MICROVUE

Complement

Bb Plus

En enzymimmunanalys for quantificationen av det Bb fragmentet av dela upp i faktorer B,
en indikator av aktiveringen av den alternativa komplementbanan, i manniskaplasma och serum

MicroVue™ Bb Plus EIA Oversikt

Reagens, standarder, kontroller och provférberedelse

O Spad tvattbuffertkoncentratet 1:20 med destillerat vatten.

O Rekonstruera varje standard och kontroll med 1,0 mL
hydratiserande reagens (/at det sta i 15 minuter och blanda férsiktigt
fére anvéndning)

O Spad ut plasmaprover 1:10 med komplementprovsutspadning
(t ex 50 pL + 450 uL) (pipettera till analysbrunnar inom 30 minuter)

O Spéad ut serumprover 1:20 med komplementprovsutspadning
(tex 25 L + 475 uL) (pipettera till analysbrunnar inom 30 minuter)

Analysprocedur

Pipettera 300 puL av tvattldosningen till analysbrunnar

4

Inkubera 1 min vid 15 — 25°C

Tvatta 2 ganger med tvattbuffert
(Torka torrt med ldskpapper)

Pipettera 100 pL av komplementprovsutspadning (bakgrundsprov),
standarder, kontroller och prover till analysbrunnar

<

Inkubera 30 * 1 minuter vid 15 — 25°C

Tvatta 5 ganger Med tvattbuffert
(Inkubera forsta tvatten 1 minut)

Pipettera 50 yL konjugat

<

Inkubera 30 * 1 minuter vid 15 — 25°C

Tvatta 5 ganger Med tvattbuffert
(Inkubera forsta tvatten 1 minut)

Pipettera 100 L substratlésning

<

Inkubera 15 * 1 minuter vid 15 — 25°C

<

Pipettera 100 pL stopplésning

<

L&s av den optiska densiteten vid 450 nm
Anpassa analysresultatet mot en linjar kurvmodell
(y=mx+Db)

(i) AVSEDD ANVANDNING

MicroVue Bb Plus enzymimmunanalys kit mater mangden
av komplementfragmentet Bb, ett aktiveringsfragment till
Faktor B i den alternativa komplementvagen, i human-
plasma eller -serum. Matning av Bb i humanplasma eller -
serum tillhandahaller bevis for inblandning av den
alternativa komplementvagen Mdtning av aktivering av
den alternativa vdgen &r en hjalp vid diagnos av ett flertal

njursjukdomar, t ex kronisk glomerulonefrit och
lupusnefrit, savdl som flera hudsjukdomar, t ex dermititis
herpetiformis och pemphigus vulgaris (bldsdermatos)
Andra sjukdomar hos vilka man observerat aktivering av
den alternativa komplementvagen inkluderar reumatisk
artrit, sickle cell-anemi och gramnegativa bakteriella
infektioner.

SAMMANDRAG OCH FORKLARING

Den alternativa komplementvdgen ger medfott skydd mot
mikrobiella agenser vid avsaknad av specifik antikropp.'®
Aktiveringen av denna komplementvdg kan utlésas av en
mangd olika substanser inklusive mikrobiella polysacka-
rider eller lipider, gramnegativa bakteriella lipopolysacka-
rider och ytmarkorer, som finns pa nagra virus, parasiter,
virusinfekterade daggdjursceller och cancerceller. Vid
autoimmuna sjukdomar kan den alternativa komplement-
vdgen direkt bidra till vdvnadsskada.

