MICROVUE

Complement

Bb Plus

En immunanalyse for kvantifisering av Bb-fragmentet i Faktor B,
en indikator for aktivering av alternativ komplementbane i humant plasma og serum

MicroVue™ Bb Plus EIA Sammendrag

Forberedelse av Reagenser, Standarder, Kontroller og Prgver

O Fortynn Vaskebufferkonsentratet 1:20 med ikke-ionisert vann

Q Fortynn hver Standard og Kontroll med 1.0 ml Hydratiseringsreagens
(la det sta i 15 minutter, og bland forsiktig fer bruk )

Q Fortynn plasmaprgvene 1:10 med Komplementprgve-fortynner
(for eksempel 50 pl + 450 pl ) (pipetter ned i mikrotiterbregnnene innen
30 minutter)

O Fortynn serumprgvene 1:20 med Komplementprgve-fortynner
(for eksempel 25 pl + 475 pl ) (pipetter ned i mikrotiterbrgnnene innen
30 minutter)

Analyseprosedyre

| Pipetter 300 pl Vaskelgsning ned i mikrotiterbrgnnene

2|

| Inkuber i 1 minutt ved 15 — 25°C

Vask 2 ganger med vaskebuffer
(tark med tarkepapir )

Pipetter 100 pl Komplementprgvefortynner (null), Standarder,
Kontroller og pragver ned i mikrotiterbrgnnene

<

| Inkuber i 30 minutter + 1 minutt ved 15 — 25°C

Vask 5 ganger med vaskebuffer
(Inkuber fgrste vask | 1 minutt )

| Pipetter 50 pl Konjugat

<

| Inkuber i 30 minutter + 1 minutt ved 15 — 25°C

Vask 5 ganger med vaskebuffer
(Inkuber fgrste vask | 1 minutt )

| Pipetter 100 pl Substratlgsning

<

| Inkuber i 15 minutter ved 15 — 25°C

<

| Pipetter 100 pl Stopplgsning

<

Les av optisk densitet ved 450 nm.
Analyser analyseresultatene ved & bruke en linezer kurve.
(y = mx +b)

(i) BRUKSOMRADE

MicroVue Bb Plus Enzyme Immunoassay Kit maler
mengden av komplementfragmentet Bb, som er et
aktiveringsfragment til Faktor B i komplementets
alternative bane i humant plasma eller serum. Maling

av Bb i humant plasma eller serum gir belegg for at
komplementet har en alternativ bane. Maling av
aktivering av en alternativ bane bidrar til & diagnostisere
en rekke nyresykdommer, som f.eks. kronisk
glomerulonefritt, lupus nefritt, samt flere hudsykdommer,
som f.eks. herpesdermatitt og pemfigus vulgaris. Andre

sykdommer der man har observert aktivering av
komplementets alternative bane, omfatter revmatoid
artritt, sigdcelleanemi, og gramnegative
bakterieinfeksjoner.

SAMMENDRAG OG FORKLARING

Den alternative komplementbanen gir naturlig
beskyttelse mot mikrobielle agens, der spesifikke
antistoffer ikke finnes.” Aktivering av denne
komplementbanen kan utlgses av mange forskjellige
substanser, som bl.a., mikrobielle polysakkarider eller
lipider, gramnegative bakterielle lipopolysakkarider,
og overflatedeterminanter som finnes pa noen virus,
parasitter, virusinfiserte pattedyrceller, og kreftceller.
Ved autoimmune sykdommer kan den alternative
komplementbanen bidra direkte til 3 edelegge vev.

