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sncnostics  Anti-Endomysial Antibody (EMA) Test System

CLIA Complexity: High
CDC Analyte Identification Code: 0497
CDC Test System Identification Code: 28281

PRODUCT INSERT
1114 Anti-Endomysial Antibody Test (Primate smooth muscle) 48 Determinations

REF| 1114-96 Anti-Endomysial Antibody Test (Primate smooth muscle) 96 Determinations
REF| 2160 Anti-Endomysial Antibody Test (Primate smooth muscle) 6 Wells

INTENDED USE

An indirect immunofluorescence antibody test for the qualitative and semi-quantitative detection of endomysial
antibodies (EMA) in human serum as an aid in the diagnosis of celiac disease and dermatitis herpetiformis.

SUMMARY AND EXPLANATION

Endomysial antibodies (EMA), as reported in the literature, are detected primarily on the smooth muscle of monkey
esophagus by indirect immunofluorescence. The detection of EMA aids in the diagnosis of gluten sensitive
enteropathy, i.e. celiac disease (CD) and dermatitis herpetiformis (DH). Patients with CD and DH are reported to
have antibodies to endomysium, reticulin and gliadin''2. These serological markers have recently been incorpo-
rated into the revised criteria for the diagnosis of CD by the European Society of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition'®, Of the various antibody markers of CD and DH, EMA of the IgA class seem to be the most sensitive and
specific marker. EMA of the IgG class also occur when IgA class EMA are in high titer or in individuals who are IgA
deficient. Arapid decrease in EMA levels results with adherence to a gluten free diet. A gluten challenge or a failure
to maintain a gluten free diet leads to the appearance or an increase in endomysial antibody titers. Patients on a
gluten free diet >9 months have reduced or negative EMA titers if they adhere to their diet restrictions'2.1°,

PRINCIPLES OF PROCEDURES

In the indirect immunofluorescence method, patient serum is incubated on tissue sections to allow binding of
antibodies to the substrate. Any antibodies not bound are removed by rinsing. Bound antibodies of the IgA and IgG
class are detected by incubation of the substrate with fluorescein-labeled, anti-human immunoglobulin conjugate.
Reactions are observed under a fluorescence microscope equipped with appropriate filters. The presence of EMA
is demonstrated by an apple green fluorescence of the endomysial lining of smooth muscle bundles. The titer (the
reciprocal of the highest dilution giving a positive reaction) of the antibody is then determined by testing serial
dilutions™

PRODUCT INFORMATION

Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Reagents are ready for use after equilibration to room temperature.

Materials Provided
ImmuGlo™ EMA Endomysial Antibody 1114, 1114-96

Kits contain sufficient reagents to perform 48 determinations each.

8 x | SORB [SLD | 6 | 6 well Primate Smooth Muscle Substrate Slides
16 x | SORB [SLD | 6 | 6 well Primate Smooth Muscle Substrate Slides (1114-96)
1x0.5ml [CONTROL|+[EMA]* EMA Positive Control. Contains human serum.

1x0.5ml |CONTROL|-|* Negative Control. Contains human serum.

1x5ml | IgA/lgG-CONJ | FITC | EB | *  Anti-human polyvalent FITC Conjugate containing Evan’s Blue
Protect from light. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)
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1x60ml [BUF]*
2vials  [BUF [WASH]

1x5ml [ MOUNTING | MEDIUM |*

1x12

Optional components

1x5ml  [igA/lgG-CONJ] FITC |*

txim  [EvANS]

1x5ml  [igG-CONJ [FITCPA]*

* Contains <0.1% NaN,

Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use

Manufacturer

dR[E B>~ [F

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

Fluorescence microscope

Micropipette or Pasteur pipette
»  Serological pipettes

»  Staining dish (e.g. Coplin jar)

Sample Diluent.
Phosphate Buffered Saline (PBS). Dissolve each vial to 1 liter.
Mounting Medium. Do not freeze. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

Coverslips 1 box (1114), 2 boxes (1114-96)

Anti-human IgG FITC Conjugate. Protect from light.
Evan’s Blue Counterstain.

Anti-human IgG FITC Conjugate containing Evan's Blue (primate

absorbed). Protect from light. Conjugate minimizes background
reactions on primate tissues.

« Small test tubes (e.g. 13 x 75 mm) and test tube rack

+ Distilled or deionized water
» 1 liter container

+  Wash bottle

* Paper towels

* Incubation chamber

WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HbsAg, HCV, HIV-1 and 2
and HTLV-l and found negative by FDA required tests. All human serum specimens and human derived products
should be treated as potentially hazardous, regard-less of their origin. Follow good laboratory practices in storing,

dispensing and disposing of these materials™.
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WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if
ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this insert to ensure valid results. Do not interchange
kit components with those from other sources other than the same catalog number from Immco Diagnostics
Inc. Do not use beyond expiration date.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Only serum specimens should be used for this procedure. Grossly hemolyzed, lipemic or microbially contaminated
specimens may interfere with the performance of this test and should not be used. Store specimens at 2-8°C for no
longer than one week. For longer storage, serum should be frozen at -20°C. Avoid repeated freezing and thawing
of samples.

PROCEDURE

Test Method
A. Screening

1. Dilute each patient serum 1:2.5 with the Sample Diluent provided (0.2 ml serum + 0.3 ml Diluent). Do not dilute
Positive or Negative Controls. Save the undiluted sera to determine antibody titers if screening tests are found
to be positive.

2. Allow pouches containing substrate slides to equilibrate to room temperature for 10-15 minutes. Carefully
remove the slides without touching the substrate.

3. Label the slides and place them in an incubation chamber lined with paper towels moistened with water to
prevent drying.

4. Invert dropper vial and gently squeeze to apply 1 drop (approximately 50 ul of the Negative Control to well #1.
Similarly apply 1 drop of Positive Control to well #2. Avoid overfilling the wells.

5. Using a micropipette or Pasteur Pipette, apply 1 drop of patient's diluted serum (approximately 50 pl) to the
other wells. Avoid overfilling the wells.

6. Place the lid on the incubation chamber and incubate slides 30 minutes at room temperature.

7. Remove a slide from the incubation chamber. Hold slide at tab end and rinse gently with approximately 10 ml
PBS using a pipette, or rinse slide in beaker filled with PBS. Do not use wash bottle. Transfer slide immediately
into Coplin jar and wash 10 minutes. Repeat process with all remaining slides.

8. Remove slide(s) from Coplin jar. Blot the edge of the slide on a paper towel to remove excess PBS. Place the
slide in the incubation chamber. Immediately invert the Conjugate dropper vial and gently squeeze to apply 1
drop (approximately 50 pl) to each well.

9. Repeat steps 7 and 8 for each slide.
10. Replace the lid on the incubation chamber. Incubate 30 minutes at room temperature.

11. Remove a slide from incubator. Hold the slide at the tab end and dip the slide in a beaker containing PBS to
remove excess conjugate. Place slide(s) in a staining dish filled with PBS for 10 minutes. If optional conjugate
without counterstain is used (see optional components in Materials Provided Section), 2-3 drops of Evan's
Blue counterstain may be added to the final wash. Repeat for the remaining slides. NOTE: Improper washing
may lead to increased background fluorescence.

12. Remove a slide from the staining dish. Blot the edge of the slide on a paper towel to remove excess PBS. To
prevent slide from drying, proceed immediately with next step while slide is still wet.

13. Mount the coverslip by applying 3 drops of Mounting Medium evenly on the coverslip and place coverslip over
slide. Avoid applying undue pressure and prevent lateral movement of the coverslip.
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14. Repeat steps 12 and 13 for each slide.
15. Examine for specific fluorescence under a fluorescence microscope at a magnification of 200x or greater.

Slides may be read as soon as prepared. However, because of the presence of antifading agent in the mounting
medium, no significant loss of staining intensity occurs if reading is delayed for up to 48 hours. Slides should be
stored in the dark at 2-8°C.

B. Endpoint Determination (titration)

A serum positive in the screening test may be further tested following steps 5 through 13 to determine the titer.
Each test run should include the Positive and Negative Controls. Make serial two-fold dilutions starting at 1:2.5.
The reciprocal of the highest dilution producing a positive reaction is the titer.

Preparation of Serial Dilutions

Number four tubes 1 through 4. Add 0.4 ml of Buffered Diluent to tube 1 and 0.2 ml to tubes 2 through 4. Pipette
0.2 ml of undiluted serum to tube 1 and mix thoroughly. Transfer 0.2 ml from tube 1 to tube 2 and mix thoroughly.
Continue transferring 0.2 ml from one tube to the next after mixing to yield the dilutions depicted in the following
table:

Tubes 1 2 3 4
Serum 0.1 ml
+
Buffered
Diluent 0.4 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 mil
& b 5
Transfer 0.2ml 0.2 ml 0.2ml
Final dilution 1:5 1:10 1:20 1:40 etc.
QUALITY CONTROL

Both a Positive and Negative Control should be included with each test run. The Negative Control should show no
specific fluorescence of the endomysium lining of the smooth muscle bundles, whereas the Positive Control should
have 2+ or greater staining intensity of the tubules of these structures.

If expected results are not obtained, the run should be repeated. If inadequate results continue to occur with the
controls, these may be due to:

+  Turbidity. Discard and use another control

* Problems with the optical system of the fluorescence microscope. These may include : improper alignment,
bulb beyond useful life expectancy, etc.

»  Allowing the slide to dry during the procedure.

RESULTS

The results of the tests for endomysial antibodies should be reported as negative (<2.5), positive greater or equal
to 20, or preferably, positive with titer.

Read for specific staining of the endomysium lining of the smooth muscle bundles. See Photo 1. Endomysial
antibodies react as a network of thin, irregular lines around the sarcolemma of the individual smooth muscle fibrils.
This is in a sharp contrast to anti-smooth muscle antibodies which react with the sarcoplasm. See Photo 2.

Other detectable antibodies besides anti-smooth muscle antibodies (ASMA) include anti-nuclear antibodies (ANA).
The presence of ASMA is known to cause false negative results for endomysial antibodies. If ASMA are detected,
then the sample should be tested at higher dilutions’. ANA reactions on smooth muscle tissue, when they occur,
are usually weak and sparsely distributed and, therefore, unlikely to cause false negative results.
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Consult Photo 1 and Photo 2 at the end of this document for example reactions.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

In some cases, sera positive for EMA may either be very weak or negative at the initial screening dilution (prozone
phenomenon). In such doubtful cases the sera should be screened at higher dilutions and, if positive, antibody
titer determined.

The presence of two or more antibodies in a serum which are reactive with the same tissue may cause an
interference in their detection by immunofluorescence. This interference may cause either a failure to detect EMA
or a suppression of its titer if the interfering antibody has a higher titer than EMA. The most common cause of the
interference phenomenon in EMA tests is the coexistence of smooth muscle antibodies. It is recommended that
patients sera which also contain ASMA be tested further at higher dilutions. IgA class ASMA are not a common
occurrence. IgG class ASMA do not block IgA-EMA as the former react with the sarcoplasm of smooth muscle
bundles and the latter react with the endomysium of the sarcolemma around the smooth muscle bundles. Anti-
reticulin antibodies do not interfere with the reaction of EMA because they do not react with primate smooth muscle
tissue. The coexistence of IgG class EMA may interfere with the detection of IgA class EMA. However, this rarely
occurs as:

1. 1gG class - EMA are present in only 25% of celiac disease patients,
2. 1gG class - EMA titers are usually much lower than IgA-EMA titers and
3. IgA antibodies are usually of higher avidity than IgG antibodies.

In some patients with celiac disease and IgA deficiency, the IgA-class endomysial antibodies are absent. However,
such patients are usually positive for IgG class EMA.

Patients with celiac disease on a gluten free diet for >9 months invariably are negative for EMA.

When making a diagnosis, results of all laboratory testing must always be evaluated along with the total clinical
history of the patient.

EXPECTED VALUES

As seen in Table 1, EMA, as detected on primate smooth muscle are highly specific markers for celiac disease
and dermatitis herpetiformis. The presence of EMA seems to be related to the intestinal pathology both in celiac
disease and dermatitis herpetiformis rather than to the skin lesions in the latter, as depicted in Figure 1.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The ImmuGlo™ Anti-Endomysial Antibody (EMA) Test kit, using primate smooth muscle substrate and a polyvalent
conjugate, was compared with another commercially available kit also using a polyvalent conjugate and monkey
esophagus as a substrate. The comparison included a total of 68 sera: 20 from patients with clinically suspected
celiac disease and 48 from normal controls. Sera were tested according to the procedure recommended by the
manufacturer. A screening dilution of 2.5 was used and all sera positive for EMA were titrated to endpoint. The
results were as follows:

Immco™ EMA

POS (+) NEG (-) TOT (5)
POS (+) 18 0 18
g;;‘Ae';F A NEG() 2 48 50
TOT (=) 20 48 68

relative specificity: 97%
relative sensitivity:  100%
relative agreement: 96%
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mm Co 200TNUA avaAuong avTICWHATWY KaTd Tou evdopuiou (EMA)

MAGMNOSTICS

ENGOETO MNPOIONTOZ

REF| 1114 AvaAuon avriowpdrwy kard rou evdopuiou (Agiog puikog 1a1és mpwreudviwy) 48 Mpoodiopiapof
REF| 1114-96 AvaAuon avriowudrwy kard rou evdouuiou (Agiog Huikos 10Té¢ mpwreudviwy) 96 Mpoadiopiouof
2160 AvdAuon avriowudrwy kard rou evdouuiou (Aeiog puikog 10T6¢ mpwrevdviwy) 6 Kuwedides

MPOOPIZOMENH XPHZH

Mia avahuon avTiowudTwy éUuegou avooo@BopiapoU yia TNV TTOIOTIKI KAl TNV NUI-TTO00TIKA aviXVEUTT OVTICWUATWY
Katd Tou evdopuiou (EMA) o€ opod avBputrou, we BorBnua yia tn didyvwaon agBeviuy Je KOIANIOKAKN Kal EPTTNTOEION
Oepuartinida.

MEPIAHWH KAI EMNME=HIHZH

Ta avriowpara kard tou evdopuiou (EMA), oTwe avagépetal otn BiBAloypagia, avixvelovtal Kupiwg oTo Agio
MUIKG XITlva Tou olgog@dyou moORKwy e EuPeco avoogogBopiopo. H avixveuan avriowpdtwy EMA cuppdAAel
oTn diayvwon Tng evieporrabeias amo yAoutévn, dnAadn tng koihiokdkns (KK) kar tng eprrnrogidous depuartindag
(EA). O1 aoBeveic pe KK kai EA avagépetal o011 eggavidouv avTiowuaTta Katd Tou evOopuiou, TNG PETIKOUAIVNG
Kal TnG yAadivng'2. Autoi ol opoAoyikoi DeiKTES €xouv TTPOT@ATA EVOWNATWOE aTa avaBewpnuéva diayvwaoTiKd
kpitipia Tng KK armo tnv Eupwraikr Etaipia Naidiarpikig FaoTpeviepoloyiag kai Siarpoerg'?. Ao Ta didpopoug
avTiowuata deikteg CD kai DH, ta avricwpara EMA 1agng IgA ¢aivetal 611 ammoteholv Tov TTI0 €udioBnTo Kai
€101k6 BeikTn. Avriowpara EMA tagng 1gG epgavidovral etriong otav Ta avriowpata EMA tagng IgA Bpiokovtal o€
uynAoug TiThoug A o€ GTopa pe aveTrdpkeia IgA. Me Tn ouppopewon ot pia diaita eAeUBepn yYAQUTEVNG TTapATNPEITAI
Mia paydaia TITWON Twy EMITESWY TWv avTicwudrwy EMA. H dokiyacia TTpokAnong pe yAoutévn i n aduvapia
TAPNONGS Hiag diaitag eAeUBepng yAouTEVNG OBNYET O€ EPPAvION 1 algnon Twv TITAWY TWY avTIOWPATWY Katd Tou
evdopuiou. O1 aoBeveic pe diaita eAetBepn yhouTévng SidpKeIag >9 unviy £Xouv apvnTikoug fi HEIwWPEVOUC TITAOUG
avTigwpdTwy EMA, epdoov guppop@uvovTal e TOug dIamnTIKkoUg TTEpIopIoHoUG 6810,

APXEZX TQON AIAAIKAZION

Z1n péBodo Eppeocou avooopBopiopoul, 0 0pdg ToU aoBevoUg ETTWACETAI OE TOPEG I0TWYV, TIPOKEIPEVOU VO ETTITEUXOE]
n O£0HEUCN TWV QVTICWHATWY OTO UTTGOTPpwHA. Ta avrigwuara TTou Oev deopelovVTal OTTOPAKPUVOVTAl HE
exktrAuon. Ta avriowparta 1agng IgA kai IgG tTou éxouv SeapeuBei aviXveUovTal E THV ETTWACT TOU UTTOOTPWHATOG
ME ouleukTIKG avTiowpa Katd g avBpwTvng IgG, 1o oToio gival onuacpévo ue ehouopookeivn. O avTIdPACEIg
TrapakoAouBouvTal Je HIKPOaKOTIo @Bopiouol TTou S1aBéTel Ta KatdAAnAa @iATpa. H Trapoudia avTiowudtwy EMA
OIATTIOTWVETAI JE TNV TTapouadia ¢BopIopoU EVTOVOU TIPACIVOU XPWHATOG OTIG TIAPUPEG TwY DEPATiWY TWV Agiwv
MAKWYV vV Tou evdopuiou. ZTn cuvéxeia kabopiletal o TiTAOG TOu avTIoWwHaTog (To avTioTpopo TnNg uywnAdTepng
apaiwaong Tou édwoe BeTIKA avTidpaaon) pe avaAuan SIadoXIKWY apaiwaswy 5.

