Anti-Gastric Parietal Cell Antibody (AGPA) ELISA
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DIAGNOSTICS

INTENDED USE

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the qualitative and semi-quantitative detection of antibodies to
the gastric parietal cell antigen H+K+ATPase (proton pump) in human serum. Detection of these antibodies aids
in the diagnosis of chronic atrophic gastritis and pernicious anemia.

SUMMARY AND EXPLANATION

Atrophic gastritis is a chronic gastritis that affects the corporal mucosa. It is characterized histologically by chronic
inflammation of the gastric mucosa with loss of glandular cells and replacement by intestinal-type epithelium
and fibrous tissue. Clinically, it is characterized by hypo- or achlorhydria and loss of intrinsic factor resulting in
pernicious anemia. The immunological hallmark of pernicious anemia is the presence of autoantibodies to gastric
parietal cells (AGPA), parietal cell antigen H+K+ATPase and intrinsic factor.'t

AGPA are a marker for autoimmune gastritis whereas intrinsic factor antibodies are more closely associated with
pernicious anemia. The progression of chronic atrophic gastritis to pernicious anemia may occur over a long
period of time (20 to 30 years).! For this reason, the detection of both types of antibodies is important as together
they impart greater confidence in the diagnosis and progression of autoimmune gastritis as well as the diagnosis
of pernicious anemia.

AGPA are detected either by immunofluorescence on mouse stomach sections or by ELISA. The gastric parietal
cell antigen H+K+ATPase is a membrane antigen with two alpha and beta subunits."# Autoantibodies to gastric
parietal cell antigen react to both alpha and beta subunits of H+K+ATPase. AGPA occur in about 90% of patients
with pernicious anemia, 30% of first degree relatives of patients with pernicious anemia and up to 50% of adults
and 18% of children with H. pylori infection.” About 65% of patients with gastritis and H. pylori infection are AGPA
positive. The presence of AGPA in such cases is associated with the duration of H.pylori infection and the degree
of lymphocytic infiltrate and atrophy of the glandular epithelium”®. In addition there is high incidence of AGPA in
patients with various autoimmune endocrinopathies.”? Normal subjects exhibit an age related increase in the
incidence of AGPA from 2 to 8%.'° Also there is a general increase in the number of persons with atrophic gastritis
with an increase in age.

The ImmuLisa™ AGPA ELISA offers certain advantages over immunofluorescence methods. Detection of AGPA by
immunofluorescence requires experience with fluorescence microscopy techniques and the results obtained can
be subjective. In addition, if not performed on a suitable substrate, one may interpret false positive results due to
heterophile antibodies. Immco™ provides a sensitive and specific ELISA method for detecting AGPA. Coupled
with the Intrinsic Factor Antibody ELISA, the AGPA ELISA offers a complete laboratory solution for the diagnosis
of autoimmune gastritis and pernicious anemia.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The test is performed as a solid phase immunoassay. Microwells are coated with native purified porcine
H+K+ATPase antigen followed by blocking the unreacted sites to reduce non-specific binding. Controls and patient
serum samples are incubated in the antigen coated wells which allows specific antibodies present in the serum
to bind to the H+K+ATPase antigen. Unbound antibody and other serum proteins are removed by washing the
microwells. Antibodies bound to the antigen on the microwells are detected by adding an enzyme labeled anti-
human IgG conjugate. Unbound conjugate is removed by washing. Specific enzyme substrate (pNPP) is then
added to the wells and the presence of antibodies is detected by a color change produced by the conversion of
pNPP substrate to a colored reaction product. The reaction is stopped and the intensity of the color change, which
is proportional to the concentration of antibody, is read by a spectrophotometer at 405 nm. Results are reported as
positive, indeterminate (borderline) or negative with units (EU/ml).
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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
(22-30°C) prior to use.

Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized water. When stored at 2-8°C, the reconstituted
wash buffer is stable until the kit expiration date. Coated microwell strips are for one time use only.

Precautions

All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2 and HTLV-l and
found negative by FDA required tests. 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. 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 ensure valid results. Do not
interchange kit components with those from other sources. Follow good laboratory practices to minimize microbial
and cross contamination of reagents when handling. Do not use kit components beyond expiration date on the
labels.

Materials provided

ImmuLisa™ Anti-Gastric Parietal Cell Antibody ELISA 1165

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x 8 | MICROPLATE | AGPA | Microplate with individual breakaway microwells coated with
purified porcine H+K+ATPase antigen.

1x1.5ml |CALIBRATOR|A| AGPA |* Ready to use Calibrator A (green cap). Human serum containing
gastric parietal cell antibodies.

1x1.5ml [CALIBRATOR|B| AGPA |* Ready to use Calibrator B (violet cap). Human serum containing
gastric parietal cell antibodies.

1x1.5ml [CALIBRATOR|C| AGPA |* Ready to use Calibrator C (blue cap). Human serum containing
gastric parietal cell antibodies.

1x1.5ml | CALIBRATOR | D | AGPA |* Ready to use Calibrator D (yellow cap). Human serum containing
gastric parietal cell antibodies.

1x1.5ml |[CONTROL|[+| AGPA |* Ready to use Positive Control (red cap). Contains human serum
positive for gastric parietal cell antibodies.

1x1.5ml | CONTROL - * Ready to use Negative Control (white cap). Contains human

serum.

1x12ml |IgG-CONJ | ALKPHOS |* Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded
pink.
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1 x 60 ml * Ready to use Serum Diluent. Color coded blue.
1x12ml | SUBSTRATE |* Ready to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect from
light.

1x12 ml STOP Ready to use Stop Solution.
2x Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

* Contains <0.1% NaN,

Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use

In vitro diagnostic use

Manufacturer

4R BB~ [F

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

* Deionized or distilled water

e Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

« Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

Disposable pipette tips

« Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack
e Timer

* Absorbent paper towels

«  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

*  Automatic microplate washer 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
«  Carefully read the product insert before starting the assay.

* Remove required microwell strips from the pouch and carefully reseal the pouch to prevent condensation in
the unused wells. Return pouch immediately to refrigerator.
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* Letpatient specimens and test reagents equilibrate to room temperature before starting with the test procedure.
Return all unused specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

« All dilutions of the patient samples should be prepared prior to starting with the assay.

« Good washing technique is critical. If washing is performed manually, adequate washing is accomplished
by directing a forceful stream of wash buffer with a wide tip wash bottle across the entire microplate. An
automated microplate washer is recommended.

« Use a multichannel pipette capable of delivering 8 or 12 wells simultaneously. This speeds the process and
provides more uniform incubation times.

e Forall steps, careful control of timing is important. The start of all incubation periods begins with the completion
of reagent addition.

e Addition of all samples and reagents should be performed at the same rate and in the same sequence.

Test Method

Step 1
Step 2

Step 3

Step 4

Step 5

Step 6

Step 7
Step 8

Let all reagents and specimens equilibrate to room temperature.

Label protocol sheet to indicate sample placement in the wells. It is good laboratory practice to run
samples in duplicate.

For a qualitative determination use the Ready to Use Low Calibrator D (vial with yellow cap) only.
or for a semi-quantitative determination use the Ready to Use Calibrators A through D as depicted
in the sample layout below.

QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION
A w85 A e 82
B e s6 B nee 83
C POS| | 7 C POS | S4
D CSL 58 D c//:L 55
E s1.%9 E S se
F s2:s10 F ¢ s7
G s3 s G D s8
H s4 812 H s 9
12 3 4 12 3 4

Prepare a 1:101 dilution of the patient samples by mixing 5 pl of the patient sera with 500ul of Serum
Diluent.

Remove the required microwells from pouch and return unused strips in the sealed pouch to
refrigerator. Securely place the microwells into the extra provided holder.

Pipette 100 pl of Ready to use Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient samples
(1:101) to the appropriate microwells as per protocol sheet.

Note: Include one well which contains 100 ul of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA
reader against the reagent blank.

Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Wash 4x with wash buffer. For manual washing, fill each microwell with reconstituted wash buffer.
Discard the fluid by inverting and tapping out the contents of each well or by aspirating the liquid from
each well. To blot at the end of the last wash, invert strips and tap the wells vigorously on absorbent
paper towels. For automatic washers, program the washer as per manufacturer’s instructions.
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Step 9 Pipette 100 ul of Conjugate into microwells.
Step 10 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 11 Wash all microwells as in Step 8.

Step 12 Pipette 100 ul of Enzyme Substrate into each microwell in the same order and timing as for the
Conjugate.
Step 13 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 14 Pipette 100 pl of Stop Solution into each microwell using the same order and timing as for the addition
of the Enzyme Substrate. Read absorbance values within 1 hour of adding Stop Solution.

Step 15 Read absorbance of each microwell at 405 nm using a single or at 405/630nm using a dual wavelength
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/m. If the test is run in duplicate, the mean of the two readings should be taken for determining EU/ml.
While performing Qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be greater than that of the
negative control and less than the absorbance of the positive control. For semi-quantitative determinations the
positive control must give values in the range stated on the vial.

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 the absorbance of Calibrator A through D against their respective concentrations on linear-linear graph paper.
Plot the concentrations in EU/mI on the X-axis against the absorbances on the Y-axis and draw the best fit curve.
Determine the concentrations of the patient samples from the curve according to corresponding absorbance
values.

Calibrator

The Ready to Use Calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each run. Patient
samples containing high antibody levels may give absorbance values greater than that of Calibrator A. For
determining accurate semi-quantitative values, such specimens should be further diluted (usually 1:400) so they
fall within the range of the calibrator curve when retested. For determining EU/ml values, multiply the units obtained
by the dilution factor.

Interpretation

Interpretation values were determined by testing 98 adult normal blood donors. The values depicted below are the
mean of the normal subjects plus 3SD.
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anti-AGPA Value Interpretation

<20 EU/mI Negative
20-25 EU/mlI Indeterminate (Borderline)
>25 EU/ml Positive

LIMITATIONS OF PROCEDURE

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.

AGPA are present in 30% of first degree relatives of patients with pernicious anemia and in up to 50% of adults
and 18% of children with H. pylori infections. In addition, there is 10% incidence of AGPA in patients with various
autoimmune endocrinopathies. In normal subjects there seems to be an age related increase in the incidence of
AGPA from 2 to 8%. Test results obtained by this assay should be considered in conjunction with antibodies to
intrinsic factor, clinical and other laboratory findings.

EXPECTED VALUES

Test results in a normal population are expected to be negative. However, 4% of apparently healthy, asymptomatic
individuals may test positive for gastric parietal cell antibodies.

The following table depicts the incidence of gastric parietal cell antibodies in normal individuals and patients with
various diseases, as reported in the literature.

Prevalence of Gastric Parietal Cell Antibodies®1°

Disease Group No. of Patients Percent Positive
Normals 11,601 4
Duodenal ulcer 52 44
Gastric ulcer 14 79
Gastric carcinoma 44 70
Diabetes Type 1 229 30
Graves Disease 14 57
Chronic lymphocytic thyroiditis 115 27
H. pylori

Children 54 28

Adults 26 84

Performance Characteristics

The ImmuLisa™ Anti-Gastric Parietal Cell Antibody ELISA was evaluated by testing AGPA positive and negative
samples, disease controls and “normal” human sera and comparing with results obtained using commercially
available ELISA and immunofluorescence assays.

Normal Range: 98 normal human sera specimens were tested on this system and the mean value was less than
12 EU/ml with a range of 1.8-72 EU/m.
Comparative Sensitivity and Specificity

A. ImmuLisa™ AGPA ELISA vs. Other Gastric Parietal Cell Antibody ELISA: 137 specimens were tested with
both systems. These studies show close correlation of the two systems.



EN

Other AGPA ELISA
Positive Negative Total
Immco™ Positive 42 22 64
AGPA Negative 0 73 73
ELISA Total 42 95 137

Relative Agreement: 83.9%
Relative Sensitivity: 100%
Relative Specificity: 76.8%

Samples testing positive on the Immco™ ELISA and negative on the other ELISA were confirmed by dot blot.
Eleven of these twelve specimens were confirmed, indicating a close correlation of the Immco™ AGPA ELISA
results with the presence of AGPA.

B. Immco™ ELISA vs. IFA: The same set of specimens was also tested for AGPA by immunofluorescence on mouse
kidney/stomach sections (Immco™ cat No. 1107). Results demonstrating correlation are summarized below.

AGPA by immunofluorescence
Positive Negative Total

Immco™ Positive 34 19 53
AGPA Negative 3 79 82
ELISA Total 37 98 135

Relative Agreement: 83.7%
Relative Sensitivity: 91.9%
Relative Specificity: 80.6%

C. Cross Reactivity: A total of 106 potentially cross-reactive specimens, including patients with other autoimmune
disorders and infectious diseases were tested for AGPA and intrinsic factor antibodies using the ImmuLisa™
systems. Of these, none of the samples from celiac disease patients were positive for AGPA. All celiac disease
patients were children. However a significant number of patients with H.pylori and other disease controls were
positive for AGPA. lItis reported that approximately 60% of the adult population in the US has the H. pylori infection
and that AGPA is associated with this infection. This explains the elevated incidence of positive results of AGPA in
adults as contrasted with children.

% Positive
Condition # Tested AGPA IF
Rheumatoid Arthritis 10 30 0
Celiac Disease 10 0 0
Hashimoto’s Thyroiditis 10 30 0
Graves’ Disease 10 30 0
H. Pylori positive 7 43 0
Hepatitis C positive 19 47 10
Blood donors 40 15 0
Precision

Based on 40 replicates of three specimens, the inter-assay Coefficient of Variation (CV) of the AGPA Antibody
ELISA test was calculated.

Specimen (EU/ml) Inter-assay CV
1(28.7 EU/mI) 4.4%
2 (54.7 EU/ml) 5.1%
3 (63.8 EU/mI) 6.4%
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Based on 16 replicates of three specimens, the intra-assay Coefficient of Variation (CV) of the AGPA Antibody
ELISA test was calculated.

Specimen (EU/mlI) Intra-assay CV
1 (28.7 EU/ml) 2.6%
2 (53.8 EU/mI) 6.0%
3 (62.2 EU/mI) 6.8%

Linearity

To determine acceptable linearity, plates were assayed with calibrators of known values. The r-squared values of
the resulting standard curves were determined for multiple assays. The average r? for standard calibration curve
was 0.9970 with the lowest of 0.9911. R-squared values greater than 0.95 are deemed acceptable.

