








Urin 12,6% (5,7-30,4)
Serum 7,4% (4,9-1,5)
EDTA-plasma 13,5% (6,5-22,3)

Anaytisk genfinding: Urin- og plasmaprover blev
tilsat rekombinant human NGAL og analyseret med
analysen. Genfinding blev beregnet ud fra (Malt/
Forventet) udtrykt som en procentdel.

Urin 3,4 ng/mL 3,5 ng/mL 96%
Plasma 5,4 ng/mL 6,2 ng/mL 85%

Linearitet: NGAL blev malt i serielle fortyndinger
(n = 6) af en urinpreve og en serumpreve med 4
separate analyser udfert af 4 forskellige operatorer.
CV for gennemsnittet af de mélte veerdier, korrige-
ret for fortyndingen, var 7,0% for urin og 8,5% for
serum, hvilket paviser tilfredsstillende linearitet.

Provemateriale: Analyse af prover af serum, EDTA-
plasma eller urin viste ingen signifikante forskelle
i analytisk genfinding, linearitet eller preecision.
NGAL-koncentrationer er dog ofte lidt hojere i serum
end i plasma?, sandsynligvis p& grund af frigivelse
af NGAL fra neutrofiler ved blodkoagulation.

Specificitet: De to monoklonale antistoffer mod
human NGAL, der anvendes i analysen, har vist sig
at binde sig til forskellige praeparater af rekombinant
human NGAL og at give en enkelt band ved 25 kDa
ved Western blot-analyse af en reduceret postnu-
klezer supernatant fra humane neutrofiler?.

ANSVAR

Kun til in vitro diagnostisk anvendelse i den Europze-
iske Union og Canada. Kun til forskningsbrug i
resten af verden. Der er ikke segt om godkendelse
til diagnostisk brug i resten af verden.

Dette udstyr er kun beregnet til in vitro bestemmelse
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af NGAL i human urin, serum eller EDTA-plasma.
Udstyret er kun beregnet til brug af kvalificeret
personale, der udferer forskning eller diagnostiske
aktiviteter.

Safremt modtageren af dette udstyr videregiver det
pé nogen méde til tredjepart, skal denne instruktion
medsendes, og nsevnte modtager skal for egen
risiko sikre i AntibodyShops faver alle begraensnin-
ger i ansvar heri.

AntibodyShop skal ikke veere ansvarlig for skader
eller tab, der skyldes brug af udstyret p4 anden
méade end udtrykkeligt naevnt i disse instruktioner.
AntibodyShops ansvar skal i intet tilfeelde overstige
udstyrets kommercielle veerdi.

AntibodyShop skal under ingen omsteendigheder
veere ansvarlig for indirekte, specielle eller folgeska-
der, deriblandt, men ikke begraenset til, gevinsttab.

Revision: NR2007-05-EN-DA

NGAL Rapid ELISA Kit NGAL Rapid ELISA Kit
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Las dessa anvisningar noggrant

AVSEDD ANVANDNING

For in vitro-bestamning av human NGAL i urin,
plasma eller serum som en markér av akut njurskada
som kan leda till akut njursvikt.

INLEDNING

NGAL' (neutrofil gelatinas-associerad lipocalin)
tillhor lipocalin-proteinfamiljen. Dessa &r vanligtvis
sma sekrerade proteiner som karakteriseras av sin
férmaga att binda smé& hydrofobiska molekyler i
en strukturellt bevarad ficka, bildad av B-veckade
lager, for att binda till specifika cellytsreceptorer och
bilda makromolekyldra komplex. NGAL har manga
synonymer: det dr ocks& kant som NL (neutrofil
lipocalin; HNL: human NL)?, lipocalin 2, onkogent
protein 24p32 eller uterocalin® (hos mus) och neu-
relaterad lipocalin® eller 25 kDa a,-mikroglobulin-
relaterat protein® (hos rétta). Human NGAL bestéar
av en enda polypeptidkedja med disulfidbryggor pa
178 aminosyror med en berdknad molekylmassa pa
22 kDa', men glykosylering kar molekylmassan till
25 kDa. | neutrofiler (neutrofila polymorfonukleara
leukocyter) och urin finns den som monomer, med
en liten procentandel dimer och trimer, och ocksa
i komplex med 92-kDa humant neutrofilt typ IV
kollagenas, ocksé kallat gelatinas B eller matrisme-
talloproteinas-9 (MMP-9)".

NGAL isolerades ursprungligen fran supernatan-
ten av aktiverade humana neutrofiler', men uttrycks
ocksa vid laga nivder i andra humana vévnader,
inklusive njure, prostata och epitel i andnings- och
matsmaltningsvagarna®®. Den uttrycks ocksa starkt i
adenom och inflammerat epitel i buken', adenokar-
cinom i brostet' och urotelkarcinom™.

P& grund av dess lilla molekylstorlek och
resistans mot degradering utséndras och detekte-
ras NGAL l4tt i urin, bade i fri form och i komplex
med MMP-9. Urinnivier korrelerar med plasma-
eller serumnivaer oavsett orsaken till 6kad NGAL-
produktion (AntibodyShop-data), men séarskilt héga
urinnivéer kan forvantas nar NGAL frigors direkt
i urinen av njurtubuli eller urotelkarcinom. Det ar
osdkert i hur stor utstrackning NGAL-MMP-9-
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komplex fran kallor langt fran urinvagarna utséndras
i urin eller ombildas i urin efter oberoende utsénd-
ring av NGAL och MMP-9".