NAHPO®OPIEZ NMPOIONTOX
dUOAaEN Kal TTpogTOIPaTia

OMa 1a avmidpaoTtrpia @uAdooovtal atoug 2-8°C. Ta avmidpaoThpia gival £Tolpa yia Xpron, £@ocov @Bdoouv
Beppokpacia dwyaTiou.

YAIKG TrOU TrTapEXovTal

AvTioWpara katd Tou evdopuiou (EMA) ImmuGlo™ 1114, 1114-96

8 x [SORB[SLD | 6 | AVTIKEINEVOQOPOI  UTTOOTPWHOTOS  ALiWV  HUTKOV VGOV
TTPWTEUOVTWY PE 6 KupeAideg

16 x | SORB | SLD | 6 | AVTIKEIHEVOQOPOI  UTTOOTPWHATOG  Afiwv  pUTKWV  IVWV
TTPWTEUOVTWYV pE 6 kuweAideg (1114-96)

1x0,5ml | CONTROL | + | EMA |* AidAupa BeTikoU eAéyyou yia EMA. Mepiéxel opd avBpwrrou.
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1x0,5ml [CONTROL]-]*

| IgA/IgG-CONJ | FITC |EB |*

1x5ml

1 x 60 ml g
2 iaiBia

1x5,0ml | MOUNTING | MEDIUM |*

MpoaipeTikd CUTTATIKA

[1gA/IgG-CONJ | FITC |*

1x12

1x5ml

1x5ml  [jgG-CONJ [FITC [PA]*

tx10mi

* Mepiéxer < 0,1% NaN,

AlaAupa apvnTikoU gAéyxou. lMepiéxel opo avBpuwTTou.

MoAudUvapo oUlEUKTIKO avTiowMpo KOTA TN avBpwirivng
avoocoo@aipivng culeuypévo pe FITC, pe emixpwon Evans Blue.
Na mpooTareteTal atrd 1o Qwe. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

AlgAvpa apaiwong deiypdTwy.

PuBpioTiké SiaAupa pwogopikwy (PBS). AlaAloTe kdBe @iaAidio
£wg Oyko 1 Aitpou.

Méoo emkdaAuywng. Na unv karawoxetal. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

KaAutrtpideg 1 box (1114), 2 boxes (1114-96)

ZUZeUKTIKO avTiowpa Katd tng avBpwvng IgG
ouleuypévo pe FITC. Na mrpootateletal atmod 10 Quwe.

2UCeUKTIKO avTiowpa FITC katd tng avBpwmvng IgG He XpwaoTIKA
Evans Blue (1iBnkog mTou amoppogdTtail ). Na mpooTarederdl amod 10
pw¢. Meiwvel To @BopIoUd UTTORABpOU CGTOUG UTTOOTPWHA TTIBAKWY

Emixpwon Evans blue.

ZOpBoAa TTou XpnoIPoTToIoUVTal OTIG ETIKETEG:

ApIBuoC TTapTidag

Ap1BudS katahbyou
Hupepopnvia Angng
Oepuokpacia ammobrikeuang
AlapdoTe TIg 0dnyieg xprAong
In vitro dilayvwaTikn Xprion

KartaokeuaoTig

4R 3B =~ L{E

ApIBudS avahioewy

AtraiToUpeva UAIKG TTou Sev TrapéxovTal
*  MikpookoTTio @BopIcuoU

«  Mikpomméta f mméTa Pasteur

*  OpoAoYIKEG TTITTETEG

+  TpuBAio xpwong (1.x. doxeio Coplin)

*  ATTEOTAyHEVO I OTTIOVIOPEVO VEPO
+  Aoyeio evog Aitpou

*  QiaAn EkTTAUONG

«  ATmoppo@nTiKa XapTia

*  Od\auog emwaong

Mikpoi dokipaoTikoi owArveg diagtdoewy 13 x 75 mm kal Qopéag SOKIPAOTIKWY CWARVWY
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MPOEIAOMOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIZ

Ma in vitro diayvwaTikn xpnon. OAa Ta cuaTatikd avBpwTivng TTPOEAEUCNE TTOU XPNOIKOTToIoUVTAl £X0UV EAEYXBEi
yia Tnv Tapoucia Tou avtiyovou HbsAg, twv iwv HCV, HIV-1 kai 2, kaBuwg kai Tou 100 HTLV-l ka1 €xouv BpeBsi
apvnTikd, cUP@wva Pe TIc e€eTdaclg Tou atraitei 0 Opyaviopdg Tpogipwy kal Gappdkwy Twy H.M.A. (FDA).
OAa ta deiypata avBpwTrivou opoUl Kal TTPoidvTwy avBpwTrivng TTpoéAsuong Ba TTRETTEl va avTIPETWTTI(ovVTal WG
duvnTika eTmIKivduva, avetaptnta atmo Tnv TTpoEAeuar) Tous. AkoAouBroTE TIG 0PBEG EPYaOTNPIAKES TIPAKTIKEG KATA
N QUAAgN, TNV EyXUan Kal TNV atmméppIyn Twv UAIKWY auTtwv'®,

MPOEIAOMOIHZH — To agidio Tou vatpiou (NaN,) evééxetal va avridpdoel e cwAnNvwoelg amé poAupdo 1
XaAKO Kal va oXnuatioel 1oxupwe ekpnKTIKA alidia petdhAwv. Katd Tnv ammoppiwn uypuwyv, EKTTAUVETE JE PEYAAES
TTO0OTNTEG VEPOU, £T01 WOTE va ammogeuxBei n cuoowpeuon alidiwv. To alidio Tou varpiou evééxeTal va eiva
TOEIKO O€ TTEPITITWON KATATTOONG. Z€ TTEPITITWAON KATATIOONG, AVAPEPETE APECWGE TO TTEPIOTATIKG OTO BIEUBUVTH TOU
epyaoTnpiou 1] oT0 KEVTPO EAEyXOU BnANTNPIGOEWY.

MNa mn dlac@dMon £éykupwy amoTEAETUATWY, aKkoAouBnoTe TIG 0dnyieg akpIfuwg OTwe gugavifovral og autd TO
£€vBeTo. MnVv evaAAAOoOETE TO CUCTATIKA TOU KIT JE CUOTATIKA AAANG TTpoéAcuong TTou Bev €£xouv Tov idlo aplBuod
KaraAdyou Tng Immco Diagnostics Inc. Na pnv xpnoigoTroleital uetd Tnv TTapéAguon Tng nuUEpoMNviag ARgng.

ZYAAOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpéTTel va xpnaipoTroiolvTal povo deiypata opou yia autr Tn Siadikacia. Agiyparta TTou €Xouv UTTOOTET HEyGAoU
BoBuol aiydAuon, MiTraipiké f deiypata goAuopéva pe PIKpORIa evBEXETAl va ETTNPEAOOUV TNV ATTOB00N QUTIG
™G avdiluong kai dev Ba Tpétel va xpnoipotrololvtal. uAdgre Ta deiypata oe Bepuokpacia 2-8°C, €T oyl
TEPIOCTOTEPO amo pia efdoudda. MNa @uAagn peyoAiTepng didpkeiag, o opdg Ba TpETel va KaTayuyBei oToug -
20°C. Na amogeUyeTal n eTTavelAnuuévn Katdwuén kai atmoguén Twv deiyudTwy.

AlIAAIKAZIA

MéBodog avdaAuong
A. Aiahoyn

1. ApaiwoTe Tov 0pd kdBe aoBevoug oe avaAoyia 1:2,5 pe To didAupa apaiwang derypdTtwy TTou Trapéxetal (0,2 pl
opou + 0,3 ml didhupa apaiwong). Mnv apaitvete Ta diaAupata BeTikoU 1 apvnTikoU eAgyyou. PUAGETE Toug
adiGAuToug opolg yia va TTPOCDIOPICETE TOUG TITAOUG avTICWUATWY, £dv o1 avaAloeig dialoyric Bpebolv
BETIKEG.

2. AgnioTe TIg BriKeg TTOU TTEPIEXOUV TIC QVTIKEIUEVOQPOPOUG Tou utrooTpwuartog 1T 10-15 AeTrTd, TTpokeipévou
va QTdoouv ot Beppokpacia dwpatiou. AQaIPESTE TTPOCEKTIKA TIC AVTIKEIMEVOQOPOUS XWPIC va ayyifeTe To
UTTOOTPWHA.

3. ZnUAveTE TIG QAVTIKEIMEVOQOPOUG Kol TOTIOBETAOTE TIG Ot €va BAAAPO ETTWACNG TIOU EXETE KOAAUWEl PE
aTTopPOPNTIKO XapTi SlaBpeyuévo PE vEPD YIa va aTTOTPEWETE TUXOV atTofipavaor.

4. AvaoTpEWTE TO OTAYOVOMETPO KAl THIECTE TO EAa@pa yia va TTpoogBéoete 1 oTayova (Trepitrou 50 ul Tou diaAUpaTog
apvnTIKoU eAéyxou oTnv KuWeAida utr apiBud 1. Me Tov idlo TpéTTo, TTpoaBéate 1 ataydva diaAipaTog BeTIKoU
eAéyxou ANA otnv kuweAida utr' apiBuoé 2. ATro@uyeTe TNV UTTEPTTANPWAN TWV KUYEAIDWY.

5. Xpnoigotoiwvtag pia pikpottéTa fp mimeTa Pasteur, mpooBéoTe 1 otaydva amod Tov apaiwpévo opd Tou
aoBevouc (trepitrou 50 pl) oTIg UTTOACITTEG KUWENIDES. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTAIPWOT TWV KUWEAIDWY.

6. TotroBeTAOTE TO KOTIAKI OTO BAAQWO ETILAONG KAl ETTWACTE TIG AVTIKEIMEVOPOpOUG eTTi 30 AeTTTd 0€ Beppokpaoia
dwpariou.

7. AogaipéoTe pia avTikEiyevo@opo atmmd 1o BdAapo emmwaocng. KpathoTe TNV QVTIKEIMEVOQPOPO aTrd To dKpO
TIOU QEPEI Ta OTOIXEID Kal eKTTAUVETE pe TTepiTrou 10 ml PBS xpnoipotmmoivtag pia TImeTa rj eKTTAUVETE Thv
avTikelpevopopo ae TotiApl (Eocwg TTou TrepiExel PBS. Mn xpnoiyotroigite @idaAn ékmAuong. MetagépeTe Tnv
avTIKeINEVOPOpOo apéows aTto doyxeio Coplin kai ektrAUveTe €11i 10 AeTrtd. ETravaidBete T diadikaoia pe OAeg
TIG UTTOAOITTEC QVTIKEIMEVOPOPOUG.
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8. AoguaipéoTe TIG avTKelpevo@opoug ammd 1o doxeio Coplin. ZTutroTe TV dKPn TNG AVTIKEILEVOQOPOU HE
aTTOPPOPNTIKO XaPTi yia va agaipiéoeTe TNV Trepiooeia PBS. TomroBetioTe TNV avTIKEINEVOQPOPO ot BAAapo
ETTWOONG. AVAOTPEWTE QUEOWS TO OTAYOVOUETPO ME TO OUZEUKTIKO avTiowpd Kal TTMECTE PAAAKA yia vad
TpooBéoeTe 1 oTayova (tepitou 50 ul) og kaBe kuyweAida.

9. EmavaAdpere ta BApata 7 kai 8 yia kABs avTIKEIMEVOPOPO.
10. TotroBeTrOTE €K VEOU TO KaTTAkl 0To BdAapo emwaong. Emwdote eti 30 Aetrtd o€ Beppokpacia dwpartiou.

11. AQaip€oTe pia avTiKEIyeVO@Opo atd 1o BdAapo emwacns. KpartroTe TNV avTIKEIMEVOQPOPO ATTO TO AKPO TTOU
QEPEI TA OTOIXEIQ KAl YBaTITIOTE TNV O€ £va TTOTAPI (EoEwd pe PBS yia va apaipégeTe TNV TTEPICTEI0 CUZEUKTIKOU
QVTIOWMATOG. TOTTOBETOTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG OE Eva TPUBAIO Xpwong TTou £xel TTANPwOEi e PBS emmi 10
AeTTTd. EdV XpnoipoTronBei TTpoaipeTiko OUZEUKTIKO avTiowpa Xwpig eTixpwaorn (SEiTe Ta TTPOIPETIKA CUCTATIKA
otnv evotnTa “YAIKA TTou Trapéxovral”), YTropeite va mrpooBéocte 2-3 otayoveg emixpwong Evans blue otnv
TeANIKA €KTTAUON. ETTavaAdBeTe yia TIG UTTOAOITTEG avTIKEIMEVOQOpoUG. ZHMEIQZH: Tuxdv akatdAAnAn éktrhucn
evdéxeTal va TTpokahéael augnuévo eBopiopd uttoBdabpou.

12. ApaipéoTe pia QvTIKEIMEVOQOPO atrd To TPUPBAIO Xpwong. ZTUTTWOTE TNV GKpn TNG QVTIKEINEVOQPOPOU HE
aTroppoPNTIKO XapTi yia va agaipéoeTe Tnv Tepicocia PBS. MNa va amoTpéyere TuXOV amoffpavaon Tng
OVTIKEIHEVOPOPOU, TTPOXWPNOTE AUECWS OTO ETTOHEVO BAHA EVW N QVTIKEIHEVOQPOPOG Eival aKOpn
uypn.

13. Epapuocote TNV kKaAuTrTpida, TpooBétoviag 3 oTayoveg HETOU E£TTIKAAUWNG OUOIOMOP@a ETTAVW OTNV
KaAUTTTPI®A Kal TOTTOBETHOTE TNV TIAVW OTNV QVTIKEIMEVOPOPO. ATTOPUYETE TNV EQUPHOYH AOKOTING TTiEang Kal
aTrOTPEWTE TNV TTAEUPIKA TTiECT TNS KAAUTTTPISAC.

14. EmravaAdBerte Ta Bripata 12 kai 13 yia KABe avTIKEIMEVOQOPO.
15. E€erdoTe yia £181kd @BopIopd Ue HIKPOOKOTTIO pBopiopou ot peyéBuvan 200x 1} peyaAlTepn.

O1 avtikeipevopopol ptropouv va diaacTtolv poAig TrpoeToipaaTtoly. QoTtooo, e€aitiag Tng TrTapoudiag TrapdyovTta
TpooTaciag Bopiopol oTo PETO KaBRAwang, dev EuQaviCeTal ONUAvTIKR ATTWAEIR TNG EVTAONS TNG XPWang, eav
kaBuoTepriogl n avayvwon £wg kal 48 wpeg. O1 avTIKEIUEVOPOPOI Ba TIPETTEl va QUAdOOOVTAI OE OKOTEIVO XWPO,
o€ Beppokpacoia 2-8°C.

B. Mpoodiopiopog TeAikoU onpeiou (TITA0SOTNON)

‘Eva 0pog TTou Ba Bpebei BeTIkOG 0TV avaAuan diaAoyhg pTTopEi va avaAuBbei TTepaiTépw, akoAouBwvTag Ta Brparta
5 €wg 13 yia va kaBopioTei o TiThog Tou. KABe oeipd avdiuang Ba Trpétrel va TreplAapfavel Ta diaAvpata BeTikoU
Kal apvnTikoU eAéyxou. EkTeAéaTe SiadoxIkég BITTAEG apaildoElg EekiviavTag attd Tnv avaAoyia 1:2,5. O TiTAog gival
TO VTIOTPOYO TNG PEYaAUTEPNS apaiwong TTou édwae BeTikr avTidpaan.

