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RELISA® ENA ENKELBRUNNS SCREENING AV ANTIKROPPAR
MOT EXTRAHERBARA NUKLEARA ANTIGENER

For diagnostisk anvandning in vitro
Foér yrkesmassigt bruk
Katalognummer: 7096-10 (96 brunnarna) och 7696-10 (576 brunnarna)

AVSEDD ANVANDNING: Detta & enzymimmunanalys-system(EIA) fér detektion av antikroppar mot de
extraherbara nukleédra antigenerna Sm (Smith), RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 och Jo-1 i humanserum. Resultaten
av denna analys kan anvédndas som ett hjdlpmedel vid diagnostisering av autoimmuna sjukdomar.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

Antikroppar mot extraherbara nukleara antigener (ENA) har associerats med flera autoimmuna syndrom och verkar
vara av diagnostisk och/eller prognostisk betydelse vid systemisk skleros (1, 2), blandad bindvavssjukdom (3-5),
Sjogrens syndrom (6, 7), polymyosit (8), dermatomyosit (9), systemisk lupus erytematosus (5) och reumatoid artrit
(10). Det antinukleara antikropptestet (ANA) har anvants som ett filter fér dessa antikroppar, men ANA anger inte
antikroppens specificitet, och antikroppar mot vissa ENA ger inte positivt ANA-svar (11, 12). Darfér rekommenderas
bestamt denna andra bekraftande analys av antikroppar mot ENA (13).

Sm-antigenen (Smith) identifierades 1966 av Tan och Kunkel som ett i saltlésning 16sligt icke-histonglykoprotein
som inte ar beroende av DNA eller RNA for sin antigena potential (14). Antikroppar mot Sm-antigenen betraktas
som en specifik serologisk markor pa grund av sin hoga specificitet for systemisk lupus erytematosus (SLE). Dessa
antikroppar har noterats hos upp till 30 procent av SLE-patienterna och associerats med aktiv njursjukdom och
cerebrit (15-17).

Antikroppar mot Sm-antigen patraffas ofta tillsammans med U1-RNP-antikroppar i sera hos patienter med SLE (18,
19). Till skillnad fran antikroppar mot Sm-antigen betraktas antikroppar mot RNP inte som en specifik serologisk
markor, eftersom de patraffas hos patienter med olika reumatiska sjukdomar, t ex SLE, sklerodermia, Sjogrens
syndrom och reumatoid artrit. Emellertid associeras hdga antikroppnivaer av RNP med ett dverlappande syndrom
som kallas blandad bindvavssjukdom (MCTD). Patienter med MCTD karaktariseras av en kombination av
sjukdomssymptom liknande de som patraffas vid SLE, sklerodermia och polymyosit. Sddana patienter reagerar ofta
val pa kortikosteroidbehandling och har farre njursjukdomar jamfort med patienter med SLE (20, 21).

SSA och SSB beskrevs ursprungligen som nukledra RNA-proteinantigener hos patienter med Sjégrens syndrom (6,
7). Ro och La beskrevs som cytoplasmiska RNA-proteinantigener hos patienter med SLE (22, 23). Det ar i dag vida
accepterat att saval SSA och Ro som SSB och La ar analoga, och att dessa antigener patraffas i bade karnan och
cytoplasman. Antikroppar mot enbart SSA/Ro, eller SSA/Ro och SSB/La patraffas hos 62 procent av patienterna
med subakut kutan lupus (24) och hos 85 procent av patienter med Sjogrens syndrom som utvecklar vaskulit (25).
Antikroppar mot enbart SSA/Ro patraffas hos patienter som har homozygot brist pa C2-komplementfragment (26),
patienter med primar biliar cirros som utvecklar Sjégrens syndrom (27) samt hos maximalt tva tredjedelar av
patienter med "ANA-negativ SLE” (28). SSA/Ro autoantigen ar ett komplex av Ro60 protein och Ro52 protein med
sma ribonukleoproteiner. Detta komplex ar ibland kallat "SSA/Ro60 protein hY-RNA komplex", och aven innehéller
SSB/La protein. Ro60 ar starkt férknippat med SSA/Ro hY-RNA komplexet, men Ro52 ar endast svagt forknippat

med komplexet (29).
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Scl-70-antigen har identifierats som ett cellformigt enzym, DNA topoisomeras | (30). Antikroppar mot Scl-70 har
rapporterats hos upp till 56 procent av patienter med progressiv systemisk skleros, framfor allt den delmangd
patienter som har diffus sklerodermia (31). Dessa autoantikroppar betraktas som en markor for PSS, eftersom de
inte patraffas vid andra bindvavssjukdomar.

