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TESTSYSTEMET RELISA® FOR anti-dsDNA-ES

Anvaénd for in vitro-diagnostik
Fér yrkesmaéssigt bruk
Katalognummer: 7096-18 (96 brunnar) och 7696-18 (576 brunnar)

AVSEDD ANVANDNING: Detta &r ett testsystem fér enzymimmunoanalys for detektering av antikroppar mot dsDNA i
humanserum. Detta testsystem ska anvédndas som ett hjélpmedel vid diagnos av systemisk lupus erythematosus.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TEST

Anti-dsDNA-antikroppar har blivit en etablerad diagnostisk markér for SLE och anvands aven av kliniker for att dvervaka
sjukdomsforloppet sedan dess upptackt ar 1957 och efterféljande inklusion i de reviderade American College of
Rheumatology-kriterierna for klassificeringen av SLE (systemisk lupus erythematosus) (1-3). De tre vanligaste
diagnostiska metoderna ar ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), Crithidia luciliae IFA
(immunofluorescensanalys), och Farr RIA (radioimmunanalys). Den starkt framtradande utmarkande egenskapen for
dessa metoder ar deras olika selektivitet gentemot antikroppar med olika aviditeter. Medan den Crithidia-baserade
metoden gynnar antikroppar med lag aviditet, och ELISA identifierar arter med bade 1ag och hog aviditet, identifierar
Farr-metoden huvudsakligen antikroppar med hdg aviditet pa grund av den héga ammoniumsulfatkoncentration som
anvands (4-7).

| studier som nyligen utférts har forskare visat ett samband mellan sjukdomars allvarlighetsgrad och antikroppsaviditet
och funnit att formagan att gruppera patienter i dem med godartad variant av SLE och dem med hud- och njursymtom
berodde pa vilken analys som valdes (7-10). Nar serum fran patienter med "definitiv’ SLE testas med dessa tre
analyser dverensstammer i allmanhet resultaten. Detta ar dock inte fallet for patienter som inte passarin i
standardkriterierna for klassificering av SLE eller som har inaktiv sjukdom. Fér dessa individer ar diagnos mer beroende
av valet av analys. Av dessa och andra orsaker anses Farr-analysen av manga experter att vara den som galler. Bade
den arbetsintensiva analysen och anvandningen av radioisotoper gér denna analys besvarlig.

Immuno Concepts RELISA® anti-dsDNA-ES har utformats for att kombinera de basta aspekterna av tva befintliga
metoder till ett enda analysformat. Det representerar mer strdnga bindningsvillkor &n det klassiska anti-dsDNA ELISA
och kombinerar darfér Farr-metodens selektivitet med hég aviditet med bekvamligheten i ELISA-formatet. Var nya teknik
har utformats sa att den ska padminna mycket om de selektiva Farr-férhallandena. | en oberoende studie som jamforde
ELISA metoder till Farr analysen visade Immuno Concepts dsDNA-ES-analysen 93% specificitet for dsDNA-antikroppar.
En liknande dsDNA ELISA-test som inte hade den hdg-aviditet selektivitet visade endast 60% specificitet i denna studie

(11).

Patienter med SLE (systemisk lupus erythematosus) kan framstalla antikroppar mot en rad olika nukleara antigener,
men antikroppar som riktas mot Sm (Smith-antigen) och dubbelstrangad DNA (dsDNA) visar det hgsta sambandet med
sjukdomen (12). Antikroppar som riktas mot Sm pavisar ett flickigt ANA-fargningsménster medan antikroppar som riktas
mot dsDNA i allmanhet pavisar ett homogent ANA-fargningsménster. Aven om det kan finnas laga nivaer med anti-
dsDNA-antikroppar i serum for patienter med reumatoid artrit, Sjdgrens syndrom, progressiv systemisk skleros,
dermatomyosit, skivformig lupus erythematosus och blandad bindvavssjukdom (13), finns héga nivaer med dsDNA-
antikroppar nastan uteslutande i SLE. Antikroppar mot dsDNA tros vara inblandade i patogenesen vid de mest allvarliga
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variationerna av SLE nar de avsatts som immuna komplex (14). Antikroppar mot dsDNA sker i hog titer, och, eftersom
de korrelerar med sjukdomsaktivitet (15), ar deras upptackt viktig vid varden av SLE-patienter.

Flera analyser finns tillgangliga for identifieringen av antikroppar mot anti-dsDNA. De metoder som anvands mest
innefattar indirekt immunofluorescens, radioimmunoanalys, counter-immunoelektrofores och immunodiffusion (16-19).
Testsystemet RELISA® for anti-dsDNA-ES fran Immuno Concepts ar en EIA-metod (enzymimmunoanalys) som
identifierar serumantikroppar mot dsDNA.

