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512.050 EMA IgA (5 jamek) 50
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512.060 EMA IgG (5 jamek) 50
512.101 EMA IgG (10 jamek) 100
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EMA (Endomysium)

1. ZAMYSLENE POUZITI

AESKUSLIDES® EMA IgA a IgG jsou nepiimé imunofluorescenéni testy k detekci autoprotilatek
proti tkarové transglutaminaze (tTg) v lidském séru.

Testovaci sada je uréena pouze pro profesionalni pouziti v laboratofich.

2. KLINICKE POUZITI

Gluten-senzitivni enteropatie nebo celiakie je charakterizovana atrofii klk(i tenkého stfeva, ktera vede
k tzv. ploché sliznici. Je zplsobena patologickou intoleranci gliadinu, v alkoholu rozpustné frakci
lepku, ktery se nachazi v pSenici, zitu a je€meni. Celiakie je zplUsobena pfijmem lepku, proto je
mozné onemocnéni zcela vylélit bezlepkovou dietou, kterou je tfeba dodrzovat po cely zivot.
Obnoveny pfijem gliadinu vede k navratu pfiznaki. Onemocnéni je spojeno s geny HLA (> 95 %
pacientt ma DQ2 (DQA1*0501 a DQB1*0201)) a projevuje se v jakémkoli véku s vrcholnym
nastupem v ¢asném détstvi, i u novorozencli. Miry vyskytu se v evropskych zemich pohybuiji
v rozmezi od 1 z 4 000 az do 1 z 300.

Diagnostika celiakie se provadi pomoci biopsie tenkého stfeva (prokazujici plochou sliznici) a je
doprovazena sérologickymi markery. Protilatky proti gliadinu a protilatky proti endomysiu (EMA) maji
hlavni vyznam. Doposud jsou detekovany nepfimou imunofluorescenci, ktera je omezena pouze na
podtfidu IgA. Identifikace tkarové transglutaminazy (tTg) jako hlavniho cilového antigenu EMA

uvolnén po zranéni a pravdépodobné pomaha pfi opravé tkané.

Protilatky proti tTg vykazuji vySSi citlivost a specifiCnost nez protilatky proti gliadinu. Dale uzce
souvisi s aktivitou onemocnéni a jsou tedy uziteCné zejména pfi monitorovani diety. Stanoveni
IgG protilatek proti tTg je jedinou dostupnou specifickou sérologickou metodou pro 2 % az 5 %
pacientl s deficitem IgA. Pomoci screeningu protilatek proti tTg byl detekovan vysoky pocet
subklinickych pfipadu, coz podporuje teorii, Ze vétSina pfipadl celiakie neni detekovana a lécena
(model ledovce).!

Je popsano, Ze pacienti s pemfigem vykazuiji specificky vzor na opi¢im jicnu IIF.2 Protilatky proti kazi
jsou namifeny na mezibunécnou latku ajsou charakteristické pro pemfigus vulgaris, pemfigus
foliaceus a paraneoplasticky pemfigus. Rozliseni mezi raznymi typy pemfigu neni pomoci IIF mozné.

1 Matthias T et al.; Diagnostic Challenges in Celiac Disease and the Role of the Tissue
Transglutaminase—-Neo-Epitope. Clinic Rev Allerg Immunol. 2009; 298-301

2 Bradwell A.R. et al.; Advanced Atlas of autoantibody patterns: Skin diseases; Birmingham:
The Binding Site; 1999; 73-81
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ZkFizena reaktivita: Zkfizené reaktivity nejsou znamy.