En centralt viktig reaktion som uppstar under aktivering
av den alternativa vagen dar konverteringen av Faktor B-
zymogen med en molekyldrvikt pa 93 kD till ett aktivt
proteolytiskt enzym Detta genomfors i en
tvastegsreaktion. Under det forsta reaktionssteget bildar
Faktor B ett magnesium-beroende komplex med C3(H20)
eller C3b.* C3(H20),B-komplexet bildas endast i vatskefas
medan C3b,B-komplexet kan bildas antingen i vatskefas
eller pa en malyta.”* Faktor B, som finns i C3(H20),B eller
C3b,B-komplexet, klyvs i det andra reaktionssteget av
enzymet i den alternativa vagen, Factor D, i fragmenten
Ba (33 Kd) och Bb (60 Kd)."* Det resulterande C3b,Bb-
bimolekylara komplexet ar den alternativa vagens C3-
konverteringsenzym. Bb-subenheten ar komplexets
katalytiskt aktiva site som dr kapabel att klyva C3i
fragmenten C3a och C3b."¢ Ytterligare C3b-fragment
som framstallts pa detta satt kan bilda det trimolekylara
komplexet C3b,Bb,C3b som ar den alternativa vagens C5-
konverteringsenzym. Detta C5-konvertas ar kapabelt att
klyva C5 i fragmenten C5a och C5b.™*¢

Den alternativa vagens C3- och C5-konvertaser kan
stabiliseras av Faktor P (ocksa kallad properdin), en
komponent i den alternativa vdgen som normalt finns i
humanplasma eller -serum,™ eller av nefritfaktor C3, en
autoantikropp som produceras hos nagra patienter som
upplever en omfattande aktivering av den alternativa
vagen.® Den alternativa vagens konvertaser C3 och C5
kan dissocieras och darmed inaktiveras genom spontan
sonderfallsdissociering” eller genom bindning av Faktor H
eller komplementreceptor (Complement Receptor) 1
(CR1).*8 Bb-fragmentet som dissocierats fran nagondera
konvertaser bibehaller ndgra biologiska aktiviteter, t ex
retention av funktionell hemolytisk aktivitet,*° formagan
att framkalla makrofagspridning,'® och plasminogen
aktivering."
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Fastan aktivering av den alternativa vdagen tros upptrada
primart vid franvaro av specifik antikropp, uppstar manga
situationer, i vilka aktivering av den alternativa vagen kan
uppsta som resultat av aktivering av den klassiska vagen
Till exempel kan immunkomplex som finns hos patienter
med autoimmuna sjukdomar utldsa aktivering av den
klassiska komplementvdagen med en resulterande
produktion av C3b-fragment. Sasom beskrivits ovan, ar
dessa C3b-molekyler kapabla att binda Faktor B och
initiera klyvning av denna i fragmenten Ba and Bb
Salunda kan aktivering av den alternativa vdgen uppsta i
tillstand av antikroppsmedierad autoimmun sjukdom och
kan vdsentligt bidra till 6kad komplementaktivering och
atfoljande vavnadsforstorelse.

Genom att faststalla Faktor B-klyvningsprodukter i prover
kan man uppskatta omfattningen av anvandandet av den
alternativa vagen som uppstar vid tiden for provtagning i
det sjukdomstillstand som ar under utredning MicroVue
Bb Plus EIA tillhandahaller en enkel, snabb, icke-radioaktiv,
hogst noggrann och kvantitativ procedur fér matning av
Faktor B-aktivering. Den &r idealisk for undersdkningar
som involverar den alternativa komplementvégens roll
eller status i ett stort antal forsknings- och kliniska miljoer
och for att folja bildandet av Bb in vitro.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue Bb Plus enzymimmunanalys for kvantifiering av
Bb i humanserum, -plasma eller andra prover dr en
trestegsprocedur, dar man anvander (1) en
mikroanalysplatta som ar ytbehandlad med en
monoklonal antikropp fran mus som specifikt binder till
human-Bb, (2) ett HRP-konjugerat murint anti-humant Bb
och (3) ett kromogent substrat.

| det forsta steget tillsatts standarder, kontroller och
testprover till mikroanalysbrunnar som i forvag ar
ytbehandlade med en specifik anti-Bb-monoklonal
antikropp. Bb, men inte Faktor B eller andra
komplementaktiveringsprodukter, som finns i standarder,
kontroller eller prover, kommer att binda till den
immobiliserade anti-Bb-monoklonala antikroppen. Efter
inkubering avldgsnar en tvattprocedur obundet material.

