MICROVUE

Complement

Bb Plus

Et immunoassay til kvantitering af Bb fragmentet af Factor B,
en indikator for aktivering af den Alternative komplementvej, i humant plasma og serum

MicroVue™ Bb Plus EIA Opsummering
Reagenser, standarder, kontroller og prgve forberedelse
O Fortynd Wash buffer Concentrate 1:20 med destilleret vand

O Rekonstituer hver standard og kontrol med 1,0 ml af Hydrating
Reagent (lad st& 15 minutter og miks forsigtig inden brug)

O Fortynd plasma pregver 1:10 med Complement Speciment
(f.eks. 50 pl + 450 pl) (Seettes til brandene indenfor 30 minutter)

O Fortynd serum prgver 1:20 med Complement Speciment
(f.eks. 25 pl + 475 pl) (Seettes til brandene indenfor 30 minutter)

Analyseprocedure

Tilsaet 300 pl vaskeoplgsning i hver brgnd

<

Inkubér 1 minut ved 15 — 25 °C

Vask x2 med vaskebuffer
(tar pladen)

Afsaet 100 pl af Complement Speciment (blank),
Standarder, kontroller og prgver til brandene

<

| Inkubér 30 + 1 minut ved 15 — 25 °C |

Vask x5 med vaskebuffer
(Inkubér farste vask 1 minut)

| Tilseet 50 pl Konjugat |

<

| Inkubér 30 £+ 1 minut ved 15 — 25 °C |

Vask x5 med vaskebuffer
(Inkubér fgrste vask 1 minut)

| Tilseet 100 pl Substrat Oplgsning |

<

| Inkubér 15 + 1 minut ved 15 — 25 °C |

<

| Tilseet 100 pl Stop Oplgsning |

Aflees Optical Density (OD) ved 450 nm.
Analyser resultaterne ved hjeelp af en lineeer kurve.
(y = mx +b)

(@ ANVENDELSES OMRADE

The MicroVue Bb Plus Enzym Immunoassay Kit bestemmer
maengden af komplement fragmentet Bb, et aktiverings
fragment af Factor B fra den alternative komplementvej,
i human plasma eller serum. Aflaesning af Bb i human
plasma eller serum giver dokumentation for at den
alternative vej er involveret. Aflaesning af den aktiverede
alternative vej hjeelper til diagnosticering af flere nyre
sygdomme f.eks kronisk glomerulonephritis, lupus
nephritis sa vel som flere hud sygdomme f.eks dermititis
herpetiformis og pemphigus vulgaris. Andre sygdomme
hvor aktivering af den alternative komplementvej er

observeret inkludere rheumatoid arthritis, sickle cell
anemia og gram-negative bacterielle infektioner.

OVERSIGT OG BESKRIVELSE AF TESTEN

Den alternative komplement vej giver naturlig beskyttelse
mod mikrobielle agens ved fraveer af specifikke
antistoffer." Aktivering af denne komplement vej kan
udlgses af mange substanser inklusiv mikrobielle
polysaccharider eller lipider, gramnegative bakteriel
lipopolysaccharider og overflade determinanter
praesenteret pa visse vira, parasitter, viral inficerede
mammalian celler og cancer celler. | autoimmune
sygdomme kan aktivering af den alternative komplement
kaskade bidrage direkte til vaevs gdeleeggelse.

En central vigtig reaktion der sker under aktivering af den
alternative vej er konvertering af 93 Kd Factor B zymogen
til et aktivt proteolytisk enzym. Dette sker i to step. Under
forste reaktion former Factor B et magnesium-afhaengig
kompleks med C3(H20) eller C3b.* C3(H20),B komplekset
formes kun i vaeske-fase mens C3b,B komplekset kan
dannes enten i vaeske-fase eller pa en overflade.™

Factor B, som er tilstede i C3(H20),B eller C3b,B
komplekset, bliver klgvet til Ba (33 Kd) og Bb (60 Kd)
fragmenter i det andet step ved hjeelp af enzymet Faktor D
i den alternative vej.”* Det deraf felgende C3b,Bb
bimolekylaere kompleks er C3 konvertase enzym i den
alternative aktiverings vej. Bb subunit er den katalytiske
aktive del af komplekset som er i stand til at klgve C3 til
C3a og C3b fragmenter.'*¢ De gvrige C3b fragmenter der
er produceret pa denne made kan danne C3b,Bb,C3b
trimolekylaer kompleks som er C5 konvertase enzym fra
den alternative vej. Denne C5 konvertase er i stand til at
klgve C5 til C5a og C5b fragmenter.'¢

C3 og C5 konvertaser fra den alternative aktiveringsvej
kan stabiliseres af Factor P (ogsa kaldet Properdin) en
komponent fra den alternative vej der normalt er til stedet
i humant plasma eller serum,” eller af C3 nephritic factor,
et autoantistof der produceres i nogle patienter der
oplever omfattende aktivering af den alternative vej.

