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HISTOFLUOR® ANTI-ENDOMYSIUM AUTOANTIKROPP (EmA)
FLUORESCERANDE TESTSYSTEM

For diagnostisk anvandning in vitro

Endast for export
For yrkesmassig anvandning

AVSEDD ANVANDNING: Detta &r ett indirekt fluorescerande antikroppstest for kvalitativ och halvkvantitativ detektering
av antikroppar mot endomysium i humanserum. Detta testsystem skall anvandas som hjalp vid detektering av
antikroppar som forknippas med celiaki och dermatit herpetiformis.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

De autoantikroppar som finns i manniskor ar riktade mot ett antal olika antigener. Manga av dessa antigener ar mycket
konserverade, sa att praktiskt taget identiska antigena epitoper hittas i djur- och manniskovavnad. Anvandningen av
djurvavnad for att detektera dessa antikroppar ar ett sedan lange anvant laboratorieférfarande. Manga av de
autoantikroppar som detekteras pa djurvavnad ar nara forknippade med specifika autoimmuna sjukdomar hos
manniskor. Detektering och kvantifiering av specifika autoantikroppar méjliggor diagnos och dvervakning av specifika
autoimmuna sjukdomar (1).

TESTPRINCIP

Immuno Concepts fluorescerande antikroppstestsystem anvander den indirekta fluorescerande antikroppsteknik som
forst beskrevs av Weller och Coons (2). Patientprover inkuberas med antigensubstrat for att tillata specifik bindning av
autoantikroppar till cellkomponenter. Om autoantikroppar férekommer bildas ett stabilt antigen/antikroppkomplex. Efter
tvattning for att avlagsna icke-specifika och obundna antikroppar, inkuberas substratet med en antihuman antikropp
som konjugeras till fluorescein. Nar resultaten &r positiva bildas ett stabilt komplex i tre delar bestaende av
fluorescerande antikropp bunden till human autoantikropp, som binds till cellulart antigen. Detta komplex kan
visualiseras med hjalp av ett fluorescerande mikroskop. | positiva prover uppvisar cellerna en appelgrén fluorescens
med ett fargningsmaonster som &r karakteristiskt for den aktuella antigenférdelningen inom cellerna. Om provet &r
negativt for autoantikroppar uppvisar cellerna inte ett tydligt urskiljbart fluorescensmaonster.

SYSTEMKOMPONENTER - MATERIAL SOM INGAR

Anvandning: Alla komponenter levereras klara for anvandning utan behov av alikvotering eller rekonstitution (férutom
PBS-bufferten som maste upplésas i avjoniserat eller destillerat vatten fére anvandning).

Forvaring: Alla komponenter kan forvaras i kylskap vid 2-10 °C. Efter rekonstitution skall PBS-bufferten forvaras i
behallare med skruvlock vid 2-25 °C. Monteringsmedel och skyddsremsor kan lagras vid rumstemperatur (18-25 °C).

Stabilitet: Alla komponenter forblir stabila i minst 12 manader fran tillverkningsdatum. Anvand inte ndgon komponent
senare an dess forfallodatum.
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REAKTIVA REAGENSER
Substratobjektglas [OBJEKTGLAS]: Katalognr 12004-01, 12008-01. Tunna (ungefar 4-5 mikrometer) snitt av primats
distala esofagus.

Specifik positiv kontroll for antikroppar mot endomysium : Katalognr 12021-01. Pipettampull redo

for anvandning innehallande 1,0 ml positivt humankontrollserum med antikropp specifik for endomysiumantigener.
Detta serum pavisar ett positivt fargningsmonster for antikroppar mot endomysium pa primatvavnadssubstratet.

Negativt kontrollserum [KONTROLL| -|: Katalognr 12031. Pipettampull redo fér anvandning innehallande 1,0 ml
negativt humankontrollserum. Denna kontroll kan pavisa svagt fluorescerande fargning, men den visar inget urskiljbart
monster.

