IgG ANTI-nDNA FLUORESCERANDE TESTSYSTEM

For diagnostisk anvédndning IN VITRO
Foér yrkesméssigt bruk

AVSEDD ANVANDNING: Detta ér ett indirekt fluorescerande antikroppstest fér screening och halvkvantitativ
detektion av IgG anti-nDNA-antikropp i humanserum. Detta testsystem skall anvdndas som ett hjdlpmedel vid
diagnostisering av systemisk lupus erytematosus.

Patienter med systemisk lupus erytematosus (SLE) kan producera antikroppar mot flera olika nukleadra antigener,
men antikroppar som &r riktade mot Sm (Smith-antigen) och nDNA uppvisar det hdgsta sambandet med sjukdomen
(1)- Antikroppar mot Sm uppvisar ett flackigt ANA-fargningsmoénster, medan antikroppar riktade mot nDNA i
allmanhet uppvisar ett homogent ANA-fargningsménster. Aven om patienter med reumatoid artrit, Sjégrens syndrom,
progressiv systemisk skleros, dermatomyosit, skivformig lupus erytematosus och blandad bindvavssjukdom (2) kan ha
laga anti-nDNA-antikroppnivaer, ar hoga nDNA-antikroppnivaer sa gott som uteslutande fallet vid SLE. Antikroppar
mot nDNA tros ha ett samband med patogenesen vid de flesta svara varianter av SLE, nar dessa avsatter sig som
immunkomplex (3). Antikroppar mot nDNA férekommer med hdg antikroppniva, och eftersom de ar associerade med
sjukdomens aktivitet (4) ar det viktigt att de upptacks fér behandlingen av SLE-patienter.

Flera analyser finns tillgangliga for detektion av anti-nDNA-antikroppar. Féljande metoder anvands mest: Indirekt
immunfluorescens, radioimmunanalys, kontraimmunelektrofores samt immundiffusion (5-8). Immuno Concepts IgG
anti-nDNA-testsystem ar en indirekt fluorescerande antikroppmetod (IFA). Serumantikropp, reaktiv mot nDNA,
detekteras genom att kinetoplasten inuti organismen Crithidia luciliae fargas (9). C. luciliae ar en parasit pa spyflugan
och ar inte patogen fér manniskor. Dessa hemoflagellaters kinetoplast ar en del av den stora mitokondrie, i vilken
spiralformad nDNA ar koncentrerad (9-10). Pa elektronmikrografier syns kinetoplasten som en nagot konkav
skivformad struktur innehallande mitokondrisk crista och en fibrés DNA-massa (11). Kinetoplasten ar belagen mellan
den centralt placerade karnan och flagellens basala knut. Eftersom kinetoplast-nDNA inte innehaller nagra enfibriga
DNA (ssDNA)-smittamnen, gar det praktiskt taget att utesluta eventuella problem med falsk-positiva reaktioner
passDNA, vilket kan férekomma vid DNA-radioimmunanalys pa kalvbrass (12-16).

Immuno Concepts IgG anti-nDNA-test anvander den indirekta fluorescerande antikroppteknik som férst beskrivits av
Weller och Coons (17). Patientproverna odlas med antigensubstrat for att tillata specifik bindning av autoantikroppar
mot kinetoplast-nDNA. Om det forekommer anti-nDNA-antikroppar, bildas ett stabilt antigen-antikroppkomplex. Efter
tvattning for att avlagsna ospecifika antikroppar odlas substratet med en antihuman antikroppreagens konjugerad
med fluoroscein. Om resultaten ar positiva bildas ett stabilt komplex i tre delar bestaende av en fluorescerande
antikropp bunden till en human anti-nDNA-antikropp, som i sin tur ar bunden till en nDNA-antigen. Detta komplex kan
studeras i fluorescerande mikroskop. | positiva prover uppvisar kinetoplasten eller kinetoplasten och karnan en klar
appelgron fluorescens inuti organismerna Crithidia luciliae. Om provet ar negativt for IgG anti-nDNA-antikroppar upp
visar kinetoplasten ingen fluorescens.