En sveert viktig reaksjon som opptrer under aktivering av
den alternative banen, er omdanningen av 93 Kd Faktor B
zymogen til et aktivt proteolytisk enzym. Dette foregar i
en totrinnsreaksjon. | det farste reaksjonstrinnet danner
Faktor B et magnesium-avhengig kompleks med C3(H20)
eller C3b.* C3(H20),B-komplekset dannes bare i flytende
fase, mens C3b,B-komplekset kan dannes, enten i flytende
fase, eller pa en egnet overflate."* Faktor B, som finnes i
C3(H20),B- eller C3b,B-komplekset, spaltes til Ba- (33 Kd)
og Bb- (60 Kd) fragmenter i det andre reaksjonstrinnet av
alternativ bane enzymet, Faktor D."* Det bimolekylaere
C3b,Bb-komplekset, som er resultatet av dette, er den
alternative banens C3 konvertase enzym. Bb-subenheten
er det katalytisk aktive stedet av komplekset, som er i
stand til 3 spalte C3 i C3a- og C3b-fragmenter.™*¢ De
ovrige C3b-fragmentene som er fremstilt pd denne maten,
kan danne det C3b-,Bb-,C3b-trimolekylaere komplekset,
som er den alternative banens C5 konvertase enzym.
Dette C5-konvertase enzymet er i stand til & spalte C5

i C5a- og C5b-fragmenter.'*6

C3- og C5-konvertase enzymene i den alternative banen
kan stabiliseres av faktor P (0gsa kalt Properdin), en
komponent av den alternative banen, som vanligvis finnes
i humant plasma eller serum,™ eller av nefrittisk faktor C3,
et autoantistoff, som forekommer hos noen pasienter som
opplever aktivering av alternativ bane i omfattende grad.®
C3- og C5-konvertase enzymene i den alternative banen
kan dissosieres ved en spontan nedbrytningsprosess, og
blir inaktivert,” eller ved binding av Faktor H eller
komplementreseptor 1 (CR1).“® Bb- fragmentet som er
dissosiert fra begge konvertasene beholder noe biologisk
aktivitet, for eksempel, bibehold av funksjonell hemolytisk
aktivitet,*® evnen til & indusere makrofag-spredning,'® og
aktivering av plasminogen."
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Selv om man har trodd at aktivering av en alternativ bane
hovedsakelig skjer ved fravaer av et spesifikt antistoff,
dukker det opp situasjoner, der aktivering av alternativ
bane kan finne sted som resultat av en tradisjonell
aktivering. For eksempel, immunkomplekser hos
pasienter med autoimmune sykdommer, kan sette i gang
en aktivering av komplementbane pa tradisjonelt vis, noe
som forer til produksjon av C3 b-fragmenter. Som
beskrevet ovenfor, er disse C3 b-molekylene i stand til

a binde Faktor B og sette i gang spalting i Ba- og Bb-
fragmenter. Derfor kan aktivering av alternativ bane
forekomme ved antistoff-medierte autoimmune
sykdomstilstander, og kan i betydelig grad bidra til gket
aktivering av komplement og derav felgende edeleggelse
av vev.

Ved a vurdere spaltningsproduktene fra Faktor B i
testmaterialet ved de sykdomstilstandene man undersgker,
kan man ansla i hvilken grad alternative baner benyttes, pa
det tidspunktet man tar prgver. MicroVue Bb Plus EIA er en
enkel, rask, ikke radioaktiv, heyst spesifikk, og kvantitativ
prosedyre for a male aktivering av Faktor B. Den er ideell for
undersgkelser som gdr ut pa a studere funksjon eller status
av alternative komplementbaner i tallrike forskningsmiljger,
og for a undersgke utviklingen av Bb in vitro.

PROSEDYREPRINSIPP

MicroVue Bb Plus Enzyme Immunoassay for kvantitering
av Bb i humant serum, plasma, eller andre praver, er en
tretrinns prosedyre der man bruker (1) en mikrotiterplate
som er dekket med monoklonalt museantistoff som
binder seg spesifikt til humant Bb, (2) et HRP-konjugert
murint anti-humant Bb, og (3) et kromogent substrat.

| det farste trinnet fordeles standarder, kontroller, og
testmaterialet i mikrotiterbrgnnene som pa forhand er
dekket med et spesifikt monoklonalt anti-Bb antistoff. Bb,
men ikke Faktor B eller andre komplementaktiverings-
produkter, som finnes i standardene, kontrollene, eller
prevene, vil binde seg til det monoklonale anti-Bb
antistoffet som er i fast fase. Etter inkubasjon fjernes
ubundet materiale ved vask.

