QUANTA Lite™ ssDNA ELISA 708525

einzel strand DNA

Nur fur “In-Vitro Diagnostik”
CLIA Kompliziertheit: Hoch

Verwendungszweck

QUANTA Lite™ ssDNA ist ein ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) fiir die semi-quantitative
Bestimmung von anti-Einzelstrang DNA (ssDNA) Autoantikdrpern. Der INOVA QUANTA Lite™ ssDNA ELISA
Test ist in Verbindung mit dem INOVA QUANTA Lite™ dsDNA Test fiir den Nachweis von ssDNA
Autoantikérper in humanem Serum bestimmt und unterstitzt die Diagnose des Systemischem Lupus
erythematodes (SLE) und einiger anderer rheumatischer Erkrankungen. Der Test ist flr sich allein nicht
aussagekraftig, ist aber ein Parameter unter vielen bei der Beurteilung von Erkrankung und
Diagnosefindung.

Informationen zum Test

Antinukledre Antikorper (ANAs) werden bei Kollagenosen gebildet, ihr Nachweis stellt eine sensitive
Screening-Methode dar.* ANA-Nachweise eignen sich auch hervorragend als Screening-Methode fiir den
SLE, da ein negatives Ergebnis einen aktiven SLE ausschlieRt?. Antikdrper gegen dsDNA kommen fast
ausschlief3lich bei Patienten mit SLE vor und werden als "Marker"-Antikorper fiir diese Krankheit angesehen.
Das Vorhandensein von Antikdrpern gegen dsDNA spricht fiir einen SLE, wahrend das Fehlen von dsDNA-
Antikérpern nicht in allen Fallen als Kriterium zum Ausschlu eines SLE gewertet werden kann.?
Autoantikdrper gegen ssDNA treten bei verschiedenen rheumatischen Erkrankungen und bei anderen
Krankheiten auf.®** Hchste Inzidenz und Titer werden bei Patienten mit SLE gefunden.” Bei SLE-Patienten
mit ssDNA Autoantikérpern wurde beschrieben, daR der Titer zur Uberwachung von Krankheitsverlauf und
Therapieerfolg verwendet werden kann.>® Obwohl ssDNA Antikérper nicht spezifisch fir SLE sind, findet
man sie manchmal als einzigen serologisch positiven Parameter bei SLE-Patienten, die keinen signifikanten
ANA-Titer aufweisen.” Viele der Patienten mit hohen ssDNA-Titern haben photosensitive, kutane
Erkrankungen. Anndherend 25% der diskoiden Lupuspatienten haben Anti-ssDNA-Antikorper und ein
erhdhtes Risiko, systemische Symptome zu entwickeln.® Es konnte bei schweren Féllen von diskoidem
Lupus mit Glomerulonephritis gezeigt werden, daR nur Anti-ssDNA-Antikérper gebildet werden.® Diese
Studien zeigen auch, daf? die Bestimmung von ssDNA-Antikorpern einen wichtigen Nachweis darstellt, der
bei der Bewertung von diskoiden Lupuspatienten und bei Patienten mit Verdacht auf ANA-negativem SLE
Hilfestellung bietet.® Denaturiert man thermische ssDNA, so binden Anti-ssDNA-Antikdrper an Purine,
Pyrimidine und an das Zucker-Phosphatgeriist des DNA-Molekiils.** Vom technischen Standpunkt aus ist es
unmoglich, die wahre Konzentration der anti-ssDNA-Antikérper in einem einzigen Test zu messen (Purin-
und Pyrimidinbasen bilden das einzige Antigen). Die ELISA-Technik, die bei diesem Test verwendet wird, ist
objektiv und die Ergebnisse kdnnen in einem semi-quantitativen Modus ausgewertet werden. Die ELISA-
Durchfiihrung kann sowohl fur grof3e als auch fur kleine Probenaufkommen im Profilformat zusammen mit
anderen Tests (wie dsDNA, Histone und ENAS) zur Beurteilung von rheumatischen Erkrankungen verwendet
werden.

