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Test prosediiriine baglamadan o6nce litfen kullanim talimatlarini dikkatlice okuyun.

dsDNA ELISA

insan serumu veya plazmasindaki anti-dsDNA antikorlarinin yari kantitatif tayini
icin ELISA

25005
ARKA PLAN

Sistemik lupus eritematozus (SLE), cift sarmalli
DNA (dsDNA), U1-ribonikleoproteinler (U1-
RNP'ler), Smith antijeni (Sm), histonlar,
proliferatif hiicre nlikleer antijeni (PCNA) ve
ribozomal fosfo-proteinler (Rib-P) gibi belirli
hicre i¢ci yapilari hedef alan dolasimdaki
antikorlarla karakterize edilir. Su anda, SLE
hastalarinin serumlarinda otoantikorlarin hedef
yapilart olarak 100'den fazla farkli antijen
tanimlanmistir. Anti-dsDNA antikorlari, SLE igin
daha duyarli ve spesifik bir belirte¢ olarak kabul
edilir. Anti-dsDNA antikorlari, SLE hastalarinin
%20-70'inde saptanabilir; ancak bu prevalans,
kullanilan test sistemine, hastalarin genetik
Ozelliklerine ve Ozellikle de incelenen hasta
grubuna bagl olarak degisir. Anti-dsDNA
antikorlarinin titresi, hastalarin hastalik aktivitesi
ile iliskili bulunmaktadir. Nadir durumlarda, anti-
dsDNA antikorlari, ilgili kollajenoz hastalarinda
veya viral enfeksiyonlari olan hastalarda da
saptanabilir.

KULLANIM AMACI

dsDNA ELISA, anti-dsDNA antikorlarinin yari
kantitatif saptanmasina yoneliktir ve bu sayede
SLE ve ilgili otoimmun hastaliklarin tanisina
katkida bulunur.

TEST PRENSIBI

dsDNA ELISA setinde bulunan mikrotiter
plakalari, rekombinant dsDNA ile kaplanmistir. ilk
olarak hasta numuneleri (1:101 oraninda
seyreltiimig), kontroller ve kalibrator
(seyreltimemis); bosluklarda inkibe edilir. Bu
sUre zarfinda, serumda bulunan anti-dsDNA
antikorlari, kati fazda baglanmis dsDNA'ya
baglanir. Bir yikama dongusunun ardindan, anti-
dsDNA antikorlarina spesifik olarak baglanan
anti-lgG horseradish peroksidaz (HRP) konjugati
eklenir. Fazla konjugati uzaklagtirmak igin bir
yilkama doéngusu daha gerceklestirildikten sonra
substrat cozeltisi eklenir. Bu durum, substratin
reaksiyona girmesine ve dolayisiyla mavi renk
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N 96 Tayin

olusumuna vyol acar. Durdurma c¢ozeltisinin
eklenmesiyle renk, maviden sariya doénusur.
Renk maddesinin olugsumu, baglanmis anti-
dsDNA antikorlarinin miktariyla dogru orantilidir
ve 450 nm dalga boyunda spektral fotometrik
yontemle Olcilebilir.

Hasta numuneleriyle es zamanli olarak, anti-
dsDNA antikorlarinin konsantrasyonu bilinen bir

kalibrator test edilir. Kalibrator ile hasta
numuneleri arasindaki optik yogunluk (OD)
oranindan yararlanarak, anti-dsDNA

antikorlarinin  konsantrasyonlari yar1 kantitatif
olarak belirlenebilir.