Aven om funktionerna av NGAL inte &r helt
kanda verkar NGAL uppregleras i celler under
"stress”, t.ex. vid infektion, inflammation, ischemi
eller neoplastisk transformation, eller i vavnader
som genomgar tillbakabildning, som hos postnatal
livmoder hos mus och mjélkkértlar vid avvanjning.
| relation till en méjlig antibakteriell roll binder den
enterobaktin och andra sideroforer, vilket minskar
forekomsten av Fe®, ett viktigt naringsbehov, for
mikroorganismer®. Dess komplexbildning med
MMP-9 verkar skydda den enzymatiska aktiviteten
for MMP-9 mot degradering’. Uppregleringen
av NGAL i tillbakabildande vévnader har lett till
antagandet att det &r en del i apoptos, men det
verkar mer troligt att NGAL associeras med ett
overlevnadssvar™. Det verkar vara fallet i njuren dar
NGAL-siderofor-jarnkomplex raddar njuren hos mus
fran ischemisk skada'.

NGAL och njuren Redan innan NGAL
hade isolerats frdn humana neutrofiler var dess
mushomolog 24p3 kand for att uttryckas av njurcel-
ler och genomgé en tidig dramatisk uppreglering
(14 till 20-faldig) som svar pa SV 40 virusinfektion'®.
En liknande tidig och dramatisk uppreglering
observerades senare i proximala tubulusceller
hos ratta efter ischemi-reperfusionsskada” och
okade plasmanivéder av NGAL befanns korrelera
starkt med foérsamrad njurfunktion hos patienter
med njurskada p& grund av systemisk vaskulit'™.
Resultaten av ischemi-reperfusionsskada i njure
bekréftades senare och utdkades till nefrotoxiska
medel'®2°2', Det har féreslagits att NGAL-urinnivaer
kan fungera som en tidig markér for ischemisk
njurskada hos barn efter hjart/lungbypass?.
Hoéjda urin- och serumnivéer av NGAL har ocksé
observerats hos patienter med faststalld njursvikt
(AntibodyShop-data) och patienter med fungerande
njurtransplantat uppvisade ocksa héjda urinnivéer
(detekterade med Western blotting)'2. Det verkar
darfér som om flera olika njurrubbningar associe-
ras med hojda plasma- och urinnivaer av NGAL.
Eftersom plasma- och urinnivder av NGAL ar

nara korrelerade i akuta tillstdnd forvantas det att
urinnivéer av NGAL &r sarskilt hoga efter ischemisk
njurskada som ar tillrackligt allvarlig for att resultera
i akut njursvikt, akut tubulinekros eller akut tubulo-
interstitial nefropati. Anvéndning av urin-NGAL som
markor for dessa tillstand ar emellertid féremal for
forbehdllet att andra samtidiga tillstdnd som &r
oberoende associerade med hojda NGAL-nivaer
maste tas i beaktande.

NGAL i inflammation/infektion NGAL frigérs
fran sekundéra granuler av aktiverade neutrofiler!
och plasmanivéer stiger i inflammatoriska eller
infektiva tillstand, sarskilt i bakteriella infektioner?.
Darfér antas nivan av NGAL i plasma eller serum
fungera som en markor fér infektion. Eftersom nivaer
av NGAL ocksa kan stiga i neoplastiska tillstand och
vid njurrubbningar oberoende av infektiv process,
boér denna foreslagna tillampning hanteras med
forsiktighet. NGAL kan ocksa stiga vid infektioner
hos patienter med ett orakneligt lagt antal neutrofiler
pa grund av leukemi eller behandlad leukemi, vilket
visar att det inte bara ar neutrofiler som ar kallan
till hoéjda NGAL-nivéer i infektioner. Serumnivaer
av NGAL korrelerar verkligen mycket daligt med
neutrofilantalet hos patienter med olika grader av
infektion eller inflammation (AntibodyShop-data).

NGAL och neoplasi De olika typerna av
cancer da NGAL kan uppregleras (ofta med MMP-9)
har angivits ovan. Detta har visat sig genom dess
uttryck i tumérceller och héga urinnivéer, bade i fri
form och i komplex med MMP-9'. Det har féreslagits
att NGAL-MMP-9-komplex i urin kan fungera som
en markdr av sjukdomsstatus for bréstcancerpa-
tienter?*. Plasmanivder har vanligtvis inte matts i
dessa fall.

ANALYSPROCEDURENS PRINCIP

Analysen &r ELISA med mikrobrunnar belagda
med en monoklonal antikropp mot human NGAL.
Bunden NGAL detekteras med en pepparrotsper-
oxidas (HRP)-konjugerad monoklonal antikropp
och analysen utvecklas genom inkubation med
ett fargbildande substrat. Analysen ar en snabb
tvastegsprocedur:

NGAL Rapid ELISA Kit NGAL Rapid ELISA Kit

Steg 1. Alikvoter av kalibratorer, spadda prov
och kontroller inkuberas med HRP-konjugerad
detektionsantikropp i belagda mikrobrunnar. Endast
NGAL binder till bade belaggning och detektionsan-
tikropp medan obundet material avlagsnas genom
tvattning.

