
RELISA® ENA Sm RNP SSA/Ro SSB/La Scl-70 Jo-1 SCREENINGTEST
AV MULTIPARAMETERANTIKROPP

För diagnostisk användning in vitro
För yrkesmässigt bruk

Katalognummer: 7096-09 (96 brunnarna) och 7696-09 (576 brunnarna)

AVSEDD ANVÄNDNING: Detta är enzymimmunanalys-system (EIA) för detektion av antikroppar mot de
extraherbara nukleära antigenerna Sm (Smith), RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 och Jo-1 i humanserum. Resultaten
av denna analys kan användas som ett hjälpmedel vid diagnostisering av autoimmuna sjukdomar.

SAMMANFATTNING OCH FÖRKLARING AV TESTET

Antikroppar mot extraherbara nukleära antigener (ENA) har associerats med flera autoimmuna syndrom och verkar
vara av diagnostisk och/eller prognostisk betydelse vid systemisk skleros (1, 2), blandad bindvävssjukdom (3-5),
Sjögrens syndrom (6, 7), polymyosit (8), dermatomyosit (9), systemisk lupus erytematosus (5) och reumatoid artrit
(10). Det antinukleära antikropptestet (ANA) har använts som ett filter för dessa antikroppar, men ANA anger inte
antikroppens specificitet, och antikroppar mot vissa ENA ger inte positivt ANA-svar (11, 12). Därför rekommenderas
bestämt en andra bekräftande analys av antikroppar mot ENA (13).

Sm-antigenen (Smith) identifierades 1966 av Tan och Kunkel som ett i saltlösning lösligt icke-histonglykoprotein
som inte är beroende av DNA eller RNA för sin antigena potential (14). Antikroppar mot Sm-antigen betraktas som
en specifik serologisk markör på grund av sin höga specificitet för systemisk lupus erytematosus (SLE). Dessa
antikroppar har noterats hos upp till 30 procent av SLE-patienter och associerats med aktiv njursjukdom och
cerebrit (15-17).

Antikroppar mot Sm-antigen påträffas ofta tillsammans med U1-RNP-antikroppar i sera hos patienter med SLE (18,
19). Till skillnad från antikroppar mot Sm-antigen betraktas antikroppar till RNP inte som en specifik serologisk
markör, eftersom de påträffas hos patienter med olika reumatiska sjukdomar, t ex SLE, sklerodermia, Sjögrens
syndrom och reumatoid artrit. Emellertid associeras hög antikroppnivå av RNP med ett överlappande syndrom som
kallas blandad bindvävssjukdom (MCTD). Patienter med MCTD karaktäriseras av en kombination av
sjukdomssymptom liknande de som påträffas vid SLE, sklerodermia och polymyosit. Sådana patienter reagerar ofta
väl på kortikosteroidbehandling och har färre njursjukdomar jämfört med SLE-patienter (20, 21).

SSA och SSB beskrevs ursprungligen som nukleära RNA-proteinantigener hos patienter med Sjögrens syndrom (6,
7). Ro och La beskrevs som cytoplasmiska RNA-proteinantigener hos patienter med SLE (22, 23). Det är i dag vida
accepterat att såväl SSA och Ro som SSB och La är likartade, och att dessa antigener påträffas i både kärnan och
cytoplasman. Antikroppar mot enbart SSA/Ro eller SSA/Ro och SSB/La påträffas hos 62 procent av patienter med
subakut kutan lupus (24) och hos 85 procent av patienter med Sjögrens syndrom som utvecklar vaskulit (25).
Antikroppar mot enbart SSA/Ro påträffas hos patienter som har homozygot brist på C2-komplementfragment (26),
patienter med primär biliär cirros som utvecklar Sjögrens syndrom (27) samt hos högst två tredjedelar av patienter
med ”ANA-negativ SLE” (28). SSA/Ro autoantigen är ett komplex av Ro60 protein och Ro52 protein med små
ribonukleoproteiner. Detta komplex är ibland kallat "SSA/Ro60 protein hY-RNA komplex", och även innehåller
SSB/La protein. Ro60 är starkt förknippat med SSA/Ro hY-RNA komplexet, men Ro52 är endast svagt förknippat
med komplexet (29).
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Scl-70-antigenen har identifierats som ett cellformigt enzym, DNA topoisomeras I (30). Antikroppar mot Scl-70 har
rapporterats hos upp till 56 procent av patienter med progressiv systemisk skleros (PSS), framför allt den delmängd
av patienterna som har diffus sklerodermia (31). Dessa autoantikroppar betraktas som en markör för PSS, eftersom
de inte påträffas vid andra bindvävssjukdomar.

