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Sažetak

Uvod: No ve teh no lo gi je te me lje ne na is tov re me noj vi šes tru koj de tek ci ji spe-
ci fi č nih an ti nuk lear nih an ti ti je la (engl. mul tip lexed bead ba se im mu noas say) 
po bolj ša va ju di jag nos ti ci ra nje i pra će nje au toi mu nih bo les ti.

Cilj na šeg is pi ti va nja bio je ut vr di ti ka rak te ris ti ke no ve me to de mno gos tru kog 
od re đi va nja au toan ti ti je la (engl. AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system) u od no su 
na do sad ko riš te ne me to de in di rek tne imu nofl  uo res cen ci je (IIF ANA) i en zi mi-
mu no loš ke me to de (ELISA).

Ma te ri ja li i me to de: Ob ra di li smo 897 uzo ra ka se ru ma. Svi uzor ci is pi ta ni 
su tes tom AtheNA Mul ti-Lyte ANA na 9 specifi čnih Ag: SSA, SSB, Sm, RNP, Scl-
70, Jo-1, ds DNA, centromere B i his to ne; i imu nofl  uo res cen ci jom. Po zi tiv ni su 
uzor ci ana li zi ra ni me to dom ELISA na spe ci fi č na au toan ti ti je la pro tiv SSA, SSB, 
Sm, RNP, Scl-70, Jo-1, ds DNA, centromera B, his to na i re zul ta ti uspo re đe ni te-
stom At he NA Mul ti-Lyte ANA.

Re zul ta ti: Po du dar no st kva li ta tiv no iz ra že nih re zul ta ta tes ta AtheNA Mul-
ti-Lyte ANA i in di rek tne imu nofl  uo res cen ci je bi la je 92,3% (70% ne ga tiv nih i 
22.3% po zi tiv nih re zul ta ta). Ana li tič ka os jet lji vo st za spe ci fi č na au toan ti ti je la 
kre ta la se od 80% (Scl-70) do 100% (SSA), a spe ci fi č no st od 92,3% (dsDNA) 
do 98,3% (Sm) iz me đu metode AtheNA Mul ti-Lyte ANA i ELISA. Po zi tiv ni uzor-
ci (200) ana li zi ra ni su me to dom ELISA, a us po red ba s tes tom AtheNA Mul ti-
Lyte ANA za 9 po je di nač nih au toan ti tijela po ka za la je zna čaj nu ko re la ci ju (P 
< 0,001), kao i proc je na sla ga nja dvi ju me to da iz ra že na ka pa- koe fi  ci jen tom 
(P < 0,001).

Zak lju čak: Na ši su re zul ta ti po ka za li da za od re đi va nje spe ci fi č nih au toan ti ti-
je la u imu no loš kom la bo ra to ri ju AtheNA Mul ti-Lyte ANA mo že za mi je ni ti me to-
du ELISA, ali ne u pot pu nos ti me to du IIF ANA.

Ključ ne ri je či: An ti nuk lear na an ti ti je la, te st AtheNA Mul ti-Lyte ANA, ELISA, 
au toi mu ne bo les ti

Ab stra ct

Introduction: New tec hno lo gies that em ploy mul tip lexed bead ba sed im mu-
noas says ha ve con tri bu ted to the im pro ve me nt in the diag no sis and mo ni to ri-
ng of au toim mu ne di sea ses.

The aim of this stu dy was to de ter mi ne the per for man ce of mul tip lexed bead 
ba sed im mu noas say (AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system) re la ti ve to es tab lis-
hed in di re ct im mu nofl  uo res ce nt ana lysis (IIF ANA) and en zyme-lin ked im mu-
no sor be nt as say (ELISA) cur ren tly used in our la bo ra to ry.

Ma te ria ls and met ho ds: 897 se rum spe ci me ns we re tes ted wi th AtheNA 
Mul ti-Lyte ANA te st system for ni ne ana lytes (SSA, SSB, Sm, RNP, Scl-70, Jo-1, 
dsDNA, Cen tro me re B and His to ne), and wi th IIF ANA. On ly po si ti ve spe ci me ns 
we re tes ted wi th sin gle-an ti gen ELISA and compared with AtheNA Mul ti-Lyte 
ANA.

Re sul ts: The re was a com ple te con cor dan ce be tween mul tip lexed bead ba-
sed im mu noas say and IIF ANA in 92.3% ca ses (70% of to tal ca ses we re ne ga-
ti ve and 22.3% po si ti ve). For spe ci fi c au toan ti bo dies, sen si ti vi ty ran ged from 
80.0% (Scl-70) to 100% (SSA), and spe ci fi  ci ty from 92.3% (ds DNA) to 98.3% 
(Sm) for AtheNA Mul ti-Lyte ANA and ELISA. All po si ti ve se ra (200) we re tes ted 
by sin gle an ti gen ELISA te st and com pa red wi th re sul ts ob tai ned wi th AtheNA 
Mul ti-Lyte ANA te st system. The cor re la tion es tab lis hed for all au toan ti bo dies 
was sig ni fi  ca nt (P < 0.001), as we ll as the kap pa va lue (P < 0.001).

Con clu sion: Our re sul ts showed that the AtheNA Mul ti-Lyte te st system cou-
ld rep la ce sin gle an ti gen ELISA te st for the mea su re me nt of spe ci fi c au toan ti-
bo dies, but not com ple te ly the IIF ANA met hod in an im mu no lo gy la bo ra to ry.

Key wor ds: an ti nuc lear an ti bo dies, AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system, ELI-
SA, au toim mu ne di sea ses
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Uvod
U di jag nos ti ci sis tem skih i or ga nos pe ci fi č nih bo les ti de tek-
ci ja au toan ti ti je la je je dan od os nov nih imu no loš kih di jag-
nos tič kih pos tu pa ka. Uz kli nič ke sim pto me, de tek ci ja spe-
ci fi č nih au toan ti ti je la na jez gri ne au toan ti ge ne te ci top laz-
mat skih an ti ti je la je st ključ na za pos tav lja nje di jag no ze 
(1). Sva ku sis tem sku au toi mu nu bo le st, od ko jih su naj češ-
će sis tem ski eri tem ski lu pus (SLE), Sjőgre nov sin drom (SS), 
po li mio zi tis (PM), mi je ša na bo le st ve ziv nog tki va (MCTD), 
reu ma toid ni ar tri tis (RA) i jatrogeni lu pus, ka rak te ri zi ra 
od re đe ni pro fi l au toan ti ti je la. U ru tin skom ra du imu no-
loš kog la bo ra to rija ko ris te se broj ne teh ni ke i me to de za 
do ka zi va nje po naj pri je autoan ti ti je la, a rje đe an ti ge na (2). 
U de tek ci ji an ti nuk lear nih au toan ti ti je la (ANA) me to da in-
di rek tne imu nofl  uo res cen ci je (IIF) je me to da iz bo ra ako 
se ko ris ti u pret ra ži va nju se ru ma (3). Detek ci ja ANA IIF je 
mik ros kop ska teh ni ka u ko joj is kus tvo ana li ti ča ra ima važ-
nu ulo gu, ni je stan dar di zi ra na, omo gu ća va približnu de-
tek ci ju spe ci fi č nog an ti ti je la te me ljem spe ci fi č ne fl uo res-
cen ci je, di jag nos tič ki je zah tjev na i vre men ski du go tra je. 
Zbog pot re ba br žeg di jag nos ti ci ra nja bo les ti i od re đi va-
nja spe ci fi č nih an ti ti je la raz vi le su se me to de ko je je mo-
gu će au to ma ti zi ra ti i do nek le stan dar di zi ra ti (4). En zi mi-
mu no ke mij ska me to da (ELISA) za ot kri va nje spe ci fi č nog 
au toan ti ti je la ko ris ti an ti ge ne prip re mljene iz hu ma nih 
epi te loid nih sta ni ca (HE p-2) sta ni ca ili re kom bi nan tnim 
teh ni ka ma. Raz li či ti na či ni do bi va nja an ti ge na čes to su 
uz rok raz li či tih re zul ta ta iz me đu tes to va (5). Spe ci fi č no st 
od re đe nog ELISA-tes ta za od re đe no au toan ti ti je lo ovi si o 
an ti ge nu, te je važ no da an ti ge ni ko ji se ko ris te ima ju is tu 
sek ven cu, kon for ma ci ju i po st-tran sla cij sku mo di fi  ka ci ju 
te da su što slič ni ji hu ma nom an ti ge nu (6). U novije vri je-
me raz voj i prim je na teh ni ka pro toč ne ci to met ri je u kom-
bi na ci ji s ho mo ge nim fl uo roi mu no ke mij skim me to da ma 
omo gućava is tov re me no od re đi va nje ve ćeg bro ja au toan-
ti ti je la iz jed nog uzor ka se ru ma. Po lis ti ren ske mik ro čes ti-
ce oz na če ne su s dva fl uo ro fo ra. Sva ki fl uo ro for sad r ži 10 
pre ciz no de fi  ni ra nih raz li či tih kon cen tra ci ja, od nos no in-
ten zi te ta fl uo ros cen ci je, što omo gu ća va kom bi na ci ju od 
100 raz li či to obo je nih mik ro čes ti ca. To bi zna či lo da se, ka-
da se sva ka mik ro čes ti ca obi lje ži spe ci fi č nim an ti ge nom 
u homogenoj imu nofl  uo ro ke mij skoj reak ci ji, mo že do ka-
za ti i do 100 an ti ti je la. Sus pen zi ja čes ti ca pro la zi kroz pro-
toč ni cu, obas ja va se s dvi je la ser ske zra ke od ko jih cr ve na 
gru pi ra čes ti ce po bo ji, tj. spe ci fi č nom an ti ti je lu, a ze le na 
ek sci ti ra fl uo res cen ci ju spe ci fi č nog an ti ti je la te ih kvan ti-
fi  ci ra (7). Je dan od prim je ra prim je ne tih teh ni ka je i te st 
AtheNA Mul ti-Lyte ANA ko jim se kva li ta tiv no od re đu je na-
zoč no st an ti nuk lear nih an ti ti je la te po lukvantitativno is-
tov re me no de vet po je di nač nih au toan ti ti je la.
Re zul ta ti se oči ta va ju na sustavu Lu mi nex 100, protoč nom 
ci to met ru pri la go đe nom za teh no lo gi ju xMAP.