Recovery

Samples with known AGPA levels were mixed with appropriate dilutions of other positive samples with known
amounts of AGPA. The antibody levels of the mixed samples were determined and used to calculate percent
recovery. The results follow:

Ab. conc. Afb' conc. % Recovery
Expected (EU/ml) Obtained (EU/mI)
Sample 1 25 29 116
Sample 2 42 47 112
Sample 3 67 64 96
Sample 4 49 54 110
Sample 5 62 60 97
Sample 6 44 45 102
Sample 7 53 51 96
Sample 8 69 64 93
Sample 9 65 63 97



Mé6odog ELISA yia avTIowHaTa KOTA TwWV TOIXWHATIKWY KUTTApWV Tou oToudyou (AGPA)

M EneETO nPOIONTOS

| M M CO 1165 MéBodog¢ ELISA yia avTiowuara Kard Twv ToIXWUATIKWY KUTTAPwWV Tou atoudyou 96 Npoadiopioloi
DIAGNOSTICS
MPOOPIZOMENH XPHZH

Mia péBodog evlupikoUu avoooTrpoopo®nTikoU Trpocdiopicpol (ELISA) yia Ttov TToIoTIKO KOl NMI-TTOCOTIKO
TTPOCBIOPICHSO TWV AVTICWHATWY KaTd TNG H+K+ATPdong (avtAia TTpwToviwy) Twv TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOU
oTolGx0U 0€ 0pbd avBpWTTOU. H avixveuon Twv avTiIcwPdTwy auTwy uttofondd Tn didyvwan TG XpoOvIag aTpoPIKNG
YOoTpITIOOG Kal TG KakorBoug avaiuiog.

MEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

H atpo@ikn yaoTpiTida ival hia xpovia yaoTpiTida mou eTTNpeddel To CwUaTIKO BAevvoyovo. [oToAoyikd xapakTnpieTal
atré xpovia GAEYHOVT] TOU YOOTPIKOU BAEVVOYOVOU WE ATTWAEIR OBEVIKWY KUTTAPWYV KAl AVTIKATAOTOON OTTO EVTEPIKOU
TUTTOU €TMBAAIO Kal IvWdn 10T6. KAIVIKA, XapakTnpidetal atmd utro- 1 axAwpudpia Kal atrd aTTWAEIa TOU £yyEVOUG
TTApAyovTa TToU KaTOARyeEl o€ KakonOn avaiyia. H XapoKTnpIioTIKr ) avoooAoyIKn £vOEIEn TNG KakorBoug avaiuiog
gival n TTopoucia AuTOAVTICWHATWY KATd TwV TOIXWHOTIKWY KUTTApwv Tou oTopdyxou (AGPA), Tou avtiyovou
H+K+ATPdong Twv TOIXWHATIKWY KUTTAPWY Kal Tou £yyevoUg TrapdyovTa. '

Ta AGPA atroteAouv d€ikTn autodvoong yooTpiTIdAG, EVW TO AVTICWHATA KATA TOU £yYEVOUG TTapdyovTa oXeTiCovTal
Mo OoTeVA WE TNV Kakonon avaipia. H eEENIEN TNG XPOVIOG ATPOPIKAG YaoTpiTIdag o Kakonon avaiuio evoExeTal va
dlapkéael PeyGAo xpovikd didaTtnua (20 £éwg 30 £1n)." MNa To Adyo auTod, N avixveuan Kai Twv U0 TUTIWY aVTICWUATWY
gival onuavrikr, kKaBwg Kai o1 dUo padi TTapExouv peyaAlTepn olyoupld oTn didyvwon Kai eEENIEN TG auTodvoong
yaoTpiTidag, aAAd kal oTn didyvwon Tng KakorBoug avaipiag.

Ta AGPA avixveltovTal €ite ue avooo@Bopioud oe TouEG oToMdyou TTovTikoU eite pe ELISA. To avtiyévo Tng
H+K+ATPdong Twv TOIXWHOTIKWY KUTTAPWY TOU OTOUAYXOU gival éva PeUBpavikd avTiyovo e dUo dAga Kai Brta
UTTOMOVAdEG. ™ Ta AUTOAVTICWHATA KATG TOU AVTIYOVOU TWV TOIXWHOTIKWY KUTTAPWY TOU OTOPAXOU avTIdpoUv T000
ME TIG GA@a 600 Kal Pe TIG BATa uTTopovadeg Tng H+HK+ATPdong. Ta AGPA eugavifovTal Trepitrou o1o 90% Twv
aoBevwyv pe kakondn avaipia, oto 30% Twv CUyyEVWY TTPWTOU Babuol Twv aoBevwy Pe Kakonon avaiyia kai o€
1000076 £WG KAl 50% TwV evnAikwy Kal 18% Twv TTaidIwV Pe Aoipwen atd H. pylori.”® Mepitrou 10 65% Twv aoBevwv
pe yaoTpimida kal Aoipwén atmo H. pylori givan BeTikoi yia Ta AGPA. H Trapouacia Twv AGPA o€ TéTola TTEPIOTOTIKA
oxeTiCeTal pe Tn didpkeia TNG Aoipwng atod H.pylori, KaBwg Kal Ye To BaBud cUCOWPEUONG AEUPOKUTTAPWY Kal
aTpoiag Tou adevikoU emmiBnAiou”®, ETriTAéov, UTTdpxel eydAn ouxvotnTta eugdvions Twv AGPA og aoBeveig e
OIdpopeg auTodvooes evOOoKpIvoTTABelec.? Ta @ualoAoyIKd dTopa ed@avifouv pia e€apTWPEVN aTrd TNV NAIKia
algnon Tng ouxvoeTnTag eueaviong Twv AGPA atéd 2 éwg 8%.'° Emiong, o€ ueyaAuTepes nAIKieg, UTTAPXEl MIa
YEVIKR al&non Tou aplBuoU Twy aTOUwWY HE YAoTPIKN aTtpoia.

H pébodog ELISA yia avricwpara AGPA ImmuLisa™ €xel ouyKekpIpgéva TTAEOVEKTAMOTA EvavTl Twv PeBOdWV
avooo@Bopiopol. H avixveuon twv AGPA pe avoco@Bopiopd amaiTei ePTTEIpia OTIG TEXVIKEG MIKPOOKOTTIOU
@BOPICHOU Kal TO ATTOTEAECHATA TTOU TTPOKUTITOUV €VOEXETAI VA €ival UTTOKEIPEVIKG. ETTITTAEov, €dv n avixveuon
O¢ dievepynBei 01O KATAAANAO UTTOOTPWHA, EVOEXETAI VO TTPOKUWOUV WEeUdWGS BETIKA attoTeAéouaTa Adyw Tng
TTApoUCiag eTEPOPIAWY avTiIowudTwy. H etaipeia Immco™ &i1aBéTel pia euaioBnTn Kai €101k PéBodo ELISA yia
TNV avixveuon Twv AGPA. Ze cuvduaoud e TO avTiowPa Katd Tou eyyevoug TTapdyovTa yia ELISA, Ta avricwpata
AGPAVyia ELISATTapéxouv pia oAokAnpwuévn AUon yia Tn didyvwaon TG auToAvoong YaoTeiTIdAg Kail TNG KakorBoug
avaipiag.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuon dievepyeital wg avoootTpoadIopIouog oTePeds @Aong. O1 JIKPOKUWEAIDEG ETTIKAAUTITOVTAI HE QUOIKO,
kekaBapuévo avTiyovo H+K+ATPdong xoipou kal, oTn ouvéxela, Ta anueia mou dgv Ba TTapouaidoouy avTidpaaon
aTTOKAEIOVTOI WOTE vV JEIWBET N PN €181KA déopeuon. Ta diaAUpaTa eAEyxou Kail Ta OeiypaTa opol aagBevwy eTTwdlovTal
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OTIG ETTIKOAUPMEVEG PE TO avTIYOVO KUWEAIDEG, emITPETTOVTAG £TOI TN O€0pEUOn OAWV TwV EIBIKWY AVTIOWUATWY
TOU opoU oTo avtiyévo H+K+ATPdong. Ta avtiowuata TTou dgv deCPEUTNKAY, KABWGS Kal GAAEG TTPWTEIVEG TOU
0poU, OTTOPOKPUVOVTAl PE EKTTAUCT TWV MIKPOKUWEAIdWY. Ta avTiowpata TTou de0PeUTNKAV OTO QVTIYOVO OTIG
MIKPOKUWEAIBEG avixvelovTal e TNV TTPOCOAKN OnPacuévou e €vQUPO OUCEUKTIKOU avTIOWUOTOG KATA TNG
avBpwTivng IgG. To pn deoPEUPEVO OUZEUKTIKO AVTICWHA ATTOUAKPUVETAI IE EKTTAUCT. 2T CUVEXEIA, TTPOCTIOETAI
OTIG KUWEAISEG TO €18IKO UTTOOTPWHA Tou evlUpou (pPNPP) kal avixveUeTal n TTapousia avTICWPATWY Pe TRV aAAayn
XPWHATOG TTOU TTPOKUTITEI AOYyWw TNG PETATPOTING Tou uTtooTpwpaTog pNPP o€ éva €yxpwpo TTpoidv avtidpaaong.
H avtidpaon Tepuartifetal Kai n évraon TG aAAayng Tou XpWHATOG, N OTroia gival avaAoyn TNG CUYKEVTPWONG TOU
QAVTIOCWHATOG, AVIXVEUETAI ATTO £VA QACUATOPWTOUETPO, O€ URKOG KUpaTog 405 nm. Ta ammoteAéopaTa ava@EépovTal
wg BeTIKA, arpoodIOPIoTa (OPIaKA) i apvnTIKA, o€ povadeg (EU/mI).

ANTIAPAZTHPIA

®UAagN Kal TTpoETOINATIT
OAa 10 avTidpacTApia TTPETTEl va UAdoaovTal o€ Beppokpaaia 2-8°C. Mnv Ta KOTAWUXETE.

Mn xpnoipotroigite Ta avTidpacTApia av dev gival diauyr f av TrepiExouy iCnua. OAa Ta avTidpacTAPIa TTPETTEI VO
@Tacouv o€ Beppokpaacia dwpaTiou (22-30°C) piv atrd Tn Xpron.

H avaouUoTtaon Tou puBuIoTIKOU SIGAUPATOG TTPETTEI VO YIVETAI JE QTTECTAYHMEVO I ATTIOVIOUEVO VEPO, O OYKO
1 Aitpou. Otav @uAdooetal oe Bepuokpacia 2-8°C, 1o avacuoTabév pubuIoTIKO dIGAUMA EKTTAUCNG TTAPAMPEVEI
avaAloiwTo pExP! TNV nuEpopnVvia ARENG Tou KIT. O1 ETTIKOAUMPEVEG TAIVIEG MIKPOKUWEAIDWYV TTpoopidovTal yia pia
pévo xpron.

Mpo@uAdgeig

OAa Ta cuoTOTIKA avBpWTTIVNG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIYOTTOIOUVTaI £X0UV EAEYXOEi yia TNV TTapouasia Tou avTiydvou
HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 ka1 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai éxouv BpeBei apvnTikd, CUP@QWVA PE TIG ECETATEIG
mou atmaitei o Opyaviopog Tpogipwv kal Gapudkwyv Twv H.I.A. (FDA). Qotdoo, Ta TTapdywya avBpwTrivou
aiyatog kal Ta deiypata aoBevwyv Ba TTPETEN va BewpouvTal wg duvnTikd Aoipoyova. AkoAouBnoTe TIG 0pBEg
€PYAOTNPIOKEG TIPAKTIKEG KATA TN @UAAEN, TNV £yXUon Kal TNV aTTOpPIYN TWV UAIKWY auTwv!™.

MPOEIAOMOIHZH — To adidio Tou vatpiou (NaN,) evdéxetal va avridpdoel ye owhnvwoelg amd PoAuBdo A
XOAKO Kal va oXnUATIoEl IOXUPWG EKPNKTIKA adidia PeTdAAwv. Katd Tnv atmdéppiyn uypwyv, EKTTAUVETE PE JEYAAEG
TTO0OTNTEG VEPOU, £TOI WOTE va ammopeuxBei N cucocwpeuon adidiwv. To alidio Tou vaTpiou evdExeTal va gival
TOgIKO O€ TTEPITITWON KATATTOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, QVAPEPETE APECWG TO TTEPIOTATIKO 0TO OIEUBUVTH TOU
EPYOOTNPIOU 1} OTO KEVTPO EAEYXOU BNANTNPIGOEWV.

a tn diaocpdAion éykupwv amoreAsoudrwy, akoAoubnaorte 1is odnyiss akpiBws Omwgs gupavifovralr o€
auTto 1o évOero Tou KIT. Mnv evOANGOOETE TA GUOTATIKA TOU KIT JE CUOTATIKG AAANG TTpoéAeuong. AkoAoubnoTe
TIG OPBEG EPYATTNPIAKES TTPOKTIKES YA va EAAXIOTOTTOINGEI O KivOuvog pIKkpoBIakng A diagTaupolduevng noAuvong
TWV avTIdPaCTNPiWV KATA TO XEIPIOYO Toug. Mnv XPpnOIYOTIOIEITE TO CUCTOTIKA TOU KIT META TNV TTApEAEUCN TNG
nuepounviag AENg TTou avaypda@eTal OTIG ETIKETEG.

YAIkG TTOU TTapEXOVTAI
MéBodog ELISA yia avTiowpoTa KaTd TwV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY Tou oTopdyxou ImmuLisa ™ 1165

KdBe KIT TrepIEXEl ETTOPKA avTIOPACTAPIA YIa TNV eKTEAEGN 96 TTPOGOIOPICHUWV.

12x 8 | MICROPLATE | AGPA | MAaKiBI0 EEXWPIOTWY ATTOOTIWHEVWY UIKPOKUWENISWV
ETMKOAUPPEVWY PE KEKaBepUEVO avTiyovo H+K+ATPdAong xoipou.