Anvandning: Alla komponenter levereras bruksfardiga utan krav pa delning eller rekonstitution (férutom PBS-
bufferten som maste I6sas upp i avjoniserat eller destillerat vatten fére anvandning).

Forvaring: Alla komponenter kan kylférvaras i 2-10°C. Efter rekonstitution skall PBS-bufferten forvaras i
skruvlockbehallare under kylning i 2-10°C.

Stabilitet: Alla komponenter ar stabila i minst tolv manader fran tillverkningsdatum. Anvand ingen komponent efter
dess utgangsdatum.

REAKTIVA REAGENSER

Objektglas for substrat: nDNA-substratobjektglas med Crithidia luciliae stabiliserade direkt pa testbrunnarna. Det
unika vallgravsformade objektglaset minimerar korskontamination mellan brunnarna under analysen.
Objektglaspasen ar fylld med en stabil giftfri gas som bidrar till cellernas stabilitet. Om pasen inte verkar vara fylld nar
objektglaset avlagsnas fran satsen ar pasen skadad, och objektglaset skall d& inte anvandas.

Positiv kontroll: Katalognr 3021. Bruksfardig pipettampull innehallande 1,0 ml positivt humankontrollserum med
antikropp specifik féor nDNA-antigener. Detta serum visar en ljus positiv fargningsreaktion av kinetoplasten med
Immuno Concepts Crithidia Iluciliae-substrat.

Titrerbart kontrollserum: Katalognr 3026. Bruksfardig ampull innehallande 0,5 ml positivt humankontrollserum som
skall behandlas som ett outspatt patientprov. Se flaskans etikett for information om antikroppnivaomrade.

Negativt kontrollserum: Katalognr 3031. Bruksfardig pipettampull innehallande 1,0 ml negativt humankontrollserum.
Det negativa kontrollserat uppvisar ingen specifik fargning av kinetoplasten med Immuno Concepts Crithidia luciliae-
substrat.

Fluorescerande antikroppreagens: Katalognr 3009G (9,0 ml), 3075G (23 ml). Getantihuman IgG
(gammakedjespecifik) konjugerade med fluorescein isotiocyanat (FITC). Reagensen levereras bruksfardig i
precisionspipettflaskor med 9,0 ml fér vart tionde objektglas i kompletta testsatser.

ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER

PBS buffertpulver: Katalognr 1011. Fosfatbuffrat saltlosningspulver (0,01 M, pH 7,4 £ 0.2). Varje pase innehaller
tillrackligt med buffertpulver for att ge 1 liter. (En pase med buffertpulver levereras for vart femte objektglas i
kompletta testsatser).

Framstallning: Sonderdela en pase buffertpulver i 1 liter avjoniserat eller destillerat vatten, tack och férvara
avkylt i 2-10°C i upp till fyra veckor, eller tills det syns tecken pa kontamination eller andra synliga férandringar.

Halvpermanent monteringsmedel: Katalognr 1111. Bruksfardig pipettampull innehallande 5,0 ml glycerolbaserat
monteringsmedel.

Skyddsremsor: Katalognr 1042. Varje bunt innehaller tio 24 x 64 mm skyddsremsor nr 1 av glas.

Volymetriska pipetter for pipettering av 20-25 pl volymer
Coplin-karl eller fargningsskalar

Klamflaska eller Pasteur-pipetter

Serologiska pipetter

Avjoniserat eller destillerat vatten

Provror for att framstalla serumspadningar

Laskpapper eller pappershanddukar
Engangshandskar

Enliters skruvlockbehallare (fér PBS-buffert)
Laboratorietidur

Fluorescerande mikroskop med 495 nm matarfilter och 515 nm sparrfilter
Petriskal eller annan kammare for inkubation



1. Allt material av humant ursprung som anvants for att férbereda kontroller fér denna produkt har testats med en
FDA-godkand metod och visat sig vara negativt (inte upprepat reaktivt) for antikroppar mot humant
immunbristvirus-1, humant immunbristvirus-2 (HIV-1 och HIV-2), hepatit C-virus (HCV) samt hepatit B ytantigen
(HBsAg) . Ingen testmetod kan helt och hallet garantera att det inte férekommer HIV-1, HIV-2, hepatit C-virus,
hepatit B-virus eller andra smittdmnen. Darfor skall all kontrollsera hanteras som potentiellt smittsamt material.

