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DANSK: TILSIGTET ANVENDELSE

Axis-Shield Anti-CCP-analysen er en semikvantitativ/kvalitativ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) til detektion
af 1gG-klassen af autoantistoffer specifikke for cyklisk citrullineret peptid (CCP) i humant serum (herunder serum-
separationsrgr) eller plasma (EDTA, lithium-heparin eller natriumcitrat). Detektion af anti-CCP-antistoffer anvendes til at
hjeelpe med at diagnosticere reumatoid artritis (RA), og bgr anvendes sammen med anden klinisk information.
Autoantistof-niveauer repraesenterer en parameter i en diagnostisk procedure med mange kriterier, der omfatter bade
kliniske og laboratoriebaserede vurderinger. Til in-vitro diagnostisk brug.

INDLEDNING

Reumatoid artritis (RA) er en almindelig, systemisk autoimmun-sygdom, som rammer 0,5-1,0 % af den voksne
population. RA er karakteriseret ved kronisk inflammation af synovialmembranen, hvilket kan fgre til progressiv
nedbrydning af led, og kan i mange tilfeelde fare til handicap og nedsat livskvalitet.! Det er generelt accepteret, at tidlig
intervention er afggrende for at undga irreversibel ledskade, og det er derfor vigtigt at diagnosticere RA sa tidligt i
sygdomsforlgbet som muligt.23 Diagnosen af RA er primzert baseret pa kliniske, radiologiske og immunologiske
egenskaber. Den hyppigste serologiske analyse er maling af reumatoid faktor (RF).* Selvom RF-analysen har en god
folsomhed, er den ikke specifik for RA, da RA ofte forefindes hos raske personer, og hos patienter med andre reumatiske
eller inflammatoriske sygdomme, autoimmun-sygdomme eller kroniske infektioner.5

Det har i flere ar veeret kendt, at antistoffer mod anti-perinuklzer faktor (APF) og keratin (AKA) er meget specifikke for RA.
Det blev senere rapporteret, at begge disse antistoffer reagerede med naturligt filaggrin, og de kaldes nu anti-filaggrin-
antistoffer (AFA).57:8 Det blev for nyligt vist, at alle disse antistoffer er rettet mod citrullin-indeholdende epitoper.® Citrullin
er ikke en standard aminosyre, da den ikke indbygges i proteiner under proteinsyntesen. Den kan dog blive dannet via
post-transitional modifikation af arginin-dele af enzymet peptidylarginindeiminase (PAD).1° In 1998 rapporterede
Schellekens og kolleger, at autoantistoffer, som reagerer med lineaere syntetiske peptider indeholdende citrullin er
hgjspecifikke for RA i en ELISA-baseret analyse.l! Efterfglgende undersggelser viste, at cykliske varianter af disse
lineaere peptider, benaevnet cykliske citrullinerede peptider (CCP) var lige sa specifikke for RA, men med en hgjere
falsomhed end de linezere peptider.12 | bestreebelserne pa yderligere at forbedre falsomheden af CCP-analysen, blev et
dedikeret bibliotek af citrullin-indeholdende peptider screenet med RA-sera, og et nyt saet af peptider (CCP2) blev
opdaget, med bedre preestation sammenlignet med CCP1-analysen.!? | Igbet af de sidste par &r har mange publicerede
rapporter bekreeftet den diagnostiske praestation af CCP2-analysen.* Anti-CCP-antistoffer, som ofte ogsa benaevnes anti-
citrullinerede protein/peptid-antistoffer (ACPA’er) har vist sig at veere til stede p& et meget tidligt tidspunkt i sygdommen,
ofte med fraveer af kliniske symptomer, og mange rapporter indikerer, at forhgjede niveauer af anti-CCP-antistoffer kan
forudsige den udviklingen af den eroderende sygdom.151617181920 Disse fund tyder pa en vigtig rolle af cykliske
citrullinerede peptider i diagnosen af RA pa et tidligt stadium i sygdomsforlgbet.

| 2010 blev ACR / EULAR Rheumatoid Arthritis Classification Criteria publiceret, og erstattede de "gamle" ACR-kriterier
fra 1987, som i vidt omfang ikke blev anset for passende til den tidlige diagnose af RA. De reviderede
klassifikationskriterier, som American College of Rheumatology (ACR) og European League Against Rheumatism
(EULAR) publicerede i feellesskab, anbefaler et pointscoringssystem pa mellem 0 og 10. De nye klassifikationskriterier
skal anvendes til alle personer, der udviser definitive tegn pa synovitis (udifferentieret inflammatorisk artritis). De fire
ekstra kriterier var antallet af involverede led, serologisk abnormalitet, akut-fase respons og varigheden af symptomer i de
involverede led. For farste gang omfattede de serologiske kriterier maling af ACPA'er, sdsom anti-CCP, samt nogen
definition pa et lavt positivt og et hgijt positivt serologiresultat.?!

