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IMMC QO AnTENDOMYSIAL ANTIBODY (EMA) TEST (PRIMATE DISTAL ESOPHAGUS SECTIONS)
DIAGNOSTICS

PRODUCT INSERT

1114A-PDE Anti-Endomysial Antibody (EMA) Test (Primate Distal Esophagus Sections) 48 Determinations
1114G-PDE 48 Determinations

1114A-PDE-250 250 Determinations

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

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 against endomysium, reticulin,
gliadin and tissue transglutaminase'’'2. These serological markers have been incorporated into the criteria for the
diagnosis of CD by the European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition'®. Endomysial antibodies
(EMA) may be detected by indirect immunofluorescence on primate smooth muscle such as the distal esophagus
substrate included in this kit. Of the various antibody markers for 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. A rapid 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 810,

PRINCIPLES OF PROCEDURES

In the indirectimmunofluorescence 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 or 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™ Anti-Endomysial Antibody (EMA) Test (Primate Distal Esophagus Sections) 1114A-PDE,
1114A-PDE-250, 1114G-PDE

Kits contain sufficient reagents to perform 48 determinations each.

8x [SORB[SLD| 6 | 6 well Primate Distal Esophagus Substrate Slides (1114A-PDE,
1114G-PDE)

25 x [SORB[SLD [ 10 | 10 well Primate Distal Esophagus Substrate Slides (1114A-PDE250)

1x0.5ml [CONTROL [ +[EMA|* EMA Positive Control. Contains human serum

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

1x5ml l IgA-CONJ [ FITC [EB]* Anti-human IgA FITC Conjugate. Contains Evan’s Blue

Counterstain. Protect from light. (3x5ml-1114A-PDE250)
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1x5ml [1gG-CONJ [ FITC [EB |* Anti-human IgG FITC Conjugate. Contains Evan’s Blue
Counterstain. Protect from light.
1x 60 ml * Sample Diluent (2x60ml-1114A-PDE250)
2x WASH Phosphate Buffered Saline (PBS). Dissolve each vial to 1
[ BUF [WASH| liter. (3x1114A-PDE250)
1x5.0ml l MOUNTING [ MEDIUM ]* Mounting Medium. Do not freeze. (3x5ml-1114A-PDE250)
1x12 COVER Coverslips (3x12-1114A-PDE250)

To order conjugate and counterstain as separate components, add an "X" at the end of the kit part number
(e.g. 1114A-PDEX)

Optional components

1x5ml [1gA-CONJ | FITC |* Anti-human IgA FITC Conjugate. Protect from light.
(3x5ml-1114A-PDE250X)

1x5ml [19G-CONJ | FITC | Anti-human IgG FITC Conjugate. Protect from light.

1x1.0ml EVANS Evan’s Blue Counterstain.

* 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

<R EB> =< A

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

Fluorescence microscope

Micropipette or Pasteur pipette

Serological pipettes

Staining dish (e.g. Coplin jar)

* Small test tubes (e.g. 13 x 75 mm) and test tube rack
» Distilled or deionized water

» 1 liter container

*  Wash bottle
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* 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, regardless of their origin. Follow good laboratory practices in storing,
dispensing and disposing of these materials'®.

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 pl) 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 0.05 ml) to the
other wells. Avoid overfilling the wells.

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

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 0.05 ml) 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.
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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 lateral movement of the coverslip.

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 Sample 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 0.2ml
+
Buffered Diluent 0.3 ml 02ml 0.2ml 0.2 ml
= 2 2
Transfer 02 ml 02 ml 02m|
Final dilution 1:25 15 1:10  1:20 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 (with titer less than 2.5), positive
with titer greater than or equal to 20, or, preferably, positive with specific endpoint 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 antinuclear 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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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.

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 distal esophagus substrate and IgA
conjugate, was compared with another commercially available kit for detection of EMA. 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 (=)

POS (+) 18 0 18
Other  NEG (-) 2 48 50
EMAIFA TOT(s) 20 48 68

relative specificity: 97%
relative sensitivity: 100%
relative agreement: 96%
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& e l m m Co ANAAYZH ANTIZQMATQN KATA TOY ENAOMYiOY (EMA) (TOMEZ ANQ OIZO®AI QY NMPQTEYONTQN)

DIAGNOSTICS
ENGETO NPOIONTOZ

1114A-PDE AvdAuon avriowudtwy karé Tou evoouuiou (EMA) (touég drmw oioopdayou mpwreudviwv) 48 Mpoadiopiouoi
1114A-PDE-250 250 lMpoodiopiopoi
1114G-PDE 48 [lpoodiopiopoi

NPOOPIZOMENH XPHZH

Mia avdAucon avTICWHATWY EUUETOU AVOT0®OO0PITHOU YIA TNV TTOIOTIK KAI TNV NUI-TTOCOTIKI AViXVEUGH QVTICWUATWY
Katd Tou evdopuiou (EMA) o€ op6 avBpwtrou, wg Borenua yia Tn didyvwon aoBevwy Pe KOINIOKGKN Kal EPTTNTOEIdN
depuaTiTI®O.

MEPIAHWH KAI ENME=ZHIHZH

H avixveuon avriowpdtwv EMA oupBdAAel oTn didyvwaon Tng eviepoTrdBeiag atréd yAouTévn, SnAadr| TNG KOIANIOKAKNG
(KK) ka1 Tng eptrnTocidoug deppatitidag (EA). Or acBeveig pe KK kai EA avagépetar 6T eggavifdouv avticwyata
KaTtd Tou gvdopuiou, TNG PETIKOUAIVNG, TNG YAIAdivNg Kal TNG I0TIKAG TpavayAouTapivdong''2. Autoi ol opoAoyikoi
OeikTeg €xouv evowpatwBei ota kpithpia yia 1n didyvwon tng KK amé tnv Eupwtaik Etaipia Maidiatpikng
laoTpevieporoyiag kal AlaTpo@rg®™. Ta avtiowpata katd Tou evdopuiou (EMA) pmropolv va avixveuBouv
HEOW E€upecou avooo®Bopiouol O€ Agio PUIKO 10TO TTPWTEUOVTWY, OTTWG TO UTTOOTPWHA ATTW OICOPAYOU TTOU
TepIAapBdveTal og autd 1o KIT. ATTO T Sidgopa avtiowpata deikteg NG KK kai Tng EA, 1a avricwpata EMA
Ta¢NG IgA @aivetal 611 atroteAoUv Tov TTIo guaioBnTo Kai €181k6 deikTn. Ta avriowpata EMA 16¢ng 1gG epgpavilovTai
€tmiong otav Ta avriowpata EMA 16¢ng IgA Bpiokovtal o€ uwnAoUg TiTAoug 1 o€ dTopa pe avetrdpkela IgA. Me Tn
CUPMOPPWON e pIa diaita eAeUBepn yAouTévng TTapaTNEEITaI paydaia TITWON TwV ETTITTEOWY TWV AVTICWHATWY
EMA. H dokipacia TpokAnong pe yAoutévn i n aduvayia TApnong piag diaitag eAeUBepng yAouTtévng odnyei o€
€M@AvIan 1) algnon Twv TITAWV TwV AVTICWHPATWY KaTd Tou evdopuiou. O1 aoBeveig utrd diaita eAeUBepn yAouTévng
BIGPKEIAg >9 PNVWV £XOUV PEIWPEVOUG 1} apvnTIKOUG TITAOUG avTiowpdTtwy EMA, epdoov cUPpop@wVovTal IE TOUG
dlaiTnTIKOUG TTEPIopITHOUG 16810,

APXEZ TQN AIAAIKAZIQN

>1n p€B0dO £uuecou avooo@BopIoHoU, 0 0pdG TOU aoBEVOUG ETTWACETAI € TOPEG ICTWYV, TIPOKEIPNEVOU VA ETTITEUXDEI

n 8é0MEUCN TWV QVTICWHPATWY OTO UTTOOTPWHA. Ta avTiowyata TTou dev deagpelovTal a@aipolvTtal e EKTTAUCT.

Ta avriowpara 1agng IgG o IgA Tou éxouv deopeuBei avixvelovTal e TNV ETTWACN TOU UTTOOTPWHATOG HE GUEUKTIKO
QVTIOWHA KATA TNG avOpWTTIVNG avoooo@aipivng, To OTToio €ival onuacuévo pe @Aouopoakeivn. Or avTidpdoelg
TrapakoAouBoUvTal Pe PIKPOOKOTTIO pBopIopoU TTou S1aBéTel Ta KaTAAANAa @iATpa. H TTapouacia avricwpdtwy EMA
SIOTTIOTWVETAI PE TNV TTapouaia ¢BopIocpoU £VTOVOU TTPACIVOU XPWHATOG OTIG TIAPUQPES TV OEPATIWV TwV Agiwv
MUIKWV IVWV Tou evdopuiou. 2Tn ouvéxela kabopileTal o TITAOG TOU avTIOWHATOG (TO avTioTPOYO TNG uWnAOTEPNG
apaiwaong Tou £dwaoe BeTIKA avTidpaaon) Pe avaAuon SIadOXIKWY apalwoewv'™.

MAHPO®OPIEZ MPOIONTOZ

DUAagn Kol TTpoETOIHATIa

OAa 1a avtidpaoTripia @uAdaoovTal oToug 2-8°C. Ta avTidpacTrpia gival £ToIha yia xpAon, epocov @Bdoouv og
Beppokpaacia dwuartiou.

YAIKA TTOU TTOpEXOVTAl

AvdAuon avTIOWPATWY Katd Tou evoopuiou (EMA) (Topég dmmw oigopdyou TTpwTeudvIwy) ImmuGlo™

1114A-PDE, 1114A-PDE-250, 1114G-PDE

KdBe kit TrepI€xXel ETTAPKN avTIdOPATTAPIA yIa TNV eKTEAETN 48 TTPOCDIOPICHWV.

8x [SORB[SLD[ 6 | AVTIKEIHEVOQOPOI UTTOCTPWHATOG ATTW 0100@dyou
TPWTEUOVTWYV pE 6 kuyeAideg (1114A-PDE, 1114G-PDE)
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25x [SORB[SLD| 10 |
1x0,5 ml [CONTROL [ +[EMA|*
1x05ml [conTROL|-]*

1x5ml [1gA-CONJ [ FITC [EB|*
1x5ml [1gG-CONJ | FITC [EB|*

1 x 60 ml *
2x (BUF [WASH]

1x50ml ['MOUNTING | MEDIUM |*

1x12

MNa va diatdéete TNV KAion kai counterstain wg

AVTIKEINEVOQPOPOI UTTOOTPWHATOG ATTW OIC0QAYOoU
mPwWTeUOVTWYV pe 10 kuypeAideg (1114A-PDE250)

AigAupa BeTikoU gAéyxou yia EMA. lMepiéxel opd avBpwTTou.
AigAupa apvnTikoU gAéyxou. Mepiéxel opd avOpwTTOU.

2uleukTiKO avTiowpa FITC katd Tng avBpwrivng IgA.
Mepiéxel emixpwon Evans blue. Na rpooTtareUeTal aré 1o
Qwg. (3x5ml-1114A-PDE250)

ZuleukTik6 avriowpa FITC katd Tng avBpwrivng IgG.
Mepiéxel emixpwon Evans blue. Na rpooTaTedeTal amod 10 QWG.