1x1,5ml [CALIBRATOR|A| AGPA |* ‘ETtolpog Trpog xprion BaBuovounTig A (mpdoivo mwua). Opog
avOpPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATAE TWV TOIXWHATIKWY
KUTTAPWY TOU OTOUAXOU.
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1x1,5ml |CALIBRATOR|B| AGPA |*

1x1,5ml |CALIBRATOR|C| AGPA |*

1x1,5ml |[CALIBRATOR|D| AGPA |*

1x1,5ml [CONTROL |+| AGPA |*

1x15ml [CONTROL-|*

1x12ml |1gG-CONJ | ALKPHOS |*

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

1x12 ml
2x

* Mepiéxel < 0,1% NaNg

‘EToIpog TTpOG Xprion BaBpovountg B (1wdeg mwua). Opdg
avBpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TWV TOIXWHUATIKWY
KUTTAPWVY TOU OTOUAXOU.

‘EToipuog TpOog xprion BaBpovountig C (umAe mwua). Opdg
avOpwWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TWV TOIXWHOTIKWV
KUTTAPWY TOU OTOUAXOU.

‘EToIpu0G TTPOG Xprion BaBuovountig D (kiTpivo mwua). Opog
avOpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TWV TOIXWHATIKWY
KUTTAPWY TOU OTOUAXOU.

‘ETOIMO TTPOG Xprion Si1dAupa BeTIKOU EAEYXOU (KOKKIVO TTWUAQ).
Mepi€xel opd avOpwWTTOU BETIKO YIa TA AVTICWHOTA KATA TWV
TOIXWHMOTIKWY KUTTAPWY TOU OTOUAXOU.

‘ETOoIMO TTPOG Xprion SidAupa apvnTikoU eAéyxXou (Asuko mwua).
Mepiéxel opd avBpwTTOU.

‘ETOINO TTPOG XPrON OUJEUKTIKO AVTIOWHMA KATA TNG
avOpPWITIVNG aVOCo0Oo@aIpivnNg OUJEUYHEVO PE OAKOAIKE
PWoPATAoT. XpWHATOG POC.

‘ETOIMO TTPOG XPHON apaiwTIKO SIGAUpa 0poU. XpWHOTOG UTTAE.

"EToIhO TTPpOG XProN €VQUUIKO UTTOCTPpWHA. [EPIEXE! p-
vITpo@aIVUAIKT) pwo@aTdon (pPNPP). Na rpooTareueTal atrd 1o
Ppwe.

‘EToIho TTpog Xpron S1dAupa TEPUATIOUOU.

>Kkovn puBpIoTIKOU SiaAUpaTog ékTTAuong. H avacuoTtaon
TTPETTEI VA YivETAI £WG OYKO EVOG AiTpou yia To KaBéva.

ZUuBoAa TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:

ApIBu6S TTapTidaC

Ap1Bubdg kaTtaldyou
Huepounvia Aigng
O¢eppokpaoia amTodrikeuong
AlodoTe T1IG 0dnyieg xprong

In vitro diayvwoTIKA xprion

KataokeuooTrg

< ME RN ]

Ap1BubdG avaoAloewy

ATraiToUpeva UAIKG TTOu Bev TTapEXOVTaI

*  ATTIOVIOPEVO 1] ATTECTAYUEVO VEPO

e EUOkauTrTn TTAQOTIKA QIGAN IO TO apalwhévo pubpIoTIKO didAuua
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MiréTeg e duvarotnTa xopriynong 5 pl €wg 1000 pl

AvaAwaoiya akpo@Uaoia THITTETWY

KaBapoi dokipaoTikoi CwAnRveg diaoTdoewy 12 x 75 mm Kal ¢opEag SOKIYAOTIKWY CWARVWYV
XpovoueTpnTAS

ATToppo@nTIKA XapTId

2uokeun avdyvwong TTAakIdiwy pe duvaToTnTa avAyvwaong TIWWY ammoppoenong o€ PAKOG KUpaTog 405 nm.
Edv utrdpxel diaBéoiun ouokeury avdyvwong TTAakIdiwv SITTAoU PAKOUG KUPATOG, TO QIATPO avagopds Ba
TpéTTel va pubuioTei ota 600-650 nm.

AuTtoparn ouokeun éktrAuong TTAakidiwyv pe duvatéTtnta xopriynong 200 ul

ZYANOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpéTTel va xpnaolyoTtrolouvtal povo OeiypaTta opou yia auth Tn diadikacia. Agiypata TTou €XOouv UTTOOTEN
peydAou BaBuou aipdAuan, AITTaIPIKG 1} deiydaTa JOAUCHUEVA PE MIKPOPIa VOEXETAI VA ETTNPEACOUV TNV ATTOd00N
NG avdAuong kal dev Ba TTpéTTel va xpnolgotrolouvTal. QuAdTe Ta deiyyata o€ Beppokpaaoia 2°- 8°C, emi ol
TeEPIoO0OTEPO aTTO pia eBdopada. MNa 1o pakpoxpovia @UAagn, Ta dciypata opoUu Ba TTPETTEN va KaTayuxovTal.
ATtro@uyeTe TNV emavaAauBavopevn Katdwuén Kal amoéyuén Twv SeIyHATwV.

AIAAIKAZIA

InueIwoeig Tng diadikaciag

AlaBdoTe TTPOCEKTIKA TO £€VOETO TTPOIGVTOG TTPOTOU EEKIVAOETE TNV AVAAUGH.

AgaipéaTe atmd Tn BAKN TIG ATTAITOUMEVEG TAIVIEG PIKPOKUWEAIDWY Kal ETTAVOC@PAYIOTE TTPOCEKTIKA TH Brikn
WOTE VO ATTOTPATTEI TUXOV CUNTTUKVWON USPATHWY OTIG AXPNOIKOTIOINTEG MIKPOKUWEAIDES. ETIOTpEWTE apEéowg
TN BAKN OTO Yuyeio.

AgproTe Ta deiypaTta aoBevwyv Kal Ta avTIdpacTAipIa TG avdAuong va Tdoouv o€ Beppokpaaia dwaTiou TTpoTou

EekivioeTe Tn diadikaoia TNG avdAuong. EoTpéwTe 6Aa Ta pn xpnolgoTroinuéva deiyuaTa Kal avTidpaoThpia
OTO YUYEio au€owg PETA TN XPAON TOUG.

OAeg o1 apalwaoelg Twv SEIYHATWY aoBevWV TTPETTEI VA TTPOETOINACTOUV TTPOTOU EEKIVATEI N avdAuaon.

Eivar onpavtikq n xpRon opBng TeXVIKAg éKTTAuong. Edv n ékmmAuon dev ekTeAEiTal QUTOUOTA, ETTAPKAG
EKTTAUON ETTITUYXAVETOI KOTEUBUVOVTAG MIa IO0XUPH PITIT PpUBUICTIKOU SIOAUPOTOG EKTTAUCNG ATTO HIa QIGAN
€KTTAUONG ME €UupU aKpo@UOIo KATA WAKOG OAOKANpou Tou TTAaKISiou. ZUuVIOTATAl N XPAON AUTOMOTNG
OUOKEUNG €KTTAUONG TTAOKISiWV.

XpNOIUOTIOINOTE WIa TTOAUKAVOAN TTITTETA e dUVOTOTNTA TaUTOXPOVNG Xoprynong o€ 8 N 12 kuweAideg. Mg Tov
TPOTTO QUTO, ETITAXUVETAI N SIadIKaTia Kal ETTITUYXAVOVTAI TTIO OHOIOPOP®OI XPOVOI ETTWOONG.

2¢ 6Aa Ta Briparta gival onUAvTiKOG O TTPOCEKTIKOG £AeyX0G Twv Xpodvwyv. OAeg o1 Trepiodol eTTwaong Eekivouv
Me TNV OAoKANpwan TnNG TTPOcOriKnNg Tou avTidpacTnpiou.

H 11pocBnkn 6Awv Twv deIyUATWY Kal avTidpaoTnpiwy TTPETTEI va YivETal YE TOV id10 puBuod Kal he Tnv idla oeipd.

MéBodog avdAuong
BApa 1 ApnroTe 6Aa Ta avTIdpaaTrpIa Kal Ta deiyuaTa va Tdoouy o€ Beppokpaacia dwuartiou.
BApa 2 ZNUAVETE TO QUAAO TOU TTPWTOKOAAOU WOTE va UTTOJEIKVUETAI N TOTTOBETNON TwV OEIYUATWY OTIG

MIKpoKUWEeAiIdeS. H avaAuon Twv delyudTwy €16 dITTAOUV atroTeAEl 0pOr EpyacTnpIOaKK] TTPOKTIKI.

BApa 3 la Tol0TIKG TTPOCBIoPIoHO XPNOIKNOTIOINCTE HOVO TOV £TOINO TTPOG XPrion BaBuovounTr D xaunAng

OUYKEVTPWONG (@iaAidio ue KiTpivo TTwua)
A MNa NUI-TTOO0TIKO TTPOadIOPICUO XPNOIMOTIOINOTE TOUG £TOIMOUG TTPOG Xprion BaBuovountég A
£€wg D, 61Twg atreikovieTal oTNV TTOPOKATW SIApOp@waon SEIyHATWY.
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BApa 4

BApa 5

BApa 6

BAupa 7
BApa 8

BApa 9

BAupa 10
BApa 11
BApa 12

BApa 13
BAua 14

BAupa 15

MoIOTIKOS MPOSAIOPIZMOS HMI-NO3OTIKOS MPOSAIOPISMOS
A e S5 A k82
B NEG| | S6 B NEG | S3
C POS || S7 C POS| | S4
D < ss D < ss
E s1.%9 E < s6
F s2:s10 F 7
G 83 s G D s8
H s4 s12 H s1 .59
1 2 3 4 1 2 3 4

MpoeToiudoTe pIa apaiwon Twv delypdtwy acBevwv oe avaloyia 1:101, avapiyvioviag 5 pl Twv
opWV Twv acBevwyv pe 500 pl Tou apaiwTikoU dIaAUPaTOG 0poU.

A@aipEoTE TIG ATTAITOUPEVEG MIKPOKUWEAIDEG aTTO TN OBrKn Kal ETTIOTPEWTE TUXOV PN XPNOIUOTIOINUEVEG
TAIVIEG TTOU UTTAPXOUV OTn o@payIcpévn BAkn oTo yuyeio. ToTToBETAOTE 0TABEPA TIG MIKPOKUWEAIDEG
oTo TTAaiolo aTrpIgng TTou diaTiBeTal.

MpoobéaTe 100 pl £Toipwy TTPOG Xprion Babuovountwy, diIaAupdTwy BETIKOU Kal apvnTIKoU EAEyXOU
Kal apalwpévwy delyIdTwy acBevv (1:101) oTIg KATAAANAES MIKPOKUWEAISEG, OTTWG UTTOdEIKVUETA
OTO QUAAO TTPWTOKOANOU.

Znueiwon: ZuptepIAdBete pia kuweAida pe 100 pl apaiwTikoU SIGAUPATOG 0poU WG TUPAS
avTidpacTtnpiou. MndevioTe TN cuokeun avayvwong ELISA pe 1o TUQAS avTidpaoTnpiou.

EmrwdoTe e1mi 30 AeTrTd (+ 5 AeTTTd) O€ Bepuokpaaia dwpaTiou.

EkTTAUveTE 4x pe TO pubuIoTIKO diIGAupa €kTTAUoNG. Mo pn autduartn €KTTAUCn, TTANPWOTE KABE
MIKpoKUuWeAida pe avaocuoTaBév puBuIoTIKO didAupa EKTTAUONG. ATTOPPIYTE TO UYPO AVOOTPEPOVTAG
TO TTAQKIBIO KAl KTUTTWVTAG TO EAQPPA WOTE va adeIdoouV OAEG Ol KUWEAIDEG 1 avappoPwvTag To uypd
atrd KABe KuweAida. MNa va oTuTTWOoETE OTO TEAOG TNG TEAEUTAIOG EKTTAUCNG, QVACTPEWTE TIG TAIVIEG Kal
KTUTTAOTE duvaTd TIG KUWEAIDEG eTTAVW O€ atroppo@nTIKG XapTi. [Na aUTOPATEG OUOKEUEG EKTTAUONG,
TIPOYPAPUOTIOTE TN CUCKEUN CUPMQWVA PE TIG 0BNYIEG TOU KOTOOKEUOOTH.

MpocbéaTe 100 pl cUZEUKTIKOU QVTICWHOTOG OTIG MIKPOKUWEAIDEG.
EmwdoTe €11i 30 AemrTd (£ 5 AeTTTA) O€ BepPokpacia dwaTiou.
EKTTAUOVETE OAEG TIG pIKpOKUWEAIDEG OTTWG aTO BrAua 8.

MpocbéoTe 100 pl evuuikoU UTTOOTPWHATOG O€ KABE KUWeAIda, pe Tnv idla ogIpd Kal e Toug idloug
XPOVOUG OTTWG TO CUZEUKTIKO QVTICWHA.

EmwdoTe €11i 30 AemrTd (£ 5 AeTTTA) O€ Bepuokpacia dwaTiou.

MpocbéaTte 100 pl diaAUpaTOg TEPUATIOPOU O€ KABE UIKPOKUWEAIDQ, PE TV idIa OEIPd Kal JE TOUG
idloug xpOVoug OTTWG TO £VUMIKG UTTOOTPWHA. AIaBAOTE TIG TIHEG aTTOPPOPNONG VIOS 1 wpag atrd
TNV TTPOo0BOnKn Tou SIAAUPATOG TEPUATIOUOU.

AloBdoTe TNV aTroppoPNnoN KABe KUWEANIDOG O€ UKOG KUPATOG 405 nm XPNnOIKOTIOIWVTOG HIG CUCKEUN
avdyvwong TTAaKISiwy povol PAKOUG KUPATOG i o€ YAKoG KUpaTog 405/630 nm XpnGIMOTIOIWVTOG
MIa OUOKeur avayvwaong TTAaKISiwv dITTAOU HAKOUG KUPOTOG, EvavTl TOu TU@AOU avTidpacTnpiou TTou
puBuioTNKE va £XEl aTTOPPOPNCN UNOEV.

