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SUOMI: KAYTTOTARKOITUS

Axis-Shield CCP-vasta-ainetesti on semikvantitatiivinen/kvalitatiivinen entsyymiin kytketty immunosorbenttimaaritys
(ELISA), jolla voidaan havaita IgG-luokan autovasta-aineita syklista sitrullinoitua peptidia (CCP) vastaan ihmisen
seerumissa (mukaan lukien seerumin erotusputki (SST)) tai plasmassa (EDTA, litiumhepariini tai natriumsitraatti). CCP-
vasta-aineiden havaitsemisen tarkoitus on auttaa nivelreuman (RA) diagnoosia, ja sitd tulee kayttdd yhdessa muun
kliinisen informaation kanssa. Autovasta-aineiden tasot edustavat yhtd parametria useita kriteereja kasittdvassa
diagnostisessa prosessissa, johon siséltyy seka kliinisia etté laboratoriopohjaisia arviointeja. In vitro -diagnostiikkaan.

JOHDANTO

Nivelreuma on yleinen, systeeminen autoimmuunitauti, joka vaivaa 0,5-1,0 % aikuisvaestosta. Nivelreumalle on
luonteenomaista krooninen nivelkalvon tulehdus, joka voi johtaa nivelen etenevaan tuhoutumiseen ja monissa
tapauksissa johtaa vammautumiseen ja elamanlaadun huononemiseen.! On yleisesti hyvaksyttya, etta varhainen
interventio on oleellisen tarkeda peruuttamattoman nivelvaurion estamiseksi ja nain ollen on tarkeda ettéd nivelreuma
diagnosoidaan mabhdollisimman varhain taudin kulussa.?® Nivelreuman diagnoosi perustuu etusijassa Kliinisiin,
radiologisiin ja immunologisiin piirteisiin. Yleisin serologinen testi on reumatekijan (RF) mittaaminen.* Vaikka RF-testilla on
hyva herkkyys, se ei ole spesifinen nivelreumalle, koska se on usein l&sna terveissa yksildissa ja potilaissa, joilla on muita
reuma- tai tulehdussairauksia, autoimmuunitauteja tai kroonisia infektioita.>

Useiden vuosien ajan on ymmarretty, ettd vasta-aineet anti-perinukleaaritekijalle (APF) ja keratiinille (AKA) ovat hyvin
spesifisia nivelreumalle. Sittemmin raportoitiin, ettd molemmat naista vasta-aineista reagoivat natiivin filaggriinin kanssa ja
nyt niihin viitataan nimella filaggriinivasta-aineet (AFA).57:8 Hiljattainen nayttd on osoittanut, etta kaikki nAma vasta-aineet
kohdistuvat sitrulliinia sisaltaviin epitooppeihin.® Sitrulliini on epéastandardi aminohappo, koska se ei inkorporoidu
proteiineihin proteiinisynteesin aikana. Se voidaan kuitenkin tuottaa arginiinitdhteiden posttranslationaalisella
modifikaatiolla peptidyyliarginiinideiminaasientsyymin (PAD) toimesta.’® Vuonnal998 Schellekens ja kollegat raportoivat,
ettd autovasta-aineet, jotka olivat reaktiivisia lineaaristen, synteettisten, sitrulliinia sisaltavien peptidien suhteen, olivat
hyvin spesifisia nivelreumalle ELISA-pohjaisessa maarityksessa.l’? Mydbhemmat tutkimukset osoittivat, ettd naiden
lineaaristen peptidien sykliset variantit, joille annettiin nimeksi sykliset sitrullinoidut peptidit (CCP) olivat yhta spesifisia
nivelreumalle mutta herkkyys oli suurempi kuin lineaarisilla peptideilla.1? Yritettdessa parantaa CCP-testin herkkyytta
edelleen, nivelreumaseerumeilla seulottiin erityinen sitrulliinia sisaltdvien peptidien kirjasto ja havaittiin uusi peptidien
joukko (CCP2), joka toimi ylivertaisesti paremmin CCP1-testiin verrattuna.® Viimeisen muutaman vuoden aikana monet
julkaistut raportit ovat vahvistaneet CCP2-testin diagnostisen suorituskyvyn.1* CCP-vasta-aineita, joita kutsutaan myos
usein sitrulliinia siséltavia proteiineja/peptidejd vastaan suunnatuiksi vasta-aineiksi (ACPA), on havaittu olevan lasna
taudin hyvin varhaisessa vaiheessa, usein ilman Kliinisia oireita, ja monet raportit viittaavat siihen, etta koholla olevat
CCP-vasta-aineet voivat ennustaa erosoituvan taudin kehittymista.151617.18,1920 Nama loydokset viittaavat siihen, etta
syKlisilla sitrulliinia sisaltavilla peptideilla on tarkea rooli nivelreuman diagnoosissa taudin kulun varhaisvaiheessa.

Vuonna 2010 julkaistiin luokittelukriteerit ACR / EULAR Rheumatoid Arthritis Classification Criteria ja ndmé& korvasivat
"vanhat" ACR-kriteerit vuodelta 1987, joita yleisesti pidettiin epésopivina nivelreuman varhaiseen diagnoosiin. Tarkistetut
luokittelukriteerit, jotka julkaisivat yhteistydssa Yhdysvaltojen reumalaakariyhdistys (American College of Rheumatology,
ACR) ja European League Against Rheumatism (EULAR), suorittelivat pisteytystd 0—10. Uusia luokittelukriteereja tulee
kayttda jokaiselle yksilélle, jolla ilmenee selva synoviitti (erilaistumaton tulehduksellinen artriitti). Nelja lisdkriteerid olivat
affisioituneiden nivelten lukumaéra, serologinen epanormaalius, akuutin vaiheen vaste ja oireiden kesto affisioituneissa
nivelissa. Ensimmadistd kertaa serologisiin kriteereihin kuuluivat ACPA-vasta-aineiden, kuten CCP-vasta-aineiden,
mittaus, samoin kuin alhaisen positiivisen ja korkean positiivisen serologiatuloksen jonkinasteinen maarittely.?!

Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritys on ELISA, joka perustuu siihen ettd ihmisen seerumissa tai plasmassa havaitaan
autovasta-aineita, jotka kohdistuvat synteettiseen sykliseen peptidiin, joka sisdltdd modifioituja arginiinitahteitd (CCP2-
peptidit). Testi antaa lisdapuvalineen nivelreumapotilaiden diagnoosiin.

MAARITYKSEN PERIAATE

Mikrotiitterilevyn liuskojen kuopat paallystetdéan hyvin puhtaalla synteettisella syklisella sitrullinia sisaltavalla peptidilla,
joka sisaltda modifioituja arginiinitdhteitd. Ensimmaisen inkubaation aikana spesifiset autovasta-aineet laimennetussa
seerumissa tai plasmassa sitoutuvat antigeenilla paallystetylle pinnalle. Kuopat pestédén sitten sitoutumattomien
komponenttien poistamiseksi. Toisessa inkubaatiossa konjugaatti, entsyymileimattu, ihmisen IgG:n tunnistava
polyklonaalinen vasta-aine, sitoutuu pintaan sitoutuneisiin autovasta-aineisiin. Lisdpesujen jalkeen spesifiset autovasta-
aineet tuodaan nakyviin inkuboimalla substraatin kanssa. Pysaytysliuoksen lisddminen lopettaa reaktion, jolloin tuloksena
on vérillinen lopputuote ja sitoutuneen konjugaatin maara mitataan absorbanssiyksikkoina. Kvalitatiivisessa protokollassa
naytteen sitoman konjugaatin maaraa verrataan referenssikontrollin sitoman konjugaatin maaraan. Semikvantitatiivisessa
protokollassa CCP-autovasta-aineen pitoisuus voidaan arvioida interpoloimalla kalibraattoreihin  perustuvasta
annosvastekayrasta.



TARVIKESARJAN KOMPONENTIT

Piparjuuriperoksidaasilla leimattu vuohen
polyklonaalinen vasta-aine ihmisen IgG:ta vastaan, 0,1
% (w/v) p-hydroksifenyylietikkahappoa, 0,15 % (w/v)

O

CONJ 1x15,0 mi Proclin-tuotetta ja 1 % proteiinipohjaista (naudan)
stabilointiainetta (w/v) HEPES-puskurissa.
Kayttovalmis. HUOMAA. VAROITUS.
3,3',5,5'-tetrametyylibentsidiini, puskuriliuos. @
SUBS 1x 15,0 ml Kayttovalmis. Suojaa valolta sailytyksen aikana.
HUOMAA. VAROITUS. @
Rikkihapon vesiliuos, 0,25 mol/l @
1x15,0ml o .
SOLN |STOP XEEME T ayttovalmis.  HUOMAA. VAARA. ’
Fosfaattipuskuroitu suolaliuos, 1,3 % (v/v) Tween 20:ta
BUFWASH|10 X 3x250ml | Laimennettava ennen kayttoa.
8 x 12-
kuoppainen
\r/rukrg::;(t;enle Paallystetty synteettiselld, syklisella sitrulliinia sisaltavalla
MTP 8 X 12 |il)J/,S=(at peptidilla, uudelleen suljettavassa foliopakkauksessa, joka
voidaan sisaltaé kuivausainetta.
irrottaa
toisistaan
Fosfaattipuskuria, proteiinipohjaista (naudan)
stabilointiainetta, 0,5 % (w/v) natriumatsidia.
SAMPLE DIL|5 X 1 x 25,0 ml Laimennettava ennen kayttoa.
HUOMAA. VAARA. @
1x10ml Fosfaattipuskuria, proteiinipohjaista (naudan) stabilointiainetta,
CAL 1 ' < 0,1 % (w/v) natriumatsidia. 0 U/ml. Kayttévalmis.
Ihmisen plasmaa, fosfaattipuskuria, proteiinipohjaista (naudan)
CAL 2 CAL 6 5x10ml stabilointiainetta,
= ' < 0,1 % (w/v) natriumatsidia. 2, 8, 30, 100, 300 U/ml.
Kayttovalmis.
1x15ml Ihmisen plasmaa, puskuria, < 0,1 % (w/v) natriumatsidia.
CONTROL |REF ' Kayttovalmis.
CONTROL + 1x0,3ml Ihmisen plasmaa, < 0,1 % (w/v) natriumatsidia. Laimenna
1:100 laimennetulla ndytteen laimennusaineella ennen
1x0,3ml kayttda, kuten naytteidenkin tapauksessa.

CONTROL |-




REAGENSSIEN SAILYTYS

Avatun pakkauksen sailyvyys

Pakkaus avattiin ja sitd kaytettin kolme kertaa uudelleen kolmen kuukauden aikana, pakkauksen suorituskyvyn
heikkenematta. Kayton jalkeen komponentit on palautettava sailytyslampétilaan 2—8 °C.

Késittely ja menetelmé&é koskevia huomautuksia

1. Sailytda pakkauksen komponentit lampoétilassa 2-8 °C ja kaytda kunnes etiketeissd mainittu viimeinen
kayttopaivamaara umpeutuu. Vanhentuneita reagensseja ei saa kayttaa.