Axis-Shield Anti-CCP-analysen er en ELISA, baseret pa detektionen af autoantistoffer i humant serum eller plasma, mod
et syntetisk cyklisk peptid, der indeholder modificerede arginin-dele (CCP2-peptider). Analysen er et yderligere redskab til
at diagnosticere patienter med RA.

ANALYSEPRINCIP

Brgndene pa pladen med mikrotiterstrips er belagt med hgjoprenset syntetisk cyklisk citrullineret peptid, der indeholder
modificerede arginin-dele. | Igbet af den farste inkubation vil specifikke autoantistoffer i fortyndet serum eller plasma
binde sig til den antigen-belagte overflade. Brgndene vaskes derneest for at fjerne ubundne komponenter. | Igbet af den
anden inkubation binder Konjugatet, et enzym-maerket polyklonalt antistof rettet mod human IgG, til alle autoantistoffer,
der er bundet til overfladen. Efter yderligere afvaskning kan specifikke autoantistoffer spores ved inkubation med
Substratet. Tilseetning af Stopoplgsningen afbryder reaktionen, resultatet er et farvet slutprodukt, og maengden af bundet
Konjugat males i absorbansenheder. | den kvalitative protokol sammenlignes maeengden af Konjugat bundet af praven
med maengden af konjugat bundet af Referencekontrollen. | den semikvantitative protokol kan koncentrationen af anti-
CCP-autoantistoffer estimeres ved interpolation fra en dosis-respons-kurve, pa grundlag af Kalibratorer.



KOMPONENTER | SATTET

Peberrodsperoxidase-meerkede polyklonale
gede-antistoffer til humant 1gG, 0,1 % (w/v)
p-hydroxyphenyleddikesyre, 0,15 % (w/v)
CONJ 1x15,0ml proclin og 1 % protein (bovin) stabilisator (w/v) i
en HEPES-buffer.

Klar til brug. N.B. ADVARSEL

3,3',5,5'-tetramethylbenzidin, buffer-oplgsning.
Klar til brug. Mé ikke udseettes for lys under
SUBS 1x150ml opbevaring.

N.B. ADVARSEL

Qe ©

Svovlsyre 0,25 mol/l vandig oplgsning
SOLN STOP 1x150ml Klar til brug. N.B. FARE

Fosfat-bufret saltvandsoplgsning, 1,3 % (v/v)
BUFWASH|10 X| |3x250ml Tween 20

Fortyndes fgr brug.

Mikrotiterstrips

Belagt med syntetisk cyklisk citrullineret peptid, i en

MTP I8 x 12 (der kan deles) e , :
med 8 x 12 brande genlukkelig foliepakning med tgrremiddel.
Fosfatbuffer, protein (bovint) stabilisator, 0,5 %
(w/v) natriumazid. Fortyndes far brug.
SAMPLEDIL|5 X | | 1x250m N.B. FARE
1x1.0ml Fosfatbuffer, protein (bovint) stabilisator, < 0,1% (w/v)
CAL 1 ' natriumazid. 0 U/ml. Klar til brug.
Humant plasma, fosfatbuffer, protein (bovint)
5x10ml stabilisator,
CAL|2]|-[CAL|6 om < 0,1 % (w/v) natriumazid. 2, 8, 30, 100, 300 U/ml.
Klar til brug.

Humant plasma, buffer, < 0,1 % (w/v) natriumazid.

CONTROL | REF 1x15mi Klar

CONTROL |t 1x0,3ml Humant plasma, < 0,1 % (w/v) natriumazid.
Fortyndes 1:100 med fortyndet Prgvediluent for

CONTROL . 1x0,3ml brug, som for praver.

OPBEVARING AF REAGENSER

Stabilitet af bnet saet

Et seet blev dbnet og brugt ved tre lejligheder over en periode pa tre maneder, uden nogen negativ virkning pa seettets
ydeevne. Efter brug skal komponenterne igen opbevares ved 2-8 °C.

Handterings- og proceduremaessige bemaerkninger

1. Seettets komponenter skal opbevares ved temperaturer pa 2-8 °C og bruges op til udigbsdatoen pa etiketterne.

Anvend ikke reagenser efter udlgbsdatoen.

Bland ikke forskellige lothumre.

Seettene ma ikke nedfryses.

4, Vaskebufferkoncentrat, Prgvediluent-koncentrat og Positive og Negative Kontroller skal fortyndes far brug. Alle
andre reagenser er klar til brug.

wn

5. Undga mikrobiel kontaminering af den fortyndede Vaskebuffer og den fortyndede Prgvediluent, og seet tilbage pa
kal, 2-8 °C, efter analyse.
6. Seet overskydende (ubrugte) mikrotiterstrips tilbage i foliepakningen med tgrremiddel. Sgrg for, at forseglingen er

intakt og seet tilbage pa keal, 2-8 °C, indtil de behgves.