Introduction
Detec tion of an ti nuc lear an ti bo dies (ANA) is exten si ve ly 
used for es tab lis hi ng a diag no sis in pa tien ts wi th cli ni cal 
fea tu res sug ges ti ve of no n-or gan spe ci fi c (syste mic) or 
or ga n-spe ci fi c au toim mu ne di sor de rs. Amo ng the syste-
mic au toim mu ne di sea ses that are cha rac te ri zed by the 
pre sen ce of ANA the re are syste mic lu pus erythe ma to sus 
(SLE), Sjögren′s syndro me (SS), syste mic scle ro sis (SSc), in-
fl am ma to ry myo si tis (IM), mixed con nec ti ve tis sue di sor-
der (MCTD), rheu ma toid ar thri tis (RA) and drug in du ced 
SLE. The diag no sis of the se di sea ses de pen ds on the iden-
ti fi  ca tion of di sea se-as so cia ted cli ni cal sympto ms and sig-
ns, and is asso cia ted wi th the de tec tion of au toan ti bo dies 
di rec ted again st nuc lear or cytop las mic an ti ge ns (1). Au-
toim mu ni ty la bo ra to ries ana lyze and mea su re an in crea-
si ng num ber of au toan ti bo dies, em ployi ng a broad spec-
trum of tec hniques and met ho ds. The main cha rac te ris tic 
of the au toim mu ni ty la bo ra to ry, and in deed the one that 
diff  e ren tia tes it from ot her la bo ra to ries that use im mnu-
noas says as the ba sic tec hnique, is that it de ter mi nes an ti-
bo dies (au toan ti bo dies) and not an ti ge ns (2).
The mo st com mon met hod for the iden ti fi  ca tion of po si ti-
ve pa tie nt′s se ra for ANA is in di re ct im mu nofl  uo res cen ce 
(IIF), but this met hod gi ves hi gh po si ti ve (fal se) res pon ses 
amo ng heal thy in di vi dua ls and va ria bi li ty in re sul ts be-
tween la bo ra to ries (3). De tec tion of ANAs by IIF is a mic ros-
co pic tec hnique, in whi ch rea der ag ree me nt and relia bi li-
ty are of great im por tan ce. IIF pro vi des an ap proxi ma tion 
to the iden ti fi  ca tion of pos sib le au toan ti ge ns by mea ns of 
their fl uo res cen ce pat ter ns. Fur ther mo re, the ma nual IIF 
pro ce du re is re la ti ve la bo r-in ten si ve. Con si de rab le eff  o rt 
has been ma de in de ve lo pi ng sim pler au to ma ted as says 
for rou ti ne la bo ra to ry use. Se ve ral diff  e re nt for ms of en-
zyme im mu noas says ha ve been de ve lo ped whi ch we re 
sim pler, hi gh-throug hput ana lyses that can be au to ma-
ted and stan dar di zed. (4) Of the se, en zyme-lin ked im mu-
no sor be nt as say (ELISA) ba sed eit her on an ti ge ns pre pa-
red from hu man tu mor ce ll li ne (HE p-2) nuc lear extrac ts 
or from re com bi na nt and hig hly pu ri fi ed nuc lear an ti ge ns 
has been the mo st pro mi si ng, but sub stan tial diff  e ren ces 
in ter ms of po si ti vi ty amo ng va rious en zyme im mu noas-
say met ho ds ha ve been des cri bed (5). The spe ci fi  ci ty of 
ELI SAs for au toan ti bo dy mea su re men ts is stron gly de pen-
de nt on the qua li ty of an ti ge ns used, and it is im por ta nt 
that an an ti gen shou ld ha ve exac tly the sa me sequen ce, 
con for ma tion and po st-tran sla tio nal mo di fi  ca tio ns as the 
hu man an ti gen. Flow cyto met ry for the ana lysis of mic-
ros phe re-ba sed im mu noas says has been de ve lo ped for 
the si mul ta neous de ter mi na tion of diff  e re nt sub stan ces 
(6). Re cen tly a com mer cial ly avai lab le mic ros phe re-ba sed 
fl uo res ce nt as say has been in tro du ced for the de tec tion 
of ANA. Amo ng ap pli ca tio ns of this tec hno lo gy the re is 
si mul ta neous mea su re me nt of se ve ral au toan ti bo dies. 
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U de tek ci ji an ti nuk lear nih an ti ti je la važ no je zna ti ka da je 
pot reb no za mi je ni ti IIF ANA s no vom teh no lo gi jom mno-
gos tru kog od re đi va nja. Cilj na šeg is pi ti va nja bio je ut vr di-
ti ka rak te ris ti ke no ve me to de mno gos tru kog od re đi va nja 
au toan ti ti je la (engl. AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system) u 
od no su na do sad ko riš te ne me to de in di rek tne imu nofl  uo-
res cen ci je (IIF ANA) i en zi mi mu no loš ke me to de (ELISA).

Materijali i me to de

Ispitanici
Is pi ti va nje je obuh va ti lo 897 is pi ta ni ka či je smo uzor ke se-
ru ma ob ra di li u na šem laboratoriju u vre men skom in ter-
va lu od 7 mje se ci (od lip nja 2006. do pro sin ca 2006. go di-
ne). Is pi ta ni ci su odab ra ni na te me lju di jag no ze ili sum nje 
na au toi mu ni po re me ćaj. Uzor ci su po di je lje ni u tri sku-
pine:
Pr va sku pi na obuh va ća la je 301 is pi ta ni ka s di jag no za ma: 
reu ma toid ni ar tri tis (N = 122), SLE (N = 101), Sjőgrenov sin-
drom (N = 9), sis tem ska skle ro za (N = 34) i raz li či ti ob li ci 
vas ku li ti sa (N = 35).
U dru goj je sku pi ni bi lo 398 is pi ta ni ka s kli nič kom sum-
njom na od re đe nu au toi mu nu bo le st: reu ma toid ni ar tri tis 
(N = 47), SLE (N = 22), Sjőgrenov sin drom (N = 7), sis tem-
ska skle ro za (N = 23), vas ku li tis (N = 29) i sum nju na au toi-
mu ni po re me ćaj (N = 270).
U tre ćoj je sku pi ni bi lo 198 is pi ta ni ka bez di jag no ze.
U svim po zi tiv nim uzor ci ma od re đe na su spe ci fi čna au-
toan ti ti je la pro tiv an ti ge na SS-A/Ro (SSA), SS-B/La (SSB), 
Smi th (Sm), U1-snRNP (RNP), an ti ti je la pro tiv to poi zo me-
ra ze 1 (Scl-70), an ti-his ti di l-tR NA (Jo-1), an ti ti je la pro tiv 
dvos tru ke uz voj ni ce DNA (dsDNA), an ti ti je la pro tiv cen tro-
mer skog pro tei na B (Cen tro me re B), te an ti ti je la pro tiv his-
to na.
Nakon cen tri fu gi ra nja od vo je ni se rum je poh ra njen na 
tem pe ra tu ri –20 ºC do pro vođe nja ana li ze.
Is pi ti va nje je odob ri lo Etič ko pov je ren stvo Kli nič ke bol ni-
ce Split (13).

Metode
Test AtheNA Mul ti-Lyte ANA
897 uzoraka se ru ma is pi ta no je me to dom mno gos tru-
kog od re đi va nja au toan ti ti je la (AtheNA Mul ti-Lyte ANA 
te st system, Zeus Scien ti fi c, Inc., Ra ri tan, NJ, 08869 USA). 
Test AtheNA Mul ti-Lyte ANA se prim je nju je za po luk van ti-
ta tiv no od re đi va nje au toan ti ti je la us mje re nih na de vet 
raz li či tih an ti ge na (SSA, SSB, Sm, RNP, Scl-70, Jo-1, dsDNA, 
centromera B i his to na te kva li ta tiv no do ka zi va nje ANA u 
se ru mu. Na po lis ti ren skim mik ro čes ti ca ma ve za ni su pro-
čiš će ni an ti ge ni SSA, Sm i his to ni, dok su SSB, RNP, Jo-1 i 
cen tro me ra B re kom bi nan tni an ti ge ni. U kva li ta tiv noj de-
tek ci ji ANA ko ris te se ek strak ti sta ni ca HE p-2. Uzo rak se-
ru ma i kon tro le raz ri je di se 1:21 s od go va ra ju ćim raz r je đi-