TESTPRINCIP

Den har analysen ar en indirekt EIA. Stabiliserade dsDNA-antigener har belagts pa ytan i mikrobrunnarna for att
fungera som ett antigensubstrat i detta system. Utspadningar av patientprover placeras i mikrobrunnarna och
inkuberas, vilket tillater att specifika antikroppar i provet reagerar med antigenet i den fasta fasen. Efter tvatt for att
avlagsna obunden antikropp och andra serumproteiner, inkuberas brunnarna med get-antihumana antikroppar som
marks med pepparrotsperoxidas. Pepparrotsperoxidaskonjugerat antikroppspreparat som ingar i testsystemet ar
specifikt fér humana IlgG-gammakedjor.

Om resultaten ar positiva, galler att efter inkubering med pepparrotsperoxidaskonjugat bildas det ett stabilt komplex i tre
delar. Detta komplex bestar av pepparrotsperoxidaskonjugerad antihumanantikropp bunden till humana antikroppar mot
dsDNA, som ar bundna till antigen som stabiliserats pa plastytan.

Efter ytterligare ett tvattningssteg identifieras detta komplex genom att tillsatta en I16sning med tetrametylbenzidin (TMB)
och H,O, som kromogeniskt substrat. Fargutvecklingsgraden i varje brunn ar proportionerlig till koncentrationen av
antikroppar mot dsDNA i varje serumprov. Varje mikrobrunn avlases i en spektrofotometer vid 450 nm.

SYSTEMKOMPONENTER - TILLHANDAHALLET MATERIAL

Forvaring: Alla komponenter ska férvaras kylda mellan 2 och 10 °C férutom tvattbuffertkoncentratet, som lagras vid
rumstemperatur (18-24 °C). Fryses ej.

Stabilitet: Alla komponenter forblir stabila i minst 12 manader fran tillverkningsdatum. Anvand inte nadgon komponent
senare an dess utgangsdatum.

REAKTIVA REAGENSER

dsDNA-belagda mikrobrunnsremsor: Katalognr 7008-17. En mikrobrunnsram som innehéller tolv attabrunnsremsor
belagda med dsDNA. Om farre &n atta brunnar behdvs fér analys kan brunnarna atskiljas genom att snappa isar dem.
De oanvanda remsorna kan laggas tillbaka i foliepasen med packen med inert absorptionsmaterial, férseglas med
dragkedjeférsegling och kylas i upp till 45 dagar.

Provspadningsmedel: Katalognr 7100 (100 ml). Egettillverkat buffrat provspadningsmedel som anvands for
utspadning av patientprover.

Enzymantikroppsreagens - Humant IlgG-gammakedjespecifikt: Katalognr 7009-18 (14 ml). Get-anti-human IgG
(gammakedjespecifikt) konjugerad med pepparrotsperoxidas (HRP). Reagenset ar klart fér anvandning.

Substratlésning: Katalognr 7035 (14 ml). HRP-specifik enzymsubstratiésning som innehaller stabiliserat 3,3’,5,5’-
tetrametylbenzidin (TMB) och vateperoxid (H,O,). Reagenset ar klart féor anvandning.

Stoppreagens: Katalognr 7033 (14 ml). Egentillverkat stoppreagens for EIA-testsystem fran Immuno Concepts.
Reagenset ar klart for anvandning. VAR FORSIKTIG: Fratande. Det hér reagenset innehaller saltsyror och svavelsyror
(mindre an 3 procent vardera, per volym), och bér hanteras med forsiktighet. Foérvaras utom rackhall for barn. Om det
forekommer kontakt med 6gonen, spola omedelbart och rikligt med vatten och kontakta lakare. Fyll aldrig pa det har
reagenset med vatten.

Positiv kontroll for anti-dsDNA-ES: Katalognr 7021-18 (2 ml). Humanserum for positiv kontroll som innehaller
antikroppar mot dsDNA. Detta serum &r i en arbetsutspadning och klart fér anvandning. Se ampulletikett for forvantat
intervall i internationella enheter per milliliter (1U/ml).

Negativ kontroll: Katalognr 7031 (2 ml). Humanserum f6ér negativ kontroll som inte innehaller antikroppar mot dsDNA.
Detta serum ar i en arbetsutspadning och klart fér anvandning.
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Anti-dsDNA-ES kalibreringsserum 1 t.o.m. 4: Katalognummer 7261-18, 7262-18, 7263-18, 7264-18 (1,5 ml vardera).
Humankalibreringsserum som innehaller antikroppar mot dsDNA. Dessa kalibreringsserum tillhandahalls vid
arbetsutspadning och ar klara fér anvandning. Kalibrerare 3 kan anvéandas som enpunktskalibrerare. Dessa kalibrator
serum har testats med WHO referenspreparat Wo80 att bestdmma antikroppskoncentrationen i internationella enheter /
ml (IU / ml). Se vialetiketterna for anti-dsDNA antikroppskoncentration i U / ml.

ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER
Mikrobrunnshallare

Tvéttbuffertlésning:

Tvéttbuffertkoncentrat: Katalognr 1031ES (100 ml). Koncentrerad tvattbuffert som ska anvandas for att preparera
arbetande tvattbuffertidsning. Forvaras vid rumstemperatur (18-24 °C). OBS! Det kan bildas kristaller i
tvattbuffertkoncentratet vid 2-10 °C. Dessa kristaller gar tillbaka till I6sning vid rumstemperatur. Fér optimala resultat, ta
ut flaskan med tvattbuffertkoncentrat ur satsen vid ankomst och férvara den vid rumstemperatur tills
tvattbuffertidsningen har preparerats. Den Tvattbuffertkoncentrat kan verka svagt gul till orange. Detta ar godtagbart for
anvandning.

Preparering: Tvattbuffertkoncentratet MASTE vara vid rumstemperatur och alla kristaller MASTE vara i 16sning fore
prepareringen av tvattbuffertldsningen. Lagg till innehalleti 100 mi-flaskan med tvattbuffertkoncentrat i 900 ml med
avjoniserat eller destillerat vatten. Blanda val och férvara vid 2-24 °C i upp till fyra (4) veckor eller tills det finns
tecken pa fororening eller andra synliga férandringar. Tvattbuffertldsning maste vara vid rumstemperatur (18 till 24
°C) fére anvandning.

Anviandning: Alla komponenter levereras klara fér anvandning utan att alikvotering eller omkonstituering kravs (forutom
tvattbuffertkoncentratet som maste spadas ut i avjoniserat eller destillerat vatten fére anvandning).

Foérvaring: Alla komponenter kan férvaras kylda vid 2-10 °C férutom tvattbuffertkoncentratet, som lagras vid
rumstemperatur (18-24 °C). Efter omkonstituering kan tvattbuffertldsningen lagras i behallare med skruvlock vid 2-24°C.

Stabilitet: Alla komponenter forblir stabila i minst 12 manader fran tillverkningsdatum. Anvand inte nadgon komponent
senare an dess utgangsdatum.

YTTERLIGARE MATERIAL SOM KRAVS - MEN SOM INTE
TILLHANDAHALLS

Volymetriska precisionspipetter som levererar 25-1000 pl-volymer

Krama flaskan for att tillsatta tvattbuffertiésning i mikrobrunnar, eller ett automatiserat eller halvautomatiserat
tvattsystem for mikrobrunnar

Enlitersbehallare for tvattbuffertiésning

Avjoniserat eller destillerat vatten

Spektrofotometer for plattaviasningar som kan avlasa absorbans vid 450 nm

Provror for att preparera utspadningar av serum

Fuktighetsabsorberande papper eller hushallspapper

Flerkanalig pipett som kan leverera till atta (8) brunnar

Engangshandskar

Tidtagarur

FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Allt material som harstammar fran manniskor som anvands for den har produkten har analyserats och befunnits
negativt (inte upprepade reaktiva) for antikroppar mot HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus-11), HIV-2 (Human
Immunodeficiency Virus-2), HCV (hepatit C-virus), och fér HBsAg (hepatit B-ytantigen) med FDA-godkanda
metoder. Det finns dock ingen analysmetod som kan erbjuda fullstandig féorsakran om att HIV-1, HIV-2, hepatit C,
hepatit B eller andra smittosamma agenser ar frdnvarande. Darfor ska allt satsmaterial hanteras pa samma satt som
potentiellt smittosamt material.

2. Alla patientprover ska hanteras pa Biosafety Level 2 (biosdkerhetsniva 2) enligt vad som rekommenderas for allt
potentiellt smittosamt humanserum eller blodpreparat i handboken frdn USA:s Centers for Disease Control/National
Institute of Health: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.



3. Utspadning av komponenter eller ersattning med andra komponenter an dem som finns i detta system kan ge
motsagande resultat.

4. Natriumazid (0,09 procent) anvands som konserveringsmedel. Natriumazid kan reagera med ror av bly eller koppar

och bilda explosiva metallazidsalter. Vid avyttring av reagenser, spola med stora volymer kranvatten for att férhindra

potentiella rester i réren. Natriumazid ar ett gift och kan vara giftigt om det fortars.

Den hér satsen ar for diagnostisk anvandning in vitro.

Pipettera aldrig via munnen och undvik kontakt fran reagenser och preparat med hud och slemhinnorna. Om kontakt

uppstar, tvatta med bakteriedédande tval och rikliga mangder vatten.

Rok inte, at inte och drick inte i omraden dar preparat eller satsreagenser hanteras.

Undvik alltid stank eller generering av aerosoler.

Andra inkuberingstider and temperaturer an dem som anges kan ge felaktiga resultat.

0. Férorening av reagenser och/eller prover kan ge falska resultat. Prover maste forbli begransade till mikrobrunnar

under analys.