Steg 2. Ett kromogent peroxidassubstrat
innehéllande tetrametylbenzidin (TMB) tillsatts
till varje testbrunn. HRP bundet till den bundna
detektionsantikroppen reagerar med substratet
och genererar en fargad produkt. Den enzymatiska
reaktionen stoppas pa kemisk vag och farginten-
siteten avldses vid 450 nm i en ELISA-avlasare.
Fargintensiteten (absorbansen) &r en funktion av
koncentrationen av NGAL som ursprungligen tillsat-
tes till varje brunn. Resultaten fér kalibratorerna
anvands for att konstruera en kalibreringskurva fran
vilken koncentrationerna av NGAL i testproverna
kan lasas av.

KITETS KOMPONENTER
kel | ionehal | kvantiet
® 12 x 8 belagda 96
mikrobrunnar + ram brunnar
® 5x konc. 1x60 mL

provspadningsmedel
NGAL Rapid kalibrator 1-6
Den exakta koncentrationen for
G- varje kalibrator ar angiven pa 6 x 1 mL
etiketten pa vialerna och pa QC-

certifikatet.
® 25x konc. tvattlosning 1x30mL
HRP-konjugerad
© NGAL-antikropp 1@ mi
©® TMB-substrat 1x12mL
@ Stopplésning 1x16 mL
U-mikrobrunnplatta 96
av polypropylen brunnar

Obs: Reagenser i vatskeform innehéller konserveringsmed-
len natriumazid, timerosal eller Bronidox L. Dessa kan vara
halsoskadliga vid fortaring.
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NODVANDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFOLJER
1. Justerbara mikropipetter i intervallet 1-1000 pL
och motsvarande pipettspetsar fér engangsbruk

2. Provrdr av polypropylen som kan innehélla upp
till 1000 pL

3. Provrorsstall

4. Justerbar mikropipett med atta eller tolv
kanaler (i intervallet 50-250 pL) eller repete-
rande mikropipett (valfri)

5. Rena graderade b&gare pa 1 L och 500 mL

6. Avjoniserat eller destillerat vatten

7. Lock for mikroplatta

8. Ren behallare for spadd tvattiésning

9. Apparat for att fylla brunnarna under tvéattpro-
ceduren (valfri)

10. Luddfria pappershanddukar eller absorberande
papper

11. Pipettbehallare for engangsbruk

12. Timer (i 60 minuters intervall)

13. Kalibrerad ELISA-plattavlidsare med méjlighet
att avlésa vid 450 nm (helst kunna subtrahera
referensvarden vid 650 eller 620 nm)

14. Natriumhypoklorit (hushéallsblekmedel med
spédning 1:10) fér dekontaminering av prover,
reagenser och material

FORSIKTIGHETSATGARDER

Endast for in vitro-diagnostik

1. Detta kit bér endast anvéndas av kvalificerad
laboratoriepersonal.

2. Anvand separata pipettspetsar for varje prov,
kalibrator och reagens fér att undvika korskon-
tamination.

3. Anvand separata behdllare for varje reagens.
Detta tillampas sarskilt p4 TMB-substrat.

4. Dekontaminera alla prover, reagenser och
material efter anvandning genom att blétlagga
i minst 30 minuter i natriumhypokloritlésning
(hushallsblekmedel spétt 1:10).

5. For att undvika droppbildning vid tvattning
ska tvattlésningen aspireras till en flaska med
blekmedel.

6.  Undvik utslapp till miljon. Kassera behallare och
oanvant innehall pa ett sakert satt och i enlighet
med nationella och lokala regler.
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7. 5x konc. provspadningsmedel konserveras
med 0,25% natriumazid (motsvarande 0,05%
i slutlig spadd |6sning). Natriumazid ar farligt
vid hudkontakt och fértaring. Natriumazid ar
skadligt for vattenlevande organismer och kan
orsaka skadliga langtidseffekter i vattenmil-
joén. Vid olycksfall eller illamaende, kontakta
omedelbart lakare (visa om mojligt etiketten).
Enligt EU-regler ar ingen varningsméarkning
nédvandig for den spadda I6sningen.

8. Stopplésningen innehéller 0,5 mol/L svavel-
syra och kan orsaka irritation eller fratskador
pa hud och i 6gon. Vid kontakt ska man
omedelbart skélja med mycket vatten och
kontakta l&kare.

9. Blanda inte samman komponenter fran kit
med olika satsnummer. Komponenterna har
standardiserats som en enhet fér en given
sats.

10. Hemolyserade, hyperlipemiska, véarmebe-
handlade eller kontaminerade prover kan ge
felaktiga resultat.

11. Spéd inte kliniska prover direkt i de belagda
mikrobrunnarna.

12. Ror inte vid eller skrapa de belagda mikrobrun-
narnas botten vid pipettering eller aspirering av
vatska.

13. Andra inkubationstider och temperaturer an
dem som specificeras kan ge felaktiga resultat.

14. Lé&tinte brunnarna torka nar analysen startats.

15. TMB-substratet ar ljuskénsligt. Utsatt inte for
starkt ljus.

16. Ateranvand inte mikrobrunnar eller hall inte
reagenser tillbaka i flaskorna nér de val dispen-
serats.

STABILITET OCH FORVARING

1. Forvara kitet med alla reagenser vid 2-8°C. Frys
inte ned.

2. Anvand alla reagenser fore utgangsdatumet pa
vialetiketterna.

3. Spéadd tvattlosning bibehalls stabil i fyra veckor
vid 2-8°C. Om inte alla brunnarna ska anvandas,
spéd endast den del av tvattlésningen som
krévs.