C3 og C5 konvertaser fra den alternative vej kan adskilles
og derved inaktiveres ved spontan henfald’ eller ved
binding af Factor H eller Complement Receptor 1 (CR1).*#
Bb fragmentet, der er adskilt fra hver convertase beholder
nogen biologisk aktivitet, f.eks. tilbageholdelse af
funktionel haemolytisk aktivitet,*° evnen til at inducere
macrophag-udspredelse’ og plasminogen aktivering.'!

Selvom den alternative aktiveringsvej menes at forega
primaert ved fraveer af specifikt antistof, opstar mange
situationer, i hvilken den alternative aktiveringsve;j vil

ske som et resultat af aktivering af den klassiske
aktiveringsvej. For eksempel kan immunkomplekser der
er til stede i patienter med autoimmune sygdomme
udlgse den klassiske aktiveringsvej med det resultat at der
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produceres C3b fragmenters. Som beskrevet herover er
disse C3b molekyler i stand til at binde Factor B og initierer
klgvning til Ba og Bb fragmenter. Saledes kan den
alternative aktiveringsvej optraede i antistof medieret
autoimmune tilstande og kan bidrage signifikant til
forstaerket komplement aktivering og deraf felgende vaevs
destruktion.

Ved aflaesning af Factor B klgvnings produkter i prgver
udtaget pa sygdomstidspunktet, kan man estimere
omfanget af den alternative aktiveringsvej. MicroVue

Bb Plus EIA giver en simple, hurtig, ikke-radioaktiv, hgj
specifik og kvantitativ procedure til aflaesning af Factor B
aktivering. Det er ideelt til undersggelse af rolle eller
status af den alternative komplement aktiveringsvej i
adskillig forskning , klinisk baggrund og for monitorering
af generering af Bb i vitro.

PROCEDURE PRINCIP

MicroVue Bb Plus Enzym Immunoassay til kvantitering af
Bb i human serum, plasma eller andre praver er en tretrins
procedure der anvender (1) en microassay plade coatet
med et musse monoclonalt antistof der binder specifik til
human Bb, (2) et HRP-konjugeret murint anti-human Bb,
og (3) et kromogent substrat.

| forste step tilseettes Standarder, Kontroller og
provemateriale til brandene praecoatede med et specifikt
anti-Bb monoclonalt antistof. Bb, men ikke Factor B eller
andre komplement aktiverings produkter der er til stede
i Standarder, Kontroller eller prgver, vil binde sig til det
immobiliserede anti-Bb monoclonalt antistof. Efter
inkubation fjerner et vaskestep ubundet materiale.

| andet step tilseettes horseradish peroxidase (HRP)-
konjugeret murint anti-Bb antistof til hver brend. Det
enzym konjugerede anti-Bb binder til Bb bundet i
brendene. Efter inkubation fjernes overskydende
ubundet konjugat ved en vaskeprocedure.

| tredje step tilseettes et farvet enzym substrat til hver
brgnd. Det bundne HRP-konjugat reagerer med
substratet og danner en bla farve. Efter inkubation
stoppes enzym reaktionen kemisk, farven skifter til gul og
farve intensiteten aflaeses spektrofotometrisk ved 450 nm.
Farve intensiteten er proportional med koncentrationen af
Bb tilstede i preverne, Standarder og Kontroller.