Antikroppar mot Jo-1, vilket &r den cellformiga enzymhistidyl-tRNA-syntestasen, patraffas hos 25-30 procent av
patienterna med polymyosit eller dermatomyosit, men inte vid andra myopatier (11, 32). Anti-Jo1-antikroppar har
ocksa visat sig vara hogt associerade med interstitiell lungsjukdom i samband med myosit (32).

TESTPRINCIP

Detta test ar en kvalitativ indirekt EIA. Mikrobrunnarna har belagts med en blandning av stabiliserade
affinitetsrenade extraherbara nukleara antigener som fungerar som antigensubstrat i detta system. Utspadda
patientprover placeras i mikrobrunnarna och odlas sa att de specifika antikropparna i provet reagerar med antigenen
i den fasta fasen. Efter tvattning for att avlagsna obunden antikropp och annat seraprotein odlas brunnarna med
getantihumana antikroppar som ar markta med pepparrotperoxidas. Det pepparrotperoxidaskonjugerade
antikroppreparat som ingar i detta testsystem ar specifikt for humana IgG-tunga och -latta kedjor.

Om resultaten ar positiva efter inkubation med konjugat av pepparrotperoxidas bildas ett stabilt komplex i tre delar.
Detta komplex bestar av antihuman antikropp konjugerad med pepparrotperoxidas bunden till human anti-ENA-
antikropp, vilken i sin tur ar bunden till den antigen som stabiliserats pa plastytan.

Efter annu ett tvattsteg upptacks detta komplex genom att tillsattning av en I6sning av tetrametylbensidin (TMB) och
H,0O, som kromogent substrat. Graden av fargutveckling i varje brunn star i relation till koncentrationen av anti-ENA-
antikroppar i respektive serumprov. Varje mikrobrunn aviases med hjalp av en spektrometer vid 450 nm.

SYSTEMKOMPONENTER - MATERIAL SOM MEDFOLJER

Forvaring: Alla komponenter skall kylférvaras i 2-10°C. Far ej frysas.

Stabilitet: Alla komponenter forblir stabila i minst tolv manader fran tillverkningsdatum. Anvand inte komponenterna
efter utgangsdatum.

REAKTIVA REAGENSER

Extraherbar atomara antigener kotade mikrotit brunns strips : Katalognummer 7008-10. En mikrotit
brunns ram innehallande tolv atta brunn strips kotade med en blandning av sju stabiliserade affinitet renad
extraherbar atomara antigener (Sm, RNP, SSA/Ro60, Ro52, SSB/La, Scl.70, och Jo-1). Dessa strips ar brunt farg-
kodade. Om farre an atta brunnar behovs for testet kan brunnarna separeras genom att knappa dem itu. De
oanvanda stripsen kan forvaras i foliepasen i kyla upp till 45 dagar.

Provspadningsvatska [SOLN|DIL]: Katalognummer 7100 (100 ml). Patentskyddad buffrad provspadningsvatska
som anvands for spadning av patientprover.

Enzymantikroppreagens - human IgG tung- och lattkedjespecifik CONJ|HRP|: Katalognummer 7009-10 (14
ml). Antihuman IgG (H och L) konjugerad med pepparrotperoxidas (HRP). Reagensen ar bruksfardig.

Substratlésning @ @ : Katalognummer 7035 (14 ml). HRP-specifik enzymsubstratiésning som
innehaller stabiliserad 3,3’,5,5-tetrametylbensidin (TMB) och vateperoxid (H,O,). Reagensen ar bruksfardig. FARA:
Brandfarligt. Detta reagens innehaller mindre an 25% metanol och aceton. Forvaras utom rackhall for barn. Vid
kontakt med dgonen, spola omedelbart och noggrant med vatten och kontakta en lakare.

Stoppreagens |[SOLN|STOP| ‘% C . Katalognummer 7033 (14 ml). Patentskyd-dad stoppreagens for Immuno

Concepts ElA-testsystem. Reagensen ar bruksfardig. FARA: Fratande. Denna reagens innehaller hydrokloriska
och svavelhaltiga syror (mindre &n 3 % vardera per volym) och skall hanteras med varsamhet. Férvaras utom
rackhall fér barn. Om du rakar réra vid 6gonen i samband med hantering skall du omedelbart spola noggrant med
vatten och kontakta l&kare. Tillsatt aldrig vatten till denna reagens.
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ENA kalibratorserum : Katalognummer 7026-10 (2 ml). Humanserum innehallande antikroppar mot en eller
fler av de extraherbara nukleara antigenerna Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 och/eller Jo-1. Analysvardet for
detta serum star angivet pd ampulletiketten. Detta serum ar fardigspatt och kan anvandas direkt.