7. Substratet ma ikke udszettes for lys under opbevaring.
8. Undga kontaminering af reagenserne. Brug en ny engangspipette til hver reagens eller prgvehandtering.

Indikationer pa nedbrydning

Substrater skal veere farvelgst eller meget let lyseblat i farven. Uklarhed eller udfeeldning af nogle af komponenterne er
tegn pa nedbrydning, og komponenten skal bortskaffes.

Hvis krystallerne er synlige i Vaske- eller Prgvediluent nar de fiernes fra opbevaringen pa kal, vil disse oplgses ved
inversion og kalibrering til stuetemperatur.

Prgvetagning og opbevaring

Analysen anbefales til humane serumprgver (herunder serum-separationsrar (SST)) eller plasmapragver (EDTA, lithium-
heparin eller natriumcitrat). Andre typer rar er ikke blevet undersggt til brug med analysen. Kraftigt heemolyserede eller
uklare prgver ma ikke anvendes. Optgede praver skal blandes grundigt fer analyse, og gentagen nedfrysning/optaning
skal undgés. Praverne ma ikke varmeaktiveres, dette kan give falsk-positive resultater.

Falg rarproducentens anvisninger med hensyn til opsamlingsrgrerne ved analyseforberedelse. Prgverne kan opbevares
ufortyndet ved temperaturer p& 2-8 °C i fire uger. Opbevares ved -20 °C eller derunder for laengere opbevaring. Prgver,
der er fortyndet i forholdet 1:100 med fortyndet Prgvediluent skal bruges i lgbet af 24 timer efter fortynding.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

Kun til in vitro diagnostisk anvendelse.
Sikkerhedsforanstaltninger

1. Vejledningen i denne indlaegsseddel skal fglges ngje, isaer med hensyn til betingelser for handtering og
opbevaring.
2. Kalibratorer og Kontroller indeholder humant plasma analyseret ved hjeelp af FDA-godkendte analyser for

HBsAg, HIV-1-RNA eller HIV-1 Ag, anti-HIV-1/HIV-2 og anti-HCV eller HCV-RNA, og fundet at veere ikke-
reaktive/negative. Da der ikke er nogen kendte analyser, der kan give fuldsteendig forsikring for, at der ikke er
nogen infektigse stoffer til stede, skal Kalibratorer og Kontroller anses for potentielt infektigst materiale, og
handteres med samme forholdsregler, som alt andet potentielt biologisk farligt materiale. De godkendte
retningslinjer fra Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) “Protection of Laboratory Workers from
Occupationally Acquired Infections” (M29-A3 —Third Edition),22 beskriver hvordan disse materialer skal handteres i
overensstemmelse med god laboratoriepraksis (Good Laboratory Practice).

3. Der ma ikke pipetteres med munden.

4, Der ma hverken ryges eller indtages mad- og drikkevarer eller pafgres kosmetik i de omrader, hvor der handteres
seet og prover.

5. Alle hudlidelser, snitsar, afskrabninger og andre hudlzesioner skal beskyttes pa passende vis.

6. Kalibratorer, Kontroller og Prgvediluentkoncentrat indeholder natriumazid, som kan reagere med bly- og kobberrgr

og danne meget eksplosive metalazider. Ved bortskaffelse skal der skylles efter med store meengder vand for at
forhindre ophobning af azid.

7. Sikkerhedsdatablade for alle farlige komponenter, der forefindes i dette saet, kan fas ved forespgrgsel hos Axis-
Shield Diagnostics.

Forsigtig: Ifalge amerikansk lov ma dette udstyr kun seelges eller bestilles af en lsege.