MEDF@LGENDE REAGENSER OG MATERIALER

96 Assay for Bb fragment af Factor B

MicroVue Bb Plus Enzym Immunoassay kit indeholder
folgende:

Bb Plus Standarder Del A9948 - A9952 1 mlhver
(frysetorret) hver indeholder en kendt koncentration af Bb i
human serum fortyndet i PBS, protein stabilisatorer, 0,035 %
ProClin® 300

Bb Plus Lav Kontroller Del A9953 Tml
(frysetarret) Indeholder humant serum uden Bb fragmenter,
fortyndet i PBS, protein stabilisatorer, 0,035 % ProClin 300

~ mOAwW>

H Bb Plus Haje Kontroller Del A9955 1ml
(frysetorret) Indeholder en kendt koncentration af Bb i human
serum fortyndet i PBS, protein stabilisatorer, 0,035 % ProClin 300

@ Microassay Plade Del A9559 12x 8 brgnde
12 otte-brende strips coatet med et oprenset monoclonalt
muse- antistof specifik for human Bb i en folie pose der kan
genlukkes

Stopoplgsning Del A9947 12ml
Indeholder TN Syre-Hydrochloric

(3 20X Wash Solution
Koncentrat Del A9957 50ml
Hver indeholder phosphat bufferet saltvand (PBS), 1,0 % Tween-
20°, 0og 0,035 % ProClin 300

@ Complement Speciment
Diluent Del A3670 50 ml
Indeholder PBS, 0.05% Tween-20, 2,5 % protein stabilisatorer,
0,035 % ProClin 300

© TMB Substrat Del 5059 12ml
Indeholder 3,3, 5,5’ tetramethylbenzidine (TMB) og Hydrogen
Peroxide (H,0,)

© Bb Plus Konjugat Del A9956 7 ml
Indeholder horseradish peroxidase-konjugeret murin anti-
human Bb opslemmet i HRP stabiliseret buffer med
konserveringsmiddel

© Hydreringsreagens Del A3675 25ml

Indeholder 0,035 % ProClin 300

Tween® 20 er et registreret varemaerke af ICl Americas Ic.
ProClni® er et registreret varemaerke af Rohm og Haas Company.

N@DVENDIGE MATERIALER DER IKKE MEDF@LGER

e Timer (60 minutter interval)

e Lommeregner eller anden databehandlings metode
til validering af assay

e Ren ubrugt microassay plade og/eller test rgr og racks

e Beholder til vaskebuffer fortynding

e Vaske bowle eller anden immunoassay vaske system

e Justerbar multikanel pipette (8 eller 12 kanaler) eller
repetér mikropipette (valgfri)

e Rene pipetter, 1 ml, 5 ml, og 10 ml

e Mikropipette og pipette tips

e Reader der er | stand til at afleese optisk densitet (OD)
mellem 0,0 0og 2,0

e lonbyttet eller destilleret vand

ADVARSLER OG FORSIGTIGHEDS REGLER
1. Til I Vitro Diagnostik.

2. Brug af Heparin plasma i dette assay kan give forkerte
resultater.

3. Blodpraver skal behandles som potentielt infektigse.
Folg generelle sikkerhedsregler ndr dette kit eller
patientpregver handteres.

4. Beer passende beskyttelse i form af kittel, handsker og
gjne/ansigts beskyttelse nar indholdet i kittet
anvendes.

5. Bortskaf beholdere og ubrugtindhold i
overensstemmelse med nationale og lokale
regulativer.

6. Anvend de medfglgende materialer som en samlet
enhed og anvend dem inden udlgbsdatoen, der er
indikeret pa pakkemaerkaten.

7. Opbevar kit reagenserne som anvist.
Anvend ikke coatede strips hvis posen er itu.
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9. Bunden af brendene ma ikke skrabes eller rgres nar der
tilseettes eller opsuges vaesker fra microassay
brendene.

10. Brug af inkubationstid eller temperatur forskellig fra de
angivne kan give forkerte resultater.

11. Mikroassay brendene ma ikke tarre ud nar proceduren
er startet.

12. Brug ikke en brgnd til mere end én test

13. Multikanal pipette eller repeter pipette anbefales for at
sikre rettidig inkubationstider.

14. For fejlfri afleesning skal praver og standarder placeres
korrekt Afpipeter omhyggeligt og anvend kun
kalibreret udstyr.

15. Korrekt venepunktur og opbevaring af blodprgver er
essentiel for korrekte resultater (se PROVE INDSAMLING
OG PRAPARATION, side 4).

16. Undga mikrobiel eller kryds-kontamiation af prover,
reagenser eller materiale. Ukorrekte resultater kan ses
ved kontaminering.