ENA positiv kontroll CONTROL]| + |: Katalognummer 7021-10 (2 ml). Humant positivt kontrollserum innehallande

antikroppar mot en eller flera av de extraherbara nukleara antigenerna Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 och/eller
Jo-1. Detta serum ar fardigspatt och bruksfardigt.

ENA negativ kontroll [CONTROL] - |: Katalognummer 7031 (2 ml). Humant negativt kontrollserum som inte
innehaller antikroppar mot Sm-, RNP-, SSA/Ro-, SSB/La-, Scl-70- eller Jo-1-antigener. Detta serum ar fardigspatt
och kan anvandas direkt.

Tillhorande ENA outspadd och positiv kontroll : Katalognummer 7022-10 (0,25 ml). Humant positivt
kontrollserum innehallande antikroppar mot en eller flera av de extraherbara nukleara antigenerna Sm, RNP,
SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 och/eller Jo-1. Behandla denna positiva kontroll som outspatt serum.

ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER
Hallare for mikroférdjupningsremsor

Tvattbuffertlosning:

PBS-buffert PWDR]|PBS|: Katalognummer 1011. Fosfatbuffrat saltidsningspulver (0,01 M, pH 7,4 + 0,2). Varje pase
innehaller tillrackligt med buffertpulver for att ge en liter. (Tva pasar buffertpulver medféljer varje 96-
mikrobrunnsplatta i kompletta testsatser).

Tvattbuffertkoncentrat [SOLNJWASH]|: Katalognummer 1031 (10 ml). 5% Tween-20-16sning fér anvandning i
tvattbufferten. (Tva ampuller med buffertkoncentrat levereras for varje 96-mikrobrunnsplatta i kompletta testsatser).

Framstéllning: Los upp en pase med buffertpulver i en liter avjoniserat eller destillerat vatten. Tillsatt hela
innehallet i en flaska tvattbuffertkoncentrat i den uppldsta fosfatbuffrade saltldsningen. Blanda val och forvara i
2-25°C i upp till fyra veckor eller tills det syns tecken pa kontamination eller andra synliga forandringar.
Tvattbuffertidsning maste sta i rumstemperatur (18-25°C) fére anvandning.

OVRIGHT MATERIAL SOM BEHOVS - MEDFOLJER EJ

Volymetriska precisionspipetter for pipettering av 25-1000 pl volymer

Klamflaska for pipettering av tvattbuffertldsning till mikrobrunnarna eller till ett automatiserat eller halvautomatiserat
tvattsystem fér mikrobrunnar

Enlitersbehallare for PBS-tvattbuffertldsning

Avjoniserat eller destillerat vatten

Plattlasningsspektrometer som kan avlasa absorption vid 450 nm

Provror for framstalining av serumspadningar

Laskpapper eller pappershanddukar

Multikanalspipett som kan pipettera maximalt 8 brunnar

Engangshandskar

Laboratorietidur

FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Allt material av humant ursprung som anvants i den har produkten har testats med FDA-godkanda metoder och
visat sig reagera negativt (inte upprepat reaktivt) pa 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 forekommer HIV-1, HIV-2, hepatit-C, hepatit-B, eller andra smittamnen.
Darfor skall allt satsmaterial hanteras som potentiellt smittsamt.

2. Alla kontrollsera, kalibratorsera och patientprov pa biosdkerhetsniva 2 skall hanteras enligt
rekommendationerna fér potentiellt smittsamt humanserum eller blodprov i Centrum fér
Sjukdomskontroll/Nationella halsoinstitutets manual: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,
1999 Edition.



3. Natriumazid (0,09%) anvénds som konserveringsmedel i kontrollen och kalibratorserat. Natriumazid kan
reagera med ledningsrér av bly eller koppar och bilda hdgexplosiva metallazider. Nar reagenser kasseras, skall
man spola med rikliga mangder kranvatten for att skdlja bort eventuella rester i avloppsledningarna. Natriumazid
ar ett gift och kan vara toxiskt vid fortaring.

4. Spadning av komponenter eller byte till andra komponenter an de som medfdljer detta system kan ge
motsagande resultat.