2. Alla patientprover pa biosakerhetsniva 2 skall hanteras enligt rekommendationerna fér eventuellt smittsamt
humanserum eller blodprov i manualen fran Centrum fér Sjukdomskontroll/Nationella halsoinstitut: Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. Spadning av komponenter eller byte till andra komponenter an de som medfdljer detta system kan ge
motsagande resultat.

4. Natriumazid (0,09%) anvands som konserveringsmedel. Natriumazid kan reagera med bly- eller kopparledningar
och bilda explosiva metallazidsalter. Nar reagenser kasseras skall man darfér spola med stora mangder
kranvatten for att avlagsna eventuella rester i rorsystemen. Natriumazid ar ett gift och kan vara toxiskt vid
fortaring.

5. Denna sats ar avsedd for diagnostisk anvandning in vitro.

6. Om hemolyserat eller lipemiskt sera maste anvandas, skall inaktivt sera varmas i 30 minuter i 56°C for att uppna
optimala resultat. Mikrobiellt kontaminerat sera skall inte anvandas.

7. Det titrerbara kontrollserumet ar avsett att anvandas for att dvervaka reproducerbarheten mellan olika loter eller
serier. Det ar inte avsett for matning av den totala sensitiviteten eller analysens specificitet.

8. Undvik att roka, ata eller dricka i omraden dar prover eller satsreagenser hanteras.

9. Undvik alltid stank eller alstring av aerosoler.

10. Andra inkubationstider och temperaturer an de angivna kan orsaka felaktiga resultat.

11. Korskontamination mellan reagenser eller prover kan ge felaktiga resultat.

12. Ateranvandningsbart glas maste tvattas och noggrant skéljas fran rengéringsmedel fére anvandning. Allt glas
maste rengoras och torkas fore anvandning.

13. Placera alla reagenser, objektglas och prov i rumstemperatur (18-24°C) fére anvandning.

14. Anvand engangshandskar vid hantering av prover och reagenser, och tvatta handerna noggrant efterat.

15. Mikrobisk kontamination av reagenser eller prov kan ge felaktiga resultat.

16. Pipettera aldrig med munnen och undvik att komma i kontakt med reagenser och prov med hud eller slemhinnor.

Tvatta med bakteriedédande tval och rikligt med vatten om kontakt andé intraffat.

Provtagning: Serum rekommenderas som prov. Cirka 5 ml helblod skall tas aseptiskt genom venpunktion med hjalp
av ett sterilt vakuumblodtagningsroér eller annat Iampligt blodtagningssystem. Lat blodet koagulera i rumstemperatur

(18-24°C). Serum skall sa snart som mojligt separeras fran koagler genom centrifugering for att minimera hemolys.
Storande substanser: Sera som uppvisar en hdg grad av hemolys, ikterus, lipemi, eller mikrobiell tillvaxt bér inte
anvandas, eftersom dessa betingelser kan leda till felaktiga resultat. Prover som innehéller synliga partiklar bor
klargdéras genom centrifugering fére testning.

Forvaring: Sera kan forvaras i 2-10°C under hogst en vecka. Om analysen fordrojs ytterligare skall sera frysas |
—20°C eller lagre. Serum bor inte forvaras i sjalvavfrostande kylskap eller fryslagerrum.

VARNING: Upprepad frysning/upptining av patientprover kan ge felaktigt positiva eller negativa resultat.

Korrekt tolkning av resultatet beror pa om det var enkelt att kdnna igen Crithidia luciliae-organismens olika
morfologiska kannetecknen.