Antikroppar mot Jo-1, vilket är den cellformiga enzymhistidyl-TRNA-syntestasen, påträffas hos 25-30 procent av
patienter med polymyosit eller dermatomyosit, men inte vid andra myopatier (11, 32). Anti-Jo1-antikroppar har också
visat sig vara starkt associerade med interstitiell lungsjukdom, t ex i samband med myosit (32).

TESTPRINCIP

Detta test är en kvalitativ indirekt EIA. Mikrobrunnarnas yta har täckts med stabiliserade preparat av affinitetsrenade
extraherbara nukleära antigener och fungerar som ett antigensubstrat i detta system. Spädningar av patientproven
placeras i mikrobrunnarna och odlas så att de specifika antikropparna i provet reagerar med antigenen i den fasta
fasen. Efter tvättning för att avlägsna obunden antikropp och annat seraprotein odlas brunnarna med
getantihumana antikroppar märkta med pepparrotperoxidas. Det pepparrotperoxidaskonjugerade antikroppreparat
som ingår i detta testsystem är specifikt för humana IgG-tunga och -lätta kedjor.

Om resultaten är positiva efter inkubation med pepparrotperoxidaskonjugat bildas ett stabilt komplex bestående av
tre delar. Detta komplex består av antihuman antikropp konjugerad med pepparrotperoxidas bunden till human
anti-ENA-antikropp, vilken i sin tur är bunden till den antigen som stabiliserats på plastytan.

Efter ännu ett tvättsteg detekteras detta komplex genom att tillsättande av en lösning av tetrametylbensidin (TMB)
och H2O2 som kromogent substrat. Graden av färgutveckling i varje brunn står i relation till koncentrationen av anti-
ENA-antikroppar i respektive serumprov. Varje mikrobrunn avläses i spektrometer vid 450 nm.

SYSTEMKOMPONENTER - MATERIAL SOM MEDFÖLJER

Förvaring: Alla komponenter skall kylförvaras i 2-10°C. Får ej frysas.

Stabilitet: Alla komponenter förblir stabila i minst tolv månader från tillverkningsdatum. Använd inte komponenterna
efter utgångsdatum.

REAKTIVA REAGENSER
Extraherbara nukleära antigen kotade mikrotiterbrunnar på strips: Katalognummer 7008-09. En mikrotitbrunn
ram innehållande tolv åtta brunnars strips kotade med stabiliserade lösningar av likhet renad extraherbar atomär
antigen. En åtta brunn strip används för varje kontroll eller patient prov. Oanvända strips kan förvaras i foliepåsen i
kyla  upp till 45 dagar.

Provspädningsvätska: Katalognummer 7015 (14 ml). Patentskyddad buffrad provspädningsvätska för spädning
av patientprover.

Enzymantikroppreagens - human IgG tung- och lättkedjespecifik: Katalognummer 7009-09 (14 ml).
Getantihuman IgG (H och L) konjugerad med pepparrotperoxidas (HRP). Reagensen är bruksfärdig.

Substratlösning: Katalognummer 7035 (14 ml). HRP-specifik enzymsubstratlösning innehållande stabiliserad
3,3‘,5,5‘-tetrametylbensidin (TMB) och väteperoxid (H2O2). Reagensen är bruksfärdig.

Stoppreagens: Katalognummer 7033 (14 ml). Patentskyd-dad stoppreagens för Immuno Concepts EIA-testsystem.
Reagensen är bruksfärdig. VARNING: Frätande.  Denna reagens innehåller hydrokloriska och svavelhaltiga syror
(mindre än 3 % vardera per volym) och skall hanteras med varsamhet.  Förvaras utom räckhåll för barn. Om du
råkar röra vid ögonen i samband med hantering skall du omedelbart spola noggrant med vatten och kontakta
läkare. Tillsätt aldrig vatten till denna reagens.

Multiparameter ENA-positiv kontroll: Katalognummer 7021-09 (2 ml). Humant positivt kontrollserum bestående av
antikroppar mot Sm-, RNP-, SSA/Ro-, SSB/La-, Scl-70- och Jo-1-antigener. Detta serum är färdigspätt och kan
användas direkt.