AidgAupa apaiwaong derypdtwy. (2x60ml-1114A-PDE250)

PuBuioTiké SidAupa ewo@opikwy (PBS). AloAloTe KABe
@IaAidIo éwg Oyko 1 Aitpou. (3x-1114A-PDE250)

Méoo emikdAuyng. Na pnv katayuxeral. (3x5ml-1114A-PDE250)

KaAuTrTpideg. (3x12-1114A-PDE250)

XWPIOTA cuoTatikd, TTpoo Béo e éva "X" aTo

TENOG TOU apIBuoU pepwv egaptioewy (1114A-PDEX)

MpoaIpeTIKA CUCTATIKA

1x5ml [19G-CONJ [ FITC | *

1x5ml [ IgA-CONJ [ FITC |*

1x1.0 ml

* Mepiéxer < 0,1% NaN,

>uCeukTIKO avTiowpa FITC katd Tng avBpwtvng IgG pe XpwoTIKNA
Evans Blue. Na mpooTtaTtevetal amd 10 owg (1114G-PDE)

>uleukTIKO avTiowya Katd Tng avBpwivng IgA culeuyuévo
pe FITC. Na mpooTateletal a1md 10 Qwg. (3x5ml-1114A-PDE250X)

Eixpwaon Evans blue.

ZUpBoAa TTouU XPNOIPOTIOIOUVTaI OTIG ETIKETEG:

ApIBu6g TTapTIdAg

Ap1Bp6G kaTaAdyou
Huepounvia Afgng
O¢eppokpaaia aTobrikeuang
AlaBdoTe TIg 0dnyieg xprong

In vitro diayvwaoTikA xprion

KaraokeuaoTrg

<R [FB -~ [EfE

Ap1Bu6g avalloewv
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ATtraiToUpeva UAIKA TTou Sev TrapéxovTal

*  MikpookoTTio @BopiguoU

*  Mikpommméra r) mTéTa Pasteur

*  OpOoAOYIKEG TTITTETEG

*  TpuPAio xpwong (1r.X. doxeio Coplin)

*  Mikpoi dokipaoTikoi CwAAveG (T7.X. dlaoTdoewy 13 x 75 mm) kal popEag SOKIHATTIKWY CWARVWYV
*  ATTECTOYMEVO 1| ATTIOVIOPEVO VEPO

*  Aoxeio evog Aitpou

*  @I18An ékTTAUONG

e ATToppo®nTIKA XapTId

*  OdAapog eTwaong

MPOEIAOMOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIX

MNa in vitro SlayvwaoTikA xprion. OAa Ta ouoTaTikd avBpwTTivng TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIYOoTToloUVTal £XOUV EAEYXDEi
yla Thv Trapouadia Tou avtiyovou HbsAg, Twv 1wov HCV, HIV-1 ka1 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-l kai €xouv BpeBei
apvnTIKG, oUPQwva pe TIG €&eTdoelg Tou atraitei o Opyaviopdg Tpogiuwy kai Papudkwy Twv H.M.A. (FDA).
OAa Ta deiypata avBpwTTivou opoU Kal Ta TTPoIGVTa avBpwTTivng TTpoéAeuong Ba TTPETTEN VO AVTIHETWTTICOVTAI WG
duvnTIKA TTIKiVOUVa, ave¢dpTnTa atrd TNV TTPpoéAeuan) Toug. AKoAouBnoTe TIG 0pBEG EpYAaTNPIAKES TTPAKTIKEG KATA
N @UAAEN, TNV €yXuon Kai TRV atréppiyn Twv UAIKWY auTwv'.

MPOEIAOMOIHZH — To adidio Tou vatpiou (NaN,) evdéxetal va avnidpdoel Pe owAnvwoelg amo woAupdo n
XOAKO Kal va oXnNUOTIoE! 1I0XUPWS EKPNKTIKG adidia ETAAAWY. KaTd Tnv atmréppiyn uypwy, EKTTAUVETE PE PEYAAEG
TTO0OTNTEG VEPOU, £TOI WOTE va aTToPeuxOei N cucgowpeuon adidiwv. To alidio Tou vaTtpiou evOEXETal va eival
TOGIKO O€ TTEPITITWOTN KATATTOONG. Z€ TTEPITITWAON KATATIOONG, AVOQEPETE APETWG TO TTEPIOTATIKO OTO BIEUBUVTH TOU
£PYOOTNPIOU 1] OTO KEVTPO €AEyXOU BNANTNPIGCEWV.

MNa ™ d100@AAIon £yKUPWYV OTTOTEAECUATWY, AKOAOUBAOTE TIG 0dnyieg akpIBwg O6TTwg gugavifovial oe autd To
€vBeT0. Mnv evaAAdOOETE TO CUCTATIKA TOU KIT JE GUOTATIKA AAANG TTpoéAeuang TTou dev €xouv Tov idlo apiBud
kataAdyou TnG Immco Diagnostics Inc. Na pnv xpnoigotroigital YeTd Tnv TTapéAeucn Tng nuepopnviag ARgne.

ZYAAOrH KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpéTTel va xpnaiyoTrololvTal povo deiypata opou yia auTh Tn diadikaacia. AgiypaTa TTou £XoUV UTTOOTEN pEYAAOU
BaBuol aipéAuon, AiITTaipikd A deiypata poAucpéva PE PIKPOPIa eVOEXETAI VA ETTNPEGOOUV TNV ATTOS0CN QUTAG
NG avaAuong kai Oev Ba TTpéTTel va XxpnoiyotrololvTal. Ta deiypata @uAdooovTtal og Bepuokpaaia 2-8°C, eTTi OxI
TEPIoadTEPO aTTO pia eBdopdda. MNa @UAagn peyaAUTepng didpKeIag, o opog Ba TIPETTEl va KaTawuxBei aToug -
20°C. Na atro@euyeTtal n eTTAvEIANUPEVN KATAWUEN KOl aTTOWUEN TwV SEIYHATWY.

AIAAIKAZIA
Mé£6odog avaAuong

A. Aiahoyn

1. Apaiwate Tov 0pd KdBe aoBevoug ae avaAoyia 1:2,5 pe 1o didAupa apaiwaong delyudTwy TTou Trapéxetal (0,2 mi
opou + 0,3 ml didAupa apaiwong). Mnv apaiwvere Ta diaAdpata BeTIKoU A apvnTIKoU eAEyxou. PUAGETE TOUG [N
apalwPEVOUG 0poUg YIa VO TIPOGOIOPICETE TOUG TITAOUG AVTICWHATWY, €8V oI avaAUoEelg SIaAoyrG BPeBoUv BETIKEG.

2. A@NoTE TIG BAKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG TOU UTTOOTPWHATOG €TTi 10-15 AeTITd, TTpOKEINEVOU
@Tdoouv ot Beppokpacia dwpaTiou. AQaIPESTE TTPOOEKTIKG TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG XWPIG va ayyigeTe TO
UTTOOTPWHA.

3. ZnuAveTe TIG QVTIKEIUEVOPOPOUG Kal TOTTOBETACTE TIG Ot €va OGAAMO €TTWOCNG TTOU £XETE KAAUWEI PE
atroppoPnTIKG XapTi dIABPeYHEVO HE VEPO VIO VO ATTOTPEWETE TUXOV aTToghpavan.
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4. AvaoTpEWTE TO OTAYOVOUETPO KAl TIIECTE TO EAAPPA yia va TTpocBéaeTe 1 oTaydva (Trepitrou 50 pl) Tou diaAlparog
apvnTIKoU gAéyxou oTnv KuyeAida utr apiBuodv 1. Me Tov idio TpoTTO, TTpooBéaTe 1 oTaydva diaAUpaTog BeTIKOU
eAéyxou oTnV KUWeAIda UTr apiBuodv 2. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTANPWGN TV KUWEAIOWV.

5. XpnolpotrolwvTag pia PIKPOTIITTETA 1) TITTETa Pasteur, mpooBéoTe 1 oTayéva ammd Tov apaiwpévo opd Tou
aagBevoug (trepitrou 0,05 ml) aTig uTTOAOITTEG KUWEAIDEG. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTANPWGN TWV KUWEAIBWV.

6. ToTroBeTAOTE TO KATTAKI OTO BAAANO ETTWACNG KAl ETTWACTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG £TTi 30 AeTTTA O€¢ BepPokpaaia
dwpariou.

7. AQaipéoTe pia  QVTIKEINEVOPOPO aTmd TOo BdAapo emwacng. KpaTAoTe Tnv QVTIKEIMEVOPOPO aTrd TO
dkpo TOU @épel Ta aToIxeia Kol ekTTAUveTe pe Trepimou 10 ml PBS xpnoipotoiwvtag pia TTmETa N
EKTTAUVETE TNV aVTIKEIYEVOPOPO o€ TOTHPI (é0ewg Tou TrepiExel PBS. Mn  xpnoipotroigite  @IdAn
€KTTAUONG. METaQEPETE TNV AVTIKEINEVOPOPO Opéows oTo Ooxeio Coplin kai ekmmAUvete emi 10 AeTrTd.
EmravaAdBerte Tn diadikaagia pe OAEG TIG UTTOAOITTEG AVTIKEINEVOPOPOUG.

8. A@aipéaTe TIG QVTIKEINEVOPOPOoUG atrd 1o doxeio Coplin. ZTUTTWOTE TNV AKPN TNG QVTIKEIMEVOPOPOU UE
ATTOPPOPNTIKO XAPTi yia va a@aipéoeTe Tnv Trepicoeia PBS. TomroBeTHOTE TV QVTIKEINEVOQOPO O BAAaUO
ETTWAONG. AVaOTPEWTE APECWG TO OTAYOVOUETPO MWE TO OUCEUKTIKO avTiowpa Kal TECTE PAAAKd yia va
TpocBéaeTe 1 atayova (mepitou 0,05 ml) o€ kABe KuweAida.

9. EmavaAdBete Ta Brpara 7 kai 8 yia kAOe avTIKEINEVOPOPO.
10. TotroBeTAOTE €K VEOU TO KOTTAKI 0TO BGAap0 eTwacng. EmwdaTe emri 30 AeTrTd o€ Beppokpacia dwartiou.

11. AgaipéoTe pia avTikeyevo@opo atrd 1o BdAapo emwacng. KpatioTe TRV avTIKEIJEVOPOPO atrd TO GKPO TTOU
@EPEITa oToIXEIa Kal EPPaTTTIOTE TNV € éva TTOTHPI (EoEwg Pe PBS yia va a@aipéoeTe Tnv TTEPIOTEIN OUZEUKTIKOU
QVTIOWHATOG. TOTTOBETAOTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG O€ €va TPURAio xpwang TTou éxel TTAnpwOei e PBS etri 10
AeTr1@. Edv XpnoigotroinBei rpoaipeTikd GULEUKTIKO AVTICWHA XWPIG ETTIXpwan (B€iTe Ta TTPOaIPETIKA CUCTATIKA
oTtnv evoTnTa “YAIKG TTOU TTapéxovTal”), YTTopEiTe va TTpooBéoeTte 2-3 aTayoveg emixpwong Evans blue otnv
TeEAIKN ékTTAUCN. ETTAVAAGBETE yIa TIG UTTOAOITTEG QVTIKEINEVOPOPOUG. ZHMEIQZH: Tux6v akaTtdAAnAn €KTTAuCN
evOEXETal va TIPOKOAéDEl augnuévo @Bopioud uttoBdBpou.