17. Hver donor enhed der er anvendt til fremstilling af
standarder og kontrol sera blev testet med en FDA
godkendt metode for tilstedevaerelse af antistof mod
human immundefekt virus, (HIV 1 og 2) og hepatitis C
virus, savel som for hepatitis B surface antigen og
fundet negativ (ikke gentagen reaktiv). Eftersom ingen
testmetode kan give fuldstaendig garanti for fraveer af
smittefarlige stoffer, skal disse reagenser behandles
efter biosikkerhedsniveau 2 som anbefalet for alle
potentielt smittefarlige humane serum-eller
blodpraver i Centers for Disease Control/National
Institutes of Health’s vejledning “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories,” 2007.

18. ProClin® 300 anvendes som konserveringsmiddel.
Utilsigtet kontakt med eller indtagelse af buffer eller
reagenser indeholdende ProClin kan forarsage
irritation af hud, gjne eller mund. Anvend GLP til at
reducere eksponering. Seg laege hvis du oplever
symptomer.

19. Substrat koncentrat er lysfalsomt. Undga forleenget
udsaettelse for steerkt eller direkte lys. Opbevar
reagenser morkt nar de ikke anvendes.

20. For at undga aerosol dannelse under vask anvendes et
apparat til opsugning i en beholder med husholdnings
klor.

21. Varme-inaktiveret, hyperlipemic eller kontamineret
preve kan give ukorrekte resultater.

REAGENS FORBEREDELSE

Bring alle reagenser og materialer op til 15-25°C for
brug.

Efter at have udtaget de ngdvendige reagenser og
materialer returneres de ubrugte varer til korrekt
opbevaringstemperatur (se OPBEVARING).

Coatede Strips

Beregn antallet af strips, der er ngdvendig. Udtag det
valgte antal strips. Seet de strips, der skal bruges i plade
rammen. Laeg de ubrugte strips tilbage i opbevarings-
posen, forsegl posen og opbevar den ved 2-8 °C.

Vaskeoplgsning

Fremstil vaskeopl@sning til vask af brendene ved at
fortynde 50 ml af 20X Wash Solution koncentrat op til en
brugsfortynding paialt 1 liter med destilleret eller
ionbyttet vand. Miks grundigt fer brug. Vaskeoplgs-
ningen er stabil i 30 dage nar den opbevaresien ren
beholder ved 2-8 °C. Hvis der opstar urenheder smides
reagenset ud.

Bb Plus Standard og kontrol rekonstitution

Tilseet 1,0 ml. af Hydrating Reagens til hver standard glas
(A-E) samt til den lave kontrol og den hgje kontrol. Lad de
oplgste glas sta i mindst 15 minutter ved stuetemperatur.
Miks grundigt. Undga at danne skum eller bobler, nér du
mikser. Rekonstituerede standarder og kontroller er
stabile i 30 dage nar de opbevares ved 2-8 °C.

Prove fortynding

Forsigtig: Alle prgver bgr behandles som potentiel
infektigs. Anvend ikke varme-inaktiverede eller
kontaminerede prover.

Det anbefales at fortynde plasma prever 1:10 i Specimen
Diluent inden brug af MicroVue Bb Plus Enzym
Immunoassay. Det anbefales at fortynde serum prever
1:20 i Specimen Diluent. Nar prgverne er fortyndet, skal
de tilsaettes brandene indenfor 30 minutter. Gem eller
genbrug ikke fortyndede prgver. Eventuel overskydende
fortyndet materiale skal kastes bort.

Prgver med hgje veaerdier af komplement aktivering kan
kraeve hgjere fortynding end de angivne.

Tilseetning af fortyndet prgve til microtiterbrendene

En af to metoder kan anvendes ved tilseetning af
fortyndede prover, standarder, kontroller og buffer til
brgndene (se Step 3 af ANALYSEPROCEDURE). Ved et lille
antal pregver der skal testes kan fortyndede prgver og
andre reagenser tilsaettes direkte til deres respektive
brende med en mikropipette (100 pl/brgnd). For et lille
eller stort antal prever, specielt et stort antal, anbefaler vi
at bruge en multikanel pipette ved tilseetning af prover.
(En multi-kanel pipette kan ogsa bekvemt anvendes til
tilsaetning af konjugat, substrat og stop reagens).