| det andre trinnet tilsettes pepperrotperoksidase (HRP)-
konjugert, murint anti-Bb-antistoff i hver testbrgnn. Det
enzymkonjugerte anti-Bb binder seg til Bb som er festet i
mikrotiterbrennene. Overfladig og ubundet konjugat
fijernes ved vask etter inkubasjon.

| det tredje trinnet tilsettes et kromogent enzymsubstrat i
hver mikrotiterbrgnn. Det bundne HRP-konjugatet
reagerer med substratet og det farges blatt. Etter
inkubasjon stopper man enzymreaksjonen kjemisk.
Fargen skifter til gult, og fargeintensiteten males med
spektrofotometer ved 450 nm. Fargeintensiteten i
reaksjonsblandingen er proporsjonal med konsen-
trasjonen av Bb som finnes i prgvene, standardene

og kontrollene.

REAGENSER OG MATERIALE SOM LEVERES

96 Analyser for Bb-fragmentet av Faktor B

MicroVue Bb Plus Enzymimmunanalyse settet
inneholder falgende:

lB‘ Bb Plus Standarder Del A9948-A9952 1 mlhver
(Iyofiliserte) Hver av dem inneholder en kjent konsentrasjon av Bb

C

D i humant serum, fortynnet i PBS, protein stabilisatorer,
E 0,035% ProClin® 300

L Bb Plus Lav Kontroll Del A9953 Tml
(lyofilisert) Inneholder humant serum uten pévisbare fragmenter
med Bb, fortynnet i PBS, proteinstabilisatorer, 0,035% ProClin 300

H Bb Plus Hay Kontroll Del A9955 Tml
(Iyofilisert) Inneholder en kjent konsentrasjon av Bb i humant
serum, fortynnet i PBS, proteinstabilisatorer, 0,035% ProClin 300

@ Mikrotiterplate Del A9559 12 x8brgnner
12 atte-brgnns strimler dekket med renset monoklonalt
museantistoff, spesifikt for humant Bb i en foliepose som kan
forsegles

© Stopplgsning Del A9947 12ml

Inneholder TN Hydrochloric Syre

(3 20X Konsentrert Vaskelgsning
Del A9957 50 ml
Hver enkelt inneholder fosfatbufret saltlasning (PBS),
1,0% Tween-20®, og 0,035% ProClin 300

@ Komplementprgvefortynner
Del A3670 50 ml
Inneholder PBS, 0.05% Tween-20, 2,5% proteinstabilisatorer,
0,035% ProClin 300

TMB Substrat Del 5059 12ml
Indeholder 3,3', 5,5’ tetramethylbenzidine (TMB) og
Hydrogenperoksid (H-0;)

© Bb Plus Konjugat Del A9956 7ml
Inneholder pepperrotperksidasekonjugert murint anti-humant Bb
oppslemmet i HRP stabiliseringsbuffer med konserveringsmiddel

© Hydratiserende reagens Del A3675 25ml

Inneholder 0,035% ProClin 300

Tween-20° er et registrert varemerke fra ICl Americas Inc.
ProClin® er et registrert varemerke fra Rohm and Haas Company.

N@DVENDIG MATERIALE SOM IKKE LEVERES

e Signalur (for 60 minutter)

e Kalkulator eller annen datametode til a validere
analyseresultater

e Rene, ubrukte mikrotiterplater og/eller prgvergr og
stativ

e Beholder for fortynning av vaskebuffer

o Vaskeflaske eller annet utstyr for vask av
mikrotiterplater

e Justerbar multikanal pipette (8 eller 12 kanaler) eller
mikropipetter for flergangsbruk (valgfritt)

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

e Mikropipetter og pipette-spisser

e Plateavleser med kapasitet for avlesning av optisk
densitet mellom 0,0 og 2,0

o Ikke-ionisert eller destillert vann
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ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

1. Til In Vitro-diagnostisk bruk.

2. Bruk av heparin plasma i denne analysen vil gi
feilaktige resultater.

3. Handter prevemateriale som potensielt smittefarlig.
Folg generelle forholdsregler nar du handterer
innholdet i dette settet og alle pasientprgvene.