ENA-negativ kontroll: Katalognummer 7031 (2 ml). Humant negativt kontrollserum som inte innehåller antikroppar
mot Sm-, RNP-, SSA/Ro-, SSB/La-, Scl-70- eller Jo-1-antigener. Detta serum är färdigspätt och kan användas
direkt.
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ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER
Hållare för mikrobrunnar

Tvättbuffertlösning:
PBS-buffert: Katalognummer 1011. Fosfatbuffrat saltlösningspulver (0.01 M, pH 7,4 ± 0,2). Varje påse innehåller
tillräckligt med buffertpulver för att ge en liter. (Två påsar buffertpulver medföljer varje 96-mikrobrunnsplatta i
kompletta testsatser).

Tvättbuffertkoncentrat: Katalognummer 1031 (10 ml). 5% Tween-20-lösning för användning i tvättbufferten. (Två
ampuller med buffertkoncentrat levereras för varje 96-mikrobrunnsplatta i kompletta testsatser).

Framställning: Lös upp en påse med buffertpulver i en liter avjoniserat eller destillerat vatten. Tillsätt hela
innehållet i en flaska tvättbuffertkoncentrat i den upplösta fosfatbuffrade saltlösningen. Blanda väl och förvara i
kylskåp i 2-10°C i upp till fyra veckor eller tills det syns tecken på kontamination eller andra synliga förändringar.
Tvättbuffertlösning måste stå i rumstemperatur (18-24°C) före användning.

ÖVRIGHT MATERIAL SOM BEHÖVS - MEDFÖLJER EJ

Volymetriska precisionspipetter för pipettering av 25-1000 µl volymer
Klämflaska för pipettering av tvättbuffertlösning till mikrobrunnarna eller till ett automatiserat eller halvautomatiserat

tvättsystem för mikrobrunnar
Enlitersbehållare för PBS-tvättbuffertlösning
Avjoniserat eller destillerat vatten
Plattläsningsspektrometer som kan avläsa absorption vid 450 nm
Provrör för framställning av serumspädningar
Läskpapper eller pappershanddukar
Multikanalspipett som kan pipettera 8 brunnar
Engångshandskar
Laboratorietidur

FÖRSIKTIGHETSÅTGÄRDER

1. Allt material av humant ursprung som använts i denna produkt har testats med FDA-godkända metoder och
visade sig reagera negativt (inte upprepat reaktivt) på antikroppar mot humant immunbristvirus-1 (HIV-1),
humant immunbristvirus-2 (HIV-2), hepatit C-virus (HCV) och hepatit B ytantigen (HBsAg). Ingen testmetod kan
emellertid helt garantera att det inte förekommer HIV-1, HIV-2, hepatit-C, hepatit-B, eller andra smittämnen.
Därför skall allt satsmaterial hanteras som potentiellt smittsamt.

2. Alla patientprover på biosäkerhetsnivå 2 skall hanteras enligt rekommendationerna för potentiellt smittsamt
humanserum eller blodprov i Centrum för Sjukdomskontroll/Nationella hälsoinstitutets manual: Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. Spädning av komponenter eller byte till andra komponenter än de som medföljer detta system kan ge
motsägande resultat.

4. Natriumazid (0,09%) används som konserveringsmedel i kontrollserat. Natriumazid kan reagera med ledningsrör
av bly eller koppar och bilda högexplosiva metallazider. När reagenser kasseras skall man spola med rikliga
mängder kranvatten för att skölja bort eventuella rester i avloppsledningarna. Natriumazid är ett gift och kan
vara toxiskt vid förtäring.

5. Denna sats är avsedd för diagnostisk användning in vitro.
6. Pipettera aldrig med munnen och undvik att komma i kontakt med reagenser och prov med hud eller

slemhinnor. Tvätta med bakteriedödande tvål och rikligt med vatten om sådan kontakt inträffat.
7. Undvik att röka, äta eller dricka i områden där prov eller satsreagenser hanteras.
8. Undvik alltid stänk och alstring av aerosoler.
9. Andra inkubationstider och temperaturer än de angivna kan ge felaktiga resultat.
10. Korskontamination mellan reagenser och prover kan ge felaktiga resultat. Proverna måste hållas instängda i

mikrobrunnarna under analysen.
11. Återanvändningsbart glas måste tvättas och noggrant sköljas från rengöringsmedel innan det används. Allt