| det andra steget tillsatts pepparrotsperoxidas-
(horseradish peroxidase) (HRP) konjugerad murin anti-Bb-
antikropp till varje testbrunn Det enzym-konjugerade
anti-Bb:t binds till Bb som har bundits in till
mikroanalysbrunnarna. Efter inkubering avlagsnar en
tvattprocedur obundet 6verskott av konjugat.

| det tredje steget tillsatts ett kromogent enzymsubstrat
till varje mikroanalysbrunn. Det bundna HRP-konjugerade
materialet reagerar med substratet och bildar en bla farg.
Efter inkubering stoppas enzymreaktionen kemiskt, fargen
andrar sig till gul och fargintensiteten mats
spektrofotometriskt vid 450 nm Reaktionsblandningens
fargintensitet ar proportionell till den Bb-koncentration
som finns i testproverna, standarderna och kontrollerna.

INGAENDE REAGENSER OCH MATERIAL

96 analyser for Faktor B:s Bb-fragment

MicroVue Bb Plus Enzymimmunanalys innehaller
foljande:

g Bb Plus Standarder Del A9948 - A9952 var ochen 1mL
C (lyofiliserad) Var och en innehaller en kdnd koncentration av Bb i
humanserum utspatt i PBS, proteinstabilisatorer,

E 0,035 % ProClin® 300

L Bb Plus Lag Kontroll Del A9953 1mL
(Iyofiliserad) Innehaller humanserum utan nagra pavisbara Bb-
innehdllande fragment, utspadd i PBS, proteinstabilisatorer,
0,035% ProClin 300

H Bb Plus Hog Kontroll Del A9955 TmL
(lyofiliserad) Innehaller en kdnd koncentration av Bb i
humanserum utspatt i PBS, proteinstabilisatorer, 0,035% ProClin
300

@ Mikroanalysplatta Del A9559 12 x 8 brunnar
12 attabrunnsremsor ytbehandlade med en renad monoklonal
antikropp fran mus specifik fér human-Bb i en dterférslutningsbar
foliepase

© Stopplésning
Innehaller TN saltsyra

Del A9947 12mL

(3] 20X Tvattlosning Koncentrat
Del A9957 50 mL
Var och en innehdller fosfatbuffrad saltlésning (PBS),
1,0 % Tween-20°, och 0,035 % ProClin 300

(1) Komplementprovspadningsvatska
Del A3670 50 mL
Innehdller PBS, 0,05% Tween-20, 2,5% proteinstabilisatorer,
0,035% ProClin 300

TMB Substrat Del 5059 12mL
Innehaller 3,3', 5,5 tetramethylbenzidine (TMB) och Véteperoxide
(H,0,)

© Bb Plus-konjugat Del A9956 7mL
Innehaller pepparrotsperoxidas-konjugerat murint anti-human-Bb
upplost i HRP-stabiliseringsbuffert med skyddsmedel

@ Hydratiserande reagens Del A3675 25mL
Innehaller 0,035% ProClin 300

Tween-20° &r ett varumérke som tillhér ICI Americas Inc.
ProClin® &r ett varumérke som tillhér Rohm and Haas Company.

ERFORDERLIGA MEN EJ INGAENDE MATERIAL

e Timer (60 minuters)

e Minirdknare eller annan databaserad metod for
utvardering av analysen

¢ Rena, oanvanda mikroanalysplattor och/eller provror
och stall

e Behallare for utspadd tvattbuffert

e Tvattflaska eller annat tvdttsystem for immunanalys

e Justerbar multikanalspipett (8 eller 12 kanaler) eller
repetermikropipetter (valfritt)

e Rena pipetter, 1 mL, 5 mL och 10 mL

e Mikropipetter och pipettspetsar

e Plattavldasare som kan ldsa av en optisk densitet pa
mellan 0,0 och 2,0

e Avjonat eller destillerat vatten

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. For in vitro-diagnostisk anvandning.

2. Anvandning av heparinplasma i denna analys kan ge
felaktiga resultat.

3. Behandla proverna som potentiellt riskavfallsmaterial
Folj allmanna forsiktighetsatgarder vid hantering av
innehallet i detta kit och eventuella patientprover.
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4. Anvand lampliga skyddsklader, -handskar och -
glasdgon/ansiktsskydd vid hantering av detta kit-
innehall.