11. Ateranvandbart glas maste tvattas och noggrant skéljas fritt fran diskmedel fére anvéandning. Allt glas méste vara
rent och torrt fore anvandning.

12. Foére anvandning ska alla reagenser, mikrobrunnar och preparat vara vid rumstemperatur (18 till 24 °C).

13. Bar engangshandskar vid hantering av preparat och reagenser och tvatta noggrant handerna efterat.

14. Mikrobiell férorening av reagenser eller prover kan ge falska resultat.

15. Stoppreagenset ar fratande och kan leda till brannskador. Det har reagenset innehaller saltsyror och svavelsyror
(mindre an 3 procent vardera, per volym), och bér hanteras med forsiktighet. Férvaras utom rackhall fér barn. Om
det forekommer kontakt med 6gonen, spola omedelbart och rikligt med vatten och kontakta lakare. Fyll aldrig pa det
har reagenset med vatten.
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INSAMLING AV PREPARAT

Insamling: Serum ar det preparat som féredras. Ungefar 5 ml med helblod ska insamlas aseptiskt genom venpunktion
med ett sterilt vakuuminsamlingsroér eller annat passande insamlingssystem. Lat blodet koagulera vid rumstemperatur
(mellan 18 och 24 °C). Serum ska atskiljas fran koagler genom centrifugering sa snart som majligt for att minimera
hemolys.

Stérande substanser: Serum som pavisar en hdg grad med hemolys, gulsot, lipedimi eller mikrobiell tillvaxt ska inte
anvandas eftersom dessa férekomster kan orsaka falska resultat. Preparat som innehaller synliga partiklar ska klargéras
genom centrifugering fére analys.

Foérvaring: Serum kan forvaras vid mellan 2 och 10 °C i upp till en vecka. Om analys fordrdjs ytterligare ska serum
férvaras fruset vid —20 °C eller lagre temperatur. Serum ska inte forvaras i sjalvavfrostande kylskap eller frys.

VAR FORSIKTIG: Upprepad frysning/upptining av patientprover kan ge falska positiva eller falska negativa resultat.

ALLMANNA PROCEDURANMARKNINGAR

1. Det ar extremt viktigt att ha alla satskomponenter och serumprover vid rumstemperatur (18 till 24 °C) fére
anvandning. En hel liter med tvattbuffert kan krava flera timmar for att varmas upp till 20 °C efter det att den tagits ut
ur kylskapet. Inkuberingstemperaturer dver eller under angivet intervall kan leda till felaktiga resultat. Satt tillbaka
oanvanda prover och reagenser i kyld férvaring efter anvandning.

2. Blanda reagenserna val fére anvandning med varsam inversion. Snurra inte och skaka inte reagenser. Undvik
skumbildning.

3. Vid forberedelse av provspadningar ska pipettspetsarna torkas av fore dispensering av serum i
preparatspadningsmedlet. Overflodigt prov som fastnar pa utsidan av pipettspetsen paverkar resultaten.

4. Anvandning av en flerkanalig pipett rekommenderas eftersom den ger mer enhetlig reagensdispensering, enhetliga
inkuberings- och reaktionstider.

5. Tillracklig tvatt av brunnar ar extremt viktigt. Otillrackligt tvattade brunnar kommer att pavisa hdga
bakgrundsvarden och kan visa falska positiva varden. Fér manuell tvattning, aspirera innehallet i brunnarna och fyll
sedan varje brunn med tvattbuffertldsning. Undvik férorening av brunnar, i synnerhet i den forsta tvatten efter
aspireringen. Tom ut all tvattbuffert fran brunnarna genom att vanda dem upp och ner och skaka sedan av
resterande tvattbuffert frdn brunnarna med en skarp "snappande" rérelse av handleden. Upprepa stegen for
pafylinad och tdmning under sammanlagt tre till fem tvattar. Brunnarna ska sedan knackas med stor kraft pa en bit
hushallspapper eller annat absorberande material for att avidgsna alla spar av resterande tvattbuffert. Anvandning
av ett automatiserat tvattsystem fér mikrobrunnar sakerstaller konsekvent tvattning av brunnarna och
rekommenderas.
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OBS! Pa grund av de olika typerna av tvattmetoder och automatiserade system kan antalet tvattar justeras for att
erhalla optimala resultat. Varje labb ska avgéra det mest effektiva antalet tvattar for sitt tvattsystem.

Otillrackligt avlagsnande av resterande tvattbuffert kan leda till avvikande fargutveckling. Mikrobrunnsremsor ska
torkas av pa absorberande papper eller hushallspapper fér att minimera resterande tvattbuffert.

Tiden for alla steg ar enormt viktig. Alla serumprover ska spas ut innan proceduren pabdrjas och de maste
dispenseras i mikrobrunnar under en sa kort tidsperiod som mdjligt (inte mer an fem minuter). Satsstorlekar ska
anges sa att preparathantering kan utféras val inom den har tidsperioden. Anvandningen av en pipett med flera
kanaler underlattar hanteringen av prover och reagenser, och rekommenderas.