2. Eri eranumeroita ei saa sekoittaa keskenaan.

3. Pakkauksia ei saa jaadyttaa.

4, Konsentroitu pesupuskuri, konsentroitu naytteen laimennusaine ja positiivi- ja negatiivikontrollit on laimennettava
ennen kayttod. Kaikki muut reagenssit ovat kayttdvalmiita.

5. Varmista, etta laimennettu pesupuskuri ja laimennettu naytteen laimennusaine eivat kontaminoidu mikrobeilla ja
palauta ne lampétilaan 2—8 °C testaamisen jalkeen.

6. Pane ylimaaraiset (kayttamattomat) mikrotiitterilevyn liuskat takaisin foliopakkaukseen kuivausaineen kanssa.
Varmista ettd pakkaus on suljettu tiiviisti ja vie se takaisin lampétilaan 2—8 °C seuraavaa kayttdkertaa varten.

7. Suojaa substraatti valolta sailytyksen aikana.

8. Valta reagenssien kontaminoitumista. Kayta uutta kertakayttdista pipetin karkea jokaista reagenssin tai naytteen
manipulaatiota varten.

Hajoamisen merkit
Substraatin tulee olla joko varitdn tai hyvin heikosti sininen. Mink& tahansa komponentin sameus tai sakkautuminen on
hajoamisen merkki ja komponentti on havitettava.

Jos pesuliuoksen laimennusaineessa tai naytteen laimennusaineessa nakyy kiteitd kylmasta ottamisen jalkeen, nama
liukenevat kaantamalla pullo yldsalaisin ja antamalla sen tasapainottua huoneenlampétilaan.

Naytteen ottaminen ja sailytys

Maaritysta suositellaan ihmisen seerumin (mukaan lukien seerumin erotusputki (SST)) tai plasman (EDTA, litiumhepariini
tai natriumsitraatti) naytteille. Muiden tyyppisten putkien kayttod tdssd maarityksessa ei ole testattu. Ala kayta
voimakkaasti hemolysoituneita tai sameita naytteitd. Sekoita sulatetut naytteet perusteellisesti ennen maaritysta ja valta
toistuvaa jaadyttamista ja sulattamista. Ala lampdinaktivoi naytteitd, tama voi johtaa vaariin tuloksiin.

Noudata néaytteenottoputkien valmistajan ohjeita valmistellessasi analyysid. Naytteitd voidaan sailyttda
laimentamattomana lampdtilassa 2—8 °C nelja viikkoa; pitempada sailyttdmista varten sailyta -20 °C:n lampdtilassa tai tata
alemmassa lampdotilassa. Naytteet, jotka on laimennettu 1:100 laimennetussa ndytteen laimennusaineessa, on kaytettava
24 tunnin sisalla laimentamisesta.

VAROITUKSET JA VAROTOIMENPITEET

Vain n vitro diagnostiikkaan.
Varotoimenpiteet
1. Noudata taman kirjasen ohjeita tarkasti, erityisesti kasittely- ja sailytysohjeita.

2. AKalibraattorit ja kontrollit sisaltavat ihmisen plasmaa, joka on testattu FDA:n hyvaksymilla maarityksilla
seuraavien suhteen: HBsAg, HIV-1 RNA tai HIV-1 Ag, HIV-1/HIV-2-vasta-aine, ja HCV-vasta-aine tai HCV-RNA ja
havaittiin ei-reaktiivisiksi/negatiivisiksi. Koska mik&an tunnettu testi ei takaa taysin, ettad infektiivisia agensseja ei ole
lasna, kalibraattoreita ja kontrolleja on pidettdvd mahdollisesti infektiivisind ja niitd on kasiteltava samoja
varotoimenpiteitd noudattaen kuin kaikkia mahdollisesti tartuntavaarallisia materiaaleja. Clinical and Laboratory
Standards -instituutin (CLSI) hyvéksymét suositukset "Protection of Laboratory Workers from Occupationally
Acquired Infections” (M29-A3 — kolmas laitos),?> kuvaa, kuinka naitd materiaaleja tulee k&sitellda hyvan
laboratoriotavan mukaisesti.

3. Suulla pipetointi on kielletty.

4, Tupakointi, sydminen, juominen tai kosmeettisten aineiden kayttd on kielletty sielld, missa pakkauksia ja naytteita
kasitellaan.

5. Kaikki ihovaivat, viillot, hiertymat ja muut iholeesiot on suojattava sopivalla tavalla.

6. Kalibraattorit, kontrollit ja konsentroitu naytteen laimennusaine sisaltavat natriumatsidia, joka voi reagoida lyijy- ja

kupariputkien kanssa, jolloin muodostuu herkéasti rajahtavia metalliatsideja. Estd atsidien keraantyminen
huuhtelemalla jate viemariin suurella maaralla vetta.



Taman pakkauksen sisaltamilla kaikilla vaarallisilla komponenteilla on kayttéturvallisuustiedotteet, jotka ovat
saatavilla pyynndsta Axis-Shield Diagnostics -yhtiolta.

Varoitus: Liittovaltion lain mukaan tdméan laitteen saa myyda tai vain laakarin maarayksesta.