Basal Knut

Flagell

Cytoplasmiska Organeller



Det yttre holjet pa de flesta protozoer bestar av en tunn hinna av lipoprotein. Plasmamembranet ligger inuti denna
tunna hinna. Plasmamembranet omsluter cytoplasman bestaende av a) ett yttre ektoplasmalager som omfattar basal
knut och flagell och b) endoplasman, en mycket flytande inre cytoplasma som omfattar kdrnan, kinetoplasten och
andra organeller.

Den tunna hinnan, plasmamembranet, den basala knuten och flagellen ses i allmanhet som fasta fixturer inuti
organismen, med liten variabilitet i placering fran cell till cell. Aven om kinetoplasten i allméanhet ar beldgen narmare
den basala knuten an karnan, kan den exakta placeringen av denna organell variera fran cell till cell beroende pa
endoplasmans flytande konsistens.

Studera den positiva kontrollbrunnen for att klart sarskilja mellan kinetoplasten och karnan. Kinetoplasten ar alltid
belagen nadrmare flagellen (se bild ovan). Till skillnad fran den positiva kontrollen uppvisar den negativa
kontrollbrunnen ingen fargning av kinetoplasten.

AVLAS ENDAST ENSKILDA, VALDEFINIERADE ORGANISMER | VARJE FALT. MORFOLOGIN KAN VARIERA
FRAN ORGANISM TILL ORGANISM PA GRUND AV FIXERING UNDER LOGGFASENS GRADVISA TILLVAXT.

KVALITETSKONTROLL

Positiva, negativa och PBS-kontroller bor koras i de brunnar som tillhandahalls fér kvalitetskontroll pa varje
objektglas. Den positiva kontrollen skall uppvisa ljust appelgrén fluorescens i Crithidia luciliae-kinetoplasten, med eller
utan fargning av karnan. Den negativa kontrollen uppvisar ingen fargning av kinetoplasten. PBS-kontrollen anvands
for att observera ospecifik fargning av antikroppreagensen och boér inte uppvisa nagon grén fluorescens. Om
kontrollerna inte ser ut enligt beskrivningarna ar testet ogiltigt och bér géras om.

TILLHORANDE TITRERBAR KONTROLL

Vid avlasning av antikroppnivaerna boérjar manga laboratorier med att avldsa den brunn som innehaller det mest
spadda provet och laser “baklanges” till spadningen 1:10. Den férsta brunnen med klart urskiljpbar kinetoplastfargning
ar antikroppnivans andpunkt. Vi rekommenderar denna teknik for faststalining av antikroppnivans andpunkter.

Det medelvarde och spridningsomrade for antikroppnivan (x en spadning pa var sin sida om medelvardet) som
bestamts for detta lotnummer har faststallts i vart laboratorium och uppges foér vagledning. Denna kontroll
tillhandahalls for att varje laboratorium skall ha tillgang till anti-nDNA-testernas reproducerbarhet (precision). Eftersom
kontrollen inte ar avsedd att vara en indikator pa antikroppnivans precision, bor varje laboratorium etablera sitt eget
medelvarde for antikroppnivans andpunkt for provet i fraga och anvanda denna information for att bedoma
reproducerbarheten (precisionen) mellan olika serier.

Genom upprepade analyser av denna titrerbara kontroll med anvandning av Immuno Concepts IgG anti-nDNA-
fluorescerande testsystem har ett medelantikroppvarde etablerats for varje lotnummer. Lotnumret och
antikroppnivans medelvarde och spridningsomrade for (+ en dubbel spadning pa vardera sidan om medelvardet)
finns angiven pa flaskans etikett och skall anvandas som vagledning for testsystemets prestanda.

De varden som erhélls i vart laboratorium kan skilja sig fran era. Nagra av de manga faktorer som kan inverka pa
resultaten kan omfatta, men ar inte begransade till:

1. Vilken typ av ljuskalla som anvands. Ljuskallor av kvicksilver ger hogre exciteringsenergi vid 495 nm an
kvarts/halogen. Ljuskallor av kvicksilver pa 50 watt, 100 watt och 200 watt skiljer sig nagot i exciteringsenergi vid
495 nm. Kvarts-/halogenljuskallor pa 100 watt ger hégre exciteringsenergi vid 495 nm an kvarts-/halogenljuskallor
pa 50 watt.