5. Varm inte upp inaktiva serumprov som skall anvandas for RELISA® ENA filtertestning. Varmeinaktivering kan ge
foérhdjda varden.

6. Denna sats ar avsedd foér diagnostisk anvandning in vitro.

7. Pipettera aldrig med munnen och undvik att komma i kontakt med reagenser och prover med hud eller
slemhinnor. Tvatta med bakteriedédande tval och rikligt med vatten om sadan kontakt intraffat.

8. Undvik att roka, ata eller dricka i omraden dar prov eller satsreagenser hanteras.

9. Unduvik alltid stank och alstring av aerosoler.

10. Andra inkubationstider och temperaturer an de angivna kan ge felaktiga resultat.

11. Korskontamination mellan reagenser och prover kan ge felaktiga resultat. Proverna maste hallas instdngda i
mikrobrunnarna under hela analysen.

12. Ateranvandningsbart glas maste tvéattas och noggrant skéljas fran rengéringsmedel innan det anvands. Allt glas
maste rengoras och torkas fére anvandning.

13. Placera alla reagenser, mikroférdjupningar och prov i rumstemperatur (18-25°C) fére anvandning.

14. Anvand engangshandskar vid hantering av prover och reagenser, och tvatta handerna noggrant efterat.

15. Mikrobiell kontamination av reagenser eller prov kan ge felaktiga resultat.

16. Stoppreagensen ar fratande och kan orsaka brannskador. Denna reagens innehaller hydrokloriska och
svavelhaltiga syror (mindre an 3 % vardera per volym) och skall hanteras med varsamhet. Fdrvaras utom
rackhall fér barn. Om du rakar réra 6gonen vid hantering skall du omedelbart spola med vatten och kontakta
lakare. Tillsatt aldrig vatten i denna reagens.

PROVTAGNING

Provtagning: Serum rekommenderas som prov. Cirka 5 ml helblod skall tas aseptiskt genom venpunktion med
hjalp av ett sterilt vakuumblodtagningsror eller annat [ampligt blodtagningssystem. Lat blodet koagulera i
rumstemperatur (18-25°C). Serum skall sa snart som mgjligt separeras fran koagler genom centrifugering for att
minimera hemolys.

VARNING: Védrm inte upp inaktiva serumprover som skall anvédndas fér RELISA® ENA screentester.
Véarmeinaktivering kan ge férhdjda vérden.

Storande substanser: Sera som uppvisar en hdg grad av hemolys, ikterus, lipemi eller mikrobiell tillvaxt skall inte
anvandas, eftersom dessa forhallanden kan leda till avvikande resultat. Prover som innehaller synliga partiklar bér
klargéras genom centrifugering fére testning.

Forvaring: Sera kan forvaras i 2-10°C under hdgst en vecka. Om analysen fordrdjs ytterligare, skall sera frysas i —
20°C eller lagre. Serum bor inte férvaras i sjalvavfrostande kylskap eller fryslagerrum.

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

ALLMANNA PROCEDURANVISNINGAR

1. Det ar ytterst viktigt att alla satskomponenter och serumprov star i rumstemperatur (18-25°C) fére anvandning.
En hel liter tvattbuffert kan ta flera timmar att varma till 20°C sedan den har tagits ur kylskapet.
Inkubationstemperaturer som ligger hégre eller lagre an det angivna intervallet kan leda till inexakta resultat.
Satt tillbaka oanvanda prover och reagenser i kylférvaring efter anvandning.

2. Blanda reagenserna val fére anvandning genom forsiktig inversion. Snurra eller rotera inte reagenserna. Undvik
skumning.

3. Vid framstallning av provspadningar skall pipettspetsarna torkas av innan serum dispenseras i provspadningen.
Overflédigt prov som sitter fast pa utsidan av pipettspetsen paverkar resultaten.

4. Virekommenderar att en multikanalspipett anvands eftersom detta ger mer enhetliga reagensdispenseringar,
inkubationstider och reaktionstider.



5.

Det ar ytterst viktigt att brunnarna tvattas ordentligt. Otillrackligt tvattade brunnar leder till hdga
bakgrundsvarden och kan ge falskt positiva resultat. Manuell tvatt: Aspirera brunnarnas innehall och fyll darefter
varje brunn med tvattbuffertidsning. Undvik korskontamination mellan brunnarna, sarskilt i forsta tvatten efter
aspirationen. Tém all tvattlésning fran brunnarna genom att vanda dem upp och ned och skaka darefter
resterande tvattbuffert fran brunnarna med en bestamd "knyck” med handleden. Upprepa fyll- och torkstegen for
totalt tre till fem tvattar. Brunnarna skall sedan knackas bstamt mot en pappershandduk eller annat
absorberande material for att avlagsna alla spar av resterande tvattbuffert. Anvandning av det automatiserade
tvattsystemet for mikrobrunnar ger konsekvent tvatt av brunnarna, varfér detta rekommenderas.