12. AQaipéoTe pia QVTIKEINEVOPOPO aTrd TO TPUPRAIO XpWong. ZTUTTWAOTE TNV dKPn TNG QVTIKEIUEVOPOPOU WE
aTTOPPOPNTIKO XaPTi yia va agaipéoeTe TNV Trepicoeia PBS. MNa va amorpépere Tuxov armroénpavon tng
QAVTIKEINEVOPOPOU, TIPOXWPNOTE AUECWS OTO ETTOUEVO BAMA EVW N AVTIKEINEVOPOPOG gival akOUN Uypn.

13. E@appdoTe TNV KaAUTITPIdA, TTPooBETOVTAG 3 OTAYOVEG PECOU OUOIOUOPPA ETTAVW OTNV KOAUTITPIdA Kal
TOTTOBETACTE TNV TIAVW TNV AVTIKEINEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV £QPAPHOYT AOKOTING TTiIEONG KAl OTTOTPEWTE TNV
TTAEUPIKI) PETAKIVNON TNG KAAUTTTPISAG.

14. EmravaAdBete Ta Bripata 12 kai 13 yia KABE avTIKEINEVOPOPO.
15. EgetdoTe yia €101kO @BOPIoUO UE PIKPOOKOTTIO PBopIcHOU o€ peyéBuvon 200x ) peyaAuTepn.

O1 avTIKEINEVOPOPOI UTTopoUV va dlaBacTolv YOAIG TTpogTolacTolv. QoT600, e€QITiag TNG TTapouaiag TTapdyovta
TpooTaciag @BopiouoU oTo Pédo KaBRAwaONG, dev eP@aviCeTal GNUAVTIKA OTTWAEIA TNG £VTaong TNG Xpwaong, eav
kaBuoTepnoel N avdyvwon £wg Kai 48 wpeg. O1 avTikepevoPopol Ba TTPETTEN va QUAGCOOVTAl OE OKOTEIVO XWPO,
o€ Bepuokpaacia 2-8°C.

B. Mpoaodiopiopdg TeAIKOU onueiou (TITAOSOTNON)

‘Eva opdg TTou Ba Bpebdei BeTIkOG oTNV avdAuon diadoyng uTropei va avaAuBei Trepaitépw, akoAouBwvTag Ta BApaTta
5 éwg 13 yia va kaBopiaTei o TiTAog Tou. KdBe oeipd avdiuong Ba mrpérel va mepIAauBdavel Ta diaAUpaTa BETIKOU
Kal apvnTIKoU eA€yxou. EkTeAéaTE BIODOXIKEG DITTAEG apaIWOElg EeKvivTag atrd Tnv avaloyia 1:2,5. O TiTAog gival
TO AVTIOTPOPO TNG HEYAAUTEPNG apaiwong TTou £dwae BETIKA avTidpaon.

MpoeTolyacia Twv SIaS0XIKWYV apaAITEWV

ApiBunoTe Tégoepa cwAnvdpiaatmé 1o 1 éwgTo4. MNpocBéaTe 0,4 mlSiaAlpaTtog apaiwong OelyudTwy GTo GWANVAPIO
1 ka1 0,2 ml ota cwAnvdpia 2 éwg 4. Metagépete pe TTTETA 0,2 ml un apaiwpévou opol aTo owAnvapio 1 Kai
avapicre empeAws. Metagépete 0,2 ml atréd To cwAnvdpio 1 0To CwWANVAPIO 2 Kal avapigTe ETTIHEAWG. ZUVEXIOTE TN
peTagpopd 0,2 ml atrd 10 éva CwANVAPIO OTO ETTOPEVO PETA OTTO AVAMIEN, TTPOKEINEVOU VA ETTITUXETE TIG APAIWTEIG
TTOU ATTEIKOVICOVTAIl OTOV TTAPAKATW TTiVaKa:
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ZwAnvadpio 1 2 3 4
Opég 0,1 ml

+
ApalwTIKO

0,4 ml 02ml  02ml 0,2 ml

2 2 2
MeTagopd 02m  02ml 0,2ml
TeAikn apaiwon 1:5 1:10 1:20 1:40 KATT.

PUBMIOTIKO Si1dAupa

EAErXOz NOIOTHTAZ

KdBe ogipd avaAuong Ba rpétrel va repIAauBavel Togo va didAupa BeTikoU 600 Kai éva SIGAUPa apvnTIKOU EAEYXOU.
To diIGAupa apvnTIKOU eAEyXoU Ba TTPETTEN va PNV TTApouciddel €181kO ¢BoPIouS Tou evOONUIKOU TTEPIBAANATOG TWV
OepaTIWY TWV AgiwV YUKWV IVWV, eV To dIdAUpa BeTIKOU eAéyxou Ba TTpETTel va TTapouaiddel éviaan @Bopiouou
TWV OWANVIOKWYV QUTWV TwV OPWYV ion PE 2+ 1 ueyoAUTEPN.

Edv dev AdBete Ta avapevopeva atroteAéopara, Ba TpETmel va eTavaAdBeTe Tnv av@Auon. Edv ouveyidouv va
ep@avifovTal aveTtapkn atroTeAéopaTa YE Ta SIaAUPATA EAEYXOU, AUTA EVOEXETAI VO OPEIAOVTAI OFE:

*  OoAepdTnTa. ATropPiWTE TO BIGAUPO EAEYXOU KAl XPNOIMOTTOINOTE £va GAAO.

e TlpoBAAuara pe 10 OTTTIKG CUCTAUA TOU PIKPOOKOTTiOU @B0opIcHoU. e autd ptropoUlv va TrepiAaufdvovTal:
aKOTAAANAN euBuypdupion, TTapéAeuon TNG WEEAING didpKeIag {wNG TNG Auxviag, KATT.

*  AmogApavaon TnG avTIKEIUEVOPOPOU KATA Tn SIdpKela TNG SIadIKACIag.

AMOTEAEZMATA

Ta amoteAéopaTta Twv avaAUoewy yia avTIOWHATA KaTd Tou evOouuiou Ba TTPETTEN va ava@EéPovTal WG apvnTIKA (UE
TiTAO XapnAoTEPO atrd 2,5), BeTikG (pe TiTAO UWNAGTEPO aTTo 1y ioo pe 20) ) KaTd TTPOTiPNoN, BETIKG Pe €181KO TiITAO
TEAIKOU onpeiou.

E€etdoTe yia €101k Xpwaon Tou evOOUIKoU TTEPIBARUATOS TwV dEUaTIWY TWV ALiwv YUKWV IVWV. BA. pwToypagia
1. Ta avTICWPATA KATA TOU £vOOMUIOU avTidpoUV wg JiKTUO AETITWV, OKAVOVIGTWY YPAPUWY TToU TTEPIBAAAOUV TO
oapkeiAMNua Tou KGBe Agiou puikoU vidiou. Autéd atroteAei onuavTikr dIaQopd O OXECN PE TO AVTICWHOTA KOTA
TWV AgiwV YUKWV IVWYV, Ta oTroia avTidpouv Je To capkdTTAacpa. BA. pwroypagia 2.

21a uTTGAOITTa AVTIOWHATA TTOU PTTOPOUV VA aviXVeuBouUv, EKTOG TWV AVTICWHATWY KATA TWV AWV PUIKWVY VWV
(ASMA), Trepihappdvovtal Ta avTirupnvikd avriowpota (ANA). H mapoucia ASMA gival yvwaoTo OTI TIPOKAAEI
Weudwg apvnTIKA OTTOTEAETUATA YIa AVTICWHOTA KaTd Tou evOopuiou. Edv avixveuBolv ASMA, Ba trpétrel oTn
ouvéxela To Oeiypa va avaAuBei ag upnAdTepeg apaiwaelg'. OravTidpdoeigANA o€ Agio PuUiko 10To, éTav epgavidovral,
eival ouviBwg aoBeveig kal kaTavéuovTtal dIGOTTIOPTA, GUVETTWG £ival aTTiBavo va TTPoKAAéTOoUV WPEUBWGS apvnTIKA
atroteAéopara.

MNEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

Y€ OpPICPEVEG TTEPITITWAEIG, 0poi BeTIKOI yia EMA gvdéxeTal va ep@avioTolv TTOAU aaBeveig i apvnTIKoi OTnV apxIKh
apaiwan diahoyng (Qaivopevo TTPodWwvng). Ze TETOIEG APPIBOAEG TTEPITITWOEIG, Ol 0poi Ba TTPETTEl va eeTdlovTal O
UWPNAOTEPEG apPaIWOEIG, Kal €Gv BpeBouv BeTIKoi, va KaBopidovTal o1 TITAOI TwV aVTICWHATWY.

H TTapoucia dUo 1 TTePICCOTEPWY AVTIOWUATWY O€ évav opod, Ta oTroia avTi®poUv e Tov idlo 10TO, evOEXETAI
va eTTNPEedOEl TNV aviXveuaor| Toug Pe avooo@Bopioud. AuTh n emmidpaan evOEXETal va TTPOKAAETE! €iTe aduvapia
avixveuong avticwpdTwy EMA gite peiwon Tou TiTAou €dv TO avTiowpa TTou €mMOPA €XEl HEYAAUTEPO TITAO aTTO
10 avriowya EMA. H 1o ouvnBiopévn aitia Tou @aivouévou TrapepfoAng oe avaluoeig EMA eival n ouvutrapén
QVTIOWHATWY KATG TwV ALIWV HUIKWV IVWV. ZUVICTATAI Ol 0pOi GOBEVWYV TTOU TTEPIEXOUV Kal avTiowuata ASMA
va egeTadovTal TrEPAITEPW O€ UWNAOTEPEG apaIWoElS. Aev gpgavidovtal ouyvd avtiowpata ASMA 16¢ng IgA. Ta
avTiowpata ASMA 1agng IgG dev avaoTéAlouv Ta IgA-EMA, KaBwg Ta TTPWTa avTIdPOUV PE TO CAPKOTTAAO U TWV
OepaTiwV TwV AWV HUIKWVY IVWV Kal Ta TEAEUTAIa avTIdpoUv Pe To evOOUUio TOU OAPKEIAUUATOG TTOU BPioKETal
yUpw atré Ta JePATIO TWV ALiWV PUIKWY IVWV. Ta avTICWPOTA KATd TNG PETIKOUAIVNG dev TTapeufaivouv oTnv
avTidpaon Twv avTiowpdtwy EMA, kaBwg dev avTidpolv pe To Agio PUiKS 10TO TwV TTPWTEUOVTWV.
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> opIopEvouG aoBeveiG e KOIAIOKAKN Kal aveTTdpkela IgA, atrouciddouv Ta avTIowHaTa Katd Tou evoouuiou Tagng
IgA. QaTéoo, autoi ol acBeveig givalr cuviBwg BeTiKoi yia avTiowuata EMA tagng IgG.

AcBeveig pe KolAiokdkn o1 otroiol akoAouBouv diaita eAeUBepn yYAouTéEVNG yia XPOVIKO BidoTnua >9 pAveg eival
oTabepd apvnTikoi yia avTiowuata EMA.

MNa va 1e6¢ei pia didyvwaon, Ba péTrel TAvToTE va aflohoyoUvTal Ta atroTEAEoUOTA OAWV TWV EPYACTNPIOKWY
avaAUogwv o€ ouvOUAOHO PE TO GUVOAIKO KAIVIKO I0TOPIKO Tou aoBevoug.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

O1mwg @aivetal otov Trivaka 1, Ta aviicwpata EMA, TTou avixvevovTial o€ Agio PUikd 10TO TTPWTEUOVTWY €ival
OeikTeG pE uWNAN €18IKATNTA yIa KOIAIOKAKN Kal epTTnToEIdr depparitida. H apouaia avricwpdtwyv EMA @aiveral
va oxeTigeTal Ye TNV TTaBoAoyia Tou evrépou TOOO OTNV KOINIOKAKN 600 Kal aTnVv pTTNTOEIdN OepuaTiTida, TTapd PE
TIG OeppaTIKEG BAABEG TNG TEAEUTAIOG, OTTWG ATTEIKOVICETAI OTNV EIKOVA 1.

XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

To KIT TOU CUOTAPOTOG OVAAUONG QVTICWUATWY KATd Tou gvdopuiou (EMA) ImmuGlo™, to otroio xpnoipoTrolei
UTTOOTPWHA ATTW 0I0OPAYOoU TTPWTEUOVTWY Kal 0Uufuyég IgA, ouykpiBnke pe éva dAAo KIT TTou OlaTiBeTal oTo
euTIOPIO0, Yia TNV avixveuon avTiowpdtwy EMA. H oUykpion cuptrepiéAae éva alvoAo 68 opwv: 20 amd aoBeveig
pe KAIVIKA uTTowia KOINIOKAKNG Kai 48 atrd gualohoyikoug pdptupeg. Or opoi avaAuBnkav cUp@wva ye T diadikaoia
TTOU TTPOTEIVETAI ATTO TOV TTAPACKEUAOTH. XpNOIUOoTroINBnKe apaiwaon diaAoyng 2,5 kal 6Aol ol opoi TTou BpEdnkav
BeTikoi yia avriowpata EMA TiTAotroiienkav péxpl 1o TeAikd anueio. Ta ammoteAéopaTa ATaV WG €EAG:

Immco™ EMA
OeTikoi (+) ApvnTikoi (-) ZUvolo (=)

O¢TiKOi (+) 18 0 18
AAAa ApvnTikoi (-) 2 48 50
EMAIFA Xudvolo (=) 20 48 68

OXETIKA €18IKOTNTA: 97%
oXeTIkA euaioBnaia: 100%
OXETIKN oupQwvia: 96%

11
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+LIMMCO  pereccion be ANTICUERPOS Anti-Endomisio (EMA) (CORTES DE ESOFAGO DISTAL DE MONO)

DIAGNOSTICS
PROSPECTO

1114A-PDE Ensayo anticuerpos anti-endomisio (EMA) (Cortes de esdfago distal de mono) 48 analisis
1114A-PDE-250 250 analisis

1114G-PDE 48 analisis

USO PREVISTO

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta para las deteccion cualitativa y semi cuantitativa de anticuerpos
anti-endomisio (EMA) en suero humano como auxilio en el diagnoéstico de enfermedad celiaca y dermatitis
herpetiforme.

RESUMEN Y EXPLICACION

La deteccién de EMA ayuda en el diagnostico de las enteropatias sensibles, por ejemplo enfermedad celiaca (EC)
y dermatitis herpetiforme (DH). Los pacientes con EC y DH presentan anticuerpos contra endomisio, reticulina,
gliadina y transglutaminasa tisular 2. La Sociedad Europea de Gastroenterologia y Nutricién Pediatrica incluyo
estos marcadores serologicos entre los criterios para el diagnostico de EC™. Los anticuerpos anti-endomisio
(EMA) pueden detectarse mediante inmunofluorescencia indirecta en musculo liso de mono, tal como el substrato
de esofago distal incluido en este ensayo. De los diferentes marcadores de anticuerpos para EC y DH, los EMA
de la clase IgA parecen ser los mas sensibles y especificos. También pueden detectarse EMA de clase I1gG
cuando los EMA de clase IgA se presentan en titulo elevado o en individuos con deficiencia de IgA. La adopcion
de una dieta carente de gluten determina una rapida disminucién de los niveles de EMA. La ingestién de gluten o
la interrupcion de la dieta sin gluten provoca la aparicion o el aumento de los titulos de anticuerpos anti-endomisio.
Los pacientes que siguen una dieta sin gluten durante >9 meses presentan titulos de EMA reducidos o negativos
si se atienen estrictamente a las prescripciones de la dieta 6810,

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 o IgG se detectan incubando el substrato con conjugado de inmunoglobulina antihumano marcado
con fluoresceina. Las reacciones se observan en microscopio de fluorescencia con filtros 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

ImmuGlo™ Anticuerpos anti-endomisio (EMA) (Cortes de eso6fago distal de mono) 1114A-PDE,
1114A-PDE-250, 1114G-PDE

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

8 x [ SORB [ SLD [ 6 ] Portas de substrato de cortes de eséfago distal de mono,
6 pocillos (1114A-PDE, 1114G-PDE)

25x [sORB[SLD] 10 | Portas de substrato de cortes de eséfago distal de mono,
10 pocillos (1114A-PDE250)

12
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1x0,5ml [CONTROL [ +[EMA|* Control positivo EMA. Contiene suero humano.

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

1x5ml [1gA-CONJ | FITC [EB|* Conjugado de lgAantihumanacon FITC. Contiene contraste
azul de Evans. Protéjase de la luz. (3x5ml-1114A-PDE250)

1x5ml [19G-CONJ | FITC [EB|* Conjugado de lgG anti humana con FITC. Contiene contraste
azul de Evans. Protéjase de la luz. (1114G-PDE250)

1 x 60 ml * Diluyente de muestras (2x60ml-1114A-PDE250)

2x Tampon fosfato salino (PBS). Disolver cada vial hasta 1 litro.

(3x-1114A-PDE250)

1x5,0ml [ MOUNTING [ MEDIUM |*  Medio de montaje. No congelar.

1x12 COVER Cubreobjetos

Para pedir la conjugacién y el counterstain como componentes separados, agregue un "X"
en el extremo del numero de parte del kit (1114A-PDEX)

Componentes opcionales

1x5ml [ IgA-CONJ | FITC |* Conjugado de IgA antihumano con FITC. Protéjase
de la luz. (3x5ml-1114A-PDE250X)
1x5ml [19G-CONJ | FITC |* Conjugado de IgG anti humana con FITC. Proteger de la luz (1114G-PDE)

1x1.0ml EVANS Contraste azul de Evans.

* Contiene < 0.1% NaN,

Simbolos empleados en las etiquetas:
Numero de lote

Numero de catalogo

Fecha de caducidad

Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso
Para diagnéstico in vitro
Fabricante

Numero de analisis

AR F> -~ [F ]

Material necesario no incluido
*  Microscopio de fluorescencia
*  Micropipetas o pipetas Pasteur

» Pipetas serologicas

13
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*  Cubeta de tincién (p.ej. cubeta de Coplin)

* 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

Para uso en diagnostico in vitro. Todo material de origen humano usado en la preparacién 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
independientemente de su origen. Respétense las buenas practicas de laboratorio al conservar, dispensar y
eliminar tales materiales’®.

ATENCION: la azida 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 tdxica por ingestion; en caso de ingestién accidental,
informe inmediatamente del hecho al director del laboratorio o 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 niumero 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 proporcién 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 coléquelos en la camara 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.

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

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.
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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. Ponta los portas en la camara de incubacién. 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 camara 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 coloracién llena de PBS durante 10
minutos. Si esta usando el conjugado opcional sin contraste (véanse los componentes opcionales en el
apartado “Material suministrado”), puede afadir 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
hamedo.

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

14. Repita los pasos 12 y 13 para cada porta.
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 2y 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 ynegativo. Prepare diluciones seriadas y
por duplicado a partir de 1:2.5. El reciproco de la mayor dilucién 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 de muestras en el numero 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
+
Diluyente 04m  02m  02ml  02m
tamponado
> 2 2
Transferir 0,2ml 0,2ml 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 del endomisio de los haces del musculo liso; el control
positivo debe tener una intensidad de tincién de 2+ o superior en los tubulos de esas estructuras. Si no se
obtienen los resultados esperados, hay que repetir el andlisis. Si se siguen obteniendo resultados inadecuados
con los controles, puede deberse a:

»  Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

*  Problemas en el sistema 6ptico del microscopio de fluorescencia tales como alineacion incorrecta, lampara
que debe ser cambiada, etc.
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* El porta se sec6 durante el proceso.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de los analisis de anticuerpos anti-endomisio deben considerarse negativos (titulo inferior a 2,5),
positivos (titulo igual o superior a 20) o, preferiblemente, positivos con titulo de punto final especifico.

Lea la coloracién especifica del revestimiento endomisial de los haces de musculo liso. Véase la foto 1. Los
anticuerpos anti-endomisio 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-musculo 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-endomisio. 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.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunos casos, un suero positivo a EMA puede resultar muy débil o negativo en el control inicial de dilucion

(fendmeno 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 dilucién 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 anti-reticulina no interfieren con
la reaccion de EMA porque no reaccionan con el tejido muscular liso de mono.

En ciertos pacientes con celiaquia y deficiencia de IgA estan ausentes los anticuerpos anti-endomisio 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 diagnostico, los resultados de todos los analisis de laboratorio deben ser evaluados 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 celiaquia 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 ImmuGlo™ anticuerpos anti-endomisio (EMA) que utiliza substrato de eso6fago distal de mono y conjugado

IgA, se compar6 con otro ensayo disponible en comercio para la deteccion de EMA. 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 sigui6 el procedimiento indicado por el fabricante. Se utilizé una dilucién de

control de 2,5 y todos los sueros positivos a EMA se titularon como punto final. Los resultados fueron los siguientes:
Immco™ EMA

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

especificidad relativa: 97%
sensibilidad relativa: 100%
correspondencia relativa: 96%
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] l m m Co TEST FUR ANTI-ENDOMYSIALE ANTIKORPER (EMA) (SCHNITTE VON DISTALEM PRIMATENOSAPHAGUS)

DIAGNOSTICS
BEIPACKTEXT

1114A-PDE Test fiir anti-endomysiale Antikérper (EMA) (Schnitte von distalem Primatenésaphagus) 48 Bestimmungen
1114A-PDE-250 250 Bestimmungen
1114G-PDE 48 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

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

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Der Nachweis von EMA hilft bei der Diagnose von glutenbedingter Enteropathie, d.h. Zéliakie (CD) und Dermatitis
herpetiformis (DH). Bei Patienten mit CD und DH wird iber Antikérper gegen Endomysium, Retikulin, Gliadin und
Gewebetransglutaminase berichtet'-2. Diese serologischen Marker wurden von der European Society of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition in die Kriterien fir die Diagnose von CD aufgenommen'®. Endomysiale Antikorper
(EMA) kénnen mittels indirekter Immunfluoreszenz auf glattem Primatenmuskel, wie dem in diesem Kit enthaltenen
Substrat aus distalem Osophagus, nachgewiesen werden. Unter den verschiedenen Antikérpermarkern fiir CD und
DH scheinen 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 fihren zum Auftreten oder zur Erhéhung des Titers von Endomysium-
Antikdrpern. Patienten, die sich léanger als 9 Monate lang glutenfrei erndhren, weisen einen verminderten oder
negativen EMA-Titer auf, wenn sie sich an ihre Erndhrungseinschrankungen halten 810,

TESTPRINZIP

Bei der indirekten Immunfluoreszenzmethode wird Patientenserum auf Gewebeschnitten inkubiert, um die
Bindung der Antikdrper an das Substrat zu erméglichen. Nicht gebundene Antikérper werden durch Spilen
entfernt. Gebundene Antikdrper der Klasse IgA oder 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 Muskelbilindel nachgewiesen. Der Titer (Kehrwert der
héchsten Verdiinnung, die zu einer positiven Reaktion fuhrt) des Antikdrpers wird anschlieBend durch die Untersuchung
von Verdinnungsreihen bestimmt™.