Med undantag av den senaste inkuberingen (substratlésning), startar bérjan av varje inkuberingsperiod med
slutférande av prov- eller reagensdispensering. Inkuberingen av substratlésningen maste vara exakt 30 minuter lang
for varje brunn. Alla prover och reagenser ska dispenseras i samma sekvens och med en konstant hastighet.

TOLKNING AV RESULTAT

Berakningar

1.

2.

Subtrahera absorbansvardet fér brunnen med reagensblank fran absorbansvardena som erhallits fran kalibrerings-,
kontroll- och patientprovsbrunnar. Berdkna genomsnittliga absorbansvarden fér dubbla brunnar.

Plotta genomsnittligt absorbansvéarde for varje kalibreringsserum 1 t.o.m. 4 p& arbetsbladet for RELISA®
kalibreringskurvan med nolljusterad yttre diameter for y-axeln och markt IlU/ml-varde fér x-axeln. Dra en linje for
basta passning mellan kalibrerarpunkterna.

Erhall IlU/ml-vardet for varje patientprov genom att interpolera fran kalibreringskurvan.

Om du anvander programvara, anvand en 4-parameterspassning med lin-log-koordinater fér optisk densitet och
koncentration, och en kurva med béasta passning.

ENPUNKTSKALIBRERINGSMETOD SOM TILLVAL

1.

2.

3.

4.

Subtrahera absorbansvardet fér brunnen med reagensblank fran absorbansvardena som erhallits fran kalibrerings-,
kontroll- och patientprovsbrunnar. Berdkna genomsnittliga absorbansvarden fér dubbla brunnar.

Dela den specifika antikroppskoncentrationen i IU/ml fér serum fér kalibrerare nr 3 (som uppges pa etiketten) med
genomsnittligt absorbansvarde for kalibrerarbrunnar for att erhalla konverteringsfaktor.

Multiplicera absorbansvarden foér vart och ett av proverna med konverteringsfaktorn for att erhalla den specifika
antikroppskoncentrationen i lU/ml.

Den férenklade formen av dessa berakningar kan uttryckas som:

Nummer 3-kalibrerarvarde (lU/ml) x Absorbans av prov* = IU/ml-varde for prov
Absorbans av nummer 3-kalibrerare

*Om kalibrerare och prover kérs dubbelt, anvdnd genomsnittlig absorbans fér dubbla brunnar.

KVALITETSKONTROLL

1.

Det genomsnittliga absorbansvardet for nummer 3-kalibrerare méste vara minst 0,400. Absorbansvarden som ar
mindre &n 0.400 indikerar ofillracklig fargutveckling och en ogiltig kérning. Otillracklig fargutveckling beror vanligtvis
pa anvandning av kalla reagenser eller felaktig tidsrakning for ett eller flera steg av analysen. L&t reagenserna
varmas upp till rumstemperatur (18 till 24°C), och upprepa kérningen med speciell uppmarksamhet pa
tidsberakningen for alla steg.

Nollkontrollbrunnen ska ha ett absorbansvarde som ar mindre éan 0.100. Nollabsorbansvarden som &r stérre an
0.100 indikerar oftillracklig tvattning eller férorening av reagenser och en ogiltig kérning.

Vardena for anti-dsDNA-antikroppar som erhalls for den positiva kontrollen ska vara inom det intervall som indikeras
pa etiketten. Detta intervall upprattades for att inkludera 95 procent av férvantade varden pa grund av statistiskt
normal variation. Det kan ibland férvantas sma avvikelser utanfér dessa intervall. Varje labb ska uppratta sina egna
kriterier for accepterande/avslag baserat pa dess erfarenhet med den har analysen.

Prover med specifika antikroppsvarden som ar stérre an den évre gransen pa nummer 3-kalibreraren ska
rapporteras som storre an enhetsvardet for nummer 3-kalibreraren.

Kalibrerarkurvan maste plottas for varje korning (eller s& maste konverteringsfaktorn beraknas om du anvander
tillvalet i form av enpunktskalibrering). Anvandning av en kalibreringskurva eller konverteringsfaktor fran en annan
koérning ogiltigforklarar resultaten.

Varje labb bor uppratta och uppratthalla sina egna (normala) referensvarden, baserat pa patientpopulation och
andra lokala faktorer.

Positivt kontrollserum ar ett humanserum som innehaller antikroppar mot dsDNA. Detta ar en kvalitativ kontroll som
bér ge ett varde pa mer an 50 1U/ml.



8. Negativt kontrollserum ar en pool med humanserum som inte innehaller antikroppar mot dsDNA. Den har kontrollen
bér ge varden som ar mindre an 50 1U/ml.

