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Ez a termék (kit vagy szubsztrat lemezek) a keringé anti- duplaszali DNS (dsDNA)
autoantitestek szlirésére és titer meghatarozasara szolgal. Ez az autoantitest szisztémas
lupus erythematosus (SLE) diagnosztizalasahoz és monitorozasahoz hasznalhaté marker. Az
ondlléan forgalmazott lemezek mas tesztrendszerekben valé alkalmazhatésagat nem
ellenérizték, de ez nem zarja ki az ilyen alkalmazast.
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A dezoxiribonukleinsav a természetben legalabb harom kiilonb6z6é formaban talalhaté meg:
egy jobbra tekert kettés szali konformacié (dsDNA), egy balra tekert kettés szalu forma (Z-
DNA) és egy nagy egyszali konformacié (ssDNA). Mindegyik forma tartalmaz olyan antigén-
determinansokat, amelyekkel szemben autoantitestek termelédhetnek. dsDNA és ssDNA
autoantitestek rendszeresen kimutathaték autoimmun betegségben szenvedé egyénekben.

Az ssDNA elleni antitestek (a DNS nukleotid bazisai ellen iranyulnak) nem specifikusak
valamilyen meghatarozott betegségre, megtalalhaték rheumatoid arthritis, szisztemas lupus
erythematosus (SLE), szisztémas sclerosis eseteiben, és mas, nem immunolégiai
korképekben. A legtobb sejtmag-ellenes antitest (ANA) f6 alkotdrészei, indirekt
immunfluorescens mddszerrel homogén mintazattal tlinnek fel.

A dsDNA elleni antitestek a DNS molekula foszfat-dezoxirib6z vaza ellen iranyulnak. nem
olyan gyakoriak, mint az ssDNA ellenes antitestek, de klinikai jelentéségiik nagyobb, két 6
okbdl. Elészor is, magas titer( anti-dsDNA szinte kizardlag SLE betegekben fordul el6,
masodsorban, az antitest titer a betegség aktivitdsaval joI korreldl. Ezaltal a betegség
progresszija és sulyossaga szempontjabdl is fontos marker, és a kezelésre adott valasz
megitélésére is alkalmas.

Az évek soran szamos modszert alkalmaztak dsDNA ellenes antitestek kimutatasara, ugymint
passziv agglutinacié, komplement fixalas és RIA. A haemoflagellata indirekt immunfluorescens
assay szubsztratumaként alkalmazva érzékeny és specifikus szlirémoédszer kidolgozasat tette
lehetévé. A C.luciliae-nak van egy sejtszervecskéje, amit kinetoplasztnak neveznek. Ez egy
oriasi mitokondrium, ami dsDNA-t tartalmaz (1. Irod.) de mentes hisztonoktél és mas emlés
sejtmag-antigénektél. A C.luciliae alapu anti-dsDNA szlrémoédszer elénye a kinetoplaszt
Osszetételének kdszonhetd specificitas (2, 3).

A MODSZER ELVE |

A vizsgalatot indirekt immunfluorescens eljarassal (4) végezziik. A betegek mintait és a
megfelelé kontrollokat inkubaljuk a C.luciliae szubsztrattal. A nem ko6t6dott antitesteket
kimossuk, és egy megfeleld, fluoresceinnel jeldlt konjugatumot adjuk a szubsztrathoz. A
szabadon maradt konjugatumot az el6z6h6z hasonldan mosassal eltavolitjuk. A lemezeket
fluorescens mikroszkoppal megtekintjik. A dsDNA pozitiv mintdk a kinetoplaszt almazold
fluorescens festédését okozzak.
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4.1 C. luciliae szubsztrat lemezek (5 vagy 10 méréhely).
Csak kitekben:

4.2 Pozitiv_kontroll szérum, amely kinetoplaszt-festédést eredményez. 0,099% Na-
azidot tartalmaz. El6higitva, hasznalatra kész.

4.3 Negativ_kontroll szérum 0,099% Na-azidot tartalmaz. El6higitva, hasznalatra
kész.

4.4 Affinitasi eljdrassal tisztitott birka anti-human IgG (y-lanc) fluorescein izotiocianat
(FITC) konjugatum, 0,099% Na-azidot tartalmaz. El6higitva, hasznalatra kész.