"EAgyxog mo16TNnTOG

¢ KABe avdAuon Oa TpéTel va xpnolgotrolouvTal Babuovountég, diaAlparta BeTIKOU Kal apvnTIKOU g€Aéyxou
Kal éva TUQAS avTidpaoTnpiou, TTPOKEINEVOU va eTTIRERBAIWVETAI N akepaIdTNTA Kal N akpifeia TNg avdAuong. H
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pETPNON atroppdPnong Tou TUPAOU avtidpacTnpiou TpéTTel va gival <0,3. O BaBpovountig A TTpéTTel va dwaotel
TIUA atmoppdPnang Ox1 MikpoTepn atd 1,0, dio@opeTIKA N avaAuon TTPETEl va eTavaAngBei. To didAupa apvnTikou
eAéyxou Trpétrel va dwoel iy <20 EU/mI. Edv n e€étaon diggdyeTai €1g SITAoUv, XPNOIKOTIOINCTE TN HEON TIMA TWV
000 PETPACEWY YIa VO TTPOCDIOPICETE TN CUYKEVTPWON TwV avTiIowpdTtwy og EU/mI. Katd 1n diggaywyr| TToIoTIKWY
TTPOCSIOPICUWY, N OTITIKA TTUKVOTNTA ToUu Babuovount D mrpémel va ival peyaAutepn atmd autriv Tou SIaAUPATOG
apvNTIKOU eAEyXOU Kal PIKPOTEPN atrd auTr)Vv Tou SIaAUNATOG BeTIKOU eAéyxou. MNa nUI-TTOGOTIKOUG TTPoadIopIooUg,
10 SIdAUpa BeTIKOU eAéyxoU TTPETTEI va Bivel TINEG EVTOG TOU EUPOUG TTOU avaypa@ETal aTO QIaAIdIO.

ANOTEAEZMATA

YtmoAoyiouoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TWV OEIYUATWY Tou aoBevoUg uTropolv va TTpoadiopiaTolyv e Wia atrd Tig e€AG dUo PueBOdOUG:

1. NOIOTIKOZ NMPOZAIOPIZEMOX
ATtr/on e&eTad. Seiyparog
X EU/mI Tou BaBpovounti D=EU/mI £eTad. Seiypatog

ATtr/on Tou BaBuovop. D

2. HMI-NO>OTIKOZ NMPOZAIOPIZMOX

ATTEIKOViOTE O€ Ypa@IK TTapdoTacn Tnv amoppdenon Twv BaBuovountwv A €wg kar D wg TTpog TNV avTioToIxXn
OUYKEVTPWOT] TOUG, O€ VA XOPTi ME YPAPMIKOUG dEoveg. TotroBeTrioTe aTov dfova Twv X TIC CUYKeEVTpwoelg og EU/
ml kol oTov dfova Twv Y TIG aTTOPPOPNOEIG KOl OXEDIAOTE TNV KAUTTUAN BEATIOTNG TTpoCcappoyng. MNpoadiopioTe Tig
OUYKEVTPWOEIG TWV BEIYUATWY TWV aGOeVWV atrd TNV KAUTTUAN, o€ oX€0N WE TIG AVTIOTOIXEG TIUEG ATTOPPOPNONG.

Ba@uovounTtig

O1 é1o1gor TTpog Xprion BaduovounTég cuptrePIAAUBAvovVTal Yo TOV NUI-TTOCOTIKO TTPOCOIOPIOUO KAl TTPETTEl VA
XpPnolgoTrolouvTal o€ KABe avaAuaon. Tuxdv deiyuarta agBevwiv TTou TTEPIEXOUV UWNAJ ETTITTESO AVTICWHATWY EVOEXETAI
va dWOoOoUV TIHEG aTToppO@NoNG UWNASGTEPES aTTd auTéG Tou BaBpovountn A. MNa tov akpiBr TTpocdiopiouéd Twv TIHWY
NUI-TTOo0TIKOU TTPOCdIopIoOoU, Ta deiypaTa auTtd Ba TTpETTel va apaiwBoulv Trepaitépw (ouvABwg o€ avaloyia 1:400),
£T01 WOTE OTAV ETTAVEEETAOTOUV VA EUTTITITOUV EVTOG TOU EUPOUG TNG KOUTTUANG BaBuovounong. MNa va TTpoodiopiceTe
TIG TINEG OUYKEVTPWONG o€ EU/mI, TTOAOTTAQCIAOTE TIG HOVADEG TTOU TIPOKUTITOUV HE TO CUVTEAEDTH apaiwaong.

Epunveia

O1 TIpég epunveiag TTPoadiopioTnkav Pe TNV av@Aucon 98 @uololoyikwv evnAikwv aipgodotwy. Or TINEG TTou
arreikoviovTal TTapakdTw €ival N PEon TIWNA TwV QUOIOAOYIKWY ATOPWY OUV 3 TUTTIKEG OTTOKAICEIG.

TiyA avriowpdtwv AGPA Epunveia

<20 EU/mlI ApvnTiko

20-25 EU/ml AT1rpoodi6pIoTo (0plakd)
>25 EU/ml OeTIKO

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

Oa TpETEl va xpnolgoTrolouvTal pévo deiyyata opou yia auth Tn dladikaoia. Agiypata TTou €XOUV UTTOOTEN
peydAou BaBuou aigdAuan, AITTaipiKa ) dgiyuaTa JOAUCHUEVA PE PIKPOPIA EVOEXETAI VA ETTNPEGCOUV TNV ATTOd00N
NG avdAuong Kal dev Ba TTpETTel va XpnaoiyotroiolvTal. Ta deiypata QuAdooovTtal o€ Beppokpaacia 2-8°C, etTi OxI
TEPIOaOTEPO aTTO pia eBdopada. lMNa 1o pakpoxpovia @UAan, Ta dciypata opol Ba TTPETTEl va KaTayUuxovTal.
ATToQUYETE TNV eTTaVOAAUBavOPEVN KATAWUEN Kal aTTOWUEN TWV JEIYUATWY.

Ta AGPA gpgavidovtal 6To 30% Twv oUyyevWY TTpwTou Babuol Twv acBevwy Pe kaor|Bn avaipia Kal 6€ TTo000To £wg
Kai 50% Twv evnAikwy Kail £wg 18% Twv TTaudIwv Pe AoINwEEIG atréd H. pylori. ETriTTAéov, uTTdp)xEl cuXvOTNTA EPOAVIONG
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Twv avTiowudTwyv AGPA ion pe 10% o€ aoBeveig pe dIGQPOoPES aUTOAVOTEG EVOOKPIVOTTABEIEG. 2TA QUOIOAOYIKA ATOPO
QaIVETaI TTWG UTTAPXEI MIa EaPTWHEVN aTTd TNV NAIKIa alénon TNG ouxvoTNTAG EUPAVICNS TwV avTIowPATwy AGPA atd
2 £wg 8%. Ta amroteAéopaTa TTOU TTPOKUTITOUV atrd auTr TNV avdAuan Ba TTpETTel va AneBouv uttéwn ae ocuvduacud
ME TO QVTIOCWHATA KATA TOU £yyeVOUG TTapdyovTa, KaBwg Kal e KAIVIKA Kal GAAG EpyaaTnpIiakd EUpruaTa.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Ta ammoteAéopata TG avdAuong o€ éva QUCIOAOYIKO TTANBUCPO avapéveTal va gival apvnTikd. QoT1éoo, éva 4% Twv
(QPOAIVOUEVIKA UYIWV, AOUUTITWHATIKWY aTOPWYV eVOEXETAI VO dWoEl BETIKO aTToTEAEOa O€ €E£TOON Yia THV TTapouaia
AVTICWHATWY KOTA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOU GTOPAXOU.

O TTapakdTW TTVAKAG ATTEIKOVICEI TN OUXVOTNTA EUPAVIONG TWV AVTICWHATWY KATA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOU
OTOMGXOU O€ PUGIOAOYIKG dToUa Kal o€ aoBeveig Je dIdpopeg vOOOUG, OTTWG auTr avagépeTtal oTn BIBAIoypagia.

ZUuXVOTNTA ENPAVIONS TWV AVTICWHATWY KATA TWV TOIXWHOTIKWV KUTTAPWY TOU oTopdyou® ™

Oupada voowv Ap. acBevwv MoocooTo BeTIKWV
duaoioloyikoi 11.601 4
‘EAKOG TOU dwdeKadAKTUAOU 52 44
FaoTpikd €AKOG 14 79
FaoTpikd KapKivwua 44 70
AloATng TUTTOU 1 229 30
No6oog Graves 14 57
Xpbvia AEUQOKUTTAPIKT) BUPEOEIBITION 115 27
H. pylori

Maidid 54 28

EviAikeg 26 84

XapaKTNPIOTIKA atrédoong

H péBodog ELISA yia avTiowpata Katd Twv TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOU OTOPAXoU agloAoynBnke eAéyxovTag
Ociypara BeTIKA Kal apvnTIKA yia AGPA, pdpTupeg vOGOU Kal «QUCIOAOYIKOUG» 0poUG avBpwITou Kal GUYKPIvovTag
TO OTTOTEAEOUOTA PE AUTG TTOU TTPOEKUWAV XPNOIUOTIOIWVTAG BIaBéaiyeg oTo gutropio peBddoug ELISA kai
avooo@Bopiouou.

®duaoioloyikd €Upog: 98 deiypaTa QUGIOAOYIKWV OPWV avOPWTTOU avaAuBnkav pe auté To aUCTNPA KAl N JEGN TIUA
ATav pikpdTeEPn atré 12 EU/mI, pe e0pog amd 1,8 £wg 72 EU/mI.
ZUYKPITIKNA €181KOTNTA KAl EvaiocOnaia

A. Mé€60odog ELISA yia avricwpara AGPA ImmuLisa™ évavti GAAwWV KATA TWV TOIXWHOATIKWY KUTTAPWYV TOU
oTopdyou yia ELISA: 137 deiypata avaAuBnkav kal pe Ta dUo cuoTApata. O1 HeAETEG AUTEG UTTODEIKVUOUV OTEVN
OUOXETION TwV OUO CUCTNUATWV.

AAAN AGPA ELISA
OeTikd  ApvnTikd XUvoAo
Immco™ O€TIKA 42 22 64
AGPA ApvnTikd 0 73 73
ELISA Z0voho 42 95 137

ZXETIKA oupewvia: 83,9%
>xeTikA evaioBnaoia: 100%
ZXETIKA €18IKOTNTA: 76,8%

Ta deiyuata Tou Bpébnkav BeTIKA pe TN HEBodo ELISA Immco™ kai apvnTika pe TNV AdAAN ELISA ettaAnBeUTtnkav
Me atroTtUTTwaon KnAidag (dot blot). ‘Evreka atrd autd Ta deiyuaTa emTIReRaiwdnKav, UTTOSEIKVUOVTOG OTEVH) CUCXETION
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TwV aTmoTeAeoudTWY TNG pEBOdou ELISA yia avriowpara AGPA Immco™ pe Tnv TTApoudia Twv avTIoCWHATWY
AGPA.

B. Mé6odog ELISA Immco™ évavTi éuuecou avooo@BopiooU: H idia opdda delyudtwy eAEyxOnke TTiong yia
TNV TTapoudia Twv avTiowudtwyv AGPA pe avooco@Bopioud o€ TOPEG vEQPOU/aTOoPdyou TTovTIKoU (Immco™ ap.
kaTaAoyou 1107). Ta atmoTeAéOUOTA, TTOU UTTODEIKVUOUV GUCXETION, OCUVOWICOVTal TTAPAKATW.

AGPA pe avooco@Bopiopo

OeTikd  ApvnTikd XUvoAo
Immco™ O€TIKG 34 19 53
AGPA ApvnTikd 3 79 82
ELISA Zuvolo 37 98 135

SXETIKN oupewvia: 83,7%
>xeTIkA euaioBnoia: 91,9%
>xeTikn €1diIkoTNTA: 80,6%

I Alootaupolpevn avtidpaon: ‘Eva ouvoho 106 Odeiyudtwv pe mlavy dlaotaupoupuevn avTtidpaon,
oupTrepIAapBavopévwy acBeviov e AANEG auTodvooeg SIaTaPaXES Kal AOINWOEIG VOOOUG, eAEyXOnKe yia Tnv
Tapouadia AGPA kal avTIoWPATwVY KATd Tou eyyevoug TTapdyovTa pe Ta cuoTApaTta ImmuLisa™. ATé auTtd, kavéva
atré 10 Ociypata aogbevwv Pe KOIANIOKAKN dev Bpébnke BeTikO yia Ta AGPA. OMol o1 aoBeveig pe KOIAIOKAKN ATav
maidid. QoT600, évag onuavtikdg aplBudg acBevwv ue H.pylori, kaBwg kal dAAoI pdpTUpEG vOoOU, NTav BETIKOI OTO
AGPA. 'Exel avagepBei 611 TrepitTou 10 60% Tou evijAikou TTAnBucpou Twyv H.M.A. TTdoxel ammd Aoipwén H. pylori kai
o1 Ta AGPA oxeTiCovTal ue auth Tn Aoipwén. ‘ETol egnyeital n auénuévn ouxvoeTnTa TwV BETIKWY OTTOTEAECUATWY Yia
AGPA o¢ gvnAikoug, a€ avTIOIaoToAR Pe Ta TTaIdIG.

% TTO000TO OETIKWV

KardoTtaon Ap. €&eTal. opwv AGPA Avoo/pog
Peuparoeidng apbpitida 10 30 0
KolAlokdkn 10 0 0
OupeocidiTida Hashimoto 10 30 0
Noéoog Graves 10 30 0
OeTikoi yia H. Pylori 7 43 0
OeTikoi yia nTTaTinda C 19 47 10
AlyodoTeG 40 15 0

AxkpiBeia

Me Baon 40 avtiypo@a Tpiwv delyudTwy, UTTOAOYIOTNKE 0 OUVTEAEOTNG TTOIKINOTNTOG (CV) peTalu ocipwy yia Tnv
avdAuon ELISA yia avricwpata AGPA.

Aciypa (EU/mI)
1 (28,7 EU/ml)
2 (54,7 EU/ml)
3 (63,8 EU/mI)

CV petadi ceipwyv
4,4%
51%
6,4%

Me Bdon 16 avtiypaga Tpiwv delyudTwyY, UTTOAOYIOTNKE O GUVTEAEOTHG TTOIKIAOTNTAG €vTOG Oelpdg (CV) yia Tnv
avaAuon ELISA yia avricwpaTta AGPA.

Acgiypa (EU/mI)
1 (28,7 EU/mI)
2 (53,8 EU/mI)
3 (62,2 EU/mI)

CV evrog oeipdg
2,6%
6,0%
6,8%
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FpappIkOTNTA:

MNa va TpoadIopIoTel N ATTOBEKTH YPAMMIKOTNTA, Ta TTAKISIO avaAlBnkav pe BabuovounTég TTou Sivouv YVWOTEG
TINEG. MpoadlopioTNKav oI TIHEG 2 TWV TUTTIKWY KAUTTUAWY TToU Trpoékuyav, yia TTOAAATTAEG avaAuoelg. H péon r?
ylo TNV TUTTIKA KOUTTUAN BaBuovéunaong Atav ion pe 0,9970, pe éva eAdxioTo ico pe 0,9911. Tiuég r? peyaAdTepeg
atré 0,95 BswpouvTal aTTOOEKTEG.