Fluorescerande antikroppsreagens [CONJ|FITC]: Katalognr 12009-01 (9,0 ml), 12075-01 (23 ml). Get anti-humant IgA

konjugerat med fluorescein isotiocyanat (FITC). Reagensen levereras redo foér anvandning i precisionspipettflaskor
med 9,0 ml fér vart 10:e objektglas i fullstindiga testsatser.

ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER

PBS-buffertpulver : Katalognr 1011. Fosfatbuffrat saltiésningspulver (0,01 M, pH 7,4 £ 0,2). Varje pase
innehaller tillrackligt med buffertpulver for att ge 1 liter. (En pase med buffertpulver levereras for vart femte objektglas i
fullstandiga testsatser.)

Framstallning: L6s upp en pase med buffertpulver i 1 liter avjoniserat eller destillerat vatten, tack och férvara
mellan 2 och 25 °C under upp till fyra veckor eller tills tecken pa férorening eller andra synliga férandringar
upptrader.

Halvpermanent monteringsmedel [SOLNJMM]: Katalognr 1111. Bruksfardig pipettampull innehallande 5,0 ml
glycerolbaserat monteringsmedel. Denna reagens kan lagras vid rumstemperatur (18-25 °C).

Skyddsremsor [CVSLP|: Katalognr 1042. Varje bunt innehaller tio (10) 24x64 mm skyddsremsa av glas nr 1.
Skyddsremsor kan lagras i rumstemperatur (18-25 °C).

YTTERLIGARE MATERIAL SOM KRAVS - MEN INTE INGAR

Volymetriska pipetter for pipettering av 30-40 pl volymer
Coplin-karl eller fargningsskalar

Klamflaska eller Pasteur-pipetter

Serologiska pipetter

Enlitersbehallare (for PBS-buffert)

Avjoniserat eller destillerat vatten

Provror for att framstélla serumspéadningar

Laskpapper eller pappershanddukar
Inkubationskammare

Engangshandskar

Laboratorietidur

Fluorescerande mikroskop med 495 nm matarfilter och 515 nm sparrfilter

FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Allt material av humant ursprung som anvants fér denna produkt har testats och visat sig vara negativt (inte
upprepat reaktivt) for antikroppar mot humant immunbristvirus-1 (HIV-1), humant immunbristvirus-2 (HIV-2), hepatit
C-virus (HCV) och hepatit B ytantigen (HBsAg) med FDA-godk&nda metoder. Ingen testmetod kan emellertid helt
garantera att det inte forekommer HIV-1, HIV-2, hepatit C-virus, hepatit B eller andra smittdmnen. Darfor skall allt
satsmaterial hanteras som potentiellt smittsamt material. Allt material som harstammar fran djur som anvands for
den har produkten kommer fran de USA- eller USDA-godkénda anlaggningarna.

2. Alla patientprover skall hanteras pa biosakerhetsniva 2 enligt vad som rekommenderas for eventuellt smittsamt
humanserum eller blodprov i manualen fran USA:s Centers for Disease Control/National Institutes of Health:
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. Spadning av komponenter eller byte till andra komponenter &n de som tillhandahalls kan ge motsdgande resultat.
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4. Natriumazid (0,09 %) anvands som konserveringsmedel i vissa reagenser. Natriumazid kan reagera med bly- eller
kopparledningar och bilda explosiva metallazidsalter. Nar reagenser kasseras skall man darfor spola med stora
maéangder kranvatten for att for att forebygga eventuella rester i avloppsror. Natriumazid &r ett gift och kan vara
toxiskt vid fortaring.

Denna sats ar avsedd for diagnostisk anvandning in vitro.

Om hemolyserade eller lipemiska serum maste anvandas, skall inaktivt serum varmas i 30 minuter i 56 °C for
optimala resultat. Mikrobiellt kontaminerade serum skall inte anvandas.