MposeToipagia Twv Si1adoxXIKWV apaITEWY

ApiBunoTe TEgoegpa cwAnvdpia atod 1o 1 éwg 10 4. MpoabéoTte 0,4 ml apaiwTikd pubpIoTIkS SidAupa aTo owAnvdpio
1 kar 0,2 ml ota cwAnvapia 2 éwg 4. Metagépete pe mETa 0,2 ml un apaiwpévou opol oTo cwAnvdpio 1 Kai
avapi€re empeAwg. Metagpépte 0,2 ml atmd 10 cwAnvdpio 1 oTo CwANVApIo 2 KAl avapiTe ETIMEAWG. ZuveXiaTe Tn
petagopd 0,2 ml atrd 10 £va owAnvdpio oTo eTTOPEVO PETA ATTO QvApIgn, TTPOKEIUEVOU Va ETTITUXETE TIG QPAIWOEIG
TTOU OTTEIKOVICOVTaI OTOV TTAPAKATW TTIVOKA:

ZwAnvapio 1 2 3 4
Opdg 0,1 ml

+
ARIIITIKG 0,4 ml 0,2 ml 02m  02ml
pUBUIOTIKG

2 2 2

MeTagopd 0.2 ml 0.2ml 0.2 ml
Tehiki apaiwon 1.5 1:10 1:20 1:40KATT.
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EAEMXOZ NOIOTHTAZ

Kabe oeipd avaiuong Ba mrpétrel va Trepidapfavel Téoo éva didAupa BeTIKoU 000 Kai éva SidAupa apvnTikou eAEyxou.
To didAupa apvnTikoU eAéyxou Ba TTPETTEI va Unv TTapouciddel e181k6 @BopIopo Tou evdopUuikoU TTEPIBARNATOG TWY
Sepatiwy Twy AEiwv PUIKWY VWY, ev To didAupa BeTikoU eAéyxou Ba TTPETTEl va TTapouaiddel éviaon @Bopiouol
TWV OWANVIOKWY auTwy Twv dopwy 2+ 1 HeyaAuTepn.

Edv dev AdBete Ta avapevoueva amotehéopara, Ba Tipémel va emravahdBete Tnv avdAuon. Edv ouveyidouv va
epgavidovral avetrapkr) amoteAéoparta pe Ta diaAlpata eAéyxou, auTtd evaEXETal va opeilovTal O€:

«  OoAepotnTa. ATroppiwTe TO SIGAUNT EAEYXOU KAl XPNOIKOTIOIOTE éva AAAO.

*  [lpoPAfuata pe 70 OTITIKG GUCTNHA TOU HIKPOOKOTTIoU pBopiouol. £ auTd evOEXETAI va gupTTEPIAGUBAvovTal:
aKaTAAANAN euBuypdppion, TTapéheuon NG WREANUNG didpkelag {wrig TNS Auxviag, KATT.

+  Amognipavan Tng avTIKEIeEvo@Opou Katd Tn SIdpKela Tng diadikaoiag.

ATMNOTEAEZMATA

Ta arroteAéoparta Twy avaAUCEWY yid AvTICWHATA KATd Tou gvdopuiou Ba TTpETel va avagépovTal we apvnTIkd
(<2,5), Bemikd (peyaAUTepa i ioa pe 20) i KATA TTPOTIMNGN, BETIKA PE TiTAO.

E&etaoTe yia €181k Xpwaon Tou evdopuikoU TTEPIBARUATOG TWY BEPATiWY TwV Agiwv puikwy ivwyv. BA. pwToypagia
1. Ta avTiocwpata Katd Tou evdopuiou avTidpolv wg SIKTUO AETTTWYV, AKAVOVIOTWY YRAPMWY TTou TrEpIBAAAouy TO
oapkeilMAnua Tou kaBe Agiou puikoU Ividiou. Autd atroteAel onuavTikh dlaQopd O OXECN WE TA aQVTICWHATA KaTtd
TWV Agiwv PUikwy VWV, Ta otroia avTidpolv pe To oapkoTThaopa. BA. pwroypagia 2.

ZTa UTTOACITIA QVTICWHATA TTOU PTTOPOUV va aviXveubBoUly, EKTOC TWV aVTICWHATWY KATA TwV ALV PAKWY IVWOV
(ASMA), epidapBdvovtal Ta avtirupnvikd avtiowpara (ANA). H mrapoucia ASMA egival yvwoTd 0TI TTpoKaAei
WEUBWG apvnTIKA atroTEAéopaTa yia avTiowpara kard Tou evdopuiou. Edv avixveuBolv ASMA, Ba tipérel
oTn ouvéxela To Oeiyda va avaAuBei oe uwnhotepeg apaiwaelg'. O avnidpdoeigc ANA oe Aeio puikd 1016, éTav
eppavidovral, eival ouviBwg aoBeveig kal katavépovtal SIAOTIAPTA, CUVETIWG Eival atmiBavo va TTpokaAéoouv
Weudwe apvnTIKG arroteAéoparta. ZupBoulsuTeite TN QwToypagia 1 kal TN ewToypagia 2 aTo TEAog autol Tou
evTUTIOU YIO Trapadsiyparta avTidpaoewy.

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAX

2 € OPIOHEVEG TTEPITITWOEIG, Opoi BeTIKOT yia EMA evdéxetan va epgaviaTolv TToAU aoBeveig | apvnTikoi oTnV apxIKr
apaiwan diahoyng (paivopevo TTPodwvng). Ze TETOIEC ap@IBOAES TTEPITITWTEIS, Ol Opoi Ba TrpéTel va e€eTalovTal o€
UYNAGTEPES apaIIOEIG, Kal edv BpeBoulv BeTikoi, va kaBopilovral o1 TITAOI TV avTICWHATWY.

Z& OPICUEVEG TTEPITITUWCEIG, N Trapoucia U0 1 TTEPICOOTEPWY QVTIOWHATWY OE £vav opd, Ta oTToia avTidpolv LE ToV
i010 107G, evOEXETAI va ETTNPEALEI TNV QVIXVEUTT] TOUG PE avooo@BopIopo. AUTH N ETTIOpaON £VOEXETAI VO TTPOKOAETEI
eite aduvapia avixveuong avricwpdrwy EMA eite peiwon Tou T1iTAou €dv TO avricwua TTou emMdPA £XEl HEYAAUTEPO
Titho amé 1o avriowpa EMA. H mo cuvnBiopévn aimia Tou ¢aivopévou TrapspPBoAns oe avaAloeig EMA gival n
ouvUTTapgn avTICWHATWY KATA TV AEIWV JUIKWY IVWWV. ZUVICTATOI Ol 0poi agBevwV TTOU TTEPIEXOUV KAl QvTIoWHATA
ASMA va egetadovTal TrepaItépw o€ UYNASTEPEG apaiaelg. Aev epgpavidovral ouxvd avtiowpara ASMA 1déng IgA.
Ta avricwpata ASMA 16&ng IgG dev atrokAgiouy Ta IgA-EMA, kaBuwg Ta TTpwTa avTidpoly JE TO GAPKOTTAQGHA TWV
OepaTiWY TWV ALIWY MUIKWY IVWV Kal Ta TEAEUTAIa avTIOpoUv e To evOOMUIo TOU CAPKEIARUKATOG TToU BpiokeTal yUpw
o110 To SEUATIA TWV AEIWV JUIKWY IVAv. Ta avTiowaTta Katd Tng peTIKOUAivNg dev TrapepBaivouy oTnyv avTidpaon Twv
avTiowpdTtwy EMA, kaBwg dev avTidpolv pe 1o Agio Puiké 10TO Twy TTpwTeudvTwy. H ouvittapén aviiowpdrwy EMA
Ta€ng IgG evléxeTan va eTTnpedael Ty avixveuon EMA 1d€ng IgA. QoTooo, kaTl TETOI0 CupPaivel OTTAVIO KaBWG:

1. Avrmiowpara EMA 1d€ng IgG utrdpyouv pévo oto 25% Twv agBeviv e KOIANIOKAKN,

2. OrTithol Twv avTiowpdtwy EMA 1aéng IgG eival ouviBuwg TTOAU XapnAdTEPOI aTtrd TOUG TITAOUG TWY AVTIOWHGTWY
EMA 16¢nc IgA kai

3. Taavriowpata lgA ugavifouv ouvnBwg peyahltepn 100 oUvBECNGS AvTIyOVOU QvTICWHATOS aTré Ta avTITWHATA
IgG.
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2 OpIoPEVOUG aOBEeVEiG PE KOIAIOKAKN Kal aveTTApKEIa IgA, atrouaidouy Ta avTIowHaTa Katd Tou evBouuiou Tagng
IgA. QoTdo0, auToi ol aoBeveic eival ouvriBwe BeTikoi yia avTiocwpata EMA tagng IgG.

AoBeveig pe kKolMlokdkn ol otroiol akohouBouv diaita eAeUBepn yAouTEéVNG Yia Xpovikd didoTnua >9 prveg eival
oTabepd apvnTikoi yia avTicwuata EMA.

MNa va 1eBei mia diayvworn, Ba TTRETEl TTAvToTE va afloAoyolvTal Ta aTTOTEALOUOTA OAWY TWY EPYACTNPIAKWY
avaAUoEwWVY O OUVOUAOUO HE TO KAIVIKO 10TOPIKO Tou aoBevoug.

ANAMENOMENEZX TIMEZ

O1mwg @aiveral atov Trivaka 1, Ta avrnicwuata EMA, Tou avixvetovial og Agio PUIKO 10TO TIPWTEUOVTWY gival
OeikTeG e uwnAn €18IKOTATA yia KOIAIOKGKN Kal epTTnToeidr deppartinda. H mapouoia avticwudrwy EMA gaivetal
va oxeTieTal pe TNV TTaBoloyia Tou evrépou TGO0 aTNV KOIANIOKAKN 600 Kal OTnv epTTnNTOLIdn deppartitda, TTapd pe
TIg SeppaTikég BAABES TG TeEAeUTaIag, OTIWG aTTEIKOVIZETal OTnV EIKOvVa 1.

XAPAKTHPIZTIKA AMNOAOZHEZ

To KIT TOU CUOTANATOS avaAUCNS avTICWHATWY Katd Tou gvdopuiou (EMA) ImmuGlo™, 10 oTroio ¥pnoidoTTolEi
UTTOOTPWHA AgioU UGS TTPWTEUOVTWY Kal éva TTOAUBUVAO CUCEUKTIKO avTiowHd, CUYKPIBNKE WE éva dAAo KIT TTou
diariBeTal oTo EUTTOPIO, TO OTIOIO XPNOIKOTTOIE] ETTIONG TTOAUBUVANO CUZEUKTIKO avTiowpa Kal olco@dyo TTI8rjKou
wg uTrdéoTpwia. H olykpion cuptrepiéAaBe éva olvoho 68 opwv: 20 atd aoBeveig pe KAIVIKR uTToyia KoIAIOKAKNG
Kal 48 amd @uolohoyikolg pdptupeg. O1 opoi avahuBnkav oup@wva pe Tn diadikaocia TTou TTPOTEIVETAI ATIO TOV
TTapaoKeuaaTr). Xpnoiyotoinnke apaiwan diaAoync 2,5 kal 6Aol o opoi TTou Bpébnkav BETIKOI yia avTiowuaTta
EMA miTAotronBnkav péxpl To TeEAIkO anueio. Ta atmoteAéouaTa Exouv we £EAG:

Immco™
EMA
OeTiKdG (+) ApvnTiKa (1) ZUvolo (=)
AAR is‘rlm (1:) 18 0 18
EMA [FA APVNTIKG (-) 2 48 50
ZOvoho (=) 20 48 68

oxeTIKg eildikoTNTA:  97%
oxeTikn evaioBnoia: 100%
OXETIKI oupuwvia: 96%

1
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Yo
L ® .
. .lm mp.q Ensayo para deteccion de anticuerpos antiendomisiales (EMA)
PROSPECTO

1114 Anticuerpos antiendomisiales (musculo liso de mono) 48 anlisis
REF| 1114-96 Anticuerpos antiendomisiales (musculo liso de mono) 96 anlisis
REF| 2160 Anticuerpos antiendomisiales (musculo liso de mono) Portas 6 pocillos

USO PREVISTO

Ensayodeinmunofluorescenciaindirecta (IF) paraladeteccion y semicuantificacion de anticuerpos antiendomisiales
(EMA) en suero humano como ayuda en el diagnéstico de la enfermedad celiaca y la dermatitis herpetiforme.

RESUMEN Y EXPLICACION

La literatura especifica informa que los anticuerpos endomisiales (EMA) se detectan principalmente en la
musculatura lisa del eséfago de mono mediante inmunofluorescencia indirecta. La deteccién de EMA ayuda
en el diagnostico de las enteropatias sensibles al gluten, tales como la enfermedad celiaca (EC) y la dermatitis
herpetiforme. (DH). Se sefiala que los pacientes con EC y DH presentan anticuerpos antiedomisiales, antireticulina
y antigliadina™'2. Estos marcadores serolégicos han sido incorporados a los criterios revisados de la Sociedad
Europea de Gastroenterologia y Nutricion Pediatrica para el diagnéstico de la EC. De los diferentes marcadores
de anticuerpos de EC y DH, los Ema del isotipo IgA parecen ser los mas sensibles y especificos. Los EMA de
clase IgG se presentan también cuando los EMA de clase IgA tienen titulo alto o en individuos con deficiencia
de IgA. Una dieta estricta sin gluten provoca una rapida disminucion de los niveles de EMA; contrariamente,
una carga de gluten o el abandono de la dieta sin gluten provoca la aparicion de anticuerpos endomisiales o el
aumento de sus titulos. Los pacientes que siguieron estrictamente una dieta sin gluten durante 9 meses redujeron
los titulos de EMA o resultaron negativos a estos anticuerpos %10,

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En el método de inmunofluorescencia indirecta, el suero del paciente se incuba en cortes de tejido para permitir
que los anticuerpos se unan al substrato. Los anticuerpos no unidos se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos
unidos de clase IgA e IgG se detectan incubando el substrato con conjugado de inmunoglobulina antihumana
marcado con fluoresceina. Las reacciones se observan en microscopio de fluorescencia con filiros adecuados.
La presencia de EMA es revelada por una fluorescencia de color verde manzana en el revestimiento endomisial
de los haces de musculo liso. El titulo del anticuerpo (el reciproco de la mayor diluciéon que provocd una reaccion
positiva) se determina analizando las diluciones seriadas.™

DATOS DEL PRODUCTO
Conservacion y preparacion

Conserve los reactivos a 2-8°C. Los reactivos estan listos para su uso tan pronto como alcanzan la temperatura
ambiente.

Material suministrado
Ensayo para anticuerpos antiendomisiales EMA ImmuGlo™ 1114, 1114-96

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 48 analisis cada uno.

8x [sORB[SLD][ 6 | Portas de substrato de musculo liso de mono, 6 pocillos
16 x [SORB[SLD]| 6 | Portas de substrato de musculo liso de mono, 6 pocillos (1114-96)
1x0.5ml [CONTROL[+[EMA]* Control positivo EMA. Contiene suero humano.

1x0.5ml [coNTROL][-]* Control negativo. Contiene suero humano.

1x5ml [1gA/IgG-CONJ [ FITC [EB]* Conjugado polivalente anti-humano con FITC. Contiene
contraste azul de Evans. Protéjase de la luz.
1 vial (1114), 2 vials (1114-96)
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1x 60 ml *
2viales [ BUF [WASH]

1x5.0ml [ MOUNTING [ MEDIUM |*
1x12

Componentes opcionales

Tx5ml  [igAlgG-CONJ] FITC |*

Tx5ml  [1gG-CONJFITC]PA]*

1x1.0ml

* Contiene <0.1% NaNg

Simbolos empleados en las etiquetas:
Numero de lote

Numero de catalogo

Fecha de caducidad

Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso

Para diagnostico in vitro

Fabricante

4R [P ~ =< [{

Numero de analisis

Material necesario no incluido

Microscopio de fluorescencia
*  Micropipetas o pipetas Pasteur

» Pipetas serologicas

«  Cubeta de tincion (p.ej. cubeta de Coplin)

Diluyente de muestras.
Tampon fosfato salino (PBS). Disolver cada vial hasta 1 litro.
Medio de montaje. No congelar. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

Cubreobjetos 1 box (1114), 2 boxes (1114-96)

Conjugado de IgA antihumano con FITC. Protéjase de la luz.