Detekce protilatek je zalozena na principu nepfimého imunofluorescenéniho testu (IIFA). Sklenéna
mikroskopicka sklicka jsou potaZena Fezy tkani nebo bufikami (HEp-2 buriky (ANA), granulocyty
(ANCA) nebo Cirithidia luciliae (nDNA)). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické protilatky,
navazou se na sklicko b&éhem prvni inkubace. Po odstranéni nevazaného materialu promyvacimi
kroky jsou béhem druhé inkubace navazané protilatky detekovany imunoglobuliny proti lidskym
antigenim konjugovanymi s fluoresceinem. Specifické zelené fluorescencni barveni komplexu
antigen-protilatka je mozné pozorovat pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

POSTUP POUZITi SOUPRAVY

Podrobné pokyny najdete v Postupu provedeni testu uvedeném v Béznych pokynech, ¢asti 11. P¥i
pouziti souprav EMA dodrzujte nasledujici podrobné pokyny:

e Doba kontrastniho barveni: 3 az 5 minut

o Doporuceny screeningovy titr: 1: 5

INTERPRETACE
Interpretace EMA IgA

Endomysium je podpurna struktura, ktera obklopuje kombinaci hladkych a pfiéné pruhovanych
svalovych vlaken, které se nachazeji v prostfedni tfetiné jicnu. Obsahuje kolagen a retikulin spole¢né
s endomysialnim cilem, ktery musi byt teprve charakterizovan.

Gliadin je v etanolu rozpustna frakce lepku, coz je zanétlivy antigen plsobici pfi celiakii. Protilatky
jsou spojeny s celiakii a herpetiformni dermatitidou.

Interpretace EMA 1gG

Stanoveni IgG protilatek proti tTg je jedinou dostupnou specifickou sérologickou metodou pro 2 %
az 5 % pacientl s deficitem IgA.

Priklady fedéni:
1:5 50 ul séra + 200 pl pufru pro vzorky
1:10 10 pl séra + 90 pl pufru pro vzorky
1:20 10 pl séra + 190 pl pufru pro vzorky
1:40 10 ul séra + 390 pul pufru pro vzorky
1:80 10 ul séra + 790 pl pufru pro vzorky
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5. LIST INTERPRETACE DAT
EMA

Datum: Sarze:

C. sklicka: Pracovnik:
C. jamk ID Faktor redéni F.l Endomysium Hladky sval autoprotilatky poznamky

y Tunica muscularis
mucosae
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Datum: Sarze:
C. skli¢ka: Pracovnik:

ID Faktor fedéni F.l. Endomysium Hladky sval autoprotilatky poznamky
Tunica muscularis
mucosae
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6. OBSAH STANDARDNIi SOUPRAVY
6.1 STANDARDNi SOUPRAVY

SKLICKA KONJUGAT POZITIVNi KONTROLA
(10x v kazdé soupravé) (3,5 ml) (1% 0,5 ml)

Oznaceni |Popis soupravy Jamky Potazen Mnozstvi
soupravy

IgA s modrym vickem:
512.050 EMA IgA (5 jamek) $512.050 1% [gggi'; zbarveny lehce do EMA pozitivni kontrola IgA
12.050 ) o PC512 S ¢ervenym vickem: bezbarvy roztok.
€512.050 |Obsah: BSA, protilétka 512.050 | opsan: lidské sérum (nafedéné), azid sodny

proti lidskym antigenim o o
512.100 EMA IgA (10 jamek) $512.100 10 2x Znacend fluoresceinem < 0.1 % (konzervacni roztok).

(FITC)
opici jicen I
1gG s modrym vickem:
512.060 EMA IgG (5 jamek) $512.050 5 1% roztok zbarveny lehce do EMA pozitivni kontrola IgG

modra " . o ; ,
12.060 Obsah: BSA Ttk S Cervenym vickem: bezbarvy roztok.
co12. bsah: » protilatka PC512.060 Obsah: lidské sérum (nafedéné), azid sodny

proti lidskym antigenim o
512.101 EMA IgG (10 jamek) $512.100 10 2% Znacena fluoresceinem < 0,1 % (konzervacni roztok).

(FITC)
POZNAMKA: Zbyvaijici éasti souprav, tj. bézné reagencie (neg. kontrola, fixaéni médium atd.) jsou popsany nize v éasti 7 BEZNE REAGENCIE.