PRODUKTINFORMATION

Lagerung und Zubereitung

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

Mitgelieferte Materialien

ImmuGlo™ Test fiir anti-endomysiale Antikérper (EMA) (Schnitte von distalem Primatenésaphagus)

1114A-PDE, [REF] 1114A-PDE-250, 1114G-PDE

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 48 Bestimmungen

8 x l SORB [ SLD [ 6 ] Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit distalem
Primatendsophagus als Substrat (1114A-PDE, 1114G-PDE)

25x l SORB [ SLD [ 10 ] Objekttrager mit 10 Vertiefungen mit distalem
Primatendsophagus als Substrat (1114A-PDE250)
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1x0,5ml l CONTROL [ + [ EMA ] * EMA-positives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.
1x0,5ml CONTROL [-]* Negatives Kontrollserum. Enthélt Humanserum.
1x5ml [IgA-CONJ [ FITC [EB* Anti-human-IgA-FITC-Konjugat. Enthélt Evans-Blau-
Gegenfarbung. Vor Licht schitzen. (3x5ml-1114A-PDE250)
1x5ml [19G-CONJ | FITC [EB|* Anti-human-lgG-FITC-Konjugat mit Evans-Blau.
Vor Licht schiitzen (1114G-PDE).
1 x 60 ml * Probenverdiinner (2x60ml-1114A-PDE250)
2x _mm Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS). Jedes
Flaschchen auf 1 Liter auffillen (3x-1114A-PDE250)
1x5,0ml [ MOUNTING [ MEDIUM |* Eindeckmittel. Nicht einfrieren. (3x5ml-1114A-PDE250)
1x12 COVER Deckgldschen (3x12-1114A-PDE250)

Um Paronym und counterstain als unterschiedliche Bestandteile zu bestellen, addieren Sie
ein "X" am Ende der Installationssatzteilenummer (1114A-PDE250X)

Optionale Bestandteile

1x5ml IgA-CONJ | FITC |* Anti-human-IgA-FITC-Konjugat. Vor Licht schiitzen.
(3x5ml-1114A-PDE250X)

1x5ml [ IgG-CONJ [ FITC [* Anti-human-1gG-FITC-Konjugat. Vor Licht schitzen (1114G-PDE).

1x1,0ml EVANS Evans-Blau-Gegenfarbung.

* Enthailt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

gl

Chargennummer

=
m
m

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

dE[FP ~x

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien
*  Fluoreszenzmikroskop
*  Mikropipette oder Pasteurpipette

»  Serologische Pipetten
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* Farbekasten (z.B. Coplin-Farbetrog)

*  Kleine Probenréhrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Réhrchenhalter
» Destilliertes oder entionisiertes Wasser

* 1-Liter-Behalter

*  Waschflasche

*  Papiertlicher

* Inkubationskammer

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 fir negativ befunden. Alle menschlichen Serumproben
und Produkte menschlichen Ursprungs sollten unabhéngig von ihrer Herkunft als potentiell geféhrlich 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 dieser Kitbeilage dargestellt befolgt werden, um glltige 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, lipdmische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben hdchstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben bei -20°C
eingefroren werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN
Testmethode

A. Suchtest

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

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

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

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

5. Verwenden Sie einen Mikropipette oder Pasteurpipette, um jeweils 1 Tropfen (etwa 0,05 ml) des verdinnten
Patientenserums in die Uibrigen Vertiefungen zu geben. Vermeiden Sie das Uberfiillen der Vertiefungen.

6. VerschlieRen Sie die Inkubationskammer und inkubieren Sie die Objekttrager 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur.
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10.
1.

12.

13.

14.
15.

Die

Entfernen Sie einen Objekttréger aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttradger am Ende mit dem
Etikettan und spulen Sie ihn vorsichtig mit einer Pipette mitetwa 10 ml PBS ab, oder spiilen Sie den Objekttréager
in einem mit PBS gefillten Becher. Verwenden Sie keine Waschflaschen. Geben Sie den Objekttréger sofort
in einen Coplin-Trog und waschen Sie ihn 10 Minuten lang. Wiederholen Sie diesen Vorgang mit allen anderen
Objekttragern.

Entfernen Sie den/die Objekttrager 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 Tropfflaschchen mit dem Konjugat um und driicken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen
(etwa 0,05 ml) in jede Vertiefung zu geben.

Wiederholen Sie Schritte 7 und 8 fiir jeden Objekttrager.
VerschlieRen Sie die Inkubationskammer wieder. Inkubieren Sie 30 Minuten lang bei Raumtemperatur.

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 uberschiissige Konjugat zu entfernen.
Belassen Sie den/die Objekttrager 10 Minuten lang in einem mit PBS geflillten Farbekasten. Falls das optionale
Konjugat ohne Gegenfarbung verwendet wird (siehe ,Optionale Bestandteile® im Abschnitt ,Mitgelieferte
Materialien®), kénnen Sie der letzten Spulung 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung hinzufiigen. Wiederholen
Sie den Vorgang mit den Ubrigen Objekttragern. ANMERKUNG: Unsachgeméfies Waschen kann zu erhéhter
Hintergrundfluoreszenz fihren.

Entfernen Sie einen Objekttradger aus dem Féarbekasten. Betupfen Sie den Rand des Objekttréagers mit einem
Papiertuch, um Uberschiissiges PBS zu entfernen. Fahren Sie sofort mit dem nachsten Schritt fort,
wiahrend der Objekttrager noch nass ist, um dessen Austrocknen zu verhindern.

Bringen Sie das Deckgléschen an, indem Sie 3 Tropfen Eindeckmittel gleichm&Rig auf das Deckgldschen
auftragen und dieses auf den Objekttrager legen. Uben Sie keinen iibermaRigen Druck aus und verhindern
Sie eine seitliche Bewegung des Deckglaschens.

Wiederholen Sie Schritte 12 und 13 fur jeden Objekttrager.

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

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.

Endpunkt-Bestimmung (Titration)

Sie

kénnen 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 Réhrchen von 1 bis 4. Geben Sie 0,4 ml Probenverdi nner in Réhrchen 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 néchste, um die in der nachfolgenden Tabelle angezeigten Verdiinnungen
zu erhalten:
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Rohrchen 1 2 3 4
Serum 0,1 ml
+
Gepufferter Verdiinner 0,4 ml 02ml 0,2ml 0,2 ml
2 2 2
Ubertragung 02ml 02ml 02ml
Endverdiinnung 1:5 1:10 1:20 1:40 usw.
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 Muskelbindel
zeigen. Das positive Kontrollserum hingegen sollte eine Farbintensitat der Tubuli dieser Strukturen von 2+ oder
héher aufweisen.

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 z&hlen: falsche Ausrichtung,
die Lampe hat ihre Nutzungsdauer Giberschritten, usw.

» Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Tests auf endomysiale Antikdrper sollten als negativ (bei einem Titer unter 2,5), positiv (bei einem
Titer von oder Uber 20) oder, vorzugsweise, als positiv mit spezifischem Endunkt-Titer angegeben werden.

Kontrollieren Sie auf eine bestimmte Farbung der Endomysiumschicht der glatten Muskelblindel hin. Siehe Foto
1. Endomysiale Antikérper reagieren als ein Netz diinner, unregelmaRiger 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 Antikdrpern gegen glatte Muskulatur (ASMA) zahlen zu den anderen nachweisbaren Antikérper auch
antinukleare Antikorper (ANA). Es ist bekannt, dass das Vorhandensein von ASMA zu falschen negativen
Ergebnissen fur endomysiale Antikérper fiihren kann. Falls ASMA nachgewiesen werden, sollte die Probe mit
einer héheren Verdinnung 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.

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 Antikorpertiter bestimmt werden.

Das Vorhandensein von zwei oder mehr Antikdrpern in einem Serum, die mit demselben Gewebe reagieren, kann
deren Nachweis mittels Immunfluoreszenz beeintréchtigen. Diese Beeintrachtigung kann entweder dazu fiihren,
dass die EMA nicht nachgewiesen werden, oder dass ihr Titer unterdriickt wird, falls der Titer der interferierenden
Antikérper hoher als der Titer der EMA ist. Die haufigste Ursache fir 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 Muskelbiindel
reagieren und letztere mit dem Endomysium des die glatten Muskelbiindel umgebenden Sarkolemms. Anti-
Retikulin-Antikdrper beeintrachtigen die Reaktion der EMA nicht, da sie nicht mit dem glatten Muskelgewebe von
Primaten reagieren.
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Bei einigen Patienten mit Zdliakie und IgA-Mangel liegen keine endomysialen Antikérper der Klasse IgA vor.
Solche Patienten sind normalerweise positiv fur EMA der Klasse 1gG.

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

Bei der Diagnosestellung missen stets die Ergebnisse aller Labortests zusammen mit der gesamten klinischen
Geschichte des Patienten bewertet werden.

ERWARTETE WERTE

Wie aus Tabelle 1 zu ersehen ist, sind auf glatter Muskulatur von Primaten nachgewiesene EMA hochspezifische
Marker fur Zoéliakie und Dermatitis herpetiformis. Wie in Abb. 1 gezeigt, scheint das Vorhandensein von EMA
sowohl bei Zoliakie als auch bei Dermatitis herpetiformis mit der Darmerkrankung in Verbindung zu stehen, und
nicht mit den Hautlasionen bei DH.

LEISTUNGSMERKMALE

Der ImmuGlo™ Testkit fur anti-endomysiale Antikdrper (EMA), der distalen Primatenésophagus als Substrat
und IgA-Konjugat anwendet, wurde mit einem anderen im Handel erhéltlichen Kit fiir die Bestimmung von EMA
verglichen. Der Vergleich wurde mit insgesamt 68 Seren durchgefiihrt: 20 von Patienten mit einem klinischen
Verdacht auf Zoliakie und 48 normale Kontrollseren. Die Seren wurden gemafR 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 (-) GESAMT (=)

Pos (+) 18 0 18
Anderer NEG (-) 2 48 50
EMA IFA GESAMT (=) 20 48 68

relative Spezifitat: 97%
relative Sensitivitat: 100%
relative Ubereinstimmung: 96%
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® ® .
2] m m C DETECTION DES ANTICORPS ANTI-ENDOMYSIAUX (EMA) (PARTIES D’OESOPHAGE DISTAL DE SINGE)

DIAGNOSTICS
ENCART DU PRODUIT

1114A-PDE Détection des Anticorps Anti-endomysiaux (EMA) (Parties d’Oesophage Distal de Singe) 48 Tests
1114A-PDE-250 250 Tests

1114G-PDE 48 Tests

Test par immunofluorescence indirecte pour la recherche et la détermination semi-quantitative des anticorps
anti-endomysiaux (EMA) dans le sérum humain pour aider a diagnostiquer la maladie coeliaque et la dermatite
herpétiforme.

