MICROVUE

Complement

Bb Plus

Ein immunassay fir die Quantifikation des Komplementfragments Bb von Faktor B,
eine Anzeige der Aktivierung der alternativen wegs, in Plasmaproben oder Humanserum

MicroVue™ Bb Plus EIA Zusammenfassung
Vorbereitung von Reagenzien und Proben
O Verdunnt konzentrierte Waschlésung 1:20 mit vollentsalztem Wasser

O Jede Standardlésungen und Kontrolle wiederherstellen mit 1.0 ml
Hydrierungsreagenz (15 Minuten lang ruhen lassen und vor Gebrauch
vorsichtig mischen)

Q Plasmaproben verdiinnen 1:10 mit Komplement-Probenverdiinnungsmittel
(z.B. 50 pl + 450 pl) (innerhalb von 30 Minuten in die Testvertiefungen pipettieren)

3 Serumproben verdiinnen 1:20 mit Komplement-Probenverdiinnungsmittel
(z.B. 25 pl + 475 pl) (innerhalb von 30 Minuten in die Testvertiefungen pipettieren)

Testverfahren

| Je 300 pl Waschlosung in die Testvertiefungen geben |

<

| Bei 15 — 25°C 1 minuten inkubieren |

2 Waschezyklen mit Waschlosung
(Fleck trocken)

Je 100 pl Komplement-Probenverdiinnungsmittels (blindvertiefungen),
Standardlésungen, Kontrollen und Proben in die Testvertiefungen geben

<

| Bei 15 — 25°C 30 * 1 minuten inkubieren |

5 Waschezyklen mit Waschlésung
(Erste Wasche 1 minute inkubieren)

| Je 50 pl Konjugat |

<

| Bei 15 — 25°C 30 * 1 minuten inkubieren |

5 Waschezyklen mit Waschlésung
(Erste Wésche 1 minute inkubieren)

| Je 100 pl Substratlésung |

<

| Bei 15 — 25°C 15 * 1 minuten inkubieren |

<

| Je 100 pl Stoppldsung |

)

Optische Dichte bei 450 nm ablesen
Testergebnisse mittels linearer Kurvenanpassung analysieren
(y = mx +b)

(1) VERWENDUNGSZWECK

Der MicroVue Bb Plus Enzymimmunassay misst die Menge
des Komplementfragments Bb in Humanserum oder
Plasmaproben. Die Bestimmung des Bb in Humanserum,
Plasma oder anderen biologischen Flissigkeiten dient als
Nachweis flr die Aktivierung des alternativen
Komplementwegs. Die Messung der Aktivierung des
alternativen Wegs ist hilfreich fiir die Diagnose mehrerer
Nierenerkrankungen, z. B. chronischer Glomerulonephritis,
Lupusnephritis sowie einiger Hauterkrankungen wie
Dermatitis herpetiformis Duhring und Pemphigus vulgaris.

Andere Erkrankungen, bei denen die Aktivierung des
alternativen Wegs des Komplementsystems beobachtet
wurde, umfassen rheumatoide Arthritis, Sichelzellanamie
und gram-negative bakterielle Infektionen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNGEN

Der alternative Weg des Komplementsystems stellt einen
angeborenen Schutz gegen mikrobielle Erreger in
Abwesenheit eines spezifischen Antikorpers bereit.’*

Die Aktivierung dieses Komplementwegs kann durch
eine Reihe von Substanzen, darunter mikrobielle Poly-
saccharide oder Lipide, gram-negative bakterielle
Lipopolysaccharide, Oberflachendeterminanten einiger
Viren, Parasiten, viral infizierte Mastzellen und Krebszellen
ausgelost werden. Bei Autoimmunerkrankungen kann der
alternative Komplementweg direkt zu Gewebsschaden
fuhren.

Eine Reaktion von zentraler Bedeutung, die wahrend der
Aktivierung des alternativen Wegs stattfindet, ist die
Konversion des 93 kDa grof3en Faktor-B-Zymogens in ein
aktives proteolytisches Enzym. Dies wird in einer
Zweischrittreaktion erzielt. Wahrend des ersten
Reaktionsschritts bildet der Faktor B einen magnesium-
abhangigen Komplex mit C3(H20) oder C3b.* Der
C3(H20),B-Komplex wird nur in der Fliissig-Phase gebildet,
wahrend der C3b,B-Komplex entweder in der Flissig-
Phase oder auf einer Targetoberflache gebildet werden
kann."* Faktor B, der im C3(H20),B- oder im C3b,B-
Komplex vorliegt, wird in einem zweiten Reaktionsschritt
durch Faktor D, einem Enzym des alternativen
Komplementwegs, in Ba (33 kDa)- und Bb (60 kDa)-
Fragmente gespalten. Der dadurch entstehende C3b, Bb-
bimolekulare Komplex ist das C3-Konvertaseenzym des
alternativen Komplementwegs. Die Bb-Untereinheit
bildet die katalytisch aktive Stelle des Komplexes, die zur
Spaltung von C3 in C3a- und C3b-Fragmente fahig ist."*¢
Die auf diese Weise produzierten zusatzlichen C3b-
Fragmente bilden den C3b,Bb,C3b-trimolekularen
Komplex, das C5-Konvertaseenzym des alternativen Wegs.
Diese C5-Konvertase ist in der Lage, C5 in C5a- und C5b-
Fragmente zu spalten.’¢