Conjugado de IgG anti humana con FITC. Contiene contraste
azul de Evans (primate absorbente). Protejase de la luz. Conjugacion
reduce al minimo reacciones del fondo en tejidos del primate

Contraste azul de Evans.

«  Tubos de ensayo pequefios (p.e. 13 x 75 mm) y gradilla para tubos

« Agua destilada o desionizada
* Recipiente de 1 litro

+ Frasco lavador

+ Toallas de papel

« Camara de incubacion

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso en diagnéstico in vitro. Todo material de origen humano usado en la preparacion de este producto se
ha examinado con métodos aprobados por la FDA, y resulté negativo a anticuerpos contra HIV, HbsAg y HCV.
Las muestras de suero humano y los productos de origen humana deben considerarse potencialmente peligrosos
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independientemente de su origen. Respétense las buenas practicas de laboratorio al conservar, dispensar y
eliminar tales materiales'.

ATENCION: laazida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo o cobre de las tuberias y formar azidas metalicas
altamente explosivas. Después de dispensar liquidos, se recomienda lavar con abundante agua para prevenir la
formacion de dichas azidas. La azida de sodio puede ser toxica por ingestion; en caso de ingestion accidental,
informe inmediatamente del hecho al director del laboratorio 0 a un centro de control de envenenamientos.

Siga estrictamente las instrucciones tal como se presentan en este prospecto para garantizar resultados validos.
No cambie los componentes del kit con otros de otras fuentes o que no tengan el mismo nimero de catalogo de
Immco Diagnostics Inc. No los utilice después de la fecha de caducidad.

RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Este procedimiento requiere suero como muestra. No deben utilizarse muestras muy hemolizadas, lipémicas o
contaminadas con microbios. Conserve las muestras a 2-8°C por no mas de una semana. Para una conservacion
mas prolongada, congele el suero a -20°C. Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras

PROCEDIMIENTO
Metodologia del analisis

A. Control

1. Diluya el suero del paciente en proporcion 1:2.5 con el diluyente de muestras del kit (0.2 ml de suero + 0,3
ml de diluyente). No diluya los controles positivo o negativo. Conserve el suero no diluido para determinar la
titulacion de anticuerpos si los analisis resultaran positivos.

2. Espere a que las bolsas con los portas de substrato se estabilicen a la temperatura ambiente durante 10-15
minutos. Extraiga los portas cuidadosamente sin tocar el substrato.

3. Etiquete los portas y coloquelos en la cdmara de incubacion acondicionada con toallas de papel humedecidas
para mantener las condiciones de humedad adecuadas.

4. Invierta el frasco gotero y aplique suavemente 1 gota (aproximadamente 50 pl) de control negativo en el pocillo
#1. Del mismo modo, aplique 1 gota de control positivo en el pocillo #2. No llene demasiado los pocillos.

5. Con una micropipeta o pipeta Pasteur, coloque 1 gota de suero diluido del paciente (aprox. 0,05 ml) en los
restantes pocillos. No llene demasiado los pocillos.

6. Coloque la tapa de la camara de incubacion; incube los portas durante 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Retire un porta de la camara de incubacion. Sosteniéndolo por un extremo, lavelo delicadamente con una
pipeta y aproximadamente 10 ml de PBS, o bien en un recipiente lleno de PBS. No utilice frasco de lavado.
Transfiera de inmediato el porta a una cubeta de Coplin y lavelo durante 10 minutos. Repita el procedimiento
con los restantes portas.

8. Retire los portas de la cubeta de Coplin. Seque el borde de los portas con una toalla de papel para eliminar
el exceso de PBS. Ponga los portas en la camara de incubacion. Acto seguido, con el frasco gotero de
conjugado aplique 1 gota (aproximadamente 0,05 ml) a cada pocillo.

9. Repita los pasos 7 y 8 para cada porta.

10. Coloque la tapa en la cadmara de incubacion. Incube 30 minutos a temperatura ambiente .

11. Extraiga un porta del incubador. Sosteniéndolo por un extremo, sumérjalo en un recipiente con PBS para
eliminar el exceso de conjugado. Ponga los portas en una cubeta de coloracion llena de PBS durante 10
minutos. Si esta usando el conjugado opcional sin contraste (véanse los componentes opcionales en el
apartado “Material suministrado”), puede anadir 2-3 gotas de azul de Evans en el lavado final. NOTA: un
lavado inadecuado podria aumentar la fluorescencia de fondo.

12. Retire un porta de la cubeta de coloracion. Seque el borde con una toalla para eliminar el exceso de PBS. Para
evitar que el porta se seque, pase de inmediato a la fase sucesiva mientras el porta todavia esta humedo.

13. Monte el cubre aplicando uniformemente 3 gotas de medio de montaje en la superficie y coléoquelo sobre
el porta sin presionar demasiado y evitando que el cubre se desplace lateralmente.

14. Repita los pasos 12 y 13 para cada porta.
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15. Examine la fluorescencia especifica con microscopio de fluorescencia con aumento de 200x o mas.

Los portas se han de leer tan pronto como estén listos. Sin embargo, gracias a la presencia de un agente antidecoloracion
en el medio de montaje, no se produce una disminucion significativa en la intensidad de coloracién aunque la lectura se
postergue por 48 horas. Los portas deben conservarse en la oscuridad a una temperatura entre 2 y 8°C.

B. Determinacion de punto final (titulacion)

Un suero que resulte positivo en la fase de control puede ser analizado nuevamente siguiendo los pasos de 5 a 13 para
determinar el titulo. Cada ciclo de analisis incluira los controles positivo y negativo. Prepare diluciones en serie y por
duplicado a partir de 1:2.5. El reciproco de la mayor dilucion que provoca una reaccion positiva es la titulacion.

Preparacion de diluciones seriadas

Numere cuatro tubos de 1 a 4. Ponga 0,4 ml de diluyente tamponado en el nimero 1y 0,2 ml en los tubos de 2
a 4. Pipetee 0,2 ml de suero sin diluir en el tubo 1 y mezcle bien. Transfiera 0,2 ml del tubo 1 al tubo 2 y mezcle
bien. Siga transfiriendo 0,2 ml de un tubo al siguiente después de mezclar hasta producir las diluciones indicadas
en la siguiente tabla:

Tubos 1 2 3 4
Suero 0,1 ml

+
Diluyents 0,4 ml 0.2 ml 0.2 mi 0.2 ml
tamponado

& g I

Transferir 0.2 ml 0.2 ml 0.2ml
Dilucion final 1:5 1:10 1:20 1:40 etc.

CONTROL DE CALIDAD

En cada ciclo de analisis se deben incluir un control positivo y un control negativo. El control negativo no debe
evidenciar una fluorescencia especifica del revestimiento endomisial de los haces del musculo liso; el control
positivo debe tener una intensidad de tincion de 2+ o superior en los tubulos de esas estructuras.

Si no se obtienen los resultados esperados, hay que repetir el analisis. Si se siguen obteniendo resultados
inadecuados con los controles, puede deberse a:

+ Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

« Problemas en el sistema dptico del microscopio de fluorescencia tales como alineacion incorrecta, lampara
gue debe ser cambiada, etc.

+ El porta se seco durante el proceso.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de los andlisis de anticuerpos antiendomisiales deben considerarse negativos (titulo inferior a 2,5),
positivos (titulo igual o superior a 20) o, preferiblemente, positivos con titulo.

Lea la coloracion especifica del revestimiento endomisial de los haces de musculo liso. Véase la foto 1. Los
anticuerpos antiendomisiales reaccionan como una red de lineas finas e irregulares alrededor del sarcolema de
las fibras del musculo liso. Esto contrasta fuertemente con los anticuerpos anti misculo liso, que reaccionan con
el sarcoplasma. Véase la foto 2.

Otros anticuerpos detectables, ademas de aquellos anti musculo liso (ASMA), comprenden los anticuerpos anti-
nucleares (ANA). Es sabido que la presencia de ASMA provoca resultados falsamente negativos de anticuerpos
anti-endomisiales. Si se detectaran ASMA, la muestra debe analizarse nuevamente con una dilucion mayor'. Las
reacciones ANA en tejido de musculo liso, cuando se presentan, normalmente son débiles y mal distribuidas, por
tanto, dificilmente podrian dar resultados falsamente negativos.

Véanse ejemplos de reacciones en las fotos 1 y 2 al final de este documento.
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunos casos, un suero positivo a EMA puede resultar muy débil o negativo en el control inicial de dilucion
(fenémeno prozona). En estos casos dudosos, el suero debe ser sometido a control en diluciones mas altas; si
resultara positivo, se determinaran los titulos del anticuerpo.

En algunos casos, la presencia en un suero de dos o mas anticuerpos que reaccionan con el mismo substrato puede
provocar interferencias en la deteccion mediante inmunofluorescencia. Esta interferencia podria impedir la deteccion
de los EMA o la supresion de su titulo si el anticuerpo interferente tiene un titulo superior al de EMA. La causa mas
frecuente de interferencia en ensayos EMA es la coexistencia de anticuerpos anti-musculo liso. Se recomienda analizar
nuevamente, con una dilucion superior, el suero de pacientes que presente también ASMA. Los ASMA de la clase
IgA no son comunes. Los ASMA de clase IgG no bloguean los anticuerpos EMA de clase IgA, porque los primeros
reaccionan con el sarcoplasma de los haces de musculo liso, y los segundos con el endomisio del sarcolema alrededor
de los haces de musculo liso. Los anticuerpos antireticulina no interfieren con la reaccion de EMA porque no reaccionan
con el tejido muscular liso de mono. La presencia simultanea de EMA de clase IgG puede interferir con la deteccion de
los EMA de clase IgA, aunque es un caso que se presenta raramente, como se detalla a continuacion:

1. Solo el 25% de los pacientes celiacos presenta EMA de clase IgG
2. Normalmente, los titulos de los EMA de clase IgG son muy inferiores a los titulos de EMA IgA
3. Normalmente, la avidez de los anticuerpos IgA es superior a la de los anticuerpos IgG.

En ciertos pacientes con celiaquia y deficiencia de IgA estan ausentes los anticuerpos antiendomisiales de clase
IgA. Pese a ello, esos pacientes normalmente son positivos a los EMA de clase IgG.

Los pacientes celiacos que siguen una dieta carente de gluten durante >9 meses son invariablemente negativos
alos EMA.

Al formular un diagnéstico, se deben evaluar los resultados de todos los analisis de laboratorio junto con la historia
clinica completa del paciente.

VALORES ESPERADOS

Como puede verse en la Tabla 1, los EMA, tal como se detectan en el musculo liso de mono, son marcadores
altamente especificos de enfermedad celiaca y dermatitis herpetiforme. La presencia de EMA parece estar
relacionada con una patologia intestinal tanto en la celiaguia como en la dermatitis herpetiforme, antes que con
las lesiones de la piel en la segunda, como se indica en la figura 1.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El ensayo para anticuerpos antiendomisiales (EMA) ImmuGlo™ que utiliza substrato de musculo liso de mono y
un conjugado polivalente, se compard con otro ensayo disponible en comercio que también utiliza un conjugado
polivalente y es6fago de mono como substrato. Para la comparacion se utilizaron 68 sueros en total: 20 de
pacientes en quienes los datos clinicos indicaban una probable celiaquia, y 48 de controles normales. Para
analizar los sueros se siguio el procedimiento indicado por el fabricante. Se utilizé una dilucion de control de 2,5
y todos los sueros positivos a EMA se titularon con punto final. Los resultados fueron los siguientes:

Immco™ EMA

POS (+) NEG (-) TOT (=)
POS (+) 18 0 18
Otro
NEG (-) 2 48 50
EMAIFA  ror (=) 20 48 68

Especificidad relativa: 97%
Sensibilidad relativa: 100%
Correspondencia relativa: 96%
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gacnostice  Anti-endomysiale-Antikérper-Testsystem (EMA)

BEIPACKTEXT

1114 Test fir anti-endomysiale Antikérper (glatter Primatenmuskel) 48 Bestimmungen
REF| 1114-96 Test fiir anti-endomysiale Antikérper (glatter Primatenmuskel) 96 Bestimmungen
2160 Test fiir anti-endomysiale Antikérper (glatter Primatenmuskel) 6 Vertiefungen

VERWENDUNGSZWECK

Ein indirekter Immunfluoreszenz-Antikérpertest fiir den qualitativen und semi-quantitativen Nachweis von
endomysialen Antikorpern (EMA) in Humanserum als Hilfsmittel bei der Diagnose von Zéliakie und Dermatitis
herpetiformis.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Wie in der Literatur beschrieben, werden endomysiale Antikdrper (EMA) hauptséchlich auf dem glatten Muskel
des Affenésophagus mittels indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen. Der Nachweis von EMA hilft bei der
Diagnose von glutenbedingten Enteropathien, d.h. Zéliakie und Dermatitis herpetiformis (DH). Bei Patienten
mit Zoliakie und DH wird tUber Antikorper gegen Endomysium, Retikulin und Gliadin berichtet'2. Diese
serologischen Marker wurden vor kurzem von der European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition
in deren Uberarbeitete Kriterien fir die Diagnose von Zéliakie aufgenommen'. Unter den verschiedenen
Antikdrpermarkern flr Zéliakie und DH scheinen die EMA der Klasse IgA die empfindlichsten und spezifischsten
Marker zu sein. Bei einem hohen Titer von EMA der Klasse IgA oder bei Patienten mit IgA-Mangel treten
auch EMA der Klasse IgG auf. Mit dem Einhalten einer glutenfreien Erndhrung kommt es zu einem schnellen
Abfall des EMA-Spiegels. Eine Glutenbelastung oder das Nichteinhalten der glutenfreien Erndhrung flhren
zum Auftreten oder zur Erhéhung des Titers von endomysialen Antikérpern. Patienten, die sich langer als 9
Monate lang glutenfrei erndhren, weisen einen verminderten oder negativen EMA-Titer auf, wenn sie sich an
ihre Erndhrungseinschrankungen halten 6810,

TESTPRINZIPIEN

Bei der indirekten Immunfluoreszenzmethode wird Patientenserum auf Gewebeschnitten inkubiert, um die
Bindung der Antikérper an das Substrat zu erméglichen. Nicht gebundene Antikérper werden durch Spilen
entfernt. Gebundene Antikérper der Klassen IgA and IgG werden durch Inkubieren des Substrats mit Fluorescein-
markiertem Anti-human-Immunoglobulin-Konjugat nachgewiesen. Die Reaktionen werden unter einem mit den
passenden Filtern versehenen Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Das Vorhandensein von EMA wird durch eine
apfelgriine Fluoreszenz auf der Endomysiumschicht der glatten Muskelblindel nachgewiesen. Der Titer (Kehrwert
der héchsten Verdiinnung, die zu einer positiven Reaktion fuhrt) des Antikérpers wird anschliefend durch die
Untersuchung von Verdinnungsreihen bestimmt'4.

PRODUKTINFORMATION

Lagerung und Zubereitung

Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Die Reagenzien sind gebrauchsfertig, nachdem sie Raumtemperatur erreicht
haben.

Mitgelieferte Materialien
ImmuGlo™ endomysiale Antikérper (EMA) 1114, 1114-96

8 x |SORB[SLD | 6 | Substrat-Objekttrager mit 6 Vertiefungen, glatter Muskel von
Primaten

16 x | SORB [SLD | 6 | Substrat-Objekttrager mit 6 Vertiefungen, glatter Muskel von
Primaten (1114-96)

1x0,5ml  |[CONTROL | +|EMA |* EMA-positives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.
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1x05ml [CONTROL[-]*
1x5ml | IgA/lgG-CONJ | FITC [EB |*
1x60ml  [BUF]*

2 Flaschchen | BUF | WASH |

1x50ml [ MOUNTING | MEDIUM |*
1x12

Optionale Bestandteile

1x5ml |1gA/lgG-CONJ | FITC |*
1x5ml [19G-CONJ [ FITC [PA |*
1x1,0ml

* Enthalt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:
oT| Chargennummer

Bestellnummer

Verwendbar bis

Lagerungstemperatur

EHKE!

Gebrauchsanleitung lesen

<
o

In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

dE

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien
*  Fluoreszenzmikroskop

+ Mikropipette oder Pasteurpipette

»  Serologische Pipetten

« Farbekasten (z.B. Coplin-Farbetrog)

* Destilliertes oder entionisiertes Wasser
* 1-Liter-Behalter

*  Waschflasche

« Papiertlcher

* Inkubationskammer

Negatives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.

Polyvalentes Anti-human- FITC-Konjugat mit Evans-Blau.
Vor Licht schiitzen. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

Probenverdiinner.

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS). Jedes Flaschchen
auf 1 Liter auffullen.