ADVARSEL

H317 — | Kan forarsage allergisk hudreaktion.
@ FOREBYGGELSE
Advarsel P272 - | Tilsmudset arbejdstgj bar ikke fiernes fra arbejdspladsen.
Konjugat P280 - | Beaer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse
P363 - | Tilsmudset tgj skal vaskes, far det kan anvendes igen.
ADVARSEL
<!> H302 — | Farlig ved indtagelse.
Advarsel H312 — | Farlig ved hudkontakt.
Substrat H315 — For?rsager hudirr.itati.on.- o
H319 — | Forarsager alvorlig gjenirritation.
H332 — | Farlig ved indanding.
H335 — | Kan forarsage irritation af luftvejene.
FOREBYGGELSE
P260 — | Indand ikke pulver/reg/gas/tadge/damp/spray.
P280 — | Beer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/ajenbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse
REAKTION
P301+310 — | | TILFALDE AF INDTAGELSE: Ring omgaende til en GIFTINFORMATION eller en
leege.
P304+340 — | VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og serg for, at
vedkommende hviler i en stilling, som letter vejrtraekningen.
P305+351+338 — | VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan gares let. Fortseet skylning.
ADVARSEL
H302 — | Farlig ved indtagelse.
H318 — | Forarsager alvorlig gjenskade.
H412 — | Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.
@ EUHO032 — | Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre.
Fare FOREBYGGELSE
Prgvediluent P264 — | Vask haender grundigt efter brug.
P280 — | Beer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/agjenbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse
REAKTION
P301+310 — | | TILFALDE AF INDTAGELSE: Ring omgaende til en GIFTINFORMATION eller en
leege.
P305+351+338 — | VED KONTAKT MED GJNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan gares let. Fortseet skylning.
P330 — | Skyl munden.
ADVARSEL
H314 — | Forarsager sveere forbreendinger af huden og gjenskader.
Fare FOREBYGGELSE
Stopoplgsning P260 — Indén? ikke pgIver{mg_/_gas/tége/damp/spray.
P273 — | Undga udledning til miljget.
P280 — | Beer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/gjenbeskyttelse/ ansigtsbeskyttelse
REAKTION
P301+330+331 — | | TILFALDE AF INDTAGELSE: Skyl munden. Fremkald IKKE opkastning.
P303+361+353 — | VED KONTAKT MED HUDEN (eller haret): Tilsmudset taj tages straks af/fiernes.
Skyl/brus huden med vand.
P304+340 — | VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og sgrg for, at
vedkommende hviler i en stilling, som letter vejrtraekningen
P305+351+338 — | VED KONTAKT MED BJNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern

eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan gares let. Fortseet skylning.




FORBEREDELSE

Ngdvendige materialer/udstyr, som ikke medfglger

1. Aflaeser af plade med 96 bragnde/strips med et 450 nm filter.

2. Preecisionspipetter til tilseetning af 10 ul, 100 ul, 1 ml. Automatisk pipette til tilseetning af 100 ul. Automatisk pipette
til tilsaetning af 300 pl til manuel afvaskning, automatisk pladevasker valgfri.

3. Cylinderformerede malebaegre af glas/plastic: 1x100 ml, 1x500 ml.

4, Beholdere med et volumen pa 1 ml.

5. Destilleret/deioniseret vand

6. Papirservietter.

7. Timer til 30 og 60 minutters intervaller.

Forberedelse til analysen

Lad alle komponenter af seettet, herunder mikrotiterstrips, varme op til 18-25 °C i 30-60 minutter fgr brug. Reagenserne
blandes ved forsigtig inversion.

Referencekontrollen méa ikke fortyndes.
De falgende reagenser fortyndes og blandes grundigt.

Reagens Volumen Tilsaet

Vaskebufferkoncentrat 1 heetteglas 225 ml destilleret/deioniseret vand
Prgvediluentkoncentrat 1 heetteglas 100 ml destilleret/deioniseret vand
Positive og Negative Kontroller/prgver 10ul 1 m fortyndet Prgvediluent

Beregn antallet af mikrotiterstrips, der er ngdvendige for den aktuelle analyse, og opbevar disse i mikrotiterstrip-holderen.
Overskydende strips szettes tilbage i foliepakningen med tgrremiddel og de opbevares ved temperaturer pa 2-8 °C, indtil
de behgves. Sgarg for, at alle strips er sikkert pa plads i mikrotiterstrip-holderen. Brugerne kan evt. nummerere hver strip
langs den gverste kant for at hjeelpe med identifikationen. Mikrotiterstrip-holderen beholdes til fremtidig brug.

ANALYSEPROTOKOL

Kvalitativ protokol: Analyse af Referencekontrol, Positive og Negative Kontroller og prgver.
Semikvantitativ protokol: Analyse af Kalibratorer (1-6), Positive og Negative Kontroller og praver.
1. Referencebrgnde til identifikation.

2. 100 ul af referencekontrollen/kalibratorer i duplikater og forfortyndede (1:100) positive og negative kontroller
pipetteres i de tilhgrende brgnde. Pipetter 100 pl forfortyndede (1:100) patientprgver, enten som
enkeltbestemmelser eller i duplikater, i de tilhgrende brgnde. Det anbefales, at prgverne analyseres som
duplikater, men dette er valgfrit i henhold til lokale laboratorieregler. Dette trin bgr ikke vare lsengere end 10
minutter for nogen seet af Kalibratorer/Kontroller/prgver.

3. Inkuber i 60 = 10 minutter ved en temperatur pa 18-25 °C.

Indholdet af strips afhaeldes ved en hurtig inversion over en vask, hvori der kan bortskaffes biologiske materialer,
idet prgvernes potentielle infektionsfare tages i betragtning. De inverterede strips duppes med papirservietter.