Varoitus
H317 — | Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion
@ . Ennaltaehkaisy
Varoitus P272 — | Saastuneita tyOvaatteita ei saa vieda tyOpaikalta.
Konjugaatti P280 — | Kayta suojakéasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta /kasvonsuojainta.
P363 — | Pese saastunut vaatetus ennen uudelleenkayttoa.
Varoitus
@ H302 — | Haitallista nieltyna.
Varoitus H312 — | Haitallista joutuessaan iholle.
Substraatti H315 — Arsyttéé ihqa. o
H319 — | Arsyttaa voimakkaasti silmia.
H332 — | Haitallista hengitettyna.
H335 — | Saattaa aiheuttaa hengitysteiden arsytysta.
Ennaltaehkéisy
P260 — | Ala hengita polya/savua/kaasua/sumua/hdyrya/suihketta.
P280 — | Kayta suojakasineitéd/suojavaatetusta/silmiensuojainta /kasvonsuojainta.
Vastaus
P301+310 — | JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota valitttmésti yhteys
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai laakariin.
P304+340 — | JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkilo raittiiseen iimaan ja pida
lepoasennossa, jossa on helppo hengittaa.
P305+351+338 — | JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedellda usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, edical voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.
Varoitus
H302 — | Haitallista nieltyna.
H318 — | Vaurioittaa vakavasti silmié.
H412 — | Haitallista vesieli6ille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia.
@ EUHO032 — | Kehittaa erittain myrkyllistd kaasua hapon kanssa.
Vaara Ennaltaehkéisy
Naytteen P264 — | Saastuneita tyOvaatteita ei saa vieda tyopaikalta.
laimennusaine P280 — | Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta /kasvonsuojainta.
Vastaus
P301+310 — | JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota valittémasti yhteys
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai laakariin.
P305+351+338 — | JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Jos hengitysvaikeuksia, siirréd henkild
raittiseen ilmaan ja pida lepoasennossa, jossa on helppo hengittaa.
P330 — | Huuhdo suu.
Varoitus
H314 — | Voimakkaasti ihoa syovyttavaa ja silmia vaurioittavaa.
Vaara Ennaltaehkéisy
Pyséytysliuos P260 — Ala he.r.lg?.ta P?Iyé/squa/kaaﬂsga/ﬂsymua/hdyrya/suihketta.
P273 — | Véaltettava paastamista ymparistoon.
P280 — | Kayta suojakasineitéd/suojavaatetusta/silmiensuojainta /kasvonsuojainta.
Vastaus
P301+330+331 — | JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Huuhdo suu. El saa oksennuttaa.
P303+361+353 — | JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus
valittdmasti. Huuhdo/suihkuta iho vedella.
P304+340 — | JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkilo raittiseen ilmaan ja
pida lepoasennossa, jossa on helppo hengittaa.
P305+351+338 — | JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedella usean

minuutin ajan. Poista piilolinssit, edical voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.




ESITYOT

Tarvittavat materiaalit/laitteisto, jotka eivét tule pakkauksen mukana

1. 96-kuoppalevyn/liuskan lukija, jossa on 450 nm:n suodatin.

Tarkkuuspipetit, joilla voi annostella 10 ul, 100 ul, 1 ml. Automaattinen pipetti, jolla voi annostella 100 pl.
Automaattinen pipetti, jolla voi annostella 300 pl manuaalista pesua varten; automaattinen levy pesulaite
valinnainen.

Lasisia/muovisia mittasylintereitda: 1x100 ml, 1x500 ml.

1 ml:n kokoisia sailioita.

Tislattua/deionisoitua vetta.

Paperipyyhkeita.

Ajastin 30 ja 60 minuutin valiajoille.

N
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Maarityksen valmistelu

Anna kaikkien pakkauksen komponenttien, mikrotiitterilevyn liuskat mukaan lukien, lammeta 18-25 °C:n lampétilaan
30-60 minuuttia ennen kayttod. Sekoita reagenssit kaantamalla niit varovasti ylosalaisin.

Ala laimenna referenssikontrollia.
Laimenna seuraavat reagenssit ja sekoita perusteellisesti.

Reagenssi Tilavuus | Lisaa
Konsentroitu pesupuskuri 1 pullo 225 ml tislattua/deionisoitua vetta
Konsentroitu naytteen laimennusaine 1 pullo 100 ml tislattua/deionisoitua vetta

Positiiviset ja negatiiviset
kontrollit/naytteet

1 ml laimennettua naytteen

10 laimennusainetta

Laske kuinka monta mikrotiitterilevyn liuskaa tarvitaan kyseiseen maaritykseen ja pida nama mikrotiitteriliuskoille
tarkoitetussa kehyksesséa. Palauta ylimaaraiset liuskat uudelleen suljettavaan foliopussiin, jossa on kuivausainetta, ja
sailyta lampotilassa 2-8 °C seuraavaa kayttokertaa varten. Varmista, ettd kaikki liuskat ovat tukevasti Kkiinni
mikrotiitteriliuskoille tarkoitetussa kehyksessa. Kayttdjat haluavat kenties numeroida jokaisen liuskan ylareunan
tunnistamisen helpottamiseksi. Sailyta mikrotiitteriliuskoille tarkoitettu kehys mybhempaa kayttdéa varten.

MAARITYSPROTOKOLLA

Kvalitatiivinen protokolla: maarityksen referenssikontrolli, positiivi- ja negatiivikontrollit, ja naytteet.
Semikvantitatiivinen protokolla: maarityksen kalibraattorit (1-6), positiivi- ja negatiivikontrollit, ja naytteet.
1. Merkitse muistiin kuoppien tunnukset.

2. Pipetoi 100 ul refenssikontrollia/kalibraattoreita kahtena rinnakkaisena ja etukateen laimennetut (1:100) positiivi- ja
negatiivikontrollit kahtena rinnakkaisena asianmukaisiin kuoppiin. Pipetoi 100 yuL etukateen laimennettua (1:100)
potilasnaytettd yksittdisend tai kahtena rinnakkaisena asianmukaisiin kuoppiin. Naytteiden arviointi kahtena
rinnakkaisena on suositeltavaa, mutta se on valinnaista laboratorion kdytantéjen mukaan. Tama vaihe saa vieda
korkeintaan 10 minuuttia jokaisen kalibraattori/kontrollit/naytteet -setin kanssa.