KIiT BILESENLERI

. Her biri 8
'r?wri]lilgce)tri]trl;agg ritleri g’zu%:‘ac:ﬁtzan
ﬁgr:ijjg(;tlHRP CONJHRP[G]  1x15mL
pikama lampony WASHBUFIBI28x] 1% 50 ml
TMB Substrati 1x 15 mL
(IZ())I’JFr)dI\leer:\SQO'd‘tz)eltisi 1% 12 mL
Seyreltme tamponu 1 x 60 mL
Kalibrator CAL 1x2mL
Negatif kontrol 1x2mL
Pozitif kontrol CONTROLJ[+] 1x2mL
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KITE DAHIL GEREKLI

MALZEMELER

Pipetler: 2 — 10 pL, 10 — 100 L, 200 — 1000 L, ¢oklu
pipet, pipet uclari, numune hazirlama igin reaksiyon
kaplari, dereceli ©6lgim silindiri, koruyucu film,

mikrotiter plaka fotometresi, mikrotiter plaka yikama
cihazi (istege bagl).

NUMUNE HAZIRLIGI

Test icin serum veya plazma kullanilabilir. Numuneler
icin herhangi bir koruyucu maddeye gerek yoktur.
Kan numuneleri alindiktan sonra 2-8 °C'de saklanmali
ve mimkinse 48 saat iginde test edilmelidir. Bu
mimkin degdilse veya numunelerin gonderilmesi
gerekiyorsa numuneler dondurulmalidir. Tekrarlanan
dondurma ve ¢b6zdirme islemlerinden kaginiimasi
gerekmektedir. Dondurulmus numuneleri oda
sicakhginda (20-25 °C) ¢6ziin ve kullanmadan 6nce
iyice karistinn. Lipaemik ve hemolitik serumlar
kullaniimamalidir.

REAKTIF HAZIRLAMA

Tdm numuneler ve reaktifler kullanimdan énce oda
sicakhgina getirilmelidir.

Kullanilmamis test seritleri, nem gekici paketle birlikte
dikkatlice kapatilmig aliminyum poset iginde
saklanmalidir.

Seyreltme tamponu:
Kalibrator ve kontroller:
Enzim konjugati:

Substrat ¢ozeltisi:

Durdurma gozeltisi:

Yikama tamponu konsantresi:
Yikama tamponu konsantresi damitilmis su ile 1:25
oraninda seyreltilir (6rnek: Her bir serit icin 40 mL
yikama tampon ¢dzeltisi gereklidir. Bunun igin, 1,6 mL
ylkama tamponu konsantresini damitiimis su ile
toplam 40 mL hacme kadar seyreltin. Kullanima hazir
yikama sollsyonu, oda sicakliginda bir hafta boyunca
kullanilabilir.

TESTIN UYGULANMASI

1. Oncelikle bir test protokoll olugturulmasi gerekir.
Kalibrator, ¢ift tayin olarak dlgulur; bu, numuneler
ve kontroller icin de tavsiye edilir.

2. Hasta numunelerini seyreltme tamponu ile 1:101
oraninda seyreltin (¢ift tayinde 10 yL serum + 1
mL seyreltme tamponu / tek tayinde 5 pL serum +
0,5 mL seyreltme tamponu).

3. Gerekli antijen kapli bosluklari bir cerceveye
yerlestirin. Ardindan kalan seritleri ve nem alma
paketini aliminyum posete koyarak sikica

OLMAYAN

kullanima hazir
kullanima hazir
kullanima hazir
kullanima hazir
kullanima hazir

kapatin.
4. Test protokolliine uygun olarak, kalibratorden,
kontrollerden ve seyreltiimis hasta

numunelerinden 100 pL'lik miktarlar antijenle
kaplanmis bosluklara pipetleyin.

5. Plakayl o6rtin ve oda sicakhdinda 30 dakika
inklbe edin.
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6. Inkiibasyondan sonra, bosluklardaki icerigi aspire
edin ve her bosluk igin en az 300 pL yikama
tamponu ile 3 kez yikayin. Yikama iglemleri
manuel olarak veya onaylanmis bir mikrotiter
plaka yikama cihaz ile gercgeklestirilebilir. Kalan
siviyl hafifge vurarak uzaklastirin.