4.5 1% Evans Kék, kontrasztfestéshez (amennyiben sziikséges).

4.6 Foszfatpufferrel bedllitott fiziologias sé (PBS), 20-szoros koncentratum,

folyékony halmazallapotban.

4.7 Itatds, a szubsztrat kérnyezetének mosast koveté nedvességmentesitésére.
4.8 Beagyazé médium, kifakulas ellen védé adalékkal (DABCO, 1,4 diazabicyclo

[2.2.2] octane).

4.9 Feddlemezek.
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\A kitben taldlhatd emberi szérumot ellendrizték szérum szinten, és negativnak talaltak
Hepatitis B felszini antigénre, valamint Hepatitis C virus és Human Immundeficiencia Virus
(HIV 1 & 2) ellenes antitestekre. Nem garantalhaté, hogy a szérum mentes valamennyi fert6z6
agenstdl. Potencidlisan fert6zének kell tekinteni, és megfelelé kezelési és megsemmisitési
eljarasokat kell alkalmazni; kizarélag ilyen feladatra képzett és gyakorlattal rendelkezd
személy végezheti a vizsgalatokat.

Ez a termék kizarélag a megjeldlt célra, megfeleléen képzett személy altal hasznalhaté.
Ajanlott a leirt munkafolyamat pontos betartasa.

A kit egyes Osszetevéi 0,099% Na-azidot tartalmaznak tartésitészerként, igy fokozott gonddal
kezelendé. Tilos meginni, keriilni kell a bérrel és nyalkahartyakkal valo érintkezést.
Amennyiben mégis ilyen baleset térténik, nagy mennyiségl vizzel tértént lemosast kovetéen
forduljon orvoshoz! Olom és réztartalmu vizvezeték csdvekkel robbanasveszélyes fém-azid
komplex képzédhet. Ezért a reagensek megsemmisitésekor bé vizes dblitésre van sziikség az
azid-lerakédas megakadalyozasa céljabdl.
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A felbontatlan kitek/lemezek 2-8°C kozott tarolhatok, felhasznalhatok a csomagolason jelzett
idépontig. TILOS FAGYASZTANI! Ha a lemezeket egyszer a védéfoliabol kivettiik, azonnal fel
kell hasznalni. A higitott PBS puffer egy hoénapig tarolhaté 2-8°C-on. A FITC konjugatumot
lehetdség szerint dvni kell a napfénytdl, fluorescens és UV sugarzastél. Minden mas reagenst
is célszer(i 2-8°C kozott tarolni.
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A vizsgalati anyag: szérum. Alvadas utan a szérumot a lehetd legrévidebb idén belil valassza
el a sejtektdl. A szérum 2-8°C kozott tarolhatd vizsgalat elétt legfeliebb 7 napig (7), vagy
sziikség esetén kisebb részletekben lefagyasztva eltarthaté hosszabb ideig -20°C-on vagy ez
alatti hdmérsékleten. TILOS egynél tobbszor kiolvasztani és visszafagyasztani. Kerllie a
lipémias, hemolitikus vagy mikrobioldgiailag szennyezett savok hasznalatat, mert ezekkel a
titer csdkkenése vagy bizonytalan fest6dési mintazat fordulhat el6.

8.1 A tesztben megtaldlhat6 anyagok

50T kit FK002.1

1. 10 x Crithidia slide — 5-well (Crithidia lemez — 5 méréhely)

2. 1 x 1mL Positive Control for dsDNA (Pozitiv kontroll dsDNA-ra, el6higitva)

3. 1 x 1mL Negative Control for dsDNA (Negativ kontroll dsDNA-ra, el6higitva)

4. 1 x 4,5mL anti human IgG (y) AFF FITC (anti-human IgG (y) AFF FITC)

5. 1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (1% Evans Kék kontrasztfesték)

6. 2 x 60mL PBS concentrate (x20) (PBS koncentratum, x20)

7. 1 x 3mL Mounting Medium (Beagyazé médium)

8. 20 x Blotters (Itatds)

9. 10 x Coverslips (Fedélemezek, 22 x 70mm)