The system uses po lystyre ne mic ros phe res la bel led in ter-
nal ly wi th diff  e re nt ra tios of two diff  e re nt fl uo roc hro mes. 
Ea ch fl uo roc hro me can ha ve any of the 10 pos sib le le ve ls 
of fl uo res cen ce in ten si ty, the re by crea ti ng a fa mi ly of 100 
spec tral ly ad dres sed bead se ts. The an ti ge ns cor res pon-
di ng to au toan ti bo dies are bou nd to the mic ros phe res. 
Ea ch of the 100 mic ro bea ds that can be diff  e ren tia ted by 
their fl uo res cen ce car ries a spe ci fi c im mo bi li zed an ti gen 
for a sin gle au toan ti bo dy. At the sa me ti me, a green la ser 
exci tes the exter nal re por ter fl uo res cen ce to quan ti fy the 
spe ci fi c reac tion re la ted to ea ch au toan ti bo dy (7). The At-
heNA Mul ti-Lyte ANA te st system is a mul tip lexed ho mo-
ge nous, fl uo res cen ce-ba sed mic ro par tic le im mu noas say, 
de sig ned to de te ct and dis tin gui sh the autoan ti bo dies 
pre se nt in hu man se rum. The Lu mi nex 100 System (Lu mi-
nex Cor po ra tion, Aus tin, TX, USA) is a fl ow cyto me ter ana-
lyzer spe ci fi  cal ly de sig ned for xMAP tec hno lo gy.
In de tec tion of an an ti nuc lear an ti bo dy, it is im por ta nt to 
know when the ini tial IIF ANA scree ni ng on HE p-2 cel ls 
can be rep la ced wi th mul tip lexed bea d-ba sed im mu noas-
say wit hout lo ss of any im por ta nt re sul ts. The ob jec ti ve 
of the stu dy was to de ter mi ne the per for man ce of mul tip-
lexed bead ba sed im mu noas say (AtheNA Mul ti-Lyte ANA 
te st system) re la ti ve to es tab lis hed, com mer cial IIF ANA 
HE p-2 and ELISA cur ren tly used in our la bo ra to ry.

Ma te ria ls and met ho ds

Patients
The stu dy in clu ded 897 se rum sam ples sub mit ted to our 
la bo ra to ry for au toim mu ne tes ti ng over a pe riod of 7 
mon ths (from Ju ne 2006 to De cem ber 2006). The se ra we-
re se lec ted on the ba sis of es tab lis hed diag no sis or in di-
ca tion of au toim mu ne di sea se. All sam ples we re di vi ded 
in to three grou ps.
One group con sis ted of 301 pa tien ts wi th es tab lis hed 
diag no sis: rheu ma toid ar thri tis (N = 122), SLE (N = 101), 
Sjögren syndrom (N = 9), syste mic scle ro sis (N = 34) and 
diff  e re nt types of vas cu li tis (N = 35).
The se co nd group con sis ted of 398 pa tien ts wi th cli ni cal 
sus pi cion of cer tain au toim mu ne di sea se: rheu ma toid ar-
thri tis (N = 47), SLE (N = 22), Sjögren syndro me (N = 7), 
syste mic scle ro sis (N = 23), vas cu li tis (N = 29) and wi th sus-
pi cion of au toim mu ne di sor der (N = 270).
The thi rd group con sis ted of 198 pa tien ts wit hout diag no-
sis.
All po si ti ve spe ci me ns we re tes ted for spe ci fi c au toan ti-
bo dies di rec ted again st an ti Sjőgren′s syndro me SS-A/
Ro (SSA), SS-B/La, Smi th an ti gen (Sm), ri bo nuc leop ro tein 
(RNP), an ti to poi so me ra se I (Scl-70), au toan ti bo dies di rec-
ted again st hysti dyl-tR NA synte ta se (Jo-1), au toan ti bo-
dies to na ti ve doub le stran ded DNA (dsDNA), cen tro me re 
B and his to ne.
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va čem. Sus pen zi ja mik ro čes ti ca mi je ša se s raz ri je đe nim 
uzor kom i in ku bi ra. Uko li ko su pri sut na, au toan ti ti je la iz 
uzor ka ve žu se za od go va ra ju ći an ti gen. Na kon is pi ra nja 
ne ve za no ga ma te ri ja la do da se ko nju gat (koz ji an ti-hu ma-
ni IgG obi lje žen fl uo res cei nom). Na kon dru ge in ku ba ci je 
pris tu pa se či ta nju re zul ta ta testa AtheNA Mul ti-Lyte ANA 
pri la go đe nom pro točnom ci to met ru Lu mi nex 100 (Aus tin, 
SAD).
Re zul tat je po zi ti van ako je in ter na kon tro la (HE p-2) ili bi-
lo ko ji od de vet pa ra me ta ra ≥ 120 AU/mL. Za gra nič ni re-
zul tat smat ra se vri jed no st od 100 do 120 AU/mL, dok su 
ne ga tiv ni svi uzor ci či ji in ten zi tet fl uorescencije od go va ra 
vri jed nos ti < 100 AU/mL.

IIF ANA
Au toan ti ti je la su od re đe na imunofl uorescentnom teh ni-
kom u 897 se ru ma. IIF ANA ko ris ti sta ni ce HE p-2 kao sup-
strat, a koz ji an ti-hu ma ni IgG obi lje žen fl uo res cei n-i zo-
ci ja na tom kao ko nju gat (Bio System S.A. Cos ta Bra va 30, 
Bar ce lo na, Špa njol ska). S uzor kom se ru ma raz ri je đe nim 
fosfatnim pu fe rom u om je ru 1:80 pre li je se sup strat te 
na kon in ku ba ci je od 30 mi nu ta i paž lji vog is pi ra nja ne ve-
za nog ma te ri ja la pod lo ga se prek ri je ko nju ga tom. Po zav-
r šet ku in ku ba ci je od 30 mi nu ta i is pi ra njem pre pa ra ta s 
fos fat nim pu fe rom pri sut no st ANA se de tek ti ra pod fl uo-
res cen tnim mik ros ko pom. Po ti pu fl uo res cen ci je mo že se 
prib liž no od re di ti o ko jem bi se an ti ti je lu mog lo ra di ti, a 
prim je nom potvr dne me to de od re di se toč no spe ci fi č no 
an ti ti je lo. Uz sva ku se ri ju od re đi va ne su po zi tiv na i ne ga-
tiv na kon tro la. Po zi tiv nim re zul ta tom smat ra se raz r je đe-
nje ≥ 1:80.

ELISA
Me to dom ELISA smo u 200 se ru ma po zi tiv nih na an ti nuk-
lear na an ti ti je la od re di li spe ci fi č na an ti ti je la za SSA, SSB, 
Sm, RNP, Scl-70, Jo-1, dsDNA (Hycor Bio me di cal Ltd Pen-
tlan ds Scien ce Pa rk, Bu sh Loan, Pe nin cu la, V. Bri ta ni ja), 
cen tro me re B i his to ne (Dia So rin S.p.A. Via Co res cen ti no 
13040 Sal lu gia, Ita li ja). Ja ži ce mik ro ti tar skih plo či ca obi lje-
že ne su an ti ge ni ma raz li či to ga podrijetla. SSA, SSB, Sm, 
RNP, Scl-70 i Jo-1 su go ve đeg podrijetla, dsDNA iz te le ćeg 
ti mu sa, centromeri B su re kom bi nan tni an ti gen, a his to ni 
su iz pi le ćih ma tič nih sta ni ca. Sve su ana li ze iz ve de ne na 
au to mat skom ana li za to ru (mi ni BOS, Bio me di ca Grup pe, 
GMBH, A-1210, Di vis chgas se 4, Beč, Aus tri ja).
Nakon au to mat skog raz r je đe nja kon tro le i uzor ka (1:100) 
u ja ži ce se pi pe ti ra stan da rd, uzo rak i kon tro la te se za vri-
je me in ku ba ci je od 30 mi nu ta spe ci fi č no ve žu au toan ti ti-
je la za od go va ra ju ći an ti gen. Po zav r še tku in ku ba ci je su vi-
šak se is pe re i do da je ko nju gat (an ti-hu ma ni IgG obi lje žen 
pe rok si da zom) te in ku bi ra. Po zav r šet ku in ku ba ci je, reak-
ci ja pe rok si da ze na do da ni sup strat (tet ra-me til ben zi din) 
se pre ki da na kon 15 mi nu ta s 0,25 M H2SO4. Ap sor ban ci-
ja se oči ta na 450 nm, a ja či na obo je nja pro po cio nal na je 

After blood clot ti ng, se rum was ob tai ned by cen tri fu ga-
tion and sto red at –20 °C un til fur ther ana lysis.
Local Et hi cs Com mit tee of the Split Uni ver si ty Hos pi tal ap-
pro ved the stu dy (13).