For at tilsette standarder, kontroller og fortyndet
prevemateriale til brandene sa hurtigt som muligt, kan
“kopi plade” procedure anvendes. | stedet for at tilsaette
100 pl af hver standard, kontrol eller fortyndet prave til de
antistofcoatede brgnde individuelt, kan 120-130 ul af hver
oplasning opdryppes i individuelle brgnde i en blank
plade (medfealger ikke) der korrespondere den endelige
EIA plade. Nar alle blandingerne, der @nskes testet, er
dryppet op i de respektive brgnde i den blanke plade, kan
man hurtigt overfgre 100 ul fra hver blank brand til de
antistof-coatede brgnde med en multikanel pipette. For
at undga muligheden for kryds- kontaminering skal
pipette spidser skiftes hver gang man har overfert en
reekke.

OPBEVARING

Det udbne kit opbevares ved 2-8 °C. Efter dbning skal
20X Wash Solution koncentrat og Hydrating Reagent
opbevares ved 2-25 °C.

Alle reagenser skal opna stuetemperatur (15-25 °C)
for brug. Placer alle ubrugte microassay strips i
opbevaringsposen; luk posen og opbevar ved 2-8 °C.
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INDIKTIONER PA USTABILITET ELLER
FORRINGELSE AF REAGENSER

Uklarhed i Wash Solution indikerer en gdelaeggelse af
dette reagens. Hvis dette se bgr vaesken kasseres.

PR@VE INDSAMLING OG PRAPARATION

Handtering og bortskaffelse af alle praver i henhold til
universale sikkerhedsprocedure.

Korrekt prevetagning og opbevaring af materiale er
essentiel idet Factor Bb er fglsom for proteolyse i forkert
udtaget og opbevaret materiale.

Pa grund af komplement aktivering der sker under
koagulation vil Bb koncentrationen i normale humane
serum prover vaere hgjere end dem fra EDTA plasma
prover. Bb niveauet i EDTA plasma kan derfor
repraesenterer et mere akkurat mal for in vivo
koncentrationerne.

Serum eller EDTA plasma prever bgr tages aseptisk ved
standard teknik. Prgverne bor testes straks eller
opbevares ved 4 °C eller pa is indtil de analyseres. Dog ber
denne kort tids opbevaring pa is ikke overstige 4 timer.

For laengere opbevaring skal serum eller plasma fryses ved
-70 °C eller derunder indenfor 2 timer efter prgven er taget.

To frosne (< -70 °C) prover hurtigt i et 37 °C vandbad indtil
proven netop er tget. Overfor straks optgede prover til is
(for maksimalt 4 timer) for at forhindre komplement
aktivering for fortynding. Efterlad ikke prever ved 37 °C.
To ikke prover ved stuetemperatur eller 4 °C da det kan
fore til komplement aktivering. Frosne praver skal testes
sa hurtigt som muligt efter optening. Gentagne
frysninger og opteninger anbefales ikke. Hvis preverne
skal gen-fryses for yderligere analyse, anbefaler Quidel at
fryse flere aliquot af praven for at forhindre gentagne
fryse/ta forlgb

ANALYSEPROCEDURE

Laes hele brugsanvisningen inden opstart af assayet.

Se ADVARSLER OG FORSIGTIGHEDSREGLER og REAGENS

FORBEREDELSE.

1. Registrer brgndenes positioner ssmmenholdt med de
blanke brende, alle praver, standarder og kontroller sa
vel som lot numre fra glassenes maerkater. Marker et
hjerne af pladen ad hensyn til retningen.

2. Forbered microassay stripsne som fglger:

a. Tilsaet ca. 300 pl wash solution til hver brend ved
hjeelp af enten en sprajteflaske eller en
automatiseret plade vasker.

. Inkubér brgndene | T minut ved 15-25 °C.

¢. Opsug indholdet fra hver brgnd.

. Tilsaet ca. 300 pl Wash Solution til hver brand.

Opsug indholdet fra hver brgnd.

Gentag step d-e yderligere én gang for at opna

3x vask.

g. Vend pladen pa hovedet og bank hardt pa
absorberende papir for at fjerne tiloversblevet
vaeske.

3. Tilseet 100 pl Specimen Diluent, Rekonstituerede
standarder, kontroller eller fortyndet prave til de
respektive brgnde.

4. Inkubérved 15-25°Ci30 £ 1 minut.

S0 aon o

5. Vask brgndene 5 gange efter fglgende procedure:
a. Opsug indholdet fra hver bregnd.

b. Tilsaet ca. 300 pl Vaskeoplgsning til hver brend ved
hjeaelp af en sprejteflaske eller automatisk vasker.

Inkubér brgndene i T minut ved 15-25 °C.

Opsug indholdet fra hver brgnd.