AvdkTnon:

Agiyparta ge YVWOTEG CUYKEVTPWOEIG avTIOwUATwy AGPA avapixbnkav pe KatdAANAEG apaioelg GAAWY BETIKWY
OelypdTWY TTOU TTEPIEIXAV YVWOTEG TTOOOTNTEG avTIowudTwy AGPA. MNpoodiopioTnkav Ta eTTiTeda avTiowudTwy
TWV avOuIXBEVTWY BEIYUATWY Kal Ol TIHEG XPNOIYOTToINBnKav yia Tov UTTOAOYICHO TNG €TTi TOIG £KATO AVAKTNONG.
AkoAouBouUv Ta atroteAéopara:

ZUYKEVTP. OVT. ZUYKEVTP. OVT.
avopEVOUEVN AngOcica Avaktnon %
(EU/m) (EU/ml)

Acgiypa 1 25 29 116
Agiypa 2 42 47 112
Acgiypa 3 67 64 96
Aciyua 4 49 54 110
Aciyua 5 62 60 97
Aciypa 6 44 45 102
Acgiypa 7 53 51 96
Agiypa 8 69 64 93
Agiypa 9 65 63 97
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Ensayo ELISA para anticuerpos anti células parietales gastricas (AGPA)

7'\
‘ PROSPECTO

©
| M M CO 1165 ELISA para anticuerpos anti células parietales gastricas 96 analisis
DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion cualitativa y semi cuantitativa de anticuerpos contra el
antigeno de las células parietales H+K+ATPasa (bomba de protones) en suero humano. La deteccion de estos
anticuerpos ayuda en el diagnéstico de la gastritis atréfica crénica y la anemia perniciosa.

RESUMEN Y EXPLICACION

La gastritis atrofica es una gastritis cronica que afecta a la mucosa corporal. Histoldgicamente se caracteriza por
inflamacion cronica de la mucosa gastrica, con pérdida de células glandulares y su substitucion por epitelio de tipo
intestinal y tejido fibroso. En términos clinicos, se caracteriza por hipo- o acloridria y pérdida de factor intrinseco
cuya consecuencia es la anemia perniciosa. En términos inmunologicos, la anemia perniciosa se distingue por
la presencia de autoanticuerpos contra las células parietales gastricas (AGPA), contra el antigeno de la célula
parietal H+K+ATPasa y contra el factor intrinseco.'¢

Los AGPA son un marcador de la gastritis autoinmune, mientras que los anticuerpos anti factor intrinseco estan
mas relacionados con la anemia perniciosa. La evolucion de la gastritis atréfica cronica en anemia perniciosa
puede tener lugar a lo largo de un periodo de tiempo prolongado (de 20 a 30 afios)" Por esta razon, la deteccion
de ambos tipos de anticuerpos es importante, porque juntos dan gran seguridad en el diagnostico y la progresion
de la gastritis autoinmune, asi como en el diagnéstico de la anemia perniciosa.

Los AGPA se detectan por inmunofluorescencia en cortes de estbmago de rata o con el método ELISA. El
antigeno de las células parietales gastricas H+K+ATPasa es un antigeno de membrana con dos subunidades,
alfa'y beta.™* Los autoanticuerpos contra el antigeno de las células parietales gastricas reaccionan ante las dos
subunidades, alfa y beta, de H+K+ATPasa. Los AGPA estan presentes en alrededor del 90% de pacientes con
anemia perniciosa, en el 30% de familiares de primer grado de pacientes con anemia perniciosa y en mas del
50% de los adultos y el 18% de los nifios con infeccién H. pylori.™® Aproximadamente el 65% de los pacientes
con gastritis e infeccion H. pylori son positivos a AGPA. En estos casos, la presencia de AGPA se relaciona con
la duracion de la infeccion H.pylori y el grado de infiltracion de linfocitos y de atrofia del epitelio glandular 7%.
Hay también gran incidencia de AGPA en pacientes de endocrinopatias autoinmunes de diferente tipo.'? En los
individuos normales, se observa un incremento en la incidencia de AGPA de 2 a 8% en relacion con la edad.® Al
aumentar la edad, hay un incremento general también en el niUmero de personas con gastritis atrofica.

El ensayo ELISA para AGPA ImmuLisa™ ofrece algunas ventajas sobre los métodos de inmunofluorescencia. En
estos ultimos, la deteccién de AGPA requiere experiencia en las técnicas del microscopio de fluorescencia y los
resultados obtenidos pueden ser subjetivos. Ademas, si el analisis no se efectia en el substrato adecuado, se
podrian interpretar resultados falsamente positivos como consecuencia de anticuerpos heterofilos. Immco™ es
un método ELISA sensible y especifico para la deteccion de AGPA. En unién con el ensayo ELISA FI, este ensayo
brinda una solucién de laboratorio completa para el diagnéstico de gastritis autoinmune y anemia perniciosa.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Ensayo inmunoenzimatico de fase sélida. Los pocillos se recubren con antigeno H+K+ATPasa porcino purificado
nativo; luego, se bloquean los puntos que no han reaccionado para reducir las uniones no especificas. Controles
y muestras de suero del paciente se incuban en los pocillos permitiendo que los anticuerpos especificos se unan
al antigeno H+K+ATPasa. Los anticuerpos no unidos y demas proteinas séricas se eliminan mediante lavado. Los
anticuerpos unidos se detectan afiadiendo a los pocillos un conjugado de IgG anti humana marcado con enzima.
El conjugado que no se ha unido se elimina mediante lavado. A continuacion, se afiade a los pocillos un substrato
enzimatico especifico (PNPP); la presencia de anticuerpos es revelada por el cambio de color producido por la
conversion del substrato pNPP en un producto de reaccion coloreado. Se detiene la reaccion y la intensidad del
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cambio de color, que es proporcional a la concentracion de anticuerpos, se lee con espectrofotometro a 405 nm.
Los resultados se registran como positivos, inciertos (valores limite) y negativos en unidades (EU/ml).

REACTIVOS
Conservacion y preparacion

Conserve los reactivos a 2-8°C. No los congele. No utilice el reactivo si se presenta turbio o se advierten
precipitados. En el momento de usarlos, los reactivos tienen que estar a temperatura ambiente (22-30°C).

Conservado a 2-8°C, el tamp6n de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada
en el kit. Reconstituya el tampon de lavado hasta 1 litro con agua destilada o desionizada. Las tiras de micropocillos
recubiertos deben usarse una sola vez.

Precauciones

Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado mediante métodos aprobados por
FDA y resulté 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, los derivados de sangre humana y
las muestras del paciente han de considerarse potencialmente infecciosos. Respétense las buenas practicas de
laboratorio para la conservacion, dispensacion y eliminacion de estos materiales™.

ADVERTENCIA: |a azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuberias, dando origen
a azidas metalicas altamente explosivas. Después de utilizar los liquidos, lave con abundante agua para impedir
la acumulacién de azida. La azida de sodio es toxica por ingestion. En caso de ingestion accidental, informe de
inmediato al director del laboratorio o acuda a un centro de control de envenenamientos.

Para asegurar resultados validos, es menester seguir las instrucciones exactamente como se presentan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el
mismo numero de catalogo de Immco Diagnostics Inc.

Respete las buenas técnicas de laboratorio para reducir al minimo la contaminacién microbiana y quimica. No
utilice el producto después de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISA para anticuerpos anti células parietales gastricas ImmuLisa™ 1165

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 96 analisis.

12x 8 [ MICROPLATE | AGPA | Microplaca con micropocillos individuales separables revestidos
con antigeno H+K+ATPasa porcino purificado.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[A| AGPA |+ Calibrador A listo para usar (tapa verde). Suero humano con
anticuerpos anti células parietales gastricas.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[B| AGPA |+ Calibrador B listo para usar (tapa morada). Suero humano con
anticuerpos anti células parietales gastricas.

1x1.5ml [CcALIBRATOR|C| AGPA |* Calibrador C listo para usar (tapa azul). Suero humano con
anticuerpos anti células parietales gastricas.

1x1.5ml [cALIBRATOR|D| AGPA |* Calibrador D listo para usar (tapa amarilla). Suero humano con
anticuerpos anti células parietales gastricas.

1x1.5ml [CONTROL [+] AGPA |* Control positivo listo para usar (tapa roja). Contiene suero
humano positivo a anticuerpos anti células parietales gastricas.

1x1.5ml [coNTROL[-|* Control negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero

humano.

1x12ml [19G-CONJ [ ALKPHOS |* Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.
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1 x 60 ml * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.
1x12ml [SUBSTRATE |* :ull)stlrato enzimatico listo para usar. Contiene pNPP. Protéjase
e la luz.

1x12 ml STOP Solucion Stop lista para usar.
2 x Tampén de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un

litro.

* Contiene <0.1% NaN,

Simbolos utilizados en las etiquetas:
Numero de lote

Numero de catalogo

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

Numero de analisis

4R EB> ~x<[Ff

Materiales necesarios no suministrados
* Agua desionizada o destilada
« Botella dispensadora para tampon de lavado diluido

* Pipetas con capacidad de 5 pl a 1000 pl

Puntas de pipetas desechables

e Tubos de ensayo limpios 12 x 75 mm y gradilla de ensayo
e Temporizador

*  Papel absorbente

* 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.

¢ Lavador automatico de microplacas con capacidad de 200 ul
RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

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

PROCEDIMIENTO
Advertencias preliminares
* Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

« Saque las tiras de pocillos de su sobre y ciérrelo cuidadosamente para evitar condensacioén en los pocillos no
utilizados. Vuelva a ponerlo de inmediato en la nevera.

20



ES

* Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente antes de dar comienzo al ensayo.
Vuelva a poner de inmediato en la nevera los materiales que no utilice.

* Prepare todas las diluciones de las muestras del paciente antes de comenzar el analisis.

« Una buena técnica de lavado es crucial. Si efectua el lavado manualmente, rocie toda la microplaca con
un fuerte chorro de solucién de lavado utilizando una botella de boca ancha. Se recomienda el uso de un
lavador automatico de microplacas

* Use una pipeta multicanal que pueda servir simultaneamente 8 pocillos; de este modo se agiliza el proceso y
el tiempo de incubacion es mas uniforme.

« Es importante controlar bien el tiempo. El periodo de incubacion empieza después de dispensar los
reactivos.

« Las muestras y reactivos deben afiadirse a la misma velocidad y en la misma secuencia.

Procedimiento del ensayo

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7

Paso 8

Los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes de dar comienzo al ensayo.

Senfiale en la hoja de protocolo la colocacion de la muestra en la microplaca. Es buena practica de
laboratorio analizar las muestras por duplicado.

Para la determinacién cualitativa, use Unicamente el Low Calibrator listo para usar (tapa amarilla).
Para la determinaciéon semi cuantitativa, utilice los calibradores listos para usar de Aa D como
se muestra en el ejemplo siguiente:

DETERMINACION CUALITATIVA DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

A BLANK | S5 A BLANK | §2
B NEG) | S6 B NEG) | S3
C Pos | §7 C Pos) | S4
D CDAL S8 D c:L 5
E s1.%9 E S se

S2 8§10 CAL\ (g7

[

G s3 s G D s8
H S4 11812 H S1,.S9

1 2 3 4 1 2 3 4

Prepare una dilucion en proporciéon 1:101 de las muestras del paciente mezclando 5 pl de muestras
con 500ul de diluyente de suero.

Coja los pocillos necesarios del sobre; guarde las tiras no utilizadas en el sobre hermético y péngalo
en la nevera. Coloque los pocillos en el soporte suplementario.

Pipetee 100 pl de calibrador listo para usar, de controles positivo y negativo y muestras diluidas del
paciente (1:101) en los correspondientes pocillos, como se indica en la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl de diluyente de suero como blanco de reactivo. Ponga el lector
ELISA en cero con respecto al blanco de reactivo.

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

Lave 4 veces con el tampdn de lavado. Para lavado manual, llene cada pocillo con el tampdn de
lavado reconstituido. Elimine el liquido invirtiendo y sacudiendo el pocillo, o bien aspire el liquido de
cada pocillo. Al terminar el uUltimo lavado, invierta las tiras y sacudalas enérgicamente sobre papel
absorbente. Si utiliza un lavador automatico, programe el ciclo de lavado siguiendo las instrucciones
del fabricante.
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Paso 9 Pipetee 100 ul de conjugado en los pocillos.
Paso 10 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Paso 11 Lave los pocillos repitiendo el paso 8.

Paso 12 Pipetee 100 pl de substrato enzimatico en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos del
conjugado.

Paso 13 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Paso 14 Pipetee 100 pl de solucion Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afadio
el substrato enzimatico. Lea la absorbancia en el plazo de una hora después de haber afiadido la
solucion Stop.

Paso 15 Lea la absorbancia de cada pocillo a 405 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble 405/630nm, comparandola 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 analisis. 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 efectta por duplicado, se tomara la media de las
dos lecturas para determinar las EU/ml. En las 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 indicados en el vial.

RESULTADOS

Calculo

La concentracion en la muestra del paciente puede determinarse por uno de los dos métodos siguientes:
1. DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. de muestra analizada
X EU/ml de calibrador D = EU/mIl 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 listos para usar 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 (habitualmente 1:400) 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.

Interpretacion

Los valores de interpretacion se determinaron analizando muestras de 98 donantes de sangre adultos normales.
Los valores indicados abajo representan la media de los individuos normales mas 3 DS.

Valor anti-AGPA  Interpretacion

<20 EU/mi Negativo
20-25 EU/mlI Incierto (valores limite)
>25 EU/ml Positivo
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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

Los anticuerpos AGPA estan presentes en el 30% de los familiares de primer grado de pacientes con anemia
perniciosa, y en hasta el 50% de los adultos y el 18% de nifios con infecciones H. pylori. Ademas, hay un 10% de
incidencia de AGPA en pacientes con diversas endocrinopatias autoinmunes. En individuos normales, pareceria
haber un incremento del 2 al 8% en los AGPA en relacion con la edad. Los resultados obtenidos con este analisis
se han de considerar en conjunto con analisis de anticuerpos anti factor intrinseco, examenes clinicos y otros
analisis de laboratorio

VALORES ESPERADOS

Los valores esperados en una poblacién normal son negativos. Sin embargo, alrededor del 4% de individuos
aparentemente sanos y asintomaticos puede resultar positivo a los anticuerpos anti células parietales gastricas.