TOLKNING AV PATIENTRESULTAT

Nivaerna med antikroppar mot dsDNA har visat sig stiga och falla med sjukdomsférioppet, men den kliniska betydelsen
av en enda antikroppsniva studeras fortfarande (20). De enhetsvarden som erhalls i denna analys ar endast utformade
for att atskilja patienter i féljande breda grupper. Patientprovsbrunnar med berédknade varden som ar storre an eller lika
med 50 IU/ml anses vara positiva. Patientprovsbrunnar med berdknade varden som ar mindre an 50 IU/ml anses vara
negativa. Varje laboratorium maste uppratta sitt eget referensintervall och sina egna gransvarden baserade pa den
patientpopulation som testas. Enhetsvarden paverkas av patientfaktorer, mekaniska hansynstaganden (t.ex.
pipetteringsprecision och noggrannhet), och analysférhallanden (t.ex. temperatur och tidsberakning for stegen.) Seriella
faststallanden av antikroppsnivaer pa en patient kan indikera hjning eller sénkning av antikroppsnivaer.

RAPPORTERING AV RESULTAT

Resultat ska rapporteras som positiva eller negativa for antikroppar mot dsDNA, med IU/ml-vardet. De antikroppsnivaer
som finns i ett enda prov har begransad klinisk betydelse. Seriella avgéranden av antikroppsnivaer pa en patient kan
indikera stigning eller fall fér antikroppsnivaer, som har visat sig folja sjukdomsférloppet (20).

ANALYSBEGRANSNINGAR

1. Diagnos kan inte stéllas enbart baserat pa identifiering av anti-dsDNA-antikroppar. Lakaren maste tolka dessa
resultat tillsammans med patientens historia och symtom, fysiska resultat och andra diagnostiska procedurer.

2. Behandling ska inte initieras endast pa grund av ett positivt test for anti-dsDNA-antikroppar. Kliniska indikationer,
andra laboratorieresultat och lakarens kliniska intryck méaste tas hansyn till innan behandling initieras.

3. Vissa lakemedel, inklusive procainamid och hydralazin, kan inducera en lupus erythematosus-liknande sjukdom.
Patienter med lakemedelsinducerad LE kan pavisa positiva ANA som vanligtvis riktas mot nukleéra histoner, dven
om antikropp mot dsDNA ocksa har rapporterats (21-23).

4. Aven om en hogtitrerad anti-dsDNA med stort fértroende kan indikera SLE, ska det inte anses vara diagnostiskt
utan istallet en del av den totala kliniska historien for en patient. Laga titer med dsDNA-antikroppar finns ofta med i
serum for patienter med reumatoid artrit, Sjégrens syndrom, progressiv systemisk skleros, dermatomyosit,
skivformig lupus erythematosus och blandad bindvavssjukdom (13).

5. Patienter som genomgar steroidbehandling kan ha negativa resultat for dsDNA-antikropp (24).

6. Resultaten av detta test ska anvandas i samband med information som finns tillganglig fran den kliniska
utvarderingen och andra diagnostiska procedurer for att avgéra patientens kliniska status.

FORVANTADE VARDEN

Det foérvantade vardet i den normala populationen ar negativt (mindre an 50 1U/ml) vid en utspadning som &r 1:40. |
patienter med systemisk lupus kan upp till 70 procent visa anti-dsDNA-antikroppar (25). Vissa lakemedel kan inducera
produktion av dsDNA-antikroppar (23).

PRESTANDAEGENSKAPER

Testsystemet RELISA® for anti-dsDNA-ES fran Immuno Concepts jamférdes med ett annat IgG anti-dsDNA EIA-
testsystem med férhdjd specificitet som distribueras kommersiellt. Den population som studerades bestod av 41 prover
som var positiva fér dsDNA pa prediktionsutrustningen, 42 prover som var negativa for dsDNA pa
prediktionsutrustningen och 204 vanliga blodprov givare. Alla prover testades parallellt pa predikatenheten och
patientenheten. Baserat pa denna jamférelse erhdlls foljande data med flerpunktskalibreringsmetoden:

Predikterat
anti-dsDNA-test
Positivt | Negativt
Immuno Concepts Positivt 34 9
RELISA® anti-dsDNA-ES Negativt 7 237

Dessa data gav foljande statistik: positivt avtal, 82,9%, en negativ avtal, 96,3%, och évergripande 6éverenskommelse,
94,4%.

Vid testning av samma prov, erhdlls féljande data med enpunktskaliberingsmetoden som ar tillval:
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Predikterat
anti-dsDNA-test
Positivt | Negativt
Immuno Concepts Positivt 36 11
RELISA® anti-dsDNA-ES Negativt 5 235

Dessa data gav foljande statistik: positivt avtal, 87,8%, en negativ avtal, 95,5%, och dvergripande dverenskommelse,
94,4%.