Die C3- und C5-Konvertasen des alternativen Wegs
kénnen durch Faktor P (auch als Properdin bekannt), eine
Komponente des alternativen Wegs, die normalerweise in
Humanplasma oder Serum™* vorliegt, oder durch C3-
Nephritic-Factor, einen Autoantikdrper, der bei manchen
Patienten mit extensiver Aktivierung des alternativen
Komplementswegs® gebildet wird, stabilisiert werden. Die
C3- und C5-Konvertasen des alternativen Wegs kénnen
durch spontanen Zerfall” oder durch die Bindung an
Faktor H oder Komplementrezeptor 1 (CR1)*® dissoziiert
und dadurch inaktiviert werden. Das von einer der
Konvertasen dissoziierte Bb-Fragment behalt einige
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biologische Aktivitaten bei, wie z.B. die Retention der
funktionellen hamolytischen Aktivitat*®, die Fahigkeit, das
Ausschwarmen von Makrophagen zu induzieren' und die
Plasminogenaktivierung."

Obwohl davon ausgegangen wird, dass die Aktivierung
des alternativen Wegs des Komplementsystems in erster
Linie in Abwesenheit eines spezifischen Antikorpers
stattfindet, treten viele Situationen auf, in denen die
Aktivierung des alternativen Wegs durch die Aktivierung
des klassischen Wegs bedingt wird. Immunkomplexe, die
bei Patienten mit Autoimmunerkrankung vorliegen,
koénnen zum Beispiel die Aktivierung des klassischen
Komplementweges mit daraus resultierender Produktion
von C3b-Fragmenten ausldsen. Wie oben beschrieben
sind diese C3b-Molekiile in der Lage, Faktor B zu binden
und dessen Spaltung in Ba- und Bb-Fragmente
einzuleiten. Daher kann die Aktivierung des alternativen
Wegs bei antikdrpervermittelten Autoimmuner-
krankungen auftreten und in signifikantem Ausmaf3 zu
einer verstarkten Komplementaktivierung und
begleitender Gewebsdestruktion beitragen.

Durch die Bestimmung der Faktor-B-Spaltprodukte in
Testproben kann das Ausmal der Aktivierung des
alternativen Komplementwegs zum Zeitpunkt der
Probennahme im untersuchten Krankheitszustand
beurteilt werden. Der MicroVue Bb Plus EIA stellt ein
einfaches, schnelles, nicht-radioaktives, hochspezifisches
Verfahren zur quantitativen Messung der Faktor-B-
Aktivierung bereit. Er eignet sich hervorragend fir
Untersuchungen, die die Rolle oder den Status des
alternativen Komplementswegs in zahlreichen
Forschungs- und klinischen Bereichen betreffen, sowie fiir
das Monitoring der Bildung von Bb in vitro.

FUNKTIONSPRINZIP

Dem MicroVue Bb Plus Enzymimmunoassay zur
Quantifizierung von Bb in Humanserum, Plasma oder
anderen Proben liegt ein Dreischrittverfahren zugrunde.
Zur Durchfiihrung des Assays werden (1) eine
Mikroassayplatte, die mit einem spezifisch humanes Bb
bindenden monoklonalen Maus-Antikorper beschichtet
ist, (2) ein HRP-konjugierter muriner anti-humaner Bb-
Antikorper und (3) ein chromogenes Substrat eingesetzt.

In einem ersten Schritt werden Standardldsungen,
Kontrollen und Testproben in die Testvertiefungen, die
mit einem spezifischen monoklonalen anti-Bb-Antikorper
vorbeschichtet sind, hinzugegeben. Das Bb, jedoch nicht
Faktor B oder andere Komplementaktivierungsprodukte,
die in den Standardlésungen, Kontrollen oder Proben
vorliegen, bindet sich an den immobilisierten
monoklonalen anti-Bb-Antikorper. Nach der Inkubation
wird durch einen Waschzyklus ungebundenes Material
entfernt.

In einem zweiten Schritt wird ein muriner, mit
Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierter anti-Bb-
Antikorper in jede Testvertiefung hinzugegeben. Das
enzymkonjugierte anti-Bb bindet sich an das Bb, das in
den Testvertiefungen eingefangen wurde. Nach der
Inkubation wird ungebundenes, iberschiissiges Konjugat
durch einen Waschzyklus entfernt.

