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ANVANDNINGSOMRADE ]

Denna produkt (kit eller substratobjektglas) ar avsedd att anvandas for screening och
titrering av cirkulerande anti dubbelstrangat DNA (dsDNA) autoantikroppar. Denna
autoantikropp &r en markor vid diagnos och overvakning av systemisk lupus
erythematosus (SLE). For objektglas som séljs separat har inte anvandbarheten i
andra detektionssystem utvérderats dven om en sadan kan vara majlig.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING |

Deoxiribonukleinsyra férekommer naturligt i minst tre olika former: en hdgervriden
dubbelstrangad struktur (dsDNA); en véanstervriden dubbelstrangad struktur (Z-DNA)
och en enkelstréangad struktur (ssDNA). Autoantikroppar kan bildas mot determinanter i
alla dessa stukturer. Autoantikroppar mot dsDNA och ssDNA patraffas normalt hos
patienter med autoimmuna sjukdomar.

Antikroppar mot ssDNA (mot DNA molekylens nukleotidbaser) &r inte specifika for en
séarskild sjukdom, de aterfinns hos patienter med reumatoid artrit, systemisk lupus
erythematosus (SLE), systemisk skleros och andra icke-immunologiska stérningar. De
ar en huvudbestandsdel i de flesta anti nukleara antikroppar (ANA), och uppvisar ett
homogent monster vid indirekt immunfluorescens analyser.

Antikroppar mot dsDNA &r riktade mot DNA molekylens fosfatdeoxyriboskarna. Dessa
ar mindre vanliga &n antikroppar mot ssDNA men ar mer kliniskt signifikanta pa grund
av tvd huvudorsaker. Forst, darfor att hoga titrar av anti dsDNA aterfinns praktiskt taget
endast hos SLE patienter och déarefter for att antikroppstitrar korrelerar val med
sjukdomsaktiviteten. Detta tillhandahaller en viktig markor bade for sjukdomens
utveckling och dess svarighetsgrad samt graden av reaktion pd efterféljande
behandling.

Ett flertal metoder har anvants genom é&ren for att upptacka antikroppar mot dsDNA,
sdsom passiv agglutination, komplementfixering och RIA. Hemoflagellaten, C.luciliae
anvand som ett substrat i indirekt immunfluorescens-analyser, ar ett kansligt och
specifikt screening test. C.luciliae har en organell som kallas kinetoplast; en valdig
mitokondrie som innehaller dsDNA (ref. 1) men &r uppenbarligen fri fr&n histoner och
andra nukleara daggdjursantigener. Fordelen med C.luciliae baserad screening for
dsDNA antikroppar &r dess specificitet, grundad pd kinetoplastens sammanséttning
(ref. 2 och 3).

3 PRINCIP

Denna produkt anvéander en indirekt immunfluorescensteknik (ref. 4). Patientprover och
lampliga kontroller inkuberas med C.luciliae substratet. De antikroppar som inte
reagerat tvattas bort och sedan tillsatts lampligt fluoresceinmérkt konjugat. Obundet
konjugat tvattas bort och objektglasen granskas i ett fluorescensmikroskop. dsDNA
positiva prover ger en klargron fluorescens i kinetoplasten.

4
4.1 C.luciliae substrat objektglas (5 eller 10 brunnar).
Endast kit
4.2 Positivt kontrollserum, ger fargning av kinetoplasten, innehéller 0,099%

natriumazid. Fardigspadd, fardig att anvandas.

4.3 Negativt kontrollserum, innehaller 0,099% natriumazid. Fardigspadd, fardig
att anvandas.

4.4 Affinitetsrenad far anti-humant IgG (y kedja) FITC, innehdller 0,099%
natriumazid. Fardigspadd, fardig att anvandas.

45 1% Evans Blue, valfri kontrastfarg.

4.6 Phosphate buffered saline (PBS) - 20x koncentrat, vatska.

4.7 Laskpapper - for att torka runt brunnarna efter tvéttning.

4.8 Monteringsmedium, innehaller DABCO, 1, 4-diazabicyklo-[2.2.2]-oktan,

som forhindrar blekning av fluorescens.

4.9 Tackglas.

n VARNING I

Alla givare av humanserum till kitet har testats och befunnits vara negativa for hepatit B
ytantigen (HBsAQ), for antikroppar mot humant immunbristvirus (HIV1 och HIV2) och
hepatit C virus. Dessa tester kan emellertid inte garantera frdnvaron av smittdmnen.
Korrekt handhavande och rutiner for avfallshantering bor darfoér faststallas for alla
potentiellt smittsamma material och endast personal med fullgod uthildning i sddana
metoder skall tillatas utféra dessa procedurer.