10. 1 x hasznalati utasitas
250T kit FK002.2

1. 25 x Crithidia slide — 10-well (Crithidia lemez — 10 méréhely)

2. 1 x 1mL Positive Control for dsDNA (Pozitiv kontroll dsDNA-ra, el6higitva)

3. 1 x 1mL Negative Control for dsSDNA (Negativ kontroll dsDNA-ra, el6higitva)

4. 1 x12,5mL anti human IgG (y) AFF FITC (anti-human IgG (y) AFF FITC)

5. 1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (1% Evans Kék kontrasztfesték)

6. 2 x 60mL PBS concentrate (x20) (PBS koncentratum, x20)

7. 1 x 10mL Mounting Medium (Beagyazé médium)

8. 50 x Blotters (Itatds)

9. 25 x Coverslips (Fedélemezek, 22 x 70mm)

10. 1 x hasznalati utasitas
FS002.1, FS002.2, FS002.3

1. lemezek: 10 x 5 mérdhely, 25 x 10 méréhely, 100 x 10 méréhely

2. 1 x haszndlati utasitas

8.2 Sziikséges kiegészité anyagok

8.2.1 Desztillalt viz a PBS koncentratum higitasahoz.

8.2.2 Edény a PBS puffer tarolasara és mianyag flakon a kezdeti PBS-es mosashoz.

8.2.3 Mikropipettak és eldobhaté pipettahegyek a betegek mintainak felviteléhez.

8.24 Nedves kamra az inkubaciés lépésekhez (pl. Magnetic Staining Chamber,
BDO010).

8.25 Fluorescens mikroszkép 495nm-es gerjesztési és 515nm-es emisszids sziirével.

8.2.6 Szubsztrat lemezek 6nalld haszndlatdhoz az aldbbiakra is szikség lehet (The
Binding Site koédokkal): pozitiv kontroll (FA109), negativ kontroll (CON 92), anti-
Human IgG (y) Aff FITC (FA004, eléhigitott, hasznalatra kész; vagy AF004, ami
1/100-1/400 aranyban higitandé hasznalat elétt), PBS (CON 3.3), Evans Blue
(CON 93 sziikség szerint), beagyazé médium (CON 195.1/.2), itatdsok,
feddlemezek.

8.3 A vizsgalat kivitelezése
Min&séqi kontroll
Pozitiv és negativ kontrollok hasznalata szlikséges minden beteg-minta sorozat
vizsgdlata alkalmaval. Ajanlatos egy kontrollt titralni minden assay soran.

8.3.1 Beagyazé médium: Vegye ki a hiitébdl a bedgyazashoz sziikséges anyagot és
hagyja, hogy elérje a szobahémérsékletet (18-28°C) mielétt szilkség lenne ra.

8.3.2 A PBS koncentratum higitasa. Higitsa a PBS koncentratumot desztillalt vizzel (1
rész PBS koncentratum + 19 rész desztillalt viz) és keverje 0ssze. A PBS-t
haszndlja a betegek mintainak higitasara és moso6 pufferként. NB: csak akkor
higitsa a kitben talalhaté telies PBS mennyiséget, ha a teljes kit felhasznalasra
kertl egy hénapon beliil.

8.3.3 A betegek mintainak higitasa.

Sziiréshez: Higitsa a betegek mintait 1/10 aranyban tgy, hogy 50uL szérumot
ad 450uL PBS pufferhez.
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Titralashoz: Készitsen sorozat higitast a szlréssel pozitiv mintakbol PBS
pufferrel (pl. 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 és 1/320 stb.). Példa: Vegyen 100uL-t az
1/10-es beteg-minta higitasbol, keverje 6ssze 100uL PBS-sel, hogy 1/20-as
higitast kapjon. Ismételje ezt az eljarast a tovabbi felezé higitasokhoz.

8.34 Subsztrat lemezek. Hagyja a lemez(eke)t szobahdmérsékletiire (18-28°C)
melegedni miel6tt a csomagolas(ok)bdl kiveszi. Jeldlje megfeleléen a lemezeket,
helyezze a nedves kamraba, és adjon egy-egy cseppet a pozitiv és a negativ
kontrollbdl az 1 és 2 mérélyukba. A maradék méréhelyekre cseppentsen 25ul-t
a higitott beteg-mintakbol.