6.2 DEMO SOUPRAVY
Obsah demo souprav najdete v odpovidajicim certifikatu analyzy.
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BEZNE REAGENCIE

Bézné reagencie

Reagencie Mnozstvi Pripravena
/objem k pouziti

Se zelenym vickem: bezbarvy roztok.

NCIFA Negativni kontrola 1% 0,5 ml Obsah: lidské sérum (nafedéné), azid
sodny < 0,1 % (konzervaéni roztok).

S bilym viékem: modfe zbarveny roztok.

* EBIFA Evansova modf 1x 15ml Obsah: PBS, Evansova modf. NE
0,2% ’ Nafedte 0,2% Evansovu modf v poméru
1:3000v 1x WBIFA.
** MMIFA 1x 8 mi Validovano k pouZiti s HELMED®
*x MMIFA Fixaéni médium S bilym vickem: bezbarvy roztok. ANO
Bulk 1% 12 ml Obsah: PBS, glycerin.

S bilym vickem: bezbarvy roztok.
., i Naredte koncentrovany pufr destilovanou
WBIFA Promyvaci pufr (10x) | 1x 100 ml | vodou v poméru 1 : 10 (napt.: 100 ml + NE
900 ml). Obsah: PBS, azid sodny
(konzervacni roztok).

S bilym vickem: bezbarvy roztok.
K Fedéni séra pacienta.

SBIFA Pufr pro vzorky (1x) 1% 70 mi Obsah: BSA, PBS, azid sodny ANO
(konzervaéni roztok).

Mnozstvi jsou uvedena na soupravu. (*) musi se objednat samostatné.
(**) pro 512.050 a 512.060; (***) pro 512.100 a 512.101

Nezbytné materialy, které nejsou soucasti baleni

1. Destilovana voda

2. Zkumavky k fedéni vzorku

3. Odmérna banka

4. Odmérna pipeta

5. Stopky

6. Fluorescenéni mikroskop se systémem FITC (excitaéni filtr — 490 nm, bariérovy filtr — 510 nm)
7. Inkubator

8. Miska na barveni

9. Pipetovaci Spicky

10. Kryci sklicka (24 x 60 mm)

11. Stficka

Pokud jsou informace o vyrobku, véetné znaceni, chybné nebo nespravné, kontaktujte
vyrobce nebo dodavatele testovaci soupravy.
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SKLADOVANI A DOBA POUZITELNOSTI

VSechny reagencie skladujte pfi teploté 2 °C — 8 °C / 35.6 °F — 46.4 °F chranéné pred intenzivnim
svétlem. Datum expirace kazdé Casti je uvedeno na pfislusném §titku. Po uplynuti data expirace
reagencie nepouzivejte.

VSechny reagencie a skliCka skladujte pfi teploté 2 °C — 8 °C / 35.6 °F — 46.4 °F v jejich plvodnich
obalech. Jakmile jsou rekonstituované roztoky pfipravené, jsou stabilni po dobu minimalné 1 tydne
pfi teploté 2 °C —8 °C/ 35.6 °F — 46.4 °F. Reagencie a sklicka se mohou pouzivat pouze do
data expirace uvedeného na kazdé casti.

BEZPECNOSTNIi OPATRENI PRI POUZIVANI

Udaje tykajici se zdravotnich rizik

TENTO VYROBEK JE URCEN POUZE K DIAGNOSTICKEMU POUZITi IN VITRO. Proto mohou
soupravu pouzivat pouze pracovnici specialné vyskoleni v metodach in vitro diagnostiky. Ackoli se
vyrobek nepovazuje za zvlast toxicky ani nebezpecny v podminkach zamysleného pouziti,
k zachovani maximalni bezpecnosti postupuijte podle nasledujicich doporuceni:

Doporuceni a bezpec¢nostni opatreni

Tato souprava obsahuje potencialné nebezpecné Casti. Ackoli nejsou reagencie soupravy
klasifikovany jako drazdivé na oci a kuzi, doporu¢ujeme nosit jednorazové rukavice a vyhnout se
kontaktu s oCima a kuzi.