Denna produkt bér endast anvandas av personal med lamplig utbildning fér angivet
andamal. Det rekommenderas att metodbeskrivningen foljs.

En del av komponenterna i kitet innehdller 0,099% natriumazid som
konserveringsmedel och maste hanteras med forsiktighet — fortar inte och undvik
kontakt med hud eller slemhinnor. Om kontakt skulle uppsta tvatta med stora volymer
vatten och kontakta lakare. Explosiva metallazider kan bildas med bly och kopparrér;
nar reagens halls ut, spola med stora volymer vatten for att férebygga anhopning av
azid.

I FORVARING OCHSTABILITET ]

Ooppnade kit/objektglas bor forvaras vid 2-8°C och kan dd anvandas fram till det
utgangsdatum som anges pa kartongens etikett. FRYS EJ. Nar objektglasen har tagits
ur folieférpackningen bér de anvandas omedelbart. Utspadd PBS-buffert kan forvaras i
upp till en mé&nad vid 2-8°C. Kitets FITC-konjugat bér i méjligaste man ej utsattas for
solljus, fluorescerande ljus eller UV-ljus. Alla reagenser bor forvaras vid 2-8°C.

PROVTAGNING OCH PROVHANTERING ]

Anvand serumprover. Efter koaguleringen bor serumet separeras snarast mojligt for att
undvika hemolys. Serumet kan forvaras vid 2-8°C upp till 7 dagar fore analys (ref. 7),
eller vid langre forvaring, alikvoteras och férvaras vid -20°C eller lagre. Serumet far
INTE frysas och tinas upp mer &n en gang. Undvik att anvanda lipemiskt, hemolyserat
eller mikrobiellt kontaminerat serum, eftersom minskade titrar eller otydliga
fargningsmonster kan uppsta.

8 METOD
8.1 Material som ingar

50T kit FK002.1

10 x Crithidia slide — 5-well (5-brunnars objektglas)

1 x ImL Positive Control for dsDNA (Fardigspadd positiv kontroll)
1 x 1mL Negative Control for dsDNA (Fardigspadd negativ kontroll)
1 x 4,5mL anti human IgG (y) AFF FITC (Affinitetsrenat anti-humant IgG (y)
FITC)

1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (kontrastfarg)

2 x 60mL PBS concentrate (x20) (Koncentrat PBS buffert)

1 x 3mL Mounting Medium (Monteringsmedium)

20 x Blotters (Laskpapper)

10 x Coverslips (Tackglas, 22 x 70mm)

1 x Metodbeskrivning
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250T Kit FK002.2

25 x Crithidia slide — 10-well (10-brunnars objektglas)

1 x 1mL Positive Control for dsDNA kits (Fardigspadd positiv kontroll)

1 x ImL Negative Control for dsDNA kits (Fardigspadd negativ kontroll)
1 x 12,5mL anti human IgG (y) AFF FITC (Affinitetsrenat anti-humant IgG
(1) FITC)

1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (kontrastfarg)

2 x 60mL PBS concentrate (x20) (Koncentrat PBS buffert)

1 x 10mL Mounting Medium (Monteringsmedium)

50 x Blotters (Laskpapper)

25 x Coverslips (Tackglas, 22 x 70mm)

1 x Metodbeskrivning
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FS002.1, FS002.2, FS002.3

1. 10 x 5-brunnars obektglas, 25 x 10-brunnars obektglas, 100 x 10-brunnars
obektglas.
2. 1 x Metodbeskrivning

8.2 Ytterligare material som kravs
8.2.1 Destillerat vatten for att spada PBS koncentratet.

8.2.2 Behallare for PBS buffert och en sprutflaska i plast for forsta tvatt med
PBS.

8.2.3 Mikropipetter och pipettspetsar for engdngsbruk for att tillsatta
patientprover.

8.2.4 Fuktkammare for inkuberingssteg (t.ex. "Magnetic Staining Chamber”, kod
BDO010).

8.2.5 Fluorescensmikroskop med 495nm excitationsfilter och 515nm barriarfilter.

8.2.6 Vid anvandning av enbart substrat objektglas, behdvs aven féljande
material (Binding Site produktkoder anges nar sd ar mgjligt): positiv
kontroll (FA109), negativ kontroll (CON 92), anti humant I1gG (y) AFF FITC
(FA004, fardigspadd, eller AF004, spad 1/100-1/400 fore anvéndning),
PBS (CON 3.3), Evans Blue (CON 93, valfri), monteringsmedium (CON
195.1/.2), laskpapper, tackglas.

