Anti-Gliadin Antibody (AGA) ELISA

“ CLIA Complexity: High

o CDC Analyte Identification Code: 0528
IMMCQO  cDc Test System Identification Code: 28513/28514

DIAGNOSTICS PRODUCT INSERT

1117A IgA-AGA ELISA 96 Determinations
1117G IgG-AGA ELISA 96 Determinations

An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection and semi-quantitation of IgG- or IgA-anti-gliadin
antibodies in human serum to aid in the diagnosis of patients with celiac disease and dermatitis herpetiformis.

SUMMARY AND EXPLANATION

Gluten sensitive enteropathy (GSE), i.e. celiac disease (CD) and dermatitis herpetiformis (DH), is a common
clinically heterogenous gastrointestinal disorder with sensitivity to gluten, and can exhibit with non-classic or
minimal symptoms’. There is some genetic component associated with GSE which is illustrated by showing,
that approximately 5-10% of first degree relatives have symptomatic or asymptomatic CD. Children with short
stature and patients with insulin dependent diabetes and other autoimmune disorders also demonstrate a greater
likelihood of developing GSE . Strict avoidance of gluten in the diet is recommended to control the disease activity
and early diagnosis in such patients may improve their overall prognosis?.

Published literature suggests the use of serological testing for patients suspected of GSE and to monitor dietary
compliance *% The European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition (ESPGAN) has recommended
the inclusion of various serological tests to reduce the number of intestinal biopsies needed to make a diagnosis’.
These include tests for anti-gliadin (AGA), anti-reticulin (ARA) and anti-endomysial (EMA) antibodies. Of these,
AGA have been studied the most 82° Using ELISA, both IgA and IgG class AGA are detected in sera of patients
with GSE. Of these, IgG class AGA seem more sensitive but less specific indicators of GSE than IgA class AGA.
IgA class AGA on the other hand are less sensitive but more specific for GSE.

PRINCIPALS OF THE PROCEDURE

Gliadin antigen is bound to the wells of a polystyrene microwell plate followed by blocking the unreacted sites to
reduce non-specific binding. Controls, calibrators and diluted patient sera are added to separate wells, allowing
any gliadin antibodies present to bind to the immobilized antigen. Unbound sample is washed away and an
enzyme labeled anti-human IgG or IgA conjugate is added to each well. These enzyme conjugated antibodies bind
specifically to the human immunoglobulin of the appropriate class. After washing away any unbound conjugate,
specific enzyme substrate (pNPP) is then added to the wells. After stopping the enzymatic reaction, the intensity
of color change, which is proportional to the concentration of antibody, is read by a spectrophotometer at 405 nm.
Results are expressed in ELISA units per milliliter (EU/ml).

REAGENTS

Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. Do not use if reagent is not clear or if a precipitate is present. All
reagents must be brought to room temperature (20-25°C) prior to use. When stored at 2-8°C, the reconstituted
wash buffer is stable until the kit expiration date. Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized
water. Coated microwell strips are for one time use only.

Precautions

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2
and HTLV-I and found negative by FDA required tests. However human blood derivatives and patient specimens
should be considered potentially infectious. 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.
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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 kit insert to en-sure valid results. Do not
interchange kit components with those from other sources other than the same catalog number from Immco

Diagnostics Inc.

Use good laboratory techniques to minimize microbial and chemical contamination. Do not use after expiration

date.

Materials provided
ImmuLisa™ IgA-AGA ELISA 1117A
ImmuLisa™ IgG-AGA ELISA 1117G

12x8 | MICROPLATE | AGA |

1x1.5ml |CALIBRATOR|A|AGA|*t

1x1.5ml [CALIBRATOR |B|AGA |**

1x1.5ml | CALIBRATOR |C|AGA |**

1x1.5ml |CALIBRATOR |D|AGA|*t

1x1.5ml [CONTROL |+[AGA|*t

1x1.5ml [CONTROL]-|*

1x12ml [IgA-CONJ [ ALKPHOS |* 1

1x12ml |IgG-CONJ | ALKPHOS |* f

1x60ml [DIL|*
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12ml
2x

* Contains < 0.1% NaN,

Microplate with individual breakaway microwells coated with
gliadin antigen.

Ready to use Calibrator A (green cap). Human serum containing
antibodies to gliadin.

Ready to use Calibrator B (violet cap). Human serum containing
antibodies to gliadin.

Ready to use Calibrator C (blue cap). Human serum containing
antibodies to gliadin.

Ready to use Calibrator D (yellow cap). Human serum containing
antibodies to gliadin.

Ready to use Positive Control (red cap). Contains human serum
positive for AGA.

Ready to use Negative Control (white cap). Contains human
serum.

Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded
pink.

Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded
pink.

Ready to use Serum Diluent. Color coded blue.

Ready to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect from
light.

Ready to use Stop Solution.

Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

U 1117A contains IgA-AGA calibrators, controls and IgA conjugate
1117G contains IgG-AGA calibrators, controls and IgG conjugate



EN

Symbols used on labels:

<d4RBE B>~ [F[5

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

0

0

PilellelIcalable [ fdelilelilg 5 ul 111000 pl]
Disposable pipette tips

Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack
Deionized or distilled water

Microplate reader capable of reading absorbance values at 405 nm. If dual wavelength microplate reader is
available, the reference filter should be set at 600-650 nm.

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

Timer

Absorbent paper

Altoe atic * icroplate [Jasher capable of dispensing 200 pl

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

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

PROCEDURE

Procedural Notes

Before starting the assay read these instructions carefully.

Bring all reagents and samples to room temperature (20-26°C) for 30 minutes. Return materials to refrigerator
immediately after use.

Prepare all dilutions of the patient specimens before starting the test.

Immediately return unused strips to the pouch containing desiccants and seal securely to minimize
exposure to water vapor.

Wash step: Good technique is critical. An automated microplate washer is recommended.

Use a multichannel pipette capable of delivering 8 wells simultaneously. This speeds the process and provides
for a more uniform incubation time.

Careful timing is important. Incubation periods begin after dispensing reagents.

Assay procedure

1.

2.

ALL REAGENTS MUST BE BROUGHT TO ROOM TEMPERATURE (20-26°C) PRIOR TO BEGINNING THE
ASSAY.

Label protocol record to indicate specimen placement in the microplate. It is good laboratory practice to test
specimens in duplicate.



EN

3. Qualitative determination: use only Calibrator D.
Semi-quantitative determination: use Calibrators A - D as shown in the example below.
QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

AleeOC AR OC
B (=569 C B (=99 C
Cles(snOC C|e3(e9OC
D(@®EOC D(@EOC
E(&&0OC E(@&0OC
F (&2600)C F©&0C
G360 G|®EOC
H(&9620C H&&OC

1.2 3 4 1 2 3 4

4. Prepare a 1:51 dilution of the patient specimen by mixing 10 [/ of the patient specimen with 0.5 ml of Serum
Diluent.

5. Add 100 (1 of Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient specimens to the appropriate
microwells indicated on the protocol record.

Note: Include one well with 100 [l of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA reader against the
reagent blank. The absorbance of this well should not be greater than 0.3.

6. Incubate 30 minutes (+ 5 minutes) at room temperature on a level surface.

7. Wash step: Thoroughl(laspirate the contents of each well. Add 200-300( L of the reconstituted wash buffer to
all wells then aspirate. Repeat this sequence thrice more for a total of four washes. Invert the plate and tap it
on absorbent material to remove any residual fluid after the last wash. Do not dry wells completely.

8. Add 1 00[L of the Conjugate to each well.

9. Incubate the wells for 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

10. Wash step: Repeat step 7.

11. Add 1 00CL of En‘Tme Substrate to each well.

12. Incubate the wells for 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

13. Add 1 00[L of Stop Solution to each well. Maintain the same sequence and timing of Stop Solution addition
as was used for the Enzyme Substrate. Read the absorbance (OD) of each well at 405nm within one hour of
stopping the reaction.

14. Read the absorbance (OD) of each well at 405nm using a single or dual wave-length microplate reader against
the reagent blank set at zero absorbance.

QUALITY CONTROL

Calibrators, Positive and Negative Controls and a reagent blank must be run with each assay to verify the integrity
and accuracy of the test. The absorbance reading of the reagent blank should be <0.3. The Calibrator A should
have an absorbance reading of not less than 1.0, otherwise the test must be repeated. The negative control must
be <20 EU/mI. If the test is run in duplicate, take the mean of the two readings to determine the EU/ml. While
performing Qualitative determinations, the optical density of the Calibrator D must be greater than that of the
negative control and lesser than the absorbance of the positive control. For semi-quantitative determinations, the
positive control must give values in the range stated on the vial.
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RESULTS

Calculations
The concentrations of the patient samples can be determined by either of two methods:

1. QUALITATIVE DETERMINATION
Abs. of Test Sample

X EU/mI of Calibrator D = EU/ml Test Sample
Abs. of Calibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot absorbance of Calibrator A through D against their respective concentration on a linear-linear graph paper.
Plot the concentration in EU/ml on the X-axis against the absorbance on the Y-axis and draw the best fit curve.
Determine the concentrations of the patient samples from the curve against its corresponding absorbance
value.

Calibrator

The calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each test. Patient specimens
containing higher antibody levels may give absorbance values greater than that of the Calibrator A. For determining
accurate semi-quantitative values such specimens should be further diluted so they fall within the range of the
calibrator curve when retested. For determining EU/ml, multiply the units obtained by the dilution factor. See
sample standard curves (Figure 1) at the end of this document.

Interpretation

The following information serves only as a guide in the interpretation of the laboratory results. Each laboratory
must determine its own normal values.

AGA-IgG Value Interpretation
Child Adult
<28 EU/mI <20 EU/mI Neg (-)
>28 EU/mI >20 EU/mI Pos (+)
AGA-IgA Value Interpretation
Child Adult
<23 EU/ml <20 EU/mI Neg (-)
>23 EU/mI >20 EU/mI Pos (+)

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

This test should not be performed on grossly hemolyzed, microbially contaminated or lipemic samples. This
method should be used for testing human serum samples only. The results obtained serve only as an aid in the
diagnosis and should not be interpreted as diagnostic in themselves. In IgA deficient CD patients IgA-AGA may
be negative.

Expected Values

The expected values in a normal population are negative (<20 EU/mI for adults and <23-28 EU/ml for children).
However, it has been determined that some apparently healthy, asymptomatic individuals may test positive for IgA
or IgG anti-gliadin antibodies. See Figure 2.

Clinical Studies

The sensitivity and specificity of the IgG- and IgA-AGA tests were determined by testing patients with active CD
(children=38), patients with DH (adults=10), patients with thyroid disorders (adults=200), patients with pemphigus
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and pemphigoid (adults=69), patients with other gastrointestinal disorders and 202 normal blood donors
(children=113 and adults=89). Results from this study appear in Table 1 at the end of this document.

Using the ImmuLisa™ IgG and IgA anti-gliadin antibody test kits, the following incidences of AGA in normals, in
patients with CD, and in other disease states were observed. IgA class AGA are specific for CD with a sensitivity
of 90%. IgG-AGA, on the other hand are sensitive indicators of CD. See Table 2.

The algorithm in Table 3 serves as a guide in the interpretation of serological testing for CD.

Some investigators have taken the approach in Figure 3 to establish the diagnosis of CD using serological
methods.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Results obtained with the ImmuLisa™ IgG and IgA-AGA test were compared with the ImmuGlo™ anti-endomysial
antibody (EMA) kit for diagnosing CD. The comparison included a total of 186 subjects. Included in the study were
34 patients on a gluten containing diet and 32 patients on gluten-free diet with a biopsy-confirmed diagnosis of CD
as per ESPGAN criteria. Results appear in Tables 4 and 5 at the end of this document.

Precision:

Samples with known concentrations of AGA were assayed in 10 replicates over a period of two weeks. Intra-and
inter-assay coefficient of variation (CV) appear in Tables 6 and 7.

Recovery

Samples with known AGA concentrations were mixed with appropriate dilutions of another positive sample with
known amounts of AGA. Anti-gliadin antibody levels of the mixed samples were determined and from the values
obtained the percent recovery calculated. The results appear in Table 8.



MéBodog ELISA yia avriow ata Katd TngG YAladivng (AGA)

“ ENOETO NMPOIONTOZ

©
| M M CO 1117A MéBodog [[TA yia avriowuara [gA Lard ¢ yAiadivng (ALIA) 96 Npoodiopiouoi
S AANAOTI~G 1117G MéBodoc¢ [ILTIA yia avriowuara [l Cara tn¢ yAiadivng (AT1A) 96 Npoadiopiopoi
DIAGNOSTICS S v uara ig ngy. ng (ALA) o PIOU

Mia [£8080g €vCul IkoU avoooTTPoapPOPNTIKOU TTpoadiopicl bl (ELISA) yia Tnv avixveuon Kai Tov nLI-TTOCOTIKO
TPoodiopIc 6 Twv avTiow! dtwv IgG f IgA katd Tng yAiadivng og opd avBpwtTou, wg Bondnlia yia mn didyvwaon
aoBevwv (€ [oIAI0 G N Kal epTnToEIdn OEPUATITION.

NEPIAHWH KAI ENMEZHMHZH

H euaiobnTn otn yAoutévn eviepomtdBeia (gluten sensitive enteropathy - GSE), dnAadn n LoiAioldln (KK) kai n
epmnToeidn¢ oepuarinida (DH), eivar [la Koivr}, KAIVIKA avo! DIOYEVAG YOO TPEVTEPIKY dlaTapaxn [ € euaioBnaoia otn
yAouTévn, n otroia [mopei va ekdnAwBei e [n Tutmika ) [€ eAdyioTa oulmTwlarta’'. H GSE oxertifetal e kdmoio
YEVETIKO OTOIXEIO, OTTWG UTTOBNAWVEI TO YEYOVOG OTI TTEPITTOU 5-10% Twv ouyyevwv TTpwTou Babliol TTapouaiddouv
KK (e oulmmw oTta | xwpeig. Maidid [€ xalnA6 avdotna kol aoBeveig [€ IVOOUAIVOEEAPTW VO TAKXOPWAN
S1aBATN Kal AAAEG auTodvooEeg dlaTapaxEG el pavifouv eTtiong [eyaAdTtepn mBavoTnTa avarTuéng GSE. ZuvioTtdral
0 auoTnPOg aTToKAEIO 166 TNG YAouTéVNG aTro TN SiaiTa yia Tov EAeyX0 TNG SpacTnPIOTNTOG TG VOO OU, EVW N £yKaIpn
dIdyvwan o€ autoUg Toug aoBeveig evOéxeTal va BEATILWOEI TN GUVOAIKA TTPOYVWON?.

H dnlooieul €vn BIBAIoypagia ouviaTd Tn XprAon OpoAoyIKWV £EeTATEWY Yia aoBeveig TTou MOavév va TTaoxouv
a1m6 GSE, kabwg kai Tnv TTapakoAolbnon Tng cul I 6pewang Tng diaitdg Toug s H EupwTraiki ETaipia Maidiatpiknig
FaoTpevieporoyiag kal AloTpogrg (ESPGAN) éxer mpoteivel Tn oul mmepiAnwn dIa@opwy OpOAOYIKWY EEETACEWV,
WoTe va [elwBei 0 apiBOS Twv BloWIwv EVTEPOU TTOU aTTaITOUVTAl Yia Tn didyvwaon’. Ze auTég TrepiAa_BdvovTal
e€eTdoelg yia avTiow ata KaTd TnG YAIadivng (AGA) kai KaTtd TnNG peTIKouAivng (ARA), KaBwg Kai yia avTl-evOo! UIKA
avTiowata (EMA). A6 autd, Ta avtiowata AGA éxouv [eAeTnOei TeplocdTepo &2 XpnaoiJotrolwvTag Tn [£6000
ELISA, éxouv avixveuBei oe opoug acBevwyv € GSE avriowlara AGA 1600 TnG 1d¢ng IgA 600 Kal NG TA¢NG
IgG. A6 auTtd, Ta avriow! ota AGA 1d¢ng IgG @aivetal TTwg atmoteAoUV TTEPICOOTEPO euaiocBnToug aAAd AlyoTEPO
€101koug O¢eikteg TNG GSE, o€ oxéon (€ Ta avriowl ota AGA 1d4¢ng IgA. ATTo TNV dAAn, Ta avtiow ata AGA Td¢ng
IgA gival AiyoTepo guaioBbnTol aAAG TTepIoodTEPO €I0IKOI OgikTeG TG GSE.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

To avtiyévo Tng yAladivng deaeUeTal OTIG KUWEAIDES £vOG TTAAKISIOU [IKPOKUWEAIDWYV aTTd TTOAUCTUPEVIO Kal, OTh
ouvéxela, Ta onl gia Tou dev Ba TTapouaidoouy avTidpaon atrokAgiovTal, WoTe va [€lwbei n [n €181k 0éal euon. Ta
dIa0AU aTa eAéyxou, oI BaBliovol NTEG Kal O apaiw( £vOl 0PI TwV aoBeVWV TTPOCTIBeVTal 0 EEXWPIOTEG KUWENIDEG,
EMTPETTOVTAG £TO1 TN O€C( €UCN OAWV TWV AVTIOW! ATWV KaTd TNG YAIadivng oTo KabnAw! €vo avTtiydvo. To deiyl a
TToU 8¢ Oe0 | €UTNKE EKTTAEVETAI KOI TTPOCTIOETaN O€ KABE KuweAida éva onl oo €vo [€ évQul 0 GULEUKTIKO avTiow! a
KaTd TNG avBpwTmivng avoooa@aipivng IgG f IgA. Autd Ta ouleuyl Eva [ évCul o avTiow oTa O0ea( glovTal €10IKA
oTNV avBpwITivi avoooo@aipivn TNG avTioToixng Tagng. AQou ekTTAUBOUV Ta TuXOV [N deol eul éva GUEUKTIKA
avTiow! ata, TTpooTifeTal OTIG KUWEAiIdEG TO €181IKO UTTOOTPW! a Tou evlUl ou (pNPP). Meta Tov TeplaTIol O TNG
evQULIKNG avTidpaong, n €vraon TNG aAAayrng Tou Xpwl aTog, n oToia gival avdAoyn TnG CUYKEVTPWONG TOU
avTiIow! aTog, [eTpdTal [ € £€va @acl oToQwTOl €TPO, 0€ [ NKOG KUl aTog 405 nm. Ta amoteAéc ata ekppdlovTal o€
[lovadeg ELISA avad xihioatéAiTpo (EU/mI).