glas måste rengöras och torkas före användning.
12. Placera alla reagenser, mikrobrunnar och prover i rumstemperatur (18-24°C) före användning.
13. Använd engångshandskar vid hantering av prover och reagenser, och tvätta händerna noggrant efteråt.
14. Mikrobisk kontamination av reagenser eller prover kan ge felaktiga resultat.
15. Stoppreagensen är frätande och kan orsaka brännskador. Denna reagens innehåller hydrokloriska och

svavelhaltiga syror (mindre än 3 % vardera per volym) och skall hanteras med varsamhet.  Förvaras utom
räckhåll för barn. Om du råkar röra ögonen vid hantering skall du omedelbart spola med vatten och kontakta
läkare.  Tillsätt aldrig vatten i denna reagens.



4

PROVTAGNING

Provtagning: Serum rekommenderas som prov. Cirka 5 ml helblod skall tas aseptiskt genom venpunktion med hjälp
av ett sterilt vakuumblodtagningsrör eller annat lämpligt blodtagningssystem. Låt blodet koagulera i rumstemperatur
(18-24°C). Serum skall så snart som möjligt separeras från koagler genom centrifugering för att minimera hemolys.

Störande substanser: Sera som uppvisar en hög grad av hemolys, ikterus, lipemi eller mikrobiell tillväxt skall inte
användas, eftersom dessa betingelser kan leda till avvikande resultat. Prover som innehåller synliga partiklar bör
klargöras genom centrifugering före testning.

Förvaring: Sera kan förvaras i 2-10°C under högst en vecka. Om analysen fördröjs ytterligare, skall sera frysas i
–20°C eller lägre. Serum bör inte förvaras i självavfrostande kylskåp eller fryslagerrum.

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

ALLMÄNNA PROCEDURANVISNINGAR

1. Det är ytterst viktigt att alla satskomponenter och serumprov står i rumstemperatur (18-24°C) före användning.
En hel liter tvättbuffert kan ta flera timmar att värma till 20°C sedan den har tagits ur kylskåpet.
Inkubationstemperaturer som ligger högre eller lägre än det angivna intervallet kan leda till felaktiga resultat.
Sätt tillbaka oanvända prover och reagenser i kylförvaring efter användning.

2. Blanda reagenserna väl före användning genom försiktig inversion. Snurra eller rotera inte reagenserna. Undvik
skumning.

3. När provspädningarna framställs skall pipettspetsarna torkas av innan serum dispenseras i en provspädning.
Överflödigt prov som sitter fast på utsidan av pipettspetsen påverkar resultaten.

4. Vi rekommenderar att en multikanalspipett används eftersom detta ger mer enhetliga reagensdispenseringar,
inkubationstider och reaktionstider.

5. Det är ytterst viktigt att brunnarna tvättas ordentligt. Otillräckligt tvättade brunnar leder till höga
bakgrundsvärden och kan ge falskt positiva resultat. Manuell tvätt: Aspirera brunnarnas innehåll och fyll
därefter varje brunn med tvättbuffertlösning. Undvik korskontamination mellan brunnarna, särskilt i första tvätten
efter aspirationen. Töm all tvättlösning från brunnarna genom att vända dem upp och ned och skaka därefter
resterande tvättbuffert från brunnarna med en bestämd ”knyck” med handleden. Upprepa fyll- och torkstegen
för totalt tre till fem tvättar. Brunnarna skall sedan knackas bestämt mot en pappershandduk eller annat
absorberande material för att avlägsna alla spår av kvarvarande tvättbuffert. Om det automatiserade
tvättsystemet för mikrobrunnar används blir brunnarna blir ordentligt tvättade, varför detta rekommenderas.
OBSERVERA: Då det finns olika tvättekniktyper och automatiserade program kan antalet tvättar behöva
justeras för optimala resultat. Varje laboratorium bör bestämma det mest effektiva antalet tvättar för sitt
tvättsystem.

6. Om den resterande tvättbufferten inte avlägsnas ordentligt kan detta leda till ojämn färgutveckling.
Mikrobrunnsremsorna skall läskas på absorberande papper eller handdukar för att minimera mängden
kvarvarande tvättbuffert.