5. Hantera avfall betraffande bdgare och oanvant
innehall i enlighet med statliga och lokala foreskrifter.

6. Anvand de tillhandahallna reagenserna som en
sammanhangande enhet fore det utgangsdatum som
finns angivet pa forpackningsetiketten.

7. Lagra analysreagenserna enligt foreskrift.

8. Anvand inte de ytbehandlade remsorna om det har
gatt hal pa pasen.

9. Vid tillforande eller utsugning av vatskor fran
mikroanalysbrunnarna, skrapa inte i eller vidror
bottnen pa brunnarna.

10. Anvandning av andra inkuberingstider och -
temperaturer @n de som foreskrivits i Procedur-
avsnittet kan ge felaktiga resultat.

11. Lat inte mikroanalysbrunnarna torka ut ndr analysen
vél har borjat.

12. Anvand inte samma mikroanalysbrunn for mer dn ett
test.

13. Anvandning av multikanalspipetter eller
repeterpipetter rekommenderas for forsakran om
tillsattning av reagens pa utsatt tid.

14. FOr exakt matning av prover, tillsdtt prover och
standarder i exakt mdngd Pipettera noggrant och
anvand endast kalibrerad utrustning.

15. Korrekt insamling och lagring av prover ar vasentlig
for noggranna resultat (se INSAMLING OCH
FORBEREDANDE AV PROVER, sid 4).

16. Undvik mikrobiell eller korskontaminering av prover,
reagenser eller material Oriktiga resultat kan erhallas
vid kontaminering.

17. Varje donerat prov som anvants vid framstallningen av
standarder och kontrollserum har testats med en FDA-
godkand metod betréffande befintlighet av antikropp
riktad mot humant immunodeficiensvirus, (HIV 1 och
2) och hepatit C-virus, savdl som betraffande hepatit B-
ytantigen, och proverna har befunnits vara negativa
(dar de inte har varit upprepat reaktiva) Eftersom
emellertid ingen testmetod kan erbjuda en fullstandig
forsakran om att infektiosa agenser inte finns, bor
dessa reagenser hanteras pa biosdkerhetsniva 2, sdasom
rekommenderas for eventuellt potentiellt infektiost
humanserum eller -blodprov i manualen "Biosdakerhet
pa mikrobiologiska och biomedicinska laboratorier”
(“Biosafety in Micro-biological and Biomedical
Laboratories”) 2007 pa centra for
sjukdomskontroll/statliga halsovardsinstitut.

18. ProClin 300 anvdnds som ett skyddsmedel. Tillfallig
kontakt med eller fortaring av buffertar eller reagenser
som innehaller ProClin kan orsaka irritation pa huden,

i dgonen eller munnen. Anvand god laboratoriepraxis
(GLP) for att reducera exponering S6k medicinsk vard
vid eventuella symptom.

19. Substratkoncentratet ar ljuskansligt. Undvik utdragen
exponering for starkt eller direkt ljus Lagra
reagenserna i morker ndr de inte anvands.

20. For undvikande av aerosolbildning vid tvattning kan
man anvdnda en apparat for att suga ut tvattvatskan
i en flaska som innehaller hushallsblekningsmedel.

21. Varmeinaktiverade, hyperlipemiska eller
kontaminerade prover kan ge felaktiga resultat.

FORBEREDANDE AV REAGENS

Varm alla reagenser och material till 15-25°C fére
anvandning.

Lagg efter borttagning av de reagenser och material som
behovs tillbaka de oanvanda artiklarna i sin rétta
lagringstemperatur (se LAGRING).

Ytbehandlade Remsor

Bestam antalet remsor som behdvs for analysen. Ta bort
det 6nskade antalet remsor. Fdst de remsor som ska
anvandas i plattans ram. Lagg tillbaka de remsor som inte
behovs i lagringspasen, forslut pasen och lagra den vid
2-8°C.