5. Vask brgndene fire gange med mindst 300 pl fortyndet Vaskebuffer. Efter hvert trin afheeldes veesken og der
duppes med papirservietter.

Tilsaet 100 pl Konjugat til hver brgnd.

Inkuber i 30 = 5 minutter ved en temperatur pa 18-25 °C.

Gentag trin 4 og 5.

Tilsaet 100 pl Substrat til hver brgnd.

10. Inkuber i 30 + 5 minutter ved en temperatur p& 18-25 °C. Vaesken heeldes ikke af.

11. Tilseet 100 pl Stopoplgsning til hver brgnd, i samme reekkefglge og med samme hastighed som ved tilsaetningen af
Substrat. Bank forsigtigt pa brendene for at blande dem og sarg for, at der ikke er nogen synlige bobler.

12.  Aflees strips ved 450 nm.
13.  Aflees analysen inden for 60 minutter efter analysen blev udfgart.



BEREGNING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Betragt hver enkelt analyse separat ved beregning og fortolkning af resultater.
Kvalitativ protocol

Beregn det gennemsnitlige forhold mellem absorbansvaerdien (optisk densitet) for de Positive og Negative Kontroller,
samt for hver prgve til den (gennemsnitlige) Absorbansveaerdi for Referencekontrollen:

Gennemsnitlig absorbansveerdi Kontrol
Absorbansforhold =

Gennemsnitlig absorbansveerdi af Referencekontrol

(Gennemsnitlig) absorbansveerdi af Prgve
Absorbansforhold =

Gennemsnitlig absorbansveerdi af Referencekontrol

Brugerne bgr beregne en afskeeringsveerdi mellem positive og negative prgver, som er specifik for deres
patientpopulationer. Fra resultater med patientpopulationer, der blev analyseret med Axis-Shield i kliniske undersggelser,
angives den fglgende afskeeringsveerdi:

Absorbansforhold Fortolkning af resultat

< 0,95 Negativ

>0,95ti1<1,0 Pa greensen - anbefaler gentagen analyse
>1,0 Positiv

Semikvantitativ protokol

Den gennemsnitlige absorbansveerdi for hver Kalibrator afsaettes som funktion af logio Kalibrator-koncentrationen (se
folgende tabel) pa hensigtsmeaessigt grafpapir. Gennemsnitlige koncentrationer af positive og negative Kontroller og
(gennemsnitlige) prever kan sa aflaeses fra kalibreringskurven. En typisk graf over kalibreringskurven ses nedenunder for
reference, den ma ikke bruges til at fortolke resultater. 4-parameter logistiske (4PL) og Cubic Spline kurvetilpasninger er
hensigtsmeessige. Andre kurvetilpasningsmodeller anbefales ikke

Prgver med absorbanser over Kalibrator 6 (300 U/ml) er uden for denne analyses interval, og skal registreres som
> 300 U/ml, fortyndes og analyseres igen, og korrigeres for denne yderligere fortyndingsfaktor.

Til fortolknig af semikvantitative resultater og pa basis af Axis-Shield populationsdata til reference*, foreslas fglgende:

(Gennemsnitligt) prgveresultat Resultatfortolkning
<5U/mi Negativ
>5 U/ml Positiv

*Dette er kun et vejledende forslag. Det anbefales, at brugerne fastseetter et referenceomrade, som kan vaere unikt for
populationen.

Bemeerk: Som for alle analyser, der maler antistoffer, maler denne analyse aktiviteten af antistoffer, der er til stede i
prgven, i stedet for koncentrationen. Aktiviteten kan pavirkes af flere forskellige parametre, sdsom antistofaviditet.

Kalibratorkoncentrationer

Kalibratornum Koncentration
mer U/ml
1 0
2 2
3 8
4 30
5 100
6 300

Typisk kalibreringskurve

38 ]
1

Absorbance
450nm

0 T | |
1 10 100 1000

U/ml anti-CCP




KVALITETSKONTROL

Serg for, at fyldestggrende vedligeholdelse og kalibrering af pladeafleeseren udfgres i overensstemmelse med
producentens vejledning, og at den korrekte bglgelaengde anvendes.

Brugerne skal sikre, at de er helt bekendte med analysevejledningen, isaer afsnittene Advarsler og forholdsregler og
Handterings- og proceduremaessige bemaerkninger. Brugerne skal kunne vise, at de kan opnd praestationsspecifikationer
for praecision og rapporteringsomradet for analyseresultater, sammenlignet med de specifikationer, der blev fastlagt af
producenten fgr rapportering af patientens analyseresultater. Det anbefales, at de forfortyndede Positive og Negative
Kontroller kgres i duplikater i alle analyser, for at overvage testprocedurens kvalitet. Kar Referencekontrollen, der er klar
til brug, i duplikat i alle kvalitative analyser.