OBSERVERA: Da det finns manga olika tvattekniktyper och automatiserade program kan antalet tvattar behéva
justeras for optimala resultat. Varje laboratorium boér faststalla det mest effektiva antalet tvattar for sitt
tvattsystem.

Om den resterande tvattbufferten inte avliagsnas ordentligt kan detta leda till ojamn fargutveckling.
Mikrobrunnsremsorna skall laskas mot absorberande papper eller handdukar for att minimera mangden
kvarvarande tvattbuffert.

Det ar av yttersta vikt att alla steg utfors i ratt tid. Alla serumprover skall spadas innan proceduren pabdrjas och
de maste dispenseras till mikrobrunnarna pa sa kort tid som mgjligt (inte mer an fem minuter). Batchstorlekarna
skall valjas sa att provhanteringen gar sa smidigt som mgjligt under denna tidsperiod. Prov- och
reagenshanteringen underlattas med hjalp av en multikanalspipett, varfér detta rekommenderas.

Med undantag fér den sista inkubationen (substratlésning) bérjar varje inkubationstid med att prover eller
reagenser dispenseras. Inkubationen av substratiésningen maste vara exakt 30 minuter for varje brunn. Alla
prover och reagenser skall dispenseras i samma ordningsféljd och med en konstant hastighet.

TOLKNING AV RESUKTAT

BERAKNINGAR

1.

2.

3.

Subtrahera absorptionsvardet for reagensamnesbrunnen fran de absorptionsvarden som erhallits i kalibrator-,
kontroll- och patientprovbrunnarna. Berdkna de genomsnittliga absorptionsvardena fér dubbla brunnar.

Dela den specifika antikroppkoncentrationen i kalibratorserat (star angivet pa etiketten) med
medelabsorptionsvardet for kalibratorbrunnarna for att fa fram konverteringsfaktorn.

Multiplicera absorptionsvardena for vart och ett av proven med denna konverteringsfaktor for att erhalla den
specifika antikroppkoncentrationen i enheter.

Den forenklade formeln for dessa berakningar kan uttryckas pa féljande satt:

Ucx s =Us
AC

Uc = Kalibratorvarde (enheter)
A\c = Kalibratorabsorption*

As = Provabsorption*
Us = Provets enhetsvarde

*Anvand duplikatbrunnarnas medelabsorption, om kalibratorer och prover kérs i duplikat.

KVALITETSKONTROLL

1.

Kalibratorbrunnarnas genomsnittliga absorptionsvarde maste vara minst 0,400. Absorptionsvarden som &r lagre
an 0,400 innebar att fargutvecklingen ar otillracklig och serien ogiltig. Otillracklig fargutveckling beror vanligtvis
pa att kalla reagenser har anvants eller att tidpunkten for ett eller flera steg i analysen varit felaktigt vald. Lat
reagenserna varmas till rumstemperatur (18-25°C) och upprepa serien med sarskilt beaktande av valet av
tidpunkt for alla steg.

Den farglosa kontrollbrunnen skall ha ett absorptionsvarde pa mindre an 0,150. Fargldsa absorptionsvarden
storre an 0,150 tyder pa otillracklig tvattning eller kontamination av reagenser.

Prover med specifika antikroppvarden som ar storre an den évre gransen av kalibratorn borde visas positiva
med ett enhetsvarde "storre eller lika med” enhetsvardet som visas pa etiketten pa kalibrator serumet.
Konverteringsfaktorn maste beraknas for varje serie. Resultaten blir ogiltiga om en konverteringsfaktor fran en
annan serie anvands.

Varje laboratorium bor uppratta och underhalla sina egna referensintervall (normalvarden) baserat pa
patientpopulation och andra lokala faktorer.



6. Det positiva kontrollserat ar ett humanserum som innehaller antikroppar mot en eller flera av de extraherbara
nukleara antigenerna Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 och/eller Jo-1. Detta ar en kvalitativ kontroll som bér
ge ett varde som ar stérre an 20 ENA-enheter.