3. Inkuboi 60 + 10 minuuttia lampétilassa 18—-25 °C.

Kaada liuskojen sisaltd pois kdantamalla ne nopeasti ylosalaisin biologisten materiaalien havittdmiselle soveltuvan
kaatoaltaan ylapuolella, pitden mielessa ettd naytteet ovat mahdollisesti tartuntavaarallisia. Taputtele yldsalaisin
olevia liuskoja hyvin paperipyyhkeité vasten.

5. Pese kuopat nelja kertaa korkeintaan 300 pl:lla laimennettua pesupuskuria. Kaada neste pois ja taputtele
liuskoja paperipyyhkeita vasten jokaisen pesuvaiheen jalkeen.

6 Lisda 100 pl konjugaattia kuhunkin kuoppaan.

7 Inkuboi 30 + 5 minuuttia lampdétilassa 18-25 °C.

8. Toista vaiheet 4 ja 5.

9 Lisd& 100 pl substraattia kuhunkin kuoppaan.

10.  Inkuboi 30 + 5 minuuttia lampétilassa 18-25 °C. Ala kaada pois.

11. Lisdd 100 pl pysaytysliuosta jokaiseen kuoppaan, samassa jarjestyksessa ja samalla nopeudella kuin lisasit
substraatin. Napauttele kuoppia varovasti niiden sekoittamiseksi ja varmista, ettei niissa nay kuplia.

12.  Lue liuskat aallonpituudella 450 nm.
13.  Lue méaaéritys 60 minuutin sisalla testin loppuun suorittamisesta.
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TULOSTEN LASKENTA JA TULKINTA

Harkitse jokaista maaritysté erikseen tuloksia laskettaessa ja tulkittaessa.
Kvalitatiivinen protokolla

Laske keskim&ardisen absorbanssiarvon (optinen tiheys) suhde positiivi- ja negatiivikontrolleille ja jokaiselle
(keskimaaraiselle) naytteelle jakamalla absorbanssiarvo referenssikontrollin keskimaaraisella absorbanssiarvolla:

keskimaarainen kontrollin absorbanssiarvo
referenssikontrollin keskimaarainen absorbanssiarvo

Absorbanssisuhde=

(keskim@araisen) naytteen absorbanssiarvo
referenssikontrollin keskimaarainen absorbanssiarvo

Absorbanssisuhde =

Kayttajien on laskettava positiivisten ja negatiivisten naytteiden vélinen raja-arvo, joka on spesifinen heidan
potilaspopulaatioilleen. Tulokset potilaspopulaatioilla, joita kaytettiin Axis-Shieldin kliinisessé tutkimuksessa, ehdottavat
seuraavaa raja-arvoa:

Absorbanssisuhde Tulosten tulkinta

< 0,95 Negatiivinen

>0,95-<1,0 Rajatapaus - testin toisto suositeltavaa
>1,0 Positiivinen

Semikvantitatiivinen protokolla
Merkitse jokaisen kalibraattorin keskim&arainen absorbanssiarvo kalibraattorin pitoisuuden logio:td vastaan sopivalla
asteikkopaperilla. Positiivisten ja negatiivisten kontrollien ja (keskimaaraisten) naytteiden pitoisuudet voidaan sitten lukea
kalibraatiokayrasté; tyypillinen kalibraatiokayrén kuvaaja naytetédén alla viitteend. Sitd ei saa kayttaa tulosten tulkinnassa.
Neljan parametrin logistiset (4PL) ja kuutiospliiniset kayran sovitukset kayvat tdhén. Muita kayrén sovitusmenetelmia ei
suositella
Naytteet, joiden absorbanssit ovat yli kalibraattorin 6 (300 U/ml) ovat madrityksen alueen ulkopuolella, ja ne on
raportoitava > 300 U/ml, laimennettava ja maaritettdva uudelleen, ottaen huomioon tdma lislaimennus.
Semikvantitatiivisten tulosten tulkintaa varten ja Axis-Shield referenssipopulaatiosta* saatujen tulosten perusteella
ehdotetaan seuraavaa:

(Keskiméaaraisen) naytteen tulos Tuloksen tulkinta
<5U/ml Negatiivinen
>5 U/ml Positiivinen

*Tata ehdotetaan vain suosituksena. Suositellaan, ettd kayttajat maarittavét referenssialueen, joka voi olla populaatiolle
ominainen.

HUOMAA: Kuten missa tahansa vasta-ainetta mittaavassa maarityksessa, tdma madaritys maarittda naytteessa olevan
vasta-aineen aktiivisuutta, ei pitoisuutta. Aktiivisuuteen voivat vaikuttaa monet parametrit, kuten vasta-aineen aviditeetti.

Kalibraattorin pitoisuudet

Kalibraattorin Pitoisuus U/ml
numero
1 0
2 2
3 8
4 30
5 100
6 300

Tyypillinen kalibraatiokayra

h%]
I

Absorbance
450nm

1 1|0 160 10'00
U/ml anti-CCP



LAADUNVALVONTA

Varmista, etta levynlukija huolletaan ja kalibroidaan asianmukaisesti valmistajan ohjeiden mukaisesti ja ettd kaytetaan
oikeaa aallonpituutta.