ANTIAPAZTHPIA
®UAagn kai TpoeTol OTia

OAa 1a avmidpacTrpia TTPETTEI va QUAdcoovTal o€ Bepllokpacia 2-8°C. Mnv ta katawuxete. Mn xpnoiloTToIEiTE
Ta avTidpacTApia €dv dev gival diauyn 1 edv TepiExouv i¢na. OAa Ta avmidpaoThpla TTPETTEI va @TACOUV O€
Bepl okpaaia dw! atiou (20-25°C) trpiv atd T Xpron. Otav euAdooetal o€ Bepl bkpaaoia 2-8°C, To avacuoTabEév
puB10TIKO BIGAUL O €KTTAUCNG TTapal ével avaAAoiwTo [Expl TNV nlepol nvia AREnG Tou kIT. H avacuaoTtaon Tou
puB10TIKOU SI0AU[ aTOG TTPETTEI VA YiveTal [ € atreoTay £vo i atmiovio €vo vepd, o€ OyKo 1 Aitpou. O1 eTTIKaAu [ €veg
Tavieg [IKpokuweAidwv TTpoopiovTal yia [ia [bvo xpron.
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Mpo@uAdageig

Ma in vitro diayvwaoTikA Xprion. OAa Ta ouoTaTIKa avBpwTTIvnG TTPOEAEUONG TTOU XPNOILoTToloUvTal £XOUV eAeyXOEi
yla Tnv TTapouaia Tou avtiyévou HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kal Tou 100 HTLV-I kai £€xouv BpeBei
apvnTIKG, oUlpwva [ TIG €€eTdoelg TTou atraitei 0 Opyavial16G Tpoeiwv kai Gapldkwv Twv H.M.A. (FDA).
QoTtdoo, Ta TTapdywya avBpwITivou ail atog kal Ta deiyl arta acBevwyv Ba TpéTmel va BewpouvTal wg duvnTikd
Aol oybdva. AkoAouBnaoTe TIG OPBEG EpYAOTNPIOKES TTPOKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV €KXUon Kal TNV atmmoppiyn Twv
UAIkwv auTwv?!. TMIPOEIAOMOIHXH — To agidio Tou varpiou (NaN,) evdéxetal va avTiBpdoel [ € wANVWOEIG aTTd
[[6AUBDO 1 XaAKO Kal va axnlaTioel IoXUpWS EKPNKTIKA adidia [ETAAwY. KaTtd Tnv amméppiyn uypwy, eKTTAUVETE [ €
['eydAeg TTOOOTNTEG VEPOU, £TOI WOTE VO aTToPeuxBei N cucowpeuon adidiwv. To agidio Tou vaTpiou evOEXETAI vVa
€ival TOEIKO o€ TTEPITITWON KATATTOONG. Z€ TTEPITITWON KOTATTIOONG, AVOQEPETE Al E0WG TO TTEPIOTATIKO OTO dIEUBUVTA
TOU €pyacTnpiou 1 oTo KEVTPO eAEyXoU dNANTNPIACEWV.

MNa ™ S100@AAIon £yKUpwv aTroTEAET IATWY, akoAoUBAOTE TIG 03nYieg akpIfwg OTTWG & pavifovTal o€
auTo TO €vOETO TOU KIT. MNV €VOAAAOOETE TO OUCTATIKA TOU KIT [€ CUOTOTIKA GAANG TTPOEAEUONG TTOU OEV £XOUV
ToV i810 apIB6 kaTtaAdyou TnG Immco Diagnostics Inc.

Na xpno1 OTTOIEITE TIG OPBEG EPYAOTNPIOKES TEXVIKEG TTPOKEI £VOU VA EAAXICTOTTOIEITAI O KivOUVOG [IKPORBIOKAG Kal
XNLIKAG [6Auvong. Na [ nv xpnoil otoigital [ €Ta TNV TTapéAeucn Tng Nl epol nviag AR¢ng.

YAIKA TTOU TTapéXOovTal
MéBodog ELISA yia avriow! ata IgA katd Tng yAiadivng (AGA) ImmuLisa™ 1117A
MéBodog ELISA yia avriow! ata IgG katd g yAiadivng (AGA) ImmuLisa™ 117G

12x 8 | MICROPLATE | AGA | MAGKiSI0  SeXWPIOTWV — ATTOOTIWLEVWY  LIKPOKUWEAISWV
EMKAAUL [ Evwyv [ € avTiyovo yhiadivng.

1x1.5ml |CALIBRATOR|A| AGA|* t ‘EToiCog T1Tpog Xprion Ba@lovolintTAg A (mpdoivo mwua). Opog
avBpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOW aTA KATA TNG YAIadivng .

1x1.5ml |CALIBRAT0R|B|AGA|*’r ‘EToi1ll0g Tpog xprion BaBlovolntAg B (1wdesc mwua). Opodg
avBpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOW aTA KATd TNG YAIadivng .

1x1.5ml | CALIBRATOR [C|AGA |**  ‘Etoilog Tpog xprion BaB ovolntig C (umAe mdua). Opdg
avBpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOW aTA KATA TNG YAIadivng .

1x1.5ml |CALIBRATOR|D|AGA |*t ‘Etoilog TTpog xpron Ba®lovo ntAg D ([itpoivo mwua). Opdg
avOPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOW  aTa KATA TNG YAIadivng .

1x1.5ml | CONTROL | + |AGA|* T ‘ETo1C0 TTpog Xpron SidAulia BeTikoU gAéyxou (LOITIvo mwua).
MepiExel opd avBpwtToUu BETIKO yIa avTiow ata AGA.
1x1.5ml |CONTROL ' * ‘EToI 0 TTp0og Xpron S1dAula apvnTikoU eAéyXou (Asul o mwua).

Mepiéxel opd avBpwtTOU.

1x12ml |IgA-CONJ | ALKPHOS | * f "ET0IL 0 TTPOS XPHON GUEUKTIKG OVTIoOW! o KATA TNG avOpwITIvig
avoooo@aipiving ouleuy évo (€ aAkoAIK @Qwo@aTdon.
Xpw! arog pod.

1x12 ml mG-CONJ | ALKPHOS |* T "ETOI 0 TTPOG XPrON CUJEUKTIKOG avTiowa KATA TG avOpwITivng
avoooo@aipivng ouleuy évo [ OAKOAIKR @QWo@ATAoN.
Xpw! arog pod.

1 x 60 ml * ‘ET0IL 10 TTPOG XPHON apalwTiKO SIGAUl o opoU. Xpw! atog [MTAE.
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1x12ml | SUBSTRATE |* ‘Etoilo Tpog Xprion &vqulikd utmroéoTpwiia. [Mepiéxel p-

VITPOQaIVUAIKN pwo@aTtdon (pPNPP). Na mrpooTtareleTal aimo 10
Ppwe.

1x12 ml STOP ‘ET01l 0 TTpOG Xprion S1dAu a Tep aTic0U.

2 x 2k6évn puBi1oTIKOU B10AU[ laTog ékTTAUoNG. H avacloTaon TrpéTrel

va yiveTal £wg OYKo evOg AiTpou yia To Kabéva.

* Mepigxel < 0,1% NaN,
t[REF] To kit 1117AepIAa_Bdvel IgA-AGA Babovol NTég, SIaAU_aTa eAéyxXou kal GUZEUKTIKG avTiow o katd TG IgA
To kit 1117GTepIAal Bavel IgG-AGA Bablovol NG, dIaAULOTa eAEyXOU Kal CUZEUKTIKG avTiowa kaTtd Tng IgG

20 BoAa TTOU XPNOI/ OTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
ApIB[6¢g TTapTidag

ApIB6¢ kaTaAdyou

Hl epol nvia Ajgng

O¢eplokpaoia amobrikeuong

AloBdoTe TIG 00nyieg xpriong
In vitro diayvwoTIKR Xprion

E 5B ~ x [{[5]

KataokeuaoTng
W ApIB[6¢ avaAloewv

ATraiToU[ geva UAIKA TTou dev TTapEXOVTAI

[l TMiréteg e duvardtnta xopriynong 5 [l €wg 1000 LI

[l AvoAwola akpo@Uaola TTITTETWV

[l KoaBapoi dokil aoTikoi cwAfveg dilaoTdoewy 12 [175 mm kal popéag SOKI[OOTIKWY CWARVWV

[1 ATmoviol évo i atrecTayl €vo vepod

[1  Zuokeur avayvwong TTAakIdiwy [€ duvatdtnTa avdyvwong TICWV attoppoenong o€ [ kog KUl atog 405 nm.

Edv umtdpyxel di0Béo1ln ouokeury avdyvwong TTAakidiwv dITTAOU [ 1Koug KU aT0G, TO QiATpO avagopdg Ba
mpéTTel va publioTei ota 600-650 nm.

[1  EUkalmTn TTAQOTIKA QIAAN yia To apaiw! €vo puBioTikéd didAu a

[l XpovolEeTpnTng

[l Atroppo@nTikO XapTi

(1 AutoliaTn ouokeun éKTTAuong TTAakIBiwy g duvaToTnTa Xopriynong 200 [
ZYANOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpéTmel va xpnol oTroloUvTal [6vo deiylata opoU yia auth Tn Oladikacia. Aegiy[loTa TTOU €XOUV UTTOOTEI
[eydAou Bablou ail BAuon, Airail ika i} dciylata [0AuC €va (£ [IKpOPIa EVOEXETAI va ETTNPEGCOUV TNV ATTOS0CN
NG avdAuong kal dev Ba mpétel va xpnoiotrololvtal. PuAdEte Ta Seiy oTa o¢ Beplokpacia 2°- 8°C, et OxI
TePIoooOTEPO aTTd [ia eBdol ada. Ma Mo [akpoxpdvia GUAAEN, Ta deiyl ata opou Ba TPETTEl va KatayUuxovTal.
ATro@UyeTe TNV eTTavaAal Bavél evn KaTawun Kal améyuén Twv Oy ATwv.

AIAAIKAZIA
Znleiwoeig Tng diadikaoiag

[1 Tlpotou &ekiviioeTe TNV avdAuon, dIaBAOTE TTPOCEKTIKA QUTEG TIG 0dnyiEg.
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AopnoTe 6Aa Ta avTidpacTApia kai Ta deiyl laTa va @Tacouv o€ Bepl okpaaoia dwl aTiou (20-26°C) i 30 AeTTTd.
EmoTtpéyTte Ta UNIKG OTO Wuyeio al €owg [ETA Tn Xprion Toug.

MpoeTol AaTe OAEG TIG APAIWCEIG TWV OEIY[ ATWY aoBeVWV TTPOTOU EKIVAOETE TNV AvAAuon.
EmoTpéyTte al l€0WG TUXOV [N XpNOol oTroln éVeg TaIvieg T OAKN (€ T ATTO{NPAVTIKA KOl GQPAYIOTE
TNV aoPAAwG, WoTe va eAaxioTotroindei n ék@eon o€ udparl oug.

>1dadio €KTTAUCNG: €ival oNCBVTIKA N XPAon opBng TEXVIKAG. ZUVIGTATAI N XPAON (106 aUTO[I0TNG CUCKEUNG
ékmAuong TTAaKISiwv.

XpnoiotroinoTe [1a TToAUKAvaAn TTTéETa [ duvatdtnTa Tautdxpovng Xoprynong o€ 8 KuweAideg. Me Tov 1poTIO
auTo, emTayuvetal n dladikaoia Kal ETTITUYXAVETAI TTI0 0L 0161 0pPOG XPOVOG ETTWACNG.

H TTpooeKTIKN THPNoN Twv Xpovwy eival onlavTtikr. O1 TTepiodol eTwaong Eekivolv [ETA Tn Xoprynon Twv
avTidpacTnpiwy.

Aladikacia Tng [€8650u

1.

OAA TA ANTIAPAZTHPIA MPEMEI NA ®TAZOYN ZE OEPMOKPAZIA AQMATIOY (20-26°C) MNMPIN ANO
THN ENAP=H THZ MEGOAOY.

>nlAveTE TO OPXEIO TOU TTPWTOKOAAOU WOTE va UTTOOEIKVUETAI N TOTTOBETNON TwV dely ATwv oTo TTACKIdIo. H
avdaAuon Twv delyATwv €1g ITTAoUV aTroTeAEi 0pOr EpyacTNPIAKK TTPOKTIK.

MoioTik6g Tpoadiopiol 0G: xpnoll otroifoTe [1bvo 1o Babl ovol ntA D.
Hi-TroooTik6g TTpoadiopio’ 0G: xpnoll otroinoTe Toug Babl ovol ntég A — D, 6TTwG QaiveTal 0TO TTAPAKATW
Tapadelyl a.

MoloTik6¢g TTpocdiopio16g H-TroooTIKOG TTpoodiopic | 166
Aless(OC Alesis2(OC
B (&=86C ICICION
C 30O C|e3eOC
D (&&OC D (@eOC
E&E0OC E(@E0OC
F(s260()C F©E0C
G®E0OC G(@EOC
H(e96uOC H®EOC

MpoegTol doTe [Ia apaiwon Tou deiyllaTog aobevoug oe avaloyia 1:51, avallyvuovTag 10 [l Tou deiyllaTog
aoBevoug (€ 0,5 [11 Tou apaiwTikoU SIaAU aTog opou.

MpooBéate 100 [l Bablovol nTwyv, SloAuLdTwy BETIKOU Kal apvnTIKOU €AEYXOU Kal apaiw Evwv Oy LAaTwv
a0Bevoug aTIG KATAAANAEG [IKPOKUWEAIDEG TTOU UTTODEIKVUOVTAI OTO OPXEIO TOU TTPWTOKOAAOU.

Znleiwon: ZulmepIAdBeTe [1a KuyweAida (€ 100 [ apaiwTikoU dIaAULaTOG 0poU WG TUPAS avTIdPACTNPIOU.
MndevioTe Tn cuokeun avdyvwong ELISA [ 1o TupAd avTidpacTtnpiou. H amoppd@naon autrg TG KUWeAidag
Oev TTpéTTel va gival [eyaAuTepn atrd 0,3.

EmmwdoTe €11i 30 AemrTd (£ 5 AeTiTd) 0€ Bepl okpacia dwl aTiou, eTAvw o€ [la eTTiTTedn eM@AvEIQ.

21ad10 €KTTAUONG: Avappo@rioTe OXOAaOTIKG TO TTEPIEXOl Evo KABe KuweAidag. MNpooBéoTe 200-300 (L Tou
avaouoTaBévrog publioTIKoU SIaAU[ aTOg E€KTTAUONG KOl ETTEITA avappo@roTe T0. ETTavaAdpete autn Tnv
akoAouBia evepyelv AANEG TPEIG QPOPEG, WOTE va TTPAY[ OTOTTOINCETE €va OUVOAO TEOOAPWYV EKTTAUCEWV.
AvaoTpéyTe TO TTAOKIOIO KAI KTUTTAOTE TO eAA@Pd ETTAVW O€ Eva aTroppo@nTIKO UAIKO (OOTE VO ATTOl OKPUVOET
TUXOV UTTOAEITTOL £VO Uypo6 aTrd TNV TeAeuTaia EKTTAUGH. Mnv atrognpaivete TTANPWG TIG KUWEAIDEG.