In einem dritten Schritt wird ein chromogenes
Enzymsubstrat in jede Testvertiefung gegeben. Das
gebundene HRP-Konjugat reagiert mit dem Substrat und
bildet eine blaue Farbung. Nach der Inkubation wird die
Enzymreaktion chemisch gestoppt, es erfolgt eine
Farbanderung von blau nach gelb und die Farbintensitat
wird bei 450 nm spektrophotometrisch gemessen. Die
Farbintensitat des Reaktionsgemischs verhalt sich
proportional zur Konzentration des Bb, das in den
Testproben, Standardlésungen und Kontrollen vorliegt.

MITGELIEFERTE REAGENZIEN UND
MATERIALIEN

96 Assays zur Bestimmung des Bb-Fragments des
Faktor B

Der MicroVue Bb Plus Enzymimmunassay enthalt
folgende Komponenten:

Bb Plus Standardlésungen

Art.-Nr. A9948 - A9952 jelml
(lyophilisiert) Enthélt eine bekannte Menge an Bb in
Humanserum, verdiinnt in PBS, Proteinstabilisatoren,
0,035% ProClin® 300

r mOUOA®>

Niedrige Bb Plus Kontrolle

Art.-Nr. A9953 Tml
(lyophilisiert) Enthédlt Humanserum ohne feststellbare Bb-
enthaltende Fragmente, verdiinnt in PBS, Proteinstabilisatoren,
0,035% ProClin 300

H HoheBb Plus Kontrolle  Art.-Nr. A9955 1ml
(lyophilisiert) Enthdlt eine bekannte Menge an Bb in
Humanserum, verdiinnt in PBS, Proteinstabilisatoren,

0,035% ProClin 300

@ Mikroassay-Platte Art.-Nr. A9559 12 x 8 Wells
12 Teststreifen mit jeweils 8 Vertiefungen, beschichtet mit einem
gereinigten monoklonalen Maus-Antikdrper, der spezifisch fiir
humanes Bb ist, in einem wiederverschlieBbaren Folienbeutel

@ Stoppldsung Art.-Nr. A9947 12ml

Enthalt TN Salzsdure

© 20fach konzentrierte Waschlésung
Art.-Nr. A9957 50ml
Enthalt phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS),
1,0% Tween-20® und 0,035% ProClin 300

@ Komplement-Proben-verdiinnungsmittel
Art.-Nr. A3670 50 ml
Enthalt PBS, 0,05% Tween-20, 2,5% Proteinstabilisatoren,
0,035% ProClin 300

© TMB Substrat Art.-Nr. 5059 12ml
Enthdlt 3,3, 5,5 tetramethylbenzidine (TMB) und
Wasserstoffperoxid (H,0,)

© Bb Plus Konjugat Art.-Nr. A9956 7ml
Enthalt murines mit Meerrettichperoxidase konjugiertes anti-
humanes Bb, suspendiert in HRP-stabilisierendem Puffer mit
Konservierungsmittel

© Hydrierungsreagenz Art.-Nr. A3675 25ml

Enthalt 0,035% ProClin 300

Tween® 20 ist ein eingetragenes Warenzeichen der ICl Americas Inc.
ProClin® ist ein eingetragenes Warenzeichen der Rohm and Haas Company.
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BENOTIGTE MATERIALIEN (NICHT IM LIEFERUMFANG
ENTHALTEN)

e Stoppuhr (liber einen Bereich von 60 Minuten)

e Taschenrechner oder anderes Rechenverfahren zum
Validieren der Testergebnisse

e Saubere, unbenutzte Mikroassay-Platten und/oder
Proberohrchen und Stander

e Behdlter fiir die Verdiinnung des Waschpuffers

e  Waschflasche oder anderes fiir Imnmunassays
geeignetes Waschsystem

e Einstellbare Mehrkanalpipette (8 oder 12 Kanale) oder
Mehrfachmikropipetten (optional)

e  Saubere Pipetten, 1 ml, 5 mlund 10 ml

e  Mikropipetten und Pipettenspitzen

e Plattenlesegerat fir Extinktionsmessungen lber den
Bereich von 0,0 bis 2,0

e Deionisiertes oder destilliertes Wasser

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Zur In-Vitro-Diagnostik.

2. Die Verwendung von heparinisiertem Plasma kann in
diesem Assay zu falschen Ergebnissen fiihren.

3. Proben als potenziell gefahrliches biologisches
Material behandeln. Bei der Arbeit mit diesem Kit und
den Patientenproben allgemein giiltige
VorsichtsmalBnahmen befolgen.