Undvik att roka, &ta eller dricka i omraden dar prover eller satsreagenser hanteras.

Undvik alltid stank eller alstring av aerosoler.

Andra inkubationstider och temperaturer &n de som anges kan orsaka felaktiga resultat.

. Korskontamination mellan reagenser eller prover kan ge felaktiga resultat.

. Ateranvandningsbart glas maste tvéttas och skéljas noggrant och vara fritt frdn rengéringsmedel fére anvandning.
Allt glas maste rengoras och torkas fore anvandning.

12. Placera alla reagenser, objektglas och prover i rumstemperatur (18-25 °C) fére anvandning.

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

14. Mikrobiell kontamination av reagenser eller prover kan ge felaktiga resultat.

15. Pipettera aldrig med munnen och undvik kontakt med reagenser och prover med hud eller slemhinnor. Tvatta med

bakteriedodande tval och rikligt med vatten om kontakt anda intraffar.
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PROVTAGNING

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

Stérande &mnen: Serum som uppvisar en hdg grad av hemolys, ikterus, lipemi eller mikrobiell tillvaxt bér inte
anvandas, eftersom dessa betingelser kan leda till felaktiga resultat. Prover som innehaller synliga partiklar bor klaras
genom centrifugering fore testning.

Forvaring: Serum kan forvaras i 2-10 °C under hdgst en vecka. Om analysen fordrojs ytterligare skall serum frysas i
—20 °C eller lagre. Serum skall inte forvaras i sjalvavfrostande kylskap eller fryslagerrum.

VAR FORSIKTIG: Upprepad frysning/upptining av patientprover kan ge felaktigt positiva eller felaktigt negativa resultat.

TOLKNING AV RESULTAT

KVALITETSKONTROLL

Positiva, negativa och PBS-kontroller skall testas en gang per korning. Den positiva kontrollen skall uppvisa ljus
appelgron fluorescens i de tillampliga vavnadsstrukturerna med ett klart urskiljbart monster som &r karakteristiskt for det
kontrollserum som anvants. Den negativa kontrollen skall uppvisa lag intensitet, ospecifik, mattgron fluorescens i
vavnaden, men inget urskiljbart fargningsmonster. PBS-kontrollen anvands for att observera ospecifik fargning av
antikroppsreagens och skall inte uppvisa nagon grén fluorescens. Om kontrollerna inte ser ut enligt beskrivningarna ar
testet ogiltigt och skall upprepas.

Det ar viktigt att fluorescensintensiteten inte blandas ihop med néarvaro eller franvaro av antikroppar. Huvudfaktorn att
Overvaga vid avgdrande om en viss spadning av serum &r positiv ar att det finns ett klart urskiljbart ménster, oavsett
fluorescensfargningens intensitet.

Nagra av de manga faktorer som kan paverka dina resultat kan inkludera, men ar inte begransade till:

1. Den typ av ljuskalla som anvéands. Kvicksilverljuskallor kommer att framstélla storre exciteringsenergi vid 495 nm an
kvarts/halogen. Kvicksilverljuskallor pa 50 watt, 100 watt och 200 watt skiljer sig inte mycket at i exciteringsenergi
vid 495 nm. 100 watts kvarts/halogen-ljuskallor kommer att framstélla stérre exciteringsenergi vid 495 nm &n 50
watts kvarts/halogen.

2. Ljuskallans skick och alder. Detta galler framfor allt kvicksilverljuskallor som i allmanhet visar en gradvis minskning i
exciteringsenergi vid 495 nm fére utbranning. Denna gradvisa reduktion i exciteringsenergi kan leda till en méarkbar
forlust i kanslighet 6ver flera veckor. Detta problem kan undvikas genom att féra en loggbok. Fér basta resultat, byt
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ut 50 watts kvicksilverglédlampor vid 100 timmar och 100 eller 200 watts kvicksilverglédlampor vid 200 timmar.
Kvarts/halogen-ljuskallor visar i allmanhet inte en gradvis reduktion i exciteringsenergi fére utbranning.