MpooBéaTe 100 [L ouleukTikKOU avTIOW! aTOG O€ KABE KuWeAida.
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9. EmwdoTe Tig KuweAideg €11i 30 AeTrTd (£ 5 AeTTTd) o€ Bepl OKpaoia dwl aTiou.

10. Z1ddio ékTrAuong: eTTavaAdfeTe To oTddio 7.

11. NMpocoBéoTe 100 [ L evqulikKoU UTTOOTPWI ATOG O€ KABE KUWeAida.

12. EmwdoTe TIg KuweAideg e1mi 30 AeTrTd (+ 5 AeTrTd) 0€ Bepl okpaaia dwl aTiou.

13. NMpocBéoTe 100 [ L d1aAU aTog TEP[ OTIOL OU O€ KABE KUWeAiIda. AlaTnproTe TNV idIa 0€Ipd KAl TOUG iBIOUG XPOVOUG
oTnVv TPooBkn dIaAU[0TOoG TEP TIOL 0U, OTTWG KAl OTNV TTPOCOAKN TOU UTTOOTPW  aTOG TOU vCU[ ou. AlaBdoTe
TNV ammoppdenaon (OD) kaBe kuyweAidag o€ [Akog KUl atog 405 nm, eviog [10g Wpag atrd Tov Teplanicl 6 Tng
avTidpaong.

14. AioBaoTte Tnv amoppoenon (OD) kdBe kuweAidag o€ [ Kog KUl atog 405 nm, xpno1l OTTOIWVTOG [ 10 CUCKEUN

avdayvwong TAakidiwv [ovou 1) dITTAoU [ HKoug KU 0ToG, £€vavTi Tou TUQAOU avTidpacTnpiou TTou publioTnke
va €XEl atToppoenon [NdEv.

"EAeyxog 1016TNTOG

>¢ kGBe avdAuon, Ba Tpétel va xpnoll otrolouvTal Babl ovol NTég, dIoAU aTa BeTIKOU KAl apvnTIKOU €AEyXOU
Kol éva TUPAO avTidpacTnpiou TTPOKEI[ Evou va emBERaIVETAlI N akePaIOTNTA KAl N akpifeia Tng avdAuong. H
[€Tpnon amoppoé®nong Tou TuPAoU avtidpaaTtnpiou TrpéTel va gival <0,3. O Babllovol NTrg A TTpéTTel va dWwaoel
TILA ammoppdéenaong ox1 LikpoTepn atrd 1,0, SlapopeTIKa N avaAuon TTpéTrel va eTTavaAneBei. To SidAul a apvnTikoU
eAéyxou trpétrel va dwoel TIL <20 EU/mI. Edv n e¢€taon die€dyeTal €1g diTAoUv, Xpnaoll oTToIRoTe TN [€0n TILH Twv
OUo [ €TPACEWY YIa va TTPOCSIOPICETE TN CUYKEVTPWOTN TwV avTiIow dTtwv o€ EU/mI. Katd mn die§aywyr| TTOIOTIKWY
TTPOCdIOPIC WV, N OTITIKA TTUKVOTNTa Tou BaBl ovol Nt D mpétel va givar [eyaAliTepn ammd autrv Tou dIaAUl aTog
apvnTikoU eAéyxou Kal [IkpoTEPN atrd auTr)v Tou SIaAU [ aTog BeTIKoU eAéyxou. Na nli-TToooTIKOUG TTPo0dIopIc! 0Ug,
1O BIGAUL O BeTIKOU eAEyxou TTPETTEN va Bivel TILEG eVvTOG TOU EUPOUG TTOU avaypPdA@ETal GTO @IaAidIO.

AMNOTEAEZMATA

YtroAoyicoi

O1 ouyKevTpwoelg Twv dely[ dTwv acBevolg [ TTopouv va TTpoadioplioTouV (€ [ia amd Tig e€AG dUo [ £B6d0UG:

1. MNOIOTIKOZ MPOZAIOPIZMOZ

ATtr/on €&eTalo levou deiy aTog

X EU/1 Tou BaBlovol ntTA D =EU/[]1 Tou £§eTado( 'evou Beiyl laTog
Atr/on Tou Ba®llovol InTA D

2. HMI-MO2O0TIKOZ MPOZAIOPI>MOZ

ATTeikovioTe O€ ypag@iki TTapdoToon TNV ammoppd®non Twv Bablovolntwv A éwg kal D wg Tpog Tnv avTioToixn
OUYKEVTPWON TOug, O¢ €va xapTi [ ypal [1koUg dfoveg. TotmoBeTAOTE OTOV Afova Twv X Tn ouykévipwon oe EU/
ml kal oTov dfova Twv Y TNV ammoppd@non Kal oxedidoTe TNV KAl TTUAN BEATIOTNG TTpocapl oyAg. MpoodiopioTe TIg
OUYKEVTPWOEIG TV Bl ATwV TwV aoBevWV aTTd TNV Kal TTUAN, o€ 00N [ € TIG QVTIOTOIXES TIL £G ATTOPPOPNONG TOUG.

BaB lovol nTAg

O1 BaBl ovol nTég oul mepiAal BAvovTal yia Tov NLI-TTOCOTIKO TTPOCdIoPIc[ O Kal TTIPETTEl va Xpnoil oTrolouvTal o€
KGBe avaAuon. Tuxov Ociyl ata agBevwy TTOU TTEPIEXOUV UWNAOTEPQ ETTITTEDA AVTIOW ATWV EVOEXETAI VO dWOOUV
TILEG ammoppdPnaong uywnAoTepeg ammd auTtég Tou BaBlovol N A. MNa Tov akpIf TpoadiopIicl 6 Twv TILWY nli-
TTO0OTIKOU TTPO0dIopIc( 0U, Ta deiy aTa auTd Ba TTPETTEI VO apaiwBoUV TTEPAITEPW, £TCI WOTE OTAV ETTAVEEETOOTOUV
va eLTTITITOUV €vTOG Tou €UPOUG TNG Kal TUANG Babl ovél nong. MNa va mpoodiopicete TN ouykévipwaon oe EU/mI,
TTOAATTAQCIAOTE TIG [ OVASEG TTOU TTPOKUTITOUV E£TTi TO OUVTEAECTH apaiwaong. AgITe TIG TUTTIKEG KA [ TTUAEG Sely [ IATwv
(Eikdva 1) oto TEAOG auTOU TOU EVTUTTOU.
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Ep/ nveia

O1 TTapakdTw TTANPOYopPIEG TTapEXOVTAl [1BVOV WG 0dNYOG yia TNV €pLNVEIa TWV EPYACTNPIAKWY ATTOTEAET ATWV.
To KABe epyacThPIO TIPETTEI VO TTPOCDIOPIOEI TIG OIKEG TOU PUCIOAOVYIKEG TIL £G.

TiEA AGA-IgG
Maidid EviAikeg Epl nveia
<28 EU/ml <20 EU/mlI ApvnTiKO (-)
>28 EU/mI >20 EU/mlI O€TIKO (+)
Titr AGA-IgA
Maidid EviAikeg Epl[ nveia
<23 EU/ml <20 EU/mI ApvnTIKO (-)
>23 EU/ml >20 EU/mI O€TIKO (+)

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuon autr dev Ba Trpétmel va exTeAgiTal og deiy_ata TTou €xouv uttooTei [eydAou BaBlou ailbAucon, o€
[oAuc€va atd [ikpoPIa i Airrailikd deiylata. H [€60d0¢ autry Ba TTpéTTel va xpnoll oTrolgital [Ovo yia Tnv
e€éTaon dey ATwv opou avBpwtrou. Ta atroteAécaTa TTou Aal BdvovTtal uttofonBouv [1bvo Tn didyvwaon Kal dgv
Ba péTTel va epl nvevovTal atro [ dva Toug wg diayvwoTIKA. Ze aoBeveig (e KK tTou €l pavifouv avettapkela o€ IgA,
0 TTpoodlopIo’ B¢ avTiIow! ATwv IgA-AGA evdExeTal va gival apvnTiKOG.

Avalevolleveg TI[ g

O1aval evol eveg TIL £ o€ €va Qualoloyikd TTANBUCT 6 eival apvnTikEG (<20 EU/mI yia evrjAikeg kai <23-28 EU/ml yia
Taidid). QoT600, £xel Bpedei 6T opIol Eva QaIvol EVIKA UyIf, aoUul TITW OTIKA aTol 0, evoéxeTal va Bpebouv BeTIKA
yia avtiow ata IgA A IgG katd Tng yAladivng. BA. eikéva 2.

KAIvikég [TeAéTeg

H euaioBnaoia kai n €18IkOTATA Twv avaAloewy avTiow dTwv IgG- kal IgA-AGA tTpoodiopioTnkayv [ € TNV €&étaon
aoBevwyv [ evepyr KK (TTaidid=38), acBevwv L€ eptrnTocidn deplaTimda (eviAikeg=10), aoBevwv [€ BUPOEIBIKEG
dlarapaxég (evnAikeg=200), aoBevwy [ € TEUQIYA KAl TTOUPOAUYWOES TTELPIYOEIDES (EVANIKEG=69), aoBevWV [ € AAAEG
YaOoTPEVTEPIKEG BlaTapayEg kal 202 gualoloyikwy all odoTwv (Traidid=113 kai eviiAikeg=89). Ta atmmoteAéa aTa ammd
autn TN [eAéTn TTapouacidadovTal atov Mivaka 1 o1o TEAOG auTou Tou EVTUTTOU.

XpnoiLoToiwvTag Ta KIT avaAloewv avTiow atwv IgG kai IgA katd tng yAiadivng ImmuLisa™, rapatnpriénkav ol
TTAPAKATW OUXVOTNTEG €l Pdviong avTiow! atwv AGA og @uaioloyikd dtol a, oe acBeveig [€ KK, kaBwg kal o€
AGAAeg voooug. Ta avtiow ata AGA 1a¢ng IgA civar e1dikd yia Tn KK, (€ euaicBnaoia ion [ 90%. ATTé Tnv dAAn, Ta
avTiowl ata IgG-AGA atroteAoUv euaioBnToug deikteg TNG KK. BA. Tov lNMivaka 2.

O aAy6piBliog oTov lNMivaka 3 atroTeAei Evav 0dnyo yia TNV eplnveia Twv OpoAoyIKWY e¢eTAoEWY yia Tnv KK.

Opiol €vol gpeuvnTéG €xOUV aKoAOUBNOEl TNV TTPOCEYYION TTOU TTApouCIddeTal oTnv €IKOva 3 TTPOKEIL £€vou va
edpaiwoouv [la didyvwan Tng KK xpnail otroiwvtag opoAoyikEg [€86S0uG.

XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ

Ta ammoteAéoaTa TG avdAuong avTiow GTwv IgG kai IgA-AGA ImmuLisa™ ouykpibnkav (€ Ta atmoTeAé0 [ OTA TOU KIT
avTI-evOo UKWV avTiow[ dtwv (EMA) ImmuGlo™ yia tn didyvwon tng KK. H olykpion culmepiéAafe éva alvoAo
186 aocBevwv. 21N [eAETN gixav oul TepIAn®Bei 34 acBeveig o€ diaima TTou TrepIixe yAouTévn kai 32 aoBeveig o€
Siaita eAeUBepn yAouTévng, [ emBeBaiw €vn atréd Bioyia didyvwon KK oul pwva (€ Ta kpitipia Tng ESPGAN. Ta
atroteAéo | lata Trapouaciddovral oToug lMivakeg 4 kal 5 010 TEAOG OUTOU TOU EVTUTTOU.

AxpiBeia:

Aciy[loTa [€ YVWOTEG OUYKEVTPWOEIG avTiow ATwv AGA avaAuBnkav oe 10 avriypaga oe [la TTEpiodo dUo

12



EL

eBdo Gdwv. O1 ouvteAeaTég TTOIKINOTNTOG (CV) evTOG O€Ipdg Kal [€TagU oeipwv TTapoucidlovTal otoug Mivakeg 6
Kal 7.
AvdkTtnon:

AcgiylaTa [ € YVWOTEG CUYKEVTPWOEIG avTIow [ ATwv AGA avaixBnkav [ € KatdAANAeg apalwaoelg evog dAAou BeTIKoU
Oeiy[aTog TTOU TTEPIEiXE YVWOTEG TTOGOTNTEG avTIow ATwv AGA. MNpoodiopioTnkav Ta eTmiTeda avTiow dTwv KaTtd
NG YAIadivng ota aval ixBévTa deiylaTa Kal atrd TIG TILEG TTOU TTPOEKUWAV UTTOAOYIOTNKE N €TTi TOIG EKATO AvAKTNON.
Ta amoteAéoata TTapouaidlovTal aToug Mivakeg 8.
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Ensayo ELISA para deteccil In de anticuerpos antigliadina (AGA)

7\
‘ PROSPECTO

©
| M M CO 1117A ELISA para AGA IgA 96 an-lisis

DIAGNOSTICS REF| 1117G ELISApara AGA IgG 96 an(lisis

USO PREVISTO

Ensayo inmunoenzim(tico (ELISA) para la deteccil n y semicuantificaci n de anticuerpos antigliadina IgG o IgA
en suero humano, como ayuda en el diagn(stico de la enfermedad cellaca y la dermatitis herpetiforme.

RESUMEN Y EXPLICACITN

La enteropat(a sensible al gluten (ESG), por ejemplo la enfermedad cellaca (EC) y la dermatitis herpetiforme (DH),
es una patologla clinica gastrointestinal heterogl nea com(n, con sensibilidad al gluten que puede presentarse
sin sintomas o sihtomas muy reducidos '. Hay algCn componente genltico asociado a la ESG, como demuestra
el hecho de que alrededor del 5-10% de los familiares de primer grado presentan EC sintom(tica o asintom!tica.
Los nil os de talla escasa y los pacientes con diabetes insulinodependiente y otros trastornos autoinmunes tienen
mayores posibilidades de padecer ESG. La condicil n de estos pacientes, asl como la prognosis de la enfermedad,
mejoran notablemente sometiCndolos a una severa dieta sin gluten?.

La literatura publicada aconseja utilizar an(lisis serol! gicos en aquellos pacientes en que se sospeche una ESG,
como tambiln para controlar si cumplen con la dieta *% La Sociedad Europea de Gastroenterologla y Nutrici(n
Pedil trica (ESPGAN) recomienda que se incluyan varios an(lisis serolgicos para reducir el niC mero de biopsias
intestinales necesarias para formular un diagnCstico’. Esos an(llisis comprenden detecciin de anticuerpos
antigliadina (AGA), antireticulina (ARA) y antiendomisiales (EMA). De [stos, el mCs estudiado es el de AGA &2
Mediante el m(todo ELISA, en el suero de pacientes con ESG se detectan tanto los AGA de clase IgA como de
clase IgG. Los AGA de clase IgG parecen ser indicadores de ESG m('s sensibles aunque menos especificos que
los de clase IgA. Por el contrario, los AGA de clase IgA son menos sensibles pero m('s especificos para ESG.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El antigeno gliadina se une a los pocillos de una placa de micropocillos de poliestireno; a continuacil n se bloquean los
puntos que no han reaccionado para reducir las uniones no especificas. Se al aden los controles, calibradores y suero
diluido de los pacientes en pocillos separados, permitiendo que los anticuerpos antigliadina presentes se unan al
antigeno inmovilizado. Las muestras no unidas se eliminan mediante lavado y en cada pocillo se al‘ade un conjugado
de IgG e IgA antihumana marcado con un enzima. Estos anticuerpos conjugados con enzima se ligan especificamente
a la inmunoglobulina humana de la clase respectiva. Despuls de eliminar por lavado todo el conjugado que no se
hubiera unido, se alade a los pocillos un substrato enzim(tico especifico (pPNPP). Una vez detenida la reaccil n
enziml[ tica, la intensidad del color cambia de manera proporcional a la concentraci’n de anticuerpos y se lee con
espectrofotl metro a 405 nm. Los resultados se expresan en unidades ELISA por mililitro (EU/m).

REACTIVOS
Conservacil n y preparacil n

Conservelosreactivosa2-8°C. Nolos congele. No utilice el reactivo si se presentaturbio o se advierten precipitados.
En el momento de usarlos, los reactivos tienen que estar a temperatura ambiente (20-25°C). Conservado a 2-8°C,
el tamp( n de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada en el kit. Reconstituya
el tamp(n de lavado hasta 1 litro con agua destilada o desionizada. Las tiras de micropocillos recubiertos deben
usarse una sola vez.