2. Ljuskallans skick och alder. Detta galler framfér allt for ljuskallor av kvicksilver, som i allmanhet uppvisar en gradvis
minskning i exciteringsenergi vid 495 nm, innan de smalter ned. Denna gradvisa minskning i exciteringsenergi
kan leda till en avsevard forlust i kanslighet dver flera veckors tid. Detta problem kan undvikas genom att man fér
en tidsloggbok. For basta resultat: Byt ut 50 watts glédlampor av kvicksilver efter 100 timmar och 100 eller 200
watts glédlampor av kvicksilver efter 200 timmar. Kvarts-/halogenljuskallor uppvisar i allmanhet ingen gradvis
minskning i exciteringsenergi, innan de smalter ned.

3. Vilken typ av matarfilter som anvands. Stérningsmatarfilter ger stérre kanslighet éver en mycket smalare vaglangd
an absorptionsmatarfilter. Se bruksanvisningen till det fluorescerande mikroskopet eller kontakta saljaren for mer
information.

4. Korrekt justering mikroskopets ljusbana. Se bruksanvisningen till det fluorescerande mikroskopet fér me
information.

5. Objektivets numeriska blandaréppning. Med infallande ljusfluorescens (Epi) 6kar fluorescensen exponentiellt,
medan den numeriska blandaréppningen (NA) okar additivt. Detta kan gora att ett 40X-objektiv med en NA pa
0,65 laser en eller flera spadningar lagre an ett 40X-objektiv med en NA pa 0,85. Den numeriska
blandaréppningen star angiven pa sidan av objektivet.
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6. Sparrfilter. Sparrfiltret minskar de speciella exciteringsvaglangderna och kan anvandas for att minska
kansligheten. Se bruksanvisningen till det fluorescerande mikroskopet eller kontakta saljaren fér mer information.
7. Precision och exakthet i spadningsteknik, utrustning och testmetodernas genomférande.

TOLKNING AV PATIENTRESULTAT
400 gangers total forstoring rekommenderas for att studera Crithidia.

Negativt: Ett serum betraktas som negativt for antikroppar mot nDNA om kinetoplastfluorescensen ar mindre an eller
lika med den negativa kontrollbrunnen. Nuklear fargning, utan kinetoplastfargning, betraktas ocksa som negativt for
antikroppar mot nDNA.

Positivt: Ett serum betraktas som positivt, om kinetoplasten uppvisar en klart urskiljbar fargning med en fluorescens
storre an den negativa kontrollbrunnen.

Antikroppnivaer: Vid avlasning av antikroppnivaer bérjar manga laboratorier med att lasa den brunn som innehaller
det mest spadda provet och laser “baklanges” till spadningen 1:10. Den férsta brunnen med klart urskiljbar
kinetoplastfargning ar antikroppnivans andpunkt. Vi rekommenderar denna teknik for att faststalla antikroppsnivans
andpunkter.

Fluorescensens intensitet kan semikvantifieras enligt de riktlinjer for fluorescerande antikroppreagenser som
Centralerna for kontroll och férebyggande av sjukdom, Atlanta, Georgia, USA (CDC) har upprattat.

4+ Lysande gulgrén (maximal fluorescens)

3+ Mindre lysande gulgron fluorescens

2+ Avgransat cellmonster, men svag fluorescens
1+ Mycket dampad fluorescens

Ett standardobjektglas for faststallande av dessa fluorescerande intensiteter, FITC QC Slide™, katalognummer
1900, kan bestallas fran Immuno Concepts N.A., Ltd.

Screening: Resultatet skall rapporteras som positiva eller negativa vid spadning 1:10.