4. Bruk egnede verneklaer, hansker og beskyttelse for
gyne og ansikt ndr du handterer innholdet i dette
settet.

5. Kast beholdere og ubrukt innhold i overensstemmelse
med gjeldende forskrifter.

6. Bruk de reagensene som er levert, som en vesentlig del
for utlgpsdatoen som er angitt pa pakningen.

7. Oppbevar analysereagensen slik som anvist.

8. lIkke bruk dekkede strimler hvis det er gatt hull pa
posen.

9. Ikke skrap eller ror bunnen av mikrotiterbrennene nar
du tilsetter eller fjerner vaeske.

10. Hvis man bruker andre inkubasjonstider og -
temperaturer enn de som er angitt i
prosedyreavsnittet, kan det gi feilaktige resultater.

11. Ikke la mikrotiterbrannene terke nar analysen har
begynt.

12. Ikke bruk en mikrotiterbrenn for mer enn en test.

13. Det anbefales at man bruker multikanalpipetter eller
pipetter for flergangsbruk for a sikre fordeling av
reagenser i tide.

14. For @ oppna eksakt maling av prevene, ma praver og
standarder tilsettes ngyaktige. Pipetter forsiktig med
kalibrert utstyr.

15. For & oppna ngyaktige resultater, er riktig innsamling
og oppbevaring av prevemateriale svaert viktig (se
INNSAMLING OG FORBEREDELSE AV PROVER, side 4).

16. Unnga mikrobiell- eller krysskontaminering av
provemateriale og reagenser. Feilaktige prgvesvar kan
bli resultatet ved kontaminering.

17. Hver blodgiverenhet som er brukt til fremstilling av
standarder og kontroll-sera i dette produktet ble testet
med FDA-godkjent metode for pavisning av antistoff
mot humant immunsvikt-virus (HIV1 OG HIV) og mot
hepatitt C-virus, samt for hepatitt B-overflateantigen,
og funnet 3 veaere negative (var ikke gjentatt reaktive).
Siden ingen testmetode helt kan garantere fullstendig
fravaer av smittefarlige stoffer, skal disse reagensene
handteres med grad 2 for biologisk
sikkerhetshandtering, slik som anbefalt for potensielt
smittefarlig humant serum eller blodprever i “Centers
for Disease Control/National Institutes of Health
manual” “Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories,” 2007.

18. ProClin 300 brukes som konserveringsmiddel.
Utilsiktet kontakt med eller inntak av buffere eller
reagenser som inneholder ProClin kan forarsake
irritasjon i huden, gynene eller munnen. Bruk god
laboratoriepraksis for a redusere faren for a bli utsatt.
Hvis symptomer opptrer, ber lege tilkalles.

19. Det konsentrerte substratet er fgelsomt for lys. Unnga
derfor at det utsettes for sterkt og direkte lys over
lengre tid. Oppbevar reagenser i marke nar de ikke
brukes.

20. For & unnga at det dannes aerosol under
vaskeprosedyren, skal man bruke utstyr til & suge
vaesken opp i en flaske som inneholder
husholdningsblekemiddel.

21. Prgver som er inaktivert ved oppvarming, er
hyperlipemiske eller forurensede, kan gi feilaktige
resultater.

FORBEREDELSE AV REAGENSER

La alle reagensene komme opp i 15-25 °C for bruk.

Etter & ha tatt ut reagenser og utstyr som skal brukes,
legges det ubrukte materiale tilbake for oppbevaring i
riktig temperatur (se OPPBEVARING).

Dekkede strimler

Bestem antall strimler som kreves for analysen. Ta ut det
ngdvendige antall strimler, og fest dem i platerammen.
Legg de strimlene som ikke brukes tilbake i oppbevarings-
posen, som forsegles igjen, og oppbevares ved 2-8°C.