Tvattlosning

Forbered tvattlosningen for tvattning av
mikroanalysbrunnarna genom att spada ut 50 mL av 20X-
tvattlésningskoncentratet med destillerat eller avjonat
vatten till en slutlig volym pa en liter Blanda ordentligt
fore anvandning. Tvattlosningen haller sig i 30 dagar, om
den lagras i ett rent karl vid 2-8°C Om grumlighet uppstar,
kassera reagensen.

Bb Plus Standard- och Kontrollspadning

Tillsatt 1,0 mL hydratiserande reagens till varje
standardvial (A-E) och till den Laga kontrollen och den
Hoga kontrollen. L3t de rekonstruerade vialerna rehydrera
i minst 15 minuter i rumstemperatur. Blanda noggrant.
Undvik skum- eller bubbelbildning under blandandet.
Rekonstruerade standarder och kontroller haller sig i

30 dagar vid lagring vid 2-8°C.

Provutspadning

Varning: Behandla alla prover som om de vore potentiellt
infektiosa. Anvand inte varmeinaktiverade eller
kontaminerade prover.

Det rekommenderas att plasmaprover spads ut 1:10i
provutspadning for anvandning i MicroVue Bb Plus
enzymimmunanalys. Det rekommenderas att
serumprover spads ut 1:20 i provutspdadning. Nar de

val spatts ut maste proverna tillsattas till mikroanalys-
brunnarna inom 30 minuter. Lagra eller ateranvand inte
utspadda prover. Eventuella aterstaende prover ska
kasseras.

Prover med hdga nivaer av komplementaktivering kan
fordra hogre provspadning @n de tidigare namnda.

Tillsdttning av utspadda prover i
mikrotiterbrunnarna

Endera av tvd metoder kan anvandas for att tillsatta
utspadda prover, standarder, kontroller och buffertar

till brunnarna (se Steg 3 i ANALYSPROCEDUR) For sma
analyskorningar, dar endast ett fatal prover testas, kan de
utspadda proverna och andra reagenser tillsattas direkt till
sina anvisade brunnar med en mikropipett (100 pL/brunn).
For sma eller stora kdrningar, men sarskilt for storre
kérningar, rekommenderar vi anvandning av en
multikanalspipett for tillsattande av prover enligt féljande
(En multikanalspipett kan anvandas for att pa ett
bekvamt satt tillsatta konjugatet och substratet, saval
som stoppldsningen).
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For att ladda mikroanalysbrunnarna med standarder,
kontroller och utspadda prover sa snabbt som magjligt kan
man anvanda sig av en “replica plating”-procedur. Istallet
for att tillsatta 100 pL av vart och ett av standard, kontroll
eller utspatt prov till de antikroppsytbehandlade
brunnarna var for sig, kan 120-130 pL av varje I16sning
tillsattas till var och en av brunnarna pa en tom platta
(ingar ej) som motsvarar det slutliga, dnskade EIA-
monstret. Sedan alla ldsningar som ska testas har tillsatts
till mikroanalysbrunnarna pa den tomma plattan, ska

100 pL snabbt 6verforas fran varje brunn for bakgrunds-
bestamning till de antikroppsytbehandlade brunnarna
med anvandning av en multikanalsmikropipett. For att
undvika mojligheten till korskontaminering maste
pipettspetsar bytas ut varje gang man byter till annan
provsammansattning som ska 6verforas.

LAGRING

Lagra o6ppnat kit vid 2-8°C Sedan kitet 6ppnats, kan 20X-
tvattlésningskoncentratet och den hydratiserande
reagensen lagras vid 2-25°C.

Alla reagenser maste tas fram i rumstemperatur (15-25°C)
fore anvandning. Lagg alla oanvdanda mikroanalysremsor i
lagringspasen, aterforslut pasen och lagra vid 2-8°C.

INDIKATIONER PA INSTABILITET ELLER
FORSAMRING HOS REAGENSER

Grumlighet i tvattlosningen indikerar forsamring av denna
reagens. Om detta intrdffar, ska |I6sningen kasseras.

INSAMLING OCH FORBEREDANDE AV
PROVER

Hantera och kasta alla prover med anvandande av
allménna forsiktighetsatgarder.