En la siguiente tabla se ilustra la incidencia de anticuerpos anti células parietales gastricas en individuos normales
y en pacientes con diferentes enfermedades, segun se informa en la literatura.

Prevalencia de anticuerpos anti células parietales gastricas %1

Patologia N° de pacientes Porcentaje positivo
Normales 11,601 4
Ulcera duodenal 52 44
Ulcera gastrica 14 79
Carcinoma gastrico 44 70
Diabetes tipo 1 229 30
Enfermedad de Graves 14 57
Tiroiditis linfocitica cronica 115 27
H. pylori

Nifos 54 28

Adultos 26 84

Caracteristicas de rendimiento

El ensayo ELISA para anticuerpos anti células parietales gastricas ImmuLisa™ se evalué analizando muestras
positivas y negativas a AGPA, controles de enfermedad y suero humano “normal”; luego se lo compard
con los resultados obtenidos mediante otro kit ELISA disponible en comercio y a través de ensayos de
inmunofluorescencia.

Valores normales: con este sistema se analizaron 98 muestras de suero humano normal; el valor medio resulté
inferior a 12 EU/ml con una amplitud de 1.8-72 EU/ml.

Sensibilidad y especificidad comparadas

A. ELISA AGPA ImmuLisa™ vs. otro ELISA para anticuerpos anti células parietales gastricas: se analizaron
137 muestras con ambos sistemas. Los estudios mostraron estrecha correlacion entre ambos.

Otro AGPA ELISA
Positivo Negativo Total
ELISA Positivo 42 22 64
AGPA Negativo 0 73 73
Immco™  Total 42 95 137

Correlacion relativa: 83.9%
Sensibilidad relativa: 100%
Especificidad relativa: 76.8%
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Las muestras que resultaron positivas con ELISA Immco™ y negativas con el otro ELISA se confirmaron
mediante dot blot. Once de esas doce muestras se confirmaron, indicando una estrecha correlacion entre el
ensayo ELISA AGPA Immco™ vy la presencia de AGPA.

B. ELISA Immco™ vs. IF: para detectar los mismos anticuerpos, el mismo grupo de muestras se analizo
también mediante inmunofluorescencia en cortes de rifidn y estomago de rata (Immco™ No. Cat. 1107). Los
resultados que demuestran la correlacion se resumen a continuacion.

AGPA mediante
inmunofluorescencia
Positivo Negativo Total

ELISA AGPAPositivo 34 19 53
Immco™  Negativo 3 79 82
Total 37 98 135

Correlacion relativa: 83.7%
Sensibilidad relativa: 91.9%
Especificidad relativa: 80.6%

C. Reacciones cruzadas: Se analizaron un total de 106 muestras potencialmente reactivas, incluyendo muestras

de pacientes con otras patologias autoinmunes y enfermedades infecciosas para detectar anticuerpos antiAGPAy

anti factor intrinseco con los sistemas ImmuLisa™. Ninguna de las muestras de pacientes celiacos resulto positiva
aAGPA. Todos los pacientes celiacos eran nifios. Por el contrario, un nimero importante de pacientes con H.pylori

y otros controles de enfermedad eran positivos a AGPA. Se ha informado que alrededor del 60% de la poblacion

adulta de los Estados Unidos padece de infeccion H. pylori y que los AGPA estan asociados con esta infeccion.

Esto explica la alta incidencia de resultados positivos a AGPA en los adultos en comparacion con los nifios.

% Positivo
Condicion # Analizados AGPA Fl
Artritis reumatoide 10 30 0
Enfermedad celiaca 10 0 0
Tiroiditis de Hashimoto 10 30 0
Enfermedad de Graves 10 30 0
H. Pylori positivo 7 43 0
Hepatitis C positivo 19 47 10
Donantes de sangre 40 15 0

Precision
Basandose en 40 repeticiones de tres muestras, se calculd el coeficiente de variacion (CV) inter ensayo del
analisis ELISA para anticuerpos AGPA.

Muestra (EU/ml) CV Inter ensayo

1 (28.7 EU/mI) 4.4%
2 (54.7 EU/ml) 5.1%
3 (63.8 EU/mI) 6.4%
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Basandose en 16 repeticiones de tres muestras, se calcul6 el coeficiente de variacion (CV) intra ensayo del
analisis ELISA para anticuerpos AGPA

Muestra (EU/ml) CV intra ensayo

1 (28.7 EU/m) 2.6%
2 (53.8 EU/mI) 6.0%
3 (62.2 EU/mI) 6.8%

Linealidad

Para determinar la linealidad aceptable, las placas se analizaron con calibradores de valores conocidos. Los
valores de la raiz cuadrada de las curvas estandar resultantes se determinaron para ensayos multiples. La raiz
cuadrada promedio de la curva estandar de calibracion fue 0.9970 con valor minimo de 0.9911. Se considera
aceptable un valor de raiz cuadrada superior a 0.95.

Recuperacion

Se mezclaron muestras con niveles conocidos de AGPA con las diluciones adecuadas de otras muestras positivas
con cantidades conocidas de AGPA. Se determinaron los niveles de las muestras mezcladas y se utilizaron para
calcular el porcentaje de recuperacion. Los resultados fueron los siguientes:

Conc. ab Conc. ab % Recuperacién
esperada (EU/ml) obtenida (EU/mI)
Muestra 1 25 29 116
Muestra 2 42 47 112
Muestra 3 67 64 96
Muestra 4 49 54 110
Muestra 5 62 60 97
Muestra 6 44 45 102
Muestra 7 53 51 96
Muestra 8 69 64 93
Muestra 9 65 63 97
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Anti-Magenparietalzellen-Antikorper-ELISA (AGPA)

“ BEIPACKTEXT

| M M CO© 1165 Anti-Magenparietalzellen-Antikérper-ELISA 96 Bestimmungen
DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den qualitativen und semi-quantitativen Nachweis von
Antikérpern gegen das Magenparietalzellantigen H+K+ATPase (Protonenpumpe) in Humanserum. Der Nachweis
dieser Antikorper hilft bei der Diagnose von chronischer atrophischer Gastritis und perniziéser Anamie.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Atrophische Gastritis ist eine chronische Gastritis, die die Korpusschleimhaut betrifft. Sie ist histologisch durch eine
chronische Entziindung der Magenschleimhaut mit Verlust von Driisenzellen und deren Ersatz durch Epithelzellen
vom Darmtyp und fibréses Gewebe gekennzeichnet. Klinisch ist sie durch Hypo- oder Achlorhydrie und Verlust
von Intrinsic-Faktor mit nachfolgender perniziéser Andmie gekennzeichnet. Das immunologische Kennzeichen
von pernizidser Anamie ist das Vorhandensein von Autoantikérpern gegen Magenparietalzellen (AGPA), gegen
das Parietalzellantigen H+K+ATPase und gegen Intrinsic-Faktor'®.

AGPA sind Marker fur Autoimmungastritis, wéhrend Intrinsic-Faktor-Antikérper enger mit perniziéser Anémie
verbunden sind. Die Entwicklung von chronischer atrophischer Gastritis zu pernizidser Anamie kann sich Uber
einen langen Zeitraum hinziehen (20 bis 30 Jahre)'. Aus diesem Grund ist der Nachweis beider Antikérper wichtig,
da sie gemeinsam der Diagnose und Verlaufskontrolle von Autoimmungastritis sowie der Diagnose von pernizidser
Andmie eine grollere Gewissheit verleihen.

AGPA werden entweder durch Immunfluoreszenz auf Mausemagenschnitten oder durch ELISA nachgewiesen.
Das Magenparietalzellantigen H+K+ATPase ist ein Membranantigen mit zwei Alpha- und Beta-Untereinheiten'.
Autoantikérper gegen Magenparietalzellen reagieren sowohl gegen die Alpha- als auch gegen die Beta-
Untereinheiten der H+K+ATPase. AGPA treten bei etwa 90% von Patienten mit perniziéser Anamie, bei 30% von
Verwandten ersten Grades von Patienten mit perniziéser Andmie und bei bis zu 50% von Erwachsenen und 18%
von Kindern mit H.-pylori-Infektionen auf’®. Etwa 65% von Patienten mit Gastritis und H.-pylori-Infektion sind
AGPA-positiv. Das Vorhandensein von AGPA in diesen Fallen ist mit der Dauer der H.-pylori-Infektion und dem
Grad des lymphozytaren Infiltrats und der Atrophie des glanduléren Epithels verbunden’®. Auferdem treten AGPA
haufig auch bei Patienten mit verschiedenen Autoimmunendokrinopathien auf'?. Bei normalen Testpersonen
besteht ein altersabhangiger Anstieg der Haufigkeit von AGPA von 2 auf 8%°. Mit fortschreitendem Alter steigt
aullerdem allgemein die Anzahl von Patienten mit atrophischer Gastritis.

Der ImmuLisa™ AGPA-ELISA bietet gewisse Vorteile gegentiber den Immunfluoreszenzmethoden. Der Nachweis
von AGPA mittels Immunfluoreszenz erfordert Erfahrung mit den Methoden der Fluoreszenzmikroskopie, und
die erhaltenen Ergebnis kénnen subjektiv sein. AuRerdem ist auf Grund von heterophilen Antikdrpern eine falsch
positive Auslegung der Ergebnisse mdglich, wenn der Test auf einem ungeeigneten Substrat durchgefiihrt wird.
Immco bietet eine sensitive und spezifische ELISA-Methode fir den Nachweis von AGPA. Zusammen mit dem
ELISA fiir Intrinsic-Faktor-Antikérper stellt der AGPA-ELISA eine vollstédndige Laborlésung fir die Diagnose von
Autoimmungastritis und pernizidser Anamie dar.

TESTPRINZIP

Der Test wird als Festphasenimmuntest durchgefiihrt. Mikrotiterplattenvertiefungen werden mit nativem
gereinigtem H+K+ATPase-Antigen vom Schwein beschichtet. Anschlieliend werden die unreagierten Stellen
blockiert, um die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren und Serumproben vom Patienten werden
in den antigenbeschichteten Vertiefungen inkubiert; dies ermdglicht die Bindung der im Serum vorhandenen
spezifischen Antikorper an das H+K+ATPase-Antigen. Nicht gebundene Antikérper und andere Serumeiweille
werden durch Waschen der Mikrotitervertiefungen entfernt. Die an das Antigen in den Vertiefungen gebundenen
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Antikérper werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-human-lgG-Konjugats nachgewiesen. Nicht
gebundenes Konjugat wird durch Waschen entfernt. AnschlieRend wird ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP)
in die Vertiefungen gegeben. Das Vorhandensein von Antikdrpern wird mittels einer Farbveranderung festgestellt,
die durch die Umwandlung des pNPP-Substrats in ein farbiges Reaktionsprodukt entsteht. Die Reaktion wird
gestoppt, und die Intensitat der Farbveréanderung, welche proportional zur Konzentration der Antikorper ist, wird
bei 405 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden mit Einheiten (EU/ml) als positiv,
unbestimmt (Grenzbereich) oder negativ angegeben.

REAGENZIEN

Lagerung und Zubereitung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren.

Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es trib ist oder Partikel enthélt. Alle Reagenzien missen vor der
Anwendung auf Raumtemperatur (22-30°C) gebracht werden.

Rekonstituieren Sie den Waschpuffer auf 1 Liter mit destilliertem oder entionisiertem Wasser. BeiLagerung bei2-8 °C
ist der rekonstituierte Waschpuffer bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Die beschichteten Mikrotiterstreifen sind
nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

VorsichtsmafRnahmen

Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests auf HbsAg, HCV,
HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fur negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende Produkte sowie
Patientenproben sollten jedoch als potentiell infektids angesehen werden. Befolgen Sie bei der Lagerung,
Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis™.

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

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestelit befolgt werden, um giiltige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus. Befolgen Sie
die Gute Laborpraxis, um beim Umgang mit Reagenzien mikrobielle Verunreinigungen und Verschleppungen so
gering wie moglich zu halten. Die Kitbestandteile nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
verwenden.

Mitgelieferte Materialien
ImmuLisa™ Anti-Magenparietalzellen-Antikérper-ELISA 1165

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 96 Bestimmungen

12x 8 | MICROPLATE | AGPA | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen,
mit gereinigtem H+K+ATPase-Antigen vom Schwein beschichtet.

1x1,5ml |CALIBRATOR|A| AGPA |*  Gebrauchsfertiger Kalibrator A (griine Kappe). Humanserum mit
Magenparietalzellen-Antikérpern.

1x1,5ml |[CALIBRATOR|B| AGPA |*  Gebrauchsfertiger Kalibrator B (lila Kappe). Humanserum mit
Magenparietalzellen-Antikérpern.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C| AGPA |*  Gebrauchsfertiger Kalibrator C (blaue Kappe). Humanserum mit
Magenparietalzellen-Antikérpern.
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1x1,5ml |CALIBRATOR|D| AGPA |*

1x1,5ml |[CONTROL[+| AGPA |*

1x15ml [CONTROL|-|*

1x12ml |IgG-CONJ | ALKPHOS |*

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

1x12ml
2x

* Enthélt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

4R [FB ~ <[

Anzahl an Tests

Bendétigte, nicht mitgelieferte Materialien

¢ Entionisiertes oder destilliertes Wasser

Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe Kappe). Humanserum mit
Magenparietalzellen-Antikérpern.

Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote Kappe).
Enthalt Humanserum positiv fir Magenparietalzellen-Antikorper.

Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weiBe Kappe).
Enthalt Humanserum.

Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung blau.

Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schiitzen.

Gebrauchsfertige Stopplésung.

Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter
rekonstituieren.

e Spritzflasche fiir den verdiinnten Waschpuffer

¢ Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 pl

* Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

¢ Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Réhrchenhalter

e Stoppuhr
e Saugfahige Papiertlicher

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

*  Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von 200 pl
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PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte, lipAmische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben hdéchstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren
werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN
Hinweise zum Verfahren
* Lesen Sie sorgfaltig den Beipacktext, bevor Sie mit dem Test beginnen.