7. Det är av avgörande betydelse att samtliga steg sker i rätt tid. Samtliga serumprover skall spädas innan
proceduren påbörjas och de måste dispenseras till mikrobrunnarna på så kort tid som möjligt (högst fem
minuter). Batcharnas storlek skall väljas så att provhanteringen går så smidigt som möjligt under denna
tidsperiod. Prov- och reagenshanteringen underlättas med hjälp av en multikanalspipett, varför detta
rekommenderas.

8. Med undantag för den sista inkuberingen (substratlösning) börjar varje inkubationstid med att prov eller
reagenser dispenseras. Inkubationen av substratlösningen måste vara exakt 30 minuter för varje brunn. Alla
prover och reagenser skall dispenseras i samma ordningsföljd och med en konstant hastighet.

TOLKNING AV RESUKTAT

KVALITETSKONTROLL
1. Ämneskontrollbrunnen skall ha ett absorptionsvärde som understiger 0,250. Ämnesabsorptionsvärden större än

0,250 tyder på otillräcklig tvättning eller kontamination av reagenser.
2. Absorptionsavläsningen av ämneskontrollbrunnen (rad A) dras ifrån absorptionsavläsningarna för RELISA®

procedurkontrollbrunn (RPC) (rad B) och respektive antigenbrunn (raderna C till och med H). Nettovärden som
är lägre än noll betraktas som nollvärden.
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3. RELISA® procedurkontrollbrunn (RPC) (rad B) skall ha en nettoabsorption större än 0,300. Absorptionsvärden
som är lägre än 0,300 betyder att färgutvecklingen varit otillräcklig och serien är ogiltig. Otillräcklig färgutveckling
beror vanligtvis på att kalla reagenser har använts eller att tidpunkten för ett eller flera steg i analysen varit
felaktigt vald. Låt reagenserna värmas till rumstemperatur (18-24°C) och upprepa serien med särskild
uppmärksamhet på valet av tidpunkt för alla steg.

4. Alla nettoabsorptionsvärden multipliceras med 100 för att få fram värdet för respektive antigen i ENA-enheter.
5. Det positiva kontrollserumet är en samling humanserum bestående av antikroppar mot alla sex autoantigenerna

i detta test. Varje antigenbrunn skall uppvisa ett värde på 30 ENA-enheter eller mer.
6. Det negativa kontrollserumet är en samling humanserum som inte innehåller antikroppar mot någon av de sex

autoantigenerna i detta test. Varje antigenbrunn skall uppvisa ett värde på mindre än 20 ENA-enheter.
7. Varje laboratorium skall fastställa en frekvens för positiva och negativa kontrollsera baserat på förekomsten av

patienttester och laboratoriets erfarenhet av denna analys.

TOLKNING AV PATIENTRESULTAT
1. Detta är en kvalitativ analys. De antikroppnivåer som detekteras har ingen känd klinisk signifikans och de

enhetsvärden som erhållits i denna analys har endast beräknats för att dela in patienterna i följande breda
grupper.  Patientprovbrunnar som har beräknade värden större än 30 ENA-enheter betraktas som positiva.
Patientprovbrunnar som har beräknade värden mindre än 20 ENA-enheter betraktas som negativa. Värden
mellan 20 enheter och 30 enheter betraktas ligga på gränsen till att vara positiva. Analysen skall göras om.
Varje laboratorium måste fastställa ett eget referensintervall och egna frånslagsvärden baserat på analyserad
patientpopulation. Enhetsvärdena påverkas av patientfaktorer, mekaniska överväganden (t ex
pipetteringsprecision och exakthet) och analysvillkor (t ex temperatur och val av rätt tidpunkt för ett visst steg).

2. Sm- och Sm/RNP-brunnarna används tillsammans för att fastställa förekomsten av dessa två autoantikroppar.
Om Sm/RNP-brunnen är positiv och Sm-brunnen är negativ har patienten antikroppar mot RNP. Om båda
brunnarna är positiva och har så gott som lika värden har patienten antikroppar mot Sm. Om båda brunnarna
är positiva och Sm/RNP-brunnen är 30 ENA-enheter eller högre än Sm-brunnen tyder detta på förekomst av
både Sm- och RNP-autoantikroppar. Om både Sm- och Sm/RNP-brunnarna är vid, eller nära dess
maximumabsorbans, kan det finnas en förlust av den avskiljande egenskapen mellan Sm-brunnen och
Sm/RNP-brunnen.  I denna situation kan man inte längre avgöra om RNP antikroppar finns eller ej genom att
subtrahera Sm- värdet från Sm/RNP-värdet. Förekomsten av båda antikropparna kan bekräftas med hjälp av
Immuno Concepts AUTO-ID® immundiffusionssystem, katalognummer 6030.