Tilsaet ca. 300 pl vaskeoplgsning til hver brgnd.
Opsug indholdet fra hver brgnd.

Gentag step e-f yderligere 3 gange.

Efter 5 vask vendes pladen pa hovedet. Bank solidt

pa absorberende papir for at fjerne tiloversblevet
vaeske.

6. Dispenser 50 pl af Bb konjugat til hver vasket brgnd
inklusiv de(n) blank(e) brend(e) ved hjelp af en
multikanal pipette eller en repetér pipette.

7. Inkubér stripsne ved 15-25 °Ci 30 £ 1 minut.

8. Vask brgndene efter 30-minutters inkubation (step 7),
som beskrevet under ASSAY PROCEDURE, step 5.

9. Straks efter vaskeproceduren dispenseres 100 pl TMB
Substrate Solution til hver brond inklusiv de(n) blanke.

10. Inkubér stripsne ved 15-25°Ci 15 + 1 minut.

11. Tilsaet 100 pl Stop Solution til hver brgnd for at stoppe
enzym reaktionen. Stop Solution skal tilsaettes
breandene i samme raekkefalge som Substrate Solution
blev tilsat.

12. Bank forsigtigt pladen pa bordpladen for at fordele
farveudviklingen helt og jeevnt.

13. Aflees absorbans ved 450 nm for hver brgnd indenfor
en time efter tilseetning af Stop Solution (step 11), og
anvend de(n) blanke som korrektion i
overensstemmelse med det anvendte
spectrofotometriske system.

14. Bortskaf overskydende fortyndede praver, kontroller,
substrat og de brugte strips (se ADVARSLER OG
FORSIGTIGHEDS REGLER).

KVALITETS KONTROL

Analyse certifikatet, der er inkluderet i dette kit, er lot
specifik og skal anvendes til at verificere at resultater
opnaet i laboratoriet er tilsvarende dem Quidel
Corporation har opnaet. De opgivne Optisk Densitet (OD)
veerdier er kun tiltaenkt som guidelines. De opnaede
resultater i laboratoriet kan adskille sig herfra.

Kvalitetskontrol intervaller er opgivet. Kontrolveerdierne
er tiltaenkt til verificering af preve resultater og validering
af kurven. Hvert laboratorium bgr etablere egne
parametre for acceptable greensevaerdier. Hvis kontrol
vaerdierne IKKE er indenfor laboratoriets acceptable
graenser, bar test resultaterne betragtes som tvivisomme
og proverne bgr gentages.

TOLKNING AF RESULTATER

Brug af standardkurve

Standardkurven for Bb EIA er skabt ved at anvende den
blanke Asso veerdi subtraheret fra hver standard veerdi (pa
y aksen) og den fastsatte koncentration for hver standard
(pa x aksen). Efter linezer regression ma den generede
standardkurve opfylde valideringskravene (se herunder).
De fleste computere og lommeregnere er i stand til at
udfere disse kalkulationer.

S@ ™o a0
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Alternativt kan dataene afbilledes manuelt og vaerdierne
(ug/ml) af testpreverne aflaeses direkte fra den bedst-
egnet linje af standardkurven. Et eksempel pa en typisk
standardkurve er vist i figur 1.

Figur 1: Repraesentativ Standardkurve

Figur 1

1,600 y=183x- 0,016
1,400
1,200
1,000

0,800

Auso

L1
0,400
0200 { T~

0,000

-0,200
V] 0,1 02 0,3 0.4 0.5 06 07 0.8
Koncentration (pg/ml)

Beregning af aktuel Bb koncentration i test prover

Den aktuelle Bb koncentration der er til stede i hver
ufortyndet prove bestemmes ved at multiplicere
koncentrationen af Bb/ml aflaest pa kit standardkurven
med den reciprokke veerdi af den anvendte
fortyndingsfaktor.

Hvis Asso veerdien for en given prove er sterre end den
hejeste Bb kit standard (E), skal resultatet afgives som
“starre end” Bb koncentrationen af den hgjeste kit
standard (E) ganget med fortyndings faktoren. Hvis en
mere praecis Bb koncentration kraeves skal prgven re-
analyseres med en hgjere fortyndings faktor. | alle
gentagne assay skal Bb kit standarder og kontroller ogsa
inkluderes.