4. Spatt provspadningsmedel bibehalls stabilt i
fem dagar vid 2-8°C. Om inte alla brunnarna ska
anvandas, spad endast den del av provspad-
ningsmedlet som kravs.

5. Forvara oanvanda brunnar i foliepdsen med
det medféljande torkmedlet och &terférsegla
fér senare anvéndning. Lat alltid foliepasen
komma i jamvikt vid rumstemperatur foére
éppnande fér att undvika kondensation i/pa de
belagda mikrobrunnarna.

PROVINSAMLING

Hantera och kassera alla blodhérledda prov eller
urinprov som om de var potentiellt smittsamma.
Se Férsiktighetsatgérder, avsnitt 2, 4 och 5.
Bestamning av NGAL i ett enda prov kréver 10 pL
urin, plasma eller serum. Blodprov bor tas aseptiskt
i EDTA-provrér eller enkla provrér av kvalificerad
personal med anvandning av godkanda venpunk-
tionstekniker. Plasma eller serum bor beredas med
standardtekniker for klinisk laboratorietestning. Urin
bor centrifugeras. Satt lock pa beredda kliniska
prov. Om analysen inte kan utféras inom 24 timmar
eller om prov ska transporteras, frys prover vid
-20°C eller lagre. For langtidsférvaring av kliniska
prov rekommenderas -70°C eller lagre. Undvik
upprepad infrysning och upptining. Anvand inte
hemolyserade, hyperlipemiska, varmebehandlade
eller kontaminerade prover.

BEREDNING AV REAGENSER

1. Létalla prov och reagenser anta rumstempera-
tur (20-25°C). Blanda prov noggrant genom att
forsiktigt vanda dem upp och ned och avlagsna
partiklar med laghastighetscentrifugering vid
behov.

2. Bestam antalet prov som ska testas (dubbelt)
plus interna laboratoriekontrollprov (dubbelt)
plus  reagensblankprov. De forbelagda
brunnarna kan anvandas som remsor pa atta
stycken eller som enskilda brunnar. Enskilda
brunnar hanteras genom att de bryts ut och
placeras i ramen pa lamplig plats. Bokstaver
och skaror pa brunnarna medger att enskilda
brunnar kan identifieras. Lagg till tolv brunnar
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for de sex kalibratorerna (dubbla). Ta bort det
antal brunnar som kravs och lagg de atersta-
ende i foliepasen med torkmedel fér foérvaring
vid 2-8°C.

3. Tvattlésning: Spad 25x konc. tvéattlésning
genom att halla hela innehallet i flaskan (30 mL)
i en graderad b&gare pa 1 L och tillsatt destil-
lerat eller avjoniserat vatten till en slutlig volym
pa 750 mL. Blanda ordentligt och férvara vid
2-8°C efter anvandning. Om inte alla brunnar
ska anvandas, spad endast den ndédvandiga
volymen av konc. tvattlésning med 24 volymer
av vatten for att fa en spadning pa 1/25.

4. Provspadningsmedel: Spad 5x konc. provspad-
ningsmedel (innehéller gul farg for att hjalpa till
vid pipettering) genom att hélla hela innehallet i
flaskan (60 mL) i en graderad bagare pa 500 mL
och tillsatt destillerat eller avjoniserat vatten till
en slutlig volym pa 300 mL. Blanda ordentligt
och férvara vid 2-8°C efter anvéndning. Om
inte alla brunnar ska anvandas, spad endast
den nédvéndiga volymen av konc. provspad-
ningsmedel med fyra volymer av vatten for att
fa en spadning pa 1/5.

5. NGAL Rapid-kalibratorer (bruksfardiga): De
tilldelade koncentrationerna anges pé etiket-
terna. Spad inte mer.

6. HRP-konjugerad NGAL-antikropp (bruksfar-
dig): Spéad inte mer.

7. TMB-substrat (bruksfardigt): Spad inte mer.

8. Stoppldsning (bruksfardig): Spad inte mer.

BEREDNING AV PROVER

Det ungeférliga intervallet for standardkurvan ar
0,2 ng/mL-20 ng/mL och det diagnostiska relevanta
intervallet &r 100-500 ng/mL fér plasma eller serum
och 50-500 ng/mL fér urin (se Tolkning av resultat).
Déarfér rekommenderas en initial underséknings-
spadning fér plasma eller serum p& 1/100 och
for urin 1/50. Spadningen pa 1/100 kan beredas
genom att spada 10 pL av plasma eller serum i
990 pL provspadningsmedel och spadningen pa
1/50 kan beredas genom att spada 10 pL av urin i
490 pL provspédningsmedel. Spadningar blandas
genom att vandas upp och ned eller med mattlig
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vortexblandning. Omanalys av prov som hamnar
utanfor intervallet vid lagre eller hdgre spadning kan
bli nédvandig. Spadningar lagre &n 1/25 bor inte
anvéndas.