Precauciones

Para uso en diagn!stico in vitro. Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado
mediante m( todos aprobados por FDA y result ] negativo al anticuerpo anti HCV (HIV 1 e HIV 2), al antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) y al anticuerpo del virus de la hepatitis C (HCB). De todos modos,
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los derivados de sangre humana y las muestras del paciente han de considerarse potencialmente infecciosos.
Respltense las buenas pricticas de laboratorio para la conservacii n, dispensaciin y eliminaciin de estos
materiales?’. ADVERTENCIA: |a azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuberias,
dando origen a azidas metl licas altamente explosivas. Despu('s de utilizar los Ilquidos, lave con abundante agua
para impedir la acumulacil n de azida. La azida de sodio es t[ xica por ingestil n. En caso de ingesti[ n accidental,
informe de inmediato al director del laboratorio o acuda a un centro de control de envenenamientos.

Pala all u@llullad0 fald 0, D0 mO00000 00 uMlal Moduee MO0 Cracam o e OmD OO Ciccoal)
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el
mismo ni'mero de catl logo de Immco Diagnostics Inc.

Respete las buenas tlcnicas de laboratorio para reducir al minimo la contaminacil h microbiana y quimica. No
utilice el producto despuls de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISA para IgA-AGA ImmuLisa™ 1117A
ELISA para IgG-AGA ImmuLisa™ 1117G

12x 8 [ MICROPLATE | AGA | Microplaca con m_icropocillos individuales separables recubiertos
con ant/geno gliadina.

1x1.5ml [CALIBRATOR[A[AGA]*t Calibrador A listo para usar (tapa verde). Suero humano con
anticuerpos antigliadina.

1x1.5ml [CALIBRATOR|B[AGA|* 1 Calibrador B listo para usar (tapa morada). Suero humano con
anticuerpos antigliadina.

1x1.5ml | CALIBRATOR [C | AGA |* 1 Calibrador C listo para usar (tapa alul). Suero humano con
anticuerpos antigliadina

1x1.5ml [CALIBRATOR|[D[AGA|*1 Calibrador D listo para usar (tapa amarilla). Suero humano con
anticuerpos antigliadina.

1x1.5ml [CONTROL [ +[AGA|*1 Control positivo listo para usar (tapa rola). Contiene suero
humano positivo a AGA.

1x1.5ml [cONTROL ' * Control negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero
humano.

1x12 ml mA-CONJ | ALKPHOS |* T Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.

1x12 mi [1gG-CONJ | ALKPHOS | * 1 Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.

1 x 60 ml * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.
1x12ml [SUBSTRATE |* :ull)stlrato enzimatico listo para usar. Contiene pNPP. Protjase
e la luz.

1x12ml [ sTOP Solucién Stop lista para usar.
2x Tampon de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un

litro.

* Contiene < 0.1% NaN,
1117A contiene calibradores ACA IgA, controles y conjugado de IgA
1117G contiene calibradores ACA 1gG, controles y conjugado de IgG
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Simbolos utilizados en las etiquetas:

xd MEEE S

NCmero de lote
N[ mero de catllogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacil n
L[fanse las instrucciones de uso
Para diagn(stico in vitro
Fabricante

NCmero de anllisis

Materiales necesarios no suministrados

0

Pipetas con capacidad de 5 [1a 1000 (|

Puntas de pipetas desechables

Tubos de ensayo limpios 12 x 75 mm y gradilla de ensayo
Agua desionizada o destilada

Lector de microplaca para lectura de valores de absorbancia a 405 nm. Si se dispone de un lector de doble
longitud de onda, el filtro de referencia debe regularse en 600-650 nm.

Botella dispensadora para el tamp['n de lavado diluido
Temporizador
Papel absorbente

Lalador altom(tico de microplacas con capacidad de 200 (1

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

Para este procedimiento se han de utilizar [ nicamente muestras de suero. No se deben utilizar muestras muy
hemolizadas, lipl micas o contaminadas por microbios porque interferirian en el desarrollo del ensayo. Conserve
las muestras a 2°- 8°C no m[s de una semana. Si se han de conservar por m(s tiempo, es necesario congelarlas.
Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.

PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares

Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el antlisis.

Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente (20-26°C) por 30 minutos. Vuelva
a poner los materiales en la nevera inmediatamente despul's de su uso.

Prepare todas las diluciones de las muestras del paciente antes de comenzar el an(lisis.

Guarde inmediatamente en el sobre con sustancias desecantes las tiras que no utilice; cil rrelo
herm(ticamente para reducir al mnimo la exposicion al vapor de agua.

Fase de lavado: la buena ticnica es crucial. Se recomienda el uso de un lavador automatico de
microplacas.

Use una pipeta multicanal que pueda servir simulti neamente 8 pocillos; de este modo se agiliza el proceso y
el tiempo de incubacil n es m(s uniforme.

Es importante controlar bien el tiempo. El periodo de incubaciin empieza despuls de dispensar los
reactivos.
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Procedimiento del ensayo

1.

10.
11.
12.
13.

14.

LOS REACTIVOS DEBEN ESTAR A TEMPERATURA AMBIENTE (20-26/C) ANTES DE DAR COMIENZO
AL ENSAYO.

Sel ale en la hoja de protocolo la colocaci’ n de la muestra en la microplaca. Es buena pri ctica de laboratorio
analizar las muestras por duplicado.

Determinacion cualitativa: use [nicamente el Calibrador D. Determinacion semi cuantitativa: use los
Calibradores A - D como se muestra en el ejemplo siguiente.

A (9O C Ale(s2(OC
B39O B (=93
C|r3E&OC C 3O
D@ D (@O
E&0OC E@eOC
F 260 C FI@®EOC
GEE9(C G(DEOC
H|G96(OC H|(s3(s9(OC

Prepare una dilucin de 1:51 de la muestra del paciente, mezclando 10 [l de la muestra del paciente con 0,5
ml de diluyente de suero.

Al'ada 100 [l de calibradores, controles positivo y negativo y muestras diluidas del paciente en los respectivos
pocillos indicados en la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 [l d° diluyente de suero como blanco de reactivo. Ponga el lector ELISA en
cero con respecto al blanco de reactivo. La absorbancia de este pocillo no debe ser superior a 0,3.

Incube 30 minutos (+ 5 minutos) a temperatura ambiente sobre una superficie plana.

Fase de lavado: aspire totalmente el contenido de cada pocillo. Allada 200-300/ L de tampdn de lavado
reconstituido en todos los pocillos y aspire. Repita el procedimiento tres veces m('s hasta completar cuatro
lavados. Despul s del [Itimo lavado, invierta la placa y sacl dala sobre material absorbente para eliminar todo
residuo de liquido. No seque completamente los pocillos.

Al'ada 100(1 de conjugado a cada pocillo.

Incube los pocillos durante 30 minutos (x 5 min) a temperatura ambiente.
Fase de lavado: repita el punto 7.

Al'ada 100[1 de substrato enlim[tico a cada pocillo.

Incube los pocillos durante 30 minutos (x 5 min) a temperatura ambiente.

Afiada 10001 de solucion Stop a cada pocillo. Mantenga la misma secuencia [Itiempos de solucién Stop
utilizados para el substrato enzimatico. Lea la absorbancia (DO) de cada pocillo a 405nm en el plazo de una
hora después de haber detenido la reaccion.

Lea la absorbancia (DO) de cada pocillo a 405nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble comparandolo con el blanco de reactivo regulado en absorbancia cero.

CONTROL DE CALIDAD

En cada ensayo es necesario procesar Calibradores, controles Positivo y Negativo y un blanco de reactivo para
comprobar la integridad y precision del andlisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debera ser <0,3.
La lectura de absorbancia del Calibrador A no debe ser inferior a 1,0; de lo contrario sera necesario repetir el
analisis. El control negativo debe ser <20 EU/ml. Si el analisis se efectua por duplicado, se tomara la media de
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ambas lecturas para determinar las EU/ml. Cuando se efectian determinaciones cualitativas, la densidad optica
del Calibrador D debe ser superior a la del control negativo e inferior a la absorbancia del control positivo. En las
determinaciones semi cuantitativas, los valores del control positivo deben estar dentro de los limites establecidos
en el vial.

RESULTADOS

Calculo

Las concentraciones en la muestra del paciente se pueden determinar mediante dos métodos:
1. DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. de muestra analizada

nooooooooooon X EU/ml de Calibrador D= EU/ml muestra analizada

Abs. de Calibrador D

2. DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

Registre la absorbancia de los Calibradores A a D en relacién a sus respectivas concentraciones en una hoja
de papel milimetrado. Registre la concentracion en EU/ml en el eje X en relacion a la absorbancia en el eje Y y
trace la curva que mejor se adapte. Determine las concentraciones de la muestra del paciente segun la curva
comparandola con su correspondiente valor de absorbancia.

Calibrador

Los calibradores proporcionan la semi cuantificacion y deben utilizarse en todos los ensayos. Las muestras de
pacientes que contengan niveles altos de anticuerpos podrian dar valores de absorbancia superiores a los del
Calibrador A. Para determinar con precision los valores semi cuantitativos, las muestras con esas caracteristicas
deben volverse a diluir, de modo que queden dentro de los limites de la curva del calibrador al ser analizadas
nuevamente. Para determinar las EU/mI, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucion. Véase un
modelo de curvas estandar en la figura 1 al final de este documento.

Interpretacion

La informacion siguiente se da unicamente a titulo de guia para la interpretacion de los resultados de laboratorio.
Cada laboratorio establecera sus propios valores normales.

Valor AGA-IgG Interpretacion
Nilos Adultos
<28 EU/ml <20 EU/mI Neg (-)
>28 EU/mI >20 EU/mI Pos (+)
Valor AGA-IgA Interpretacion
Nilos Adultos
<23 EU/ml <20 EU/mI Neg (-)
>23 EU/ml >20 EU/mI Pos (+)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Este ensayo no debe efectuarse en muestras muy hemolizadas, contaminadas por microbios o lipémicas. Este
método debe utilizarse Unicamente para analizar muestras de suero humano. Los resultados obtenidos son s6lo
una ayuda en el diagndstico y no deben interpretarse como un diagnéstico por si solos. Los pacientes celiacos
con deficiencia de IgA pueden resultar negativos a los AGA de clase IgA.

Valores esperados

Los valores esperados en una poblacion normal son negativos (<20 EU/ml en los adultos y <23-28 EU/ml en los
ni‘os). Sin embargo, se ha demostrado que algunos individuos aparentemente sanos y asintomaticos pueden
resultar positivos a los anticuerpos antigliadina de clase IgA o IgG. Véase la figura 2.
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Estudios clinicos

La sensibilidad y especificidad de los analisis AGA IgG e IgA se determin6 analizando pacientes con EC activa
(niCos = 38), pacientes con DH (adultos = 10), pacientes con trastornos tiroideos (adultos =200), pacientes con
pénfigo y penfigoide (adultos= 69), pacientes con trastornos gastrointestinales de otro tipo y 202 donantes de
sangre sanos (nilos = 113, adultos = 89). Los resultados de este estudio se ilustran en la tabla 1 al final de este
documento.

Mediante los ensayos de anticuerpos antigliadina IgG e IgA ImmuLisa™ se observaron las siguientes incidencias
de AGA en individuos normales, pacientes con EC y otras condiciones patolégicas. Los AGA de clase IgA son
especificos de la EC con una sensibilidad del 90%; por su parte, los AGA de clase IgG son indicadores sensibles
de EC. Véase la Tabla 2.

El algoritmo de la tabla 3 es una guia de interpretacion de los andlisis serolégicos para EC.
Algunos estudiosos han tomado el enfoque de la figura 3 para diagnosticar EC a través de métodos serologicos.
CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Los resultados obtenidos con los analisis AGA IgG e IgA ImmuLisa™ se compararon con el analisis de anticuerpos
antiendomisiales (EMA) ImmuGlo™ para el diagnostico de EC. En la comparacién se involucré a un total de 186
individuos; el estudio incluia a 34 pacientes que seguian una dieta con gluten y 32 sometidos a dieta sin gluten
con diagnostico de EC confirmado a través de una biopsia, como establecen los criterios de ESPGAN. Los
resultados se presentan en las tablas 4 y 5 al final de este documento.

Precision:

Se analizaron muestras con concentraciones conocidas de AGA, repitiendo el analisis 10 veces a lo largo de dos
semanas. El coeficiente de variacion (CV) intraensayo e interensayo se muestra en las tablas 6 y 7.
Recuperacion

Se mezclaron muestras con concentracion conocida de AGA con las diluciones adecuadas de otra muestra positiva
con cantidad conocida de AGA, se determinaron los niveles de anticuerpos antigliadina de las muestras mezcladas
y a partir de los valores obtenidos se calcul6 el porcentaje de recuperacion. Los resultados se presentan en las
tabla 8.
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Anti-Gliadin-Antik rper-ELISA (AGA)
‘ M  BEPACKTEXT

©
| M M CO 1117A IgA-AGA-ELISA 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS 1117G IgG-AGA ELISA 96 [ estimmungen

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) flr den Nachweis und die semi-quantitative Bestimmung von
IgG- und IgA-Anti-Gliadin-Antik rpern in Humanserum als Hilfsmittel bei der Diagnose von Patienten mit Z liakie
und Dermatitis herpetiformis.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLI'RUNG

Glutensensitive Enteropathie (GSE), d.h. Z! liakie und Dermatitis herpetiformis (DH), ist eine verbreitete, klinisch
heterogene gastrointestinale Erkrankung mit Empfindlichkeit gegen Gluten; sie kann mit nicht-klassischen oder
minimalen Symptomen auftreten’. Mit GSE besteht ein gewisses genetisches Element, was daraus zu ersehen
ist, dass etwa 5-10% von Verwandten ersten Grades an symptomatischer oder asymptomatischer Z[ liakie leiden.
Bei kleinw[ chsigen Kindern und Patienten mit insulinabh hgigem Diabetes und anderen Autoimmunkrankheiten
besteht ebenfalls eine grlRere Wahrscheinlichkeit f(r eine Entwicklung von GSE. Ein striktes Vermeiden von
Gluten in der Ernhrung wird empfohlen, um die Krankheitsaktivit't unter Kontrolle zu halten, und eine frl he
Diagnose kann die Gesamtprognose solcher Patienten verbessern?,

Die ver! ffentlichte Literatur empfiehlt die Anwendung serologischer Tests fl r Patienten, bei denen ein Verdacht auf
GSE besteht, sowie zur [lberwachung der Einhaltung der Dir't>¢. Die European Society of Pediatric Gastroenterology
and Nutrition (ESPGAN) empfiehlt das Einbeziehen von verschiedenen serologischen Tests, um die Anzahl der
fir die Diagnose erforderlichen intestinalen Biopsien zu reduzieren’. Zu diesen z[hlen Tests auf Anti-Gliadin-
(AGA), Anti-Retikulin- (ARA) und Anti-Endomysium-Antik[ rper (EMA). Von diesen wurden AGA am eingehendsten
untersucht®2°, Mit ELISA werden AGA sowohl der Klasse IgA als auch der Klasse IgG im Serum von Patienten mit
GSE nachgewiesen. Von diesen scheinen AGA der Klasse IgG sensitivere aber weniger spezifische Marker fir
GSE zu sein als AGA der Klasse IgA. Andererseits sind AGA der Klasse IgA weniger sensitiv aber spezifischer i r
GSE.

TESTPRINZIP

Gliadin-Antigen wird an die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte aus Polystyrol gebunden. Anschlielend
werden die unreagierten Stellen blockiert, um die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren,
Kalibratoren und verd( nnte Patientenseren werden in separate Vertiefungen gegeben; dies ermiglicht die
Bindung der eventuell vorhandenen Gliadin-Antik[ rper an das immobilisierte Antigen. Ungebundene Proben
werden durch Waschen entfernt, und jeder Vertiefung wird ein enzymmarkiertes Anti-human-IgG- oder -IgA-
Konjugat hinzugefl gt. Diese enzymkonjugierten Antik( rper binden sich spezifisch an das Immunglobulin der
entsprechenden Klasse. Nachdem eventuell nicht gebundenes Konjugat durch Waschen entfernt wurde, wird
den Vertiefungen ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) hinzugef gt. Nachdem die enzymatische Reaktion
gestoppt wurde, wird die Intensit[t der Farbverinderung, welche proportional zur Konzentration der Antik[ rper
ist, bei 405 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten pro
Milliliter (EU/ml) angegeben.

REAGENZIEN
Lag® rung und Zub®r°itung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren.

Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es trl b ist oder Partikel enth [ 1t. Alle Reagenzien m[ ssen vor der Anwendung
auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht werden. Bei Lagerung bei 2-8 °C ist der rekonstituierte Waschpuffer
bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Rekonstituieren Sie den Waschpuffer auf 1 Liter mit destilliertem oder
entionisiertem Wasser. Die beschichteten Mikrotiterstreifen sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.
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VorsichtsmaRnahmen

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 f( r negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende
Produkte sowie Patientenproben sollten jedoch als potentiell infekti’s angesehen werden. Befolgen Sie bei der
Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis?'.

WARNUNG ON-trium-Lid (N-N,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metalazide
bilden. Spllen Sie bei der Entsorgung von Fllssigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhlufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die An[leisungen sollten genau [(lie in diesem Beipacktext dargestellt belolgt 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.

Befolgen Sie die Gute Laborpraxis, um mikrobielle Verunreinigungen und Verschleppungen so gering wie m(glich
zu halten.

Nicht nach dem Verfallsdatum verwenden.
Mitgelieferte Materialien

ImmuLisa™ IgA-AGA-ELISA 1117A
ImmuLisa™ IgG-AGA-ELISA 1117G

12x8 | MICROPLATE | AGA | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen,
mit Gliadin-Antigen beschichtet

1x1.5ml [CALIBRATOR|A|AGA |** Gebrauchsfertiger Kalibrator A (gr_ne Uappe). Humanserum mit
Antik(rpern gegen Gliadin.

1x1.5ml |CALIBRATOR|B|AGA |*t Gebrauchsfertiger Kalibrator B (/ila [lappe). Humanserum mit
Antik(rpern gegen Gliadin.

1x1.5ml | CALIBRATOR | Cc | AGA |* T Gebrauchsfertiger Kalibrator C (blaue [appe). Humanserum mit
Antik[ rpern gegen Gliadin.

1x1.5ml |CALIBRATOR |D|AGA|*t Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe [lappe). Humanserum mit
Antik[ rpern gegen Gliadin.

1x1.5ml |CONTROL|+|AGA |** Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote [lappe).
Enth( 1t AGA-positives Humanserum.

1x1.5ml |CONTROL . * Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weille [appe).

EnthClt Humanserum.

1x12 ml mA-CONJ | ALKPHOS |* T Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

1x12ml |IgG-CONJ | ALKPHOS |* f Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

1x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverd nner. Farbkennzeichnung blau.
1x12ml | SUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enth( It pNPP. Vor Licht
scli tlen.
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1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplisung.

2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* Enthidt < 0.1% NaN,
t 1117A enth( It IgA-AGA-Kalibratoren und -Kontrollseren sowie IgA-Konjugat
1117G enth( 1t IgG-AGA-Kalibratoren und -Kontrollseren sowie IgG-Konjugat

Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

4R [( B~ [{ 8

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

*  Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 (1 bis 1000 (I

*  Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

«  Saubere Probenrhrchen 12 x 75 mm und RChrchenhalter
« Entionisiertes oder destilliertes Wasser

*  Mikrotiterplattenreader, der Extinktionswerte bei 405 nm ablesen kann. Falls ein Mikrotiterplattenreader mit
doppelter Wellenll nge verwendet wird, sollte der Referenzfilter auf 600-650 nm eingestellt werden.

«  Spritzflasche f(r den verdl hnten Waschpuffer

e Stoppuhr

*  Saugfl hige Papiert' cher

*  Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazit t von 200 (|
PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

F(r dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark h molysierte, lip[ mische oder mikrobiell
verunreinigte Proben ki nnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben hichstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur | ngeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren
werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN
Hinweise zum Verfahren
* Lesen Sie sorgf( Itig diese Anweisungen, bevor Sie mit dem Test beginnen.

« Bringen Sie alle Reagenzien und Proben 30 Minuten lang auf Raumtemperatur (20-26 °C). Stellen Sie die
Materialien sofort nach ihrer Anwendung wieder in den K[ hlschrank.

22



DE

Bereiten Sie alle Verd nnungen der Patientenproben vor Beginn des Tests vor.

Geben Sie nicht verwendete Streifen sofort wieder in den Beutel mit dem Trockenmittel und verschlieRen
Sie diesen fest, um den Kontakt mit Wasserdampf so gering wie moglich [u halten.

Waschschritt:  Eine gute Methode ist wunerlisslich. Die Anwendung eines automatischen
Mikrotiterplattenwaschers wird empfohlen.

Verwenden Sie eine Multikanalpipette, die gleichzeitig in 8 Vertiefungen pipettieren kann. Dies beschleunigt
das Verfahren und resultiert in gleichmi RBigeren Inkubationszeiten.

Eine sorgfl(ltige zeitliche Koordinierung ist wichtig. Die Inkubationszeitr_ ume beginnen nach der Verteilung
der Reagenzien.

Testverfahren

1.

10.
11.
12.

ALLE REAGENZIEN MUSSEN VOR BEGINN DES TESTS AUF RAUMTEMPERATUR (20-26 C)
GEBRACHT WERDEN.

Verwenden Sie den Protokollbogen, um die Positionen der Proben in der Mikrotiterplatte zu notieren. Es
entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach zu testen.

Qualitative Bestimmung: Verwenden Sie nur Kalibrator D. Semi-quantitative Bestimmung: Verwenden
Sie Kalibratoren A-D wie im untenstehenden Beispiel gezeigt.

QUALITATIVE BESTIMMUNG SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG
Alex(e9(OC A (2O
B te3(s9( B (tea(s9(OC
C 3O C |t
D(@EOC D@D OC
E(&E0OC E[@EOC
F (2690 C F@&OC
G(®EuC G|®E0OC
H (9620 C H(&EOC

Verd nnen Sie die Patientenproben im Verh(linis 1:51, indem Sie 10 pl der Patientenprobe mit 0,5 ml
Probenverd[ nner vermischen.

Geben Sie 100 upl der Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollseren und der verd nnten
Patientenproben in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden Vertiefungen.

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverd( nner als Blindprobe. Stellen Sie den ELISA-
Reader gegen diese Blindprobe auf Null. Die Extinktion dieser Vertiefung sollte nicht [ber 0,3 liegen.

Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur auf einer ebenen Oberfl che.

W-schschritt: S—ugen Sie den Inh—lItjeder Vertiefung griindlich—us. Geben Sie 200-300 [ L des rekonstituierten
Waschpuffers in alle Vertiefungen und saugen Sie ihn anschlieBend ab. Wiederholen Sie diese Schritte noch
dreimal, bis Sie insgesamt viermal gewaschen haben. Drehen Sie die Platte um und klopfen Sie sie [ber
saugfl higem Material ab, um jegliche nach dem letzten Waschen verbliebene FIl ssigkeit zu entfernen.
Trocknen Sie die Vertiefungen nicht vollst/ ndig.

Geben Sie 100 [ L Konjug—t in jede Vertiefung.

Inkubieren Sie die Vertiefungen 30 Minuten (x 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.
Waschschritt: Wiederholen Sie Schritt 7.

Geben Sie 100 [L Enlymsubstr—t in jede Vertiefung.

Inkubieren Sie die Vertiefungen 30 Minuten (x 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.
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13. Geben Sie 100 [ L Stopplésung in jede Vertiefung. Bew—hren Sie bei der Zug—be der Stopplésung dieselbe
Reihenfolge und Geschwindigkeit bei, die Sie fiir das Enzymsubstrat verwendet haben. Lesen Sie die Extinktion
(OD) jeder Vertiefung innerhalb einer Stunde bei 405 nm ab.

14. Lesen Sie die Extinktion (OD) jeder Vertiefung bei 405 nm mit einem Mikrotiterplattenreader mit einer oder
zwei Wellenldngen gegen die auf Null-Extinktion eingestellte Blindprobe ab.

Qualit_tskontrolle

Bei jedem Testlauf missen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet
werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Gberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe
sollte <0,3 sein. Kalibrator A sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der Test
wiederholt werden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt durchgefiihrt
wurde, verwenden Sie den Mittelwert der beiden Messungen, um die EU/mI zu bestimmen. Bei der Durchfihrung
von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D gr( Rer als die des negativen Kontrollserums
und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. Fur semi-quantitative Bestimmungen missen die
Werte des positiven Kontrollserums innerhalb des auf dem Flaschchen angegebenen Bereichs liegen.

ERGEBNISSE
Berechnungen
Die Konzentrationen der Patientenproben ki nnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

Ext. der Testprobe
X EU/ml von Kalibrator D = EU/mI der Testprobe

Ext. von Kalibrator D
2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

Tragen Sie aufkariertem Millimeterpapier die Extinktionen der Kalibratoren Abis D gegen ihre jeweilige Konzentration
auf. Tragen Sie die Konzentration in EU/ml auf der X-Achse gegen die Extinktion auf der Y-Achse auf und zeichnen
Sie die passendste Kurve. Bestimmen Sie auf der Kurve die Konzentrationen der Patientenproben gegen ihre
entsprechenden Extinktionswerte.

Kalibrator

Die Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu erm(glichen; sie missen bei
jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antik[ rperspiegeln ki nnen h('here Extinktionswerte
aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte zu bestimmen, sollten solche Proben nochmals
verdiinnt werden, damit sie bei einem erneuten Test innerhalb des Bereichs der Kalibratorenkurve fallen. Um
die EU/mI zu bestimmen, missen Sie den erhaltenen Wert mit dem Verdiinnungsfaktor multiplizieren. Siehe das
Beispiel fur eine Standardkurve (Abb. 1) am Ende des Dokuments.

Interpretation

Die folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Interpretation der Laborergebnisse. Jedes Labor muss
seine eigenen Normalwerte festlegen.

AGA-IgG-Wert
Kind Erwachsener Interpretation
<28 EU/ml <20 EU/ml Neg (-)
>28 EU/ml >20 EU/ml Pos (+)
AGA-IgA-Wert
Kind Erwachsener Interpretation
<23 EU/ml <20 EU/ml Neg (-)
>23 EU/ml >20 EU/ml Pos (+)
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EINSCHRIINKUNGEN DES VERFAHRENS

Dieser Test sollte nicht an stark hdmolysierten, mikrobiell verunreinigten oder lipdmischen Proben durchgefihrt
werden. Diese Methode sollte nur verwendet werden, um menschliche Serumproben zu testen. Die erhaltenen
Ergebnisse dienen nur als Hilfsmittel bei der Diagnose und sollten nicht allein als diagnostisch gedeutet werden.
Bei Zoliakiepatienten mit IgA-Mangel kann der IgA-AGA-Test negativ ausfallen.

Erwartete Werte

Die erwarteten Ergebnisse in einer normalen Population sind negativ (<20 EU/ml fir Erwachsene und <23-28 EU/
ml fur Kinder). Es wurde jedoch nachgewiesen, dass einige anscheinend gesunde, asymptomatische Personen
bei einem Test auf IgA- oder IgG-Anti-Gliadin-Antikorper positive Ergebnisse zeigen kénnen. Siehe Abb. 2.

Klinische Studien

Die Sensitivitdt und Spezifitdt des IgG- und IgA-AGA-Tests wurden bestimmt, indem Patienten mit aktiver Zéliakie
(Kinder=38), Patienten mit DH (Erwachsene=10), Patienten mit Schilddriisenkrankheiten (Erwachsene=200),
Patienten mit Pemphigus und Pemphigoid (Erwachsene=69), Patienten mit anderen gastrointestinalen
Erkrankungen und 202 normale Blutspender (Kinder=113 und Erwachsene=89) getestet wurden. Die Ergebnisse
dieser Studie sind in Tabelle 1 am Ende diese Dokuments dargestellt.

Bei Anwendung der ImmuLisa™ 1gG- und IgA-Anti-Gliadin-Antikdrper-Testkits wurden die folgenden Haufigkeiten
von AGA bei normalen Testpersonen, bei Zéliakiepatienten und bei anderen Krankheiten beobachtet. AGA der
Klasse IgA sind spezifisch fir Zéliakie mit einer Sensitivitédt von 90%. Andererseits sind IgG-AGA sensitive Marker
fur Zoliakie. Siehe Tabelle 2.

Der Algorithmus in Tabelle 3 dient als Richtlinie bei der Auslegung serologischer Tests auf Zéliakie.

Einige Forscher haben den in Abb. 3 gezeigten Ansatz verwendet, um mittels serologischer Methoden eine
Zdliakiediagnose zu stellen.

LEISTUNGSMERKMALE

Die mitdem ImmuLisa™ IgG- und IgA-AGA-Test erhaltenen Ergebnisse wurden mitdem ImmuGlo™ Anti-Endomysium-
Antikérper-Kit (EMA) fur die Diagnose von Zéliakie verglichen. Der Vergleich schloss insgesamt 186 Testpersonen
ein. Darunter befanden sich 34 Patienten mit einer Gluten enthaltenden Erndhrung und 32 Patienten mit einer
glutenfreien Erndhrung, bei denen eine biopsiebestatigte Zéliakiediagnose gemal den ESPGAN-Kriterien bestand.
Die Ergebnisse sind in Tabellen 4 und 5 am Ende dieses Dokuments angezeigt.

Genauigkeit:

Proben mit einer bekannten AGA-Konzentration wurden Uber einen Zeitraum von zwei Wochen hinweg zehnmal
getestet. Die intraseriellen und interseriellen Variationskoeffizienten (VK) sind in Tabellen 6 und 7 angezeigt.

Wiederfindung

Proben mit bekannten AGA-Konzentrationen wurden mit geeigneten Verdiinnungen einer anderen positiven Probe
mit einer bekannten Menge an AGA gemischt. Die Anti-Gliadin-Antikdrperspiegel der gemischten Proben wurden
bestimmt und die Wiederfindung in Prozent wurde aus den erhaltenen Werten errechnet. Die Ergebnisse sind in
Tabellen 8.
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Anticorps anti-gliadine (AGA) ELISA

‘
‘ ENCART DU PRODUIT
”VlMCO 1117A IgA-AGA ELISA 96 Tests

DIAGNOSTICS 1117G IgG-AGA ELISA 96 [ests

Technique de dosage immunoenzymatique de type ELISA, destinée [1la détection et [1la semi-quantification des
anticorps anti-gliadine 1gG ou IgA dans le sérum humain, destinée [ fournir un support dans le diagnostic des
patients souffrant de maladie cceliaque et de dermatite herpétiforme.

RESUME ET EXPLICATION

L'entéropathie sensible au gluten (GSE), c’est-[+dire la maladie cceliallue (CD) et la dermatite herp! tiforme
(DH), est une maladie gastro-intestinale hétérogl ne cliniquement commune avec sensibilité au gluten et peut
se présenter par des sympti mes non-classiques ou minimaux'. Il existe certaines composantes génétiques
associés [1la GSE, ce qui est démontré par le fait qu’environ 5-10% de la famille du premier degré de parenté du
patient présentent des maladies cceliaques symptomatiques ou asymptomatique. Les enfants de petit stature et
les patients souffrant de diabl te insulino-dépendant et d’autres maladies auto-immunes manifestent également
une plus grande probabilité de développer une entéropathie sensible au gluten (GSE). Une élimination stricte du
gluten de I'alimentation est recommandée afin de contriler I'activité de la maladie et un diagnostic précocement
posé chez de tels patients est en mesure d’améliorer leur pronostic général?.

Lalittérature scientifique publiée sugg! re un recours au test sérologique chez les patients chez qui on suspecte une
GSE et de contrller la bonne observance du régime %% La Société européenne de Gastro-entérologie Pédiatrique
et de Nutrition (ESPGAN) a recommandé la réalisation de plusieurs tests sérologiques afin de limiter le nombre
des biopsies intestinales qui sont nécessaires pour poser un diagnostic 7.. Ceux-ci comprennent les tests par
anticorps anti-gliadine (AGA), anti-réticuline (ARA) et anti-endomysial (EMA). Parmi ceux-ci, ce sont les anticorps
anti-gliadine qui ont été le plus étudiés ®2* Par le recours [ une technique de dosage immunoenzymatique de
type EL ISA, aussi bien les anticorps anti-gliadine de classe IgG que de classe IgA sont détectés dans le sérum
de patients présentant une entéropathie sensible au gluten. Parmi ceux-ci, les anticorps antigliadine de la classe
IgG semblent des indicateurs de GSE plus sensibles mais moins spécifiques que les anticorps anti-gliadine de la
classe IgG. Les anticorps anti-gliadine de la classe AGE d’un autre cl té sont moins sensibles mais plus spécifiques
pour la GSE.