Testprinzip

Affinitatschromatographisch gereinigte, hitzedenaturierte ssSDNA aus Kalbsthymus wurde an die Kavitaten
der Polystyrol-Mikrotiterplatte unter Wahrung der urspriinglichen Konfiguration gebunden. Vorverdiinnte
Kontrollen und verdinnte Patientenseren werden in verschiedene Kavitaten pipettiert. Die vorhandenen
ssDNA Antikérper binden an das Antigen. Der Rest der Probe/Kontrolle wird durch Waschen entfernt.
Enzymmarkiertes anti-humanes IgG wird in die Kavitaten pipettiert und bindet wéhrend einer zweiten
Inkubation an den Patienten-Antikorper. Nachdem in einem weiteren Waschschritt das restliche Konjugat
entfernt worden ist, wird ein Chromogen-Substrat zugegeben. Die Intensitat der entstandenen Farbreaktion
wird nach dem Abstoppen mit dem Mikrotiterplatten-Photometer gemessen. Die quantitative Auswertung
erfolgt durch einen Vergleich der Extinktionswerte der Patienten mit dem Wert eines Kalibrators.

Inhalt der Testpackung

1. Mikrotiter-ELISA-Platte beschichtet mit hochgereinigtem ssDNA Antigen (12-1 x 8 Kavitaten), mit
Streifenhalter in Folienverpackung und Trockenmittel

2. ELISA Negative Kontrolle, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum ohne humane
Antikérper gegen ssDNA, gebrauchsfertig vorverdinnt, 1,2 mL

3. ssDNA ELISA Low Positive (Kalibrator), 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit
Antikérpern gegen ssDNA, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

4, ssDNA ELISA High Positive (positive Kontrolle), 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum
mit Antikbrpern gegen ssDNA, gebrauchsfertig vorverdinnt, 1,2 mL

5. HRP Probenverdiinner, 1 Flasche — rosa gefarbt mit Tris-gepufferter Kochsalzlésung, Tween 20,
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, 50 mL

6. HRP Waschkonzentrat, 1 Flasche mit 40fachem Konzentrat — rot gefarbt mit gepufferter

Kochsalzlosung und Tween 20, 25 mL. Zur Verdiinnung bitte das entsprechende Kapitel in der
Anleitung beachten.

7. HRP IgG Konjugat, (Ziege), anti-humanes IgG, 1 Flasche — blau gefarbt mit Puffer,
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, 10 mL



8. TMB Chromogen, 1 Flasche mit Stabilisatoren, 10 mL

9. HRP Stoppldsung, 0,344M Schwefelséure, 1 Flasche — farblos, 10 mL

Hinweise

1. VORSICHT: Probenverdinner, Kontrollen und Konjugat enthalten 0,02% Chloramphenicol. Es istim
US-Bundesstaat Kalifornien und allgemein bekannt, daf dieser Stoff Krebs verursachen kann.

2. Alle Reagenzien fur die Herstellung dieses Tests wurden auf Antikérper gegen HIV, HBsAg und HCV

getestet und fur negativ befunden. Dennoch sollten alle humanen Kontrollen wie potentiell infektitses
Humanserum oder Blutproben behandelt werden.?

3. NaNs; wird als Stabilisator verwendet. NaN; ist ein Giftstoff und kann bei Einnahme toxische
Reaktionen verursachen. Vorsichtig handhaben, und Kontakt mit Augen und Haut vermeiden! Den
Kontakt mit Metall, basischen Stoffen oder anderen Komponenten, die mit Saure reagieren kénnen,
vermeiden. Bei der Entsorgung von Reagenzien ist daher mit viel Leitungswasser nachzuspilen, um
Ansammlungen im Abwassersystem zu verhindern.

4. Das HRP Konjugat enthéalt eine verdiinnte Chemikalie, die bei Einnahme toxisch wirken kann. Daher
den Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

5. Das TMB Chromogen enthélt ein Reizmittel, das bei Inhalation, Einnahme oder Absorbtion durch die
Haut gesundheitliche Schaden verursachen kann. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

6. Die HRP Stoppldsung besteht aus verdinnter Schwefelsdure. Den Kontakt mit Basen, Metallen und

anderen Stoffen, die mit Saure reagieren koénnen, vermeiden. Schwefelsaure ist ein Giftstoff und
kann bei Einnahme toxische Reaktionen hervorrufen. Den Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

7. Die vorgeschriebene personliche Schutzausriistung wahrend der Arbeit mit Reagenzien tragen.
8. Verschittete Reagenzien sofort beseitigen. Bei der Entsorgung von Abfallen alle Umweltvorschriften
beachten.