ANALYSPROCEDUR

(Se ocksa schematisk dversikt)

1. Bered analysprotokollet och tilldela lampliga
brunnar for kalibratorer, spadda patientprov
och interna laboratoriekontroller i duplikat.
Om en referensvégléangd pa 650 eller 620 nm
inte finns tillganglig pa ELISA-avlasaren kan
en reagensblankbrunn tilldelas. Den bestar av
50 pL provspadningsmedel istallet for spatt
prov och bearbetas precis som de andra
brunnarna.

2. Spad prover enligt de foérvdantade NGAL-
koncentrationerna (1/100 for plasma eller
serum och 1/50 for urin &r lampligt for de flesta
prov).

3. Pipettera en tillracklig volym av varje kalibrator,
spatt prov och interna laboratoriekontroller
i lampliga brunnar p& U-mikrobrunnplattan
av polypropylen for att tillata efterféljande
Sverforing av volymer pa 50 pL till motsvarande
belagda mikrobrunnar.

4. Pipettera volymer pa 50 pL av HRP-konjugerad
NGAL-antikropp pa motsvarande positioner i
belagda mikrobrunnar. Overfér sedan snabbt
volymer p& 50 pL av kalibratorlésningar, spadda
prover och interna kontroller frdn U-brunnarna
med hjalp av en flerkanalspipett till motsva-
rande belagda brunnar som redan innehaller
detektionsantikropp. Denna metod av provtill-
sats rekommenderas for att minska inkuba-
tionstiden mellan de férsta och sista proverna
som tillsatts till de belagda mikrobrunnarna.

5. Tack 6ver brunnarna och inkubera i 30 minuter
vid rumstemperatur pa en skakplattform vid
200/minut.

6. Aspirera innehéllet i mikrobrunnarna och tvatta
mikrobrunnarna tre gdnger med minst 300 pL
av den tidigare spadda tvattldsningen. Om
tvattning utférs manuellt ska mikrobrunnarna
témmas genom att védndas upp och ned och
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skakas forsiktigt dver en lamplig behallare, foljt
av avtorkning upp och ned med en pappers-
handduk. En véntetid p& en minut rekommen-
deras innan témning, &tminstone for den sista
tvattningen i cykeln. Sattet p& vilket spadd
tvattlésning fylls i eller téms fran brunnarna
paverkar den slutliga fargutvecklingen. Manuell
pipettering, som kan utféras mycket forsiktigt
och leda till hég fargutveckling, rekommen-
deras endast i franvaro av alternativ som att
fylla brunnarna genom nedséankning, med en
manuell tvattdispenser med flera kanaler eller
med en automatisk tvattapparat.

Dispensera 100 pL TMB-substrat (bruksfar-
digt) i varje mikrobrunn. Anvéndning av en
flerkanalsmikropipett rekommenderas for att
minska pipetteringstiden. Tack éver brunnarna
och inkubera i exakt 15 minuter vid rumstem-
peratur i moérker. Starta klockan nar den forsta
brunnen fylls.

Tillsatt 100 pL Stopplésning (bruksfardig) till
varje brunn och bibehéll samma pipetterings-
sekvens och hastighet som i steg 7. Blanda
genom att forsiktigt skaka i 20 sekunder
och undvik stank. Avlas brunnarna inom 30
minuter.

Avlas absorbansen for brunnarna vid 450
nm i en lamplig avlasare for mikroplattor
(referensvaglangd 650 eller 620 nm). Om ingen
referensvéglangd finns tillganglig ska vardet for
reagensblankbrunnen subtraheras fran varje
annat varde innan andra berakningar utfors.

Schematisk 6versikt av analysprocedur

( Lat reagenser anta rumstemp )

:

( Spad patientprov )

.

50 pL HRP-konjugerad NGAL-antikropp
+
50 pL kalibrator eller spatt prov

Inkubera .
30 min vid RT C) ¢ o Tvittax 3

( 100 pL TMB-substrat )

Inkubera
15 minvid RT ) l

i morker

( 100 pL stopplésning )

g

( Avlas vid 450 nm )

BERAKNING AV RESULTAT

For berékning av resultat ska de exakta véardena for
kalibratorerna, som ar angivna p4 etiketterna och pa
QC-certifikatet, anvandas.

Huvudprincipen &r att konstruera en kalibre-
ringskurva genom att plotta medelvardet for
de dubbla absorbansvdrdena for varje NGAL
Rapid-kalibrator pa y-axeln och motsvarande
NGAL-koncentrationer i ng/mL pa x-axeln.
Kalibreringskurvan maéste ©verensstdamma med
valideringskrav. NGAL-koncentrationen for varje
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spétt prov hittas sedan genom att man lokaliserar
punkten pa kurvan som motsvarar medelvardet for
de dubbla absorbansvérdena fér det spadda provet
och avlaser motsvarande koncentration i ng/mL pa
x-axeln. Koncentrationen av NGAL i det ospadda
provet berdknas genom att multiplicera resultatet
med provets spadningsfaktor.

Denna procedur kan utféras manuellt med
grafpapper med linjara x- och y-skalor. En jamn
kurva kan dras genom punkterna eller narliggande
punkter kan sammanlankas med rata linjer. Den
senare proceduren kan l&att Gverskatta koncen-
trationsvardena mellan punkter nar kurvan &r en
aning konvex mot vanster, vilket &r vanligt. Aven om
kurvan kan approximeras till en rét linje &r det bade
praktiskt och teoretiskt inkorrekt att berdkna och
dra en absolut rak linje och avlasa resultaten fran
denna.