Hvis de praecisionsspecifikationer, som producenten anfgrer, opfyldes, er analysen ugyldig, og patientresultaterne bgr
ikke rapporteres, hvis Kontrollerne ikke opfylder Kontrollens forholdsmaessige specifikationer angivet nedenfor.
Operatgren kan gentage analysen efter at have gennemgaet proceduren eller distributgren/producenten kan kontaktes.
Hvis analysen gentages, skal der fremstilles en frisk oplgsning af hver kontrol og prgve. Laboratorierne kan gnske at
inkludere interne kontroller i hver analysekgrsel. Sadanne kontrolmaterialer opbevares ved eller under temperaturer pa -
20°C, og gentagne nedfrysnings-/optgningscyklusser skal undgas. Konserveringsmidler, sdsom natriumazid ved 0,1 %
(wiv), vil ikke pavirke prgveresultaterne.

De analytniveauer, der er blevet identificeret ved bestemte sygdomme, er de, der er blevet etableret af producenten for
specifikke populationer, og vil ikke ngdvendigvis afspejle litteraturen. Incidensniveauer, deres forhold til specifikke
sygdomme, referenceomrader og behgrige afskeeringspunkter skal alle beregnes for de specifikke populationer, der
serviceres af brugerne.

Specifikationer af kontrolratio

Protokol Specifikationer
Positiv kontrolabsorbans 511
Referencekontrolabsorbans =™’
Kvalitativ (forhold) :
Negativ kontrolabsorbans <095

Referencekontrolabsorbans

Se heetteglasetiket for Positiv Kontrol for acceptabelt forventede omrade (U/ml)

Semikvantitativ

Negativ Kontrol koncentration < 2 U/ml

FORVENTEDE VARDIER

200 serumprgver fra asymptomatiske, tilsyneladende raske donerer, med et aldersinterval pa 18-72 ar, bestdende af ca.
lige mange maend [n = 105] og kvinder [n = 95], blev analyseret med Axis-Shield Anti-CCP-analysen (FCCP200).

Der blev ikke observeret nogen forskelle, der kunne tilskrives alder eller kgn (beregnet ved at sammenligne
aldersintervaller pa < 40 ar [n = 115] og > 40 ar [n = 85)).

Den samlede gennemshnitlige anti-CCP-koncentration for denne population var 0,63 + 0,419 U/ml (omrade 0,05-3,8 U/ml).

P& basis af data fra denne referencepopulation og data fra en klinisk population, er den foresldede afskeeringsveerdi for
analysen:

Referenceomrade
< 5 U/ml = Negativ
> 5 U/ml = Positiv

Dette referenceomrade foreslas kun som en vejledning, og hvert laboratorium skal etablere et referenceomrade, som kan
veere unik for den population, det daekker, afheengig af geografiske, patient, diset, miljgmeessige faktorer eller klinisk
praksis. Bemzerk venligst af reutomatoid artritis forekommer dobbelt sa ofte hos kvinder end hos maend.

PRASTATIONSDATA

Fortyndelseslinearitet
Axis-Shield Anti-CCP-analysen er beregnet til at veere lineaer i hele maleomradet fra LOD til 300 U/ml.

Baseret pa en undersggelse udfgrt med vejledning fra CLSI-dokumentet EP6-A,23 Axis-Shield Anti-CCP-analysen udviste
linearitet fra 1,04 U/ml til 300 U/ml.*



* Repreesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data

Prgver > 300 U/ml udviser en gennemsnitlig genindvinding pd < 100 % + 15 %* af det forventede resultat, nar de
fortyndes i til analyseomradet og ved anvendelse af den korrekte fortyndelsesfaktor.

* Repreesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data

Klinisk falsomhed og specificitet

Den kliniske fglsomhed af Axis-Shield Anti-CCP-analysen (FCCP600) blev bestemt for 229 personer med bekreeftet RA,
og klinisk specificitet blev bestemt for 285 ikke-RA prgver (135 fra patienter med andre reumatiske og ikke-reumatiske
sygdomme, og 150 fra asymptomatiske, tilsyneladende raske individer). Med en afskaering pa 5,0 U/ml blev fglsomheden
beregnet til 78 % med en specificitet pa 99 %. Resultaterne er opsummeret i de fglgende tabeller.*

) Total Positiv
Pragvekategori n n % Fglsomhed
RA 229 179 78
) Total Positiv o
Pragvekategori n n % Specificitet
Ikke-RA praver i alt 285 4 98,6
Ikke-RA raske asymptomatiske 150 1 99,3
Ikke-RA sygdomsprgver* 135 3 97,8

* Klinisk specificitet for 135 prgver fra patienter med andre reumatiske og ikke-reumatiske sygdomme katagoriseres i den
folgende tabel.*