VorsichtsmalRhahmen

1. Dieser Test ist fur “In-Vitro Diagnostik”.

2. Die Verwendung anderer als im Testkit vorhandenen Komponenten kann zu widerspriichlichen
Ergebnissen flhren.

3. Unvollstédndiges Waschen und ungentigendes Entfernen der Flissigkeiten aus den ELISA Kavitaten
fuhrt zu einer schlechten Prézision und zu hohen Hintergrund-Extinktionen.

4, Die Adaptation dieses Testsystems auf automatische Probenverarbeitung und andere

Instrumentierung, ganz oder teilweise, kann unterschiedliche Ergebnisse zur manuellen
Durchfiihrung ergeben. Es liegt in der Verantwortung eines jeden Labors, die automatische
Bearbeitung so zu lUberprifen, dal3 Testergebnisse innerhalb akzeptabler Bereiche erzielt werden.

5. Eine Reihe von Faktoren beeinflusst das Testergebnis. Hierzu zahlen die Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit des Pipettierens, der Typ des verwendeten Photometers, die Temperatur der
Reagenzien, die Umgebungs-Temperatur, die Grundlichkeit des Waschens und der Entfernung der
Flissigkeiten aus den Vertiefungen der ELISA-Streifen, und die Einhaltung der Inkubationszeiten. Es
ist deshalb sehr wichtig, fur gleichbleibende Bedingungen zu sorgen.

6. Die strikte Einhaltung der Testprozedur wird empfohlen. Jede Anderung im Protokoll erfolgt auf
Risiko des Anwenders.

7. Das unvollstandige VerschlieRen der Mikrotiterkavitaten und des Trockenmittels fuhrt zu
Antigenabbau und schlechter Prazision.

8. Eine unakzeptabel niedrige Absorption kann beobachtet werden, wenn eine Flasche HRP Konjugat

bei zwei- oder mehrfachem Gebrauch Uber einen langeren Zeitraum benutzt wird. Daher ist es
wichtig, die Hinweise zum Umgang mit dem HRP Konjugat genau zu beachten.

9. Chemische Kontamination des HRP Konjugates kann durch unzureichendes Reinigen oder Spiilen
der Ausrustung oder der Instrumente verursacht werden. Rickstande gebrauchlicher
Laborchemikalien wie z.B. Formalin, Bleichmittel, Ethanol oder Spulmittel fiihren zum Abbau des
HRP Konjugates im Verlauf der Zeit. Das griindliche Spilen der gesamten Ausriistung und
Instrumentierung nach Verwendung chemischer Reinigungsmittel ist daher unbedingt erforderlich.

Lagerung

1. Lagerung aller Kit-Reagenzien bei 2-8°C. Nicht einfrieren. Die Reagenzien sind stabil bis zum Ende
des Haltbarkeitsdatums bei vorschriftsméagiger Lagerung und Handhabung.

2. Nicht verwendete Mikrotiterstreifen wieder in die Originalverpackung geben, luftdicht verschliel3en
und in den Kihlschrank zuriicklegen.

3. Der verdinnte Waschpuffer ist bei 2-8°C eine Woche stabil.

Proben

Die Testdurchfihrung sollte mit Serumproben erfolgen. Werden Azide oder andere Stabilisatoren zu den
Serumproben gegeben, kdnnen die Ergebnisse nachteilig beeinflusst werden. Mikrobakteriell kontaminierte,
hamolytische, lipamische oder durch Hitzeeinwirkung inaktivierte Proben sollten nicht verwendet werden.
Nach der Blutentnahme ist das Serum vom Blut zu trennen. Das NCCLS Dokument H18-A2 empfiehlt die
folgenden Lagerungsbedingungen fir Patientenproben: 1) Proben bei Raumtemperatur nicht l&anger als 8
Stunden lagern. 2) Kann die Testdurchfiihrung nicht innerhalb von 8 Stunden erfolgen, die Proben bei 2-8°C
kahl lagern. 3) Kann die Testdurchfihrung nicht innerhalb von 48 Stunden erfolgen ist die Probe bei -20°C
oder niedriger einzufrieren. Eingefrorene Proben missen nach dem Auftauen und vor der Testung gut
geschdttelt werden.