Methods
AtheNA Mul ti-Lyte ANA
A to tal of 897 se ra we re tes ted usi ng mul tip lex tec hno lo-
gy ba sed tes ts (AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system, Zeus 
Scien ti fi c, Inc., Ra ri tan, NJ, 08869 USA). AtheNA Mul ti-Lyte 
ANA te st system was uti li zed for the si mul ta neous se mi-
quan ti ta ti ve de ter mi na tion of au toan ti bo dies to ni ne dif-
fe re nt an ti ge ns: (SSA, SSB, Sm, RNP, Scl-70, Jo-1, dsDNA, 
Cen tro me re B, His to nes) and qua li ta ti ve mea su re me nt of 
ANA. The as say is ba sed on a mic ros phe re-ba sed tec hno-
lo gy. An ti gen sour ce for SSA, Sm, and his to ne an ti ge ns 
are pu ri fi ed from na tu ral sour ces whi le SSB, RNP, Scl-70, 
Jo-1 and Ce nt B are hu man re com bi na nt an ti ge ns. The 
qua li ta ti ve ANA pre pa ra tion is de ri ved from the nuc lei of 
HE p-2 cel ls. Se ra and con tro ls we re di lu ted 1:21 wi th spe-
ci men dilue nt. Bead sus pen sio ns we re tho roug hly mixed 
wi th di lu ted se ra and con tro ls and in cu ba ted in a mic ro tit-
re pla te. If pre se nt in se ra, spe ci fi c au toan ti bo dies bi nd to 
the an ti gen. The co nju ga te (goat an ti-hu man IgG co nju ga-
te wi th phycoe rythrin) is ad ded af ter in cu ba tion and was-
hi ng away of un bou nd ma te rial. Af ter se co nd in cu ba tion, 
the bead sus pen sio ns we re tho roug hly mixed and then 
pla ced on a mic rop la te and in to AtheNA rea der (wit hin 60 
mi nu tes) to read the reques ted re sul ts. The AtheNA Mul-
ti-Lyte in stru me nt uti li zes Lu mi nex 100 tec hno lo gy (Aus-
tin, USA) whi ch is ba sed on fl ow ce ll fl uo ro met ry. Po si ti vi-
ty of tes ts was cal cu la ted ac cor di ng to the ma nu fac tu re r’s 
in struc tio ns as fol lows: a se rum was con si de red po si ti ve 
if at lea st one in di vi dual pa ra me ter was > 120 AU/mL, or 
an in ter nal HE p-2 extra ct (in ter nal con trol sam ple) was > 
120 AU/mL. A se rum was con si de red equi vo cal if any te st 
va lue ran ged from 100 to 120 AU/mL, and ne ga ti ve if the 
cor res pon di ng fl uo res cen ce was < 100 AU/mL.

IIF ANA
A to tal of 897 se ra we re tes ted usi ng con ve tio nal im mu-
noas say in clu di ng ANA HE p-2 te st system (Bio Syste ms 
S.A., Cos ta Bra va 30, Bar ce lo na, Spain). The IIF ANA uses 
HE p-2 cel ls as a sub stra te and goat an ti-hu man IgG co nju-
ga ted wi th fl uo res cein isot hio cya na te as a co nju ga te. Se-
ra we re di lu ted 1:80 wi th phos pha te-buff  e red sa li ne and 
over laid on the sub stra te for 30 min at room tem pe ra tu re. 
Sli des we re was hed twi ce for 5 min ea ch wi th phos pha-
te-buff  e red sa li ne, over laid wi th co nju ga te and in cu ba ted 
for ad di tio nal 30 min. Sub sequen tly, sli des we re was hed 
twi ce and exa mi ned wi th a fl uo res cen ce mic ros co pe at x 
40 mag ni fi  ca tion. Pa tie nt sam ples we re con si de red po si ti-
ve when a po si ti ve sig nal was ob tai ned at di lu tion ≥1:80. 
Ne ga ti ve and po si ti ve con tro ls we re used to che ck ac cu-
ra cy.



Biochemia Medica 2008;18(1):88–98

92

Salamunić I. i sur. Te st AtheNA Mul ti-Lyte u us po red noj ana li zi me to da

Salamunić I. et al. AtheNA Mul ti-Lyte te st in com pa ra ti ve ana lysis of au toan ti bo dy de tec tion

ko li či ni an ti ti je la u se ru mu. Pre ma na vo du proiz vo đa ča za 
nepreciznost unu tar se ri je koe fi  ci je nt va ri ja ci je (CV%) kre-
će se u ras po nu za: SSA od 2,8% do 3,1%, SSB od 5,5% do 
9,1%, Sm od 5,4% do 8,6%, RNP od 2,9% do 11,2%, Scl-70 
od 3,0% do 5,1%, Jo-1 od 3,6% do 6,1%, dsDNA od 3,9% 
do 6,9%, cen tro me re B od 4,8% do 8,6%, te za his to ne od 
6,6% do 10,6%. CV% za nep re ciz no st iz me đu se ri ja kre će 
se u ras po nu za: SSA od 3,5% do 7,9%, SSB od 3,4% do 
6,0%, Sm od 3,2% do 5,1%, RNP od 4,9% do 7,4%, Scl-70 
od 6,7% do 9,4%, Jo-1 od 2,7% do 8,3%, dsDNA od 8,4% 
do 9,8%, cen tro me re B od 6,2% do 11,0%, te his to ne od 
8,3% do 12,9%.
Nalaz je po zi ti van ako su re zul ta ti za au toan ti ti je lo na 
SSA, SSB, Sm, RNP, Scl-70 i Jo-1 > 15 U/mL, gra ni čan ako 
je iz me đu 10 i 15 U/mL, a ne ga ti van ako je < 10 U/mL. Za 
dsDNA vri jed nos ti > 60 U/mL su po zi tiv ne, od 40 do 60 
U/mL gra nič ne, a < 40 U/mL su ne ga tiv ne, za cen tro me re 
B vri jed nos ti > 11 U/mL su po zi tiv ne, od 8 do 11 U/mL gra-
nič ne, a < 8 U/mL nega tiv ne i vri jed nos ti za his to ne > 21 
U/mL po zi tiv ne, od 15 do 21 U/mL gra nič ne, a < 15 U/mL 
ne ga tiv ne.
U ovom smo ra du pri mi je ni li nave de ne re fe ren tne vri jed-
nos ti proiz vo đa ča tes to va.

Sta tis tič ka ana li za
Re zul ta ti su ob ra đe ni po mo ću sta tis tič kog prog ra ma SPSS 
V 8.0 (SPSS Inc, Chi ca go, IL). Iz ra ču nani su koe fi  ci jen ti ko re-
la ci je (Spear man rho), uz prih va će nu razinu zna čaj nos ti za 
P < 0,001, te Co he nov ka pa-koe fi  ci je nt ko jim je iz ra že na 
po du dar no st iz me đu dvi je raz li či te me to de za sva ko anti-
tijelo po je di načno uz ra zi nu zna čaj nos ti P < 0,001.
Os jet lji vo st i spe ci fi č no st tes ta ra ču nane su u od no su na 
me to du ELISA ko ju smo prih va ti li kao re fe ren tnu me to-
du i gdje smo de fi  ni ra li: stvar no po zi tiv ne re zul ta te tes ta 
(TP), stvar no ne ga tiv ne re zul ta te tes ta (TN), laž no ne ga tiv-
ne re zul ta te tes ta (FN), te laž no po zi tiv ne re zul ta te tes ta 
(FP). Os jet lji vo st (TP/[TP+FN] x 100) je iz ra že na kao pos to-
tak po zi tiv nih re zul ta ta u od no su na po zi tiv ne re zul ta te 
tes ta ELISA, a spe ci fi č no st (TN/[FP+TN] x 100) kao pos to-
tak ne ga tiv nih re zul ta ta u od no su na ne ga tiv ne re zul ta te 
tes ta ELISA.

Rezultati
An ti nuk lear na an ti ti je la od re đi va li smo kod 897 bo les ni ka 
sa sum njom na au toi mu ne bo les ti. Re zul ta ti do bi ve ni tes-
tom AtheNA Mul ti-Lyte ANA i tes tom in di rek tne imu nofl  uo-
res cen ci je pri kazani su u Tab li ci 1. Kva li ta tiv nom ana li zom 
uzo ra ka s ova dva tes ta po du dar no st re zul ta ta je na đe na 
kod 92,3% uzo ra ka (70% ne ga tiv nih i 22,3% po zi tiv nih). 
Nes la ga nje re zul ta ta na đe no je kod 59 (6,6%) uzo ra ka od 
ko jih je 6 (0,7%) uzo ra ka bi lo laž no po zi tiv no, 35 (3,9%) laž-
no ne ga tiv no, a 18 (2%) je da lo gra nič ne re zul ta te testa 
AtheNA Mul ti-Lyte ANA. Svih 35 ne ga tiv nih uzo ra ka tes ta 