Eindeckmittel. Nicht einfrieren. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

Deckglaschen 1 box (1114), 2 boxes (1114-96)

Anti-human-lgG-FITC-Konjugat. Vor Licht schiitzen.

Anti-human-1gG-FITC-Konjugat mit Evans-Blau (Primat aufgesogen).
Vor Licht schiutzen. Verringert Hintergrundfluoreszenz auf
Primatsubstrat

Evans-Blau-Gegenfarbung.

Kleine Probenréhrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Réhrchenhalter
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WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fiir negativ befunden. Alle menschlichen Serumproben
und Produkte menschlichen Ursprungs sollten unabhangig von ihrer Herkunft als potentiell gefahrlich behandelt
werden. Befolgen Sie bei der Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten
Laborpraxis’®.

WARNUNG - Natriumazid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide
bilden. Spilen Sie bei der Entsorgung von Flissigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhaufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um giltige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur
gegen Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer. Nicht nach dem Verfallsdatum
verwenden.

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte, lipamische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kdnnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben héchstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur l&dngeren Aufbewahrung sollten Serumproben bei -20°C
eingefroren werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

Verfahren
Testmethode
A. Suchtest

1. Verdiinnen Sie jedes Patientenserum 1:2,5 mit dem mitgelieferten Probenverdiinner (0,2 ml Serum + 0,3 ml
Verdiinner). Verdinnen Sie nicht die positiven und negativen Kontrollseren. Bewahren Sie die unverdiinnten
Seren auf, um die Antikrpertiter zu bestimmen, falls Suchtests positiv ausfallen.

2. Lassen Sie die Beutel mit den Substratobjekttragern 10-15 Minuten lang bei Raumtemperatur liegen. Entfernen
Sie vorsichtig die Objekttrager, ohne das Substrat zu berthren.

3. Kennzeichnen Sie die Objekttrager und legen Sie sie in eine Inkubationskammer, die mit mit Wasser
befeuchteten Papiertiichern ausgelegt ist, um das Austrocknen zu verhindern.

4. Drehen Sie das Tropfflaschchen um und driicken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen (etwa 50 ul) negatives
Kontrollserum in Vertiefung 1 zu geben. Geben Sie auf gleiche Art 1 Tropfen positives Kontrollserum in
Vertiefung 2. Vermeiden Sie das Uberfiillen der Vertiefungen.

5. Verwenden Sie einen Mikropipette oder Pasteurpipette, um jeweils 1 Tropfen (etwa 50 pl) des verdinnten
Patientenserums in die Uibrigen Vertiefungen zu geben. Vermeiden Sie das Uberfiillen der Vertiefungen.

6. Verschlielen Sie die Inkubationskammer und inkubieren Sie die Objekttrdger 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur.

7. Entfernen Sie einen Objekttrager aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrager am Ende mit dem
Etikett an und spilen Sie ihn vorsichtig mit einer Pipette mitetwa 10 ml PBS ab, oder spiilen Sie den Objekttréager
in einem mit PBS gefiillten Becher. Verwenden Sie keine Waschflaschen. Geben Sie den Objekttrager sofort
in einen Coplin-Trog und waschen Sie ihn 10 Minuten lang. Wiederholen Sie diesen Vorgang mit allen anderen
Obijekttragern.

8. Entfernen Sie den/die Objekttréager aus dem Coplin-Trog. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem
Papiertuch, um Uberschiissiges PBS zu entfernen. Legen Sie den Objekttrager in die Inkubationskammer.
Drehen Sie sofort das Tropffldschchen mit dem Konjugat um und driicken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen
(etwa 50 pl) in jede Vertiefung zu geben.
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9. Wiederholen Sie Schritte 7 und 8 fiir jeden Objekttrager.
10. VerschlieRen Sie die Inkubationskammer wieder. Inkubieren Sie 30 Minuten lang bei Raumtemperatur.

11. Entfernen Sie einen Objekttrager aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrager am Ende mit
dem Etikett an und tauchen Sie ihn in einen Becher mit PBS, um das Uberschissige Konjugat zu entfernen.
Belassen Sie den/die Objekttrager 10 Minuten lang in einem mit PBS gefiiliten Farbekasten. Falls das optionale
Konjugat ohne Gegenfarbung verwendet wird (siehe ,Optionale Bestandteile” im Abschnitt ,Mitgelieferte
Materialien®), konnen Sie der letzten Spiilung 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung hinzufiigen. Wiederholen
Sie den Vorgang mit den tbrigen Objekttragern. ANMERKUNG: UnsachgemaéaBRes Waschen kann zu erhéhter
Hintergrundfluoreszenz fiihren.

12. Entfernen Sie einen Objekttrédger aus dem Farbekasten. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem
Papiertuch, um Uberschiissiges PBS zu entfernen. Fahren Sie sofort mit dem nachsten Schritt fort,
wihrend der Objekttrager noch nass ist, um dessen Austrocknen zu verhindern.

13. Bringen Sie das Deckgléaschen an, indem Sie 3 Tropfen Eindeckmittel gleichm&Rig auf das Deckgldschen
auftragen und dieses auf den Objekttréager legen. Uben Sie keinen (ibermé&Rigen Druck aus und verhindern
Sie eine seitliche Bewegung des Deckglaschens.

14. Wiederholen Sie Schritte 12 und 13 fiir jeden Objekitrager.

15. Untersuchen Sie die Objekttréger auf eine spezifische Fluoreszenz hin unter einem Fluoreszenzmikroskop bei
mindestens 200-facher VergréRerung

Die Objekttrager kénnen sofort nach ihrer Vorbereitung abgelesen werden. Da das Eindeckmittel jedoch ein Mittel
gegen das Verbleichen enthalt, tritt kein signifikanter Verlust der Farbintensitat ein, wenn das Ablesen um bis zu

48 Stunden verzdgert wird. Die Objekttrager sollten im Dunkeln bei 2-8 °C gelagert werden.

B. Endpunkt-Bestimmung (Titration)

Sie kdnnen ein im Suchtest positives Serum weiter testen, indem Sie Schritte 5 bis 13 befolgen, um den Titer zu
bestimmen. Bei jedem Testlauf sollten die positiven und negativen Kontrollseren mitverwendet werden. Stellen Sie
beginnend mit 1:2,5 eine verdoppelnde Verdiinnungsreihe her. Der Kehrwert der héchsten Verdiinnung, die eine
positive Reaktion hervorruft, entspricht dem Titer.

Vorbereitung der Verdiinnungsreihen

Nummerieren Sie vier R6hrchen von 1 bis 4. Geben Sie 0,4 ml gepufferten Verdinner in Rohrchen 1 und je 0,2 mlin
Réhrchen 2 bis 4. Pipettieren Sie 0,2 ml unverdiinntes Serum in Réhrchen 1 und mischen Sie griindlich. Ubertragen
Sie 0,2 ml von Réhrchen 1 in Réhrchen 2 und mischen Sie griindlich. Ubertragen Sie nach dem Mischen weiterhin
jeweils 0,2 ml von einem Réhrchen ins nachste, um die in der nachfolgenden Tabelle angezeigten Verdiinnungen
zu erhalten:

Roéhrchen 1 2 3 4
Serum 0,1 ml
+
fssputterter 0,4 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Verdiinner
2 & 2
Ubertragung 0.2ml 0.2 ml 0.2 ml
Endverdiinnung 1:5 1:10 1:20 1:40usw.
QUALITATSKONTROLLE

Bei jedem Testlauf sollten sowohl das positive als auch das negative Kontrollserum mitverwendet werden. Das
negative Kontrollserum sollte keine spezifische Fluoreszenz der Endomysiumschicht der glatten Muskelbtindel
zeigen. Das positive Kontrollserum hingegen sollte eine Farbintensitat der Tubuli dieser Strukturen von 2+ oder
héher aufweisen.
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Falls die erwarteten Ergebnisse nicht erhalten werden, sollte der Testlauf wiederholt werden. Falls mit den
Kontrollseren weiterhin unzureichende Ergebnisse erzielt werden, kann dies folgende Ursachen haben:

+ Tribung. Verwerfen Sie das Kontrollserum und verwenden Sie ein neues.

*  Probleme mit dem optischen System des Fluoreszenzmikroskops. Dazu kénnen zahlen: falsche Ausrichtung,
die Lampe hat ihre Nutzungsdauer tiberschritten, usw.

+ Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Tests auf endomysiale Antikdrper sollten als negativ (<2,5), positiv (gréRer oder gleich 20)
oder, vorzugsweise, als positiv mit Titer angegeben werden.

Kontrollieren Sie auf eine bestimmte Farbung der Endomysiumschicht der glatten Muskelbiindel hin. Siehe Foto
1. Endomysiale Antikérper reagieren als ein Netz dlinner, unregelméRiger Linien rund um das Sarkolemm der
einzelnen Fibrillen der glatten Muskulatur. Dies steht in starkem Kontrast zu Antikérpern gegen glatte Muskulatur,
die mit dem Sarkoplasma reagieren. Siehe Foto 2.

Neben den Antikérpern gegen glatte Muskulatur (ASMA) zahlen zu den anderen nachweisbaren Antikérper auch
die antinukledren Antikérper (ANA). Es ist bekannt, dass das Vorhandensein von ASMA zu falschen negativen
Ergebnissen fiir endomysiale Antikérper fliihren kann. Falls ASMA nachgewiesen werden, sollte die Probe mit
einer hdheren Verdunnung getestet werden'. Eventuell auftretende ANA-Reaktionen gegen glattes Muskelgewebe
sind normalerweise schwach und sparlich verteilt, und es ist daher unwahrscheinlich, dass sie falsche negative
Ergebnisse verursachen.

Siehe Foto 1 und Foto 2 am Ende dieses Dokuments fur Reaktionsbeispiele.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

In einigen Fallen kénnen EMA-positive Seren bei der ersten Suchtestverdiinnung entweder sehr schwach oder
negativ sein (Prozonenphanomen). In solchen Zweifelsféllen sollten die Seren mit einer héheren Verdiinnung
getestet werden, und im Fall eines positiven Ergebnisses sollte der Antikdrpertiter bestimmt werden.

Das Vorhandensein von zwei oder mehr Antikérpern in einem Serum, die mit demselben Gewebe reagieren, kann
deren Nachweis mittels Immunfluoreszenz beeintrachtigen. Diese Beeintrachtigung kann entweder dazu fihren,
dass die EMA nicht nachgewiesen werden, oder dass ihr Titer unterdrtickt wird, falls der Titer der interferierenden
Antikdrper hdher als der Titer der EMA ist. Die haufigste Ursache fur eine Beeintrachtigung bei EMA-Tests ist das
gleichzeitige Vorhandensein von Antikérpern gegen glatte Muskulatur. Es wird empfohlen, dass Patientenseren,
die auch ASMA enthalten, mit einer héheren Verdiinnung erneut getestet werden. IgA-ASMA treten nicht haufig
auf. ASMA der Klasse IgG blockieren IgA-EMA nicht, da erstere mit dem Sarkoplasma der glatten Muskelbundel
reagieren und letztere mit dem Endomysium des die glatten Muskelblindel umgebenden Sarkolemms. Anti-
Retikulin-Antikérper beeintrachtigen die Reaktion der EMA nicht, da sie nicht mit dem glatten Muskelgewebe von
Primaten reagieren. Das gleichzeitige Vorhandensein von EMA der Klasse IgG kann den Nachweis von EMA der
Klasse IgA beeintrachtigen. Dies ist jedoch selten der Fall, da:

1. EMA der Klasse IgG nur bei 25% von Patienten mit Zéliakie vorliegen,
2. die Titer der EMA der Klasse IgG normalerweise erheblich niedriger sind als die der IgA-EMA und
3. IgA-Antikérper normalerweise eine grofere Aviditat haben als IgG-Antikorper.

Bei einigen Patienten mit Zoliakie und IgA-Mangel liegen keine endomysialen Antikérper der Klasse IgA vor.
Solche Patienten sind normalerweise positiv fir EMA der Klasse IgG.

Zoliakiepatienten, die seit mehr als 9 Monaten eine glutenfreie Erndhrung befolgen, sind ausnahmslos EMA-
negativ.

Bei der Diagnosestellung miissen stets die Ergebnisse aller Labortests zusammen mit der gesamten klinischen
Geschichte des Patienten bewertet werden.
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Wie aus Tabelle 1 zu ersehen ist, sind auf glatter Muskulatur von Primaten nachgewiesene EMA hochspezifische
Marker fir Zéliakie und Dermatitis herpetiformis. Wie in Abb. 1 gezeigt, scheint das Vorhandensein von EMA
sowohl bei Zdliakie als auch bei Dermatitis herpetiformis mit der Darmerkrankung in Verbindung zu stehen, und
nicht mit den Hautl&sionen bei DH.

LEISTUNGSMERKMALE

Der ImmuGlo™ Testkit fur anti-endomysiale Antikérper (EMA), das ein Substrat aus glatter Muskulatur von Primaten
und ein polyvalentes Konjugat anwendet, wurde mit einem anderen im Handel erhaltlichen Kit verglichen, das
ebenfalls ein polyvalentes Konjugat und Affenésophagus als Substrat verwendet. Der Vergleich wurde mitinsgesamt
68 Seren durchgefiihrt: 20 von Patienten mit einem klinischen Verdacht auf Zéliakie und 48 normale Kontrollseren.
Die Seren wurden gemaf den vom Hersteller empfohlenen Verfahren untersucht. Eine Suchtestverdiinnung von
2,5 wurde verwendet, und alle EMA-positiven Seren wurden bis zum Endpunkt titriert. Folgende Ergebnisse
wurden erhalten:

Immco™ EMA

POS (+) NEG (-) TOT (=)
POS (+) 18 0 18
2;\’“‘:\3;:; NEG (-) 2 48 50
TOT (=) 20 48 68
relative Spezifitat: 97%
relative Sensitivitat: 100%

relative Ubereinstimmung: 96%
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SAcnosTee  Systéme de test par anticorps anti-endomysial (EMA)

ENCART DU PRODUIT

REF| 1114 Test de détection des Anticorps Anti-endomysiaux (Muscle lisse de singe) 48 Tests
REF| 1114-96 Test de détection des Anticorps Anti-endomysiaux (Muscle lisse de singe) 96 Tests
REF| 2160 Test de détection des Anticorps Anti-endomysiaux (Muscle lisse de singe) 6 Puits

UTILISATION PREVUE

Test d'immunofluorescence indirecte pour la recherche qualitative et semi-quantitative d’anticorps anti-endomysial
(EMA) dans le sérum humain servant de support dans le cours du diagnostic de la maladie cceliaque et de la
dermatite herpétiforme.

RESUME ET EXPLICATION

Les anticorps anti-endomysial (EMA), comme le signale la littérature scientifique, sont détectés a l'origine sur le
muscle lisse d'cesophage du singe par immunofluorescence indirecte. La détection des EMA fournit une aide
dans le diagnostic de I'entéropathie sensible au gluten, c'est-a-dire la maladie cceliaque (CD) et la dermatite
herpétiforme (DH). Les patients atteints de ces deux maladies apparaissent dotés d’anticorps a I'endomysium, a
la réticuline et a la gliadine''?. Ces marqueurs sérologiques ont été récemment incorporés au sein des critéres
révisés pour le diagnostic de la maladie cceliaque par la Société européenne de gastroentérologie pédiatrique et
de nutrition'. Parmi les différents marqueurs d'anticorps de la maladie cceliaque et de la dermatite herpétiforme,
les EMA de la classe IgA semble étre les marqueurs les plus sensibles et les plus spécifiques. Les EMA de la
classe IgG se manifestent également quand les EMA de la classe IgA se présentent sous une concentration
élevée ou chez les individus qui présentent un déficit en IgA. Une baisse rapide des niveaux d'EMA se manifeste
lorsque I'on suit un régime exempt de gluten. Un test de provocation au gluten ou un arrét du régime exempt
de gluten conduisent a I'apparition ou a une augmentation des titres d’anticorps anti-endomysial. Les patients
suivant un régime exempt de gluten depuis plus de 9 mois présentent des titres réduits ou négatifs d’'EMA s'ils
respectent les impératifs de leur régime'521°,

PRINCIPES DE LA METHODE

Dans la méthode de l'immunofluorescence indirecte, le sérum du patient est incubé sur les sections du tissu
pour permettre la liaison des anticorps au substrat. Tous les anticorps non liés sont éliminés par un ringage.
Les anticorps liés de la classe IgA et IgG sont détectés par incubation du substrat avec un conjugué d’anticorps
a marquage fluorescéine pour I'lgG humain Les réactions sont observées sous un microscope a fluorescence
équipé de filtres appropriés. La présence d'EMA est démontrée par une fluorescence de couleur vert pomme
du revétement endomysial des faisceaux du muscle lisse. Le titre (la réciproque du nombre représentant la plus
forte dilution pour laquelle une réaction positive est observée) de I'anticorps est ensuite déterminé en testant des
dilutions en série'

INFORMATION SUR LE PRODUIT

Stockage et préparation

Entreposer tous les réactifs a 2-8°C. Les réactifs sont préts a I'usage aprés un équilibrage a température
ambiante.