Testdurchfihrung
In der Testpackung vorhandenes Material
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ssDNA ELISA Mikrotiterplatte (12-1 x 8 Kavitaten), mit Streifenhalter
1,2 mL vorverdiinnte ELISA Negative Kontrolle

1,2 mL vorverdiinnte ssDNA ELISA Low Positive Kontrolle

1,2 mL vorverdinnte ssDNA ELISA High Positive Kontrolle

50 mL HRP Probenverdinner

25 mL HRP Waschkonzentrat, 40faches Konzentrat

10 mL HRP IgG Konjugat (von der Ziege), anti-humanes IgG

10 mL TMB Chromogen

10 mL HRP Stopplésung, 0,344M Schwefelséaure

Zusatzliches bendtigtes Material

Pipetten fur 5, 100, 200-300 und 500 pL

Einmal-Pipettenspitzen

Eppendorf-Reaktionsgefafde fir die Serumverdiinnung, 4 mL Volumen

Distilliertes oder deionisiertes Wasser

1 L GefaR fur verdiinntes HRP Waschkonzentrat

Reader fur Mikrotiterplatten mit 450 nm Filter (und 620 nm fir eine bichromatische Messung)

Methode
Testvorbereitung

1.
2.

Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen (20-26°C) und grtindlich mischen.

Den gesamten Inhalt (25 mL) des Waschkonzentrats mit 975 mL Aqua dest. mischen (1:40
Verdunnung). Die verdinnte Pufferldsung ist bei 2-8°C eine Woche stabil. Soll nicht die gesamte
Mikrotiterplatte auf einmal verwendet werden, so kénnen fir einen Ansatz von 16 Kavitaten 2 mL
Konzentrat mit 78 mL Aqua dest. gemischt werden.

Serumproben 1:101 verdinnen, indem 5 pL Serum mit 500 pL gebrauchsfertigem Probenverdinner
gemischt werden. Verdiinnte Proben sollen innerhalb von 8 Stunden getestet werden. Der ssDNA
ELISA Low Positive Kontrolle, die ssDNA ELISA High Positive Kontrolle und die ELISA Negative
Kontrolle nicht verdiinnen.

Jeder Test bendétigt zwei Kavitaten fur jede der drei Kontrollen sowie eine oder zwei Kavitéten fir die
Patientenprobe (Es wird empfohlen, alle Proben in Doppelbestimmung anzusetzen, bis die
erforderliche Prazision und Reproduzierbarkeit erreicht sind).

Testdurchfiihrung

1.

o 0

ALLE REAGENZIEN UND PATIENTENPROBEN AUF RAUMTEMPERATUR (20-26°C) BRINGEN.
Die entsprechende Anzahl Mikrotiterkavitaten abbrechen. Die Kavitaten im Rahmen befestigen. Die
unbenutzten Kavitaten wieder in die Originalverpackung geben, luftdicht verschlieZen und in
den Kihlschrank zuriicklegen, um Verdunstung zu minimieren.

Je 100 pL der gebrauchsfertigen ssDNA ELISA Low Positive Kontrolle, der ssDNA ELISA High
Positive Kontrolle, der ELISA Negative Kontrolle und der verdinnten Patientenproben in die
entsprechenden Kavitten pipettieren. Streifen abdecken und bei Raumtemperatur 30 Minuten
inkubieren. Die Inkubationszeit beginnt nach Zugabe der letzten Probe.

Waschen: Den Inhalt aller Kavitaten absaugen. Die Kavitdten vollstandig (200-300 pL) mit
verdinntem HRP Waschpuffer flllen und dann grindlich absaugen. Diesen Waschschritt noch
zweimal wiederholen (Insgesamt: drei Waschschritte). AnschlielBend die Platte auf saugféahigem
Papier ausklopfen, um restliche Waschflissigkeit zu entfernen. Die Waschschritte sind in der selben
Reihenfolge wie die Pipettierschritte durchzufihren.