ELISA
A to tal of 200 se rum sam ples po si ti ve to ANA we re ana-
lyzed by sin gle-an ti gen ELISA for SSA, SSB, Sm, Sm/RNP, 
Scl-70, Jo-1, dsDNA (Hycor Bio me di cal Ltd, Pen tlan ds 
Scien ce Pa rk, Bu sh Loan, Pe nin cu la, UK), His to ne and Cen-
tro me re B (Dia So rin S.p.A., Via Co res cen ti no 13040 Sal-
lu gia, Ita ly). Mic ro tit re wel ls we re coa ted wi th an ti ge ns 
from the fol lowi ng sour ces: for SSA, SSB, Sm, RNP, Scl-70 
and Jo-1 from bo vi ne sour ces, for dsDNA the wel ls we re 
coa ted wi th pu ri fi ed dsDNA from ca lf thymus, for Ce nt B 
re com bi na nt CENT-P (ba cil lo vi rus) and for His to ne from 
chic ken bo ne tis sue (blood stem cel ls). All sin gle-an ti gen 
ELISA tes ts we re per for med at an au to ma tic mic rop la te 
ana lyzer (mi ni BOS, Bio me di ca Grup pe, GMBH, A-1210, Di-
vis chgas se 4, Vien na, Aus tria).
In prin cip le, di lu tio ns of con tro ls and sam ples (1:100) are 
per for med au to ma ti cal ly by the in stru me nt. On ad di ng 
stan dar ds, di lu ted con tro ls and se rum to the wel ls, the 
an ti bo dies pre se nt bi nd to the an ti gen. Af ter in cu ba ti ng 
and was hi ng away un bou nd ma te rial, a co nju ga te (pe roxi-
da se-la be led an ti-hu man IgG mou se mo noc lo nal an ti bo-
dy) is ad ded. Fol lowi ng fur ther in cu ba tion and was hi ng, 
a sub stra te (tet ra-met hyl ben zi di ne) is ad ded to ea ch we-
ll. The pre sen ce of the an ti ge n-an ti bo dy-co nju ga te com-
plex chan ges the sub stra te. The reac tion is stop ped by ad-
di ng 0.25 M H2SO4. Ab sor ban ce is mea su red at 450 nm. 
Co lor inten si ty is pro por tio nal to the amou nt of the au-
toan ti bo dies pre se nt in a se rum sam ple. Te st re sul ts we-
re cal cu la ted ac cor di ng to ma nu fac tu rer′s in struc tion and 
ran ge for the sin gle-an ti gen ELISA. In tra as say coeffi    cien-
ts of va ria tion (CV%) ran ged for SSA from 2.8% to 3.1%, 
SSB from 5.5% to 9.1%, Sm from 5.4% to 8.6%, RNP from 
2.9% to 11.2%, Scl-70 from 3.0% to 5.1%, Jo-1 from 3.6% to 
6.1%, dsDNA from 3.9% to 6.9%, Cen tro me re B from 4.8% 
to 8.6%, and His to ne from 6.6% to 10.6%, whi le in ter as-
say CVs ran ged for SSA from 3.5% to 7.9%, SSB from 3.4% 
to 6.0%, Sm from 3.2% to 5.1%, RNP from 4.9% to 7.4%, 
Scl-70 from 6.7% to 9.4%, Jo-1 from 2.7% to 8.3%, dsDNA 
from 8.4% to 9.8%, Cen tro me re B from 6.2% to 11.0%, and 
His to ne from 8.3% to 12.9%.
A se rum was con si de red po si ti ve if au toan ti bo dies to SSA, 
SSB, Sm, Sm/RNP, Scl-70 and Jo-1 we re > 15 U/ml, equi vo-
cal if any te st va lue was from 10 to 15 U/mL, and ne ga ti-
ve if < 10 U/mL. Re sul ts for au toan ti bo dy to dsDNA > 60 
U/mL we re con si de red po si ti ve, the va lue from 40 to 60 
U/mL equi vo cal, and < 40 U/mL ne ga ti ve; for Cen tro me re 
B > 11 U/mL was con si de red po si ti ve, the va lue from 8 to 
11 U/mL equi vo cal, and < 8 ne ga ti ve, and for His to ne > 21 
U/mL va lue was con si de red po si ti ve, the value from 15 to 
21 U/mL equi vo cal, and < 15 U/mL ne ga ti ve.
The re sul ts ob tai ned in this stu dy we re com pa red to the 
re fe ren ce va lues dec la red by ma nu fac tu re rs.

Statistical ana lysis
Sta tis ti cal ana lysis was per for med wi th SPSS V 8.0 (SPSS 
Inc, Chi ca go, IL). Cor re la tio ns we re cal cu la ted usi ng the 
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AtheNA Mul ti-Lyte ANA da lo je ne ga tiv ne re zul ta te kod tes-
ta ELISA, dok su kod tes ta IIF svi bi li po zi tiv ni i to 7 uzo-
ra ka je imalo toč kas tu, a 28 uzo ra ka ho mo ge nu imu nof-
luo res cen ci ju. Svih 6 uzo ra ka ko ji su nakon tes ta AtheNA 
Mul ti-Lyte ANA bi li po zi tiv ni, a imu nofl  uo res cen ci jom ne-
ga tiv ni, s ELISA tes tom su bi li po zi tiv ni kao SSA.
Iz me đu 18 gra nič nih uzo ra ka na kon tes ta AtheNA Mul ti-
Lyte, 3 su uzor ka bi la ne ga tiv na s IIF ANA, s ELI SA-tes tom 
SSA po zi tiv na, a 15 uzo ra ka je bi lo na kon IIF ANA po zi tiv-
no. Me đu 15 uzo ra ka ko ji su nakon IIF ANA bi li pozi tiv ni, 
na kon tes ta ELISA 6 je uzo ra ka bi lo dsDNA po zi tiv no, 4 
Scl-70 po zi tiv na, dok je 5 uzo ra ka bi lo na kon tes ta ELISA 
ne ga tiv no. Os jet lji vo st iz me đu testa AtheNA Mul ti-Lyte 
ANA i tes ta ELISA je bi la od 80% za Scl-70 do 100% za SSA, 

Spear man rho te st and P va lue < 0.001 was con si de red 
sta tis ti cal ly sig ni fi  ca nt. Ag ree me nt amo ng met ho ds was 
mea su red by cal cu la ti ng the kap pa coeffi    cie nt, P < 0.001 
was con si de red sta tis ti cal ly sig ni fi  ca nt.
Sensitivity and spe ci fi  ci ty of the AtheNA Mul ti-Lyte ANA 
te st was cal cu la ted by usi ng the sin gle-an ti gen ELISA re-
sul ts as the re fe ren ce stan da rd and the fol lowi ng de fi  ni-
tio ns: true po si ti ve te st re su lt (TP), true ne ga ti ve te st re su-
lt (TN), fal se ne ga ti ve te st re su lt (FN), fal se po si ti ve te st re-
su lt (FP). Sen si ti vi ty (TP/[TP+FN] x 100) was com pu ted as 
the per cen ta ge of po si ti ve te st res pon ses in sam ple wi th 
po si ti ve ELISA. Spe ci fi  ci ty (TN/[FP+TN] x 100) was com pu-
ted as the per cen ta ge of ne ga ti ve tes ts in a sam ple wi th 
ne ga ti ve ELISA.

IIF ANA To tal

Ne ga ti ve
N (%)

Equi vo cal
N (%)

Po si ti ve
N (%) N (%)

AtheNA Mul ti-Lyte ANA II Te st System

Ne ga ti ve 631 (70) 2 (0.2) 35 (3.9) 668 (74.5)

Equivocal 3 (0.3) 0 (0) 15 (1.7) 18 (2)

Positive 6 (0.7) 5 (0.6) 200 (22.3) 211 (23.6)

Total N (%) 640 (71) 7 (0.8) 250 (27.9) 897 (100)

TABLICA 1. Pri kaz re zul ta ta do bi ve nih me to dom imu nofl  uo res cen ci je i 
tes tom AtheNA Mul ti-Lyte ANA

TABLE 1. Cro ss-ta bu la tion of re sul ts ob tai ned wi th im mu nofl  uo res cen-
ce and the AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st System

SSA
N = 76

SSB
N = 74

Sm
N = 75

RNP
N = 75

Scl-70
N = 54

Jo-1
N = 54

dsDNA
N = 54

Ce nt B
N = 54

His to ne
N = 54

Sensitivity % 100 92 84.6 85.7 80 83.3 86,7 83.3 90

Specifi city % 97.4 98 98.3 97.1 97.0 97.9 92.3 97.9 95.5

TAB LI CA 2. Os jet lji vo st i spe ci fi č no st me to da AtheNA Mul ti-Lyte ANA i 
ELISA

TABLE 2. Sen si ti vi ty and spe ci fi  ci ty of the met ho ds: AtheNA Mul ti-Lyte 
ANA te st system and sin gle-an ti gen ELISA

spe ci fi č no st od 92,3% za dsDNA do 98,3% za Sm (Tab li ca 
2).
An ti nuk lear na an ti ti je la kod 200 po zi tiv nih uzo ra ka ko ji 
su us po red no is pi ta ni tes to vi ma AtheNA Mul ti-Lyte ANA i 
IIF iz ra že na su kao kva li ta tiv ni re zul ta ti. Svi po zi tiv ni se ru-
mi su is pi ta ni s ELI SA-po je di nač nim an ti ge nom i testom 
AtheNA Mul ti-Lyte ANA na po je di nač ne an ti ge ne: SSA, SSB, 
Sm, RNP, Scl-70, Jo-1, dsDNA, cen tro me re B i his to ne i iz ra-

Re sul ts
A to tal of 897 se rum sam ples from pa tien ts wi th sus pec-
ted au toim mu ne di sor de rs we re de li ve red to our la bo ra-
to ry for ANA tes ti ng. The da ta ob tai ned by the AtheNA 
Mul ti-Lyte ANA te st system (HEp 2 ce ll lysa te on ly) and 
IIF ANA are pre sen ted in Tab le 1. On com pa ri ng the re sul-
ts ob tai ned by the AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system 
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(expres sed as qua li ta ti ve re sul ts) and IIF ANA, a com ple te 
con cor dan ce was ob ser ved in 92.3% sam ples (70% of to-
tal sam ples we re ne ga ti ve and 22.3% we re po si ti ve). Fif-
ty-ni ne (6.6%) sam ples we re dis con cor da nt, 6 (0.7%) fal se 
po si ti ve, 35 (3.9%) fal se ne ga ti ve, and 18 (2%) we re equi vo-
cal. All 35 ne ga ti ve sam ples ob tai ned wi th AtheNA Mul ti-
Lyte ANA te st system and IIF ANA we re ne ga ti ve wi th sin-
gle an ti gen ELISA. Fluo res cen ce pat te rn ob ser ved in this 
sam ples was no ted as unu sual ly spec kled (N = 7) or ho-

že ni su kao po luk van ti ta tiv ni re zul ta ti. Ka da su uspo re đe-
ni re zul ta ti za po je di nač na au toan ti ti je la tes to va AtheNA 
Mul ti-Lyte ANA i ELISA, za sva ko au toan ti ti je lo do bi ve na 
je zna čaj na korelacija (P < 0,001) (Tab li ca 3). Za proc je nu 
slaganja dvi ju me to da po mo ću Co he no vog ka pa-koe fi  ci-
jen ta za sva ko je po je di nač no an ti ti je lo do bi ve na ta ko đer 
zna čaj na ko re la ci ja (P < 0,001) (Tab li ca 3).
Ka da su us po re đe ni re zul ta ti svih 200 uzo ra ka po zi tiv nih 
pre ma me to da ma Athe NA Mul ti-Lyte ANA i ELISA, bez ob zi-