PRINCIPES DE LA METHODE

L'antigi ne gliadine est lié aux puits d’'une plaquette de puits en polystyrine, suivi par un blocage des sites
sans réaction afin de limiter I'agglutination non spécifique. Les régulateurs, les calibreurs er le sérum dilué du
patient sont ajoutés aux puits séparés, en permettant aux anticorps anti-gliadine présents de se lier [1I'antigl ne
immobilisé. L’échantillon non lié est éliminé par lavage et un conjugué d’anticorps [Imarquage enzymatique pour
'lgG ou I'lgA humain est ajouté [ chaque puits. Ces anticorps conjugués [ une enzyme se lient de manilre
spécifique [II'immunoglobuline humaine de la classe appropriée. Apris élimination par lavage de tout le conjugué
non lié, le substrat spécifique de la phosphatase alcaline (pNPP - paranitrophénylphosphate) est alors ajouté aux
puits. La réaction enzymatique est arrl tée et I'intensité du changement de la couleur, qui est proportionnelle [1la
concentration d’anticorps est lue par un spectrophotom( tre [1405 nm. Les résultats sont exprimés en unités ELISA
par millilitre (EU)/ml.

REACTIFS
Stockage et Priparation

Entreposer tous les réactifs [12-8°C. Ne pas congeler. Ne pas utiliser si le réactif n’est pas clair ou si un précipité
est présent. Tous les réactifs doivent [ tre amenés [1température ambiante (20-25°C) avant 'usage. Quand elle
est entreposée [12-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’(/la date d’expiration de I'équipement.
Reconstituer la solution de lavage dans 1 litre avec de I'eau distillée ou de I'eau désionisée. Les bandes des
microplaques [1puits enduites sont destinées ([ tre utilisée une fois seulement.
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Pr(cautions

Destiné [1un usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par I'administration FDA.
Cependant, les dérivés du sang humain et les spécimens des patients doivent toujours [ tre considérés comme
étant potentiellement infectieux. Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours des opérations de
stockage, de distribution et de manipulation de ce matériel?’. AVERTISSEMENT [JL'—zide de sodium peut ré—gir
avec les tuyauteries en plomb et en cuivre pour former des azides de métal qui sont trés explosifs. Au moment de
I'élimination des liquides, rincer avec de grands volumes d’eau afin de prévenir l'intensification de I'azide. L'azide
de sodium peut étre toxique en cas d’ingestion. En cas d’ingestion, il faut immédiatement signaler I'accident au
directeur du laboratoire ou au centre antipoison.

Les instructions doivent [tre suivies exactement dans I'ordre dans lequel elles sont fournies dans la
prisente brochure de I’ quipement pour garantir ’'obtention de r( sultats valables. Il ne faut pas échanger
les composants de I'équipement avec d’autres provenant d’autres sources si ce n'est ceux qui portent le méme
numéro de catalogue d’Immco Diagnostics Inc.

Il faut avoir recours a de bonnes techniques de laboratoire pour minimiser la contamination microbienne et
chimique. Ne pas utiliser aprés I'expiration de la date de péremption.

Mat(riel fourni
ImmuLisa™ IgA-AGA ELISA 1117A
ImmuLisa™ IgG-AGA ELISA 117G

12x 8 [ MICROPLATE [ AGA | IVll_iccrj'g-IameIIe avec micropuits individuels, revétus d’antigéne
gliadine.

1x1.5ml [CALIBRATOR|A[AGA |** Etalon A (couvercle vert), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti-gliadine.

1x1.5ml |CALIBRATOR |B|AGA|*t Etalon B (couvercle violet), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti-gliadine

1x1.5ml | CALIBRATOR [C|AGA |*t Etalon C (couvercle bleu), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti-gliadine

1x1.5ml |CALIBRATOR|D|AGA |*t Etalon D (couvercle jaune), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti-gliadine

1x1.5ml | CONTROL | + |AGA | * 1 Contr(le positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Contient sérum
humain positif AGA.

1x1.5ml | CONTROL . * Contr! le n[gatif (couvercle blanc), prét a 'emploi. Contient sérum
humain.

1x12ml [IgA-CONJ | ALKPHOS |*t Conjugul] Alk. phos. anti-lgG humaines prét & I'emploi. Code
couleur rose.

1x12ml |1gG-CONJ | ALKPHOS |* f Conjugul] Alk. phos. anti-lgG humaines prét a I'emploi. Code
couleur rose.

1x 60 ml * Diluant pour s'rum prét & I'emploi. Code couleur bleue.
1x12ml | SUBSTRATE |* Substrat enzymatique prét a 'emploi. Contientdu pNPP. Protger

de la lumiére.

1x12ml [ sTOP Solution d’arrCt préte a 'emploi.
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2 x Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

* Contient < 0.1% NaN,
t[REF] 1117A contient les étalons IgA-AGA, le solutions de controle et le conjugué IgA
1117G contient les étalons IgG-AGA, le solutions de controle et le conjugué IgG

Symboles utilis('s sur les [ tiquettes:
Numéro de lot

Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

Fabricant

4R (B ~ < [{[8

Nombre de tests

Mat( riel n[cessaire mais non fourni

[J Pipettes en mesure de délivrer de 5 (1 (11000 [l
*  Bouchons de pipette jetables

*  [Jprouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes de test

Eau distillée ou désionisée

* Lecteur de microplaque en mesure de lire des valeurs d'absorption a 405 nm. Si un lecteur de microplaque a
double longueur d'onde est disponible, le filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm.

* Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée
e Compte-minutes
*  Serviettes de papier absorbant

*  Nettoyeur automatique de microplaque en mesure de dispenser 200 (1

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

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

PROCEDURE

Notes de proci dure

* Avant de commencer l'essai, il faut lire les présentes instructions avec soin.

* Amener tous les réactifs et les échantillons a température ambiante (20-26°C) pendant 30 minutes. Remettre
le sachet dans le refrigérateur immédiatement aprées son utilisation.

*  Préparer toutes les dilutions des spécimens patients avant de commencer le test.
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Remettre imm( diatement les bandes inutilis_ es dans le sachet contenant des produits dessicatifs et
sceller avec soin pour limiter le plus possible I'exposition a la vapeur d'eau.

[itape du lavage : Le recours a une bonne technique de lavage s’avere fondamentale. On conseille de
recourir a un dispositif automatique de lavage de la microplaque.

Utiliser une pipette multicanaux en mesure de délivrer simultanément sur 8 puits. Cela accélére le processus
et permet d’obtenir une période d'incubation plus constante.

Un chronométrage soigneux est important. Les périodes d'incubation commencent aprés avoir dispensé les
réactifs.

Procl dure d’essai

1.
2.

10.
1.
12.
13.

TOUS LES RUACTIFS DOIVENT ETRE AMEN 'S A TEMPRATURE AMBIANTE (20-26:C) AVANT USAGE.

[tiqueter le feuillet du protocole pour indiquer 'emplacement du spécimen dans la microplaque. Une bonne
pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

Dosage qualitatif : utiliser seulement le calibreur D. Dosage semi-quantitatif Utiliser les calibreurs A - D
comme montré dans I'exemple ci-dessous.

DOSAGE QUALITATIF DOSAGE SEMI-QUANTITATIF
Aes9(OC Al OC
B =0 G0N
C 3 0OC Cle3&0OC
D(&EOC D (EOC
E®E0OC E (@00
F (52600)C F @&@0OC
G®ENOC G(@EOC
H(&9620OC H&EOC

Préparer une dilution 1:51 de spécimen patient en mélangeant 10 [1 d’échantillon de patient avec 0,5 ml de
diluant de sérum.

Ajouter 100 1 de calibreurs, de régulateurs positif et négatif et d’échantillons de patient dilués dans les
micropuits appropriés indiqués dans le dossier du protocole.

Note : Inclure un puits qui contient 1 100 [l du diluant de sérum a titre de réactif a blanc. Mettre a zéro le
lecteur ELISA sur le réactif a blanc. L’absorption de ce puits ne doit pas étre supérieure a 0.3.

Incuber pendant 30 minutes (£ 5 minutes) a température ambiante sur une surface plane.

['t—pe du l-v—ge : Aspirer soigneusement le contenu de ch—que puits. Ajouter 200-300/ L de |- solution de
lavage reconstituée aux puits et ensuite aspirer. Répéter cette séquence trois fois pour un total de quatre
lavages. Renverser la plaque et la tapoter sur un matériau absorbant pour enlever tout le fluide résiduel aprés
le dernier lavage. Ne pas sécher complétement les puits.

Ajouter 1 00['L de conjugué a chaque puits.

Incuber les puits pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
Etape du lavage : Recommencer I'étape 7.

Ajouter 1 00uL de substrat d’enzyme a chaque puits.

Incuber les puits pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Ajouter 1 00uL de solution d’arrét a chaque puits. Maintenir la méme séquence et le méme chronométrage
pour I'addition de la solution d’arrét que celles qui furent utilisées pour le substrat d’enzyme. Lire I'absorption
(OD) de chacun puits a 405nm dans I'’heure qui suit la réaction.
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14. Lire 'absorption (OD) de chaque puits a 405nm, en utilisant un lecteur de microplaques a simple ou a double
longueur d’onde par rapport au réactif a blanc programmé sur une absorption zéro.

Contr( le de qualité

Des calibreurs, des régulateurs positif et négatif et un réactif a blanc doivent étre utilisés a chaque essai pour
vérifier I'intégrité et I'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif a blanc doit étre inférieure a 0,3 Le
calibreur A doit présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit
étre recommencé. Le controle négatif doit étre inférieur a8 20 EU/m. Si le test est effectué en double, il faut prendre
la moyenne des deux lectures pour déterminer 'EU/mI. Quand on procéde aux dosages qualitatifs, la densité
optique du Calibreur D doit étre supérieure a celle du régulateur négatif et inférieure a I'absorption du régulateur
positif. Pour les dosages semi-quantitatifs, le régulateur positif doit fournir des valeurs dans la plage figurant sur
la fiole.

RESULTATS
Calculs

Les concentrations des échantillons de patient peuvent étre déterminées par I'une ou l'autre de ces deux
méthodes :

1. DOSAGE QUALITATIF

Abs. de I’échantillon d’essai
X EU/ml du calibreur D = EU/ml échantillon de test

Abs. du calibreur D
2. DOSAGE SEMI-QUANTITATIF

Relever I'absorption du Calibreur A a D par rapport a leur concentration respective sur un papier quadrillé linéaire-
linéaire. Relever la concentration en EU/mI sur I'axe des abscisses contre I'absorption sur 'axe des ordonnées
et tracer la courbe meilleure. Déterminer les concentrations des échantillons de patient a partir de la courbe par
rapport a sa valeur d’absorption.

Calibreur

Les calibreurs préts a I'emploi sont inclus pour fournir la semi-quantification et doivent étre utilisés a chaque
opération. Les échantillons patients qui contiennent les niveaux d’anticorps les plus élevés peuvent produire des
taux d’absorption plus élevés que ceux du calibreur A. Pour déterminer des valeurs semi-quantitatives précises,
ces échantillons de sérum doivent en outre étre dilués de telle maniére qu’ils s’inscrivent dans la plage de la
courbe du calibreur quand on refait I'essai. Pour la détermination EU/ml, multiplier les unités obtenues par le
facteur de dilution. Consulter les courbes standards d’échantillon (Figure 1) a la fin de ce document.

Interprétation

Ce qui figure ci-dessous sert uniquement comme guide pour l'interprétation des résultats. Chaque laboratoire doit
déterminer ses propres valeurs normales.

AGA-IgG Valeur Interprétation
Enfant Adulte
<28 EU/ml <20 EU/ml NEG (-)
>28 EU/ml >20 EU/ml POS (+)
AGA-IgA Valeur Interprétation
Enfant Adulte
<23 EU/ml <20 EU/ml NEG (-)
>23 EU/mI >20 EU/ml POS (+)
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LIMITES DE LA PROCEDURE

Le test ne devrait pas étre exécuté sur des échantillons grossierement hémolysés, contaminés du point de vue
microbien ou lipémiques. Cette méthode doit uniquement étre utilisée pour le test d’échantillons de sérum humain.
Les résultats obtenus servent seulement comme aide dans le diagnostic et ne devraient pas étre interprétés
comme un diagnostic par eux-mémes. Chez les patients souffrant de maladie cceliaque avec déficience en IgA,
les anticorps anti-gliadine IgA peuvent étre négatifs.

Valeurs attendues

Les valeurs attendues dans une population normale sont négatives (< 20 EU/ml pour les adultes et les enfants).
Cependant, on a remarqué que certains individus apparemment sains, asymptomatiques peuvent apparaltre
positifs pour les anticorps anti-gliadine 1gG et IgA. Voir Figure 2.

Etudes cliniques

La sensibilité et la spécificité des tests par anticorps anti-gliadine IgG et IgA ont été déterminés en testant des
patients présentant une maladie cceliaque en cours (enfants=38), des patients avec dermatite herpétiforme
(adultes=1 0), des patients atteints de désordres thyroldiens (adultes=200), des patients avec pemphigus et
pemphigoide (adultes=69), des patients atteints d’autres maladies gastro-intestinales et 202 donateurs de sang
normaux (enfants=113 et adultes=89). Les résultats de cette étude figurent dans le tableau 1 a la fin du présent
document.

Quand on utilise les kits anticorps anti-gliadine IgG et IgA ImmuLisa™, on a observé chez des patients normaux,
atteints de maladie cceliaque et d’autres maladies les fréquences d’anticorps anti-gliadine suivantes. Les anticorps
anti-gliadine de la classe IgA sont spécifiques de la maladie cceliaque avec une sensibilité de 90%. Les anticorps
anti-gliadine 1gG, d’autre part, sont des indicateurs sensibles de la maladie cceliaque. Voir tableau 2.

L’algorithme du Tableau 3 sert de guide pour l'interprétation du test sérologique pour la maladie cceliaque.

Certains chercheurs ont adopté I'approche de la Figure 3 pour établir le diagnostic de maladie cceliaque en ayant
recours a des methodes sérologiques.

DONNEES DE RENDEMENT

Les résultats obtenus avec le test par anticorps anti-gliadine 1gG et IgA ‘ImmuLisa™ ont été comparés avec le kit
de test par anticorps anti-endomysial (EMA) ImmuGlo™ pour diagnostiquer la maladie cceliaque. La comparaison
a porté sur un total de 186 sérums : On a inclus dans I'étude 34 patients sous régime avec gluten et 32 patients

avec régime exempt de gluten présentant un diagnostic de maladie cceliaque confirmé par biopsie conformément

aux critéres de TESPGAN (Société européenne de Gastro-entérologie Pédiatrique et de Nutrition). Les résultats

figurent dans les tableaux 4 et 5 a la fin de ce document.

Précision :

Des échantillons avec des concentrations connues d’AGA ont été analysés dans 10 mesures sur une période de
deux semaines. Le coefficient de variation intra et inter-essai (CV) apparalt dans les tableaux 6 et 7 a la fin de
ce document.

Récupération :

Des échantillons avec des concentrations connues d’anticorps anti-gliadine AGA ont été mélangés avec des
dilutions appropriées d’un autre échantillon avec des montants connus d’anticorps de type AGA. Les niveaux des
anticorps des échantillons mélangés ont été déterminés et on a calculé le pourcentage de récupération a partir
des valeurs obtenues. Les résultats figurent dans les Tableaux 8.
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Anticorpi Anti-gliadina (AGA) ELISA

4
M  INsErRTO DEL PRODOTTO
| M M CO 1117A AGA-IgA ELISA 96 Determinazioni

DIAGNOSTICS 1117G AGA-IgG ELISA 96 Determinazioni

Test immunoenzimatico (ELISA) per la ricerca e la semiquantificazione di anticorpi anti-gliadina di classe 1gG o IgA
nel siero come strumento utile nella diagnosi dei pazienti affetti da celiachia o da dermatite erpetiforme.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

L'enteropatia glutine sensibile (EGS), o malattia celiaca (MC) e la dermatite erpetiforme (DH) sono disturbi
gastrointestinali comuni, clinicamente eterogenei, causati dalla sensibilita al glutine, che pul! manifestarsi con
sintomi non classici o minimi'. Esiste una componente genetica associata con la EGS, illustrata dalla dimostrazione
che circa il 5-10% dei parenti di primo grado sono affetti da MC sintomatica o asintomatica. | bambini di bassa
statura e i pazienti con diabete insulino-dipendente e con altre malattie autoimmuni hanno una maggiore probabilita
di sviluppare la EGS. Per controllare I'attivita della malattia viene raccomandata una dieta priva di glutine e una
diagnosi precoce di questi pazienti pulImigliorare la prognosi generale?.