« Entnehmen Sie dem Beutel die benétigte Anzahl an Mikrotitervertiefungsstreifen; verschlieRen Sie dann den
Beutel sorgféltig, um Kondensation in den nicht verwendeten Vertiefungen zu vermeiden. Legen Sie den
Beutel sofort wieder in den Kihlschrank.

«  Warten Sie vor Beginn des Testverfahrens, bis die Patientenproben und Testreagenzien Raumtemperatur
erreicht haben. Stellen Sie alle nicht verwendeten Proben und Reagenzien sofort nach der Anwendung wieder
in den Kuhlschrank.

« Alle Verdinnungen der Patientenproben sollten vor Beginn des Tests vorbereitet werden.

« Eine gute Waschmethode ist unerldsslich. Wenn von Hand gewaschen wird, erreichen Sie eine
angemessene Spulung, indem Sie eine Waschflasche mit einer breiten Diise verwenden und einen starken
Strahl Waschpuffer Uber die gesamte Mikrotiterplatte spritzen. Die Anwendung eines automatischen
Mikrotiterplattenwaschers wird empfohlen.

«  Verwenden Sie eine Multikanalpipette, die gleichzeitig in 8 oder 12 Vertiefungen pipettieren kann. Dies
beschleunigt das Verfahren und resultiert in gleichmaRigeren Inkubationszeiten.

< Fur alle Schritte ist eine sorgféltige Kontrolle der zeitlichen Koordinierung wichtig. Alle Inkubationszeitrdume
beginnen, sobald das Zufiigen der Reagenzien abgeschlossen ist.

« Das Zufuigen aller Proben und Reagenzien sollte mit derselben Geschwindigkeit und in derselben Reihenfolge
erfolgen.

Testmethode

Schritt 1 Lassen Sie alle Reagenzien und Proben Raumtemperatur erreichen.

Schritt2  Verwenden Sie den Protokollbogen, um die Positionen der Proben in den Vertiefungen zu notieren.
Es entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach zu testen.

Schritt 3  Verwenden Sie fur eine qualitative Bestimmung nur den gebrauchsfertigen niedrigen Kalibrator D
(Flaschchen mit gelber Kappe).
oder Verwenden Sie flr eine semi-quantitative Bestimmung die gebrauchsfertigen Kalibratoren A
bis D, wie in der Probenanordnung unten angezeigt.

QUALITATIVE BESTIMMUNG SEM-QUANTITATIVE BESTIMMUNG
A e S5 A a2
B e s6 B nee 83
C POS || S7 C POS| | S4
D < ss D 4 ss
E s1 %9 E < s6
F s2/810 F ¢s7
G s3 st G D s8
H s4 512 H s1 s9
1 2 3 4 1 2 3 4
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Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6

Schritt 7
Schritt 8

Schritt 9

Schritt 10
Schritt 11
Schritt 12

Schritt 13
Schritt 14

Schritt 15

Verdinnen Sie die Patientenproben im Verhéaltnis 1:101, indem Sie 5 pl des Patientenserums mit
500 pl Probenverdiinner vermischen.

Entnehmen Sie dem Beutel die bendétigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht verwendeten
Streifen im versiegelten Beutel wieder in den Kiihischrank. Setzen Sie die Vertiefungen sicher in den
mitgelieferten Halter ein.

Pipettieren Sie 100 pl dergebrauchsfertigen Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollserenund
der verdinnten Patientenproben (1:101) in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden
Vertiefungen.

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdinner als Blindprobe. Stellen Sie den
ELISA-Reader gegen diese Blindprobe auf Null.

Inkubieren Sie 30 Minuten (£ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Waschen Sie viermal mit Waschpuffer. Wenn Sie manuell waschen, flllen Sie jede Vertiefung mit
rekonstituiertem Waschpuffer. Entfernen Sie die Flussigkeit, indem Sie jede Vertiefung umdrehen und
deren Inhalt ausklopfen, oder indem Sie die Flussigkeit aus jeder Vertiefung absaugen. Drehen Sie
zum Trocknen am Ende des letzen Waschens die Streifen um und klopfen Sie Uber saugfahigem Papier
kraftig auf die Vertiefungen. Wenn Sie einen automatischen Wascher verwenden, programmieren Sie
diesen entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

Pipettieren Sie 100 pl Konjugat in die Vertiefungen.

Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 8 beschrieben.

Pipettieren Sie 100 pl Enzymsubstrat in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Konjugat.

Inkubieren Sie 30 Minuten (£ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Pipettieren Sie 100 pl Stopplésung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge

und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufiigen des Enzymsubstrats. Lesen Sie die
Extinktionswerte innerhalb 1 Stunde nach Hinzufligen der Stopplésung ab.

Lesen Sie die Extinktion jeder Vertiefung bei 405 nm gegen die Blindprobe, fir die der Extinktionswert
Null eingestellt wurde, ab; verwenden Sie einen Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenlénge
oder mit einer doppelten Wellenldnge von 405/630 nm.

Qualitatskontrolle

Bei jedem Testlauf miissen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet werden,
um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. 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,
sollte der Mittelwert der beiden Messungen verwendet werden, um die EU/mI zu bestimmen. Bei der Durchfiihrung
von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D gréRRer als die des negativen Kontrollserums
und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. Fir semi-quantitative Bestimmungen missen die
Werte des positiven Kontrollserums innerhalb des auf dem Fldschchen angegebenen Bereichs liegen.

ERGEBNISSE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kdnnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:
1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

Ext. der Testprobe

X EU/ml von Kalibrator D = EU/mI 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
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Sie die passendste Kurve. Bestimmen Sie auf der Kurve die Konzentrationen der Patientenproben gegen ihre
entsprechenden Extinktionswerte.

Kalibrator

Die gebrauchsfertigen Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu erméglichen;
sie mussen bei jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikdrperspiegeln kdnnen héhere
Extinktionswerte aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte zu bestimmen, sollten solche
Proben nochmals verdiinnt werden (normalerweise 1:400), damit sie bei einem erneuten Test innerhalb des
Bereichs der Kalibratorenkurve fallen. Um die EU/mI-Werte zu bestimmen, missen Sie die erhaltenen Einheiten
mit dem Verdinnungsfaktor multiplizieren.

Interpretation

Die Interpretationswerte wurden bestimmt, indem 98 normale Blutspender getestet wurden. Die unten angezeigten
Werte sind der Mittelwert der normalen Testpersonen plus 3 Standardabweichungen.

AGPA-Wert Interpretation

<20 EU/mI negativ

20-25 EU/ml unbestimmt (Grenzbereich)
>25 EU/mI positiv

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

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

AGPA treten bei 30% von Verwandten ersten Grades von Patienten mit pernizidser Andmie und bei bis zu 50%
von Erwachsenen und 18% von Kindern mit H.-pylori-Infektionen auf. AuBerdem treten AGPA mit einer Haufigkeit
von 10% bei Patienten mit verschiedenen Autoimmunendokrinopathien auf. Bei normalen Patienten scheint eine
mit dem Alter verbundene Erh6hung der Haufigkeit von AGPA von 2 auf 8% vorzuliegen. Die mit diesem Test
erhaltenen Ergebnisse sollten im Zusammenhang mit Intrinsic-Faktor-Antikdrpern, klinischen Befunden und
anderen Laborergebnissen bewertet werden.

ERWARTETE WERTE

In einer normalen Bevélkerung werden negative Testergebnisse erwartet. Es kénnen jedoch bei 4% von anscheinend
gesunden, asymptomatischen Personen positive Ergebnisse beim Test auf Antikdrper gegen Magenparietalzellen
vorliegen.

Die folgende Tabelle zeigt die in der Literatur beschriebene Haufigkeit von Antikérpern gegen Magenparietalzellen
bei normalen Personen und Patienten mit verschiedenen Krankheiten.

Haufigkeit von Antikdrpern gegen Magenparietalzellen®'

Krankheitsgruppe Anzahl Patienten % Positiv
Normale Testpersonen 11.601 4
Zwédlffingerdarmgeschwiire 52 44
Magengeschwire 14 79
Magenkarzinome 44 70
Typ-1-Diabetes 229 30
Graves-Krankheit 14 57
Chronische lymphozytére Thyreoiditis 115 27
H. pylori

Kinder 54 28

Erwachsene 26 84

31



DE

Leistungsmerkmale

Der ImmuLisa™ ELISA fir Antikérper gegen Magenparietalzellen wurde bewertet, indem AGPA-positive und -
negative Proben, Krankheitskontrollseren und ,normale“ Humanseren getestet und die Ergebnisse mit den mit im
Handel erhaltlichen ELISA- und Immunfluoreszenztests erhaltenen Ergebnissen verglichen wurden.

Normaler Bereich: 98 normale Humanserumproben wurden mit diesem System getestet; der Mittelwert betrug
weniger als 12 EU/ml, mit einem Bereich von 1,8-72 EU/mI.
Vergleichende Spezifitdt und Sensitivitat

A. ImmuLisa™ AGPA-ELISA gegen einen anderen ELISA fiir Antikérper gegen Magenparietalzellen:
137 Proben wurden mit beiden Systemen getestet. Diese Studien zeigen eine starke Korrelation der beiden
Systeme.

anderer AGPA-ELISA
Positiv Negativ Gesamt

Immco™ Positiv 42 22 64
AGPA- Negativ 0 73 73
ELISA Gesamt 42 95 137

Relative Ubereinstimmung: 83,9%
Relative Sensitivitat: 100%
Relative Spezifitat: 76,8%

Proben mit positiven Ergebnissen mit dem Immco™-ELISA und negativen Ergebnissen mit dem anderen ELISA
wurden mittels Dot-Blot bestatigt. EIf der zwolf Proben wurden bestétigt, was eine enge Verbindung der Ergebnisse
des Immco™ APGA-ELISA mit dem Vorhandensein von AGPA zeigt.

B. Immco™ ELISA gegen IFA: Dieselben Proben wurden auch mittels Immunfluoreszenz auf M&usenieren/-
magenschnitten (Immco™ Best.-Nr. XXX) auf AGPA getestet. Die die Korrelation zeigenden Ergebnisse sind
untenstehend zusammengefasst.

AGPA mittels
Immunfluoreszenz
Positiv  Negativ Gesamt

Immco™ Positiv 34 19 53
AGPA- Negativ 3 79 82
ELISA Gesamt 37 98 135

Relative Ubereinstimmung: 83,7%
Relative Sensitivitat: 91,9%
Relative Spezifitat: 80,6%

C. Kreuzreaktivitat: Insgesamt 106 potentiell kreuzreaktive Proben, einschliellich Proben von Patienten mit
anderen Autoimmunkrankheiten und Infektionskrankheiten, wurden mit den ImmuLisa™-Systemen auf AGPA und
Intrinsic-Faktor-Antikdrper getestet. Von diesen war keine einzige der Proben von Zdliakiepatienten AGPA-positiv.
Alle Zéliakiepatienten waren Kinder. Es war jedoch eine signifikante Anzahl von Patienten mit H. pylori und anderen
Krankheitskontrollseren AGPA-positiv. Es wurde berichtet, dass etwa 60% der Erwachsenen in den USA eine
H.-pylori-Infektion haben, und dass AGPA mit dieser Infektion in Verbindung steht. Dies erklart die hdhere Haufigkeit
von positiven AGPA-Ergebnissen bei Erwachsenen im Vergleich zu Kindern.
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% Positiv
Krankheit # getestet AGPA IF
Rheumatoide Arthritis 10 30 0
Zoliakie 10 0 0
Hashimoto-Thyreoiditis 10 30 0
Graves-Krankheit 10 30 0
H.-Pylori-positiv 7 43 0
Hepatitis-C-positiv 19 47 10
Blutspender 40 15 0

Genauigkeit:

Auf der Grundlage von 40 wiederholten Tests von drei Proben wurde der interserielle Variationskoeffizient (VK)
des AGPA-ELISA berechnet.

> EU/mlI interserieller VK

1(28,7EU/ml)  4,4%

2 (54,7 EU/ml)  51%

3 (63,8 EU/ml) 6,4%
Auf der Grundlage von 16 wiederholten Tests von drei Proben wurde der intraserielle Variationskoeffizient (VK)
des AGPA-ELISA berechnet.

Probe (EU/ml) intraserieller VK

1(28,7 EU/ml)  2,6%

2 (53,8 EU/mI)  6,0%

3 (62,2 EU/ml) 6,8%

Linearitat:

Um die akzeptable Linearitat zu bestimmen, wurden Platten mit Kalibratoren mit bekannten Werten getestet. Die
r’-Werte der resultierenden Standardkurven wurden fiir mehrere Tests bestimmt. Der durchschnittliche r>-Wert
fur eine Standardkalibrierungskurve war 0,9970, der niedrigste Wert war 0,9911. R%-Werte Uber 0,95 werden als
akzeptabel angesehen.

Wiederfindung:

Proben mit bekannten AGPA-Konzentrationen wurden mit geeigneten Verdiinnungen anderer positiver Proben mit
bekannten Mengen an AGPA gemischt. Die Antikorperspiegel der gemischten Proben wurden bestimmt und zur
Berechnung der Wiederfindung in Prozent verwendet. Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

AK-Konz. AK-Konz.
erwartet (EU/ml) gemessen (EU/ml) % Wiederfindung
Probe 1 25 29 116
Probe 2 42 47 112
Probe 3 67 64 96
Probe 4 49 54 110
Probe 5 62 60 97
Probe 6 44 45 102
Probe 7 53 51 96
Probe 8 69 64 93
Probe 9 65 63 97
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Anticorps anti-cellules pariétales gastriques (AGPA) ELISA

M  EncART DU PRODUIT

©
| M M CO 1165 Anticorps Anti-cellules pariétales gastriques ELISA 96 Tests
DIAGNOSTICS

USAGE PREVU

Technique de dosage immunoenzymatique de type ELISA destinée a la détection qualitative et a la semi-
quantification des anticorps des antigénes des cellules gastriques pariétales (la pompe a protons) dans le sérum
humain. La détection de ces anticorps apporte une aide dans le diagnostic de la gastrite atrophique chronique et
de 'anémie pernicieuse.

