val.

3. Berdknaantalet patientprover som ska testas. Anvand registreringsbladet och tilldela varje prov en plats bestdende av tva (dubbla)
kolumner. Registrera varje provs identitet pa registreringsbladet.
(Anvand baksidan om endast ett prov testas.)

BEREDA PROVER OCH KONTROLLER

4. Spad enligt foljande och blanda val:

Volym av Volym av prov
provspédningsmedel
PC 75 pL 75 pL
NC 1 prov 75uL 75 puL
flera prover 110 uL 110 uL
Patientprov 100 uL 100 L

5. Taut mikrobrunnsramen ur pdsen. Ta snabbt ut och &terforsiut remsor som inte behovsi skyddspésen.
OBS. Endast en ram medfdljer satsen. Kasseras inte forran allaremsor har anvants.

OBS. Orienteraramen med Ali évre vanstra hornet. Setill att allaremsor sitter ordentligt och har knéppts fast i sin ram. Mérk
eller numrera varje remsafor att undvika fel. Behadll samma plattorientering under hela analysen.

6. Tillsdtt 300 UL av den bruksfardiga tvéttlosningen i alla brunnar och I8t std i rumstemperatur i 5-10 minuter.
7. Aspireraeller dekantera kraftfullt och vand upp och ned pé absorberande handduk for att férhindratorkning.
8. Tillsdtt 50 pL av lamplig utspadd kontroll eller prov i brunnarna si som anges pa registreringsbl adet.

OBS. Tillsétt inte prover eller reagenser i blankbrunnar.



OBS:  Om flerapatientprover testas samtidigt, behovs endast en uppsittning kontroller. MARK VARJE REMSA FOR ATT

UNDVIKA FEL.

9. Forsegla mikrobrunnarna med en plattforseglare och inkuberai 30-35 minuter i ett 37 °C vattenbad. Om en torr inkubator
anvands istéllet, 6kas tiden med 10 minuter.

10. Spéad konjugatet 1 till 100 i provspadningsmedel. Anvand en polypropenbehallare.

Remsor: | 2-1x8 | 12-1x8
AG 10 pL 60 pL
sD 10mL | 60mL

OBS: Konjugatet &r viskost. Fyll spetsen 2—-3 ganger med konjugat fore dispensering och skdlj efter tillséttning till

provspadningsmedel. Blanda val.
10. TVATTSTEG:

a) Aspireraeller dekanterainnehallet i varje brunn och sug upp pa absorberande handduk.

b) Tillsétt 300 pL bruksférdig tvéttldsning.

c) Aspireraeller dekantera

d) Upprepasteg b + c for totalt 3 eller 4 tvéttar.

€) Dekanterakraftigt for att aviagsnaall resterande tvattl Gsning. Vand upp och ned p& handduk for att férhindra torkning.

OBS. Det ar viktigt att avlidgsna all tvéttlosning helt efter den slutliga tvatten.
12. Tillsétt 50 pL av utspétt konjugat (gjort i ett tidigare steg) i allabrunnar UTOM de som utgér BLANKAR.

13. Forsegla mikrobrunnarna med en plattférseglare och inkuberai 30-35 minuter i ett 37 °C vattenbad. Om en torr inkubator
anvands istéllet, kas tiden med 10 minuter.

14. L6s PNPP-substratet genom att tillsétta 0,5 mL avjoniserat eller destillerat vatten i flaskan. Sétt tillbaka proppen och blanda
noggrant. Skyddas mot ljustills det ska anvandas.

15. Spéd PNPP 1 till 100 i substratbufferten.

Remsor: | 2-1x8 12-1x8
PN 20 uL 120 pL
SB 2,0mL 12,0 mL

Blanda val. Skyddas mot ljustills det ska anvandas.
16. TVATTSTEG:

a) Aspirera€ller dekanterainnehdlet i varje brunn och sug upp pa absorberande handduk.

b) Tillsétt 300 pL bruksférdig tvéttldsning.

c) Aspireraeller dekantera

d) Upprepasteg b + c for totalt 3 eller 4 tvéttar.

€) Dekanterakraftigt for att aviagsnaall resterande tvattlGsning. Vand upp och ned p& handduk for att forhindratorkning.

Fortsétt omgdende med foljande tre steg.
17. Tillsétt 100 pL av den utspédda PNPP-I6sningen i alabrunnar UTOM de som utgér BLANKAR.
18. L& mikrobrunnarnastai morker i 30 minuter vid RUMSTEMPERATUR (22-25 °C).

OBS:  Inkubationstiden och temperaturen efter tillsatsen av PNPP & kritisk. Andra INTE faststélld inkubationstid eller temperatur.