GENERALITES

La détection des EMA est une aide pour le diagnostique de I'entéropathie sensible au gluten, c’est a dire la
maladie coeliague (CD), et de la dermatite herpétiforme (DH). Les patients souffrant de CD et de DH présentent
des anticorps anti-endomysium, réticuline et gliadine et transglutaminase de tissu 2. Ces marqueurs sérologiques
ont été récemment incorporés dans les nouveaux critéres de diagnostique de la CD par la European Society
of Pediatric Gastroenterology and Nutrition™. Les anticorps endomysiaux (EMA) peuvent étre détectés par
immunofluorescence indirecte sur muscle lisse de singe tel que le substrat oesophage distal compris dans ce
kit. Parmi les différents anticorps témoins de la CD et de la DH, les EMA de la classe des IgA semblent étre les
marqueurs les plus sensibles et les plus spécifiques. Les EMA de la classe des IgG se retrouvent également
lorsque les EMA de la classe des IgA ont un titre élevé ou chez les individus qui manquent de IgA. Une diminution
rapide du niveau des EMA s’observe dés que le patient adopte un régime sans gluten. Une compétition du
gluten ou un manque de persévérance dans le régime sans gluten fait réapparaitre et augmenter les titres des
anticorps anti-endomysiaux. Les patients suivant avec persévérance un régime sans gluten depuis plus de 9 mois
présentent une réduction voire une disparition des EMA 6810,

PRINCIPES DE LA METHODE

Avec la méthode d'immunofluorescence indirecte utilisée dans ce kit, le sérum du patient est incubé sur des
substrats, ce qui permet la fixation des anticorps avec le substrat. Un lavage de la lame élimine tous les anticorps
non fixés. Une incubation du substrat avec un conjugué anti-lgA humaines, marqué a la fluorescéine, permet la
détection des anticorps de classe IgA fixés. Les réactions sont observées sous un microscope a fluorescence
équipé des filtres appropriés. Une fluorescence vert pomme de la ligne endomysiale du faisceau des muscles
lisses montre la présence d’anticorps EMA. Le titre du sérum (la derniére dilution donnant une réaction positive)
est alors déterminé par dilutions sériques successives .

INFORMATION PRODUIT

Conservation et préparation des réactifs

Conserver tous les réactifs entre 2°et 8°C. Tous les réactifs sont préts a 'emploi. Avant utilisation, attendre que les
réactifs atteignent I'équilibre a la température ambiante du laboratoire.

Matériel fourni

ImmuGlo™ Détection des Anticorps Anti-endomysiaux (EMA) (Parties d’Oesophage Distal de Singe)

1114A-PDE, 1114A-PDE-250, 1114G-PDE

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 48 tests chacun.

8 x [SORB[SLD]| 6 | 6 Lames avec substrat d’oesophage distal de singe. (1114A-PDE,
1114G-PDE)
25x l SORB [ SLD [ 10 ] 10 Lames avec substrat d’oesophage distal de singe.

(1114A-PDE250)

1x0,5ml l CONTROL [ + [ EMA ] * Controle positif EMA. Contient sérum humain.
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Conjugué FITC anti-lgA humaines. Contient coloration d’Evans.
Maintenir a I’abri de la lumiére. (3x5ml-1114A-PDE250)

Conjugué FITC anti-IgG humaines avec Bleu d’Evans. Maintenir

Tampon phosphate salin (PBS). Dissoudre chaque flacon pour

Milieu de montage. Ne pas congeler. (3x5ml-1114A-PDE250)

1x0,5ml CONTROL - * Controle négatif. Contient sérum humain.
1x5ml [1gA-CONJ | FITC [EB|*
1x5ml [19G-CONJ | FITC [EB|*
a I'abri de la lumiere (1114G-PDE).
1x 60 ml * Diluant sérum (2x60ml-1114A-PDE250)
2x [BUF | wASH]
obtenir 1 litre. (3x-1114A-PDE250)
1x35,0ml [ MOUNTING [ MEDIUM |*
1x12 Lamelles couvre-lames (3x12-1114A-PDE250)

Pour commander le conjugé et le counterstain en tant que composants séparés, ajoutez un
" X" ; al'extrémité du numéro de la piéce de kit (1114A-PDE250X)

1x5ml [ 1gA-CONJ [ FITC |* Conjugué FITC anti-lgA humaines. Maintenir & I'abri de
la lumiere. (3x5ml-1114A-PDE250X)

1x5ml [1gG-CON]J | FITC |* Conjugué FITC anti-IgG humaines. Conserver a I'abri de la
lumiere (1114G-PDE).

1x1,0ml EVANS Contre-colorant Bleu d’Evans.

* Contient < 0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:
Numéro de lot

RE

il

@[EE?-‘-\EC

Fabricant

Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

.

.

Microscope a fluorescence

Micropipette ou pipette Pasteur

.

Pipettes sérologiques
Bac a coloration pour le lavage des lames (bac Coplin)

Petits tubes (ex : 13 X 75 mm) et porte-tubes
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« Eau distillée ou déionisée

«  Eprouvette graduée 1l

*  Flacon pour solution de lavage
*  Serviettes en papier

¢ Chambre d’incubation

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

Utilisation comme test de diagnostic in vitro. Le matériel d’origine humaine utilisé dans la préparation des réactifs a
été testé en respectant les recommandations de la FDA et résulte non réactif aux antigénes de surface du virus de
I'hépatite B (Ag HBs), en anticorps dirigés contre le virus de I'hépatite C (anti-HCV) et en anticorps dirigés contre
les virus de 'immunodéficience humaine (anti-VIH1, anti-VIH2 et HTLV-Il). Du fait qu’aucune méthode de test
connue ne peut offrir une garantie absolue de 'absence d’agents infectieux, considérer les réactifs ainsi que tous
les échantillons de patients comme potentiellement infectieux et les manipuler avec les précautions d’usage™.

ATTENTION - Certains réactifs contiennent de 'azide de sodium (NaN,). Ce composé peut former dans les
canalisations en plomb ou en cuivre des azotures métalliques hautement explosifs. Afin d’éviter la formation
et 'accumulation de tels azotures dans les canalisations, rincer I'évier a grande eau lors de I'élimination de
ces réactifs. L'azide de sodium est toxique en cas d’ingestion. En cas d’ingestion, informer immédiatement le
responsable du laboratoire et contacter le centre antipoison.

La qualité des résultats est dépendante du respect des instructions figurant dans la présente notice. Ne pas
échanger des réactifs du kit composants par d’autres provenant d’autres fabricants. Ne pas utiliser au-dela de la
date de péremption.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser uniquement du sérum pour réaliser ces tests. Il est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolysés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et
modifier les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour
une conservation plus longue, congeler les sérums a -20°C. Eviter les congélations/décongélations successives
des sérums.

MODE OPERATOIRE
A. Dépistage

1. Diluer chaque sérum de patient au 1:2.5 a l'aide du diluant échantillon fourni (0.2ml de sérum + 0.3ml de
diluant). Ne pas diluer les contréles positifs ou négatifs. Conserver le sérum pur pour déterminer le titre des
anticorps dans le cas ou le dépistage serait positif.

2. Laisser les lames prendre la température du laboratoire pendant 10-15 minutes dans le sachet scellé. Sortir
les lames avec précaution sans toucher le substrat.

3. Numéroter les lames et les placer dans la chambre humidifiée avec des serviettes en papier mouillées pour
éviter le desséchement.

4. Retourner le flacon doseur et appuyer doucement pour déposer 1 goutte (environ 50pul) de Contréle Négatif
sur le puit n°1. De la méme fagon déposer 1 goutte de Contréle Positif sur le puit n°2. Eviter de déborder des
puits.

5. Alaide d’'une micropipette ou d’une pipette Pasteur, déposer 1 goutte (environ 50pul) de sérum dilué dans les
puits restants. Eviter de déborder des puits.
Replacer le couvercle sur la chambre et incuber les lames 30 minutes a température ambiante.

7. Sortir une lame de la chambre d’incubation. En la tenant par un bord, rincer doucement avec une pipette
contenant environ 10 ml de PBS ou rincer la lame dans un becher rempli de PBS. Ne pas utiliser de pissette.
Transférerimmédiatement lalame dans un bac a coloration et laver pendant 10 minutes. Répéter les opérations
avec toutes les lames.
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8. Retirer une (les) lame(s) du bac de coloration. Eliminer 'excés de PBS avec une serviette en papier. Déposer
la lame dans la chambre d’incubation. Retourner les flacons doseurs de conjugué et déposer immédiatement
1 goutte (environ 50ul) dans chaque puit.

9. Répéter les étapes 7 a 8 avec chaque lame.
10. Replacer le couvercle sur la chambre d’'incubation et incuber 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'excés 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 du bac. Eliminer I'excés de PBS avec une serviette en papier. Pour éviter de mettre a sec
les puits, réaliser immédiatement I’étape 13 pendant que la lame est encore humide.

13. Déposer doucement 3 gouttes de milieu de montage dans chaque puits et appliquer la lamelle couvre-lame.
Ne pas appliquer de pression excessive et éviter les mouvements latéraux de la lamelle.

14. Répéter les étapes 12 et 13 avec chaque lame.
15. Observer la fluorescence spécifique a I'aide d’'un microscope au grossissement X200 ou plus.

Les lames peuvent étre lues immédiatement. Cependant, grace a la présence d’un agent anti-fading dans le milieu
de montage, la lecture peut étre retardée jusqu’a 48 heures sans perte significative de I'intensité de fluorescence.
Dans ce cas les lames doivent étre conservées a I'obscurité entre 2 et 8°C.

B. Détermination du titre par les dilutions en cascade

Un sérum trouvé positif au test de dépistage doit étre retesté en suivant les étapes 5 a 13 afin de définir son titre.
Inclure dans chaque nouvelle série un contréle positif et négatif. Les dilutions en série de 2 en 2 sont réalisées a
partir du 1 : 2.5. Le titre du sérum est défini par la derniére dilution donnant une fluorescence positive.

Préparation des dilutions en série

Numéroter quatre tubes de 1 a 4. Ajouter 0.4 ml de diluant échantillon dans le tube 1 et 0.2 ml dans les tubes 2 a 4.
Pipeter 0.2ml de sérum pur dans le tube 1 et agiter soigneusement. Transférer 0.2 ml du tube 1 dans le tube suivant.
Continuer a transférer 0.2 ml d’'un tube a I'autre en mélangeant bien chaque tube pour arriver aux dilutions suivantes :

Tubes 1 2 3 4
Sérum 0,1 ml
+

Diluant Echantillon 0,4 mi 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
2 £ 2

Transfert 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Dilution finale 1:5 1:10 1:20 1:40 etc.
CONTROLE DE QUALITE

Un contrdle positif et un contréle négatif doivent étre inclus dans chaque série. Le contréle négatif ne doit pas
donner d’image fluorescente de la ligne endomysiale du faisceau des muscles lisses tandis que le contréle positif
doit donner une fluorescence des tubules de ces structures.

Dans le cas ou les contrbéles ne donneraient pas les résultats attendus, il est recommandé de refaire le test. Sile
probléme persiste, cela peut étre lié a:

¢ Laturbidité. Eliminer le contréle et en utiliser un nouveau.

* Au systéme optique du microscope. Par exemple: mauvais alignement, lampe ayant dépassé sa durée de vie,
etc.

* Aun asséchement des lames pendant la manipulation.
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INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats des essais pour la recherche des anticorps EMA doivent étre considérés négatifs (avec titre inférieur
a 2.5) ou bien positifs (avec titre plus grand ou égal a 20), ou encore positifs avec un titre de point de virage
spécifique.

Ne considérer que les champs comprenant une coloration spécifique de la ligne endomysiale du faisceau des
muscles lisses. Voir photo 1. Les anticorps endomysiaux réagissent comme un réseau de fines lignes irréguliéres
autour du sarcoleme de chaque fibrille de muscle lisse. Il y a donc une différence de forme avec les anticorps anti-
muscle lisse qui réagissent avec le sarcoplasme. Voir photo 2.