Normal intervall: Serumprover fran 205 friska blodgivare testades med Immuno Concepts RELISA ® anti-dsDNA-ES
testsystem. Endast en (0,5%) av dessa prover hade ett stérre varde an 50 IU / ml f6r anti-dsDNA-antikroppar.

KLINISK SPECIFICITET

Immuno Concepts RELISA® anti-dsDNA-ES testsystem anvandes for att testa serumprover fran 40 patienter som sags
for reumatologiska radfraga. Denna patientgrupp valdes pa grund av kliniska reumatiska sjukdomar, men inte for nagot
speciellt sjukdomstillstand. | denna population prover var ingen positiv for anti-dsDNA-antikroppar.

KLINISK KANSLIGHET
Serumpreparat fran 45 patienter med SLE testades med testsystemet RELISA® f6r anti-dsDNA-ES fran Immuno
Concepts. Fyra (8,9 %) av dessa prover var positiva for anti-dsDNA-antikroppar.

REPRODUCERBARHET

Precisionen for analysen uppmattes med tre prover som hade anti-dsDNA-varden i den linjara delen av
kalibreringskurvan. Dessa prover kdrdes 20 ganger pa tre olika lotnummer med antigenbestrukna mikrobrunnsremsor i
en testhandelse av en teknolog. Precisionen inom analys och mellan analyser visas i féljande tabeller:

PRECISION INOM ANALYS

n=20 Genomsnitt (IU/ml)Standardavvikelse% Aktuellt varde
Prov 1 316 11 3
Prov 2 115 6 5
Prov 3 97 10 10

PRECISION MELLAN ANALYSER

n=60 Genomsnitt (IU/ml)Standardavvikelse% Aktuellt varde
Prov 1 361 37 10
Prov 2 135 18 13
Prov 3 103 12 12

VALIDERING AV ENPUNKTSKALIBRERING

Anvandning av en enpunktskalibrerare validerades med samma panel med 287 serum som anvandes for jamférelse
med predikatenheten. Regressionsanalys av den har jAmférelsen visade en regressionskoefficient (r2) pa 98,3%. Fran
en praktisk synpunkt sag vi i den har jamférelsen endast tre prover (1,0 %) som visade diagnostiska avvikelser mellan
fyrpunktskalibreringssystemet och enkelpunktskalibreringssystemet som ar ett tillval. Alla dessa prover hade anti-
dsDNA IU/ml-varden som lag nara avgransningen pa 50 IU/ml, som foll mellan 39 och 65 IU/ml. Den har typen av prov
ar ett diagnostiskt problem i alla analyssystem, och maste 6vervagas noga av de laboratorieyrkespersoner som
analyserar proverna och tolkar data.

KORSREAKTIVITETSSTUDIER

Sammanlagt 17 serum som innehdll autoantikroppar inklusive Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 och Jo-1 testades
med testsystemet RELISA® anti-dsDNA fran Immuno Concepts. Ingen av dessa autoantikroppar framstéllde ett positivt
resultat i testsystemet RELISA® anti-dsDNA-ES fran Immuno Concepts.
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TESTPROCEDUR FOR RELISA® ANTI-DSDNA-ES

Alla prover, reagenser (inklusive tvattbuffertidsningen) och mikrobrunnar maste vara vid rumstemperatur fére anvandning.

FORBERED ARBETSBLAD

Mark arbetsbladet som ingar i satsen for att indikera placeringen av
proverna i mikrobrunnarna. Analysera kalibrerarna dubbelt. Innan
det gar att anvanda flerpunktskurvan maste alla fyra
kalibreringsserum koras. For den enpunktskalibreringsmetod som
finns som tillval, kér endast nummer 3-kalibreringsserum dubbelt.
En brunn anvands som reagensblank. Virekommenderar att varje
kontroll och patientprov analyseras dubbelt tills det har upprattats
en acceptabel precision fér analysen i ditt laboratorium.

Preparera tvattbuffertldsning

Kombinera hela innehallet i en flaska med tvattbuffertkoncentrat i
900 ml med avjonserat eller destillerat vatten. Blanda val.
Tvattbuffertldsningen kan tackas 6ver och forvaras vid 2-25 °C i
upp till fyra veckor.

SPAD UT PATIENTPROVER

Spad ut patientprover 1:40 genom att tillsatta 25 yl med serumi
975 ul med provspadningsmedel. Blanda val. Kalibrerarna, den
positiva kontrollen och den negativa kontrollen tillhandahalls vid
arbetsutspadning och behdver ingen ytterligare utspadning.

FORBERED MIKROBRUNNAR

Ta ut det antal mikrobrunnsremsor som behdvs ur pasen.
Mikrobrunnarna maste sitta ordentligt fast i ramhallaren. Tryck med
ett fast tag ner pa bada andar av remsorna sa att de snapps sakert
fast i ramhallaren. Om du anvander enstaka brunnar eller mindre
an en hel remsa med brunnar, se till att varje brunn sitter fast
ordentligt. Brunnar som sitter fast ordentligt i ramhallaren faller inte
ut nar ramhallaren vands upp och ner. Oanvanda remsor kan
laggas tillbaka i foliepasen, forseglas med dragkedjeférsegling och
kylas i upp till 45 dagar.