4. Behalter und ungenutzte Inhaltsstoffe gemaf den
Anforderungen bundesweit, landesweit und 6rtlich
geltender Bestimmungen entsorgen.

5. Die mitgelieferten Reagenzien als eine
zusammengehorende Einheit vor dem auf der
Verpackung angegebenen Verfallsdatum verwenden.

6. Bei der Handhabung der Kitkomponenten geeignete
Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

7. Die Reagenzien des Assays wie angegeben lagern.

8. Die beschichteten Teststreifen nicht verwenden, wenn
der Beutel beschadigt ist.

9. Beim Hinzufligen oder Ansaugen von Flissigkeiten zu
bzw. von den Mikroassay-Vertiefungen nicht den
Boden der Vertiefungen ankratzen oder beriihren.

10. Durch die Verwendung von Inkubationszeiten oder —
temperaturen, die von den unter Testverfahren
angegebenen Werten abweichen, konnen falsche
Ergebnisse erhalten werden.

11. Die Mikroassay-Vertiefungen nach dem Start des Tests
nicht austrocknen lassen.

12. Die Mikroassay-Vertiefungen jeweils nur fiir einen Test
verwenden.

13. Fiir ein zligiges und effizientes Dosieren der
Reagenzien wird der Gebrauch von Mehrkanal- oder
Mehrfachpipetten empfohlen.

14. Zum Gewahrleisten genauer Messungen bei der
Zugabe der Proben und Standardlésungen genau
arbeiten. Beim Pipettieren vorsichtig vorgehen und
nur kalibrierte Gerate verwenden.

15. Fir den Erhalt genauer Ergebnisse mussen die Proben
fachgerecht entnommen und aufbewahrt werden
(siehe PROBENNAHME UND ZUBEREITUNG, Seite 4).

16. Eine mikrobielle Kontamination bzw.
Kreuzkontamination von Proben, Reagenzien oder
Materialien vermeiden. Eine Kontamination kann zu
falschen Ergebnissen fiihren.

17. Jede Blutspende, die fiir die Zubereitung der
Standardldsungen und Kontrollseren verwendet
wurde, wurde mit einer von der FDA zugelassenen
Methode auf Antikérper gegen HIV 1 und 2, Hepatitis C
sowie Hepatitis-B-Oberflachenantigen getestet und
als negativ befunden (waren nicht wiederholt reaktiv).
Da jedoch keine Testmethode die absolute Gewahr
bieten kann, dass die Reagenzien pathogenfrei sind,
sollten sie nach den gleichen Sicherheitsrichtlinien, wie
sie flir potenziell infektiose Humanserum- oder
Blutproben gelten, behandelt werden. Das Centers for
Disease Control/National Institutes of Health
Handbuch “Biosafety in Micro-biological and
Biomedical Laboratories” 2007 beschreibt, wie diese
Materialien zu handhaben sind.

18. ProClin 300 wird als Konservierungsstoff verwendet.
Der unbeabsichtigte Kontakt mit Pufferldsungen oder
Reagenzien, die ProClin enthalten, bzw. deren
Einnahme kann zu Reizungen der Haut, der Augen
oder des Mundes fiihren. Die Anforderungen guter
Laborpraxis beachten, um die Exposition moglichst
gering zu halten. Beim Auftreten der ersten
Symptome einen Arzt aufsuchen.

19. Das konzentrierte Substrat ist lichtempfindlich. Es darf
daher nicht Giber langere Zeit hellem Licht oder
direkter Lichteinstrahlung ausgesetzt werden. Die
Reagenzien bei Nichtgebrauch im Dunklen lagern.

20. Um beim Waschen die Bildung von Aerosolen zu
vermeiden, eine Vorrichtung verwenden, mit der die
Waschfliissigkeit in eine Flasche mit
haushaltsiiblichem Bleichmittel gesaugt wird.

21. Hitzeinaktivierte, hyperlipdmische oder kontaminierte
Proben kdnnen zu falschen Ergebnissen fiihren.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien und Materialien vor dem Test auf
15-25°C bringen.

Nach der Entnahme der erforderlichen Reagenzien und
Materialien die nicht mehr benétigten Komponenten
wieder auf die erforderliche Lagertemperatur bringen
(siehe LAGERUNG).

Beschichtete Teststreifen

Die bendtigte Anzahl von Streifen fiir den Assay
bestimmen und dem Beutel entnehmen. Die Teststreifen
im Plattenrahmen befestigen. Die nicht
bendstigtenTeststreifen wieder in den Beutel legen, den
Beutel verschlieen und bei 2-8°C lagern.
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Waschlosung

Die Waschldsung zum Waschen der Testvertiefungen
vorbereiten, indem 50 ml der 20fach konzentrierten
Waschlosung mit destilliertem oder entionisiertem Wasser
auf 1 Liter verdlinnt werden. Vor Gebrauch griindlich
mischen. Die Waschldsung ist bei Lagerung in einem
sauberen Behalter bei 2-8°C fiir 30 Tage stabil. Das
Reagenz beim Auftreten von Triibungen entsorgen.