Vaskelgsning

Forbered vaskelgsning for vask av mikrotiterbrgnnene ved
a fortynne 50 mL av den 20X konsentrerte vaskelgsningen
med opp til en liter destillert eller ikke-ionisert vann.

Bland vaskelgsningen grundig far bruk. Vaskelgsningen er
holdbar i 30 dager hvis den oppbevares i en ren beholder
ved 2-8°C. Hvis reagensen blir grumset, skal den kastes.

Fortynning av Bb Plus standard og kontroll

Tilsett 1,0 ml av hydratiserings-reagensen i hvert
hetteglass med standard (A-E), og i hetteglassene med lav
og hegy kontroll. La de fortynnede hetteglassene
hydratiseres igjen i minst 15 minutter ved romtemperatur.
Bland grundig og unnga at det dannes skum eller bobler.
Fortynnede standarder og kontroller er holdbare i

30 dager hvis de oppbevares ved 2-8°C.

Fortynning av prover

Advarsel: Handter alt prgvemateriale som potensielt
smittefarlig. Praver som er inaktivert ved oppvarming
eller er forurenset, skal ikke brukes.

Det anbefales at plasmaprgver fortynnes 1:10 i
pravefortynner for bruk i MicroVue Bb Plus
Enzymimmunanalysen. Det anbefales at serumpraver
fortynnes 1:20 i prevefortynner. Nér de er fortynnet, ma
prevene tilsettes mikrotiterbrgnnene innen 30 minutter.
Fortynnede prgver skal ikke oppbevares eller brukes om
igjen. Gjenvaerende prover skal kastes.

Prover med hgye nivaer av komplementaktivering, kan
kreve mer fortynning enn den som er angitt.

Tilseetning af fortyndet prove til
microtiterbrondene

En av to metoder kan brukes for 3 tilsette fortynnede
prever, standarder, kontroller og buffer, i brennene of (se
trinn 3 ANALYSE-PROSEDYRE). For sma analyser, der bare
noen fa prover skal testes, kan de fortynnede prgvene og
andre reagenser, tilsettes direkte i de respektive brgnnene
med en mikropipette (100 pl/brgnn). For sma eller store
analyser, og spesielt for store analyser, anbefaler vi at det
brukes en multikanalpipette for 4 tilsette praver, slik som
beskrevet nedenfor. (En multikanalpipette kan ogsa
brukes for a tilsette konjugat, substrat og stopplasning
pa en enkel mate.)
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For a fordele standarder, kontroller og fortynnede praver i
mikrotiterbrgnnene sa raskt som mulig, kan man bruke en
“kopi-plate”-prosedyre. Istedenfor a tilsette 100 pl av hver
standard, kontroll eller fortynnede prgve i hver enkelt av
brennene som er dekket med antistoff, kan man
tilsette120-130 pl av hver lasning i hver enkelt brenn pa
en tom plate (ikke levert) som stemmer overens med det
endelige EIA-mgnsteret man @nsker. Etter at alle
lasningene som skal testes, er fordelt i mikrotiterbrgnnene
pa den tomme platen, overfgrer man raskt 100 pl fra hver
null- brgnn til de brennene som er dekket med antistoff
ved a bruke en multikanal mikropipette. For a hindre
kryss-forurensning, ma pipettespissene byttes hver gang
sammensetningen av prgvene, som skal testes, er en
annen.

OPPBEVARING

Et uapnet sett skal oppbevares ved 2-8°C. Etter at settet
er apnet, kan den 20X konsentrerte vaskelgsningen og
hydratiserings-reagensen oppbevares ved 2-25°C.

Alle reagenser ma komme opp i romtemperatur (15-25°C)
for bruk. Legg alle ubrukte mikroanalysestrimler i
oppbevaringsposen, forsegl den igjen og oppbevar

den ved 2-8°C.

TEGN PA USTABILITET ELLER FORRINGELSE
AV REAGENSER

Uklar vaskelasning er tegn pa forringelse av reagensen.
Hvis dette skjer, ma lgsningen kastes.

INNSAMLING OG FORBEREDELSE AV PR@VER

Handter og kast alle prgver i overensstemmelse med
generelle forholdsregler.