Il'y a d’autres anticorps détectables en plus des anticorps anti-muscle lisse (ASMA) tels que les anticorps anti-
nucléaires (ANA). La présence des ASMA est une cause de faux négatif des anticorps endomysiaux. Si des ASMA
sont découverts, I'échantillon doit étre testé a des dilutions plus grandes . Les réactions ANA sur les muscles lisses,
lorsqu’elles se produisent, sont généralement faibles et éparpillées et, donc, ne causent pas de faux négatifs.

LIMITES D’UTILISATION

Parfois un sérum EMA positif peut donner un résultat faiblement positif ou négatif a la dilution de dépistage (effet
de zone). Dans ces cas douteux, les sérums devront étre testés a des dilutions supérieures et, si le résultat est
positif, déterminer le titre des anticorps.

Parfois la présence de deux ou plus anticorps différents dans le sérum ayant une réactivité vis-a-vis du méme
substrat peut créer des interférences pour la détection en immunofluorescence. Cela peut masquer la détection
des EMA ou cacher le titre si I'anticorps qui interfére a un titre plus élevé que celui des EMA. La cause la plus
fréquente d’interférence dans les tests EMA est la coexistence d’anticorps des muscles lisses. Il est recommandé
que les sérums des patients qui contiennent également des ASMA soient retestés a des dilutions plus grandes. Les
ASMA de la classe IgA ne sont pas courants. Les ASMA de la classe des IgG ne bloquent pas les EMA IgA car ces
premiers réagissent avec le sarcoplasme des muscles lisses et que ces derniers réagissent avec 'endomysium
de la sarcoleme se trouvant autour des faisceaux des muscles lisses. Les anticorps anti-réticuline n’interferent pas
dans les réactions des EMA car ils ne réagissent pas avec les tissus des muscles lisses de singe.

Chez certains patients souffrant de CD et manquant de IgA, les anticorps endomysiaux de la classe des IgA sont
absents. Ce qui entraine que ce type de patients soit généralement positif pour les EMA de la classe des IgG.
Les patients souffrant de CD et suivant un régime sans gluten depuis plus de 9 mois seront négatifs au test de
recherche des EMA.

Lors du diagnostic, les résultats du laboratoire doivent étre évalués avec I'histoire clinique du patient.

VALEURS PREVUES

Comme indiqué dans le tableau 1, les EMA détectés sur les muscles lisses de singe sont des marqueurs trés
spécifiques de la maladie coeliaque et de la dermatite herpétiforme. La présence des EMA semble plus liée a une
pathologie intestinale dans les deux cas de maladie qu’a des lésions de la peau dans la derniere comme décrit
dans la figure 1.

PERFORMANCES

Le kit de test des anticorps anti-endomysiaux (EMA) ImmuGlo™, utilisant du substrat d’oesophage distal de singe
et un conjugué IgA, a été comparé avec un autre kit de détection des EMA du commerce. La comparaison
comprend un total de 68 sérums : 20 provenant de patients suspectés de maladie coeliaque et 48 de contrbles
normaux. Les sérums ont été testés selon les procédures recommandées par le fabricant. Un test de dilution 2.5
a été réalisé et tous les sérums positifs aux EMA ont été titrés. Les résultats sont les suivants:

Immco™ EMA
Positif (+) Négatif () Total (=)

Positif (+) 18 0 18
Autres  Négatif () 2 48 50
EMAIFA TOT (=) 20 48 68

Spécificité relative: 97%
Sensibilité relative: 100%
Concordance : 96%
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e .
. | m m 0 TEST ANTICORPI ANTI-ENDOMISIO (EMA) - (SEZIONI DI ESOFAGO DISTALE DI SCIMMIA)

DIAGNOSTICS
INSERTO DEL PRODOTTO

1114A-PDE Test Anticorpi Anti-endomisio (EMA) (Sezioni di Esofago Distale di Scimmia) 48 Determinazioni
1114A-PDE-250 250 Determinazioni
1114G-PDE 48 Determinazioni

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 nella diagnosi della malattia celiaca e della dermatite
erpetiforme.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

La rilevazione 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 marker sierologici sono stati incorporati tra i criteri per la diagnosi
della malattia celiaca dalla Societ? Europea di Gastroenterologia e Nutrizione Pediatrica. Gli anticorpi anti-
endomisio (EMA) possono essere rilevati per immunofluorescenza indiretta su muscolo liscio di scimmia e quindi
sul substrato da esofago distale incluso in questo kit. Dei marcatori anticorpali della MC e della DH, gli EMA
di classe IgA sembrano essere il marcatore maggiormente sensibile e specifico. Gli EMA di classe IgG sono
presenti anche quando si hanno EMA di classe IgA in titoli elevati o in individui con deficit di IgA. L'aderenza ad
una dieta priva di glutine porta a una rapida regressione dei livelli degli EMA, mentre un challenge del glutine o
'assunzione di alimenti con glutine portano alla comparsa o allaumento 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 aderiscono rigorosamente alle limitazioni nutrizionali previste'&8.10,

PRINCIPI DELLE METODICHE

Il metodo per 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 o IgG sono rilevati per incubazione del substrato con coniugato
anti-immunoglubuline umane 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

Test Anticorpi Anti-endomisio (EMA) (Sezioni di Esofago Distale di Scimmia) ImmuGlo™ 1114A-PDE,
1114A-PDE-250, 1114G-PDE

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 48 determinazioni ciascuno.

8 x [SORB[SLD[ 6 | Vetrini da 6 p ozzetti, Substrat o Esofago Distale di Scimmia
(1114A-PDE, 111G-PDE)
25 x [sorB[sSLD| 10 | Vetrini da 10 p ozzetti, Substrat o Esofago Distale di Scimmia

(1114A-PDE250)

1x0,5ml l CONTROL [ + [ EMA ] * Controllo Positivo EMA. Contiene siero umano
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1x0,5ml

1x5ml

1x5ml

1 x 60 ml

2x

1x5,0ml

1x12

[CONTROL [ -

[1gA-CONJ | FITC [EB|*

[19G-CONJ [ FITC [EB|

*

[ MOUNTING [ MEDIUM |*

Controllo Negativo. Contiene siero umano.

Coniugato FITC anti-IgA umane. Colorante di contrasto Blu di
Evans. Proteggere dalla luce. (3x5ml-1114A-PDE250)

Conjugato FITC anti-lgG umane. Colorante di contraso Blu di Evans.
Proteggere dalla luce (1114G-PDE).

Diluente Campione (2x60ml-1114A-PDE250)

Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS). Da ricostituire a
1 litro. (3x-1114A-PDE250)

Liquido di montaggio. Non congelare. (3x5ml-1114A-PDE250)

Vetrini coprioggetto (3x12-1114A-PDE250)

Per ordinare il coniugato e il counterstain come componenti separate, aggiunga un "X"
all'estremita del numero del pezzo del corredo (1114A-PDE250X)

Componenti opzionali

1x5ml

1x5ml

1x1.0ml

[1gA-CONJ | FITC |*

[1gG-CONJ | FITC |*

* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:

AR FB> -~ < [F ]

Scadenza

Numero di lotto
Numero catalogo

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per 'uso
Uso diagnostico in vitro
Produttore

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

*  Microscopio a fluorescenza

*  Micropipetta o pipetta Pasteur

* Pipette sierologiche

Coniugato FITC anti-IgA umane. Proteggere dalla luce.
(3x5ml-1114A-PDE250X)

Conjugato FITC anti-lgG umane. (il primate ha assorbito)
(1114G-PDE)

Colorante di contrasto Blu di Evans.

Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)
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»  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'®.

ATTENZIONE - L'azide sodica (NaN,) puo 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 '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 0,05 ml) di Coniugato in ciascun pozzetto.

9. Ripetere le fasi 7 e 8 per ciascun vetrino.
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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 rimuove il coniugato in eccesso. Lasciare il/i 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.

14. Ripetere le fasi 12 e 13 per ciascun vetrino.

15. Esaminare la fluorescenza specifica mediante microscopia in 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 pud 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 pud essere analizzato ulteriormente ripetendo le fasi da 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. |l reciproco del valore della piu 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 mil 0,2 mi 0,2 ml 0,2 ml
Tamponato

=2 2 2

Trasferimento 0,2 ml 0,2 ml 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 € un Controllo Negativo. |l Controllo Negativo
non dovrebbe evidenziare fluorescenza specifica dell'involucro endomisiale dei fasci del muscolo liscio, mentre il
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 pud 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.
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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 titolo endpoint specifico.

Leggere 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 attorno al sarcolemma delle singole fibrille
del muscolo liscio. Cio € 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 pud 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
muscolo liscio, se hanno luogo, sono normalmente deboli e con distribuzione spaziata, & pertanto poco probabile
che provochino risultati falsamente negativi.

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 puo 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 piu comune del fenomeno di interferenza nei test EMA & la coesistenza degli anticorpi antimuscolo liscio. Si
raccomanda di testare ulteriormente, a diluizioni maggiori, i sieri dei pazienti che contengono ASMA. L'occorrenza
degli ASMA di della 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 'endomisio del sarcolemma che riveste
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.

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 di classe IgG.

| 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
completa storia clinica del paziente.

VALORI ATTESI

Come si puo vedere nella Tabella 1, gli EMA rilevati su muscolo liscio di scimmia sono marcatori altamente
specifici per la celiachia e 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.

PERFORMANCE DEL TEST

Il Test di Rilevazione di Autoanticorpi Anti-endomisio (EMA) ImmuGlo™, che usa come substrato sezioni di esofago
distale di scimmia e coniugato IgA, € stato confrontato con un test analogo in fluorescenza per la rilevazione degli
EMA disponibile in commercio. La comparazione ha incluso un totale di 68 campioni di siero: 20 da pazienti con
sospetta malattia celiaca e 48 da controllinormali. 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:

Immco™ EMA
POS (+) NEG () TOT (=)

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

Specificita: 97%
Sensibilita: 100%
Concordanza: 96%
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[ l m m Co TESTE DE ANTICORPOS ANTI-ENDOMISIAIS (EMA) (CORTES DE ESOFAGO DISTAL DE PRIMATA)

DIAGNOSTICS
FOLHETO DO PRODUTO

1114A-PDE Teste de anticorpos anti-endomisiais (EMA) (cortes de esdfago distal de primata) 48 Determinagées
1114A-PDE-250 250 Determinagées
1114G-PDE 48 Determinagdes

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 do diagnostico de doenga celiaca e de dermatite
herpetiforme.

RESUMO E EXPLICAGAO

A detecgdo de EMA auxilia o diagnostico de enteropatia sensivel ao gluten, ou seja, doenga celiaca (DC) e
dermatite herpetiforme (DH). Os doentes com DC e DH apresentam anticorpos contra o endomisio, reticulina,
gliadina e transglutaminase tissular'-'2. Estes marcadores seroloégicos foram incorporados nos critérios para o
diagnéstico de DC pela Sociedade Europeia de Gastroenterologia e Nutrigdo Pediatrica®™. Os anticorpos anti-
endomisiais (EMA) podem ser detectados por imunofluorescéncia indirecta em musculo liso de primatas como,
por exemplo, o substrato de esoéfago distal incluido neste kit. Dos variados marcadores de anticorpos para DC e
DH, os EMA da classe IgA parecem ser os mais sensiveis e especificos. Os EMA da classe IgG também podem
ocorrer nas situagdes em que os EMA da classe IgA estéo presentes em titulo mais elevado ou em individuos que
tém deficiéncia de IgA. Uma rapida dos niveis de EMA ocorre quando os doentes seguem uma dieta sem gluten.
Uma introdugéo de gluten ou a interrup¢cdo de uma dieta sem gluten levam ao aparecimento ou ao aumento
dos titulos de anticorpos anti-endomisiais. Os doentes que seguem uma dieta sem gluten durante > 9 meses
apresentam titulos de EMA baixos ou negativos desde que cumpram as restrigcdes de dieta 6810,

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

No método de imunofluorescéncia indirecta, o soro do doente é incubado em secg¢des de tecido para permitir a
ligagao dos anticorpos ao substrato. Quaisquer anticorpos que nao se tenham ligado sao eliminados pela lavagem.