7. Det negativa kontrollserumet ar en samling humanserum som inte innehaller antikroppar mot nagon av de sex
autoantigenerna i detta test. Detta ar en kvalitativ kontroll som bér ge varden pa mindre dn 20 ENA-enheter.

8. Det ospadda och positiva kontrollhumanserumet ar ett humanserum som innehaller antikroppar mot en eller
flera av de extraherbara nukleara antigenerna Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 och/eller Jo-1. Denna kontroll
bdr Giva ett varde som ar stérre an 20 ENA-enheter.

9. Om nagot kontrollvarde ligger utanfér omradet ar analysen ogiltig och maste géras om.

TOLKNING AV PATIENTRESULTAT

1. Detta ar en kvalitativ analys. Nivaerna av detekterade antikroppar har ingen kand klinisk betydelse, och de
enhetsvarden som erhallits i denna analys har endast beraknats for att dela in patienter i féljande tre breda
grupper. Patientprovbrunnar som har berdknade varden stoérre an eller lika med 25 ENA-enheter betraktas som
positiva och skall analyseras med avseende pa individuella ENA-specificiteter. Patientprovbrunnar som har
beraknade varden som ar mindre an 20 ENA-enheter betraktas som negativa. Varden mellan 20 och 25 enheter
betraktas ligga pa gransen till att vara positiva och skall géras om, eller analyseras med avseende pa
individuella ENA-specificiteter. Varje laboratorium maste faststalla sina egna referensomraden och
franslagsvarden baserat pa analyserad patientpopulation. Enhetsvardena paverkas av patientfaktorer,
mekaniska dvervaganden (t ex pipetteringsprecision och exakthet) och analysvillkor (t ex temperatur och val av
ratt tidpunkt for ett visststeg).

2. Eftersom RELISA® ENA enkelbrunn screeningtestet bestar av en blandning av antigener, bestar resultaten av
en sammansattning antikroppreaktioner mot var och en av de sex antigenerna. Om flera autoantikroppar har
laga nivaer, kan RELISA® ENA enkelbrunn screeningtestet uppvisa ett positivt resultat, medan enskilda
specificiteter kan ligga under respektive franslagsvarden.

RAPPORTERING AV RESULTATET
Resultatet skall rapporteras som positivt eller negativt for antikroppar mot extraherbara nukleara antigener.
Antikroppnivaerna har ingen kand klinisk signifikans.

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Diagnos kan inte stallas enbart pa grundval av antikroppar mot extraherbara nukledra antigener. Lakaren maste
tolka dessa resultat med hansyn till patientens tidigare sjukdomar och symptom, de fysiska upptackterna och
andra diagnostiska metoder.

2. Behandling bor inte pabdrjas enbart pa grundval av ett positivt test for antikroppar mot extraherbara nukleéara
antigener. Kliniska indikationer, andra laboratorieupptackter och lakarens kliniska intryck maste beaktas innan
behandling pabdrjas.

3. Vissa patienter med autoimmuna sjukdomar kan ha obetydliga nivaer av antikroppar eller nivaer som ar
omdjliga att upptédcka medan andra personer kan ha hdga nivaer av antikroppar mot extraherbara nukleara
antigener, men litet eller inget tecken pa klinisk sjukdom. Lakaren maste tolka testresultaten fér antikroppar mot
extraherbara nukleara antigener med hansyn till patientens tidigare sjukdomar och symptom, de fysiska
upptackterna och andra diagnostiska metoder.

4. De antikroppnivaer som detekteras med detta testsystem indikerar inte nédvéandigtvis sjukdomens
svarighetsgrad eller varaktighet.



FORVANTADE VARDEN

Foérekomsten av autoantikroppar mot olika nukleara antigener varierar beroende pa patientpopulation och
férekomsten av kliniska reumatiska sjukdomar i denna. Sambandet mellan antikroppar och specifika reumatiska
sjukdomar sammanfattas i nedanstaende Tabell 1.

Tabell 1
Antikroppar mot: Sjukdomssamband:

Sm | Mycket specific markdantikropp patraffade hos 25-30% av
SLE-patienterna
U1-RNP | Blandad bindvavssjukdom >95%; SLE 35%; lagre frekvens vid
skivformig lupus eller progressiv systemisk skleros (PSS)
SSA/Ro | Sjégren’s Syndrom 60-70%; SLE 50%
SSB/La | Sjégren’s Syndrom 40-50%; SLE 15%

Scl-70 | Mycket specific markdantikropp patraffade hos 15-30% av
PSS-patienterna
Jo-1 | Mycket specific markdantikropp patraffade hos 25-30% av
patienter med polymyosit eller dermatomyosit

REFERENSINTERVALL

Referensintervallet upprattades genom analys av sera fran 403 friska blodgivare, 205 kvinnor och 198 man, av vilka
ingen veterligt hade haft nagon reumatisk sjukdom tidigare. Baserat pa dessa data upprattades de normala
frAnslagsvardena som mindre an 20 ENA-enheter. God laboratoriepraxis foreskriver att varje laboratorium maste
uppratta sina egna normala spridningsomraden baserade pa patientpopulation och andra lokala faktorer.