Matériel fourni
ImmuGlo™ Anticorps Endomysiaux EMA 1114, 1114-96

8 x [SORB[SLD| 6 | Lames 6 puits avec substrat d’oesophage de singe
16 x [SORB[SLD| 6 | Lames 6 puits avec substrat d’oesophage de singe (1114-96)
1x0.5ml | CONTROL | + | EMA |* Contréle positif EMA. Contient sérum humain.
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1x0.5ml |CONTROL|-|*

1x5ml |IgA/lgG-CONJ | FITC |EB |*
1x 60 ml .
2 fioles

1x5.0ml | MOUNTING | MEDIUM |*

1x12

Composants en option

1x5ml

1x5ml

[1gA/lgG-CONJ | FITC |*

| IgG-CONJ | FITC [PA |*

1x1.0ml

* Contient < 0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot
Numeéro de référence catalogue

-
{

A utiliser avant

Tempeérature de conservation

A Lire les instructions d'utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

d Fabricant
\T/' Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

Microscope a fluorescence
Micropipette ou pipette Pasteur
Pipettes sérologiques

Boite de coloration (p. ex. Tube de Coplin

Contréle négatif. Contient sérum humain.

Conjugué FITC anti-lgG humaines. Contient coloration d’Evans.
Maintenir a I’abri de la lumiére. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

Diluant sérum.

Tampon phosphate salin (PBS). Dissoudre chaque flacon pour
obtenir 1 litre.

Milieu de montage. Ne pas congeler. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

Lamelles couvre-lames. 1 box (1114), 2 boxes (1114-96)

Conjugué anti-lgG hum. FITC. Maintenir a I'abri de la lumiére.

Conjugué FITC anti-lgG humaines avec Bleu d’Evans (Primat
absorbeé). Maintenir a I'abri de la lumiére. Il réduit |a fluorescence non
spécifique sur le substrat de primat.

Contre-colorant Bleu d’'Evans

Petites éprouvettes (par exemple 13 x 75 mm) et ratelier d'éprouvettes de test

Eau distillé ou désionisée
récipient de 1 litre
Flacon-laveur

Serviettes de papier absorbant

Chambre d'incubation
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AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Destiné a un usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par I'administration FDA.
Tous les échantillons de sérum humain et les substances dérivées de I'étre humain devraient étre traités comme
étant potentiellement dangereux, sans égard pour leur origine. Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire
au cours du stockage, de la distribution et de la manipulation de ces matériaux'®.

AVERTISSEMENT - L'azide de sodium (NaN,) peut reagir avec les tuyauteries en plomb et en cuivre pour former
des azides de métal qui sont trés explosifs. Aumoment de I'élimination des liquides, rincer avec de grands volumes
d'eau afin de prévenir l'intensification de I'azide. L'azide de sodium peut étre toxique en cas d'ingestion. En cas
d'ingestion, il faut immédiatement signaler I'accident au directeur du laboratoire ou au centre antipoison.

Les instructions doivent étre suivies exactement dans I'ordre dans lequel elles sont fournies dans la présente
brochure de I'équipement pour garantir I'obtention de résultats valables. Il ne faut pas échanger les composants de
I'équipement avec d'autres provenant d'autres sources si ce n'est ceux qui portent le méme numéro de catalogue
d'Immco Diagnostics Inc. Ne pas utiliser aprés I'expiration de la date de péremption.

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

Seuls des échantillons de sérum doivent étre utilisés dans cette procédure. Des échantillons grossiérement
hémolysés, lipémiques ou frappés de contamination microbienne peuvent avoir une influence sur les résultats
de I'essai et ne devraient pas étre utilisés. Entreposer les échantillons a 2 - 8°C pendant un laps de temps qui ne
doit pas dépasser une semaine. Dans le cas d'un stockage plus long, les échantillons de sérum devraient étre
congelés. Eviter des congélations et des décongélations répétées des échantillons.

PROCEDURE
Méthode de test

A. Dépistage

1. Diluer chaque échantillon patient 1:2.5 avec la solution de dilution fournie (0,2 ml sérum + 0,3 ml diluant).
Ne pas diluer les régulateurs positif ou négatif. Conserver du sérum non dilué pour déterminer des titres
d’anticorps si les tests de dépistage apparaissent étre positifs.

2. Laisser les sachets qui contiennent les lames de substrat atteindre la température ambiante pendant 10-15
minutes. Retirer avec soin les lames sans toucher le substrat.

3. Etiqueter les lames et les placer dans une chambre d'incubation entourée de serviettes en papier humidifiées
avec de I'eau pour empécher le séchage.

4. Renverser la fiole compte-gouttes et appuyer doucement pour appliquer 1 goutte (approximativement 50_p| de
régulateur négatif) au puits #1. De la méme fagon, appliquer 1 goutte de régulateur positif au puits #2. Eviter
de faire déborder les puits.

5. En utilisant une micropipette ou une pipette Pasteur, appliquer 1 goutte de serum de patient dilué
(approximativement 50 pl) aux autres puits. Eviter de faire déborder les puits.

6. Placer le couvercle sur la chambre d'incubation et incuber les lames pendant 30 minutes a température
ambiante.

7. Retirer une lame de la chambre d'incubation. Tenir la lame par |'extrémité et rincer doucement avec
approximativement 10 ml de PBS en utilisant une pipette, ou rincer la lame dans un vase a bec rempli de PBS.
Ne pas utiliser de flacon-laveur. Transférer immédiatement la lame dans le tube de Coplin et laver pendant 10
minutes. Refaire le méme processus avec toutes les lames restantes.

8. Enlever les lame(s) du tube de Coplin. Sécher le bord de la lame sur une serviette en papier pour enlever le PBS
en excédent. Placer la lame dans la chambre d'incubation. Renverser immédiatement |a fiole compte-gouttes de
conjugué et appuyer doucement pour appliquer 1 goutte (approximativement 50 ul) a chaque puits.
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9. Recommencer les étapes 7 et 8 pour chaque diapositive.
10. Remettre le couvercle sur la chambre d'incubation. Incuber pendant 30 minutes a température ambiante.

11. Sortir une lame de la chambre d'incubation. En la tenant par un bord, plonger la lame dans un becher rempli
de PBS pour éliminer I'exces de conjugué. Transférer dans un bac a coloration rempli de PBS pendant 10
minutes. Si un supplément de conjugué sans contre-coloration est utilisé (voir composé en option dans la
Section Matériel Fourni), 2-3 gouttes de contre-coloration bleue d’Evans peuvent étre ajoutée au lavage final.
Répéter les opérations avec toutes les lames. REMARQUE: Un lavage incorrect peut augmenter le bruit de
fond de fluorescence.

12. Retirer une lame de la boite de coloration. Sécher le bord de la lame sur une serviette en papier pour enlever
le PBS en excédent Pour empécher le séchage de la lame, poursuivre immédiatement en réalisant
I'étape suivante pendant que la lame est encore mouillée.

13. Monter la lamelle de protection en appliquant 3 gouttes de milieu de montage sur la lamelle de protection et
placer la lamelle de protection sur la lame. Eviter d'exercer une pression indue et éviter tout mouvement latéral
de la lamelle de protection.

14. Recommencer les etapes 12 et 13 pour chaque lame.

15. Rechercher la fluorescence spécifique sous un microscope a fluorescence avec un grossissement de 200x ou
supérieur.

Les lames peuvent étre lues des qu'elles sont préparées. Cependant, en raison de la présence d'un agent
antifading dans le milieu de montage, aucune perte significative de l'intensité de la coloration ne se produit si la
lecture est effectuée aprés plus de 48 heures. Les lames doivent étre stockées a 'obscurité a 2-8°C.

B. Détermination du critére d’évaluation (titrage)

Un sérum positif dans le test de dépistage peut étre testé davantage en suivant les étapes 5 a 13 pour déterminer
le titre. Chaque passage du test doit inclure les régulateurs positifs et négatifs. Faire des dilutions en double en
série qui commencent a 1:2.5. La réciproque du nombre de la dilution la plus forte produisant une réaction positive
correspond au titre.

Préparation des dilutions en série

Numéroter quatre éprouvettes de 1 a 4. Ajouter 0,4 ml de diluant d’échantillon a I'éprouvette 1 et 0,2 ml aux
éprouvettes de 2 a 4. Pipeter 0,2 ml de sérum non —dilué dans I'éprouvette 1 et mélanger soigneusement.
Transferer 0,2 ml du tube 1 au tube 2 et mélanger soigneusement. Continuer a transférer 0,2 ml d'une éprouvette
a l'autre aprés avoir mélangé pour produire les dilutions figurant dans le tableau suivant :

Eprouvettes 1 2 3 4
Sérum 0,1 ml
+
2:3:(‘)‘:‘" de 0.4 ml 0.2 ml 02m  02ml
2 2 )
Transfer 0.2ml 0.2 ml 0.2 ml
Dilution finale 1:5 1:10 1:20 1:40 etc.

CONTROLE DE QUALITE

Un régulateur positif et un régulateur négatif doivent étre inclus a chaque étape du test. Le régulateur négatif ne doit
par présenter de fluorescence specifique du revétement de I'endomysium des faisceaux de muscles lisses, alors que
le régulateur positif doit présenter une intensité de coloration 2+ ou supérieure des tubules de ces structures.

Si les résultats attendus ne sont pas obtenus, I'opération doit étre recommencée. Si des résultats inadéquats
continuent & se manifester avec les régulateurs, cela peut étre di a :
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« Turbidité. Jeter et utiliser un autre contréle

«  Problémes avec le systéme optique du microscope a fluorescence. Ceux-ci peuvent comprendre : alignement
incorrect, ampoule au-dela de sa durée de vie prévue, etc.,

* Permettre a la lame de sécher pendant la procédure.

RESULTATS

Les résultats des tests pour les anticorps anti-endomysial doivent étre rapportés comme étant négatifs (< 2,5),
positifs (supérieur ou égal a 20) ou préférablement, positifs avec titre.

Lire la coloration spécifique du revétement de I'endomysium des faisceaux de muscles lisses. Voir la Photo 1.
Les anticorps anti-endomysial réagissent comme un réseau de lignes minces, irréguliéres autour du sarcolemme
des fibrilles du muscle lisse individuel. Ceci est en net contraste avec les anticorps anti-muscle lisse qui réagissent
avec le sarcoplasme. Voir Photo 2.

D'autres anticorps détectables en plus des anticorps anti-muscle lisse (ASMA) comprennent les anticorps
antinucléaires (ANA). On sait que la présence d’ASMA pour provoquer de faux résultats négatifs pour les anticorps
anti-endomysial. Si des ASMA sont détectés, alors I'échantillon doit étre testé a des dilutions plus élevees'.
Les réactions ANA sur les tissus du muscle lisse, quand elles se produisent, sont habituellement faibles et peu
distribuées et, par conséquent, peu en mesure d’'engendrer de faux résultats négatifs.

Consulter les photos 1 2 a la fin du présent document pour consulter des réactions d'exemple.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Dans certains cas, le sérum positif pour les EMA peut étre trés faible ou négatif a la dilution de dépistage initiale
(phénomeéne de prozone). Dans de tels cas douteux, le sérum doit étre testé a des dilutions plus élevées et, s'il
est positif, le titre de I'anticorps doit étre déterminé.

La présence de deux ou plusieurs anticorps dans un sérum qui est réactif avec le méme tissu peut provoquer
une interférence pour leur détection par immunofluorescence. Cette interférence peut causer soit 'absence de
détection des EMA soit une suppression de son titre si I'anticorps en interférence présente un titre plus élevé
qu'EMA. La cause la plus commune du phénoméne d'interférence dans les tests d'EAM est la coexistence
d'anticorps du muscle lisse. Il est recommandé que le sérum des patients qui contient aussi des ASMA soit testé
davantage a des dilutions plus élevées. Des ASMA de la classe IgA ne sont pas tres fréquents. Les anticorps
ASMA de la classe IgG ne bloguent pas les anticorps anti-endomysial EMA-IgG dans la mesure ou les premiers
réagissent avec le sarcoplasme des faisceaux du muscle lisse et les seconds réagissent avec I'endomysium du
sarcolemme autour des faisceaux du muscle lisse. Les anticorps anti-réticuline n'entrent pas en interférence
avec la réaction des anticorps EMA parce qu'ils ne réagissent pas avec le tissu du muscle lisse du primate. La
coexistence d’anticorps EMA de la classe IgG peut rentrer en interférence avec la détection des anticorps de la
classe IgA. Cependant, cela se produit rarement dans la mesure ou :

1. Les anticorps EMA de la classe IgG sont présents chez seulement 25% des patients atteints de maladie
cceliaque,

2. Lestitres des EMA de la classe IgG sont habituellement de loin inférieurs aux titres des EMA de la classe IgA et

3. les anticorps IgA présentent généralement une avidité plus élevée que les autres anticorps IgG.

Chez certains patients souffrant de maladie cceliagque et de déficience en IgA, les anticorps anti-endomysial de la
classe IgA sont absents. Cependant, ces patients sont habituellement positifs pour les EMA de la classe IgG.

Les patients présentant une maladie cceliaque, qui suivent un régime exempt de gluten pendant plus de 9 mois
sont invariablement négatifs aux EMA.

Quand on pose un diagnostic, les résultats de tout test de laboratoire doivent toujours étre évalués sur la base du
passeé clinique global du patient.
VALEURS ATTENDUES

Comme on le voit dans le tableau 1, les anticorps EMA, détectés sur le muscle lisse du primate, sont des marqueurs
trés spécifiques de la maladie cceliaque et de la dermatite herpétiforme. La présence d'EMA semble étre en
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rapport avec la pathologie intestinale aussi bien dans la maladie cceliaque et dans la dermatite herpétiforme plutot
qu'avec les lésions de la peau de cette derniére, comme on le voit dans la Figure 1.

DONNEES DE RENDEMENT

Le kit de test des anticorps anti-endomysial (EMA) ImmuGlo™ (EAM) , en utilisant un substrat de muscle lisse de
primate et un conjugué polyvalent , a été comparé avec un autre équipement qui est disponible dans le commerce,
lequel utilise aussi un conjugué polyvalent et I'cesophage de singe en guise de substrat. La comparaison a porté
sur un total de 68 sérums : 20 provenant de patients présentant une maladie cceliaque cliniquement suspectée
et 48 provenant de controles normaux. Ces sérums ont été testés d'aprés la procédure recommandée par le
fabricant. Une dilution de dépistage de 2,5 a été utilisée et tout le sérum positif aux EMA a été titré au critere
d'évaluation. Les résultats sont les suivants :

Immco™ EMA

POS (+) NEG (-) TOT (=)
POS (+) 18 0 18
Autre
NEG (-) 2 48 50
EMAIFA TOT (=) 20 48 68

specificité relative: 97%
sensibilité relative: 100%
concordance: 96%
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immco

siarcnostice  Test anticorpi Anti-endomisio (EMA)

INSERTO DEL PRODOTTO

REF| 1114 Anticorpi Anti-endomisio (muscolo liscio di scimmia) 48 Determinazioni
1114-96 Anticorpi Anti-endomisio (muscolo liscio di scimmia) 96 Determinazioni
2160 Anticorpi Anti-endomisio {muscolo liscio di scimmia) 6 Pozzetti

FINALITA’ D’'USO

Test di immunofluorescenza indiretta (IF) per la rilevazione qualitativa e semiquantitativa degli anticorpi anti-
endomisio (EMA) nel siero umano come strumento di aiuto per la diagnosi della malattia celiaca e della dermatite
erpetiforme.