Riktig innsamling og oppbevaring av prover er viktig, fordi
Faktor Bb proteolyseres lett i praver som er feilaktig
innsamlet eller lagret.

Pa grunn av komplementaktivering som forekommer
under koagulasjon, vil Bb-konsentrasjonen i normale,
humane serum-prgver veere hgyere enn de man oppnar
med EDTA plasmaprgver. Bb-nivdene i EDTA plasma kan
derfor ngyaktigere vise in vivo-konsentrasjonene.

Serum- eller EDTA plasmaprgver ber tas aseptisk ved hjelp
av standardteknikker. Prgvene bgr testes umiddelbart
eller oppbevares ved 4°C eller legges pa is inntil de skal
analyseres. Men den korte lagringstiden pa is ber ikke
veere lenger enn fire timer.

For lengre tids oppbevaring skal serum- eller plasma-
prover fryses ved -70°C eller kaldere innen to timer etter
at de er tatt.

Frosne praver (< -70°C) tines raskt i et vannbad pa 37°C
til de er akkurat tint. Legg de tinte prevene pa is med
en gang (men ikke lenger enn fire timer) for a hindre
komplementaktivering for fortynning. Ikke la prevene
ligge ved 37°C. Ikke tin prgver ved romtemperatur eller
4°C, da dette kan fere til komplementaktivering. Frosne
prover skal testes sa snart som mulig etter at de er tint.
Gjentatt nedfrysing og opptining anbefales ikke. Hvis
provene skal fryses igjen for senere analyse, foreslar
Quidel & dele opp prevene i flere deler, for d unnga
gjentatt frysing og opptining.

ANALYSEPROSEDYRE

Les pakningsvedlegget for du begynner med analysen.

Se ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER og FORBEREDELSE

AV REAGENSER.

1. Noter plasseringene pa mikrotiterbrgnnene som
tilsvarer null-brgnn(er), alle prgver som skal testes,
standarder og kontroller, samt varepartinumrene som
er angitt pa pakningen. Merk av et hjgrne pa
mikrotiterplaten til orientering.

2. Forbered mikrotiterstrimlene pa felgende mate:

a. Ved a bruke en vaskeflaske eller automatisk
platevaskutstyr tilsettes ca. 300 pl vaskelgsning
i hver brgnn.

Inkuber brgnnene i ett minutt ved 15-25°C.

Sug opp innholdet i hver brgnn.

Tilsett ca. 300 pl vaskelgsning i hver brgnn.

Sug opp innholdet i hver brgnn.

Gjenta trinn d-e en gang til, slik at det blir totalt

tre vaskeomganger.

g. Snu platen opp ned og sla den fast mot terkepapir

for a fjerne eventuell gjenvaerende vaeske.

3. Tilsett 100 ul prgvefortynner, fortynnede standarder,
kontroller, eller fortynnede prever i de respektive
brgnnene.

Inkuber ved 15-25°Ci 30 = 1 minutter.

5. Vask mikrotiterbrgnnene i alt 5 ganger med felgende
fremgangsmate:

a. Sugopp innholdeti hver brgnn.

b. Tilsett ca. 300 ul vaskelgsning i hver brgnn ved a
bruke en vaskeflaske eller automatisk vaskeutstyr.
Inkuber brgnnene i 1T minutt ved 15-25°C.

Sug opp innholdet i hver brgnn.

Tilsett ca. 300 pl vaskelgsning i hver brgnn.

Sug opp innholdet i hver brgnn.

Gjenta trinn e-f tre ganger til.

Etter den femte vaskeomgangen snus platen opp

ned, og slas fast mot tarkepapir for a fjerne

eventuell gjenvaerende vaeske.

6. Ved a bruke en multikanalpipette eller en pipette for
flergangsbruk, fordeles 50 pl av Bb-konjugatet i hver
av de vaskede testbrgnnene, ogsa null-brgnn(ene).