Veskery material lidského puvodu pouzity pro nékteré reagencie této soupravy (napf. kontroly) byl
testovan schvalenymi metodami a shledan negativnim na HBsAg, hepatitidu C a HIV. Zadny test
vSak nemuze zcela zarucit nepfitomnost virovych agens v tomto materialu. S kontrolami souprav
a vzorky pacientl proto zachazejte v souladu se statnimi pozadavky, a jako kdyby mohly prenaset
infekéni onemocnéni.

Souprava obsahuje material zvifeciho pavodu (BSA, imunoglobulin), jak je uvedeno v obsahu.
Zachazejte s ni v souladu se statnimi poZadavky.

Obecné pokyny k pouziti

1. Nepipetujte usty. Pfi manipulaci se soupravou nekufte, nejezte ani nepijte.

2. Nemichejte reagencie s reagenciemi s odliSnym Cislem SarZe ani je jimi nenahrazujte. Mohlo
by to vést k odchylkam ve vysledcich.

Po pouziti uchovavejte vSechny bariky zaviené, aby nedoS$lo k bakterialni kontaminaci.
VSechny roztoky vzdy pipetujte pomoci novych sterilnich pipetovacich Spicek.

Casti nikdy nevystavujte vy3$im teplotdam nez 37 °C / 98.6 °F.

Bé&hem celé doby postupu davejte vZdy pozor, aby jamky sklicka nevyschly.

Skli¢ka nikdy nevystavujte mrazu.

Noobkow

Kazda laborator si musi stanovit vlastni interni kontroly pro vlastni techniky, kontroly,
vybaveni a populaci pacienttl podle zavedenych postupi.

Konkrétni klinicka diagnéza nesmi byt zalozena pouze na vysledcich provedeného testu.
Musi byt stanovena lékafrem po zhodnoceni v§ech klinickych a laboratornich nalezu.

Pokud hodnoty kontrol nesplfuji kritéria, test je neplatny a musi se opakovat. Je tfeba zkontrolovat
nasledujici technické zalezitosti: Data expirace (pfipravenych) reagencii, skladovaci podminky,
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pipety, prostfedky, fotometr, inkubacni podminky a zpisoby promyvani. Pokud testované polozky
vykazuji abnormalni hodnoty ¢&i jakykoli druh odchylky nebo pokud nejsou bez opodstatnéného
davodu splnéna kritéria validace, kontaktujte mistniho zastupce.

ODBER VZORKU, MANIPULACE S NIMI A JEJICH
SKLADOVANI

Priprava vzorku: Idealni je pouzivat ¢erstvé odebrané vzorky séra. Odbér krve se musi provést
podle statnich pozadavkul. Vzorky krve odeberte asepticky.

Lipemické, ikterické, hemolyzované nebo mikrobialné kontaminované vzorky mohou zpUsobit
interferenci.

Séra s Casticemi se musi vycistit odstfedénim nizkou rychlosti (< 1 000x% g). Vzorky krve se musi
odebirat do Cistych, suchych a prazdnych zkumavek. Po separaci se vzorky séra musi pouZit
bé&hem prvnich 8 hodin, respektive jsou-li pevné uzaviené, je mozné je skladovat az 48 hodin pfi
teploté 2-8 °C / 35.6—46.4 °F nebo zmrazené pfi teploté —-20 °C /-4 °F po delSi dobu. Vzorky
opakované nezmrazujte a nerozmrazuijte.

POSTUP TESTU

Priprava pred pipetovanim

Pokud chcete dosahnout optimalni vykonnosti testu, nechte pfed pouzitim vSechny ¢asti dosahnout
pokojové teploty (20-26 °C /64—78.8 °F), dobfe zamichejte a postupujte podle doporu¢eného
schématu inkubace.