Bestamning av antikroppniva: Resultatet skall rapporteras som den sista seriespadningen med klart urskiljbar
fargning av kinetoplasten. Resultat med en stark reaktion vid spadning 1:640 skall rapporteras som stérre an 1:640.

FARGNINGSKARAKTARISTIK
Kinetoplast: En jamn eller perifer fargning av den kinetoplast som finns i narheten av organismens flagellara
omrade.
Resultat: Positiv for antikroppar mot nDNA.
Antigener: nDNA.
Sjukdomssamband: Héga antikroppnivaer tyder pa aktiv SLE (1), eller vid tidigare diagnostiserad SLE,
aterkommande sjukdom eller bristande respons pa behandling (2-4).

Karna: En jamn, perifer, eller flackig fargning av karnan.
Resultat: Negativ for antikroppar mot nDNA.
Antigener: Nuklearassocierade antigener (2-4).
Sjukdomssamband: Positiv nuklear fargning kan tyda pa ospecifik bindvavssjukdom.
OBSERVERA: Positiva ANA-resultat som erhallits genom HEp-2 eller andra substrat ger normalt inte
motsvarande nukleara fargning pa C. luciliae. Till exempel bevisar inte en flackig ANA genom HEp-2 nuklear
fargning pa C. luciliae.

Basala knutar: En jamn fargning av de bada omraden som ar belagna dar organismknuten ansluter till flagellen i
ektoplasman.
Synonymer: Basala fotter.
Resultat: Negativ for antikroppar mot nDNA.
Antigener: Antigener associerade med basal knut.
Sjukdomssamband: Rapporterade hos SLE-patienter som inte uppvisar ndgon kinetoplast- eller nuklear fargning
(18).



Flagell: Fargning av organismens flagell.
Synonymer: Organismens svansomrade.
Resultat: Negativ for antikroppar mot nDNA.
Antigener: Okanda flagellassocierade antigener.
Sjukdomssamband: Okant.

1. Diagnos kan inte stallas enbart pa grundval av detektion av anti nDNA-antikropp. Lakaren maste tolka dessa
resultat med hansyn till patientens historia och symptom, de fysiska upptackterna och dvriga diagnostiska
metoder.

2. Behandling bor inte paborjas enbart pa grundval av ett positivt test for anti nDNA-antikroppar. Kliniska symptom,
andra laboratorieupptackter och lakarens kliniska intryck maste beaktas innan behandling pabdrjas.

3. Vissa lakemedel, inklusive procainamid och hydralazin, kan orsaka en lupus erytematos-liknande sjukdom.
Patienter med lakemedelsinducerad LE kan uppvisa positiva antinukledra antikroppar, vilka i allmanhet ar riktade
mot nukledra histoner, aven om antikropp till nDNA ocksa har rapporterats (19-20).

4. Aven om en hogt titrerad nDNA i hdg grad kan tyda pa SLE, bor detta inte betraktas diagnostiskt, utan snarare
ses som en del av patientens totala sjukdomshistoria. Laga nDNA-antikroppnivaer ar ofta fallet med sera hos
patienter med reumatoid artrit, Sjogrens syndrom, progressiv systemisk skleros, dermatomyosit, skivformig lupus
erytematosus och blandad bindvavssjukdom (2).

5. Da det finns manga olika alternativ att tillga vad galler fluorescerande mikroskop, rekommenderas att ljuskallor,
filter och optik standardiseras, ndr man jamfor patienters antikroppnivaer mellan laboratorier.

6. Patienter under steroidbehandling kan uppvisa negativa resultat for nDNA-antikropp (21).

Det férvantade vardet i den normala populationen ar negativt i screeningspadning 1:10. Vissa lakemedel, t ex
hydralazin, kan medféra produktion av nDNA-antikroppar (19-20).