Ikke-RA sygdomsprgver | alt Positive Klinisk specificitet
n n

| alt 135 3 97,8 %
Inflammatorisk polyartritis 41 1 97,6 %
EBV IgG-positiv 18 1 94,4 %
Hashimotos tyroiditis 17 0 100 %
Sjogrens syndrom 16 1 93,8 %
Systemisk lupus erythematosus 16 0 100 %
Vaskulitis 5 0 100 %
Skleroderma 5 0 100 %
Osteoartritis 4 0 100 %
Crohns sygdom 3 0 100 %
Raynauds faenomen 3 0 100 %
Ulcergs kolitis 2 0 100 %
Psoriasisartritis 2 0 100 %
Reaktiv artritis 1 0 100 %
Ankyloserende spondylitis og polymyositis 2 0 100 %

*Repreesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data.



Metodesammenligning

Axis-Shield Anti-CCP-analysen (FCCP600) er beregnet til at have en overensstemmelse pa > 99 % for RA og ikke-RA
praver, ved sammenligning med en komparator Axis-Shield Anti-CCP-analyse (FCCP200). RA og ikke-RA prgverne
beskrevet i afsnittet Klinisk falsomhed og specificitet blev anvendt til at sammenligne Axis-Shield Anti-CCP-analysen
(FCCP600) med Axis-Shield Anti-CCP-analysen (FCCP200). Afskeeringsvaerdien, som blev anvendt for Axis-Shield Anti-
CCP-analysen (FCCP200) var 5,0 U/ml, som angivet i producentens indlaegsseddel. Med en afskeeringsveerdi pa
5,0 U/ml for Axis-Shield Anti-CCP-analysen (FCCP600), blev overensstemmelsen beregnet til at veere 99 %. Resultaterne
er opsummeret i de fglgende tabeller.*

FCCP200
Alle prgver (514) — .
Positiv Negativ
Positiv 179 4
FCCP600 _
Negativ 1 330
Sammenligningsmetode FCCP600 versus FCCP200
Antal prgver 65
Heeldning af regressionslinjen 0,910
Y-skaeringspunkt 1,226
Korrelationskoefficient 0,94

* Repreesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data.

En Receiver Operator Characteristic (ROC)-analyse blev udfert med de ovenstdende data opnaet for de to analyser.
Arealet under kurven (AUC) for Axis-Shield Anti-CCP-analysen (FCCP600) var 0,910 (95 % konfidensinterval:
0,881-0,940) og 0,903 (95 % konfidensinterval: 0,871-0,934) for komparator Axis-Shield Anti-CCP-analysen (FCCP200),
hvilket indikerer, at begge analyser er sammenlignelige med hensyn til deres kliniske differentiering. ROC-analysekurven
vises nedenunder.*

No discrimination
—<O>— FCCP200
- - F - - FCCP600

Sensitivity (true positives)
o
o
)

0l T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

1 - Specificity (false positives)

* Repreesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data.
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Preecision

En undersggelse blev udfart efter vejledning fra CLSI (formelt NCCLS) dokument EP5-A2.24 To anti-CCP-kontroller, seks
QC-panelprgver og en human serumprgve blev analyseret med reagenser fra to lot, i to replikater, p& to separate
tidspunkter pr. dag i 20 dage (n=80). Data fra denne undersggelse blev opsummeret i den fglgende tabel som
repraesentative data (afrundet til 1 decimal):

Saet Gennemsnit | Under karsel l?(/lelle;m Mellem dage Total
Prove Lot n (U/ml) 22l
SD | %wCv | SD | wCcv | SD %CV | SD |%cCV
Positiv 001 80 20,30 1,05 5,2 1,24 6,1 0,00 0,0 1,63 8,0
kontrol 003 20,62 043 | 21 | 120 | 58 | 0,00 0,0 127 | 62
001
oc1 80 3,72 0,33 88 | 0,17 | 45 0,13 3,6 0,39 | 10,5
003 3,92 0,23 58 | 0,35 8,9 0,04 1,1 0,42 | 10,7
001
oc 2 80 8,17 034 | 42 | 0,72 8,8 0,00 0,0 0,80 | 9,8
003 8,47 0,30 | 3,6 | 0,70 8,3 0,25 2,9 0,80 | 95
001
oc 3 80 15,30 0,37 24 | 0,93 6,0 0,30 1,9 1,04 | 6,8
003 15,98 0,36 22 | 0,92 5,8 0,00 0,0 099 | 6,2
001
oc 4 80 53,55 230 | 43 3,19 6,0 1,71 3,2 429 | 8,0
003 55,49 236 | 42 | 3,35 6,0 0,00 0,0 409 | 7.4
001
ocs 80 94,26 3,17 | 3.4 7,31 7.8 2,01 2,1 8,22 | 8,7
003 97,15 2,61 2,7 5,56 57 4,79 4,9 779 | 8,0
oC6 001 80 134,77 4,58 3,4 584 | 43 5,74 4,3 938 | 7,0
003 142,41 569 | 4,0 9,02 6,3 0,00 00 |1067]| 7,5
Reference 001 80 5,18 0,34 6,6 0,24 4,6 0,21 4,0 0,46 9,0
Kontrol 003 5,09 0,26 5,1 0,21 4,1 0,21 4.2 0,39 7.7
001 4,83 0,16 33 | 0,38 7,9 0,24 5,0 0,48 | 9,9
Prove 1 80
003 4,77 0,20 | 41 | 0,37 7.8 0,25 5,2 0,49 | 10,2

* Repreesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data

Detektionsgraense

Detektionsgreensen (limit of detection, LOD) af Axis-Shield Anti-CCP-analysen ifglge CLSI (formelt NCCLS) dokument
EP17-A% blev fundet til at veere 1,04 U/ml*.

LOD-bestemmelser blev udfagrt ved hjeelpe af en negativ anti-CCP-prgve (60 replikater) og 6 anti-CCP-prgver med lavt
niveau (15 replikater hver).

* Repraesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data.

Hgjdosis hook

Hgjdosis hook er et faenomen, hvor meget hgje praveniveauer kan afleese inden for analysens dynamiske omrade. For
Axis-Shield Anti-CCP-analysen blev der ikke observeret nogen hgjdosis hook-effekt, da en prgve indeholdende ca.
3000 U/ml anti-CCP-antistof blev analyseret.*

* Repraesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data.

Interferens

Axis-Shield Anti-CCP-analysen er beregnet til at have en maksimal afvigelse i anti-CCP-koncentrationen fra de falgende
potentielt set interfererende stoffer inden for:

» + 15 % for anti-CCP-koncentrationer > 10,0 U/m|

* + 10 % for anti-CCP-koncentrationer > 4,0 U/ml til < 10,0 U/ml

* <0,75 U/ml for anti-CCP-koncentrationer < 4,0 U/ml

En undersggelse blev udfgrt baseret p& vejledning fra Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) dokument
EP7-A226 for Axis-Shield Anti-CCP-analysen. 6 prgver med anti-CCP-niveauer over hele analyseintervallet blev suppleret
med potentielt interfererende stoffer anfgrt i tabellen nedenunder. Den maksimale afvigelse af anti-CCP-koncentrationen
observeret i prgver i disse undersggelser varierede fra:

*-9,4 % til 3,3 % for anti-CCP-koncentrationer > 10,0 U/ml
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*-7,3 % til 4,8 % for anti-CCP-koncentrationer > 4,0 U/ml til < 10,0 U/ml
* -0,6 U/ml til 0,05 U/ml for anti-CCP-koncentrationer < 4,0 U/ml*

Potentielt set interfererende

Ingen interferens fundet op til

stoffer den fglgende koncentration
Haemoglobin 4 mg/mi
Bilirubin 0,2 mg/ml
Triglycerid (intralipid opl@gsning) 15 mg/ml
Reumatoid faktor 200 IU/ml
Totalt protein (gammaglobuliner) 120 mg/ml

* Repreesentative data, resultaterne fra individuelle laboratorier kan variere fra disse data.

BRUGSBEGRANSNINGER

o

Skgnt tilstedeveerelsen af antistoffer mod CCP er forbundet med reumatoid artritis, er et positivt resultat i sig selv
ikke diagnostisk, data skal overvejes i lyset af andre kliniske fund og laboratoriefund.

Nogle personer kan have hgje niveauer af anti-CCP-antistoffer med kun lidt eller ingen evidens for klinisk sygdom.
Omvendt kan nogle patienter med aktiv sygdom have niveauer af disse antistoffer, som ikke kan males. Den
kliniske betydning af denne information er aktuelt ikke klarlagt.

Da resultatet af en anti-CCP-analyse ikke er et diagnostisk bevis for tilstedeveerelse eller fraveer af klinisk sygdom,
bar behandlingen ikke startes kun pa grundlag af et positivt anti-CCP-resultat.

Pabegyndelse eller sendringer i behandling bgr ikke baseres pa aendringer i anti-CCP-autoantistofkoncentration,
men hellere pa klinisk(e) observation(er).

Den kliniske virkning af at overvdge CCP-autoantistofniveauer som en indikation af progression/remission af
reumatoid artritis er ikke blevet defineret.

Veerdien af anti-CCP i juvenil artritis er ikke blevet bestemt.

Pa grund af specifikke karakteristika af antigen/antistof-interaktioner, er det ikke koncentrationen af antistof, der
bestemmes, men aktiviten. Da patientsera indeholder heterogene antistofpopulationer, kan nogle praver udvise
non-linearitet, iseer ved meget hgje pravefortyndinger.
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