Test Po si ti ve N Ne ga ti ve N Spear man R P Kap pa va lue ± SD Kap pa sig ni fi  can ce

SSA 138 62 0.924 < 0.001 0.834 ± 0.035 < 0.001

SSB 77 123 0.911 < 0.001 0.742 ± 0.041 < 0.001

Sm 22 178 0.762 < 0.001 0.723 ± 0.071 < 0.001

RNP 21 179 0.716 < 0.001 0.726 ± 0.053 < 0.001

Scl-70 39 161 0.612 < 0.001 0.586 ± 0.061 < 0.001

Jo-1 11 189 0.659 < 0.001 0.637 ± 0.101 < 0.001

dsDNA 51 149 0.714 < 0.001 0.531 ± 0.059 < 0.001

Centromere B 15 185 0.718 < 0.001 0.507 ± 0.094 < 0.001

Histone 48 152 0.776 < 0.001 0.673 ± 0.053 < 0.001

TAB LI CA 3. Ko re la ci ja spe ci fi č nih au toan ti ti je la iz me đu AtheNA Mul ti-
Lyte ANA i ELISA i proc je na sla ga nja dvi ju me to da

TAB LE 3. Cor re la tion of spe ci fi c au toan ti bo dies as sayed by AtheNA 
Mul ti-Lyte ANA te st system and sin gle-an ti gen ELISA, and ag ree me nt 
be tween the met ho ds

TAB LI CA 4. Po du dar no st re zul ta ta me đu po zi tiv nim uzor cima se ru ma 
za AtheNA Mul ti-Lyte ANA i me to du ELISA

TAB LE 4. Cor res pon den ce for po si ti ve an ti nuc lear an ti bo dy in se rum 
be tween AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system and sin gle-an ti gen ELISA

Test To tal N Po si ti ve AtheNA Po si ti ve ELISA Con cor dan ce %

SSA 139 138 137 99.3

SSB 79 77 77 100

Sm 22 20 22 90.9

RNP 21 19 21 90.5

Scl-70 39 36 39 92.3

Jo-1 12 11 10 90.9

dsDNA 52 47 51 92.2

Centromere B 15 15 14 93.3

Histone 48 48 45 93.8
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mo ge nous (N = 28). All six sam ples po si ti ve ac cor di ng to 
AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system and IIF ANA ne ga ti ve 
we re po si ti ve in sin gle-an ti gen ELISA as SSA. Amo ng 18 
equi vo cal sam ples ob tai ned wi th AtheNA Mul ti-Lyte ANA 
te st system, three sam ples we re IIF ANA ne ga ti ve (sin gle 
an ti gen ELISA SSA we re po si ti ve) and 15 sam ples IIF ANA 
po si ti ve. Of the se 15 IIF ANA po si ti ve sam ples tes ted wi th 
sin gle an ti gen ELISA, 6 we re ds DNA po si ti ve, 4 Scl-70 po si-
ti ve, whi le 5 sam ples we re ne ga ti ve. For a spe ci fi c au toan-
ti bo dy tes ted usi ng AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system 
and sin gle an ti gen ELISA, sen si ti vi ty was from 80.0% (Scl-
70) to 100% (SSA) and spe ci fi  ci ty from 92.3% (dsDNA) to 
98.3% (Sm), as pre sen ted in Tab le 2.
An ti nuc lear an ti bo dies we re po si ti ve in 200 se rum sam-
ples tes ted wi th AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st system and 
IIF ANA, and expres sed qua li ta ti ve ly. All po si ti ve sera we-
re tes ted wi th sin gle-an ti gen ELISA for the sa me au toan-
ti bo dies ob tai ned wi th AtheNA Mul ti-Lyte te st system 
reac ti ng wi th SSA, SSB, Sm, RNP, Scl-70, Jo-1, dsDNA, Cen-
tro me re B and His to nes expres sed se mi-quan ti ta ti ve ly. 
When mul tip lexe d-as say re sul ts we re com pa red to sin gle 
an ti gen ELISA for all tes ted pa ra me te rs, a sig ni fi  ca nt cor-
re la tion was ob tai ned (P < 0.001). Two met ho ds cor re la-
ted sig ni fi  can tly for all au toan ti bo dies (kap pa va lue from 
0.834 for SSA to 0.507 for cen tro me re B; Tab le 3).
Diff  e ren ces in met ho do lo gy be tween mul tip lexed and sin-
gle ELISA as says we re ta ken in to con si de ra tion and com-
pa ri son of 200 po si ti ve se rum sam ples in clu ded com bi-
ned re sul ts for sin gle au toan ti bo dies. When mul tip lexe d-
as say re sul ts we re com pa red to the sin gle an ti gen ELISA, 
the re was an ag ree me nt from 90.5% to 100% (Tab le 4).

Discussion
Screening of an ti nuc lear an ti bo dy is per for med for a va-
rie ty of syste mic and or gan spe ci fi c au toim mu ne di sea-
ses. Diff  e re nt tec hniques ha ve been used to de ve lop 
spe ci fi c tes ts for ANA de tec tion in clu di ng im mu nofl  uo-
res cen ce, im mu no diff  u sion, en zyme im mu noas says, im-
mu nob lot ti ng tec hniques and re cen tly mul tip lexed bead 
ba se as says. The la bo ra to ry may ha ve di lem mas about 
tec hniques that are re le va nt and re liab le to de te ct all cli-
ni cal ly sig ni fi  ca nt au toan ti bo dies. At the sa me ti me, the 
ap plied met hod mu st be a tool for hi gh throug hput, effi   -
cie nt, ea sy to use and inexpen si ve. In our stu dy, we exa mi-
ned te st com bi na tio ns to fi  nd out the the be st choi ce for 
scree ni ng an ti nuc lear au toan ti bo dy and de ter mi na tion 
of a spe ci fi c au toan ti bo dy. It is, howe ver, on ly wi th cli ni cal 
va li da tion pos sib le to con clu de about cli ni cal spe ci fi  ci ty 
and sen si ti vi ty of tes ts.
In di re ct im mu nofl  uo res cen ce (IIF) mic ros co py is a sen si ti-
ve met hod, yet it has so me li mi ta tio ns li ke sub stra te va-
ria tio ns, ma nual per for man ce, sub jec ti ve re su lt in ter pre ta-
tion, low rep ro du ci bi li ty and la ck of stan dar di za tion. The 

ra na raz li či to st u me to do lo gi ji do bi ve na je po du dar no st 
re zul ta ta od 90,5% do 100% (Tab li ca 4).