7. Her bir bosluga 100 pL anti-IgG-HRP konjugati
pipetleyin. Plakay! 6rtin ve oda sicakhginda 30
dakika inkube edin.

8. Plakay! 6. maddede belirtildigi gibi yikayin.

9. Her bir bosluga 100 uyL TMB substrati pipetleyin
ve kapal plakaylr oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edin (TMB 1s1da duyarhdir).

10. Substrat ekleme igsleminde oldugu gibi, her bir
bosluga 50 pL durdurma c¢ozeltisi pipetleyin.
Cozeltinin, plakanin gercevesine hafifge vurarak
bosluklarda karistirlmasi  Onerilir.  Ardindan,
uygun bir ELISA okuyucuda plakayr 450 nm'de
Olgiin  (referans dalga boyu 620 nm®).
Numunelerin ve kontrollerin konsantrasyonlari 3.
sayfada aciklandigdi gibi hesaplanir.

TEKNIK: AI-LINE ELISA

[100 uL (seyreltimemis) kalibratér/kontroller }
100 pL (1:101 oraninda seyreltilmis) numune

@ Oda sicakliginda
30 dakika

[ 100 pL konjugat }

@ Oda sicakliginda
30 dakika

ar|

[ 100 pL TMB substrati J

@ Oda sicakliginda

15 dakika,
v tistii ortilii
[ + 50 pL durdurma
cozeltisi

|

=

—

* 620 nm referans dalga boyuna goére 6lcim yapmak
istege baghdir.

450 nm’de 620 nm
referans olarak
Olglim*
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SONUCLARIN HESAPLANMASI

Her hasta numunesinin ve kontrol numunelerinin
OD [A 450 nm — 620 nm] degerleri, kalibratorin
OD ortalama degerine bélinir ve hesaplama
faktort ile carpilir. Hesaplama faktoru (F),
partiye baghdir ve ilgili mutfak partisinin kalite
kontrol sertifikasindan (QKZ) alinir. Bundan,
hasta numunesinin yorumlanmasi gereken
sonucu ortaya ¢ikar. Bu degerler, kisaltmasi RU
olan goreceli birimlerdir (relative units).

Formiile gbre hesaplama

oD
RU Hasta numunesi = gL[')m“nes’ XF
Kalibratorti
Ornek hesaplama:
OD Kalibratori =19
OD Numunesi =06
Hesaplama faktort F =10
oD
RU Hasta numunesi = g%m“nes’ X 10
Kalibratorti
Degerlerin girilmesi:
RU Hasta numunesi = (1)8 X 10
RU Hasta numunesi = 32 RU
SONUCLARIN YORUMLANMASI
Test sonuglarinin yorumlanmasi veya

degerlendiriimesi icin asagidaki deger skalasi
kullantlir.

<1 RU Olumsuz
1-1,5 RU Sinirda
>15 RU Olumlu

Sinir degerler, hasta kontrollerine ve saglikh kan
badiscilarina dayanilarak belirlenmistir

TEST GEGERLILIK KRITERLERI

Kalibratérin tolerans araligi (OD cinsinden),
kalite kontrol sertifikasinda (QKZ) belirtilen
degerler arahidginda olmahdir. Kontroller icin RU
degerleri, QKZ'de belirtilen degerlerin kabul
araligi icinde olmalidir. Aksi takdirde, test
kosullari kontrol edilmeli ve gerekirse test
tekrarlanmalidir.
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BEKLENEN DEGERLER

Saglikli kan bagiscilarinin ortalamasi 0,4 RU
(standart sapma 0,2 RU) olarak belirlendi. Her

laboratuvar kendi referans degerlerini
belirlemelidir.
OLCUM ARALIGI

Bu test, 0,1 ile 10 arasindaki bagil birim (RU)
araligini kapsar.

KESINLIK

Varyasyon ve tekrarlanabilirlik, 3 serum Uzerinde
kontrol edildi. 4 kez yapilan tayinde Test lgi
Varyasyonu %7 VK’nin altinda kald1.