Korrekt insamling och lagring av prover ar viktig, eftersom
Faktor Bb &r kanslig for proteolys i felaktigt insamlade eller
lagrade prover.

Beroende pa komplementaktivering som uppkommer
under koagulering blir Bb-koncentrationen i normala
humanserumprover hégre an de som erhalls med EDTA-
plasmaprover. Bb-nivaerna i EDTA-plasma kan darfor pa
ett mera riktigt satt representera in vivo-
koncentrationerna.

Serumprover eller EDTA-plasmaprover ska samlas in
aseptiskt med anvandande av standardtekniker. Proverna
ska testas omedelbart eller lagras vid 4°C eller pa is tills
analys ar gjord. Denna korttidslagring pa is far emellertid
inte overskrida fyra timmar.

For langtidslagring ska serum eller plasma frysas vid -70°C
eller lagre inom tva timmar efter insamling.

Tina frusna (< -70°C) prover snabbt i 37°C-vattenbad tills
det precis tinat. Lagg tinade prover omedelbart pa is (i
hogst fyra timmar) for att forhindra komplementaktivering
fore utspadning. Latinte proverna ligga kvar i 37°C. Tina
inte prover i rumstemperatur eller vid 4°C, eftersom detta
kan leda till komplementaktivering. Frusna prover ska
testas sa snart som mojligt efter upptining. Upprepad
infrysning och upptining rekommenderas ej. Om prover
maste frysas om for ytterligare analys, foreslar Quidel att
man fryser in multipla aliquoter av proverna for att
forhindra upprepade infrysnings-/upptiningscykler.

ANALYSPROCEDUR

Las hela produktbladet innan analysen paborjas.

Se VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER och
REAGENSFORBEREDELSE.

1. Registrera mikroanalysbrunnarnas positioner i
forhallande till brunnen/-arna for bakgrunds-
bestamning, alla testprover, standarder och kontroller,
saval som de angivna serienummerna fran etiketterna
pa vialerna. Satt en etikett pa ett horn av
mikroanalysplattan for orienteringens skull.

2. Forbered mikroanalysremsorna pa foljande satt:

a. Tillsatt med anvandning av en tvéttflaska eller
automatisk plattvattningsanordning ca 300 L
tvattlosning till varje brunn.

Inkubera brunnarna i en minut vid 15-25°C.

Sug ut innehallet fran varje brunn.

Tillsatt ca 300 pL tvattldsning till varje brunn.

Sug ut innehallet fran varje brunn.

Upprepa steg d-e en gang till, totalt tre
tvattningar.

g. Vand upp och ner pa plattan och knacka den hart

mot ett absorberande papper for att avldagsna
eventuell kvarvarande vatska.

3. Tillsatt 100 pL av provutspadning, rekonstruerade
standarder, kontroller eller utspadda prover till de
dérfoér avsedda brunnarna.

Inkubera vid 15-25°Ci30 = 1 minuter.

5. Tvatta mikroanalysbrunnarna totalt 5 gdnger med
anvandning av féljande procedur:

a. Sug utinnehallet fran varje brunn.

b. Tillsatt med anvandning av en tvattflaska eller
automatisk plattvattningsanordning ca 300 pL
tvattldsning till varje brunn.

Inkubera brunnarna i 1 minut vid 15-25°C.

Sug ut innehallet fran varje brunn.

Tillsatt ca 300 plL tvattlosning till varje brunn.

Sug ut innehallet fran varje brunn.

Upprepa steg e-f ytterligare tre ganger.

Vand efter den femte tvattomgangen upp och ner
pa plattan och knacka den hart mot absorberande
papper for att avlagsna eventuell kvarvarande
vatska.

6. Fordela genom anvandning av en multikanals- eller
repeterpipett 50 puL Bb-konjugat till varje tvattad
testbrunn, inklusive brunnen/-arna for
bakgrundsbestamning.