8.3 Analysforfarande

Kvalitetskontroll
Positiva och negativa kontroller bér anvandas vid varje analystillfalle. Det
rekommenderas att en kontroll titreras for varje analys.

8.3.1 Monteringsmedium: Ta ut monteringsmediet ur kylskdpet s& att det nar
rumstemperatur (18-28°C) innan det ska anvandas.
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8.3.2 Spadning av_PBS koncentrat. Spad PBS koncentratet med destillerat
vatten (1 del PBS koncentrat + 19 delar dest. vatten) och blanda. PBS
anvands for att spada patientprover och som tvéttbuffert. OBS! Spad
endast upp totalmangden av kitets PBS om hela kitet forbrukas inom en
manad.

8.3.3 Spédning av patientprover
Screening: Spad patientprover 1/10 genom att tillsatta 50uL serum i
450uL PBS buffert.
Titrering: Gor flera spéadningar av positiva screenade prover med PBS-
buffert (t.ex. 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 och 1/320 osv).
Till exempel: Tag 100uL av 1/10 spadningen, blanda med 100uL PBS for
att f& en 1/20 spadning. Upprepa for ytterligare spadning.

8.3.4 Substratobjektglas. Se till att objektglasen nar rumstemperatur (18-28°C)
innan de tas ur férpackningen. Mark objektglasen pa lampligt sétt, placera
dem i fuktkammaren och tillsatt en droppe positiv och negativ kontroll till
vardera brunn 1 och 2. Tillsatt 25uL spadda patientprover till de
aterstdende brunnarna.

8.3.5 Inkubering av_objektglas. Inkubera objektglasen i 30 minuter i en
fuktkammare vid rumstemperatur (18-28°C).

8.3.6 PBS-tvatt. Ta ut objektglasen ur fuktkammaren och skélj dem hastigt med
PBS-sprutflaskan. Spruta inte direkt p& brunnarna. Placera objektglasen i
ett stéll och sénk ned i PBS och skaka eller rér om i 10 minuter.

8.3.7 Tillsats av fluorescerande konjugat. Skaka av overflodigt PBS och torka
runt brunnarna med medféljande laskpapper. Sétt tillbaka objektglasen i
fuktkammaren och  TILLSATT OMEDELBART EN DROPPE
FLUORESCERANDE KONJUGAT TILL VARJE BRUNN (INOM 15
SEKUNDER). Om substratet torkar ut paverkas resultaten markant.

8.3.8 Inkubering av_objektglas. Inkubera objektglasen i 30 minuter i en
fuktkammare vid rumstemperatur (18-28°C) i morker.

8.3.9 PBS-tvétt. Tvéatta igen enligt beskrivningen i steg 8.3.6. Onskas
kontrastféargning tillsétts 2-3 droppar 1% Evans Blue per 100mL PBS innan
glasen satts ned.

8.3.10 Montering med téckaglas. Tag ett objektglas i taget frdn PBS-tvatten. Torka
snabbt runt brunnarna och tillsatt en droppe monteringsmedium i varje
brunn. Sank forsiktigt ned objektglaset pa ett tackglas. Undvik luftbubblor,
men forsok inte ta bort dem om de uppstar. Torka bort 6verflodigt medium
frén tackglasets kanter.

8.3.11 Avlas objektglasen i fluorescensmikroskop. Fardiga glas skall lasas s&
snart som mgjligt, men kan forvaras i morker vid 2-8°C upp till 1 vecka utan
n&gon betydande fluorescensforlust.

B RESULTAT
9.1 Kvalitetskontroll

Den positiva kontrollen skall ge specifik klargrén kinetoplast fargning med eller utan
karnfargning. Den negativa kontrollen skall ge matt gron fargning av organismen utan
maérkbar fluorescens. Om kontrollen inte upptrader som beskrivet skall analysen goéras
om.

9.2 Tolkning av resultaten
9.2.1 Negativ

Ett prov skall betraktas som negativt om den specifka kinetoplast fargningen &r
likvardig med eller mindre &n den negativa kontrollbrunnen, &ven om andra strukturer
s&som basalkroppen, flageller eller karnan fargas.