Immuno Concepts IgG anti-nDNA-fluorescerande testsystem jamférdes med ett annat IgG anti-nDNA-fluorescerande
testsystem som finns pa marknaden. Den studerade populationen utgjordes av 121 prover som 6verlamnades till
kliniska laboratorier for analys av anti-nDNA, 100 bloddonatorer och tva WHO-standarder som ar kanda for att
innehalla anti-nDNA-antikroppar. Alla prover testades parallellt pa prediktionsutrustningen och patientutrustningen.
Foljande data erholls med utgangspunkt fran denna jamforelse:

Prediktion
IgG anti-nDNA Test
Positiv_[ Negativ
Immuno Concepts Positiv 28 0
IgG anti-nDNA | Negativ 2 193

Dessa data gav féljande statistik: Relativ kanslighet: 93,3%, relativ specificitet: 100%, positivt prediktivt varde: 100%,
total 6verensstammelse: 99,1%.

Ett av de b"ada falskt negativa proverna var negativt for antinukledra antikroppar med indirekt fluorescens med hjalp
av HEp-2-celler och skulle inte ha uppfyllt screeningkriteriet for anti-nDNA-analys i de flesta laboratorier.

ANTIKROPPNIVAS REPRODUCERBARHET

For att faststélla intraanalysens reproducerbarhet testades ett och samma anti-nDNA-positiva serum i 30 replikat av
en och samma tekniker i en enda serie. Median- och lagesvardena for dessa data var 1:160 med en geometrisk
variationskoefficient pa 0,78%. Interanalysvariabiliteten faststalldes genom att studera antikroppnivavarden for ett
enda anti-nDNA-positivt serum, nar detta kérdes i femton olika satsloter. Median- och lagesvardena for dessa data
var ocksa 1:160 med en geometrisk variationskoefficient pa 0,82%. | bade interanalys- och intraanalystesterna
hamnade alla antikroppnivavarden inom plus eller minus en medianspadning.
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REKONSTITUTION AV BUFFERT (PBS)

Los upp innehallet i en buffertpase i en liter avjoniserat eller destillerat
vatten. PBS-bufferten kan téckas och forvaras i 2-10°C i maximalt fyra
veckor.

SPADNING AV PATIENTPROV

Screening: Spad patientprovet till 1:10 genom att tillsatta 0,1 ml (100 pl)
serum till 0,9 ml rekonstituerad PBS.

Semikvantitativ bestdmning av antikroppniva: For att framstalla dubbla
seriespadningar av screeningprov (t ex 1:20, 1:40, 1:80...1:640),
avlagsna 0,5 ml av spadningen 1:10 och blanda med 0,5 ml av PBS for
att uppna spadningen 1:20. Fortsatt darefter med seriespadningarna pa
detta satt.

SPADNING AV TILLHORANDE TITRERBAR KONTROLL
Behandla den tillhérande titrerbara kontrollen som ett ospatt
patientprov. Spad kontrollen 1:10 genom att tillsatta 0,1 ml (100 pl)
kontrollserum i 0,9 ml rekonstituerad PBS. Framstall dubbla
spadningar av den titrerbara kontrollen (se skiss ovan).

IORDNINGSTALLANDE AV OBJEKTGLAS FOR SUBSTRAT (20-
25 plibrunn)

Avlagsna objektglaset/objektglasen fran pasen/pasarna och placera
kontrollsera pa kontrollserabrunnarna enligt féljande: Vand upp och ned
pa pipettflaskan och klam forsiktigt tills det syns en droppe pa spetsen.
For forsiktigt droppen till ratt kontrollbrunn, men undvik direktkontakt
mellan pipettspetsen och objektglasets yta. Tillsatt 1 droppe (20-25 pl)
patientprov i de numrerade brunnarna.

VARNING: DIREKTKONTAKT MELLAN PIPETTSPETSEN OCH
OBJEKTGLASETS YTA KAN LEDA TILL ATT
ANTIGENSUBSTRATET TAR SKADA.

ODLING AV OBJEKTGLAS (30 + 5 minuter i rumstemperatur, dvs
18-24°C)

Placera objektglaset/-n i en fuktig tackt kammare (en petriskal med
fuktad pappershandduk duger). Odla, med locket pa, i 30 minuter (£ 5
minuter) i rumstemperatur (18-24°C).