PRESTANDA

Immuno Concepts RELISA® enkelbrunns ENA screeningtest jamférdes med Immuno Concepts RELISA®
multiparameter ENA screeningtest. Den patientpopulation som studerades bestod av 50 patienter som motsvarade
kriterierna for diagnosen systemisk lupus erytematosus, 25 patienter med autoimmun myosit eller
myositéverlappande syndrom, 23 patienter med diagnosen sklerodermia eller progressiv systemisk skleros, 21
patienter med Sjogrens syndrom, 3 patienter med diagnosen reumatoid artrit, 18 patienter med odifferentierad
bindvavssjukdom och 403 personer utan kand autoimmun sjukdom. Féljande data erhdélls vid denna jamférelse.
Tabell 2.

Immuno Concepts RELISA®

Tabell 2 Multiparameter ENA Screeningtest
Immuno Concepts Positivt | Gransfall | Negativt
RELISA® Enkelbrunn Positivt 126 9 5
ENA Gransfall 0 2 4
Screeningtest Negativt 1 2 394

Gransfallresultaten betraktades som positiva. Dessa data gav foljande statistik: relativ sensitivitet 97,9%, relativ
specificitet 97,8% och total dverensstammelse 97,8%.

REPRODUCERBARHET
Sex positiva prover och fem negativa koérdes vid tre olika tillfallen pa antigenremsor med tre olika lotnummer. Inte i
nagot fall gav ett negativt prov positiva resultat. De positiva proverna gav genomgaende positiva resultat.
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RELISA® ENA ENKELBRUNNS SCREENING
TESTPROCEDUR

Alla prover, reagenser (inklusive tvattbuffertiosningen) och mikrobrunnar maste sta i rumstemperatur fore

anvandning.

IORDNINGSTALLANDE AV ARBETSBLAD

Mark det arbetsblad som medféljer satsen for att ange var proverna

skall sta i mikrobrunnarna. Analysera kalibratorn tva ganger. En

brunn anvands for ett reagensamne. Vi rekommenderar att varje 8.
kontroll- och patientprov analyseras tva ganger tills godtagbar

precision for laboratorieprovet har upprattats.

FRAMSTALLNING AV TVATTBUFFERTLOSNING (PBS-Tween)
L6s upp innehallet i en PBS-buffertpase i en liter avjoniserat eller
destillerat vatten. Tillsatt hela innehallet i en flaska med
tvattbuffertkoncentrat i den uppldsta fosfatbuffrade saltiésningen i
en enlitersbehallare. Blanda val. Tvattbuffertidsningen kan tackas
och férvaras i 2-25°C i hogst fyra veckor.

SPADNING AV PATIENTPROVER

Spad patientprov till 1:40 genom tillsattande av 25 ul serum till
975 ul provspadningsvatska. Om den tillhérande ENA-outspadda
och analyserade positiva kontrollen anvands, skall denna spadas
pa samma satt som patientproven. Blanda val. Kalibratorn, den
positiva kontrollen och den negativa kontrollen levereras
fardigspadda och kraver ingen ytterligare spadning.

10.

FORBERED MIKROTITERBRUNNAR

Ta bort det begarda antalet mikrotiter strips fran pasen och placera
dem i ramhallaren. Mikrotiter stripsen maste fastas stadigt i
ramhallaren. Tryck bestamt ner i bada &ndarna av stripsen sa de
sakert faster i ramhallaren. Vid bruk av individuella brunnar eller
mindre a&n en hel strip med brunnar bér du vara séker pa att varje
brunn sitter riktigt pa plats. Brunnar som ar ordentligt pa plats i
ramhallaren trillar inte ut nér ramhallaren ar omvand. Om mindre an
8 brunnar behovs for testet kan brunnen delas genom att knappa
dem itu. Oanvanda brunnar kan foérvaras i foliepasen forseglad och
kylt i upp till 45 dagar.

1.