Rekonstituieren der Bb Plus Standardlésungen
und Kontrollen

1,0 ml des Hydrierungsreagenz in jedes Standard-
flaschchen (A-E) und in die Kontrollen fiir den niedrigen
und den hohen Bereich geben. Die rekonstituierten
Flaschchen mindestens 15 Minuten bei Raumtemperatur
rehydrieren lassen. Sorgfaltig mischen, dabei jedoch die
Bildung von Schaum oder Blasen vermeiden.
Rekonstituierte Standardlésungen und Kontrollen sind fir
30 Tage stabil, wenn sie bei 2-8°C gelagert werden.

Probenverdiinnung

Vorsicht: Alle Proben als potenziell infektios behandeln.
Keine hitzeinaktivierten oder kontaminierten Proben
verwenden.

Es wird empfohlen, fiir den MicroVue Bb Plus
Enzymimmunassay Plasmaproben in einem Verhaltnis von
1:10 mit Probenverdiinnungsmittel zu verdiinnen.
Serumproben sollten in einem Verhaltnis von 1:20 mit
Probenverdiinnungsmittel verdiinnt werden. Nach der
Verdiinnung mussen die Proben innerhalb von

30 Minuten in die Testvertiefungen gegeben werden.
Verdlinnte Proben nicht aufbewahren oder
wiederverwenden. Restproben sollten entsorgt werden.

Bei Proben mit starker Komplementaktivierung konnen
hohere Verdiinnungen als aufgefiihrt notwendig sein.

Zugabe der verdiinnten Proben in die Mikrotiter-
Vertiefungen

Eine der beiden nachfolgenden Methoden kann fiir die
Zugabe der verdiinnten Proben, Standardldsungen,
Kontrollen und Puffer in die Testvertiefungen verwendet
werden. (siehe Schritt 3 des TESTVERFAHRENS). In kleinen
Testlaufen, bei denen nur wenige Proben getestet
werden, kdnnen die verdiinnten Proben und anderen
Reagenzien direkt in die zugeteilten Vertiefungen mit

einer Mikropipette (100 pl/Vertiefung) zugegeben werden.

Bei kleinen oder groBen Testldaufen, insbesondere bei
groBeren Laufen, empfehlen wir den Gebrauch einer
Mehrkanalpipette, um die Proben wie folgt zuzugeben.
(Eine Mehrkanalpipette kann auch fiir die bequeme
Zugabe des Konjugats, Substrats und der Stopplosung
verwendet werden.)

Um die Standardldsungen, Kontrollen und verdiinnten
Proben so schnell wie moglich in die Testvertiefungen zu
geben, kann die ,Replica-Plating”-Methode angewendet
werden. Statt 100 pl jeder Standardldsung, Kontrolle oder
verdiinnter Probe einzeln in die antikdrperbeschichteten
Testvertiefungen zu geben, kdnnen 120-130 pl jeder
Losung in die einzelnen Vertiefungen einer
unbeschichteten Mikrotiterplatte (nicht im Lieferumfang
enthalten) entsprechend dem gewtinschten EIA-
Endmuster gegeben werden. Nachdem alle zu testenden
Losungen in die Mikroassay-Vertiefungen der
unbeschichteten Platte gegeben worden sind, zligig

100 pl von jeder unbeschichteten Vertiefung in die
antikorperbeschichteten Testvertiefungen mit Hilfe einer
Mehrkanalmikropipette transferieren. Um die Mdglichkeit
einer Kreuzkontamination zu vermeiden, miissen die
Pipettenspitzen jedes Mal gewechselt werden, wenn sich
die Zusammensetzung der zu Gbertragenden Proben
verandert.

LAGERUNG

Den ungedffneten Kit bei 2-8°C lagern. Nachdem der Kit
geoffnet wurde, sollten die 20fach konzentrierte
Waschlosung und das Hydrierungsreagenz bei 2-25°C
gelagert werden.

Alle Reagenzien miissen vor Verwendung auf
Raumtemperatur (15-25°C) gebracht werden. Alle nicht
bendtigten Mikroassaystreifen in den Beutel legen, den
Beutel wieder verschlieBen und bei 2-8°C lagern.

ANZEICHEN FUR INSTABILITATEN ODER
ZERSETZUNGSVORGANGE DER REAGENZIEN

Eine Triilbung der Waschldsung weist auf einen
Zersetzungsvorgang dieses Reagenz hin. In diesem Fall
sollte die Losung entsorgt werden.