Os anticorpos que se ligam, da classe IgA ou IgG, séo detectados através da incubagéo do substrato com conjugado
de imunoglobulina anti-humana marcado com fluoresceina. As reacgbes sdo observadas com um microscépio de
fluorescéncia equipado com filtros adequados. A presenca de EMA é demonstrada por uma fluorescéncia verde-
maca do revestimento endomisial dos feixes de musculo liso. O titulo (o reciproco da maior diluigdo que provocou
uma reacgao positiva) do anticorpo é entdo determinado testando diluigdes em série'.

INFORMAGAO SOBRE O PRODUTO
Conservagao e Preparagao

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

Materiais fornecidos

Teste de anticorpos anti-endomisiais (EMA) ImmuGlo™ (cortes de eséfago distal de primata) 1114A-PDE,
1114A-PDE-250, 1114G-PDE

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 48 determinacgdes.

8 x [SORB[SLD| 6 | Laminas de substrato de esé6fago distal de primata com 6
pogos (1114A-PDE, 1114G-PDE)

25 x [sORB[SLD[ 10 | Laminas de substrato de eséfago distal de primata com 10
pogos (1114A-PDE250)

1x0,5ml l CONTROL [ + [ EMA ] * Controlo positivo para EMA. Contém soro humano

1x0,5ml CONTROL - * Controlo negativo. Contém soro humano.
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1x5ml l IgA-CONJ [ EITC [EB ]* Conjugado de IgA anti-humana com FITC. Contém
contrastante azul de Evans. Proteger da luz. (3x5ml-1114A-PDE250)

1x5ml [1gG-CONJ | FITC [EB |* Conjugado de IgG anti-humana com FITC contendo azul de Evans.
Proteger da luz (1114G-PDE)

1 x 60 ml * Diluente de amostras (2x60ml-1114A-PDE250)

2x Tampao fosfato salino (PBS). Dissolver cada frasco em 1 I.

(3x-1114A-PDE250)

1x5,0ml l MOUNTING [ MEDIUM ]* Meio de montagem. N&o congelar. (3x5ml-1114A-PDE250)
1x12 COVER Lamelas (3x12-1114A-PDE250)

Para re quisitar o conjugado e o counterstain como componentes separados, adicione um "X"
na extremidade da numero da pega do jogo (1114A-PDE250X)

Tx5m [1gA-CONJ | FITC |* Conjugado de IgA anti-humana com FITC. Proteger
da luz. (3x5ml-1114A-PDE250X)
Tx5ml [1gG-CONJ | FITC |* Conjugado de IgG anti-humana com FITC. Proteger da luz (1114G-PDE).

1x1,0ml EVANS Contrastante azul de Evans.

*Contém < 0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos roétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instru¢des de utilizagcao
Utilizagdo em diagnéstico in vitro
Fabricante

Nuamero de testes

<R [FB -« [EE]

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Microscopio de fluorescéncia

Micropipeta ou pipeta de Pasteur

Pipetas serolégicas

Recipiente de coloragéo (ex: frasco de Joplin)
» Tubos de ensaio pequenos 13 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
«  Agua destilada ou desionizada

* Recipiente de 1 litro
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* Frasco de lavagem
* Toalhetes de papel
* Camara 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-I e deram resultado negativo nos testes requeridos pela FDA. Todas as amostras
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 conservagao, distribuicao
e eliminagéo destes materiais'®.

AVISO: A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizagbes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas
altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deite grandes quantidades de agua para evitar a formagao
dessas azidas. A azida de sodio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director
de laboratério ou um Centro Anti-Venenos. As instrugdes devem ser seguidas a risca de forma a assegurar
resultados validos.

N&o troque componentes dos kits com outros de outras origens diferentes do mesmo numero de catalogo da
Immco Diagnostics Inc. N&o utilize se estiverem fora do prazo de validade.

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

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

PROCEDIMENTO
Método do teste
A. Despiste

1. Dilua cada soro do doente a 1:2.5 com o Diluente da Amostra fornecido (0,2 ml de soro + 0,3 ml de Diluente).
N&o dilua os Controlos Negativo e Positivo. Conserve o soro ndo diluido para determinar a titulagdo 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 atengdo sem tocar no substrato.

3. Rotule as laminas e coloque-as na camara de incubagao revestida com toalhetes de papel humedecidos com
agua para evitar a secagem.

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

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

Coloque a tampa na camara de incubagéo e incube as laminas 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Retire a lamina da camara 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 frasc?? o de lavagem. Transfira
imediatamente a lamina para o recipiente de Coplin e lave por 10 minutos.

Repita a operagdo em todas as laminas restantes.

8. Retire a(s) lamina(s) do recipiente de Coplin. Passe o bordo da lamina num toalhete de papel para eliminar o
excesso de PBS. Coloque a ldmina na camara de incubacgao. Inverta imediatamente o frasco de Conjugado
e aperte ligeiramente para deitar 1 gota (aproximadamente 0,05 ml) em cada poco.

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.
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11. Retire uma lamina da cadmara de incubag&o. Segure na ldmina 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 secc¢ao 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 1amina do recipiente de coloragéo. Passe o bordo 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.

13. Monte a lamela aplicando 3 gotas de Meio de Montagem uniformemente na lamela e coloque-a sobre a
lamina. N&o 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 microscépio 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 coloracéo, se a leitura for
adiada até 48 horas. As laminas devem ser conservadas as escuras entre 2 e 8 °C.

B. Determinacgao final (titulagao)

Um soro positivo no teste de controlo pode ainda ser mais testado seguindo os passos 5 ao 13 para determinar a
titulagdo. Cada teste deve incluir os Controlos Positivo e Negativo. Efectue diluicdes duplicadas em série partindo
de 1:2,5. O reciproco da diluigdo maior que provocou uma reacgéo positiva € a titulagéo.

Preparagao de diluigbes em série

Numere seis tubos de 1 a 4. Deite 0,4 ml de Diluente da Amostra 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 diluigcdes descritas na tabela seguinte.

Tubos 1 2 3 4
Soro 0,1 ml
+
Diluente Tamponado 0,4 ml 02ml  0,2ml 0,2 ml
2 2 2
Transfira 02ml 02ml 0,2ml
Diluigao final 1:5 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 apresentar
fluorescéncia especifica do revestimento do endomisio dos feixes de musculo liso, enquanto o Controlo Positivo
deve ter uma intensidade de coloragdo 2+ ou superior dos tubulos destas estruturas.

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

Turvagéo. Elimine e use outro controlo.

Problemas no sistema éptico do microscépio de fluorescéncia: Estes incluem: alinhamento incorrecto, [Ampada a
precisar de ser mudada, etc.

A lamina ficou seca durante o processo.
RESULTADOS

Os resultados dos testes para anticorpos anti-endomisiais devem ser registados como negativos (com titulo
inferior a 2,5), positivos, (com titulo igual ou superior a 20) ou preferivelmente positivos com titulo de ponto final
especifico.
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Leia a coloragédo especifica do revestimento do endomisio dos feixes de musculo liso. Ver a Fotografia 1. Os
anticorpos anti-endomisiais reagem como uma rede de linhas finas e irregulares em redor do sarcolema das
fibras do musculo liso do individuo. Isto € em contraposigao absoluta com os anticorpos anti-musculo liso os quais
reagem com o sarcoplasma. Veja a Fotografia 2.

Outros anticorpos detectaveis, para além dos anticorpos anti-musculo liso (ASMA), incluem anticorpos anti-
nucleares (ANA). Sabe-se que a presenga de ASMA provoca resultados falsos negativos de anticorpos anti-
endomisiais. Se forem detectados ASMA, entdo as amostras devem ser testadas com diluicdes maiores'. As
reacgdes ANA no tecido do musculo liso, quando se apresentam, sdo normalmente fracas e mal distribuidas e,
portanto, € improvavel que provoquem resultados falsos negativos.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Nalguns casos, o soro positivo a EMA podera também ser muito fraco ou negativo na diluigdo de despiste inicial
(fendmeno pro-zona). Nesses casos duvidosos o soro deve ser controlado em diluigdes mais elevadas e, se
positivo, determinado o titulo dos anticorpos.

A presenca de dois ou mais anticorpos num soro que é reactivo com o mesmo tecido podera provocar uma
interferéncia na sua deteccdo por imunofluorescéncia. Esta interferéncia também pode provocar a falta de
deteccdo de EMA ou uma supresséo do seu titulo se o anticorpo de interferéncia tiver uma titulagao superior ao
EMA. A causa mais comum do fenémeno de interferéncia nos testes EMA é a coexisténcia de anticorpos anti-
musculo liso. Aconselha-se que os soros dos doentes que também contém ASMA sejam novamente testados
com dilui¢des superiores. Os ASMA da classe IgA ndo sdo comuns. Os ASMA da classe IgG néo bloqueiam os
anticorpos EMA da classe IgA porque o primeiro reage com o sarcoplasma dos feixes dos musculos lisos € o
ultimo reage com o endomisio do sarcolema em redor dos feixes dos musculos lisos. Os anticorpos anti-reticulina
ndo interferem com a reac¢do de EMA porque n&o reagem com o tecido muscular liso dos primatas.

Nalguns doentes com doenca celiaca e deficiéncia em IgA, os anticorpos anti-endomisiais da classe IgA estao
ausentes. Todavia, esses doentes sdo geralmente positivos para EMA da classe 1gG.

Os doentes com doenca celiaca em dieta isenta de gluten por > 9 meses s&o invariavelmente negativos a EMA.

Quando se elabora um diagnéstico, os resultados de todos os testes de laboratério devem ser sempre avaliados
em conjunto com a histodria clinica completa do doente.

VALORES PREVISTOS

Como indicado na Tabela 1, os EMA, como detectados no musculo liso dos primatas, sdo marcadores altamente
especificos da doenca celiaca e da dermatite herpetiforme. A presenga de EMA parece estar mais relacionada
com uma patologia intestinal, tanto na doencga celiaca como na dermatite herpetiforme, do que com lesées da
pele da ultima, como indicado na Figura 1.

CARACTERISTICAS DE RENDIMENTO

O kit de teste de anticorpos anti-endomisiais (EMA) ImmuGlo™, usando es6fago distal de primata como substrato
e conjugado de IgA, foi comparado com outro kit adquirido no comércio para detecgcdo de EMA. 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 recomendado pelo fabricante. Foi usada uma diluicdo de
despistagem de 2,5 e todos os soros positivos a EMA foram titulados como ponto de tara. Os resultados s&o os
seguintes:

Immco™ EMA
POS (+) NEG (-) TOT (=)

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

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

Photo 2. ASMA staining reaction on primate distal esophagus, 200X.
Note staining of the smooth muscle sarcoplasm.
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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 21 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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