Kayttajien on varmistettava, ettd he tuntevat tdysin maarityksen ohjeet, erityisesti kohdan Varoitukset ja varotoimet, ja
kasittelyd ja toimenpiteitd koskevat huomautukset. Kayttdjien tulee osoittaa, ettd he saavat testituloksia, jotka ovat
tarkkuudeltaan ja raportoitavalta alueeltaan vertailukelpoisia valmistajan tulosten kanssa, ennen kuin he raportoivat
potilaiden testituloksia. Suositellaan, ettd esilaimennetut positiivi- ja negatiivikontrollit ajetaan kahtena rinnakkaisena
kaikissa naytteissa testimenetelman laadun seuraamiseksi. Aja helppokayttdinen referenssikontrolli kahtena
rinnakkaisena kaikissa kvalitatiivisissa maarityksissa.

Olettaen, etté valmistajan kuvaamat tarkkuusspesifikaatiot saavutetaan, jos mika tahansa kontrolli ei tayta alla annettuja
kontrollin suhdespesifikaatioita, méaritys on epékelpo ja potilastuloksia ei saa raportoida. Kayttaja voi toistaa maarityksen
tarkistettuaan menetelmén, tai ottaa yhteyttd jalleenmyyjaén tai valmistajaan. Jos méaritys toistetaan, valmista jokaiselle
kontrollille ja naytteelle uusi laimennus. Laboratoriot voivat halutessaan lisdtd mukaan omia kontrollejaan jokaiseen
maadritysajoon. Sailytd sellainen kontrollimateriaali -20°C:n lampétilassa tai tatd kylmemméssa ja valtéa toistuvia
jaatymis/sulamis-sykleja. Sailontaaineet kuten 0,1-prosenttinen natriumatsidi (w/v) eivéat vaikuta naytetuloksiin.

Tietyissa taudeissa tunnistettujen analyyttien maarat ovat valmistajan maarittdmia tietyille populaatioille, eivatkd ne
valttamatta vastaa kirjallisuuden tietoja. Esiintyvyydet, niiden suhde tiettyihin tauteihin, referenssialueet ja asianmukaiset
raja-arvot on kaikki laskettava spesifisille populaatioille, joita kayttajat palvelevat.

Kontrollisuhteiden spesifikaatiot

Protokolla Spesifikaatiot
Positiivikontrollin absorbanssi 511
Referenssikontrollin absorbanssi -
Kvalitatiivinen (suhteet)
Negatiivikontrollin absorbanssi <095

Referenssikontrollin absorbanssi

Katso positiivisen kontrollipullon etiketista hyvaksyttdva odotettu alue (U/ml)

Semikvantitatiivinen — —
Negatiivikontrollin pitoisuus < 2 U/ml

ODOTETUT ARVOT

200 seeruminaytetta oireettomilta, ilmeisen terveilta luovuttajilta, joiden ika vaihteli valilla 18-72 vuotta, ja jotka kasittivat
noin yhta suuret maarat miesten [n = 105] ja naisten [n = 95] naytteitd, testattiin Axis-Shield CCP-vasta-ainemaarityksella
(FCCP200).

Ei havaittu mitddn sukupuolesta tai idstad johtuvia eroja (laskettu vertaillen ikda < 40 vuotta [n = 115] ja > 40 vuotta
[n = 85]).

Keskimaardinen kokonaispitoisuus CCP-vasta-aineelle tdssé populaatiossa oli 0,63 + 0,419 U/ml (vaihteluvali
0,05-3,8 U/ml).

Taman referenssipopulaation tulosten ja kliinisen populaation tulosten perusteella ehdotetaan seuraavaa maarityksen
raja-arvoa:

Referenssialue
<5 U/ml = Negatiivinen
> 5 U/ml = Positiivinen

Tata referenssialuetta ehdotetaan vain suosituksena ja jokaisen laboratorion on asetettava referenssialue, joka voi olla
yksildllinen palveltavalle populaatiolle, riippuen maantieteellisista, potilaaseen liittyvistd, ruokavalioon liittyvista tai
ymparistoon liittyvista tekijoista tai kliinisesta kaytannostda. Ota huomioon, ettd nivelreuma on kaksi kertaa yleisempi
naisilla kuin miehilla.



SUORITUSKYKYTIETOJA

Laimennuksen lineaarisuus

Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritys on suunniteltu lineaariseksi mittausalueella LOD — 300 U/ml.
Perustuen tutkimukseen, joka suoritettin CLSI-asiakirjan EP6-A suositusten mukaisesti,?® Axis-Shield CCP-vasta-
ainemaaritys osoittautui lineaariseksi valilla 1,04 U/ml — 300 U/ml.*

* Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset voivat olla erilaisia kuin ndma tulokset

Naytteilla > 300 U/ml ilmenee keskim&arainen takaisinsaanti < 100 % + 15 %* odotetusta tuloksesta, kun ne
laimennetaan maaritysalueelle ja kaytetaan oikeaa laimennuskerrointa.

* Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset voivat olla erilaisia kuin ndma tulokset

Kliininen herkkyys ja spesifisyys
Axis-Shield CCP-vasta-ainemaarityksen (FCCP600) kliininen herkkyys maaritettiin 229 vahvistetulle nivelreumapotilaalle,
ja kliininen spesifisyys maaritettiin 285 ei-nivelreumanaytteelle (135 oli peréisin potilaista, joilla oli muu reuma- ja ei-

reumasairaus ja 150 oireettomista, ilmeisen terveista yksildistd). Kun kaytettiin raja-arvoa 5,0 U/ml, herkkyyden laskettiin
olevan 78 %, spesifisyyden ollessa 99 %. Tulokset esitetdan yhteenvetona seuraavissa taulukoissa.*

. Kaikkiaan Positiivinen
Nayteluokka n n % herkkyys
Nivelreuma 229 179 78
B Kaikkiaan Positiivinen o
Nayteluokka n n % spesifisyys
Ei-nivelreumanaytteita kaikkiaan 285 4 98,6
Ei nivelreumaa, terve oireeton 150 1 99,3
Ei-nivelreuma-tautinaytteita* 135 3 97,8