8.35 A lemezek inkubdlasa. Inkubalja a lemezeket 30 percig nedves kamraban
szobahémérsékleten (18-28°C).

8.3.6 Mosés PBS-sel. Vegye ki a lemezeket a nedves kamrabdl és oblitse roviden
PBS-sel, dsszenyomhaté mUanyag flakon segitségével. Ne spriccelien
kozvetlenill a lyukakba. Helyezze a lemezeket allvanyra, meritse PBS-be és
rdzza vagy kevertesse 10 percig.

8.3.7 A fluorescens konjugatum felvitele. Razza le a PBS folosleget a lemezekrél és
itassa le a széleket a kitben lévé itatdssal. Helyezze vissza a lemezeket a
nedves kamraba és haladéktalanul fedje minden egyes mélyedés tartalmat egy-
egy csepp fluorescens konjugatummal. NE HAGYJA AZ ANYAGOT
FEDETLENUL 15 MP-NEL HOSSZABB IDEIG. A szubsztrat kiszaradasa
sulyosan veszélyezteti az eredményt.

8.3.8 A lemezek inkubaladsa. Inkubdlja a lemezeket 30 percig a nedves kamraban
szobahémérsékleten (18-28°C) sétét helyen.

8.3.9 PBS mosds. Mossa a lemezeket ismét a 6. lépésben leirt mddon.
Kontrasztfestéshez: 2-3 csepp 1%-os Evans Kék/100mL PBS a lemezek
bemeritése el6tt.

8.3.10 Takards fedélemezzel. Egyszerre csak egy lemezt vegyen ki a PBS fiirdbél.
Gyorsan itassa le a mélyedések kornyékét és adjon egy-egy csepp beagyazé
anyagot minden lyukba. Ovatosan siillyessze a lemezt a feddlemezre.
Vigyazzon, hogy ne alakuljon ki buborék, de ha mégis megtorténne, ne probalja
eltavolitani. A médium félésleget gondosan tordlje le.

8.3.11 Tekintse meg a lemezeket fluorescens mikroszkép alatt. A kész lemezeket a
leheté legrovidebb idén belll kell értékelni, de sziikség esetén eltarthatok sotét

helyen, 2-8°C-on 1 hétig a fluorescencia Iényeges csokkenése nélkil.

9.1 Minéségi kontroll

A pozitiv kontroll specifikus almazold kinetoplaszt festédést kell adjon, mikézben a mag is
festédhet, de ez nem sziikségszerii. A negativ kontrollal tompa zold festédést mutat a sejt,
megkiilonboztetett fluorescens jeldlédés nélkil. Ha a kontrollok masképpen viselkednek, a
vizsgalatot meg kell ismételni.

9.2 Az eredmények értékelése

9.21 Negativ

A mintat negativnak tekintjlik, ha a specifikus fluorescencia a negativ kontrollal megegyezé
erésségl, vagy annal gyengébb.

9.2.2 Pozitiv

A mintat pozitivnak tekintjiik, ha a kinetoplaszt festédése er6sebb, mint a negativ kontroll
esetében. Abban, hogy a kinetoplasztot vildgosan meg lehessen kiilonbdztetni a magtdl, a
pozitiv kontroll megtekintése segit. A kinetoplaszt mindig a flagellumhoz kdzelebb helyezkedik
el (lasd az abran).

NB: Minden laboratériumnak meg kell hataroznia, hogy milyen szintli pozitivitast tekint
klinikailag szignifikansnak.

CSAK EGYEDI, JOL FELISMERHETO ORGANIZMUSOK FESTODESET ERTEKELJE!
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10.1 A kiilonb6z6 gyartmanyu fluorescens mikroszképok fényforrasa, szinszir6i és
optikdja  befolydsolia ~a  modszer  érzékenységét. A mikroszkop
teljesit6képességét a karbantartas jelentésen befolyasolja. Kilondsen fontos a
higanygdéz lampa centralasa, és cseréje a megadott miikodési idé lejarta utan.