PROBENNAHME UND ZUBEREITUNG

Beim Handhaben und Entsorgen aller Proben die
allgemein iiblichen Vorsichtsma3nahmen beachten.

Die korrekte Entnahme und Aufbewahrung der Proben ist
unbedingt erforderlich, da der Faktor Bb bei nicht
ordnungsgemafer Entnahme oder Lagerung empfindlich
gegen Proteolyse ist.

Aufgrund der Komplementaktivierung, die wahrend der
Koagulation auftritt, wird die Bb-Menge in normalen
Humanserumproben hoher als die in EDTA-Plasmaproben
sein. Die Bb-Mengen, die in EDTA-Plasma bestimmt
werden, reprasentieren daher in genauerem MaBe die in
vivo vorliegenden Konzentrationen.

Serum- oder EDTA-Plasmaproben sollten unter keimfreien
Bedingungen mit Standardverfahren entnommen werden.
Die Proben sollten sofort getestet oder bei 4°C oder auf Eis
bis zur Durchfiihrung des Assays gelagert werden. Die
kurzzeitige Aufbewahrung auf Eis sollte jedoch einen
Zeitraum von vier Stunden nicht tberschreiten.

Flr eine Lagerung Uber einen ldngeren Zeitraum sollte
das Serum oder das Plasma bei -70°C oder tiefer innerhalb
von zwei Stunden nach der Entnahme eingefroren
werden.

Eingefrorene Proben (< -70°C) in einem 37°C warmen
Wasserbad schnell auftauen. Die aufgetauten Proben
sofort auf Eis legen (nicht langer als vier Stunden), um eine
Komplementaktivierung vor der Verdiinnung zu
verhindern. Die Proben nicht bei 37°C liegen lassen. Die
Proben nicht bei Raumtemperatur oder 4°C auftauen, da
dies zur Komplementaktivierung fiihren kann.
Eingefrorene Proben sollten so schnell wie mdglich nach
dem Auftauen getestet werden. Ein wiederholtes
Einfrieren und Auftauen wird nicht empfohlen. Wenn
Proben fiir weitere Analysen wieder eingefroren werden
mssen, empfiehlt Quidel, die Proben in mehrere Aliquote
eingeteilt einzufrieren, um ein wiederholtes
Einfrieren/Auftrauen zu vermeiden.
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TESTVERFAHREN

Vor der Durchfiihrung des Tests die gesamte
Packungsbeilage lesen.

Vor dem Fortfahren die unter WARNHINWEISE UND
VORSICHTSMASSNAHMEN und VORBEREITUNG DER
REAGENZIEN gegebenen Informationen einsehen.

1. Die Positionen der Blindvertiefung(en), aller Proben,
Standardlosungen und Kontrollen auf der Mikroassay-
Platte sowie die auf den Flaschenetiketten
angegebenen Chargennummern auf einem Datenblatt
schriftlich festhalten. Die Ausrichtung der Mikroassay-
Platte durch die Markierung einer Plattenecke
festhalten.

2. Die Mikroassay-Teststreifen wie folgt vorbereiten:

a. Unter Verwendung einer Waschflasche oder einer
automatischen Plattenwaschvorrichtung etwa
300 pl Waschlésung in jede Vertiefung hinzugeben.

b. Die Vertiefungen eine Minute lang bei 15-25°C
inkubieren.

Den Inhalt aus jeder Vertiefung absaugen.
Etwa 300 ul Waschlésung in jede Vertiefung geben.
Den Inhalt aus jeder Vertiefung absaugen.

Die Schritte d-e noch einmal wiederholen,
insgesamt drei Waschschritte durchfiihren.

g. Die Platte umdrehen und kréftig auf
absorbierendem Papier ausklopfen, um
Restfllssigkeiten zu entfernen.

3. 100 pl des Probenverdiinnungsmittels, der
rekonstituierten Standardlésungen, Kontrollen oder
verdiinnten Proben in die zugeteilten Vertiefungen
geben.

4. Bei 15-25°C fiir 30 = 1 Minuten inkubieren.

5. Die Mikroassay-Vertiefungen insgesamt flinfmal wie
nachfolgend beschrieben waschen:
a. Den Inhalt aus jeder Vertiefung absaugen.

b. Mit einer Waschflasche oder einer automatischen
Plattenwaschgerat etwa 300 pl Waschlésung in jede
Vertiefung fillen.

c. Die Vertiefungen 1 Minute lang bei 15-25°C
inkubieren.

Den Inhalt aus jeder Vertiefung absaugen.

Etwa 300 pl Waschlésung in jede Vertiefung fillen.

Den Inhalt aus jeder Vertiefung absaugen.

Die Schritte e-f dreimal wiederholen.

Nach dem fiinften Waschzyklus die Platte

umdrehen und kréftig auf absorbierendem Papier

ausklopfen, um Restfllssigkeiten zu entfernen.