“Kliininen spefisisyys 135 naytteelle, jotka otettiin potilaista, joilla oli muita reuma- ja ei-reumasairauksia, luokitellaan

seuraavassa taulukossa.*

Ei-nivelreumatautinaytteet Kaikkiaan Positiivinen Kliininen
n n spesifisyys

Kaikkiaan 135 3 97,8 %
Tulehduksellinen polyartriitti 41 1 97,6 %
EBV IgG -positiivinen 18 1 94,4 %
Hashimoton tyreoidiitti 17 0 100 %
Sjogrenin oireyhtyma 16 1 93,8 %
Systeeminen lupus erythematosus 16 0 100 %
Vaskuliitti 5 0 100 %
Skleroderma 5 0 100 %
Osteoartriitti 4 0 100 %

Crohnin tauti 3 0 100 %
Raynaud’'n ilmi® 3 0 100 %
Haavainen koliitti 2 0 100 %
Nivelpsoriaasi 2 0 100 %
Reaktiivinen artriitti 1 0 100 %
Selkarankareuma ja monilihastulehdus 2 0 100 %

*Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset saattavat olla erilaisia kuin nédma tulokset.




Menetelmien vertailu

Axis-Shield CCP-vasta-ainemaarityksella (FCCP600) on suunniteltu olevan konkordanssi > 99 % nivelreuma- ja ei-
nivelreumanaytteilla, kun sitd verrataan vertailutuotteeseen, Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritykseen (FCCP200).
Nivelreuma- ja ei-nivelreumanéaytteita, jotka kuvattiin osissa Kliininen herkkyys ja spesifisyys, kaytettiin vertailtaessa Axis-
Shield CCP-vasta-ainemaaritysta (FCCP600) Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritykseen (FCCP200). Axis-Shield CCP-
vasta-ainemaarityksessa (FCCP200) kaytettiin raja-arvoa 5,0 U/ml, valmistajan tuoteselosteen mukaisesti. Kaytettaessa
raja-arvoa 5,0 U/ml Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritykselle (FCCP600), konkordanssin laskettiin olevan 99 %. Tulokset
esitetdan yhteenvetona seuraavissa taulukoissa.*

o FCCP200
Kaikki naytteet (514) — -
Positiivinen Negatiivinen
Positiivinen 179 4
FCCP600 —
Negatiivinen 1 330
Vertailumenetelma FCCP600 vs FCCP200
Naytteiden lukumaara 65
Regressiosuoran 0,910
kulmakerroin
Y-akselin leikkauskohta 1,226
Korrelaatiokerroin 0,94

* Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset voivat olla erilaisia kuin ndma tulokset.

ROC-analyysi (Receiver Operator Characteristic) suoritettin ylla mainituille tuloksille, jotka saatiin kahdesta
maarityksestd. Kayran alla oleva alue (AUC) Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritykselle (FCCP600) oli 0,910 (95 %
luottamusvali: 0,881-0,940) ja 0,903 (95 % luottamusvali: 0,871-0,934) vertailtavalle Axis-Shield CCP-vasta-
ainemaaritykselle (FCCP200), mikd nain ollen osoittaa, ettd molemmat maaritykset ovat vertailukelpoisia mita tulee
kliiniseen erottelukykyyn. ROC-analyysikayra esitetaan alla.*

o
3

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

o
o

o
N
L

o
w

Sensitivity (true positives)
o
[6;]

o
N

0.1 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
1 - Specificity (false positives)

* Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset voivat olla erilaisia kuin ndma tulokset.
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Tarkkuus

Tutkimus suoritettin CLSI:n (aikaisemmin NCCLS) asiakirjan EP5-A2 suositusten mukaisesti.?* Kaksi CCP-vasta-
ainekontrollia, kuusi QC-paneelin jasentd ja yksi ihmisen seeruminayte maaritettin kahdella reagenssieréllda, kahtena
rinnakkaisena, kahtena eri aikana vuorokaudessa 20 paivan ajan (n=80). Tulokset tastd tutkimuksesta esitetdan
yhteenvetona seuraavassa taulukossa edustavina tuloksina (pyoristetty yhden desimaalin tarkkuuteen):

Nyt Pakkaus Keskiarvo | Ajon sisalla | Ajojen valilla VUOL‘;‘fﬁ‘lgs'e” Kaikkiaan
ayle .. n
Era W =S5 Towcv | sb Jwcv | sp | wcv | sb |wcy
001
Positivikontroll g0 | 2030 | 105 | 52 | 124 | 61 | 000 | 00 | 163 | 80
003 2062 | 043 | 21 | 120] 58 | 000 | 00 | 127 | 62
001
oc1 80 3,72 033 | 88 | 017 | 45 | 013 | 36 | 039 | 105
003 3,92 023 | 58 |035| 89 | 004 | 1,1 | 042 | 107
001
oc 2 80 8,17 034 | 42 | 072 | 88 | 000 | 00 | 080 | 98
003 8,47 030 | 36 |070] 83 | 025 | 29 | 080 | 95
001
oc3 go |_15:30 1037 | 24 ] 093] 60 | 030 | 19 | 104] 68
003 1598 | 036 | 22 | 092 | 58 | 000 | 00 | 099 | 62
001
oca 6o 5355 1230 | 43 |310] 60 | 171 | 32 | 420 80
003 5549 | 236 | 42 | 335 | 60 | 000 | 00 | 409 | 7.4
001
ocs go | 9426 1317 | 34 | 731 ] 78 | 200 | 21 |822] 87
003 9715 | 261 | 27 | 556 | 57 | 479 | 49 | 779 | 8,0
o6 001 6o 13477 | 458 | 34 | 584 43 | 574 | 43 | 938 ] 70
003 14241 | 569 | 40 | 902]| 63 | 000 | 00 |1067| 7,5
Ref 001 50 5,18 0,34 6,6 0,24 4.6 0,21 4.0 0,46 9,0
Kontrolli 003 5,09 026 | 51 |021| 41 | 021 | 42 | 039 | 7,7
001
Néyte 1 80 4,83 016 | 33 | 038 | 79 | 024 | 50 | 048 | 99
003 4,77 020 | 41 |037| 78 | 025 | 52 | 049 | 102

* Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset voivat olla erilaisia kuin ndma tulokset

Havaitsemisraja

Havaitsemisrajan (LOD) Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritykselle CLSI:n (aikaisemmin NCCLS) asiakirjan EP17-A%5
suositusten mukaisesti havaittiin olevan 1,04 U/ml*.

LOD-maaritykset suoritettiin kayttamalla yhtd negatiivista CCP-vasta-ainenaytettd (60 rinnakkaista) ja kuutta alhaisen
tason CCP-vasta-ainenaytetta (15 rinnakkaista kukin).

* Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset voivat olla erilaisia kuin ndma tulokset.

Korkean tason koukku ("high dose hook")

Korkean tason koukku on ilmid, jossa hyvin korkean tason naytteet voidaan lukea maarityksen dynaamisella alueella.
Axis-Shield CCP-vasta-ainemaarityksella ei havaittu korkean tason koukku -ilmiéta kun maaritettiin nayte, joka sisélsi noin
3000 U/ml CCP-vasta-ainetta.*

* Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset voivat olla erilaisia kuin ndma tulokset.
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Interferenssi

Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritykselld suunnitellaan olevan maksimipoikkeama CCP-vasta-aineen pitoisuudessa,
johtuen mahdollisesti hairitsevista yhdisteistd, seuraavissa rajoissa:

» + 15 % CCP-vasta-ainepitoisuuksille > 10,0 U/ml

» + 10 % CCP-vasta-ainepitoisuuksille > 4,0 U/ml — < 10,0 U/ml

» < 0,75 U/ml CCP-vasta-ainepitoisuuksille < 4,0 U/ml

Tutkimus suoritettiin Axis-Shield CCP-vasta-ainemaaritykselle Clinical and Laboratory Standards -instituutin (CLSI)
asiakirjan EP7-A226 suositusten mukaisesti. Kuuteen naytteeseen, joiden CCP-vasta-ainendytteiden tasot olivat
maarityksen alueen eri paikoissa, lisattin mahdollisesti hairitsevid yhdisteitd, jotka on lueteltu alla olevassa taulukossa.
Naytteissé havaittujen CCP-vasta-ainepitoisuuden maksimipoikkeama naiden tutkimusten aikana oli seuraava:

*-9,4 % — 3,3 % CCP-vasta-aineille > 10,0 U/ml

*-7,3 % — 4,8 % CCP-vasta-ainepitoisuuksille > 4,0 U/ml — < 10,0 U/ml

*-0,6 U/ml — 0,05 U/ml CCP-vasta-ainepitoisuuksille < 4,0 U/ml*

Ei interferenssia havaittu seuraavaan
Mahdollinen héiritseva aine pitoisuuteen saakka

Hemoglobiini 4 mg/ml

Bilirubiini 0,2 mg/ml

Triglyseridi (lipidinsiséinen liuos) 15 mg/ml
Reumatekija 200 IU/ml

Kokonaisproteiini 120 mg/ml

(gammaglobuliinit)

* Edustavia tuloksia; yksittaisten laboratorioiden tulokset voivat olla erilaisia kuin ndma tulokset.

KAYTON RAJOITUKSET

1. Vaikka CCP-vasta-aineiden lasnéolo liittyy nivelreumaan, positiivinen tulos ei itsessaan ole diagnostinen. Tuloksia
on harkittava muiden kliinisten ja laboratorioldydésten valossa.
2. Joillakin yksil6illa voi olla korkeita CCP-vasta-ainetasoja, vaikka kliinisesta taudista ei ole mitadan nayttéa tai naytto

on vahaista. Sitd vastoin joillakin potilailla, joilla on aktiivinen tauti, nditd vasta-aineita ei voida havaita. Taman
informaation kliininen merkittéavyys on talla hetkella epaselva.

3. Koska CCP-vasta-ainemaarityksen tulos ei ole diagnostinen osoitus kliinisen taudin lasna- tai poissaolosta, hoitoa
ei pida aloittaa pelkan positiivisen CCP-vasta-ainetuloksen perusteella.

4, Hoidon aloittaminen tai sen muutokset eivat saa perustua CCP-vasta-ainepitoisuuden muutoksiin vaan
pikemminkin Kkliiniseen havaintoon / kliinisiin havaintoihin.

5. CCP-autovasta-ainetasojen seuraamisen kliinistd tehokkuutta nivelreuman etenemisen/remission osoittamisessa ei

ole méaaritelty.

CCP-vasta-aineiden arvoa lastenreumassa ei ole maaritelty.

7. Johtuen antigeeni/vasta-aine-vuorovaikutusten spesifisistd ominaisuuksista, maarityksen kohteena ei ole vasta-
aineen pitoisuus vaan sen aktiivisuus. Koska potilaiden seerumit sisaltavat heterogeenisia vasta-ainepopulaatioita,
joillakin naytteilla voi ilmeta epéalineaarisuutta, erityisesti hyvin suurilla naytteen laimennoksilla.

o
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