Rasprava
De tek ci ja an ti nuk lear nih an ti ti je la pro vo di se kod raz li či-
tih au toi mu nih sis tem skih i or ga nos pe ci fi č nih bo les ti, uz 
prim je nu broj nih teh ni ka i me to da kao što su imu nofl  uo-
res cen ci ja, imu no di fu zi ja, en zim ska imu no me to da, imu-
nob lot i u zad nje vri je me ana li za mno gos tru kog od re đi va-
nja ute me lje na na na če lu pro toč ne ci to met ri je. Na la bo ra-
to ri ju je za da tak da za jed no s kli ni ča ri ma od re di me to du 
ko ju će pri mi je ni ti u de tek ci ji broj nih au toan ti ti je la ka ko 
bi se ustanovila ona naj zna čaj ni ja. Is tov re me no primije-
nje na me to da mo ra bi ti br za, učin ko vi ta, jed nos tav ne iz-
ved be i is pla ti va. U na šem smo radu is pi ti va li kom bi na ci ju 
tes to va ka ko bis mo ut vr di li ko ja od me to da je na ju čin ko-
vi ti ja za pret ra ži va nje, a po tom i ut vr đi va nje spe ci fi č nih 
au toan ti ti je la. Ipak, pot reb no je na po me nu ti da je je di no 
za jed no s kli nič kom va li da ci jom do bi ve nih re zul ta ta mo-
gu će zak lju či ti o kli nič koj spe ci fi č nos ti i os jet lji vos ti tes ta.
In di rek tna imu nofl  uo ros cen ci ja (IIF) je os jet lji va me to da s 
poz na tim og ra ni če nji ma kao što su vr sta sup stra ta, na čin 
iz vo đe nja tes ta, sub jek tiv na in ter pre ta ci ja, nis ka rep ro du-
ci bil no st i ne dos ta tak stan dar di za ci je.
Metoda mno gos tru kog od re đi va nja au toan ti ti je la kao te-
st AtheNA Mul ti-Lyte ANA pri re đe na je za kva li ta tiv nu de-
tek ci ju ANA i is tov re me no za po luk van ti ta tiv no od re đi va-
nje IgG-razreda spe ci fi č nih an ti ti je la na SSA, SSB, Sm, RNP, 
Scl-70, Jo-1, dsDNS, centromere B i his to ne an ti gene u se-
ru mu. Sis tem ske au toi mu ne bo les ti ka rak te ri zi ra od nos 
po je di nih au toan ti ti je la te je na kon pret ra ži va nja uzor ka 
bit no od re di ti ko ja su spe ci fi č na au toan ti ti je la i u ko joj ko-
li či ni zas tup lje na.
Usporedbom kva li ta tiv nih re zul ta ta IIF ANA i AtheNA Mul-
ti-Lyte ANA po du dar no st je iz no si la 92,3%. Od 897 tes ti ra-
nih se ru ma 35 (3,9%) je bi lo po zi tiv no s IIF ANA, a ne ga tiv-
no s AtheNA Mul ti-Lyte ANA (Tab li ca 1). Ob lik fl uo res cen ci-
je ovih uzo ra ka bio je nes pe ci fi  čan i iz ra žen kao toč kas ta i 
ho mo ge na fl uo res cen cija. Po zi tiv ni uzor ci s IIF ANA nađe-
ni su u sku pi ni boles ni ka sa sum njom na au toi mu ni po re-
me ćaj i me đu uzor ci ma bo les ni ka bez di jag no ze, što je 
mo gu će s ob zi rom na nes pe ci fi č no st i kli nič ku ne de fi  ni ra-
no st ovih uzo ra ka. IIF ANA de tek ti ra broj na au toan ti ti je la 
na jez gri ne cen trio le, sig nal ne mo le ku le te sta nič ne sas toj-
ke ko ji ta ko đer mo gu bi ti od ko ris ti u kli nič koj di jag nos ti-
ci (8,9). Ima ju ći u vi du da ve li ki broj uzo ra ka ne ma ut vr đe-
nu di jag no zu te da se me đu nji ma na la ze i boles ni ci kod 
ko jih pos to ji sum nja na or ga nos pe ci fi č nu bo le st, ko ris ti li 
smo raz r je đe nja uzor ka 1:80, ia ko je pre po ru ka da se za 
de tek ci ju kod sis tem skih bo les ti ko ris ti raz r je đe nje 1:160 
(10,11).
Na laz 6 (SSA) po zi tiv nih i 3 (SSA) gra nič na re zul ta ta prim-
jenom AtheNA Mul ti-Lyte ANA, a ne gativ nih s IIF ANA pot-
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mul tip lexed bead ba se as say, AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st 
system, is de sig ned for the qua li ta ti ve mea su re me nt of 
ANA whi le si mul ta neous ly per mit ti ng the se mi-quan ti ta ti-
ve de tec tion of IgG cla ss an ti bo dies again st SSA, SSB, Sm, 
U1-RNP, Scl-70, Jo-1, Cen tro me re B, dsDNA and his to nes 
in hu man se rum. The se ni ne pa ra me te rs per mit the detec-
tion and quan ti fi  ca tion of the main au toan ti bo dy of syste-
mic au toim mu ne dis sea ses. This te st system has been in-
ten ded to be co me a po ten tial rep la ce me nt for con ven tio-
nal IIF and ELISA met ho ds. In the pre se nt stu dy, we com-
pa red 897 se rum sam ples usi ng IIF ANA and AtheNA Mul-
ti-Lyte ANA te st for the qua li ta ti ve mea su re me nt of ANA; 
the ag ree me nt be tween the se met ho ds was 92.3%. Amo-
ng 897 tes ted se rum sam ples, 35 (3.9%) sam ples we re 
po si ti ve wi th IIF ANA te st but ne ga ti ve wi th AtheNA Mul-
ti-Lyte te st system (Tab le 1). The fl uo res cen ce pat te rn in 
the se sam ples was ob ser ved as unu sual ly spec kled or ho-
mo ge neous. IIF ANA po si ti ve sam ples we re from a group 
wi th sus pi cion of au toim mu ne di sor der and amo ng the 
se ra that we re wit hout diag no sis. IIF ANA tes ti ng on HE p-
2 cel ls lac ks spe ci fi  ci ty be cau se of a con si de rab le over lap 
in the cli ni cal fea tu res of syste mic au toim mu ne di sea ses, 
and be cau se of the pre sen ce of va rious extrac tab le nuc-
lear an ti gen (ENA) an ti bo dies. Al so, IIF ANA met hod off  e-
rs a broad scree ni ng ca pa bi li ty and de tec ts ra re ly-seen 
an ti bo dies again st cen trio les, sig nal re cog ni tion par tic les 
and ma ny ot her cel lu lar tar ge ts whi ch may be use ful in 
cli ni cal diag nos ti cs (8,9). We used IIF ANA po si ti ve sam-
ples wi th 1:80 ti ter des pi te the recom men da tion by an 
in ter na tio nal se ro lo gy com mit tee (10,11) be cau se we had 
a great num ber of spe ci me ns wit hout diag no sis or sam-
ples wi th pos sib le diag no sis of an or gan spe ci fi c di sor der. 
Thus we ob tai ned hi gh sen si ti vi ty and mi nor pos si bi li ty 
to miss po si ti ve re sul ts, but al so low throug hput and the 
need for fur ther tes ti ng wi th sin gle au toan ti bo dies. The 
fi n di ng of 6 (SSA) po si ti ve and 3 (SSA) equi vo cal re sul ts ac-
cor di ng to AtheNA Mul ti-Lyte te st system and ne ga ti ve ac-
cor di ng to IIF ANA met hod sug ges ted that IIF ANA HE p-2 
sub stra te lac ked sen si ti vi ty for SSA (12). Al so, the sam ples 
wi th bor de li ne ANA fl uo res cen ce mig ht con tain an ti SSA. 
Dis cre pa nt ne ga ti ve re sul ts pre se nt a prob lem be cau se a 
po ten tial ly re le va nt an ti bo dy may be mis sed (14,15,16). Al-
thou gh scree ni ng wi th con ven tio nal IIF ANA HE p-2 cel ls 
mis ses so me an ti ge ns su ch as SSA and Jo-1, fal se ne ga ti ve 
re sul ts are in freque nt. Mar ti ns et al. com pa red sin gle-an-
ti gen ELI SAs for SSA, SSB, Sm, RNP and Scl-70 wi th mul tip-
lexed ENA 5 Lu mi nex ba sed as say. They ob tai ned 93.6% 
ag ree me nt or hig her for all an ti bo dies, the sen si ti vi ty ran-
gi ng from 50% for Scl-70 to100% for SSA and the spe ci fi -
ci ty from 97.9% for Sm to 99.5% for SSB (17). Our re sul ts 
showed ag ree me nt from 90.5% for RNP to 100% for SSB, 
sen si ti vi ty from 80.0% for Scl-70 to 100% for SSA, and spe-
ci fi  ci ty from 92.3% for dsDNA to 98.3% for Sm for Athe NA 
Mul ti-Lyte ANA te st system and ELISA (Tab le 2, Tab le 4). 

vr đu je da je ANA HE p-2 sup strat ne do volj no os jet ljiv za 
SSA (12). Raz li ka u ne ga tiv nim re zul ta ti ma os tav lja mo guć-
no st pog reš nog tu ma če nja rezultata (14-16). Us pr kos ne-
do volj noj os jet lji vos ti za SSA i Jo-1 an ti gen, IIF ANA ri jet ko 
da je laž no ne ga tiv ne re zul ta te. Mar ti ns i sur. us po re đi va li 
su metodu ELISA za SSA, SSB, Sm, RNP i Scl-70 s me to dom 
mno gos tru kog od re đi va nja testa ENA 5 Lu mi nex. Po du dar-
no st re zul ta ta bi la je od 93,6% ili na vi še, os jet lji vo st 50% 
za Scl-70 do 100% za SSA i spe cifi č no st od 97,9% za Sm do 
99,5% za SSB (17). Na ši su re zul ta ti po ka za li po du dar no st 
od 90,5% za RNP do 100% za SSB, os jet lji vo st od 80,0% 
za Scl-70 do 100,0% za SSA i spe ci fi č no st 92,3% za dsDNA 
do 98,3% za Sm iz me đu testova AtheNA Mul ti-Lyte ANA i 
ELISA (Tab li ca 2, Tab li ca 4). Us po red bom tes ta AtheNA Mul-
ti-Lyte ANA i po je di nač nih testova ELISA do bi li smo zna čaj-
nu ko re la ci ju (Spear man R od 0,612 do 0,924, P < 0,001), 
što je u sug las nos ti i s broj nim stu di ja ma ko je su us po red-
bom is tih me to da po ka za le dob ru po du dar no st (17-21). 
Nifl  i i sur. us po re đi va li su testove ELISA i Athe NA Mul ti-Lyte 
ANA za SSA, SSB, Sm, RNP i do bi li zna čaj nu ko re la ci ju (ka-
pa od 0,347 do 0,764, P < 0,001) izu zev za ci top laz mat ski 
an ti gen Jo-1. Zak lju či li su da te st AtheNA Mul ti-Lyte ANA 
mo že za mi je ni ti poje di nač ni test ELISA u mje re nju spe ci-
fi č nih au toan ti ti je la izuzev za an ti gen Jo-1 kod ko je ga se 
vje ro jat no koris te raz li či ti epi to pi na mo le ku li an ti ge na 
u na ve de nim me to da ma (20). Us po red ba dvi ju me to da 
u na šem od re đi va nju za sva au toan ti ti je la da je zna čaj nu 
ko re la ci ju (kapa-koefi cijent od 0,834 za SSA do 0,507 za 
cen tro me re B). Shov man i su rad ni ci us po re đi va li su re zul-
ta te do bi ve ne metodom ELISA za pret ra ži va nje ANA i test 
AtheNA Mul ti-Lyte ANA kod zdra vih oso ba i do bi li su po du-
dar no st u 99% slu ča je va, dok je po du dar no st iz uzo ra ka 
do bi ve nih iz dru gih la bo ra to ri ja bi la 97,7%. Zak lju či li su 
da je test AtheNA Mul ti-Lyte ANA osjet ljiv za de tek ci ju ANA 
(18). Me đu tim, me to da ELISA za pret ra ži va nje ANA mo že 
pro pus ti ti ne ke an ti ge ne jer je te st prip rem ljen iz ek strak-
ta sta ni ca HE p-2 s og ra ni če nim bro jem an ti ge na. Us po red-
bom po je di nač nih re zul ta ta za spe ci fi č na au toan ti ti je la 
do bi li smo ne ke raz li ke (Tab li ca 4). Svi re zul ta ti ko ji se ni su 
po du da ra li bi li su oko gra nič nih vri jed nos ti po je di nač nih 
tes to va dek la ri ra nih pre ma proiz vo đa či ma, izu zev 3 uzor-
ka za Scl-70 i 4 za dsDNA. Raz li ka u re zul ta ti ma za 3 Scl-70 
i 4 dsDNA do bi ve nih kao po zi tiv ni tes tom ELISA i ne ga tiv-
ni tes tom AtheNA Mul ti-Lyte ANA mo že bi ti zbog raz li či te 
prip re me an ti ge na, pre zen ta ci je an ti ge na au toan ti ti je lu, 
raz li či tih uv je ta u od vi ja nju reak ci je me đu me to da ma, raz-
li ci u me to do lo gi ji, raz li ci u prip re mi an ti ge na (pro čiš će ni 
ili re kom bi nan tni), ka pa ci te tu ve za nja i kon cen tra ci ji dru-
gog an ti ti je la te ko nju ga tu (20,22). Uv je ti testa kao ion ska 
ja ko st i gra nič na vrijednost (en gl. cut off ) ta ko đer ut je ču 
na raz li ke me đu tes to vi ma. Anti ge ni Scl-70 i dsDNA ve za-
ni su ko va len tnom ve zom za kar bok sil nu sku pi nu is tak nu-
tu na pov r ši ni mik ro čes ti ce te, uko li ko ni su urav no te že ni 
pos tu pak ve za nja, akti va ci je, kon cen tra ci je mik ro čes ti-
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ca, kva li te ta ve za nja an ti ge na u sta bi li zi ra ju ćoj oto pi ni i 
pos tu pak is pi ra nja fi l tra ci jom, mo že do ći do laž no ne ga-
tiv nog re zul ta ta za spe ci fi č no an ti ti je lo. Laž no ne ga tiv ni 
re zul tat mo že prouz ro či ti pogreške u pos tav ljanju kli nič-
ke di jag no ze ili, uko li ko se ra di o te ra pi ji, do ves ti do pog-
reš no ga li je če nja. Gra nič ni se re zul ta ti mo ra ju ili pot vr di ti 
kao po zi tiv ni ili od ba ci ti kao ne ga tiv ni. Važ no je zna ti da 
se tes tom AtheNA Mul ti-Lyte ANA mo že od re di ti 9 spe ci fi č-
nih au toantitijela, dok IIF ANA na sta ni ca ma HE p-2 ima ve-
ću mo guć no st de tek ti ra nja broj nih an ti ge na. Ra zu mi je va-
nje raz li ka u me to da ma važ no je za tu ma če nje rezul ta ta u 
kli nič kom kon tek stu.