DISPENSERA SERUMSPADNINGAR

Dispensera 100 uyl med kalibrerare, kontroller och utspadda
patientprover i lampliga brunnar sa som beskrivs pa arbetsbladet.
Dispensera 100 pyl med provspadning i brunnen for reagensblank.

INKUBERINGSREMSOR (30 minuter vid rumstemperatur, dvs. 18
till 24 °C)

Inkubera vid rumstemperatur i 30 minuter. Under inkuberingen ska
remsor skyddas fran drag och/eller temperaturvaxlingar. Om sa
onskas gar det att tdcka 6ver remsorna med genomskinlig tejp eller
hushallspapper for att skydda dem mot damm eller andra
frammande kroppar.

TVATTA REMSOR (Se anmarkningar 5 och 6 under allminna
procedurer)

Tvatta brunnarna tre till fem ganger med tvattbuffertlésning. For
manuell tvattning, aspirera innehallet i brunnarna och fyll sedan
varje brunn med tvattbuffertlésning. Undvik férorening av brunnar, i
synnerhet i den forsta tvatten efter aspireringen. Tom ut all
tvattbuffert fran brunnarna genom att vanda dem upp och ner och
skaka sedan av resterande tvattbuffert fran brunnarna med en
skarp "snappande" rérelse av handleden. Upprepa stegen for
pafyllnad och témning under sammanlagt tre till fem tvattar.
Brunnarna ska sedan knackas med stor kraft pa en bit
hushallspapper eller annat absorberande material for att avlagsna
alla spar av resterande tvattbuffert.

8.

10.

1.

12.

13.

14.

DISPENSERA ENZYMANTIKROPPSREAGENS
Dispensera 100 yl med enzymantikroppsreagens i var och en av
brunnarna.

INKUBERINGSREMSOR (30 minuter vid rumstemperatur, dvs. 18
till 24 °C)

Inkubera vid rumstemperatur i 30 minuter. Under inkuberingen ska
remsor skyddas fran drag och/eller temperaturvaxlingar. Om sa
onskas gar det att tdcka 6ver remsorna med genomskinlig tejp eller
hushallspapper for att skydda dem mot damm eller andra
frammande kroppar.

TVATTA REMSOR

Tvatta brunnarna tre till fem ganger med tvattbuffertlésning. For
manuell tvattning, aspirera innehallet i brunnarna och fyll sedan
varje brunn med tvattbuffertlésning. Undvik férorening av brunnar, i
synnerhet i den forsta tvatten efter aspireringen. Tom ut all
tvattbuffert fran brunnarna genom att vanda dem upp och ner och
skaka sedan av resterande tvattbuffert fran brunnarna med en
skarp "snappande" rérelse av handleden. Upprepa stegen for
pafyllnad och témning under sammanlagt tre till fem tvattar.
Brunnarna ska sedan knackas med stor kraft pa en bit
hushallspapper eller annat absorberande material for att avlagsna
alla spar av resterande tvattbuffert.

DISPENSERA SUBSTRATLOSNING

Anvand en timer for att sakerstalla konsekventa intervall och
dispensera 100 pl med substratlésning i var och en av brunnarna.
Substratlésningen maste tillsattas i brunnarna med en stadig
hastighet sa att varje brunn inkuberas under exakt samma tid (30
minuter). Substratlésningen i brunnar som inkuberats med positiva
prover blir bla och 16sningen i brunnar som inkuberas med negativa
prover blir farglés eller mycket ljusbla.

INKUBERA REMSOR (exakt 30 minuter vid rumstemperatur, dvs.
18 till 24 °C)

Inkubera vid rumstemperatur i exakt 30 minuter. Under
inkuberingen ska remsor skyddas fran drag och/eller
temperaturvaxlingar.

DISPENSERA STOPPREAGENS

Efter det att den forsta brunnen har inkuberats under exakt 30
minuter, tillsatt 100 pl med stoppreagens i varje brunn, i samma
ordning och med samma hastighet som substratlésningen tillsattes
i brunnarna. Vid tillagg av stoppreagens blir den bla
substratlésningen gul och den farglésa I6sningen forblir farglos.

AVLAS ABSORBANS | BRUNNAR

Inom 30 minuter efter tillsattningen av stoppreagens maste brunnar
avlasas i en plattavliasande spektrofotometer. Brunnar avlases vid
450 nm mot brunnen med blankkontroll. Om en spektrofotometer
med dubbel vaglangd finns tillganglig, ska vaglangden fér
referensfiltret anges till 600-650 nm. Avlasning av mikrobrunnarna
vid 450 nm utan referensfilter leder till hogre absorbansvarden.
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