Proceduren kan ocks& utféras med en
programvara fér ELISA-avlasare med kurvanpass-
ningsprocedurer. Den valda proceduren ar att
anvanda linjara x- och y-axlar med 4-parameters
logistisk kurvanpassning. Spadda prover som
ger ett medelabsorbansvérde 6ver det for NGAL
Rapid-kalibrator 6 eller under det fér NGAL Rapid-
kalibrator 2 ligger utanfér analysens intervall och
koncentrationerna bér antecknas som >A ng/mL
respektive <B ng/mL, dér A &r den exakta koncen-
trationen av NGAL Rapid-kalibrator 6 och B ar den
exakta koncentrationen av NGAL Rapid-kalibrator
2. Motsvarande koncentrationer i ospadda sera
berédknas >(A x spadningsfaktor) ng/mL respektive
<(B x spadningsfaktor) ng/mL. Dessa prover kan
omanalyseras om nédvandigt vid hdgre eller lagre
spadningar fér hdg- respektive Iagavlésta prover. De
nya spadningsfaktorerna bor vara de som uppskat-
tas ge absorbansvérden som kommer att ligga inom
kalibreringskurvans intervall, men spadningar lagre
an 1/25 bor inte anvandas.

VALIDERING AV KALIBRERINGSKURVA

Medelabsorbansen for NGAL Rapid-kalibrator 6 bor
vara >1,5. Medelabsorbansen fér en NGAL Rapid-
kalibrator bor vara hdgre an den for féregdende
NGAL Rapid-kalibrator, t.ex. absorbans(NGAL
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Rapid-kalibrator 6) >absorbans(NGAL Rapid-
kalibrator 5). Kurvan bor vara en aning konvex mot
vanster nar resultaten plottas pa linjara axlar.

Punkter utanfér linjen for enskilda kalibratorer:
En eller flera enskilda kalibratorer kan ge onormala
absorbansavldsningar. En eller bda av de dubbla
vérdena kan ligga utanfor linjen och medelvardet
for duplikaten kan ligga utanfér linjen. Detta fel ar
signifikant om det férséamrar en tillfredsstéllande
kurvanpassning med en 4-parameters logistisk
metod som férskjuts bort fran andra korrekta
kalibratorpunkter p& grund av det onormala véardet.
Kalibratorpunkter och kurvanpassning boér alltid
undersbkas for korrekt anpassning innan nagra
berakningar av koncentrationen accepteras. En
daligt anpassad kurva avslojas ocksa av en hog
summa av kvadratiska rester. Om endast en kalibra-
tor paverkas, som inte dr den hdgsta kalibratorn, &r
tva vagar mojliga:

i) Ett felaktigt enkelt eller dubbelt resultat boér
elimineras frdn kurvan och &terstdende resultat
omanpassas med en 4-parameters logistisk
procedur. Om en tillfredsstallande anpassning
erhalls kan tillfalliga koncentrationsresultat beréknas
fréan den.

ii) Om ingen tillfredsstéllande anpassning
erhalls, men kurvan annars &ar konsekvent, kan
tillfalliga resultat erhallas fran rata linjer eller enkel
kubisk spline-anpassning mellan medelvardena for
duplikat med uteslutning av den felaktiga punkten.

Om tva eller flera kalibratorer paverkas maste
analysen upprepas.

Ett avvikande resultat for en enskild kalibrator
kan bero péa operatorsfel eller férsamring av kalibra-
torn. Om de bada dubbla véardena konsekvent ligger
utanfor linjen i efterféljande analyser &r det fel pa
kalibratorn och den ska uteslutas.

SPARBARHET FOR KALIBRATORVARDE
NGAL-koncentrationen av spétt kalibratormaterial
har tilldelats med jamférelse i ELISA med ett renat
preparat av rekombinant human NGAL kvantifierad
av Rigshospitalet, Képenhamn, Danmark.
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TOLKNING AV RESULTAT

Upptackten av hojd urin-, plasma- eller serumniva
av NGAL kan inte oberoende diagnostiseras for en
enda patologi. Som angivet i inledningen kan flera
olika oberoende patologier associeras med héjda
urin- eller plasmanivéer av NGAL. Lékare maste
tolka signifikansen av hojda NGAL-nivéer utifran
varje patients kliniska egenskaper.

Kapaciteten for urin- och plasmanivaer av NGAL
for att diagnostisera akut njursvikt som resulterat
av njurskada bestdmdes i en serie pa 60 patienter
i foljd inlagda pa en allman intensivvardsklinik och
klassificerbara med andra kriterier som uppvisning
eller inte uppvisning av tecken pa njursvikt. Flera av
dessa patienter hade samtidig sepsis och vissa hade
cancer. Hojda maximala NGAL-nivaer associerades
med akut njursvikt enligt:

Akut njursvikt

Cutoff-vérde ~ 350ng/mL 400 ng/mL
Dlagnlgs'tlsk 89,3% 96,3%
specificitet
Dlagr?o.s.tlsk 96,9% 84,8%
sensitivitet
Positivt for- 91,2% 93,1%

vantat varde

g B 96,2% 83,9%
vantat varde

En NGAL-koncentration i urin éver 350 ng/mL eller
i plasma 6ver 400 ng/mL ar mycket trolig (>90%,
positivt férvantat varde) pa grund av njurskada som
kan leda till akut njursvikt. NGAL-koncentrationer
under cutoff-varden kan ange antingen ingen eller
bara en liten njurskada i denna patientpopulation.
En plétslig forhojning av NGAL-koncentration i urin
over patientens tidigare varden kan ange njurskada
aven om cutoff-vardet inte dverskrids och en noga
kontroll av njurfunktionen rekommenderas.