3. De övriga brunnarna är belagda med affinitetsrenade monospecifika antigener och reagerar endast på den
homologa antikroppen. SLE och andra autoimmuna syndrom har emellertid patientsera med flera
antikroppspecificiteter, och därför kan ett enskilt serum uppvisa en positiv reaktion i mer än en brunn.

4. Brunnarna är belagda med affinitetsrenade antigener i följande ordning: Från toppen (brunn A och den solida
flikänden på remsan) till botten (brunn H och den naggade flikänden på remsan):

Brunn A – Ämneskontrollbrunnen
Brunn B – RELISA® Procedurkontrollbrunn (RPC)
Brunn C – Sm
Brunn D – Sm/RNP
Brunn E – SSA/Ro (Ro60 and Ro52)
Brunn F – SSB/La
Brunn G – Scl-70
Brunn H – Jo-1

RAPPORTERING AV RESULTATET
Resultat skall rapporteras som positiva eller negativa för respektive antikroppar mot extraherbara nukleära
antigener. Antikroppnivåerna har ingen känd klinisk betydelse.

FÖRVÄNTADE VÄRDEN

Förekomsten av autoantikroppar mot olika nukleära antigener varierar beroende på patientpopulation och
förekomsten av kliniska reumatiska sjukdomar i denna. Sambandet mellan antikroppar och specifika reumatiska
sjukdomar har sammanfattats i nedanstående tabell 1.
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Tabell 1
Antikroppar mot: Sjukdomssamband:

Sm Mycket specific marköantikropp påträffade hos 25-30% av
SLE-patienterna

U1-RNP Blandad bindvävssjukdom >95%; SLE 35%; lägre frekvens
vid skivformig lupus eller progressiv systemisk skleros
(PSS)

SSA/Ro Sjögren’s Syndrom 60-70%; SLE 50%
SSB/La Sjögren’s Syndrom 40-50%; SLE 15%

Scl-70 Mycket specific marköantikropp påträffade hos 15-30% av
PSS-patienterna

Jo-1 Mycket specific marköantikropp påträffade hos 25-30% av
patienter med polymyosit eller dermatomyosit

REFERENSINTERVALL
Referensintervallet upprättades genom att testa sera från 206 friska blodgivare, 105 kvinnor och 101 män, av vilka
ingen veterligen hade haft någon reumatisk sjukdom tidigare. Dessutom hade data erhållits från 143 patienter med
reumatiska sjukdomar som hade antikroppar mot en eller flera av antigenerna i denna analys, men som reagerade
negativt på antikroppar mot andra antigener. Baserat på dessa data upprättades de normala frånslagsvärdena
som mindre än 20 ENA-enheter. God laboratoriepraxis föreskriver att varje laboratorium skall fastställa sina egna
normala spridningsområden baserat på patientpopulation och andra lokala faktorer.

TESTETS BEGRÄNSNINGAR

1. Diagnos kan inte ställas enbart på grundval av antikroppar mot extraherbara nukleära antigener. Läkaren
måste tolka dessa resultat med hänsyn till patientens tidigare sjukdomar och symptom, de fysiska upptäckterna
och andra diagnostiska metoder.

2. Behandling bör inte påbörjas enbart på grundval av ett positivt test för antikroppar mot extraherbara nukleära
antigener. Kliniska indikationer, andra laboratorieupptäckter och läkarens kliniska intryck måste beaktas innan
behandling påbörjas.

3. Vissa patienter med autoimmuna sjukdomar kan ha obetydliga nivåer av antikroppar eller nivåer som är
omöjliga att upptäcka, medan andra personer kan ha höga nivåer av antikroppar mot extraherbara nukleära
antigener, men få eller inga tecken på klinisk sjukdom. Läkaren måste tolka testresultaten för antikroppar mot
extraherbara nukleära antigener med hänsyn till patientens tidigare sjukdomar och symptom, de fysiska
upptäckterna och andra diagnostiska metoder.

4. De antikroppnivåer som detekteras med detta testsystem visar inte nödvändigtvis sjukdomens svårighetsgrad
eller varaktighet.