100 puL des HRP IgG Konjugates in jede Kavitat geben. Sterile Pipetten verwenden! Nur das
bendétigte Volumen an Konjugat aus der Flasche entnehmen. UNBENUTZTES KONJUGAT NICHT
IN DIE FLASCHE ZURUCKPIPETTIEREN. KONTAMINATIONSGEFAHR!! Abgedeckte Streifen bei
Raumtemperatur 30 Minuten inkubieren, wie in 2. beschrieben.

Waschen: Schritt Nr. 3 wiederholen.

100 yL TMB Chromogen in jede Kavitat geben. 30 Minuten im Dunkeln bei Raum-temperatur
inkubieren.

100 uL HRP Stopplésung in jede Kavitat pipettieren Bei der Hinzugabe der Stoppldsung dieselbe
Reihenfolge und Zeitplan wie bei der Hinzugabe des TMB Chromogens einhalten. Die Mikrotiterplatte
vorsichtig schitteln.

Die optische Dichte (OD) jeder Kavitat bei 450 nm innerhalb einer Stunde nach Abstoppen der
Reaktion ablesen. Es wird eine bichromatische Messung mit 620 nm als Referenzwellenlange
empfohlen.

Qualitatskontrolle

1.

Die ssDNA ELISA Low Positive Kontrolle, die ssSDNA ELISA High Positive Kontrolle und die ELISA
Negative Kontrolle sollten bei jedem Testansatz mitgefiihrt werden, um sicher-zustellen, daf} alle
Reagenzien und der Testansatz insgesamt ordnungsgemar funktionieren.



2. Da die ssDNA ELISA Low Positive Kontrolle, die ssDNA ELISA High Positive Kontrolle und die
ELISA Negative Kontrolle vorverdiinnt sind, entfallt der Verdiinnungsschritt der Patientenproben fir
die Kontrollen.

3. Zusatzliche Kontrollen zur Qualitatssicherung kénnen gemdafl den Richtlinien nationaler oder
internationaler Regulierungs- oder Akkreditierungsbehérden eingesetzt werden. Geeignete
Kontrollen kénnen aus Humanserum gewonnen und bei <-20°C gelagert werden.

4, Um sicher zu sein, daf3 alle Patientenwerte korrekt sind, missen die nachfolgenden Kriterien erfillt
werden (Wurden ein oder mehrere Kriterien nicht erfullt, so ist das Ergebnis als ungtltig zu
betrachten und der Testansatz ist zu wiederholen).

a. Die Absorption der vorverdiinnten ssDNA ELISA High Positive Kontrolle mul3 grol3er sein als
die Absorption der vorverdiinnten ssDNA ELISA Low Positive Kontrolle. Die Absorption der
ssDNA ELISA Low Paositive Kontrolle wiederum muf3 gré3er sein als die der vorverdiinnten
ELISA Negative Kontrolle.

b. Die Absorption der vorverdinnten ssDNA ELISA High Positive Kontrolle muf3 gro3er als 1,0
sein, die Absorption der vorverdiinnten Negative Kontrolle darf nicht gré3er als 0,2 sein.

C. Die Absorption der ssDNA ELISA Low Positive Kontrolle mufd mehr als doppelt so hoch sein
wie die Absorption der ELISA Negative Kontrolle oder tiber 0,25 liegen.

d. Die ELISA Negative Kontrolle und ssDNA ELISA High Positive Kontrolle dienen der

Sicherstellung der ordnungsgemafRen Funktionsweise des Testansatzes. Die sSSDNA ELISA
High Positive Kontrolle stellt die Prazision am Cut-off des Tests nicht sicher.

e. Der Anwender sollte unter anderem das NCCLS Dokument Nr. C24-A fir zusatzliche
Hinweise zur zeitgemalRen Qualitatskontrolle beachten.