6. Mit einer Mehrkanal- oder Mehrfachpipette 50 ul des
Bb-Konjugats in die gewaschenen Testvertiefungen
und Blindvertiefung(en) geben.

7. Die Mikroassay-Teststreifen bei 15-25°C fir
30 + 1 Minuten inkubieren.

S oo n
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8. Die Mikroassay-Vertiefungen nach der 30 Minuten
dauernden Inkubation (Schritt 7) wie unter
TESTVERFAHREN Schritt 5 beschrieben waschen.

9. Unmittelbar nach dem Waschschritt je 100 ul der TMB-
Substratlosung in jede Vertiefung, inklusive der
Blindvertiefung(en), geben.

10. Die Mikroassay-Teststreifen bei 15-25°C fiir
15 = 1 Minuten inkubieren.

11. Zum Stoppen der enzymatischen Reaktion 100 pl der
Stopplésung in jede Vertiefung geben. Die Zugabe
der Stoppldsung in die Vertiefungen sollte in der
gleichen Reihenfolge und mit der gleichen
Geschwindigkeit wie die Zugabe der Substratlosung
erfolgen.

12. Die Platte auf dem Labortisch vorsichtig antippen,
damit sich die Farbentwicklung vollstandig und
gleichmaBig verteilt.

13. Innerhalb von einer Stunde nach der Zugabe der
Stoppl6sung (Schritt 11) die Extinktion fiir jede
Testvertiefung bei 450 nm bestimmen und je nach
verwendetem Spektrophotometer eine
Blindwertkorrektur vornehmen.

14. Die verbleibenden verdiinnten Proben, Kontrollen,
Substrat und die benutzten Mikroassay-Teststreifen
entsorgen (sieche WARNHINWEISE UND
VORSICHTSMASSNAHMEN)).

QUALITATSKONTROLLE

Das in diesem Kit enthaltene Analysenzertifikat ist
chargenspezifisch und dient zur Uberpriifung, ob die von
Ihrem Labor erzielten Ergebnisse mit denen der Quidel
Corporation libereinstimmen. Die mitgelieferten Werte
fur die optische Dichte sind nur als Richtlinie gedacht. Die
in lhrem Labor gemessenen Ergebnisse kdnnen
abweichen.

Qualitatskontrollbereiche werden zur Verfligung gestellt.
Die Kontrollwerte dienen dazu, die Validitat der
Standardkurve und der Probenergebnisse zu verifizieren.
Jedes Labor sollte eigene Parameter fiir akzeptable
Testlimits erstellen. Wenn die Kontrollwerte NICHT
innerhalb des Akzeptanzbereichs lhres Labors liegen,
sollten die Testergebnisse in Frage gestellt und die Proben
erneut getestet werden.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Erstellung der Standardkurve

Die Standardkurve fiir den Bb EIA wird mit den Blindwert-
korrigierten E.so-Werten der verschiedenen
Standardldsungen (auf der y-Achse) und den
entsprechenden Standardkonzentrationen (auf der x-
Achse) erstellt. Nach der Durchfiihrung einer linearen
Regressionsberechnung muss die Standardkurve den
Validierungsanforderungen gerecht werden (siehe unten).
Diese Berechnung wird von den meisten Rechnern und
Taschenrechnern unterstutzt.

Alternativ kdnnen die Daten auch ohne
Rechnerunterstiitzung, d.h. zeichnerisch, in ein Diagramm
eingetragen werden und die Werte (ug/ml) der
Testproben kénnen dann direkt von der
Ausgleichsgeraden der Standardkurve abgelesen werden.
Ein Beispiel fiir eine typische Standardkurve ist in
Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Typische Standardkurve

Abbildung1
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Berechnung der tatsdachlichen Bb-Konzentration in
den Testproben

Die tatsachliche Bb-Konzentration in jeder unverdiinnten
Testprobe wird bestimmt, indem die aus der Kit-
Standardkurve abgelesene Bb/ml-Konzentration mit dem
Kehrwert des verwendeten Probenverdiinnungsfaktors
multipliziert wird.

Wenn die Asso-Werte einer bestimmten Testprobe hoher
sind als die des hochsten Kit-Standards (E), sollten die
Ergebnisse als ,groBer als” die Bb-Konzentration des
hochsten Kit-Standards (E) multipliziert mit dem
Probenverdiinnungsfaktor vermerkt werden. Wenn ein
genauerer Wert der Bb-Menge erforderlich ist, sollte die
Testprobe unter Verwendung eines hdheren
Verdiinnungsfaktors nochmals getestet werden. Bei allen
Wiederholungstests miissen auch die Bb-Kit-
Standardlésungen und Kontrollen mitgefiihrt werden.