KVALITETSKONTROLL

Laboratorier som vill utféra upprepade analyser
bor faststédlla egna hégavldsnings- och lagavlds-
ningskontrollsera eller urin som férvaras i smé (t.ex.
50 pL) alikvoter vid -70 °C eller lagre. En alikvot av
vardera bor tinas upp och testas i varje analys och
efterféljande resultat bér antecknas. Detta fungerar
som en kontroll av testprestanda, testintegritet och
operatorspalitlighet. Resultaten bor undersokas for
drivning (tendens att efterféljande resultat stiger
eller faller) eller signifikant avvikelse fran medelvar-
det av tidigare resultat. Varden som inte avviker mer
an 20% fran medelvardet for tidigare resultat kan
antas ange att analysen &r acceptabel. Alikvoter av
kontrollserum bér inte frysas ned igen fér upprepade
analyser nér det val har tinats upp en gang och om
vidare analys utfors bor farska kontrollalikvoter och
spadningar av patientprover anvéndas.

BEGRANSNINGAR

Upptéckten av hojd urin-, plasma- eller serumniva
av NGAL kan inte oberoende diagnostiseras fér en
enda patologi. Som angivet i inledningen kan flera
olika oberoende patologier associeras med hdjda
urin- eller plasmanivaer av NGAL. Lakare maste
tolka signifikansen av hojda NGAL-nivaer utifran
varje patients kliniska egenskaper.

Cutoff-varden som ar givna i Tolkning av
resultat baseras p& maximala varden i patientpo-
pulationen som beskrivs, vilka karakteriserades av
férekomsten av flera forbryllande faktorer. Andra
cutoff-varden, kanske lagre, kan vara lampliga
for andra patientgrupper med farre forbryllande
faktorer. Plotslig forhojning av NGAL-varden kan
ange akut njurskada dven om de inte Overskrider
cutoff-vardena.

FORVANTADE RESULTAT
NGAL-medelkoncentrationen i prover fran friska
givare var 63 ng/mL (intervall 37-106 ng/mL, n = 80) i
EDTA-plasma och 5,3 ng/mL (intervall 0,7-9,8 ng/mL,
n = 7) i urin. Hos icke-utvalda patienter i intensiv-
varden var NGAL-koncentrationerna fran 9 ng/mL till
40 000 ng/mL (40 pg/mL) i urin (n = 60) och fran 25
ng/mL till 3491 ng/mL i EDTA-plasma (n = 60).

NGAL Rapid ELISA Kit NGAL Rapid ELISA Kit

PRESTANDAEGENSKAPER

Detektionsgréans: Den lagsta koncentrationen av
NGAL som ger en absorbansavldsning hogre an 2
SD 6ver medelnollavlasning (NGAL Rapid-kalibrator
1) (n = 6) bestamdes fyra ganger med olika operato-
rer. Resultaten var <0,1 ng/mL och dessa var lagre
an vardet for NGAL Rapid-kalibrator 2.

Precision: Variation inom analyser bestdmdes med
matning av NGAL i ett urinprov och ett serumprov
med sex replikat i fyra separata analyser utférda av
fyra olika operatorer. Féljande resultat erhélls (CV =
variationskoefficient):

[ Prover | CVMedian (nterval)

Urin 3,4% (2,5-8,4)
Serum 3,2% (1,5-5,4)

Variation mellan analyser bestdmdes med maétning
av NGAL i sju spadda urinprov, sex spadda
serumprov och sju spadda EDTA-plasmaprov med
tva replikat i fyra separata analyser utférda av fyra
olika operatérer. Man fick féljande resultat:

Urin 12,6% (5,7-30,4)
Serum 7,4% (4,9-10,5)
EDTA-plasma 13,5% (6,5-22,3)

Analytiskt utbyte: Urin- och plasmaprov tillsat-
tes rekombinant human NGAL och analyserades i
analysen. Utbyte berdknades fran (matt/forvantat)
uttryckt som en procentandel.

Urin 3,4ng/mL 3,5 ng/mL 96%
Plasma 5,4 ng/mL 6,2 ng/mL 85%

Linjaritet: NGAL maéttes i seriespadningar (n = 6)
av ett urinprov och ett serumprov i fyra separata
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analyser utférda av fyra olika operatérer. CV for
medelvéardet av de métta vardena korrigerat for
spadning var 7,0 % for urin och 8,5 % for serum,
vilket ger tillfredsstéllande linjéritet.

Provmaterial: Analys av serum-, EDTA-plasma-
eller urinprover visade inga signifikanta skillnader
i analytiskt utbyte, linjaritet eller precision. NGAL-
koncentrationer ar emellertid lite hogre i serum an
i plasma?, troligen beroende pa frigdring av NGAL
fran neutrofiler vid blodkoagulation.