3. Den typ av matarfilter som anvands. Stérningsmatarfilter ger storre kanslighet vid en mycket smalare vaglangd &an
absorptionsmatarfilter. Hanvisa till manualen for ditt fluorescerande mikroskop eller séljrepresentant for mer
information.

4. Korrekt inriktning av mikroskopljusets bana. Hanvisa till manualen for ditt fluorescerande mikroskop fér anvisningar.

5. Objektivets numeriska blandardppning. Med infallande ljusfluorescens (Epi) dkar fluorescensen exponentiellt,
medan den numeriska blandaréppningen (NA) 6kar additivt. Detta kan gora att ett 40X-objektiv med en NA pa 0,65
laser en eller flera spadningar lagre &n ett 40X-objektiv med en NA pa 0,85. Den numeriska blandaréppningen star
angiven pa sidan av objektivet.

6. Sparrfilter. Sparrfilter minskar de speciella exciteringsvaglangderna och kan anvandas for att minska kansligheten.
Hénvisa till manualen for ditt fluorescerande mikroskop eller séljrepresentant fér mer information.

7. Precision och exakthet i spadningsteknik, utrustning, samt testmetodernas genomférande.

TOLKNING AV PATIENTRESULTAT
100X gangers total forstoring rekommenderas for att screena positivt/negativt, medan 200X total forstoring
rekommenderas for moénsterigenk&nning.

Negativt: Serum anses vara negativt om fargning ar mindre an eller lika med den negativa kontrollbrunn utan nagot
klart urskiljpart monster. Vavnaden kan visa svag fargning utan nagot tydligt urskiljbart monster.

Positivt: Ett serum anses vara positivt om vavnaden visar ett klart urskiljbart fargningsmonster.
FLUORESCENSINTENSITET

Fluorescensintensitet kan semikvantifieras enligt de riktlinjer for fluorescerande antikroppsreagenser som amerikanska
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) i Atlanta, Georgia, USA har uppréattat.

4+ Lysande gulgrén (maximal fluorescens): tydlig kontur.
3+ Mindre lysande gulgron fluorescens: tydlig kontur.

2+ Definitivt ménster men svag fluorescens.

1+ Mycket dampad fluorescens.

Ett standardobjektglas for faststallande av dessa fluorescerande intensiteter, FITC QC Slide™, katalognummer 1900,
kan bestallas fran Immuno Concepts N.A. Ltd.

RAPPORTERING AV RESULTAT

Screening: Resultat ska rapporteras som positiva eller negativa vid spadningen 1:5 och fargningsmonstret skall
rapporteras.

MONSTERDETEKTERING

Antikroppar mot endomysium (EmA): Ett fint natverk med fibrer ses omge glatta muskelceller

i muscularis mucosae
Antigen: Vavnadstransglutaminas i endomysialt 6verdrag som omger glatta muskelceller.
Sjukdomssamband: Antikroppar mot endomysium ses i 95-100 % av obehandlade patienter med celiaki.

Antikroppar mot endomysium



Antikroppar med antibasalmembran: Framtradande fargning av basalmembranomradet tillsammans med dermal-
epidermal korsning.
Antigen: Antigenet har identifierats som 180 kDa transmembranprotein (BP 180).
Sjukdomssamband: Dessa antikroppar férknippas med bullos eller blasbildande pemfigoid, och har identifierats
hos ungeféar 70 % av patienter med denna sjukdom.

Antikroppar med antibasalmembran

Antikropp mot intracelluléar cement: Fargning av det intracellulara materialet i det stratifierade epitelskiktet i esofagus.
Antigen: Antigenet har identifierats som 130 kDa desmoglein 3-protein.
Sjukdomssamband: Dessa antikroppar forknippas med den aktiva formen av pemfigus vulgaris, och har
identifierats hos ungefar 90 % av patienter med denna sjukdom.