VALIDIERUNG

Die Steigung, den Schnittpunkt und den
Korrelationskoeffizienten der Ausgleichsgeraden
bestimmen. Die Werte miissen innerhalb der folgenden
Bereiche liegen, damit der Assay gliltig ist:

Korrelationskoeffizient (r): > 0,96
Steigung (m): zwischen 1,094 und 2,558
y-Schnittpunkt (b): zwischen (-) 0,145und 0,113

Die Werte fiir den mittleren Akzeptanzbereich von Bb-
Konzentrationen bei den hohen und niedrigen Kontrollen
sind auf den Flaschenetiketten oder im Analysenzertifikat
des Produktes aufgefiihrt.

GRENZEN DER METHODE

Der MicroVue Bb Plus Enzymimmunassay wurde
verwendet, um Serum- oder EDTA-Plasmaproben zu
untersuchen. Heparinisiertes Plasma ist flir diesen Test
NICHT geeignet. Andere Antikoagulanzien wurden nicht
getestet.

LEISTUNGSMERKMALE DES TESTS

Grenzwerte

LOD: Die Nachweisgrenze (LOD) fiir den Bb Plus Assay
betragt 0,018 pg/ml, sie wurde im Rahmen einer
Nullstandard-Prazisionsstudie an der 3fachen
Standardabweichung festgelegt.

LLOQ: Die untere Bestimmungsgrenze (LLOQ) fiir den Bb
Plus Assay liegt bei 0,033 pg/ml, die niedrigste
Konzentration aus der Standardkurve, die den Kriterien fiir
Fehlerfreiheit und Prazision des NCCLS (Nationales
Komitee fiir klinische Laborstandards) entspricht.

ULOQ: Die obere Bestimmungsgrenze (ULOQ) fiir den Bb
Plus Assay liegt bei 0,836 ug/ml, die héchste
Konzentration, die den Kriterien fir Fehlerfreiheit und
Prazision des NCCLS (Nationales Komitee fiir klinische
Laborstandards) entspricht.

Storsubstanzen

Eine Na+Heparin-Konzentration von 14 U/ml (entspricht
der Konzentration von Heparin-Plasmaréhrchen)
beeintrachtigt den Bb Plus Assay und wird deshalb zur
Verwendung als Plasma-Antikoagulanz fiir die
Probennahme nicht empfohlen.

Die folgenden Substanzen wurden mit den angegebenen
Konzentrationen in dem Bb Plus Assay getestet und sie
stellten keine Stérung fiir diesen Assay dar.

Substanz Konzentration
Bilirubin 40 mg/dl
Hamoglobin 500 mg/dl
Triglyzeride 3000 mg/dl
Albumin 6000 mg/dl
Glukose 1200 mg/d|
Cholesterin 500 mg/d|

Prazision
Die Prazision ,in der Serie” und ,von Serie zu Serie” wurde

fir 20 Replikate von 2 Plasmaproben und 2 Serumproben
in 10 verschiedenen Testserien ermittelt.

Probe Bb In der Serie' Von Serie zu Serie?
(ug/ml) C.V. (%) C.V. (%)
EDTA 1,550 24 7,7
Plasma 0,517 2,5 6,7
2,129 3,1 6,2
Serum
2,375 4,0 9,1

'n =20 replicate 2n =10 testserien

1307DE02 (2009/02)



Linearitat

Die Linearitat wurde ermittelt, indem eine serielle
Verdlinnungsreihe der Proben erstellt wurde und die
gemessenen Werte mit den erwarteten Werten verglichen
wurden. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

Probe Verdiinnungs- Gefunden  Erwartet Wieder-
faktor (pg/ml) (ng/ml)  gewinnung (%)
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%

PROBENWERTE

Das EDTA-Plasma von sechsunddreiflig (36) und das
Serum von neunundvierzig (49) normalen Spendern
wurden mit dem MicroVue Bb Plus Fragment
Enzymimmunassay getestet. Die Ergebnisse sind
nachfolgend aufgefiihrt.

BEREICH

n Mittelwert +25D +35D

EDTA
Plasma

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

Achtung: Der Mittelwert und die Standardabweichung (SD) fiir die Bb-
Fragmentkonzentrationen, die in Plasma oder Serumproben bestimmt werden,
kénnen von Labor zu Labor variieren. Daher wird empfohlen, dass jedes Labor
einen eigenen Mittelwert fur die Bb-Fragmentkonzentration und eigene Werte
fur die Standardabweichung von Proben erstellt.

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

KUNDENDIENST

Zum Aufgeben einer Bestellung oder fiir technischen
Kundendienst wenden Sie sich an lhre Vertretung vor Ort.
Zusatzliche Informationen zu Quidel, unseren Produkten
und Vertretungen finden Sie auf unserer Website

www.quidel.com.
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