PRESTANDA

Immuno Concepts screeninganalys RELISA® jämfördes med andra liknande ELISA-analyser på marknaden, med
dubbla immundiffusions- och kontraimmunelektroforestester som gjorts i referenslaboratorier och med immunoblot
(Western Blot)-resultat som erhållits med en intern metod. Resultaten av alla metoder och den kliniska diagnosen
av patienten togs med i beräkningen när förväntade eller ”korrekta” resultat testades för varje prov. Följande data
erhölls med utgångspunkt från jämförelser. Tabell 2.

Tabell 2
Antikroppar

mot:
Relativ

Sensitivitet
Relativ

Spezifitet
Total

Överensstämmelse
Sm 97,0% 95,5% 95,8%

Sm/RNP 94,8% 94,1% 94,4%
SSA/Ro 100% 83,3% 96,5%
SSB/La 100% 95,9% 97,9%
Scl-70 100% 100% 100%
Jo-1 100% 100% 100%

Skillnaderna i specificitet beror på den ökade sensitiviteten hos ELISA-analyser jämfört med ”traditionella” metoder,
exempelvis kontraimmunelektrofores och immundiffusion.
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KORSREAKTIVITET
Sju prover användes för studier av korsreaktivitet. Dessa prover karaktäriserades väl av Western Blot, CIE och
immundiffusion som monospecifika sera för var och en av autoantikropparna i screeningstestet RELISA®. Ingen
korsreaktivitet noterades i något av dessa prov. Tabell 3.

Tabelle 3
AntigenerProv Sm Sm/RNP SSA/Ro SSB/La Scl-70 Jo-1

Anti Sm POS POS NEG NEG NEG NEG
Anti RNP NEG POS NEG NEG NEG NEG

Anti Sm/RNP POS POS NEG NEG NEG NEG
Anti SSA/Ro NEG NEG POS NEG NEG NEG
Anti SSB/La NEG NEG NEG POS NEG NEG
Anti Scl-70 NEG NEG NEG NEG POS NEG
Anti Jo-1 NEG NEG NEG NEG NEG POS

REPRODUCERBARHET
För var och en av de sex antigenspecificiteterna kördes sex prover med tre olika lotnummer av antigenremsor vid
tre olika tillfällen. Två av proverna var negativa, men låg nära frånslagsvärdet 20 ENA. Två prover var positiva, men
låg nära frånslagsvärdet 20 ENA och två prover låg klart positivt över nivån 30 ENA . I inget av fallen gav ett
negativt prov positiva resultat. Alla ”gränsfallspositiva” prover gav överlag resultat mellan 20 och 30 ENA-enheter
och de klart positiva proven gav klart positiva svar.
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RELISA® ENA TEST PROCEDUR

Alla prover, reagenser (inklusive tvättbuffertlösningen) och mikrobrunnar måste stå i rumstemperatur före
användning.

1. IORDNINGSTÄLLANDE AV ARBETSBLAD
Märk det arbetsblad som medföljer satsen för att ange identifieringen
för varje åttabrunnarsremsa med mikrobrunnar.

2. FRAMSTÄLLNING AV TVÄTTBUFFERTLÖSNING (PBS Tween)
Lös upp innehållet i en PBS-buffertpåse i en liter avjoniserat eller
destillerat vatten. Tillsätt hela innehållet i en flaska med
tvättbuffertkoncentrat i den upplösta fosfatbuffrade saltlösningen i en
enlitersbehållare. Blanda väl. Tvättbuffertlösningen kan täckas och
förvaras i 2-10°C i högst fyra veckor.

3. SPÄDNING AV PROVER
Späd patientproverna till 1:40 genom att tillsätta 25 µl serum till 975 µl
provspädningsvätska. Blanda väl. Kontrollerna tillhandahålls
färdigspädda och behöver inte spädas ytterligare.

4. FÖRBERED MIKROTITERBRUNNAR
Ta bort det begärda antalet mikrotiter strips från påsen och placera
dem i ramhållaren. Mikrotiter stripsen måste fästas stadigt i
ramhållaren. Tryck bestämt ner i båda ändarna av stripsen så de
säkert fäster i ramhållaren. Brunnar som är ordentligt på plats i
ramhållaren trillar inte ut när ramhållaren är omvänd. Oanvända
brunnar kan förvaras i foliepåsen förseglad och kylt i upp till 45 dagar. 

5. DISPENSERING AV SERUMSPÄDNINGAR
Dispensera 100 µl spätt patientprov i var och en av de åtta brunnarna i
en multiparameterremsa.