10.2 Gyogyszer-indukalt SLE-ben dsDNA antitestek el6fordulhatnak (5).
10.3 Steroid terapia negativ eredményt okozhat az anti-dsDNA vizsgalatakor (6).
10.4 Mikrobiolégiai szempontbdl szennyezett szérumot ne hasznaljon, mert téves

pozitiv vagy téves negativ eredményt okozhat.

10.5 Ha szokatlannak tlinik a hattér fluorescencia intenzitdsa, vagy barmi mas
probléma adodik az értékeléskor, egy kontrollt lehet beallitani PBS-sel.

10.6 Ez a kit csak kiegészité informaciét nyujt a diagndzis felallitdsahoz. A pozitiv
eredmény bizonyos betegségek fennallasara utalhat, de ezt klinikai adatokkal és
mas szeroldgiai tesztekkel meg kell er6siteni. Ezzel a modszerrel kapott
eredmények nem tekintheték a diagnosztikai bizonyitéknak valamely betegség
meglétére vagy hianyara vonatkozdan.

FDA (USA) Informaci6 - lasd az angol nyelvii melléklet els6 oldalan"
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Crithidia luciliae szubsztraton tesztelték ismert kotészoveti betegségben szenvedé paciensek
mintait 50 valogatas nélkiili normal véradoéval egyiitt. Az eredmények az alabbi tablazatban
lathatok:

Paciens csoport Esetszam oz M
festédés
SLE 100 32
Rheumatoid Arthritis 10 0
Scleroderma 10 0
Sjogren szindréma 5 0
Véradok 50 0
I "UKGhESI JELLEMZOK ]
121 Pontossag

Ugyanabbdl a kitb6l szarmazé 5 lemezen teszteltek egy ismert kontroll mintat, végpontig
titrélassal. Mind az 6t lemez 1/5120-as higitasban érte el a végpontot, igazolva, hogy nincs
lényeges kiildnbség a lemezek kozott adott gyartasi sorozaton belll. Harom lemezt eltéré
gyartasi szamu kitekbdl 1/25-6s higitasu ismert kontrollal teszteltek. Mind a harom lemez
egyforma festédési intenzitast adott (2+).

12.2 Erzékenység

A tesztek érzékenysége (sensitivity) és a kimutahatésag hatara a teszt értékelésekor
hasznaltmikroszképtdl fligg. Ennek standardizalasara nincs nemzetkozi kalibrator.

12.3 Specificitas
46 nagy mennyiségl anti-dsDNA antitestet tartalmazo, és 50 normal szérumot teszteltek a

,The Binding Site” C. luciliae kittel, és egy masik, kereskedelmi forgalomban beszerezhetd IFA
kittel. A festédés értékelése: pozitiv (+), erésen pozitiv (2+) és negativ (-) volt:

The Binding Site
2+ + -
2+ 23 8 0
Masik kit + 1 14 0
- 0 0 50
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14.1 Engedje a beagyazé médiumot szobahémérsékletiire melegedni.

14.2 Higitsa a PBS-t desztillalt vizzel.

143 Higitsa a betegek mintait 1/10 aranyban PBS-sel.

14.4 Vegye ki a lemezeket a hiitéb6l és hagyja szobahémérsékletiire melegedni
(18-28°C).

14.5 Tavolitsa el a lemezrél a csomagol6 féliat és helyezze a lemezt a nedves
kamraba. Adjon 25uL kontrollt illetve higitott beteg-szérumot a mérélyukakba.

14.6 Inkubalja a lemezeket 30 percig szobahémérsékleten (18-28°C).

14.7 Oblitse le a lemezeket PBS-sugarral, majd mossa egy &llvanyra helyezve 10
percig.

14.8 Itassa fel a nedvességet a lyukak korill. Helyezze vissza a lemezt a nedves
kamraba és adjon azonnal egy csepp fluorescens konjugatumot a mintakhoz.

14.9 Inkubalja a lemezeket 30 percig.

14.10 Ismételje a 14.7 1épésben leirt mosasi procedurat.

14.11 ltassa fel a nedvességet a lyukak koril. Adjon minden lyukba egy csepp
beagyazé médiumot és fedje fedélemezzel.

14.12 Tekintse at a lemezeket fluorescens mikroszkoéppal.
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