7. Inkuber mikrotiterstrimlene ved 15-25°Cii
30 = 1 minutter.

8. Vask mikrotiterbrgnnene etter 30-minutters
inkubasjon (trinn 7), slik som beskrevet under
ANALYSE- PROSEDYRE, trinn 5.

9. Umiddelbart etter vaskeprosedyren fordeles100 pl
av TMB-substratlasningen i hver brgnn, ogsa null-
brgnn(ene).

10. Inkuber mikrotiterstrimlene ved 15-25°Cii
15 + 1 minutter.

11. Tilsett 100 pl stopplesning i hver brenn for a stoppe
den enzymatiske reaksjonen. Stopplgsningen skal
tilsettes bronnene i samme rekkefglge og med samme
fordelingshastighet som med substratlgsningen.

12. Sla forsiktig pa platen slik at fargeutviklingen fordeler
seg helt og jevnt.

~0ongT
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13. Bestem absorbansen ved avlesning ved 450 nm for
hver testbrgnn innen en time etter tilsetning av
stopplegsningen (trinn 11), og utfer en null-korreksjon
i overensstemmelse med det spektrofotometriske
systemet som brukes.

14. Kast det som er igjen av fortynnede prover, kontroller,
substrat, og de brukte mikrotiterstrimlene (se
ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER).

KVALITETSKONTROLL

Analysesertifikatet i dette settet er spesifikt for dette
varenummeret, og skal brukes for a verifisere at de
resultatene som er oppnadd i ditt laboratorium tilsvarer
de som er oppnadd ved Quidel Corporation. Verdiene
for optisk densitet, som er levert, er kun ment som
retningslinjer. Resultatene som er oppnadd i ditt
laboratorium, kan avvike.

Grenseverdier for kvalitetskontrollen foreligger. Det er
meningen at kontrollverdiene skal verifisere validiteten av
kurven og proveresultatene. Hvert laboratorium bgr sette
opp egne parameter for akseptable analysegrenser. Hvis
kontrollverdiene IKKE er innenfor ditt eget laboratoriums
godkjente grenser, vil analyseresultatene betraktes som
tvilsomme, og pravene bear gjentas.

FORTOLKNING AV RESULTATER

Bruk av standardkurve

Standardkurven for Bb EIA har man fatt ved a bruke Aaso -
nullverdiene som er trukket fra for hver standard (pa y-
aksen) og den fastsatte konsentrasjonen for hver standard
(pa x-aksen). Ved lineaer regresjon, ma den standard-
kurven man har fatt, oppfylle valideringskriteriene (se
nedenfor). De fleste datamaskiner og kalkulatorer kan
utfere disse beregningene.

Alternativt kan dataene fremstilles grafisk manuelt, og
verdiene (ug/ml) for testprgvene leses direkte fra den
linjen i standardkurven som passer best. Et eksempel

pa en typisk standardkurve er vist i figur 1.

Representativ standardkurve
Figur 1

1.600 4 y =1.83x-0.016
r=1.00

Asso

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Konsentrasjon (ug/mL)

Beregning av virkelig Bb-konsentrasjon i prevene som
testes

Den virkelige Bb-konsentrasjonen i hver enkelt ufortynnet
prove bestemmes ved & multiplisere Bb/ml-
konsentrasjonen, fastsatt ved settets standardkurve,

med den angjeldende fortynningsfaktoren for praven.

Hvis Asso-verdiene for en bestemt prgve som testes, er
heyere enn den hgyeste Bb i settets standard (E), skal
resultatene rapporteres som “hgyere enn” Bb-
konsentrasjonen i det hgyeste av settets standard (E)
multiplisert med prevens fortynningsfaktor. Hvis man
krever en mer ngyaktig Bb-konsentrasjon, ma preven
analyseres om igjen ved a bruke en hgyere
fortynningsfaktor. Bb-standarder og -kontroller ma ogsa
testes nar en analyse utferes om igjen.