Berechnung der Ergebnisse
Zunachst sind die Mittelwerte der OD fir die Doppelbestimmungen zu berechnen. Alle weiteren
Berechnungen werden dann mit den entsprechenden Mittelwerten durchgefuhrt. Die Reaktivitat jeder
Patientenprobe wird bestimmt durch die Division des Mittelwertes der Proben-OD durch den Mittelwert der
Low Positiven Kontrolle und der Multiplikation dieses Ergebnisses mit dem chargenspezifischen Wert der
ssDNA ELISA Low Positiven Kontrolle. Die chargenspezifischen Werte sind auf dem Flaschchenetikett
aufgedruckt.

OD der Probe
Probenwert = X sSDNA ELISA Low Positive Kontrollwert
(Units) ssDNA ELISA Low Positive Kontrolle OD Wert (Units)
Die Reaktivitat verhalt sich zur Konzentration der vorhandenen Antikérper nicht linear. Zunahme und
Abnahme der Antikdrperkonzentrationen von Patienten werden durch einen entsprechenden Anstieg oder
Abfall der Reaktivitat angezeigt, diese Anderungen sind jedoch nicht proportional (d.h. eine Verdoppelung
der Antikoérperkonzentration fuhrt nicht zu einer Verdoppelung der Reaktivitat). Wird eine genauere
Quantifizierung der Patientenantikdrper gewiinscht, sind serielle Verdinnungen der Probe durchzufiihren
und der Titer der zuletzt als positiv gemessen wurde, sollte als Patienten-Antikérpertiter bewertet werden.

Interpretation der Ergebnisse

Dieser ELISA-Test ist sehr sensitiv und in der Lage, sogar kleine Unterschiede in Patientenpopulationen zu
messen. Die folgenden Werte dienen als Beispiel fur die Interpretation der Testergebnisse. Es wird
empfohlen, daf sich jedes Labor seine eigenen Normalwerte, basierend auf eigener Technik, Kontrollen,
Ausristung und Patientenpopulation erarbeitet. Die folgende Information dient als Beispiel zur Unterstitzung
der Interpretation von Ergebnissen.

Da sowohl ssDNA- als auch dsDNA-Autoantikérper mit dem ssDNA-Antigen dieses Kits reagieren konnen,
sollten Patientenproben auch auf dsDNA-Reaktivitat getestet und diese Ergebnisse (in WHO Units) bei der
Bewertung der ssDNA-Resultate berticksichtigt werden. Durch die Kombination der Ergebnisse des INOVA
QUANTA Lite™ dsDNA ELISA mit denen des INOVA QUANTA Lite™ ssDNA ELISA kann durch die
Berechnung des Verhaltnisses von ssDNA/dsDNA auf die Hohe von ssDNA-Antikdrper geschlossen werden.
Das Verhaltnis < 0,5 bedeutet Fehlen von ssDNA-Antikorper, wahrend das Verhaltnis > 0,5 Vorhandensein
indiziert.

HINWEIS: Nur wenn die Ergebnisse des ssDNA-Antikodrpertests positiv sind und das Verhaltnis von ssDNA
zu dsDNA Units >0,5 ist, sollten die Patientenseren als positiv bewertet werden.
Beispiel 1: Test 1: dsDNA Antikérper-Konzentration: 120 WHO U/mL
Test 2: ssDNA Antikdrper-Konzentration: 160 U/mL
ssDNA Antikdrper-Verhaltnis (ssDNA/dsDNA): 160/120 = 1,33 (+)
Interpretation: Patientprobe ist positiv fir ssDNA Antikdrper
Beispiel 2: Test 1: dsDNA Antikérper-Konzentration: 270 WHO U/mL
Test 2: ssDNA Antikdrper-Konzentration: 130 U/mL
ssDNA Antikorper-Verhaltnis (ssDNA/dsDNA): 130/270 = 0,48 (-)
Interpretation: Patientenprobe ist negativ flir ssSDNA Antikorper
Beispiel 3: Test 1: dsDNA Antikérper-Konzentration: 80 WHO U/mL
Antikorper Test 2: ssDNA Antikorper-Konzentration: 80 U/mL
ssDNA Antikorper-Verhaltnis (ssDNA/dsDNA): 80/80 = 1,0 (+)
Interpretation: Patientenprobe ist positiv fir sSDNA



Ist das Ergebnis als positiv befundet, kénnen die ssDNA Units mit den folgenden klinischen Kategorien
verglichen werden.