6. INKUBATION AV REMSOR (30 minuter i rumstemperatur, det vill
säga 18-24°C)
Odla i rumstemperatur i 30 minuter. Remsorna skall skyddas mot drag
och temperaturväxlingar under inkubationstiden. Remsorna kan om så
önskas täckas med genomskinlig tejp eller pappershandduk för att
skydda dem mot damm och andra främmande ämnen.

7. TVÄTTNING AV REMSOR (se „Allmänna proceduranvisningar“ 5
och 6)
Tvätta brunnarna tre till fem gånger med PBS-Tween
tvättbuffertlösning. Manuell tvätt: Aspirera brunnarnas innehåll och fyll
därefter varje brunn med tvättbuffertlösning. Undvik korskontamination
mellan brunnarna, särskilt i första tvätten efter aspirationen. Töm all
tvättlösning från brunnarna genom att vända dem upp och ned och
skaka därefter resterande tvättbuffert från brunnarna med en bestämd
”knyck” med handleden. Upprepa fyll- och torkstegen för totalt tre till
fem tvättar. Brunnarna skall sedan knackas bestämt mot en
pappershandduk eller annat absorberande material för att avlägsna alla
spår av kvarvarande tvättbuffert.

8. DISPENSERING AV ENZYMANTIKROPPREAGENS
Dispensera 100 µl enzymantikroppreagens i varje brunn.

9. INKUBATION AV REMSOR (30 minuter i rumstemperatur, det vill
säga 18-24°C)
Odla i rumstemperatur i 30 minuter. Remsorna skall skyddas mot drag
och temperaturväxlingar under inkubationstiden. Remsorna kan om så
önskas täckas med genomskinlig tejp eller pappershandduk för att
skydda dem mot damm och andra främmande ämnen.

10. TVÄTTNING AV REMSOR
Tvätta brunnarna tre till fem gånger med PBS-Tween
tvättbuffertlösning. Manuell tvätt: Aspirera brunnarnas innehåll och fyll
därefter varje brunn med tvättbuffertlösning. Undvik korskontamination
mellan brunnarna, särskilt i första tvätten efter aspirationen. Töm all
tvättlösning från brunnarna genom att vända dem upp och ned och
skaka därefter resterande tvättbuffert från brunnarna med en bestämd
”knyck” med handleden. Upprepa fyll- och torkstegen för totalt tre till
fem tvättar. Brunnarna skall sedan knackas bestämt mot en
pappershandduk eller annat absorberande material för att avlägsna alla
spår av kvarvarande tvättbuffert.

11. DISPENSERING AV SUBSTRATLÖSNING
Förvissa dig om jämna tidsintervall med hjälp av ett tidur och
dispensera 100 µl substratlösning i varje brunn. Substratlösningen
måste tillsättas i brunnarna i en jämn hastighet så att varje brunn
inkuberas exakt lika länge (30 minuter). Substratlösningen i brunnar
som inkuberas med positiva prover blir blå, medan lösningen i brunnar
som inkuberas med negativa prover blir färglösa eller mycket svagt
blå.

12. INKUBATION AV REMSOR (exakt 30 minuter i rumstemperatur, dvs
18-24°C)
Odla i rumstemperatur i exakt 30 minuter. Remsorna skall skyddas
mot drag och temperaturväxlingar under inkubationstiden.

13. DISPENSERING AV STOPPREAGENS
När den första brunnen har inkuberats i exakt 30 minuter skall
100 µl stoppreagens tillsättas i varje brunn, i samma ordningsföljd och
med samma hastighet som substratlösningen tillsattes i brunnarna.
När stoppreagens tillsätts skiftar den blå substratlösningen till gult,
medan den färglösa lösningen förblir färglös.

14. LÄSNING AV BRUNNARNAS ABSORPTION
Brunnarna måste avläsas i plattläsande spektrofotometer inom 30
minuter efter tillsättning av stoppreagensen. Brunnarna avläses vid 450
nm mot ämneskontrollbrunnen. Om spektrofotometer med dubbla
våglängder används skall referensfiltrets våglängd ställas in på 600-650
nm. Avläsning av mikrobrunnarna utan referensfilter ger högre
absorptionsvärden.

TEKNISK HJÄLP:  +1-916- 363-2649
eller e-mail: technicalsupport@immunoconcepts.com