Zak lju čak
Testovi AtheNA Mul ti-Lyte ANA i IIF ANA po ka zu ju dob ru 
po du dar no st kao i us po red ba re zul ta ta s po je di nač nim 
ELISA u sis tem skim au toi mu nim bo les ti ma. Test AtheNA 
Mul ti-Lyte ANA omo gu ća va br zu iden ti fi  ka ci ju kli nič ki re-
le van tnih au toan ti ti je la u sis tem skim au toi mu nim bo les ti-
ma bez pot re be dalj njeg tes ti ra nja. Za la bo ra to rij je učin-
ko vi ta, jed nos tav na za rad i omo gućava iz ra du ve li ko ga 
bro ja au toan ti ti je la is tov re me no iz jed nog uzor ka. Važ no 
je zna ti mo že li se re ći za tes to ve da se dob ro po du da ra ju 
ili ne, ali bez kli nič ke eva lua ci je ko ja uk lju ču je bo les ni ke 
s pot vr đe nom dijag no zom za au toi mu nu bo le st i one iz 
zdra ve po pu la ci je, vri jed nos ti tes ta su ne pot pu ne.
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We com pa red AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st wi th sin gle-an-
ti gen ELISA and fou nd good cor re la tion be tween all tes-
ted pa ra me te rs (Spear man R from 0.612 to 0.924 and P < 
0.001) (Tab le 3). A hi gh con cor dan ce was ob tai ned wi th 
the stu dy that used the sa me tec hno lo gy, mul tip lex bead 
ba se and ELISA (17-21). Nifl  i et al. com pa red re sul ts of ELI-
SA and AtheNA met ho ds for SSA, SSB, Sm, RNP, Scl-70 and 
the cor re la tion was sig ni fi  ca nt (kap pa va lues from 0.347 
to 0.764, P < 0.001), but no cor re la tion was es tab lis hed for 
cytop las mic an ti gen Jo-1. Des pi te the lat ter, re sul ts in di ca-
te that AtheNA Mul ti-Lyte ANA cou ld rep la ce sin gle-an ti-
gen ELISA for the mea su re me nt of spe ci fi c au toan ti bo dies 
(20). In the pre se nt stu dy, two met ho ds cor re la ted sig ni fi -
can tly for all au toan ti bo dies (kap pa va lue from 0.834 for 
SSA to 0.507 for cen tro me re B). Shov man et al. com pa red 
the re sul ts ob tai ned for ANA in heal thy do no rs, usi ng ELI-
SA and AtheNA Mul ti-Lyte ANA and de mon stra ted hi gh 
con cor dan ce ra te of 99%, wi th 97.7% ra te fou nd for ANA 
de ter mi ned on reques ted sam ples pro vi ded by ot her la-
bo ra to ries. They con clu ded that AtheNA Mul ti-Lyte ANA 
te st system is a sen si ti ve scree ni ng met hod for ANA (18). 
The ELISA met hod for ANA de tec tion cou ld, howe ver, mi-
ss so me an ti ge ns be cau se an ti ge ns we re pre pa red from 
HE p-2 cel ls and we re de fi  ned wi th a limi ted num ber of 
spe ci fi c an ti ge ns.
Com pa ri ng sin gle sam ple re sul ts for spe ci fi c an ti ge ns, 
we fou nd so me dis cre pa nt re sul ts (Tab le 4). All dis cre pa-
nt re sul ts exce pt three se rum sam ples for au toan ti bo dy 
to Scl-70 an ti gen and four for dsDNA an ti gen we re near 
bor de li ne po si ti ve or ne ga ti ve re sul ts. The as says pos se ss 
a se pa ra te cut off  va lue whi ch al low com pa ri son of ob tai-
ned re sul ts. The dis cre pa nt re sul ts for three ELISA po si ti ve 
re sul ts for Scl-70 and four AtheNA Mul ti-Lyte ANA ne ga-
ti ve re sul ts for dsDNA can be explai ned by the sour ce of 
an ti ge ns, pre sen ta tion of an ti ge ns, reac tion con di tio ns of 
the se two met ho ds, di fe ren ces in te st met ho do lo gy, di fe-
ren ces in re com bi na nt or pu ri fi ed an ti ge ns, their bin di ng 
ca pa ci ty and con cen tra tion in se con da ry an ti bo dies and 
fl uo res ce nt co nju ga tes (20, 22). The te st con di tion in clu di-
ng io nic strengths and cut off  de ter mi na tion may ac cou nt 
for diff  e ren ces in te st re sul ts be tween as says. Scl-70 and 
dsDNA an ti ge ns we re co nju ga ted by a co va le nt bou nd 
to an in di vi dual set of mic ros phe res throu gh its sur fa ce-
fun ctio nal car boxyl grou ps. If the coup li ng pro ce du re, 
ac ti va tion, con cen tra tion of mic ros phe res or qua li ty of 
coup li ng an ti gen sta bi li zi ng so lu tion and was hi ng by fi l-
tra tion are not ba lan ced, we can lo se an ti ge ns and re sul ts 
wi ll be a ne ga ti ve. Dis cre pa nt ne ga ti ve re sul ts pre se nt a 
prob lem be cau se po ten tial ly re le va nt an ti bo dies may be 
mis sed. Bor de li ne re sul ts mu st be con fi r med or re fu ted 
by use of an in de pen de nt met hod and re tes ti ng on a new 
se rum sam ple du ri ng a mon th pe riod. It is im por ta nt to 
no te that the AtheNA Mul ti-Lyte ANA te st is com po sed of 
ni ne in di vi dual ana lytes whi le IIF ANA te st is com po sed 
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of nu me rous com po nen ts pre se nt in HE p-2 cel ls. The di-
fe ren ce in as says mu st be un der stood, and re sul ts from 
mul tip lex as say shou ld always be in ter pre ted wit hin the 
cli ni cal con text.

Conclusion
The AtheNA Mul ti-Lyte ANA test system showed good ag-
ree me nt wi th IIF ANA and excel le nt re sul ts in com pa ri son 
wi th the con ven tio nal sin gle-an ti gen ELISA met ho ds for 
se ra wi th de fi  ned syste mic au toim mu ne di sea se. The At-
heNA Mul ti-Lyte ANA te st sup por ts the im me dia te iden-
ti fi  ca tion of au toan ti bo dies of cli ni cal sig ni fi  can ce in se-
rum sam ples wit hout ad di tio nal tes ti ng. For la bo ra to ry, 
it is mo re effi    cie nt, ea sy-to-u se, and a hi gh-throug hput 
tec hnique. It is im por ta nt to no te that the as says can be 
expres sed in ter ms of ag ree me nt ra tes and dis cre pan cies 
but, wit hout pro per cli ni cal eva lua tion in clu di ng po pu la-
tion wi th con fi r med au toim mu ne di sea se and heal thy po-
pu la tion, the va lue of the da ta ob tai ned is rat her li mi ted.
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