Weniger als 68,6 U/mL Negativ flr ssDNA-Antikdrper
68,6 - 229 U/mL Schwach positiv fiir ssSDNA-Antikorper
tber 229 U/mL Stark positiv fur ssDNA-Antikorper

Die Bestimmung der ssDNA Aktivitat in Proben mit hohen Werten kann schwierig sein (z.B. gro3er als 2,0)
sowohl fur ssDNA als auch fiir dsDNA. Wenn Proben stark positiv sind, ist das Antikorper-Verhaltnis
irrefihrend, weil der ELISA mit Patienten-Autoantikérper gesattigt ist. Es wird empfohlen, stark positive
Patientenproben nochmals auf ssDNA und dsDNA zu testen, indem sie mit HRP Probenverdinner nochmals
1:4 und 1:20 verdinnt werden (z.B. 1:404 und 1:2020), um festzustellen, ob die ssSDNA Aktivitat hdher ist als
die dsDNA Aktivitdt. Die Berechnungen missen mit der gleichen Verdinnung der Patientenprobe
durchgefihrt werden.

Grenzen des Verfahrens

1. Da man davon ausgeht, daf3 IgG-Antikorper eine hdhere klinische Relevanz haben, wird in diesem
Testsystem IgG-spezifisches Konjugat verwendet. Die nicht nachgewiesenen IgM ssDNA-Antikdrper
koénnen jedoch mit IgG-Antikdrper um verfligbare Bindungsstellen konkurrieren. Wird eine Interferenz
von IgM-Antikdrpern vermutet, sollten die Proben bei einer héheren Verdiinnung nochmals getestet
werden. Ein hoher Anstieg des Ergebnisses signalisiert die Prdsenz von konkurrierenden IgM-
Antikérpern. Der neue Wert spiegelt die Konzentration der gesuchten ssDNA IgG-Antikorper in der
Patientenprobe wider.

2. Die Gegenwart von Immunkomplexen oder anderen Immunglobulin-Aggregaten im Patientenserum
kann eine Erhdhung von nicht-spezifischen Bindungen und falsch-positive Ergebnisse hervorrufen.
3. Da sowohl ssDNA als auch bestimmte dsDNA Autoantikdrper mit dem ssDNA-Antigen im Testkit

reagieren, sollten die Patientenproben ebenfalls auf dsDNA-Reaktivitdt getestet und diese
Ergebnisse bei der Bestimmung der ssDNA Werte berlcksichtigt werden.

4. Eine Reihe von Faktoren beeinflult das Testergebnis. Hierzu z&hlen die Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit des Pipettierens, das verwendete Photometer und die Einhaltung der
Inkubationszeiten. Es ist deshalb sehr wichtig, fur gleichbleibende Bedingungen zu sorgen.

5. Die Diagnose kann nicht allein auf Grundlage der ssDNA-Antikdrper Ergebnisse erstellt werden.
Diese Ergebnisse sind im Zusammenhang mit den Resultaten des QUANTA Lite™ dsDNA
Antikorpertests zu interpretieren. Bitte keinen dsDNA ELISA Test eines anderen Herstellers
verwenden, da die Kalibrierung des ssDNA Antikorpertests mit dem des dsDNA genau abgestimmt

ist.
6. Ergebnisse dieses Testes missen im Zusammenhang mit klinischen Ergebnissen und anderen
serologischen Tests verwendet werden.
7. Die Leistungscharakteristika flir andere Untersuchungsmaterialien als Serum wurden nicht bestimmt.
Erwartungswerte

Die Fahigkeit des QUANTA Lite™ ssDNA ELISA Antikdrper gegen ssDNA zu erkennen, wurde mit einem
anderen kommerziell erhaltlichen ELISA Test evaluiert. Die Ergebnisse des ELISA Tests wurden nach
Angaben des Herstellers ermittelt.