Sommario e spiegazione del test

Gli anticorpi anti-endomisio (EMA), come descritto nella letteratura, si rilevano prevalentemente su muscolo liscio
dell'esofago di scimmia per immunofluorescenza indiretta. L'individuazione degli EMA €& di aiuto nella diagnosi
dell'enteropatia glutine sensibile, o malattia celiaca (MC) e della dermatite erpetiforme (DH). | pazienti affetti
da MC e DH presentano anticorpi anti-endomisio, -reticolina, -gliadina, e -transglutaminasi tissutale’'2. Questi
marcatori sierologici sono stati incorporati nei criteri per la diagnosi della malattia celiaca dalla Societa Europea
di Gastroenterologia e Nutrizione Pediatrica'®. Dei marcatori anticorpali per la MC e la DH, gli EMA di classe IgA
sembrano essere il marcatore maggiormente sensibile e specifico. Gli EMA di classe IgG si riscontrano anche
quando gli EMA di classe IgA sono presenti in titoli elevati o in individui con deficit di IgA. Una rapida diminuzione
dei livelli degli EMA si ottiene con un regime di dieta priva di glutine. Un challenge del glutine o il mancato
mantenimento di una dieta priva di glutine porta alla comparsa o ad un aumento dei titoli degli anticorpi anti-
endomisio. | pazienti in regime di dieta priva di glutine per un periodo superiore a 9 mesi mostrano titoli EMA ridotti
o negativi se si attengono alle prescrizioni nutrizionali previste'81°,

PRINCIPI DELLE METODICHE

Il metodo di immunofluorescenza indiretta adottato in questo kit prevede che i sieri dei pazienti siano incubati
su sezioni di tessuto per consentire il legame degli anticorpi al substrato. Gli anticorpi non legati sono rimossi
mediante lavaggio e quelli legati, di classe IgA e IgG sono rilevati per incubazione del substrato con coniugato di
anti-immunoglubulina umana marcato con fluoresceina. Le reazioni si osservano per microscopia in fluorescenza
usando filtri idonei. La presenza degli EMA & dimostrata da una fluorescenza verde mela dell'involucro endomisiale
dei fasci del muscolo liscio. Il titolo (il valore reciproco della diluizione maggiore che produce una reazione positiva)
dell'anticorpo viene poi determinato analizzando le diluizioni seriali.

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO

Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. E’ necessario, prima dell'uso, portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.
Materiali forniti

Anticorpi Endomisiali EMA ImmuGlo™ 1114, 1114-96

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 48 determinazioni ciascuno.

8 x [sorB[sLD] 6 | Vetrini da 6 pozzetti, substrato muscolo liscio.

16 x | SORB | SLD | 6 | Vetrini da 6 pozzetti, substrato muscolo liscio. (1114-96)
1x0.5ml |[CONTROL |+ |EMA |* Controllo Positivo EMA. Contiene siero umano.

1x0.5ml . * Controllo Negativo. Contiene siero umano.

1x5ml  [IgA/igG-CONJ | FITC [EB]* Coniugato FITC polivalente anti-lgG/IgA umane con Blu di
Evans. Proteggere dalla luce. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)
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1 x 60 ml * Diluente Campione
2 fiale Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS). Da ricostituire

a1 litro.
1x5.0ml [ MOUNTING | MEDIUM |* Liquido di montaggio. Non congelare. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)

1x12 Vetrini coprioggetto. 1 box (1114), 2 boxes (1114-96)
Camponenti opzionali

1x5ml | 1gA/lgG-CONJ | FITC |* Coniugato FITC anti-lgG umane. Proteggere dalla luce.

1x5ml  [1gG-CONJFITC[PA]* Conjugato FITC anti-IgG umane. Colorante di contraso Blu di Evans

(il primate ha assorbito). Proteggere dalla luce. Riduce la
fluorescenza della priorita bassa sul substrato del primate.
Tenere lontano dalla luce.

1x1.0ml EVANS Colorante di contrasto Blu di Evans.

* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto

Numero catalogo
Scadenza
Temperatura di conservazione

Leggere le istruzioni per l'uso

g]B> ~ = [E &

Uso diagnostico in vitro

Produttore

Hi

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

Microscopio a fluorescenza

*  Micropipetta o pipetta Pasteur

« Pipette sierologiche

« Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)

* Provette piccole per test (ad es. 13 x 75 mm) e rack per provette
« Acqua distillata o deionizzata

+ Contenitore da 1 litro.

* Flacone di lavaggio

+ Salviette di carta

+ Camera umida per l'incubazione

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1
e 2 e HTLV-I e sono risultati negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia i derivati del sangue umano e i campioni
dei pazienti devono essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la
conservazione, la dispensazione e lo smaltimento di questi materiali'®.
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ATTENZIONE - L'azide sodica (NaN,) pud reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare I'accumulo
di azide. L'azide sodica puo essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente l'incidente al
direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati & indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in questo
foglio illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materiali Immco Diagnostics Inc.
aventi lo stesso numero di catalogo. Non usare oltre la data di scadenza indicata sull'etichetta.

RACCOLTA DEL CAMPIONE

Per questa procedura usare unicamente campioni di siero. | campioni fortemente emolizzati, lipemici o
microbiologicamente contaminati possono interferire con le prestazioni del test e non devono quindi essere usati.
Conservare i campioni a 2-8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata, i campioni di siero
dovrebbero essere congelati a -20°C. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.

PROCEDURA
Metodo del test

A. Screening

1. Diluire il siero del paziente 1:2,5 con il Diluente per Campioni fornito (0,2 ml di siero + 0,3 ml
di diluente). Non diluire i Controlli Positivi o Negativi. Conservare il siero non diluito per determinare i titoli
anticorpali se i test di screening risultano positivi.

2. Lasciare che le buste contenenti i vetrini raggiungano la temperatura ambiente per 10-15 minuti. Rimuovere
con attenzione il vetrino senza venire in contatto con il substrato.

3. Contrassegnare i vetrini e disporli nella camera umida sul cui piano interno saranno state poste delle salviette
di carta inumidite con acqua per prevenire I'essiccazione.

4. Applicare 1 goccia (circa 50 pl) di Controllo Negativo nel pozzetto #1. Allo stesso modo applicare 1 goccia di
Controllo Positivo nel pozzetto #2. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

5. Usando una micropipetta o pipetta Pasteur, applicare 1 goccia di siero diluito del paziente (circa 50 pl) negli
altri pozzetti. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

6. Posizionare il coperchio sulla camera umida e incubare i vetrini per 30 minuti a temperatura ambiente.

7. Rimuovere il vetrino dalla camera umida. reggerlo per I'estremita e irrorare delicatamente con circa 10 ml di
PBS usando una pipetta, oppure sciacquare il vetrino in un recipiente contenente PBS. Non usare flaconi di
lavaggio. Trasferire immediatamente il vetrino in una vaschetta Coplin di lavaggio e attendere per 10 minuti.
Ripetere la procedura per tutti gli altri vetrini.

8. Rimuovere il/i vetrino/i dalla vaschetta Coplin. Asciugare il vetrino su carta assorbente per rimuovere la
soluzione PBS in eccesso. Posizionare il vetrino nella camera umida. Applicare immediatamente 1 goccia
(circa 50 pl) di Coniugato in ciascun pozzetto.

9. Ripetere le fasi 7 e 8 per ciascun vetrino.

10. Riposizionare il coperchio sulla camera umida. e incubare i vetrini per 30 minuti a temperatura ambiente.

11. Rimuovere il vetrino dalla camera umida, reggerlo per I'estremita e immergerlo in un recipiente contenente
PBS per rimuovere il coniugato in eccesso. Lasciare ilfi vetrino/i per 10 minuti in una vaschetta Coplin riempita
con PBS. Nel caso venga usato un coniugato opzionale, privo di colorante di contrasto (vedere componenti
opzionali nella sezione Materiali Forniti), possono essere aggiunte 2-3 gocce di Blu di Evans nel lavaggio
finale. Ripetere la procedura per i restanti vetrini. NOTA: Un lavaggio inadeguato pud causare un aumento
nella fluorescenza di fondo.

12. Rimuovere il vetrino dalla vaschetta Coplin. Asciugare il vetrino su carta assorbente per rimuovere la soluzione
PBS in eccesso. Per prevenire I'essiccazione, procedere immediatamente alla fase successiva mentre
il vetrino & ancora umido.

13. Montare il vetrino coprioggetto applicando 3 gocce di liquido di montaggio uniformemente sul coprioggetto e
posizionarlo sopra il vetrino. Evitare di esercitare una pressione eccessiva e gli spostamenti laterali del vetrino
coprioggetto.
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14. Ripetere le fasi 12 e 13 per ciascun vetrino.

15. Esaminare la fluorescenza specifica mediante microscopia a fluorescenza con ingrandimento 200x o
superiore.

| vetrini possono essere letti appena montati. Tuttavia, per la presenza di un agente antiscolorimento nel liquido di
montaggio, non si verificano perdite significative di intensita di colorazione e la lettura puo essere effettuata nelle
48 ore successive alla preparazione. | vetrini devono essere conservati in assenza di luce a 2-8°C.

B. Determinazione Endpoint (titolazione)

Un siero positivo al test di screening puo essere analizzato ulteriormente ripetendo le fasida 5 a 13 per determinare
il titolo anticorpale. Ogni serie di test deve includere Controlli Positivi e Negativi. Effettuare diluizioni seriali doppie
a partire da 1:2,5. Il reciproco della pilt alta diluizione eseguita a cui il campione mostra positivita & il valore del
titolo.

Preparazione delle Diluizioni Seriali

Numerare 4 provette da 1 a 4. Aggiungere 0,4 ml di Diluente del Campione nella provetta 1 e 0,2 ml nelle provette
da 2 a 4. Pipettare 0,2 ml di siero non diluito nella provetta 1 e mescolare accuratamente. Trasferire 0,2 ml
dalla provetta 1 alla provetta 2 e mescolare accuratamente. Continuare a trasferire 0,2 ml da una provetta alla
successiva, dopo la miscelazione, per ottenere le diluizioni indicate nella tabella seguente:

Provette 1 2 3 4
Siero 0,1 ml

+
Diluente 0,4 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
Tamponato

& & &

Trasferimento 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Diluizione finale 1:5 1:10 1:20 1:40 etc.

CONTROLLO DI QUALITA

In ogni serie di test dovrebbero essere inclusi un Controllo Positivo e un Controllo Negativo. Il Controllo Negativo
non dovrebbe evidenziare fluorescenza specifica dell'involucro endomisiale dei fasci del muscolo liscio, mentre I
Controllo Positivo dovrebbe produrre una colorazione dei tubuli di queste strutture con intensita di 2+ o maggiore.

Se non si ottengono i risultati attesi, la procedura dovrebbe essere ripetuta. Se i controlli continuano a produrre
risultati discordanti, cid puo essere dovuto a:

«  Torbidita. Smaltire e usare un nuovo controllo.

* Problemi legati al sistema ottico del microscopio a fluorescenza: allineamento non idoneo, lampada oltre la
durata utile prevista, ecc.

«  Aver lasciato asciugare il vetrino durante la procedura.
RISULTATI

| risultati dei test per gli anticorpi anti-endomisio dovrebbero essere riportati come negativi con titolo inferiore a 2,5,
positivi con titolo superiore o uguale a 20 o, preferibilmente, positivi con relativo titolo.

Per osservare la colorazione specifica dell'involucro endomisiale dei fasci del muscolo liscio, vedere Foto 1. Gli
anticorpi anti-endomisio reagiscono producendo una rete di sottili linee irregolari intorno al sarcolemma delle
singole fibrille del muscolo liscio. Cid & in netto contrasto con i pattern degli anticorpi anti-muscolo liscio che
reagiscono con il sarcoplasma. Vedere Foto 2.

Altri anticorpi rilevabili, oltre agli anticorpi anti-muscolo liscio (ASMA), includono gli anticorpi anti-nucleari (ANA).
E noto che la presenza degli ASMA puo causare risultati falso negativi per gli anticorpi anti-endomisio. Se viene
rilevata la presenza degli ASMA, il campione dovrebbe essere testato a diluizioni maggiori'. Le reazioni ANA sul
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muscolo liscio, se hanno luogo, sono normalmente deboli e con distribuzione spaziata, & pertanto poco probabile
che provochino risultati falsi negativi.

Consultare le foto 1 e 2 alla fine di questo foglio per esempi di reazioni.
LIMITAZIONI DEL TEST

In alcuni casi, i sieri positivi per gli EMA possono essere o molto deboli o negativi alla diluizione iniziale di screening
(fenomeno prozona). In questi casi incerti, i sieri dovrebbero essere analizzati a diluizioni maggiori e, se positivi,
dovranno essere determinati i titoli anticorpali.

Nel caso in cui in un siero siano presenti due o piu anticorpi reattivi con lo stesso substrato, puo verificarsi
un’interferenza nel rilevamento per immunofluorescenza. L'interferenza pud risultare in mancata individuazione
degli EMA o in soppressione del titolo se I'anticorpo interferente ha un titolo piu alto di quello degli EMA. La causa
pit comune del fenomeno di interferenza nei test EMA & la coesistenza degli anticorpi anti-muscolo liscio. Si
raccomanda di testare ulteriormente a diluizioni maggiori i sieri dei pazienti che contengono ASMA. L'incidenza di
ASMA di classe IgA non & comune. Gli ASMA di classe IgG non bloccano gli EMA-IgA in quanto i primi reagiscono
con il sarcoplasma dei fasci del muscolo liscio e gli ultimi con I'endomisio del sarcolemma che circonda i fasci del
muscolo liscio. Gli anticorpi anti-reticolina non interferiscono con la reazione degli EMA dato che non reagiscono
con il muscolo liscio di scimmia. La coesistenza degli EMA di classe IgG pud Interferire con la rilevazione degli
EMA di classe IgA. Questo fenomeno si verifica comunque raramente in quanto:

1. gli EMAdi classe IgG sono presenti unicamente nel 25% dei pazienti celiaci.
2. | titoli EMA di classe IgA sono solitamente molto piu bassi dei titoli EMA di classe IgA
3. gli anticorpi IgA sono spesso di maggiore avidita rispetto agli anticorpi IgG.

In alcuni pazienti con malattia celiaca e deficit di IgA, gli anticorpi anti-endomisio di classe IgA sono assenti.
Tuttavia, tali pazienti risultano generalmente positivi per gli EMA della classe 1gG.

| pazienti celiaci in regime di dieta priva di glutine per un periodo superiore a 9 mesi risultano invariabilmente
negativi agli EMA.

Per la formulazione della diagnosi, i medici dovrebbero valutare i risultati di tutti i test di laboratorio insieme alla
storia clinica completa del paziente.

VALORI ATTESI

Come si pud vedere dalla Tabella 1, gli EMA rilevati su muscolo liscio di scimmia sono marcatori altamente
specifici per la celiachia e per la dermatite erpetiforme. La presenza degli EMA sembra essere correlata alla
patologia intestinale sia nel caso della celiachia che della dermatite erpetiforme, piuttosto che alle lesioni cutanee
causate dalla DH, come illustrato nella Figura 1.

Caratteristiche di PERFORMANCE

Il Test per gli Anticorpi Anti-endomisio (EMA) ImmuGlo™, che usa come substrato muscolo liscio di scimmia e un
coniugato polivalente, & stato confrontato con un test analogo disponibile in commercio che usa un coniugato
polivalente e esofago di scimmia come substrato. La comparazione ha incluso un totale di 68 campioni di siero:
20 da pazienti con sospetta malattia celiaca e 48 da controlli normali. Questi sieri sono stati testati secondo la
procedura raccomandata dal produttore. E stata usata una diluizione di screening di 2,5 e tutti i sieri positivi agli
EMA sono stati titolati all'endpoint. | risultati sono riassunti nelle tabelle che seguono:

EMA Immco™

POS (+) NEG (-) TOT (=)
POS (+) 18 0 18
:::“EM A NEG() 2 48 50
TOT (=) 20 48 68

Specificita: 97%
Sensibilita: 100%
Concordanza: 96%
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»*immco

Sacnosee Sistema de Teste de Anticorpos Anti-Endomisiais (EMA)

FOLHETO DO PRODUTO

REF| 1114 Teste de anticorpos anti-endomisiais (musculo liso de primata) 48 Determinagées
1114-96 Teste de anticorpos anti-endomisiais (mtsculo liso de primata) 96 Determinagdes
2160 Teste de anticorpos anti-endomisiais (mtsculo liso de primata) 6 Pogos

APLICAGAO

E um teste de anticorpos por imunofluorescéncia indirecta para a detecgdo qualitativa e semiquantitativa de
anticorpos anti-endomisiais (EMA) em soro humano como auxilio no diagnostico da doenga celiaca e da dermatite
herpetiforme.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os anticorpos anti-endomisiais (EMA), como descrito na literatura, sdo detectados principalmente nos muasculos
lisos do esofago do macaco por imunofluorescéncia indirecta. A detecgdo de EMA auxilia o diagnodstico de
enteropatia sensivel ao gluten, por exemplo a doenga celiaca (DC) e a dermatite herpetiforme (DH). Os doentes
com DC e DH apresentam anticorpos contra o endomisio, reticulina e gliadina''2. Estes marcadores serologicos
foram recentemente incorporados nos critérios revistos para o diagnostico de DC pela Sociedade Europeia de
Gastroenterologia e Nutrigdo Pediatrica’. Dos diversos marcadores de anticorpos da DC e DH, o EMA da classe
IgA parece ser o marcador mais sensivel e especifico. O EMA da classe IgG também se apresenta quando os
EMA da classe IgA se encontram em maior titulo ou em individuos que tém deficiéncia de IgA. Um decréscimo
rapido dos niveis de EMA ocorre com o seguimento de uma dieta sem glaten. Uma dieta com gliten ou o nao
cumprimento de uma dieta sem gliten podem levar ao aparecimento ou ao aumento de titulo de anticorpos anti-
endomisiais. Os doentes em dieta sem glaten por mais de 9 meses reduziram ou anularam a concentragdo de
EMA se seguirem as suas restrigdes de dieta 5810,

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

No método de imunofluorescéncia indirecta, o soro do doente é incubado em secgdes de tecido para permitir a
ligagdo dos anticorpos ao substrato. Quaisquer anticorpos que nao se tenham ligado s&o eliminados pela lavagem.
Os anticorpos que se ligaram, da classe 1gG, séo detectados através da incubag&o do substrato com conjugado
de imunoglobulina anti-humana marcado com fluoresceina. As reacgbes s@o observadas com um microscopio de
fluorescéncia equipado com filtros apropriados. A presenca de EMA é demonstrada por uma fluorescéncia verde-
maga do revestimento endomisial dos feixes de musculos lisos. O titulo (reciproco da maior diluigdo, que da uma
reacgao positiva) do anticorpo € entdo determinado testando diversas diluigdes™.