Antikropp mot intracellulart cement

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Det gér inte att stalla diagnos baserat pa endast antikroppsdetektering med vavnader. Lakaren maste tolka dessa
resultat i samband med patientens historia och symtom, fysiska rén och andra diagnostiska procedurer.

2. Behandling skall inte initieras endast baserat pa ett positivt test for antikroppar. Kliniska indikationer, andra
laboratorierén och lakarens kliniska intryck maste évervagas innan nagon behandling initieras.

3. Aven om en positiv reaktion kan tyda starkt pa sjukdom skall den inte anses vara diagnostisk utan istéllet betraktas
som del av patientens generella kliniska historia.

4. Fargningsmonster andras ofta med progressiv serumtitrering. Detta fenomen beror vanligtvis pa att det finns mer &an
ett sjukdomstillstand.

5. Pagrund av de manga alternativ som finns tillgangliga nar det galler fluorescerande mikroskop, rekommenderas
det att ljuskallor, filter och optik standardiseras vid jamfdrelse av patienttitreringar mellan laboratorier.
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HISTOFLUOR® ANTI-ENDOMYSIUM AUTOANTIKROPP (EMA) FLUORESCERANDE
TESTSYSTEM FORFARANDE

OBS! Om laboratoriet anvander ett automatiserat system for bearbetning av prover skall tillverkarens férfaranden och
rekommendationer foljas. Systemet for bearbetning av objektglas skall ha programmerats for lampliga provspadningar,
dispenseringsvolymer och inkubationstider enligt vad som beskrivs nedan

REKONSTITUTION AV BUFFERT (PBS) 7.
L6s upp innehallet i en buffertpase i en liter avjoniserat eller

destillerat vatten. PBS-bufferten kan tackas och forvaras i 2-

10 °C i hogst fyra veckor.

SPADNING AV PATIENTPROVER
Screening: Spad patientprover till 1:5 genom att tillsatta 0,100
ml (100 pl) serum till 0,400 ml (400 pl) rekonstituerad PBS.

IORDNINGSTALLANDE AV OBJEKTGLAS FOR

SUBSTRAT (30-40 pl/brunn)

Avlagsna objektglaset/-glasen fran pasen/pasarna och

placera kontrollserum p& kontrollbrunnarna enligt foljande:

Vvand upp och ned pa kontrollpipettflaskan och klam forsiktigt

tills det syns en droppe pa spetsen. For forsiktigt droppen till

ratt kontrollbrunn, men undvik direktkontakt mellan

pipettspetsen och objektglasets yta. Tillsatt 1 droppe (30-40

pl) patientprov i de numrerade brunnarna.

Obs! For allméan screening rekommenderas den positiva

kontrollen for antikroppar mot endomysium. For 8.
halvkvantitativ titrering, valj den positiva kontroll som

illustrerar det mest liknande fluorescensménstret for

screeningprovet (t.ex. for patientprov som ger ett cellmdnster

med fluorescens vid screening for antikroppar mot

endomysium, anvéand positiv kontroll for antikroppar mot

endomysium).

VAR FORSIKTIG: DIREKTKONTAKT MELLAN 9.
PIPETTSPETSEN OCH OBJEKTGLASETS YTA KAN LEDA

TILL ATT ANTIGENSUBSTRATET TAR SKADA.

INKUBATION AV OBJEKTGLAS (30 + 5 minuter i 10.

rumstemperatur d.v.s. 18-24 °C)

Placera ett eller flera objektglas i en fuktig tackt kammare (en
petriskal med fuktad pappershandduk gar bra). Inkubera, med
locket pa, i 30 minuter (+ 5 minuter) i rumstemperatur (18-

24 °C).

11.