Normalbereich

117 Seren wurden zufallig ausgewahlt und mit dem QUANTA Lite™ ssDNA ELISA ausgetestet. Von diesen
Proben zeigten sieben ein positives Ergebnis (69 oder mehr Units) mit diesem ELISA. Flnf dieser 7 Proben
waren auch mit einer kommerziellen Referenzmethode fiir anti-ssDNA-Antikérper positiv und wurden
deshalb aus dem Pool fir Normalpatienten eliminiert. Der Mittelwert betrug 27 Units mit einer
Standardabweichung von 21 Units. Der Bereich der Population erstreckte sich von 12 bis 186 Units. Diese
Ergebnisse indizieren einen Normalbereich, der mehr als zwei Standardabweichungen unter dem Grenzwert
liegt.

Relative Sensitivitat und Spezifitat

32 ANA-positive Patientenseren wurden zufallig ausgewahlt und mit dem QUANTA Lite™ ssDNA Test und
einem anderen kommerziell erhéltlichen Test (Referenzmethode) ausgetestet. Von den 32 getesteten
Proben waren 18 positiv und 12 waren in beiden Methoden tbereinstimmend negativ. Zwei Proben waren in
der Referenzmethode positiv, hingegen bei INOVA negativ. Bei der Austestung mit einem anderen
kommerziell erhaltlichen Testkit waren diese beiden Proben jedoch ebenfalls negativ. Dazu folgende
Ubersicht.

INOVA

+ -
+ 18 2 Relative Sensitivitat 90%
Referenzmethode Relative Spezifitat 100%
-0 12 Relative Ubereinstimmung 94%

Um die Spezifitat des ssDNA-ELISAs besser untersuchen zu kénnen, wurden hochtitrige und
monospezifische Autoantikérperkontrollen im QUANTA Lite™ ssDNA ausgetestet. Diese Kontrollen
beinhalten die High Kontrollen der folgenden INOVA QUANTA Lite™ ELISA Test evaluiert : Sm, RNP, SS-A,
SS-B, Scl-70, Jo-1, Thyroid mikrosomal und Thyroglobulin, Histone und Mitochondrien M2. Alle genannten
Kontrollen zeigten ein negatives Ergebnis im ssDNA-Test.



ssDNA Reaktivitat bei verschiedenen Mischkollagenosen:

Anzahl der Patienten % Positiv
SLE 43 58
Sjogren’s Syndrom 21 62
Sklerodermie 15 80
Polymyositis 6 17
Medikamenten-ind. Lupus 20 80
Rheumatoide Arthritis 11 45*

*2 von den 5 positiven Seren waren nur grenzwertig positiv (69 und 99 Units).

25 der SLE Patienten waren ssDNA positiv. Sechs dieser ssDNA positiven SLE Patienten waren grenzwertig
positiv mit einer sensitiven dsDNA ELISA Methode (INOVA). 13 der Sjégren’s Syndrom-Patienten waren
ssDNA positiv. Alle 21 Patienten waren im ELISA (INOVA) fur SS-A, SS-B oder SS-A und SS-B positiv, drei
dieser Sjogren’s-Patienten waren ssDNA positiv und absolut negativ bei einer sensitiven dsDNA ELISA
Methode (INOVA). 12 der 15 Scl-70 positiven Sklerodermie-Patienten waren positiv und nur einer von 6
Polymyositis-Patienten war ssDNA positiv. Alle sechs Polymyositis-Patienten zeigten Autoantikdrper gegen
Jo-1im ELISA (INOVA). Der eine ssDNA positive Polymyositis-Patient (112 Units) wies keine Autoantikdrper
gegen dsDNA im ELISA (INOVA) auf.

Prazision und Reproduzierbarkeit

Die Ergebnisse der Prazision und Reproduzierbarkeit wurden ermittelt, indem eine negative, stark positive
und schwach positive Probe sechsmal in vier verschiedenen Ansatzen verwendet wurden. Der Mittelwert der
hoch-reaktiven Probe lag bei 814 Units, der mittelreaktiven Probe bei 300 Units und der negativen Probe bei
72 Units. Die Ergebnisse sind nachfolgend aufgefthrt:

Negativ Stark positiv Schwach positiv
SD VK SD VK SD VK

Gesamt 4,7 6,6% 36 4,5% 8,0 2,7%

Intraassay 4.7 6,5% 35 4,3% 6,8 2, 7%

Interassay 4.6 6,3% 24 3,0% 8,7 2,9%
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