PBS-SKOLJNING

Avlagsna objektglaset/-n fran inkubatorbrickan och skdlj hastigt med
PBS genom att anvanda en sprutflaska, Pasteur, eller serologisk pipett.
Spruta inte buffert direkt pa brunnarna.

OBSERVERA: Led PBS-flédet Iangs objektglasets mittlinje for att
undvika korskontamination pa trettonbrunnars objektglas genom att
forst luta glaset mot brunnarna 1-5 och darefter mot brunnarna 6-10.

PBS-TVATTNING (tio minuter)

Tvatta objektglaset/-n under tio minuter med PBS i en
objektglasfargskal eller ett Coplin-karl. Denna tvattning kan férlangas
med 10-30 minuter utan att de slutliga testresultaten paverkas. Kassera
PBS-tvattidsningen efter anvandning.

FLUORESCERANDE ANTIKROPPREAGENS (tack brunnarna med
10-12 droppar)

10.

1.

12.

Avlagsna ett objektglas at gangen fran PBS och doppa 3-5 ganger i
avjoniserat eller destillerat vatten. Knacka objektglasets sida mot
laskpapper eller pappershandduk for att avidgsna dverskottsvatten.
Aterfor omedelbart objektglaset till inkubationskammaren och téck
brunnarna helt med fluorescerande antikroppreagens. Borja med att
placera en droppe i varje brunn. Upprepa detta for varje objektglas. Den
fluorescerande antikroppreagensen har titrerats for att kompensera for
det avjoniserade eller destillerade vatten som finns kvar pa objektglaset
efter skoljning.

OBSERVERA: Det ar viktigt att objektglasbrunnarna inte torkar under
detta forfarande, annars tar substratet skada.

TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LASKPAPPER ELLER
ANNAT FOREMAL OCH LAT ALDRIG OBJEKTGLASET STA UTAN
FLUORESCERANDE ANTIKROPPREAGENS LANGRE AN
FEMTON SEKUNDER.

ODLING AV OBJEKTGLAS (30 + 5 minuter i rumstemperatur, dvs
18-24°C)

Placera locket pa inkubationskammaren och tack med en
pappershandduk for att forhindra att det utsatts for ljus, om kammaren
inte &r ogenomskinlig. Odla objektglaset/-n i 30 minuter (+ 5 minuter) i
rumstemperatur (18-24°C).

PBS-SKOLJNING
Avlagsna objektglaset/-n fran inkubatorbrickan och skolj hastigt med
PBS. Spruta inte buffert direkt pa brunnarna.

PBS-TVATTNING (tio minuter)

Tvétta objektglaset/-n i tio minuter med PBS i en objektglasfargskal
eller ett Coplin-karl. Denna tvattning kan férlangas med 10-30 minuter
utan att de slutliga testresultaten paverkas.

MONTERING AV SKYDDSREMSA

Avlagsna ett objektglas at gangen fran PBS och doppa det 3-5 ganger i
avjoniserat eller destillerat vatten. Knacka objektglasets sida mot
laskpapper eller pappershandduk for att aviagsna éverskottsvatten.
TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LASKPAPPER ELLER
ANNAT FOREMAL OCH LAT DET ALDRIG STA UTAN
SKYDDSREMSA LANGRE AN FEMTON SEKUNDER. Tillsatt 4-5
droppar halvpermanent monteringsmedium langs mittlinjen pa varje
objektglas. Satt forsiktigt skyddsremsan pa plats och undvik luftfickor
genom att forsiktigt ldgga ned skyddsremsan fran objekiglasets ena
ande till den andra.

OBSERVERA: Overflodigt monteringsmedium pa objektglaset kan
leda till hég bakgrundsfluorescens pa grund av ljusspridning , eller brist
pé tydlig upplésning av celler (suddig bild). Overflédigt
monteringsmedium kan avlagsnas fran objektglaset genom att
skyddsremsan forsiktigt torkas med laskpapper eller linspapper.
Undvik att réra direkt vid skyddsremsan.
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