7. Inkubera mikroanalysremsorna vid 15-25°Ci
30 £ 1 minuter.

8. Tvatta mikroanalysbrunnarna efter
30-minutersinkuberingen (steg 7) som det beskrivs
under ANALYSPROCEDUR, steg 5.

9. Fordela omedelbart efter tvattproceduren 100 uL av
TMB-substratldsningen till varje brunn, inklusive
den/de for bakgrundsbestamning.

10. Inkubera mikroanalysremsorna vid 15-25°Ci
15 £ 1 minuter.

11. Tillsatt 100 pL stoppldsning till varje brunn for att
stoppa den enzymatiska reaktionen. Stoppldsningen
ska tillsattas till brunnarna i samma ordning och i
samma takt som substratlésningen har tillsatts.

~0onoT
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12. Knacka forsiktigt plattan mot bankens éversida for att
sprida fargutvecklingen fullstandigt och jamnt.

13. Bestdm absorberingsavlasningen vid 450 nm for varje
testbrunn inom en timma efter tillsdttandet av
stoppldsningen (steg 11) genom att gora en
bakgrundskorrigering enligt det anvanda
spektrofotometriska systemet.

14. Kasta de aterstaende utspadda proverna, kontrollerna,
substraten och de anvénda mikroanalysremsorna (se
VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER).

KVALITETSKONTROLL

Analyscertifikatet som finns med i detta kit ar
serienummerspecifikt och ska anvandas for att verifiera att
resultaten som erhdllits av ert laboratorium &r liknande
dem som erhallits pa Quidel Corporation. De
tillhandahallna vardena for optisk densitet ar endast
avsedda som riktlinje. De resultat som erhalls av ert
laboratorium kan avvika.

Intervallerna for kvalitetskontroll tillhandahalls.
Kontrollvdrdena ar avsedda att verifiera kurvans och
provresultatens validitet. Varje laboratorium bor etablera
sina egna parametrar for acceptabla analysgranser. Om
kontrollvardena INTE &r inom ert laboratoriums
acceptansgranser, bor analysresultaten anses diskutabla
och provtagningarna bér upprepas.

TOLKNING AV RESULTAT

Anvandning av standardkurvan

Standardkurvan for Bb EIA har tagits fram genom att man
anvant de frandragna Aaso- bakgrundsvardena for varje
standard (pa Y-axeln) och den anvisade koncentrationen
for varje standard (pa x-axeln). Efter linjar regression
maste den framtagna standardkurvan mota
valideringskraven (se nedan). De flesta datorer och
minirdknare klarar av att utféra dessa berakningar.
Alternativt kan data visas grafiskt pd manuell vag och
vardena (ug/mL) pa testproverna avlasas direkt fran den
bast anpassade trendlinjen pa standardkurvan. Ett
exempel pa en typisk standardkurva visas i Figur 1.

Representativ Standardkurva
Figur 1

1,600 y=1,83x-0,016

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Koncentration (ug/mL)

Berakning av faktisk Bb-koncentration i prover

Den faktiska Bb-koncentration som finns i varje outspatt
testprov faststélls genom multiplicering av den Bb/mL-
koncentration, som bestamts ur kitets standardkurva, med
det reciproka vardet av den anvanda
provutspadningsfaktorn.

Om Assovardena for ett givet testprov dr hogre an det for
Bb-hogsta-kit-standarden (E), ska resultaten rapporteras
som "hogre an” den hogsta-kit-standardens (E) Bb-
koncentration multiplicerad med provutspadningsfaktorn.
Om ett mera noggrant Bb-koncentrationsvarde erfordras,
kan testproverna omanalyseras med anvdndning av en
hogre utspadningsfaktor. | alla omanalyser maste Bb-kit-
standarder och -kontroller ocksa koras.

VALIDERING

Bestam lutningen, interceptet och korrelation-
koefficienten pa den erhallna bast anpassade trendlinjen.
Vardena maste vara inom de specificerade intervallerna
for att kvalificera analysen:

korrelationskoefficient (r): > 0,96
lutning (m): mellan 1,094 och 2,558
y-avskarning (b): mellan (-)0,145 och 0,113

Hanvisa till vial-etiketterna eller A:s produkt C for
medelvardena av acceptabla intervaller for Bb-
koncentrationsvardena hos de héga och ldga kontrollerna.