INFORMAGAO SOBRE O PRODUTO
Conservacédo e Preparagido

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Os reagentes estdo prontos a usar depois de terem estabilizado a
temperatura ambiente.

Materiais fornecidos

Anticorpos Anti-Endomisiais (EMA) ImmuGlo™ 1114, 1114-96

8 x | SORB |SLD | 6 | Laminas de substrato de musculo liso de primata com 6 pogos
16 x | SORB [SLD | 6 | Laminas de substrato de musculo liso de primata com 6 pogos (1114-96)
1x0.5ml [CONTROL|+[EMA|* Controlo positivo para EMA. Contém soro humano.

1x0.5ml |[CONTROL|-|* Controlo negativo. Contém soro humano.

1x5ml [IgA/lgG-CONJ | FITC |[EB|*  Conjugado anti-humano polivalente com FITC contendo azul de
Evans. Proteger da luz. 1 vial (1114), 2 vials (1114-96)
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1x60ml [BUF]*
2 frascos

1x5.0ml | MOUNTING | MEDIUM |*

Componentes opcionais
1x5ml [1gANgG-CONJ] FITC |*

[1gG-CONJ [FITC [PA |*

1x12

1x5ml

1x 1.0 ml

* Contém < 0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos rétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizacao
Utilizagdo em diagnéstico in vitro

Fabricante

4R BB ~ o [B 5

Numero de testes

Materiais necessarios mas nio fornecidos

Microscépio de fluorescéncia
*  Micropipeta ou pipeta de Pasteur
» Pipetas serologicas

« Recipiente de coloracéo (ex: Coplin)

Diluente de amostras.
Tampaéo fosfato salino (PBS). Dissolver cada frascoem 1 1.
Meio de montagem. Nao congelar. 1 vial (1114), 2 vials (1114-86)

Lamelas 1 box (1114), 2 boxes (1114-96)

Conjugado de IgG anti-humana com FITC. Proteger da luz.

Conjugado de IgG anti-humana com FITC contendo azul de Evans

(Primata absorvido). Proteger da luz. Reduz a fluorescéncia nao
especifica na carcaga do primata.

Contrastante azul de Evans.

» Tubos de ensaio limpos 13 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio

+  Agua destilada ou desionizada
» Recipiente de 1 litro

+ Frasco de lavagem

« Toalhetes de papel

+ Cémara de incubagéo
AVISOS E PRECAUGOES

Para uso em diagnéstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados para
HbsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-1 e deram resultado negativo nos testes requeridos pela FDA. Todas as amostras
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de soro humano e produtos de origem humana devem ser tratados como sendo potencialmente perigosos,
independentemente da sua origem. Devem-se respeitar as boas praticas laboratoriais de conservagéo, distribuicao
e eliminagdo destes materiais'®.

AVISO: A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizagoes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas
altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar a formagéo
dessas azidas. A azida de sodio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director de
laboratdrio ou um Centro Anti-Venenos.

As instrucdes devem ser seguidas a risca de forma a assegurar resultados validos. Nao troque os componentes
dos kits com outros de outras origens diferentes do mesmo nimero de catalogo da Immco™. Nao utilizar se
estiverem fora do prazo de validade.

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nestas operacdes s6 devem ser usadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrdbios podem interferir no rendimento deste teste e ndo devem ser usadas. Conservar
entre 2 e 8 °C por ndo mais de uma semana. Para uma conservagao mais prolongada devem ser congeladas a
—20 °C. Evitar repetidas congelagdes e descongelagdes.

PROCEDIMENTO

Método do teste
A. Controlo

1. Dilua cada soro do doente A 1:2,5 no Diluente da Amostra fornecido (0,2 ml de soro + 0,3 ml de Diluente). Nao
dilua os Controlos Negativo e Positivo. Conserve o soro n&o diluido para determinar a titulag&o de anticorpos,
se os testes de controlo forem positivos.

2. Deixe que as bolsas com as laminas de substrato estabilizem a temperatura ambiente por 10 a 15 minutos.
Retire as laminas com atencdo sem tocar no substrato.

3. Rotule as ldaminas e coloque-as na cdmara de incubago revestida com toalhetes de papel humedecidos com
agua para evitar a secagem.

4. Inverta o frasco conta-gotas e aperte ligeiramente para aplicar 1 gota (cerca de 50 pl) de Controlo Negativo
no pogo n.° 1. Do mesmo modo, deite 1 gota de Controlo Positivo na pogo n.° 2. Nao encha demasiado.

5. Com uma micropipeta ou pipeta de Pasteur, deite 1 gota do soro diluido do doente (cerca de 50 pl) nos outros
pocgos. Evite encher demasiado os pogos.

6. Coloque a tampa na cadmara de incubagao e incube as laminas 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Retire a lamina da cdmara de incubagdo. Segure na lamina pela extremidade e lave com cerca de 10 ml de
PBS usando uma pipeta, ou lave a lamina numa proveta com PBS. N&o use o frasco de lavagem. Transfira
imediatamente a lamina para o recipiente de Coplin e lave 10 minutos. Repita a operagdo em todas as
laminas restantes.

8. Retire a(s) lamina(s) do recipiente de Coplin. Passe o bordo da Iamina num toalhete de papel para eliminar o
excesso de PBS.

Coloque a lamina na camara de incubagéo. Inverta imediatamente o frasco com conta-gotas do Conjugado e
aperte-o ligeiramente para deitar 1 gota (aproximadamente 50 pl) em cada pogo.

9. Repita os passos 7 e 8 em cada lamina

10. Coloque a tampa na camara de incubagéo. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.

11. Retire uma lamina da camara de incubacgdo. Segure na lamina numa ponta e mergulhe-a num recipiente com
PBS para eliminar o excesso de conjugado. Coloque a(s) lamina(s) num recipiente de coloragdo com PBS
durante 10 minutos. Se optar por usar conjugado sem contrastante (consultar componentes opcionais na secgdo
Materiais fornecidos), podera adicionar 2 a 3 gotas de contrastante azul de Evans a lavagem final. Repita nas
laminas restantes. NOTA: Uma lavagem deficiente pode levar a um aumento da fluorescéncia de fundo.

12. Retire a lamina do recipiente de coloragao. Passe a aresta da lamina num toalhete de papel para eliminar o
excesso de PBS. Para evitar que a lamina seque, salte imediatamente ao passo seguinte enquanto a
lamina ainda esta humida.
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13. Monte a lamela aplicando 3 gotas de Meio de Montagem, uniformemente na lamela e coloque-a sobre a
Iamina. Nao faga muita pressao e evite o deslizamento lateral da lamela.

14. Repita os passos 12 e 13 em cada lamina.
15. Examine a fluorescéncia especifica com microscopio de fluorescéncia com aumento de 200x ou mais.
As laminas devem ser lidas assim que estiverem prontas. Contudo, devido a presenca de um agente

antidescoloragdo no meio de suporte, ndo ha perdas significativas de intensidade de coloragéo, se a leitura for
adiada até 48 horas. As laminas devem ser conservadas as escuras entre 2 e 8 °C.

B. Determinacao final (titulagao)

Um soro positivo no teste de controlo pode ainda ser mais testado seguindo os passos 5 aoc 13 para determinar
o titulo. Cada teste deve incluir os Controlos Positivo e Negativo. Efectue diluiges em série e em duplicado
iniciando por 1:2,5. O reciproco da diluigdo maior que provoca uma reacgao positiva € o titulo.

Preparagao de diluigdes em série

Numere guatro tubos de 1 a 4. Deite 0,4 ml de Diluente Tampao no tubo 1 e 0,2 ml nos tubos 2 a 4. Pipete 0,2 ml
de soro nao diluido para o tubo 1 e mexa bem. Transfira 0,2 ml do tubo 1 para o tubo 2 e mexa bem. Continue a
transferir 0,2 ml de um tubo para o outro apds mexer para produzir as diluicdes descritas na tabela seguinte.

Tubos 1 2 3 4
Soro 0,1 ml

+
Diluente 0,4 ml 0.2 ml 02ml 02ml
tamponado

& & &

Transferir 0.2ml 0.2 ml 0.2mil
Diluigao final 15 1:10 1:20 1:40 etc.

CONTROLO DE QUALIDADE

Os Controlos Positivo e Negativo devem ser incluidos em cada teste. O Controlo Negativo ndo deve mostrar
fluorescéncia especifica do revestimento endomisio dos feixes dos musculos lisos, no caso em que o Controlo
Positivo tenha intensidade de coloragéo 2+ ou superior dos tubulos dessas estruturas.

Se nao se obtiverem os resultados esperados, o teste deve ser repetido. Se resultados inadequados continuarem
a ocorrer com os controlos, pode tratar-se de:

«  Turvagdo. Elimine e use outro controlo.

«  Problemas no sistema dptico do microscépio de fluorescéncia: Estes incluem: alinhamento incorrecto, lampada
a precisar de ser mudada, etc.

« Alamina ficou seca durante o processo.

RESULTADOS

Os resultados dos testes para anticorpos anti-endomisiais devem ser registados como negativos (< 2,5), positivo,
(maior ou igual a 20) ou alternativamente positivo com titulag&o.

Leia a coloragéo especifica do revestimento endomisial dos feixes de musculos lisos. Veja a Fotografia 1. Os
anticorpos anti-endomisiais reagem como uma rede de linhas finas e irregulares em redor do sarcolema das fibras
individuais dos musculos lisos. Isto contrasta fortemente com os anticorpos anti-musculo liso que reagem com o
sarcoplasma. Veja a Fotografia 2.

Outros anticorpos detectaveis, para além dos anticorpos anti-musculo liso (ASMA), sdo os anticorpos anti-
nucleares (ANA). A presenga de ASMA é conhecida como causa de resultados falsos negativos de anticorpos
anti-endomisiais. Se forem detectados ASMA, a amostra devera ser testada em diluicGes superiores’. As reacgbes
de ANA no tecido muscular liso, quando ocorrem, sao geralmente fracas e escassamente distribuidas e, por
conseguinte, improvavelmente causadoras de resultados falsos negativos.
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Veja a Fotografia 1 e a Fotografia 2, no fim deste documento, para reac¢bes de exemplo.
LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Nalguns casos, o soro positivo para EMA podera também ser muito fraco ou negativo no fenomeno pré-zona da
diluigéo de controlo inicial. Nesses casos duvidosos o soro deve ser controlado em diluigbes mais elevadas e, se
positivo, determinado o titulo dos anticorpos.

A presenca de dois ou mais anticorpos num soro que sejam reactivos com o mesmo tecido pode provoca uma
interferéncia na sua deteccéo por imunofluorescéncia. Esta interferéncia também pode provocar um erro na
deteccdo de EMA ou uma supressao do seu titulo se o anticorpo de interferéncia tiver um titulo superior a EMA.
A causa mais comum do fendmeno de interferéncia em testes EMA é a coexisténcia de anticorpos anti-musculo
liso. Aconselha-se que o soro de doentes que também contenha ASMA seja testado em dilui¢gbes superiores. Os
ASMA da classe IgA ndo sdo uma ocorréncia comum. Os ASMA da classe IgG nao bloqueiam o EMA IgA porque
os primeiros reagem com o sarcoplasma dos feixes de musculos lisos e os ultimos reagem com o endomisio do
sarcolema em redor dos feixes de musculos lisos. Os anticorpos anti-reticulina ndo interferem com a reaccéo de
EMA porgue nao reagem com o tecido do musculo liso dos primatas. A coexisténcia de EMA da classe IgG pode
interferir com a detecg@o de EMA da classe IgA. Todavia, isso acontece raramente pois:

1. Os EMA da classe IgG so estdo presentes em 25% dos doentes com doenca celiaca,
2. Os titulos de EMA da classe IgG s&o normalmente muito inferiores aos titulos EMA IgA e
3. Os anticorpos IgA tém normalmente maior avidez que os anticorpos IgG.

Nalguns doentes com doenga celiaca e deficiéncia de IgA, os anticorpos anti-endomisiais da classe IgA estao
ausentes. Todavia, esses doentes sdo normalmente positivos a EMA da classe IgG.

Os doentes com doenca celiaca em dieta sem gluten ha mais de 9 meses sao invariavelmente negativos a EMA.

Quando se efectua um diagnostico, devem ser sempre avaliados os resultados de todos os testes laboratoriais
em conjunto com o historial clinico do doente.

VALORES PREVISTOS

Como se pode observar na Tabela 1, os EMA, como detectados no musculo liso de primatas sdo marcadores
altamente especificos da doenga celiaca e da dermatite herpetiforme. A presengca de EMA parece estar mais
relacionada com a patologia intestinal, tanto na doenca celiaca como na dermatite herpetiforme do que as lesdes
da pele na ultima, como descrito na Figura 1.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O Kit de teste de Anticorpos Anti-Endomisiais (EMA) ImmuGlo™, utilizando substrato de musculo liso de primatas
e um conjugado polivalente, foi comparado com outro kit obtido no comércio que também utiliza um conjugado
polivalente e es6fago de macaco como substrato. A comparagao incluiu um total de 68 soros: 20 de doentes com
suspeita clinica de doenga celiaca e 48 de controlos normais. Os soros foram testados de acordo com o método
aconselhado pelo fabricante. Foi usada uma diluicdo de despistagem de 2,5 e todos os soros positivos a EMA
foram titulados no ponto final. Os resultados foram os seguintes:

Immco™ EMA
POS (+) NEG () TOT (=)
POS (+) 18 0 18
NEG (-) 2 48 50
TOT (=) 20 48 68

QOutro
EMA IFA

especificidade relativa 97%
sensibilidade relativa: 100%
acordo relativo: 96%
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Photo 1. EMA staining reaction on primate smooth muscle, 200X. Note staining of lining of the smooth
muscle bundles.

Photo 2. ASMA staining reaction on primate smooth muscle, 200X. Note staining of the smooth muscle
sarcoplasm.

Figure 1: Correlation of IgA-EMA titers in Villous Atropy
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Table 1. Incidence of IgA Class EMA

Clinical Condition No. Tested| % Positive
Confirmed Celiacs

On gluten 185 99

On gluten free diet 190 9
Suspected Celiacs

On gluten 82 83

On gluten free diet 30 16
Dermatitis Herpetiformis (DH) 253 80

DH with Subtotal

Villous Atrophy 42 100

DH on gluten free diet 36 3
Disease Controls (Gl)

Infectious Diarrhea 210 0

Recurrent Diarrhea 124 0

Toddlers Diarrhea 170 0

Milk Protein Intol. 69 0

Ulcerative Colitis 69 0

Crohn's Disease 65 0

Liver Diseases Zl 0
Disease Controls (Skin)

Linear IgA Bullous

Dermatosis 4 0

Other Skin Diseases 180 0

Compiled from the literature as per Chorzelski TP et al'.
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