Testler Arasi Varyasyon igin 3 farkli seriden
alinan cift tayin kullanildi. VK %10'un altindayd.

0zGULLUK

Onaylanmis bir ELISA sistemine gore analitik
6zgullik %100'dur.

HASSASIYET

Onaylanmis bir ELISA sistemine gore analitik
duyarlilik %100'dar.
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AB Direktifi 98/79/AT'nin 1. Maddesinin 2b paragrafina
gore Uretici; in vitro tani tibbi cihazlarinin uygunlugunu,
performansini ve givenligini saglamak igin kullanim
amacini belirler. Bu nedenle, Uretici tarafindan belirtilen
kullanim amacina yetkili kullanici grubu tarafindan
uyulmahdir. Bu test kiti yalnizca kullanim amacinda
belirtilen amag igin tasarlanmistir (bkz. sayfa 1).

Test; gerekli tim bilgileri, glivenlik 6nlemlerini ve uyarilari

iceren bu kullanim talimatlarina uygun olarak
gergeklestirilmelidir. Test kitini teshis cihazlarinda
kullanirken test yontemi genisletiimis bir sekilde

dogrulanmalidir. Goérunis, bilesim ve test uygulamasinda
herhangi bir degisiklik yapilmasina ve Uretici tarafindan
yetkilendiriimeyen diger Urinlerle birlikte kullaniimasina
izin veriimemektedir. Bu tiur degisikliklerden kullanici
sorumludur. Uretici, bu tiir nedenlerden kaynaklanan
hatali sonuglardan ve olaylardan sorumlu degildir. Gorsel
degerlendirmeden kaynaklanan hatali sonuglar igin
sorumluluk kabul edilmemektedir.

Uriin, sadece egitimli uzmanlar tarafindan kullanilmalidir.
Hamile kadinlar test yapmamalidir.

Kullanilan cihazlarin bakimi treticinin talimatlarina uygun
olarak dizenli olarak yapilmali ve kullanimdan &6nce
dizgin galisip galismadigi kontrol edilmelidir.

Reaktifler, in-vitro teshis icin tasarlanmistir ve sadece tek
kullanimhktir. Son kullanma tarihi gegmis olan reaktifler
kullanilmamalidir. Bu test kitinin reaktifleri ile bagka

ureticilerin  reaktiflerini veya farkli serilere ait set
bilesenlerini (istisnalar igin bkz. sayfa 1) birlestirmeyin.
Bilesenlerin  ambalaji  hasarliysa kit  bilesenlerini

kullanmayin. Kullanmadan énce tim gozeltileri mikrobiyal
kontaminasyon  acgisindan  gbzle  kontrol  edin.
Buharlagsmayi ve mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemek igin
kullanimdan hemen sonra siseleri sikica kapatin. Ayri
reaktiflerin kapaklarini karistirmayin.

Test kiti, test semasinda belirtilen sicakliklar igin
dogrulanmistir (bkz. sayfa 2). Daha yiliksek veya daha
dislik sicakliklarda sonuglar referans araliklarindan
sapabilir.

Yikama proseduri buylk énem tasimaktadir. Yetersiz
yikama yanlis sonuglara yol agmaktadir. Cok kanalli
pipetlerin ve otomatik yikayicilarin kullaniimasi tavsiye
edilmektedir.

Capraz kontaminasyonu ve hatali yiksek sonuglari
Oonlemek igin hasta numunelerini ve konjugati bosluklara
dikkatlice pipetleyin. Sadece temiz pipet uglari, dagiticilar
ve laboratuvar malzemeleri kullanin.

insan kaynakli test bilesenleri (kalibratérler ve kontroller)
CE isaretli ydontemlerle anti-HIV-1/2, HBsAg, anti-HBc ve
anti-HCV agisindan test edilmis ve reaktif olmadiklari
bulunmustur. Bu sonuglara bakilmaksizin tim insan
serumu bazli reaktifler, potansiyel bulasici (biyolojik
tehlikeli) olarak kabul edilmelidir.