PBS-SKOLJNING

Avlagsna ett eller flera objektglas fran inkubatorbrickan och
skolj hastigt med PBS genom att anvanda en sprutflaska,
Pasteur, eller serologisk pipett. Spruta inte buffert direkt pa
brunnarna.

Obs! Led PBS-flodet langs objektglasets mittlinje for att
undvika korskontamination pa objektglasen genom att forst
luta objektglaset mot den dvre raden med brunnar och
déarefter mot den nedre raden med brunnar.

PBS-TVATTNING (10 minuter)

Tvétta objektglaset/-glasen under tio minuter med PBS i en
fargningsskal for objektglas eller ett Coplin-karl. Denna
tvattning kan foérlangas med 10-30 minuter utan att de slutliga
testresultaten paverkas. Kassera PBS-tvattiosningen efter
anvandning.

FLUORESCERANDE ANTIKROPPSREAGENS (tack
brunnarna med 12-14 droppar)

Avlagsna ett objektglas at gangen frdn PBS. Knacka
objektglasets sida mot laskpapper eller pappershandduk for
att avliagsna dverskottsbuffert. Aterfér omedelbart objektglaset
till inkubationskammaren och tack brunnarna helt med
fluorescerande antikroppsreagens. Boérja med att placera en
droppe Over varje brunn. Upprepa detta for varje objektglas.
Fluorescerande antikroppsreagens har titrerats for att
kompensera for buffert som finns kvar pa objektglaset efter
skdljning.

Obs! Det ar viktigt att objektglasbrunnarna inte torkar ut under
detta forfarande for da kan substratet skadas.

TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LASKPAPPER
ELLER ANNAT FOREMAL OCH LAT ALDRIG
OBJEKTGLASET STA UTAN FLUORESCERANDE
ANTIKROPPSREAGENS LANGRE AN FEMTON (15)
SEKUNDER.

INKUBATION AV OBJEKTGLAS (30 + 5 minuter i
rumstemperatur d.v.s. 18-24 °C)

Placera locket pa inkubationskammaren och tack med en
pappershandduk for att forhindra att det utsatts for ljus, om
kammaren inte ar ogenomskinlig. Inkubera objektglaset/-
glasen i 30 minuter (£ 5 minuter) i rumstemperatur (18-24 °C).

PBS-SKOLJNING
Avlagsna objektglaset/-glasen fran inkubatorbrickan och skolj
hastigt med PBS. Spruta inte buffert direkt p& brunnarna.

PBS-TVATTNING (10 minuter)

Tvétta objektglaset/-glasen under tio minuter med PBS i en
fargningsskal for objektglas eller ett Coplin-karl. Denna
tvattning kan forlangas med 10-30 minuter utan att de slutliga
testresultaten paverkas nar motfargning inte anvands.

MONTERING AV SKYDDSREMSOR

Avlagsna ett objektglas at gangen fran PBS. Knacka
objektglasets sida mot laskpapper eller pappershandduk for
att avlagsna overskottsbuffert.

TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LASKPAPPER
ELLER ANNAT FOREMAL OCH LAT ALDRIG
OBJEKTGLASET STA UTAN SKYDDSREMSA UNDER
LANGRE AN (15) FEMTON SEKUNDER. Lagg till tillr&ckligt
med halvpermanent monteringsmedel for tdcka dver
brunnarna i varje objektglas. Satt forsiktigt skyddsremsan pa
plats och undvik luftfickor genom att forsiktigt lagga ned
skyddsremsan frén objektglasets ena &nde till den andra.
Obs! Overflodigt monteringsmedel pa objektglaset kan leda
till hog bakgrundsfluorescens pa grund av ljusspridning, eller
brist pa tydlig upplésning av celler (suddig bild). Overflodigt
monteringsmedium kan avlagsnas fran objektglaset genom att
forsiktigt torka skyddsremsan med laskpapper eller linspapper
samtidigt som man undviker all direkt berdring av
skyddsremsan.
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