VALIDERING

Fastleeg haeldningen, skaeringen og korrelations
koefficienten af den afledte bedst-egnet linje. For at
assayet kan anses som godkendt, skal veerdierne veere
indenfor den specificerede graense:

korrelations koefficient (r): > 0,96
haeldning (m): mellem 1,094 og 2,558
y-skeering (b): mellem (-)0,145 0g 0,113

Se glas etiketterne for gennemsnits vaerdi af Bb
koncentration for den hgje og lave kontrol.

BEGRANSNINGER

MicroVue Bb Plus Enzym Immunoassay har vaeret anvendt
til prever taget som serum eller plasma i EDTA. Heparin
plasma er IKKE anvendeligt til dette assay. Andre
antikoagulanser har ikke veeret testet.

EFFEKTIVITET

Begraensninger

LOD: Detektionsgraensen (LOD) for Bb Plus assay er 0,018
pg/ml, fastlagt ved gverste 3SD graense i et nul-standard
studie.

LLOQ: Den laveste graense for kvantitering (LLOQ) for Bb
Plus assay er 0,033 pg/ml, den laveste koncentration pa
standardkurven der opfylder NCCLS kriterier for
ngjagtighed og praecision.

ULOQ: Den gverste graense for kvantitering (ULOQ) for Bb
Plus assay er 0,836 ug/ml, den hgjeste koncentration der
opfylder NCCLS kriterier for ngjagtighed og preecision.

Interferende Substancer

Na+ Heparin ved 14 U/ml (koncentration
overensstemmende med Heparin plasma prgveglas)
interferere med Bb Plus assay og anbefales derfor ikke til
brug som plasma antikoagulans i prgveglas.

Falgende substanser blev testet i Bb Plus assay og fundet
ikke interfererende med assayet:

Substans Koncentration
Bilirubin 40 mg/dl
Haemoglobin 500 mg/dl
Triclycerider 3000 mg/dl
Albumin 6000 mg/dl
Glucose 1200 mg/dl
Kolesterol 500 mg/dl

Praecision

Under kgrsel og mellem kersler praecision blev aflzaest ved
korsel af 20 replikater af 2 plasma praver og 2 serum
prover i 10 forskellige karsler.

Prove Bb Under korsel' Mellem korsler?
(pg/ml) C.V. (%) CV. (%)

EDTA 1,550 2,4 7,7
Plasma 0,517 2,5 6,7

2,129 3,1 6,2
Serum

2,375 4,0 9,1

'n=20 replikater 2n=10 kersler
Linearitet

Linearitet blev foretaget ved seriel fortynding af prgver og
observerede veerdier sammenlignet med forventede
veerdier. Typiske resultater er vist herunder.

Prove Fortyndings Observeret Forventet Recovery

faktor (ng/ml) (ng/ml) (%)
1:10 0,160 * *®
EDTA 1:16 0,107 0,100 106,9%
Plasma 1:20 0,079 0,080 98,7%
1:32 0,052 0,050 103,9%
1:20 0,161 * *
Serum 1 1:32 0,103 0,101 102,0%
1:40 0,069 0,081 85,4%
1:64 0,044 0,050 87,2%
1:20 0,597 * *
1:25 0,467 0,478 97,7%
1:30 0,420 0,398 105,4%
Serum 2 1:40 0,310 0,299 103,8%
1:50 0,230 0,239 96,2%
1:60 0,196 0,199 98,4%
1:80 0,133 0,149 89,0%
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PROVE VARDIER

EDTA plasma fra seksogtredive (36) og serum fra niogfyrre
(49) normale donorer blev testet i MicroVue Bb Plus Enzym
Immunoassay kit. Resultaterne er praesenteret herunder.

OMRADE
+2SD +3SD

n Gennemsnitlig

EDTA
Plasma

Serum 49 3,53 ug/ml  0,80-6,26 ug/ml 0,0 -7,62 pg/ml

OBS: Mean og Standard Deviation (SD) for Bb fragment koncentrationer fastlagt
for plasma eller serum prgver kan variere mellem laboratorier. Det anbefales derfor
at hvert laboratorium fastsaetter mean Bb fragment koncentration og standard
deviation veerdier for prover.

ASSISTANCE

For services udenfor U.S.A eller for teknisk assistence,
kontakt venligst din lokale distributar. Yderligere
information om Quidel, vores produkter og vore
distributgrer kan findes pa www.quidel.com.

36 0,96 ug/ml 0,49 - 1,42 ug/ml 0,26 — 1,65 pg/ml
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