DISPENSERING AV SPADNINGAR

Dispensera 100 ul av kalibratorerna, kontrollerna och de spadda
patientproverna i lampliga brunnar (se arbetsblad). Dispensera
100 pl provspadningsvatska i reagensamnesbrunnen.

12,

ODLING AV REMSOR (30 minuter i rumstemperatur, det vill séga
18-25°C)

Odla i rumstemperatur i 30 minuter. Remsorna skall skyddas mot
drag och temperaturvaxlingar under inkubationstiden. Remsorna
kan om sa onskas tdckas med genomskinlig tejp eller
pappershandduk for att skydda dem mot damm och andra
frammande amnen.

13.

TVATT AV REMSORNA (Se Allménna proceduranvisningar 5 och
6) 14.
Tvatta brunnarna tre till fem ganger med PBS-Tween
tvattbuffertlosning. Manuell tvatt: Aspirera brunnarnas innehall och
fyll darefter varje brunn med tvattbuffertlésning. Undvik
korskontamination mellan brunnarna, sarskilt i férsta tvatten efter
aspirationen. Tom all tvattldsning fran brunnarna genom att vanda
dem upp och ned och skaka déarefter resterande tvattbuffert fran
brunnarna med en bestdmd "knyck” med handleden. Upprepa fyll-
och torkstegen for totalt tre till fem tvattar. Brunnarna skall sedan
knackas bestamt mot en pappershandduk eller annat

absorberande material for att avlagsna alla spar av kvarvarande
tvattbuffert.

DISPENSERING AV ENZYMANTIKROPPREAGENS
Dispensera 100 ul enzymantikroppreagens i varje brunn.

ODLING AV REMSOR (30 minuter i rumstemperatur, det vill séga
18-25°C)

Odla i rumstemperatur under trettio minuter. Remsorna skall
skyddas mot drag och temperaturvaxlingar under inkubationstiden.
Remsorna kan om sa dnskas tackas med genomskinlig tejp eller
pappershandduk for att skydda dem mot damm och andra
frammande amnen.

TVATTNING AV REMSOR

Tvatta brunnarna tre till fem ganger med PBS-Tween
tvattbuffertldsning. Manuell tvatt: Aspirera brunnarnas innehall och
fyll darefter varje brunn med tvattbuffertlésning. Undvik
korskontamination mellan brunnarna, sarskilt i férsta tvatten efter
aspirationen. Tom all tvattldsning fran brunnarna genom att vanda
dem upp och ned och skaka darefter resterande tvattbuffert fran
brunnarna med en bestdmd "knyck” med handleden. Upprepa fyll-
och torkstegen for totalt tre till fem tvattar. Brunnarna skall sedan
knackas bestamt mot en pappershandduk eller annat
absorberande material for att avlagsna alla spar av kvarvarande
tvattbuffert.

DISPENSERING AV SUBSTRATLOSNING

Foérvissa dig om jamna tidsintervall med hjalp av ett tidur och
dispensera 100 pl substratldsning i varje brunn. Substratldsningen
maste tillsattas i brunnarna med jamn hastighet sa att varje brunn
inkuberas exakt lika lange (30 minuter). Substratlésningen i
brunnar som inkuberas med positiva prover blir bla, medan
I6sningen i brunnar som inkuberas med negativa prover blir
farglosa till mycket svagt bla.

ODLA REMSORNA (exakt 30 minuter i rumstemperatur, det vill
saga 18-25°C)

Odla i rumstemperatur under exakt 30 minuter. Remsorna skall
skyddas mot drag och temperaturvaxlingar under inkubationstiden.

DISPENSERING AV STOPPREAGENS

Nar den forsta brunnen har inkuberats exakt 30 minuter skall 100 pl
stoppreagens tillsattas i varje brunn, i samma ordningsféljd och
med samma hastighet som substratlésningen tillsattes i brunnarna.
Nar stoppreagens tillsatts skiftar den bla substratlésningen till gult,
medan den fargldsa I6sningen forblir farglos.

AVLASNING AV BRUNNARNAS ABSORPTION

Brunnarna maste avlasas i en plattlasande spektrofotometer inom
30 minuter efter tillsattandet av stoppreagensen. Brunnarna
avlases vid 450 nm mot den farglésa kontrollbrunnen. Om
spektrofotometer med dubbla vaglangder anvands skall
referensfiltrets vaglangd stallas in pa 600-650 nm. Avlasning av
mikrobrunnarna utan referensfilter ger hogre absorptionsvéarden.

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