9.2.2 Positiv

Ett prov anses vara positivt om kinetoplast fargningen ar mer an den negativa
kontrollen. For att tydligt sarskilia mellan kinetoplasten och karnan, betrakta den
positiva kontrollbrunnen noga. Kinetoplasten ligger alltid narmare flagellen (se bilden

nedan).
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OBS: Varje laboratorium bor faststélla nér ett positivt resultat ska anses vara kliniskt
signifikant.

TOLKA ENDAST RESULTATEN MED HJALP AV ENSTAKA, VALDEFINIERADE
ORGANISMER.

(N \ETODENS BEGRANSNINGAR |

10.1 Ljuskalla, filter och optik i olika sorters fluorescensmikroskop paverkar
kitets sensitivitet. Mikroskopets prestanda paverkas markant av korrekt
underhall, sarskilt centrering av kvicksilverlampan och byte av lampan med
rekommenderat tidsintervall.

10.2 Patienter med droginducerad SLE under lakemedelsbehandling kan ha
dsDNA antikroppar (ref. 5).

10.3 Patienter som genomgér terapi med steroider kan uppvisa negativa
resultat fér dsDNA antikropp (ref. 6).

104 Mikrobiellet kontaminerade serum skall inte anvéandas, eftersom falska
positiva eller negativa resultat d& kan forekomma.

105 Om det visar sig vara ovanligt htg bakgrundsféargning eller om det finns
nagra svarigheter att tolka resultaten, kan en PBS kontroll anvandas.

10.6 Detta kit anvénds endast som ett hjalpmedel vid diagnos. Ett positivt
resultat tyder p& vissa sjukdomar som maste sakerstillas med patientens
anamnes och andra serologiska tester. Resultaten som erhdlles med
denna analys &r inget diagnostiskt bevis pd sjukdomens néarvaro eller
franvaro.

FDA (USA) information — se forsta sidan i det engelska produktbladet.

FORVANTADE VARDEN _ |

Crithidia luciliae substrat anvéndes for att testa ett antal patienter med olika
bindvévssjukdomar och &aven 50 slumpmassigt valda friska blodgivare. Resultaten
visas i tabellen nedan:

Patientgrupp Antal Posift;:g_(;].il::;iliae
SLE 100 32
Reumatoid artrit 10 0
Scleroderma 10 0
Sjogrens syndrom 5 0
Friska individer 50 0

PRESTANDAKARAKTERISTIKA ]

121 Precision

Fem glas frdn samma lot testades med ett kant kontrollprov som var spétt till slutpunkt.
Alla fem glasen gav en titer vid slutpunkt pa 1/5120, vilket visar att det inte finns ndgon
signifikant skillnad i prestanda mellan glas frdn samma batch. Tre glas fran olika
batcher testades med ett kant kontrollprov som var spatt 1/25. Alla tre glasen gav en
overensstammande férgintensitet (2+).

12.2 Sensitivitet

Testets kanslighet och detektionsgrans ar beroende av det anvanda mikroskopet. Det
finns ingen internationell kalibrator tillganglig for standardisering.

12.3 Specificitet

46 sera kanda att innehélla hog nivé av antikroppar mot dsDNA och 50 sera fran friska
patienter testades med The Binding Site C.luciliae kit och med ett likvardigt
kommersiellt tillgangligt IFA kit. Fargningen klassificerades som positiv (+), starkt
positiv (2+), och negativ (-):

The Binding Site
2+ + B
aen 2+ 23 8 0
Jamfsirtande o 1 12 0
- 0 0 50
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SAMMANFATTNING AV METODBESKRIVNINGEN |
14.1 Se till att monteringsmediet uppnar rumstemperatur.
14.2 Spad PBS med destillerat vatten.
14.3 Spad patientserum 1/10 med PBS.
14.4 Se till att substratobjektglasen uppnar rumstemperatur (18-28°C).
145 Tag ut objektglasen ur folieférpackningen och placera i en fuktkammare.
Tillsatt 25uL av kontroller och patientserum.
14.6 Inkubera i 30 minuter vid rumstemperatur (18-28°C).
14.7 Skolj objektglasen med PBS. Tvatta objektglasen i 10 minuter i ett stall.
14.8 Torka runt varje brunn, sétt tillbaka objektglasen i fuktkammaren och tillsatt
omedelbart en droppe fluorescenskonjugat.
14.9 Inkubera objektglasen i 30 minuter.
14.10 Tvatta igen enligt steg 7.
1411 Torka runt brunnarna, tillsétt monteringsmedium till varje brunn och sétt pa
tackglas.
14.12 Granska objektglasen i fluorescensmikroskop.
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