1. PFiprava promyvaciho pufru: Nafedte koncentrovany pufr destilovanou vodou v poméru 1 : 10.

2. Redéni vzorki: Nafedte séra pacienta (screeningovy titr viz ast Postup pouZiti soupravy

v souladu s ozna€enim vyrobku, ktery pouzivate) pomoci pufru pro vzorky (1%). U souprav HEp-

2, nDNA, rLKS, EMA atd. mohou byt titry odlidné.

Kontroly jsou pfipraveny k pouziti.

4. Pfipravte protokol: Listy interpretace dat jsou k dispozici v ¢asti Postup pouZiti soupravy podle
oznaceni vyrobku, ktery pouzivate.

w
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b. Provedeni testu

Popis kroku

Vytahnéte pozadovana skliCka z obalu a oznacte je. Nedotykejte se jamek. Nenechte

1 skli¢ka vyschnout.

Pripravte inkubator: Do inkubatoru dejte maly objem deionizované nebo destilované vody
a vlozte skli¢ka na podpéry inkubatoru.

Sklicka inkubujte pfi pokojové teploté ve vihkém inkubatoru 30 minut £ 10 minut.
U konjugatu pouzijte stejné inkubacni doby.

2. Prvni inkubace: Do pfisluSnych jamek napipetujte pfiméfeny objem kazdého nafedéného
séra a kontrol (pfipraveny k pouziti). Snazte se pipetou pfimo nedotykat povrchu skli¢ka.
Zkontrolujte, zda je kazda jamka uplIné zakryta odpovidajicim sérem. Je dllezité pouzit tolik
testovaného materialu, kolik je potfeba k uplnému zakryti jamky. Ale dbejte na to, aby
kapalina mezi jamkami neproudila. Mohlo by to vést k nespravnym vysledkim.

Promyti: Po inkubaci vytahnéte sklicka z inkubatoru a pomoci stficky kratce oplachnéte
promyvacim pufrem. Nestfikejte pufr pfimo na jamky.
POZNAMKA: Aby nedoSlo ke zkfizené kontaminaci naklorite skliko nejprve smérem
k jedné Fadé, opatrné nechte téct promyvaci pufr podél stfedu sklicka a odtéct dolnim
okrajem skli¢ka. Poté naklorite sklicko smérem k dal§i fadé a postup opakujte. Nechte
promyvaci pufr odtéct v misté, kde se nyni nachazi dolni okraj sklicka. Sklicka omyvejte
3. 10 minut promyvacim pufrem v misce na barveni sklicek. Davejte pozor, aby nedoSlo
k pfimému kontaktu pevnych ¢asti a substratu. Pokud chcete docilit optimalnich vysledku,
pufrovaci roztok jednou za 5 minut vyménte.

Vytadhnéte sklicka z misky na barveni a opatrné odstrante prfebyteCny promyvaci pufr.

POZNAMKA: Je dllezité, abyste nenechali jamky sklicka béhem postupu vyschnout. Mohlo
by dojit k poSkozeni substratu. Zadnym zpisobem skli¢ko neodsavejte ani nesuste ani ho
nenechavejte ustat bez reagencie fluorescencni protilatky déle nez nékolik sekund.

Druha inkubace: Po postupu promyti vratte sklicko ihned do inkubatoru, zakryjte kazdou
4.  jamku odpovidajicim mnozstvim konjugatu FITC a zkontrolujte, zda je jamka UpIné zakryta.

Sklicka inkubujte pfi pokojové teploté v temnu 30 minut £ 10 minut.

Promyti: Po inkubaci vytahnéte sklicka z inkubatoru a pomoci stficky kratce oplachnéte
promyvacim pufrem. Nestfikejte pufr pfimo na jamky. Sklicka omyvejte 10 minut
promyvacim pufrem v misce na barveni skli¢ek. Pokud chcete docilit optimalnich vysledku,
pufrovaci roztok jednou za 5 minut vymérite.