Specificitet: De tvd monoklonala antikropparna
mot human NGAL som anvénds i denna analys har
visat sig binda till olika preparat av rekombinant
human NGAL och ger ett enkelt band pa 25 kDa
vid Western blotting av en reducerad postnuklear
supernatant frdn humana neutrofiler?.

FRISKRIVNING

Endast for in vitro-diagnostik inom EU och Canada.
Endast i forskningssyfte i resten av vérlden. Ingen
ansdkan om godkénnande for diagnostik i resten av
varlden har ldmnats in.

Detta kit &r endast avsett for in vitro-bestamning av
NGAL i human urin, serum eller EDTA-plasma.

Kitet &r endast avsett att anvandas av kvalificerad
personal med forsknings- eller diagnosfunktioner.
Om mottagaren av detta kit dverlater det pa nagot
séatt till tredje part maste denna instruktion inga och
mottagaren ska pa egen risk ansvara for friskrivning
fér AntibodyShop rékning.

AntibodyShop ska inte héllas ansvarigt for nagon
skada eller forlust som orsakas av en annan anvéand-
ning av detta kit &n vad som uttryckligen angivits i
dessa instruktioner.

Ansvarsskyldigheten fér AntibodyShop ska under
inga handelser éverga det kommersiella vardet for
kitet.

AntibodyShop ska inte under nagra omstandighe-
ter héllas ansvarigt for indirekta, sarskilda skador
eller foljdskador inklusive, men inte begransat till,
vinstforlust.

Revidering: NR2007-05-EN-SE
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Catalogue number
Bestellnummer
Référence du catalogue
Numero di catalogo
Numero de catalogo
Katalognummer
Katalognummer

In vitro diagnostic medical device
In-Vitro-Diagnostikum

Dispositif médical de diagnostic in vitro
Dispositivo medico-diagnostico in vitro
Producto sanitario para diagnéstico

in vitro

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik
Medicintekniska produkter for in vitro

%
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diagnostik A\l

N
Batch code A\
Chargenbezeichnung a
Code du lot

Codice del lotto
Cadigo de lote
Lotnummer

Lot nummer

Consult instructions for use
Gebrauchsanweisung beachten
Consulter les instructions d’utilisation
Consultare le istruzioni per 'uso
Consulte las instrucciones de uso

Se brugsanvisning

Se handhavandebeskrivningen

European Conformity
CE-Konformitatskennzeichung
Conformité aux normes européennes
Conformita europea

Conformidad europea

Europaeisk overensstemmelse
Europeisk 6versensstammelse

A
®

Use by

Verwendbar bis
Utiliser jusque
Utilizzare entro
Fecha de caducidad
Anvend for

Anvand fére

Manufacturer
Hersteller
Fabricant
Fabbricante
Fabricante
Fabrikant
Tillverkare

&

Keep away from sunlight

Vor Sonnenlicht schiitzen

Ne pas exposer aux rayons solaires
Evitare I'esposizione alla luce del sole
Mantener fuera de la luz solar

M4 ikke udseettes for sollys

Utsatts ej for direkt solljus

®

Temperature limitation
Temperaturbegrenzung
Limites de température
Limiti di temperatura
Limite de temperatura
Temperaturbegraensning
Temperaturbegransning

WASH SOLUTION ] 25X |

Do not reuse

Nicht zur wiederverwendung
Ne pas réutiliser

Non riutilizzare

No reutilizar

Mé ikke genbruges
Ateranvand ej

SAMPLE DILUENT [ 5X |

Caution, consult accompanying documents
Achtung, Begleitdokumente beachten
Attention, voir notice d’instructions
Attenzione, vedere le istruzioni per I'uso
Atencidn, ver instrucciones de uso
Forsigtig, se brugsanvisning

Forsiktighet, se handhavandebeskrivningen

Biological risk
Biogeféhrdung
Risques biologiques
Rischio biologico
Riesgo biolégico
Biologisk fare
Biologisk risk

Do not use if package is damaged

Inhalt beschadigter Packung nicht verwenden
Ne pas utiliser si 'emballage est endommagé
Non utilizzare se la confezione & danneggiata

No usar si el paquete esta dafiado

Mé ikke anvendes hvis emballagen er beskadiget
Anvand inte om férpackningen ar skadad

Concentrated Wash Solution. Dilute before use.
Konzentrierte Waschlésung. Vor Gebrauch verdinnen.
Solution de bain concentrée. Diluer avant usage.
Soluzione di lavaggio concentrata Diluire prima dell’'uso.
Tampén de lavado concentrado. Diluir antes de usar.
Vaskeoplesningskoncentrat. Fortyndes for anvendelse.
Koncentrerad tvattlésning. Spad fére anvandning.

Concentrated Sample Diluent. Dilute before use.

Konzentriertes Probenverdiinnungsmittel. Vor Gebrauch verdiinnen.
Diluant échantillon concentrée. Diluer avant usage.

Diluente per campione concentrata. Diluire prima dell’'uso.

Tampén de dilucion concentrado. Diluir antes de usar.
Provefortyndingskoncentrat. Fortyndes for anvendelse.

Koncentrad provspadningsvétska. Spad fére anvandning.
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