VALIDERING

Bestem helningen, krysningspunktet og
korrelasjonskoeffisienten for den avledede linjen som
passer best. Verdien ma ligge innefor de spesifiserte
grensene for at analysen skal kunne godkjennes:

korrelasjonskoeffisient (r): > 0,96
stigning (m): mellom 1,094 og 2,558
y-krysningspunkt (b): mellom (-)0,145 0g 0,113

Se etikettene pa hetteglassene eller produktet C av A for
de godkjente, giennomsnittlige grenseverdiene for Bb-
konsentrasjon av hgye og lave kontroller.

BEGRENSNINGER

MicroVue Bb Plus Enzymimmunanalysen er blitt brukt til
a teste prgver, som er tatt som serum eller som plasma i

EDTA. Heparin plasma er IKKE egnet for denne analysen.
Andre antikoagulantia er ikke blitt testet.

TESTENS YTEEVNE

Grenser

LOD: Grensen for pavisning (LOD) med Bb Plus analysen
er 0,018 pug/ml, fastsatt ved hayeste 3SD-grense i en null-
standard studie.

LLOQ: Den laveste grense for kvantifisering (LLOQ)
med Bb Plus analysen er 0,033 pg/ml, den laveste
konsentrasjonen pa standardkurven som oppfyller
NCCLS kriterier for ngyaktighet og presisjon.

ULOQ: Den gverste grense for kvantifisering (ULOQ)
med Bb Plus analysen er 0,836 pg/ml, den hgyeste
konsentrasjonen som oppfyller NCCLS kriterier for
ngyaktighet og presisjon.

Interfererende Substanser

Na+ Heparin pa 14 U/ml (konsentrasjonen tilsvarer
pravergr for heparin plasma) pavirker Bb Plus analysen,
og anbefales derfor ikke brukt som antikoagulant for
plasmaprover.

Falgende substanser er testet i Bb Plus analysen, og
funnet  ikke pavirke analysen:

Substans Konsentrasjon
Bilirubin 40 mg/dl
Hemoglobin 500 mg/dl
Triglyserider 3000 mg/dl
Albumin 6000 mg/dl
Glukose 1200 mg/dl
Kolesterol 500 mg/dl
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Presisjon

Presisjon i samme analyse og Mellom analyser ble fastsatt

ved vurdering av 20 dobbelttester av 2 plasmapraver og
2 serumprgver i 10 forskjellige analyseomganger.

Prave Bb Isamme analyse’  Mellom-analyser?
(ug/ml) C.V. (%) C.V. (%)
EDTA 1,550 24 7,7
Plasma 0,517 2,5 6,7
2,129 31 6,2
Serum
2,375 4,0 9.1

'n =20 dobbelttester 2n = 10 omganger

Linearitet

Linearitet ble utfgrt ved a blande serier av fortynnede
praver, og sammenligne de observerte verdiene med
forventede verdier. Typiske resultater vises nedenfor.

Prove Fortynnings Observert Forventet Gjenopp-
faktor (ng/ml) (ng/ml)  rettelse (%)
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 * *
1:32 0,103 0,101 102,0%
Serum 1
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%
PROVEVERDIER

EDTA-plasma fra trettiseks (36) og serum fra fertini (49)
normale blodgivere ble testet i MicroVue Bb Plus
Enzymimmunanalysen. Resultatene vises nedenfor.

X X Konsentrasjonsomrade
n  Gjennomsnitt
+2SD +3SD
EDTA
Plasma 36 096ug/ml 0,49-1,42ug/ml 0,26 -1,65 pg/ml
Serum 49  3,53ug/ml 0,80-6,26 ug/ml 0,0-7,62 pg/ml

Merk: Gjennomsnittsverdien og standardavviket (SD) for Bb-fragment-
konsentrasjonene som er fastsatt for plasma- eller serumprgver kan vaere
forskjellige, avhengig av laboratoriet. Derfor anbefales det at hvert
laboratorium fastsetter gjennomsnittsverdien for Bb-fragmentkonsentrasjon
og standard-avvik for pravene.

ASSISTANSE

For service utenfor USA, vennligst ta kontakt med din

lokale forhandler. Ytterligere informasjon om Quidel, vare
produkter og vare fordelere kan bli funnet pa var website

pa www.quidel.com.
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