Tedarikgiye gore bulagici olmadigi bilinen sigir serum
alblimini bazi kit bilesenlerinde bulunabilir. Saptanamayan

12.

14.

15.

16.

17.

enfeksiydz etkenlerin mevcut olabilecegi g6z onlne
alindiginda, hayvansal kékenli tim Grlnlerin potansiyel
olarak enfeksiy6z olarak degerlendiriimesi 6nerilir.

Tuam reaktifler icin asagidaki guvenlik kurallarina 6zellikle
dikkat edilmesi gerekmektedir:

Gozlinuze, cildinize veya giysilerinize temas ettirmeyin
(P262). Aerosolu solumayin (P 260). Asla adiz yoluyla
pipetleme yapmayin, sadece standart pipetleme
yardimcilari kullanin.

YUTULMASI DURUMUNDA: Agdzinizi galkalayin. Kisiyi
kusturmaya galismayin (P301/330/331).

CILTLE (veya sagla) TEMASI DURUMUNDA: Kirlenmis,
islanmig tim giysileri derhal c¢ikarin. Cildi su/dus ile
yikayin (P303/361/353).

SOLUNMASI DURUMUNDA: Kisiyi temiz havaya g¢ikarin
ve nefes almak igin rahat bir pozisyonda dinlendirin
(P304/340).

GOZLERLE TEMAS DURUMUNDA: Birkag dakika
boyunca gozleri su ile nazikge durulayin. Kontakt lens
varsa gikarin. Durulamaya devam edin (P305/351/338).
Test esnasinda yemek yemek, sigara ve igki igmek
yasaktir. Reaktifleri yiyecek, icecek ve hayvan
yemlerinden uzak tutun.

Kit reaktifleri veya hasta numuneleri ile ¢aligirken 6nlik,
koruyucu gozlik ve tek kullanimlik eldiven (P280)
kullanin. Kullanimdan sonra ellerinizi iyice yikayin (P264).
Guvenlik bilgi formlari talep Gzerine temin edilebilir.

. Durdurma ¢ozeltisi ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina

neden olur (H314).

TMB vyiuksek konsantrasyonlarda potansiyel olarak
mutajenik olabilir. Substrat g¢ozeltisindeki disik TMB
konsantrasyonu nedeniyle, uygun sekilde kullanildiginda
mutajenik bir etki s6z konusu degildir.

icerdigi koruyucu maddeler (Bronidox L, Thimerosal, Azid)
suda yasayan canlilar igin toksiktir ancak artik su igin
tehlikeli konsantrasyonu yoktur. Buytk miktarlardaki
reaktifler bertaraf edilmeden 6nce su ile seyreltiimelidir.
Thimerosal (WashBuf B) uzun sureli veya tekrarli
maruziyet durumunda organlarda hasara yol agabilir
(H373).

Serum igeren atiklar, yeterli konsantrasyonda uygun bir
dezenfektan igeren atik kaplarinda toplanmalidir. Atiklar,
ilgili tlkenin yénetmeliklerine uygun olarak iglenmelidir.
Tibbi Cihaz Operatorleri Yonetmeligi'ne, glncel haliyle
Alman Tabipler Birligi (RiliBAK) kilavuzuna ve ‘lyi
Laboratuvar Tani Uygulamalari, GLDP"ye uyulmaktadir.

DR . FOOKE
Laboratorien GmbH
Habichtweg 16
41468 Neuss
E-posta: information@fooke-labs.de
internet adresi: www.fooke-labs.de

Tel.: 0049-2131-2984-0
Faks: 0049-2131-2984-184
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Lot CE uygunluk In-vitro Katalog talimatlarina Ambalaji Tek <> tesr. Uretici B'yo!ol'k.
. . Sicaklik sinirlamasi | SKT hasarliysa icin yeterli " Tehlikeli
Numarasi isareti tani numarasi uyulmasi kullanimlik S firma
gerekir kullanmayin icerik
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