*Volitelné kontrastni barveni: Nafedte kontrastni barvivo (Evansova modf) promyvacim
pufrem v poméru 1: 3 000 a dobfe promichejte. Kontrastni barveni vylijte do misky na
barveni a inkubujte v ni sklicka. Konkrétni inkubacni dobu najdete v Casti Postup pouZziti
soupravy podle oznaceni vyrobku, ktery pouzivate. Evansova modf pokryje nespecifickou
fluorescenci pozadi.

Po uplynuti inkubacni doby sklicka vyjméte a kratce oplachnéte promyvacim roztokem.

Odstrarite prebytedny promyvaci roztok. Zadnym zpisobem sklicko neodsavejte ani
nesuste.

Fixaéni médium: Pfidejte odpovidajici objem fixatniho média podél stfedu kazdého
sklicka. Kryci sklicko umistujte opatrné, aby nedoslo ke vzniku vzduchovych bublin.

Cteni: Sklicka prohlédnéte ihned pfi celkovém 400-800nasobném zvétSeni pomoci
fluorescenéniho mikroskopu (excitacni filtr — 490 nm, bariérovy filtr — 510 nm).
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Pracovni postup
Kontroly / Pfedfredéné Vzorky 0
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12. RESENI POTIZi

CHYBA | WOZNE PRICINY Reseni |

- Lyza bunék po dlouhotrvajicim kontaktu Postupujte podle doporu¢eného

o s deionizovanou vodou. promyvaciho postupu.
Nizka hustota  _ p s py| nastiikan pfimo na substrat do
bunék jamky.
Proteolytické enzymy napadly substrat. Inaktivni sérum.
Sérum je zaschlé v jamkach, fluorescence @ Vzdy inkubujte ve vihkém prostfedi.
silngj8i na okraji.
Sérum nezakryva testovaci jamku. Pouzijte dostate¢ny objem testovaného
materialu.
Nerovnomérna ZkfiZzena reakce mezi jamkami. PF¥i prvni inkubaci dejte pozor, aby nedoslo
fluorescence

k proudéni kapaliny mezi jamkami.

Oznaceni skliCka voskovou tuzkou vytvafi | PouZijte oby&ejnou (nevoskovou) tuzku.
na skli¢ku film.

Mikroskop neni spravné nastaveny. Zkontrolujte nastaveni UV lampy.
Skli¢ko bylo inkubovano v chladni¢ce bez Utésnéte sklicko lakem na nehty nebo
zakryti. parafinovym voskem.
Difuzni obraz . : . . :
I.F. mikroskop je Spinavy. Mozné Mikroskop vy istéte podle pokynu.
poskrabani Cocky.
Konjugat a sklicka byly rozmrazeny Konjugat a sklicka skladujte pfi teploté
a znovu zmrazeny. 2°C-8°C/356 °F-46.4°F.
Nafedéné kontroly. Nahlédnéte do pokyn(, pouzijte kontroly
soupravy pfipravené k pouZiti.
%ﬂﬁ;ebo - Bakterialni kontaminace séra nebo Zkontrolujte podminky.
fluorescence konjugatu.

- Mikroskop neni nastaveny.
- Hodnota pH promyvaciho roztoku je pfilis

nizka (hodnota pH 7,4 £ 0,2).
Konjugat FITC byl vystaven svétlu. Konjugat skladujte chranény pred svétlem.
Nahlédnéte do pokynl k promyvani.
Nenechte sklicko vyschnout.
Pouzivejte pouze Cerstva séra.

ZKkontrolujte, zda mate spravny
filtr/objektiv.

- Nespravné promyti.

- Vysu$ené sklicko.

- Lipemicka, hemolyticka séra.
- Chyba mikroskopu.

Fluorescence
pozadi
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