La letteratura pubblicata suggerisce I'uso di analisi sierologiche per lo screening dei pazienti con sospetta EGS e
per il monitoraggio della conformita alla dieta®>¢. La Societa Europea di Gastroenterologia e Nutrizione Pediatrica
(ESPGAN) ha raccomandato I'inclusione di una serie di test sierologici per ridurre il numero di biopsie intestinali
necessarie all'ottenimento di una diagnosi’. Queste analisi includono i test per gli anticorpi anti-gliadina (AGA),
anti-reticolina (ARA) e anti-endomisio (EMA). Di questi test, il piu studiato & quello per gli AGA 2. Avvalendosi
della metodologia ELISA gli AGA di classe IgA e di classe IgG sono rilevati nei sieri dei pazienti con EGS. Di questi,
gliAGA di classe IgG sembrano essere maggiormente sensibili, ma si rivelano indicatori con minore specificita per
la EGS degli AGA di classe IgA. In contrapposizione, gli AGA di classe IgA sono meno sensibili, ma piu specifici
per la EGS.

PRINCIPI DELLE METODICHE

L’antigene gliadina si lega ai pozzetti presenti su una micropiastra in polistirene, segue poi il blocco dei siti che
non hanno reagito, per ridurre i legami non specifici. Controlli, calibratori e campioni diluiti di siero del paziente
vengono incubati in pozzetti separati, e cil] permette agli anticorpi antigliadina presenti nel siero di legarsi
all’antigene immobilizzato. I campione non legato viene lavato via e in ciascun pozzetto viene aggiunto un
coniugato anti-IgA o IgG umane marcato con enzima. Questi anticorpi coniugati con I'enzima si legano in modo
specifico allimmunoglobulina umana di classe appropriata. Successivamente alla rimozione mediante lavaggio
del coniugato non legato, nei pozzetti viene aggiunto un substrato enzimatico specifico (oNPP). La reazione viene
stoppata e l'intensita del cambiamento di colore, che & proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene letta
da uno spettrofotometro a 405 nm. | risultati sono espressi in unita ELISA (EU)/ml.

REAGENTI
Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. Non congelare. Non usare il reagente se non € limpido o se & presente un
precipitato. Tutti i reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (20-25°C) prima dell’'uso. Se conservato
a 2-8°C, il tampone di lavaggio ricostituito € stabile fino alla data di scadenza del kit. Ricostituire il tampone a 1
litro con acqua distillata o deionizzata. Le strisce con i pozzetti sono monouso.

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
del paziente 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
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lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare 'accumulo di azide. L’azide sodica pud essere
tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente I'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.

Usare tecniche di laboratorio idonee per minimizzare la contaminazione microbica e chimica. Non usare oltre la
data di scadenza indicata sull’etichetta.

Materiali forniti
AGA-IgA ELISA ImmuLisa™ 1117A
AGA-IgG ELISA ImmuLisa™ 117G

12x 8 [ MICROPLATE [ AGA | Nll.iccrjgpiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
gliadina

1x1,5ml [CALIBRATOR[A[AGA|*1 Calibratore A (tappo verde) pronto all’'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-gliadina
1x1,5ml [CALIBRATOR|[B[AGA|*1 Calibratore B (tappo viola) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-gliadina.

1x1,5ml [ CALIBRATOR [C[AGA |* T Calibratore C (tappo blu) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-gliadina.

1x1,5ml [CALIBRATOR|[D|[AGA]*t Calibratore D (tappo giallo) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-gliadina.

1x1,5ml [cCONTROL[+[AGA|*1 Controllo Positivo (tappo rosso) pronto all’'uso. Contiene siero
umano positivo per AGA.

1x1,5ml [cONTROL [-]* Controllo Negativo (tappo bianco) pronto alluso. Contiene siero

umano.

1x12 mi | IgA-CONJ | ALKPHOS | * f Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG umane pronto all’'uso; di colore
rosa.

1x12 mi [IgG-CONJ [ ALKPHOS | * Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG umane pronto all’'uso; di colore
rosa.

1x 60 ml * Diluente siero pronto all’'uso; di colore blu.

1x12ml [ SUBSTRATE |* Substrato Enzimatico pronto all’'uso. Contiene pNPP.

Proteggere dalla luce.
1x12ml [ sTOP Soluzione di Stop pronta all’'uso.

2 x Tampone di Lavaggio in polvere. Ricostituire a un litro ciascuno.

* Contiene < 0,1% NaN,

t 1117A contiene calibratori AGA-IgA, controlli e coniugati IgA.
1117G contiene calibratori AGA-IgG, controlli e coniugati IgG.
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Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per 'uso

Uso diagnostico in vitro

Produttore

xd MEEE S

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

* Pipette con capacita di dispensazione da 5 (1 a 1000 (1
e Puntali monouso delle pipette

*  Provette per analisi 12 x 75 mm pulite e rack per provette

Acqua distillata o deionizzata

* Lettore di micropiastre per la lettura di valori di assorbanza a 405 nm. Se & disponibile un lettore di micropiastre
a doppia lunghezza d’onda, il filtro di riferimento deve essere impostato a 600-650 nm.

*  Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito.

e Timer

+ Carta assorbente

* Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 (|
RACCOLTA DEL CAMPIONE

In questa procedura devono essere usati solo 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. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.

PROCEDURA
Note sul test
« Prima di iniziare il test leggere attentamente questo foglio illustrativo.

* Portare a temperatura ambiente i campioni di siero e i reagenti (20-26°C) per 30 minuti. Immediatamente
dopo l'uso trasferire in frigo tutti i materiali non utilizzati.

* Prima dellinizio del test preparare tutte le diluizioni dei campioni del paziente.

* Riporre immediatamente le strisce inutilizzate nella busta di confezionamento dove sono presenti
disseccanti e sigillare per minimizzare I’esposizione a vapore acqueo.

» Fase di lavaggio: Una buona tecnica di lavaggio € di importanza decisiva. Si consiglia di utilizzare un
dispositivo automatico di lavaggio della micropiastra.

* Usare una pipetta multicanale in grado di riempire 8 pozzetti contemporaneamente. La procedura risulta piu
rapida e il tempo di incubazione piu uniforme.

* Per tutte le fasi € importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione iniziano con il
completamento dell’aggiunta dei reagenti.
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Metodo del test

1.

10.
1.
12.
13.

14.

TUTTI | REAGENTI DEVONO ESSERE PORTATI A TEMPERATURA AMBIENTE (20-26'C) PRIMA
DELL’INIZIO DEL TEST.

Etichettare il foglio protocollo per indicare la posizione del campione nella micropiastra. E’ buona prassi di
laboratorio eseguire il test in duplicato.

Determinazione qualitativa: usare unicamente il Calibratore D.
DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA usarei CalibratoridaAa D prontiall’'uso, come illustrato nell’esempio
di disposizione riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA  DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA

A (9O C A e C
B|G=3(s9 () B e33O C
C|r3E&OC C 39O C
D@EOC DIDEOC
E|GIE9OC E |G OC
Fc2600OC FI@EOC
G(EEnOC G@EOC
H|G961(OC H|(s99(OC

Preparare una diluizione 1:51 del campione del paziente mescolando 10 pl di campione con 0,5 ml di Diluente
del Siero.

Aggiungere 100 [l di Calibratori, di Controlli Positivi e Negativi e di campioni del paziente diluiti nei pozzetti
appropriati come indicato sul foglio protocollo.

Nota: Includere un pozzetto contenente 100 pl di Diluente del Campione come bianco. Azzerare il lettore
ELISA contro il bianco. L'assorbanza del bianco non deve essere superiore a 0,3.

Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente su una superficie piana.

Fase di lavaggio: Aspirare completamente i contenuti di ciascun pozzetto. Aggiungere 200-300uL del tampone
di lavaggio ricostituito in tutti i pozzetti e poi aspirare. Ripetere questa sequenza per altre tre volte per un
totale di quattro lavaggi. Invertire la piastra e batterla su materiale assorbente per rimuovere residui di liquido
dell'ultimo lavaggio. Non asciugare i pozzetti completamente.

Aggiungere 100pL di Coniugato in ogni pozzetto.

Incubare i pozzetti per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Fase di lavaggio: Ripetere la procedura 7.

Aggiungere 100pL di Substrato Enzimatico in ogni pozzetto.
Incubare i pozzetti per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Aggiungere 100uL di Soluzione di Stop in ciascun pozzetto. Per I'aggiunta della Soluzione di Stop rispettare lo
stesso ordine e gli stessi tempi usati per 'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza di ciascun
pozzetto a 405 nm entro 1 ora dall’aggiunta della Soluzione di stop.

Leggere I'assorbanza di ciascun pozzetto a 405 nm usando un lettore di micropiastre con lunghezza d’onda
singola o doppia contro il bianco impostato su assorbanza 0.

CONTROLLO DI QUALITA

In ciascun test devono essere utilizzati calibratori, controllo positivo, controllo negativo e un bianco allo scopo
di verificare l'integrita e I'accuratezza del test. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Il
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calibratore A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1, altrimenti € necessario ripetere il test.
Il controllo negativo deve essere inferiore <20 EU/mI. Se il test viene eseguito in duplicato, prendere la media
delle due letture per determinare il valore EU/ml. Se si eseguono le determinazioni qualitative, I'assorbanza del
calibratore D deve essere maggiore di quella del controllo negativo e minore di quella del controllo positivo.
Nelle determinazioni semiquantitative il controllo positivo deve dare valori che rientrano nellintervallo indicato
sul flacone.

RISULTATI

Calcoli

Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere determinate con uno dei due metodi seguenti:
1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Assorbanza del campione del test

X EU/ml del Calibratore D = EU/mI del Campione

Assorbanza del calibratore D

2. DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA

Tracciare I'assorbanza dei calibratori da A a D contro la loro rispettiva concentrazione su una carta millimetrata
lineare-lineare. Tracciare la concentrazione in EU/ml sull’asse X contro I'assorbanza sull'asse Y e disegnare la
curva. Determinare le concentrazioni dei campioni del paziente dalla curva contro il suo corrispondente valore
di assorbanza.

Calibratore

| calibratori pronti per 'uso servono per la semiquantificazione e devono essere usati in ciascuna serie di analisi. |
campioni di pazienti contenenti livelli di anticorpo piu alti possono dare valori di assorbanza maggiori di quelli del
calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, tali campioni di siero devono essere ulteriormente
diluiti, in modo da farli rientrare nell’intervallo della curva del calibratore quando testati nuovamente. Per determinare
le EU/mI moltiplicare le unita ottenute per il fattore di diluizione. Vedere le curve standard del campione (Figura 1)
alla fine di questo foglio.

Interpretazione

Quanto segue serve solo da guida nellinterpretazione dei risultati di laboratorio. Ciascun laboratorio deve stabilire
i propri valori normali.

Valore AGA-IgG Interpretazione
Bambini Adulti
<28 EU/mI <20 EU/ml Neg (-)
>28 EU/ml >20 EU/ml Pos (+)
Valore AGA-IgA Interpretazione
Bambini Adulti
<23 EU/ml <20 EU/ml Neg (-)
>23 EU/ml >20 EU/ml Pos (+)

LIMITAZIONI DEL TEST

Il test per gli AGA non deve essere eseguito su campioni fortemente emolizzati, microbiologicamente contaminati
o lipemici. Questa metodica deve essere usata per testare solo campioni di siero umano. | risultati ottenuti
rappresentano unicamente un elemento di supporto alla diagnosi, considerati singolarmente non hanno valenza
diagnostica. Nei pazienti celiaci con deficit di IgA, gli AGA-IgA possono essere negativi.
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Valori Attesi

| valori attesi in una popolazione normale sono negativi (<20 EU/mI per adulti e <23-28 EU/mI per i bambini).
Tuttavia, é stato determinato che alcuni individui apparentemente sani e asintomatici possono risultare positivi agli
anticorpi anti-gliadina di classe IgA o IgG. Vedere Figura 2.

Studi Clinici

La sensibilita e la specificita dei test per gli AGA- IgA e IgG é stata determinata analizzando campioni da pazienti
con MC attiva (bambini = 38), pazienti con DH (adulti = 10), pazienti con disturbi tiroidei (adulti = 200), pazienti con
pemfigo e pemfigoidi (adulti = 69), pazienti con altre malattie gastrointestinali e 202 donatori normali (bambini =
113 e adulti = 89). | risultati di questo studio sono riassunti nella Tabella 1 alla fine di questo foglio.

Con i kit per I'analisi degli anticorpi anti-gliadina IgA e IgG ImmulLisa™ sono state osservate le seguenti incidenze di
AGA in individui normali, in pazienti con MC e con altri disturbi. Gli AGA di classe IgA sono specifici per la MC con
sensibilita del 90%. Gli AGA-IgG si rivelano invece indicatori sensibili della MC. Vedere Tabella 2.

L'algoritmo in tabella 3 serve da guida per l'interpretazione dei test sierologici per la MC.

Alcuni ricercatori hanno adottato I'approccio presentato nella Figura 3 per stabilire una diagnosi di MC usando i
metodi sierologici.

Caratteristiche di PERFORMANCE

| risulati ottenuti con il Test per gli AGA IgG e IgA ImmulLisa™ sono stati comparati con quelli ottenuti con il kit per gl
anticorpi anti-endomisio (EMA) ImmuGlo™ per la diagnosi della MC. La comparazione ha incluso un totale di 186
individui. Sono stati inclusi nello studio 34 pazienti in regime di dieta contenente glutine e 32 pazienti in regime
di dieta priva di glutine con una diagnosi di MC confermata da biopsia secondo i criteri della ESPGAN. I risultati
sono riassunti nelle Tabelle 4 e 5 alla fine di questo foglio.

Precisione:

Campioni con concentrazioni note di AGA sono stati analizzati in 10 replicati nell’arco di un periodo di due settimane.
Il coefficiente di variazione (CV) all'interno di uno stesso saggio tra un saggio e I'altro compare nelle Tabelle 6 e 7.

Recupero

I campioni con concentrazioni note di AGA sono stati miscelati con diluizioni appropriate di un altro campioni
positivo con quantitativo noto di AGA. | livelli di anticorpi anti-gliadina dei campioni miscelati sono stati determinati
e dai valori ottenuti e stata calcolata la percentuale di recupero. | risultati sono raccolti nella Tabella 8:
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ELISA para Anticorpos Anti-Gliadina (AGA)

‘ M FoLHETO DO PRODUTO
| M MCO 1117A IgA-AGA ELISA 96 Determinall es

DIAGNOSTICS 1117G IgG-AGA ELISA 96 Determina I'es

E um exame de imunoabsorgio enzimatica (ELISA) para a detecgl0 e semiquantificagio de anticorpos IgG
ou IgA anti-gliadina no soro humano para auxiliar no diagnéstico de doentes com doenga celiaca e dermatite
herpetiforme.

RESUMO E EXPLICACAO

A enteropatia sensivel ao gluten (ESG), ou seja, a doenla celiaca (DC) e a dermatite herpetiforme (DH), é
uma patologia gastrointestinal comum clinicamente heterogénea com sensibilidade ao gluten e pode apresentar
sintomas n[o classicos ou minimos". Existe um componente genético associado a ESG o qual é ilustrado mostrando
que aproximadamente 5 a 10% dos familiares de primeiro grau tém DC sintomatica ou assintomatica. As criangas
de baixa estatura e os doentes insulinodependentes e outras patologias auto-imunes também demonstram uma
maior probabilidade de desenvolver a ESG. E recomendada uma restrigl o rigorosa de gluten na dieta para
controlar a actividade da doenga e um diagnéstico precoce nesses doentes podera incrementar o seu prognostico
geral®.

A literatura publicada sugere a utilizaglo de testes serolégicos nos doentes suspeitos de terem ESG e a
monitorizagl b do cumprimento da dieta®*® A Sociedade Europeia de Gastroenterologia e Nutricl o Pediatrica
(ESPGAN) aconselhou a inclus! o de diversos testes serolégicos para reduzir a quantidade de biopsias intestinais
necessarias para efectuar o diagnéstico’. Estes incluem testes de anticorpos anti-gliadina (AGA), anti-reticulina
(ARA) e anti-endomisiais (EMA). Destes, os AGA foram os mais estudados®?* Usando ELISA, foram detectados
em soros de doentes com ESG ambos os AGA, da classe IgA e IgG. Destes, os AGA da classe IgG parecem ser
indicadores mais sensiveis mas menos especificos de ESG do que os da classe IgA. Por outro lado, os AGA da
classe IgA sl o menos sensiveis, mas mais especificos de ESG.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O antigénio gliadina adere aos pogos de uma placa de micropogos em polistireno seguida pelo bloqueio das zonas
que nl[o reagiram para reduzir a ligagl o n o especifica. Os controlos, os calibradores e o soro diluido do doente
sl o0 deitados em pocgos separados, permitindo que todos os anticorpos anti-gliadina presentes possam ligar-se
ao antigénio imobilizado. A amostra que nl o se ligou é eliminada por lavagem e em cada pogo é deitado um
conjugado de IgG ou IgA anti-humana marcado com enzima. Estes anticorpos conjugados com enzima ligam-se
especificamente a imunoglobina humana da classe apropriada. Depois de eliminar por lavagem todo o conjugado
que nl o se ligou, deita-se nos pogos um substrato enzimatico especifico (pNPP). Depois de interromper a reacgl 0
enzimatica a intensidade da cor altera-se, a qual é proporcional a concentrag o de anticorpos, e é lida por um
espectrofotdmetro a 405 nm. Os resultados s 0 apresentados em unidades ELISA por mililitro (UE/m).