For konsekvensens skull, borja tidtagningen efter tillsats av reagensi forsta brunnen.

19. Stoppa reaktionen genom att tillsdtta 100 pL stoppldsning till varje brunni samma ordning som vid tillsats av substrat. Till sétt
200 pL stoppldsning till blankbrunnarna.



20. Avlas absorbansen (OD) for varje brunn vid 405 eller 410 nm genom att anvanda ett referensfilter pa 490 nm. Om resultaten inte
kan avl&sas genast, sétt tillbaka brunnarnai ett moérkt utrymmei upp till 30 minuter.

21. Subtrahera de varden som erhdlisi blankbrunnarna fran alla prov- och kontrollbrunnar. Manga EL | SA-l&4sare & programmerade
att automatiskt utfora detta steg.

22. Registreraresultaten pa registreringsbladet.
KVALITETSKONTROLL

Kvalitetskontrollen i B-ScReeN® & inbyggd i testsystemet genom att inkludera positiva och negativa serumkontroller. Dessa
kontroller skainkluderasi varje test som kors for att hjalpatill att faststélla om tekniskafel eller reagensfel har intréffat.

Kriterier for ett giltigt test:

Negativ kontroll | Positiv kontroll
| GenomsnittligOD | 0,070 -0,250 > 1,500

OD-avlasningar som erhalls for dubbeltestresultat ska liggainom 20 % av genomsnittet for de tva vardena. Prover vars resultat ligger
utanfor denna grans ska testas om.

OBS. Ddligadubbeltestresultat kan vara en f6ljd av utelamnat reagens eller prov, ojamn tillsats av reagenser, ojamn temperatur
under inkubationer, |&ckljus under den slutligainkubationen eller korskontamination mellan brunnar. Underl&tenhet att
dubbeltesta kan ledatill att felaktiga resultat godtas.

TOLKNING AV TESTRESULTAT

Testresultat som visar OD-varden som &r lika hogaeller hogre an 2 ganger det varde som erholls for genomsnittet av de negativa
kontrollerna anses vara positiva resultat.

BEGRANSNINGAR

Felaktiga resultat kan uppsta pa grund av bakteriekontamination av testmaterial, otillrackliga inkubationstider, otillracklig tvattning
eller dekantering av testbrunnar, exponering av substrat for l1ackljus, dverhoppade testreagenser, exponering for hogre eller |agre
temperaturer an foreskrivet eller dverhoppade steg.

Forekomst av immunkomplex eller andraimmunglobulinaggregat i patientprovet kan orsaka tkad ospecifik bindning och ge fal skt
positivaresultat i denna analys.

Resultaten av denna analys ska inte anvandas som enda grund for ett kliniskt beslut.

Vissa antikroppar med |&g titer och 18g aviditet kan inte detekteras med denna analys.

Lymfocytotoxiskaicke-HLA-antikroppar detekteras inte med denna analys.

Denna produkt detekterar inte IgM-, IgA- eller HLA klass I-antikroppar.

De affinitetsrenade HLA klass |1-glykoproteiner som anvands vid tillverkningen av denna produkt kommer fran EBV-transformerade
B-lymfocyter som representerar foljande HLA klass I1-antigener: DR1, DR4, DR7, DR8, DR9, DR10, DR11, DR12, DR13, DR14,
DR15, DR16, DR17, DR18, DR103, DR51, DR52 och DR53.

M onospecifika antikroppar mot séllsynta alleler som inte &r representerade i denna pool kan inte detekterasi denna analys.

Vissaicke-cytotoxiska HLA-antikroppar som inte reagerar i den lymfocytotoxiska analysen (LCA) kan detekteras med denna teknik.

SPECIFIKA PRESTANDAEGENSKAPER

Vid rétt férvaring och anvandning i enlighet med de metoder som beskrivs ovan, kan denna produkt detektera antikroppar 1gG mot
HLA klass |1-antigener.



For att sakerstéllalamplig reaktivitet och specificitet, testas varje parti av B-ScREEN® innan det slépps ut med prover som man vet
innehaller alloantikroppar som reagerar med HLA klass | 1-antigener, liksom prover som man vet saknar sddana antikroppar.

Utvérdering av prestanda

Jamférande metod
Positiva  Negativa Totalt

B-ScreeN®  Positiva 70 3 73

Negativa 2 132 134

Totalt 72 135 207
Overensstammelse: 97,6%
Sampositivitet: 97,2% Samnegativitet: 97,8%
Jamférande metod: Pérlbaserad flédescytometri
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