BEGRANSNINGAR

MicroVue Bb-Plus enzymsimmunanalys (MicroVue Bb Plus
Enzyme Immunoassay) har anvants for att testa prover
insamlade som serum eller plasma i EDTA. Heparinplasma
ar INTE lamplig for denna analys. Andra anti-
koagulerande medel har inte testats.

UTFORANDE AV TESTET

Begransningar

LOD: Detektionsgransen (The limit of detection) (LOD)
for Bb Plus-analysen &r 0,018 pg/mL, bestamd av den 6vre
3SD-gransen i en nollstandardstudie.

LLOQ: Den lagre gransen for kvantifiering (The lower
limit of quantitation) (LLOQ) for Bb Plus-analysen &r 0,033
pg/mL, den lagsta koncentration pa standardkurvan som
motte NCCLS:s kriterier fér noggrannhet och precision.

ULOQ: : Den 6vre gransen for kvantifiering (The upper
limit of quantitation) (ULOQ) for Bb Plus-analysen ar
0,836 pg/mL, den hégsta koncentration som moétte NCCLS
kriterier for noggrannhet och precision.

Interfererande Substanser

Na+ Heparin vid 14 U/mL (den koncentration som
Overensstammer med heparinplasmainsamlingsror)
interfererar med Bb Plus-analysen och rekommenderas
darfor inte for anvandning som ett
plasmaantikoagulerande medel for provinsamling.

Foljande substanser testades i Bb Plus-analysen och
befanns inte interferera med analysen:

Substans Koncentration
Bilirubin 40 mg/dL
Hemoglobin 500 mg/dL
Triglycerider 3000 mg/dL
Albumin 6000 mg/dL
Glukos 1200 mg/dL
Kolesterol 500 mg/dL
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Precision

Intra- och interkdrningsprecision bestamdes genom
analys av 20 replikat av 2 plasmaprover och 2 serumprover
i 10 olika korningar.

Bb Intrakérning’  Interkdrning? C.V.
Prove  (g/ml) C.V. (%) (%)
EDTA 1,550 2,4 7,7
Plasma 0,517 2,5 6,7
2,129 31 6,2
Serum
2,375 4,0 9.1
'n =20 replikat ’n =10 kérningar
Linjaritet

Linjaritet utfordes genom seriespadning av prover och
genom att jamféra observerade varden med férvantade
varden. Representativa resultat presenteras nedan.

Utspadn,- Observerat Forviantat  Atervinning

Prov. “Faktor  (ug/ml)  (ug/ml) (%)
1:10 0,160 * *
EDTA 1:16 0,107 0,100 106,9%
Plasma 120 0,079 0,080 98,7%
1:32 0,052 0,050 103,9%
1:20 0,161 * *
Serum 1:32 0,103 0,101 102,0%
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
5 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%
PROVVARDEN

EDTA-plasma fran trettiosex (36) och serum fran fyrtionio
(49) normala donatorer testades i MicroVue Bb Plus-
enzymimmunanalys- (MicroVue Bb Plus Enzyme
Immunoassay) kitet. Resultaten presenteras nedan.

Intervall

n  medel +25D +35D

EDTA
Plasma

Serum 49 353pg/mL 080-6,26 uyg/mL  0,0-7,62 ug/mL

36 096pg/mL 0,49-1,42pg/mL 0,26 - 1,65 ug/mL

Anmaérkning: Medelvérdes- och standardavvikelse- (Standard Deviation) (SD)
beteendet hos Bb-fragmentkoncentrationer som ar bestamda for plasma- eller
serumprover kan variera mellan laboratorier. Darfér rekommenderas att varje
laboratorium bestdmmer medelvardet fér Bb-fragmentkoncentration och
standardavvikelsevardena for prover.

SUPPORT

For tjanster utanfor USA: kontakta en lokal distributor for
Quidel-produkter. Ytterligare information om Quidel, vara
produkter eller distributorer finns pa var hemsida

www.quidel.com.
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