REAGENTES
Conserval [ o e Prepara’ | o

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nl o congele. N[ o utilize o reagente se n[ o estiver limpido ou se
apresentar precipitag/ 0. Os reagentes devem estar todos a temperatura ambiente (20-25 °C) no momento da
utilizagl 0. Quando é conservado entre 2 e 8 °C, o tamp[ o de lavagem reconstituido permanece estavel até a data
de validade indicada no kit.Reconstitua o tamp( o de lavagem em 1 litro de 4gua destilada ou desionizada. As tiras
de micropogos revestidas s6 devem ser utilizadas uma vez.

Precaulles

Para uso em diagnéstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra
HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-l, e apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA.
Contudo, os derivados de sangue humano e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente
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infecciosos. Respeite as normas laboratoriais em matéria de conservagl o, distribuigio e eliminagib desses
materiais?'. ATENCAO — a azida de sédio (NaN,) pode reagir com a canalizag&o de cobre ou chumbo para formar
azidas metélicas muito explosivas. Na eliminagao de liquidos, juntar quantidades abundantes de agua para evitar
a formagao de azidas. A azida de sddio pode ser téxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o
director do laboratério ou o Centro Anti-Venenos.

Para assegurar a obten( ] o de resultados validos devem ser rigorosamente respeitadas as instru [ es
que acompanham este kit. Nao troque os componentes do kit por componentes de origem diferente do mesmo
numero de catalogo da Immco Diagnostics Inc.

Respeite as normas em vigor em matéria de processos laboratoriais para minimizar as possibilidades de
contaminagdo microbiana ou quimica dos reagentes durante o seu manuseamento. Ndo use apds a data de
validade indicada no rétulo.

Materiais fornecidos
ELISA para IgA-AGA ImmuLisa™ 1117A

ELISA para IgG-AGA ImmuLisa™ 1117G

12x 8 | MICROPLATE | AGA | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio gliadina.

1x1.5ml [CALIBRATOR|A|AGA |** Calibrador A pronto a usar (tampa verde). Soro humano contendo
anticorpos anti-gliadina.

1x1.5ml |CALIBRATOR|B|AGA|** Calibrador B pronto a usar (tampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos anti-gliadina.

1x1.5ml | CALIBRATOR |[C|AGA |*t  Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano contendo
anticorpos anti-gliadina.

1x1.5ml [CALIBRATOR |D|AGA |** Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos anti-gliadina.

1x1.5ml [CONTROL |+[AGA|*t Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Contém soro
humano positivo para AGA.

1x1.5ml |CONTROL ' * Controlo negativo pronto a usar (tampa branca). Contém soro
humano.

1x12 ml mA-CONJ | ALKPHOS |* T Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.
Cor-de-rosa.

1x12 ml mG-CONJ | ALKPHOS |* T Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.

Cor-de-rosa.

1 x 60 ml * Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
luz.

1x12 ml STOP Solul ] o de paragem pronta a usar.

2 x Tamplo de lavagem em p[l. Reconstituir cada unidade em um
litro.

* Contém < 0,1% NaN,
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t[REF] 1117A contém calibradores IgA-AGA, controlos e conjugado de IgA
1117G contém calibradores IgG-AGA, controlos e conjugado de I1gG

Simbolos utilizados nos ri tulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugles de utilizagéo
Utilizagcdo em diagnaéstico in vitro

Fabricante

xd MEE S

Numero de testes

Materiais necessarios mas nl o fornecidos
[l Pipetas para 5 a 1000 pl

* Pontas de pipetas descartaveis

e Tubos de ensaio limpos 12 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio

[lgua destilada ou desionizada

* Leitor de microplacas para a leitura de valores de absorvancia a 405 nm. Se estiver a disposigdo um leitor de
microplacas de dois comprimentos de onda, o filtro de referéncia deve ser regulado para 600-650 nm.

*  Frasco de esguicho para o tamp&o de lavagem diluido

e Temporizador

* Papel absorvente

[l Lavador automatico de microplacas com capacidade de distribuicdo de 200 pl
COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nesta operagédo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios poderao interferir com o desempenho do teste e portanto ndo deverao ser utilizadas.
Conserve as amostras de 2 a 8 °C e por ndo mais de uma semana. Para conservar as amostras de soro por mais
tempo sera necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos.

PROCEDIMENTO

Notas sobre o procedimento

* Leia atentamente estas instru¢des antes de iniciar o teste.

« Deixe que todos os reagentes e amostras estabilizem a temperatura ambiente (20-26 °C) por 30 minutos.
Guarde os produtos imediatamente no frigorifico depois do uso.

*  Prepare todas as diluiges das amostras do doente antes de iniciar o teste.

* Guarde imediatamente as tiras n[ o usadas no pacote com dessecantes e feche bem para reduzir a
exposil [ 0 a vapor de agua.

+  Passo de lavagem: E imprescindivel uma boa técnica. Aconselha-se um lavador automatico de
microplacas.
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Use uma pipeta multicanal com capacidade de distribuigdo em 8 pogos simultaneamente. Isso torna mais
rapido o processo e assegura um tempo de incubagdo mais uniforme.

Os tempos sdo muito importantes. Os periodos de incubagédo iniciam-se ap6s a distribuigdo dos reagentes.

Método de teste

1.

10.
11.
12.
13.

14.

OS REAGENTES DEVEM ESTAR TODOS A TEMPERATURA AMBIENTE (20-26 'C) ANTES DE INICIAR
O TESTE.

Indique na folha de protocolo a colocagéo das amostras nas microplacas. E uma boa pratica de laboratério
testar as amostras em duplicado.

Determinal [ o qualitativa: use apenas o Calibrador D. Determinal | o semiquantitativa: use os Calibradores
A - D, como ilustrado no exemplo abaixo.

DETERMINA 1 O QUALITATIVA DETERMINA 11O SEMIQUANTITATIVA
AlessOC Al (OC
B (=e0C B (9E(OC
Cle3&OC C e OC
D(®E0OC D(DEOC
JCICI0E E(@E0OC
F(s260()C F©E0OC
G(®EOC GO&OC
H(e9620C H&EOC

Prepare uma diluigdo da amostra do doente a 1:51 misturando 10 (| da amostra do doente com 0,5 ml de
Diluente de Soro.

Junte 100 [ de Calibradores, Controlos Positivo e Negativo e amostra do doente diluida nos respectivos
micropogos indicados na folha de protocolo

Nota: Inclua uma pogo com 100 (| de Diluente do Soro como branco de reagente. Ponha o leitor ELISA a
zeros em relagdo ao branco de reagente. A absorvéancia deste pogo néo deve ser superior a 0,3.

Incube 30 minutos (+ 5 minutos) a temperatura ambiente numa superficie plana.

Passo de lavagem: Aspire muito bem o contetdo de cada pogo. Junte 200-300 ul do tampao de lavagem
reconstituido a todos os pogos e depois aspire. Repita esta sequéncia mais trés vezes por um total de quatro
lavagens. Vire a placa ao contrario e bata em material absorvente para eliminar todos os residuos fluidos
apos a ultima lavagem. Nao enxugue completamente os pogos.

Junte 100 ul de Conjugado a cada pogo.

Incube os pogos por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Passo de lavagem: Repita o passo 7.

Junte 100 pl de Substrato enzimatico em cada poco.

Incube os pogos por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Junte 100 pl de Solugdo de Paragem em cada pogo. Mantenha a mesma sequéncia e tempos da Solugéo de
Paragem como efectuado para o Substrato Enzimatico. Leia a absorvancia (OD) de cada pogo a 405 nm no
prazo de uma hora da interrupgéo da reacgéao.

Leia a absorvancia (OD) de cada pogo a 405 nm usando um leitor de comprimento de onda simples ou duplo
em relagédo ao branco de reagente definido em absorvéancia zero.
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Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o reagente nulo devem ser ensaiados em cada teste para
verificar a integridade e a precisao do teste. A leitura da absorvancia do branco de reagente devera ser < 0,3. O
Calibrador A devera ter uma leitura de absorvancia néo inferior a 1,0, caso contrario o teste devera ser repetido. O
controlo negativo deve ser < 20 UE/ml. Se o teste for efectuado em duplicado, calcule a média das duas leituras
para determinar as UE/ml. Quando se efectuam determinacdes qualitativas, a densidade 6ptica do Calibrador D
deve ser superior a do controlo negativo e inferior a do controlo positivo. Para determinagdes semiquantitativas,
o controlo positivo deve dar valores dentro do intervalo indicado no frasco.

RESULTADOS
Calculos

As concentracdes das amostras do doente podem ser determinadas em dois métodos:

1. DETERMINACAO QUALITATIVA
Abs. da Amostra de Teste
X UE/ml de Calibrador D = UE/ml Amostra de Teste

Abs. do Calibrador D

2. DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

Registe a absorvancia dos Calibradores A a D em relagdo a respectiva concentragdo num papel milimétrico
linear. Registe a concentracdo em UE/ml na coordenada X em relagéo a absorvéancia na coordenada Y e trace
a curva de melhor ajuste. Determine as concentragbes das amostras do doente a partir da curva em relagéo ao
correspondente valor de absorvancia.

Calibrador

Os calibradores séo incluidos para assegurar uma semiquantificacao e devem ser usados em todos os testes. As
amostras de doente que contém niveis altos de anticorpos podem dar valores de absorvancia superiores aos do
Calibrador A. Para determinar valores semiquantitativos com precisdo, essas amostras devem ser mais diluidas
de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando sdo novamente testadas. Para a determinagéo
de UE/ml, multipligue as unidades obtidas pelo factor de diluicdo. Veja as curvas padrdo da amostra (Figura 1) no
fim deste documento.

Interpretacao

As seguintes informagbes servem apenas como guia na interpretagdo dos resultados de laboratorio. Cada
laboratério deve determinar os seus préprios valores normais.

AGA-IgG Valor Interpretagao
Crianga Adulto
<28 EU/ml <20 EU/ml NEG (-)
>28 EU/mI >20 EU/m POS (+)
AGA-IgA Valor Interpretagao
Crianga Adulto
<23 EU/mI <20 EU/ml NEG (-)
>23 EU/ml >20 EU/mI POS (+)

LIMITAGOES DO METODO

O teste ndo deve ser efectuado em amostras muito hemolisadas, contaminadas com micrébios ou lipémicas. Este
método soO deve ser utilizado para testar amostras de soro humano. Os resultados obtidos servem apenas como
auxilio do diagnéstico e n&o deverdo ser interpretados ja como um diagnoéstico. Em doentes com DC deficiente
em IgA, o IgA-AGA deve ser negativo.
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VALORES PREVISTOS

Os valores previstos numa populagdo normal sdo negativos (< 20 UE/ml nos adultos e < 23-28 nas criangas).
Todavia, foi determinado que alguns individuos assintomaticos, aparentemente saudaveis podem dar resultados
positivos aos anticorpos IgA ou IgG anti-gliadina. Ver a Figura 2.

Estudos Clinicos

A sensibilidade e a especificidade dos testes AGA IgG e IgA foram determinadas testando doentes com DC activa
(criangas = 38), doentes com DH (adultos = 10), doentes com problemas de tiréide (adultos = 200), doentes com
plLnfigo e penfigoide (adultos = 69), doentes com outras patologias gastrointestinais e 202 doadores de sangue
normais (criangas = 113 e adultos = 89). Os resultados deste estudo encontram-se na Tabela 1 no fim deste
documento.

Usando os kits de teste de anticorpos anti-gliadina IgG e IgA ImmuLisa™, observaram-se as seguintes incidéncias
de AGA em individuos normais, em doentes com DC e noutros estados da doenca. Os AGA da classe IgA séo
especificos para DC com uma sensibilidade de 90%. Por outro lado os AGA IgG sao indicadores sensiveis a DC.
Ver a Tabela 2.

O algoritmo na Tabela 3 serve como guia para a interpretagédo dos testes serolégicos de DC.

Alguns investigadores seguiram o sistema da Figura 3 para estabelecer o diagnostico de DC usando métodos
serologicos.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Os resultados obtidos com o teste AGA IgG e IgA ImmuLisa™ foram comparados com o kit anticorpos anti-endomisial
(EMA) ImmuGlo™ para o diagnéstico de DC. A comparagao incluiu um total de 186 sujeitos. Foram incluidos neste
estudo 34 doentes com uma dieta com gluten e 32 doentes com uma dieta sem gluten com um diagnéstico com
biopsia confirmado de DC com o critério ESPGAN. Os resultados encontram-se nas Tabelas 4 e 5 no fim
deste documento.

Precisao:

Foram testadas amostras com concentragdes conhecidas de AGA em 10 repeticdes por um periodo de duas
semanas. O coeficiente de variagdo intra e inter-testes (CV) encontra-se nas Tabelas 6 e 7.

Recuperagao:

Amostras com concentragdes de AGA conhecidas foram misturadas com diluigbes apropriadas de outra amostra
positiva com quantidades conhecidas de AGA. Foram determinados os niveis de anticorpos anti-gliadina das
amostras misturadas e dos valores obtidos foi calculada a percentagem de recuperagéo. Os resultados encontram-
se nas Tabela 8.
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Figure 1. Standard Curve
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Figure 2. Incidence of Anti-Gliadin Antibodies
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Clinical Clinical
Specificity Sensitivity
Children IgG-AGA 79% 94%
IgA-AGA 97% 61%
Adults IgG-AGA 88% 70%
IgA-AGA 98% 60%

Adult patients with gluten sensitive enteropathy in our study were

patients with dermatitis hepetiformis.

Table 2. Incidence of Anti-Gliadin Antibodies

Disease State Antibody Specificity
IgG IgA
Confirmed CD On Gluten Diet 100% 90%
On Gluten-Free Diet 0% 0%
Disease Controls 0% 0%
Normals 5% 0%
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Table 3. CD Diagnosis Algorithm

EMA

+ + + + +

Figure 3. Laboratory Testing Algorithm
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Table 4. Inmco™ AGA-IgA vs. EMA

Immco™
EMA

Interpretation

Positive
Positive
Positive
Positive

CD [ prob-ble
CD [1prob-ble
CD [Ipossible
CD [lunlikely
CD [lunlikely
Negative

[t — [ 0]

recommended small bowel
biopsy for confirmation

Immco™ AGA-IgA

POS (+)
POS (+) 58
NEG () 5
TOT (=) 63

relative specificity: 86%
relative sensitivity: 73%

relative agreement: 95%
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NEG (-)

21
102
123

TOT (=)

79
107
186



Table 5. Inmco™ AGA-IgG vs. EMA

Immco™  POS (+)
EMA NEG (-)
TOT (=)

POS (+)

Immco™ AGA-IgG

NEG (-)
77 3
26 81
103 84

relative specificity: 84%
relative sensitivity: 96%
relative agreement: 75%

Table 6. AGA-IgG Precision
Anti-AGA-IgG (EU/ml)

1. 68.4
2.130.1

Table 7. AGA-IgA Precision
Anti-AGA-IgA (EU/m)

1. 833
2.1974

Table 8. AGA-IgG Recovery

IgG EU/ml added
1. 88
2. 79
3. 73

Intra-plate
cv

11.9%
7.2%

Intra-plate
(47
10.7%
4.5%

EU/ml obtained
90
81
76
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TOT (=)
80
107

187

Inter-plate
cv

8.8%
12.0%

Inter-plate
Ccv
12.0%
8.4%

% Recovery
102%
103%
104%



For technical assistance please contact:
IMMCO Diagnostics, Inc.
60 Pineview Drive

Buffalo, NY 14228-2120
“ Telephone: (716) 691-0091

: Fax: (716) 691-0466

IMMCOQO  Toll Free usA/Canada: 1-800-537-TEST
DIAGNOSTICS  E-Mail: info@immco.com
or your local product distributor

e

EU Authorized Representative/Autorisierter Représentant/Rappresentante
Autorrizzato/Representante Autorizado/Représentant Autorisé
EMERGO Group, Inc.

Molenstraat 15, 2513 BH, The Hague,

The Netherlands
Tel (+31) 345 8570, Fax (+31) 346 7299
WWW.emergogroup.com
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