RESUME ET EXPLICATION

La gastrite atrophique est une gastrite chronique affectant la muqueuse corporelle. Elle est caractérisée du point
de vue histologique par une inflammation chronique de la muqueuse gastrique avec un manque de cellules
glandulaires et un remplacement par de I'épithélium de type intestinal ou du tissu fibreux. Du point de vue clinique,
il est caractérisé par une hypo - ou une achlorhydrie et par un manque de facteur intrinséque qui se traduit par
une anémie pernicieuse. Le contréle immunologique de I'anémie pernicieuse est constitué par la présence
d’auto-anticorps des cellules gastriques pariétales (AGPA), de I'antigéne des cellules pariétales H+K+ATPase et
du facteur intrinséque.™®

Les AGPA sont des marqueurs de la gastrite autoimmune tandis que les anticorps du facteur intrinseque sont
davantage associés a 'anémie pernicieuse. La progression de la gastrite chronique atrophique vers I'anémie
pernicieuse peut se produire sur un long laps de temps (20 a 30 ans)." Pour cette raison, la détection des deux
types d’anticorps est importante dans la mesure ou, ensemble, ils conférent une plus grande sécurité au diagnostic
et a I'évolution de la gastrite autoimmune, de méme qu’au diagnostic de 'anémie pernicieuse.

Les AGPA sont détectés aussi bien par immunofluorescence sur les sections de I'estomac de la souris que par
ELISA. L’antigéne des cellules gastriques pariétales H+K+ATPase est un antigéne de la membrane avec deux
sous-unités alpha et béta."* Les auto-anticorps de I'antigéne des cellules pariétales gastriques réagissent aussi
bien aux sous-unités alpha que béta de la H+K+ATPase. Les anticorps anti-cellules pariétales gastriques AGPA
se manifestent chez approximativement 90% des patients souffrant d’anémie pernicieuse, 30% des parents au
premier degré des patients souffrant d’anémie pernicieuse et jusqu’a 50% d’adultes et 18% d’enfants souffrant
d’infection a I'hélicobacter pylori.™® Environ 65% des patients souffrant de gastrite et d’infection a I'hélicobacter
pylori sont positifs aux AGPA. La présence des AGPA est associée dans de tels cas avec la durée de I'infection
a H. pylori et au degré d’infiltrat lymphocytaire et de I'atrophie de I'épithélium glandulaire”®. De plus, on constate
une fréquence élevée d’AGPA chez les patients présentant diverses endocrinopathies autoimmunes'?. Les
sujets normaux manifestent une augmentation de I'incidence des AGPA liée a I'age de 2 a 8%."°. On constate
également une augmentation générale du nombre de personnes présentant une gastrite atrophique en fonction
de 'augmentation de I'age.

Le test ELISA AGPA ImmuLisa™ offre certains avantages par rapport aux méthodes par immunofluorescence. La
détection des AGPA par immunofluorescence exige une certaine expérience des techniques de la microscopie
a fluorescence et les résultats obtenus peuvent étre subjectifs. De plus, si les tests ne sont pas réalisés sur un
substrat approprié, on peut interpréter de faux résultats positifs découlant des anticorps hétérophiles. Immco™
fournit une méthode ELISA sensible et spécifique pour la détection des AGPA. Combiné avec I'ELISA anticorps
anti-facteur intrinseque, 'AGPA ELISA fournit une solution de laboratoire compléte pour le diagnostic de la gastrite
autoimmune et de I'anémie pernicieuse.

PRINCIPES DE LA METHODE

Le test est réalisé sous la forme d’'un dosage immunologique sur phase solide. Des microplaques a puits sont
enduites avec un antigene natif porcin purifié¢ H+K+ATPase, suivi d’'un blocage des sites inaltérés pour réduire
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'agglutination non-spécifique. Les régulateurs, les calibreurs et les échantillons de sérum des patients sont
incubés dans les puits enduits d’antigeéne qui permettent aux anticorps spécifiques qui sont présents dans le
sérum de s’agglutiner avec I'antigéne H+K+ATPase. L'anticorps non agglutiné et les autres protéines du sérum
sont éliminés en nettoyant les puits des microplaques. Les anticorps agglutinés a I'antigéne sont détectés en
ajoutant un conjugué d’anticorps a marquage enzymatique pour I'lgG humain aux micropuits. Le conjugué non-
agglutiné est éliminé par lavage. La phosphatase alcaline et son substrat (pNPP) est ensuite ajoutée aux puits
et la présence d’anticorps est détectée par un changement de couleur engendré par la conversion de substrat du
pNPP vers un produit de réaction coloré. La réaction est arrétée et I'intensité du changement de la couleur, qui
est proportionnelle a la concentration d’anticorps est lue par un spectrophotométre a 405 nm. Les résultats sont
mentionnés comme positifs, indéterminés (cas limite) ou négatifs avec les unités (EU/ml).

REACTIFS

Stockage et préparation
Entreposer tous les réactifs a 2-8°C. Ne pas congeler.

Ne pas utiliser si le réactif n’est pas clair ou si un précipité est présent. Tous les réactifs doivent étre amenés a
température ambiante (22-30°C) avant 'usage.

Reconstituer la solution de lavage dans 1 litre avec de I'eau distillée ou de I'eau désionisée. Quand elle est
entreposée a 2-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’a la date d’expiration de la trousse. Les
bandes des microplaques a puits enduites sont destinées a étre utilisée une fois seulement.

Précautions

Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg, HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont
révélés negatifs sur la base des tests qui sont exigés par 'administration FDA. Cependant, les dérivés du sang
humain et les spécimens des patients doivent toujours étre considérés comme étant potentiellement infectieux.
Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours du stockage, de la distribution et de la manipulation
de ces matériaux™.

AVERTISSEMENT - L'azide de sodium (NaN,) peut réagir 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 'azide. L'azide de sodium peut étre toxique en cas d’ingestion. En cas
d’ingestion, il faut immédiatement signaler I'accident au directeur du laboratoire ou au centre antipoison.

Les instructions doivent étre suivies exactement dans I'ordre dans lequel elles sont fournies dans la
présente brochure de I’'équipement pour garantir I'obtention de résultats valables. Ne pas échanger les
composants du kit avec ceux provenant d’autres sources. Il faut respecter de bonnes pratiques de laboratoire
pour limiter la contamination microbienne et la contamination croisée des réactifs au moment de la manipulation.
Ne pas utiliser aprés la date de péremption indiquée sur I'étiquette.

Matériel fourni
ImmuLisa™ Anticorps Anti-cellules pariétales gastriques ELISA 1165

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 96 tests chacun

12x8 [ MICROPLATE | AGPA | Micro-lamelle avec micropuits individuels, revétus d’antigene
H+K+ATPase porcine purifiée.

1x1,5ml | CALIBRATOR | A| AGPA |* Etalon A (couvercle vert), prét a I'emploi. Sérum humain contenant
anticorps cellules pariétales gastriques.

1x1,5ml |CAL|BRATOR|B| AGPA |* Etalon B (cpuvercle violet), .prét a I’emploi. Sérum humain
contenant anticorps cellules pariétales gastriques.

1x1,5ml [CALIBRATOR|[C| AGPA |+ Etalon C(couvercle bleu), prétal'emploi. Sérum humain contenant
anticorps cellules pariétales gastriques.
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1x1,5ml |CAL|BRATOR|D| AGPA |* Etalon D (C.OUVGI’C/G Jaune), prét a I’emploi. Sérum humain
contenant anticorps cellules pariétales gastriques.

1x1,5ml [CONTROL[+]| AGPA |* Contréle positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Sérum humain
contenant anticorps cellules pariétales gastriques.

1x1,5ml [CONTROL]-|* Contréle négatif (couvercle blanc), prét a 'emploi. Contient sérum
humain.

1x12ml [IgG-CONJ [ ALKPHOS |* Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Code couleur rose.

1x 60 ml * Diluant pour sérum prét a 'emploi. Code couleur bleue.

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrat enzymatique prét a 'emploi. Contient du pNPP. Protéger

de la lumiére.

1x12ml | STOP Solution d’arrét préte a 'emploi.
2 x Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

* Contient <0.1% NaN3

Symboles utilisés sur les étiquettes:
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 [E B~ G

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

+ Eau distillée ou désionisée

« Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée

* Pipettes en mesure de délivrer de 5 pl a 1000 pl

« Bouchons de pipette jetables

+  Eprouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes de test
¢ Compte-minutes

e Serviettes de papier absorbant

«  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.

*  Nettoyeur automatique de microplaque en mesure de dispenser 200 pl

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

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

PROCEDURE
Notes de procédure
* Lisez avec soin I'encart du produit avant de commencer le test.

* Enlever les bandes des microplaques a puits nécessaires du sachet et refermer avec soin le sachet afin de
prévenir la condensation dans les puits inutilisés. Remettre immédiatement le sachet dans le réfrigérateur.

+  Conserver les spécimens de sérum et les réactifs de test a température ambiante avant d’entreprendre la procédure
de test. Remettre immédiatement tous les spécimens inutilisés et les réactifs au réfrigérateur aprés usage.

» Toutes les dilutions des échantillons patients doivent étre préparées avant d’entreprendre I'essai.

e Lerecours a une bonne technique de lavage s’avére fondamentale. Si le lavage est réalisé manuellement,
il est fait de maniére adéquate en dirigeant un flux énergique de solution de lavage avec un flacon-laveur a
pointe large a travers toute la microplaque. On conseille de recourir a un dispositif automatique de lavage
de la microplaque.

« Utiliser une pipette multicanaux en mesure de délivrer simultanément sur 8 ou 12 puits. Cela accélere le
processus et permet d’obtenir des périodes d’incubation plus constante.

« Achaque étape, un contrdle soigneux du chronométrage s’avére important. Le début des périodes d’incubation
commence quand I'addition du réactif a eu lieu.

« L’addition de tous les échantillons et des réactifs doit avoir lieu au méme taux et selon la méme séquence.

Méthode de test
Etape 1. Laisser tous les réactifs et les spécimens atteindre la température ambiante.

Etape 2 Etiqueter le feuillet de protocole pour indiquer 'emplacement des échantillons dans les puits. Une
bonne pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

Etape 3 Pour une détermination qualitative, utiliser seulement le Calibreur Bas D prét a I'emploi (fiole avec
couvercle jaune).
ou Pour un dosage semi-quantitatif, utiliser les Calibreurs A a D préts a 'emploi comme montré
dans le schéma d’échantillon figurant ci-dessous.

DETERMINATION QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE
A sax S5 A e 52
B s s6 B nee 83
C ros (57 C ros! 54
D ¢iss D < ss
E s1 59 E S s
F s2s10 F % s7
G 83 s G T s8
H s4 s12 H s1 .59
1 2 3 4 1 2 3 4

Etape 4 Préparer une dilution 1:101 des échantillons patient en mélangeant 5 pl du sérum patient avec 500ul
de diluant de sérum.
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Etape 5 Enlever les microplaques a puits nécessaires du sachet et remettre les bandes inutilisées dans le
sachet scellé au réfrigérateur. Placer solidement les microplaques a puits dans le support fourni
comme accessoire.

Etape 6 Pipeter 100 pl des calibreurs préts a 'emploi, des régulateurs positifs et négatifs et des échantillons
patients dilués (1:101) dans les puits appropriés, conformément au feuillet de protocole.

Note : Inclure un puits qui contient 100 pl du diluant de sérum a titre de réactif a blanc. Mettre le
lecteur ELISA a zéro par rapport au réactif a blanc.

Etape 7 Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Etape 8 Laver 4x avec de la solution de lavage. En cas de lavage manuel, remplir chaque puits avec de la
solution de lavage reconstituée. Eliminer le fluide en renversant et en tapotant le contenu de chaque
puits ou en aspirant le liquide de chaque puits. Pour absorber a la fin du dernier lavage, renverser les
bandes et tapoter vigoureusement les puits sur les serviettes de papier absorbant. Pour les dispositifs de
lavage automatiques, programmez le dispositif de lavage conformément aux instructions du fabricant.

Etape 9 Pipeter 100 pl de conjugué dans les microplaques a puits.

Etape 10  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) & température ambiante.

Etape 11 Laver tous les puits comme décrit dans I'étape 8.

Etape 12  Pipeter 100 pl de substrat d’enzyme dans chaque puits dans le méme ordre et chronométrer comme
pour le conjugué.

Etape 13  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Etape 14  Pipeter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puits en ayant recours au méme ordre et au méme
chronométrage que pour I'addition du substrat d’enzyme. Lire les taux d’absorption dans un laps de
temps de 1 heure apres I'addition de la solution d’arrét.

Etape 15 Lire 'absorption de chaque puits & 405 nm en utilisant un lecteur de microplaques a simple ou a double
longueur d’onde 405/630nm par rapport au réactif a blanc programmé sur une absorption zéro.

Contréle de qualité

Des calibreurs, des régulateurs positif et négatif et un réactif a blanc doivent étre utilisés a chaque test pour vérifier
lintégrité 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 recommenceé.
Le contrble négatif doit étre inférieur a 20 EU/mI. Si le test est effectué en double, la moyenne des deux lectures
devrait étre prise pour déterminer EU/ml 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/ml sur 'axe des abscisses contre I'absorption sur I'axe des ordonnées et
tracer la courbe optimale. Déterminer les concentrations des échantillons patients de la courbe conformément aux
valeurs d’absorption correspondantes.
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Calibreur

Les calibreurs préts a I'emploi sont inclus pour fournir la semi-quantification et doivent étre utilisés a chaque
opération. Les échantillons patient qui contiennent des niveaux d’anticorps trés 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 étre encore dilués (normalement 1:400), de telle maniere qu’ils s’inscrivent dans la
plage de la courbe du calibreur quand on refait I'essai. Pour la détermination EU/mI, multiplier les unités obtenues
par le facteur de dilution.

Interprétation

Ces valeurs ont été déterminées en testant 98 donateurs de sang adultes normaux. Les valeurs fournies ci-
dessous représentent la moyenne des sujets normaux plus 3SD.

Valeur anti-AGPA Interprétation

<20 EU/mI Négatif

20-25 EU/ml Indéterminé (cas limite)
>25 EU/ml Positif

LIMITES DE LA PROCEDURE

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

Les AGPA sont présents chez 30% de parents au premier degré des patients atteints d’anémie pernicieuse et
chez plus de 50% des adultes et 18% des enfants atteints d’infections a I’hélicobacter pylori. De plus, il y a une
incidence de 10% d’AGPA chez les patients présentant différentes endocrinopathies autoimmunes. Chez les
sujets normaux, il semble qu'il y ait une augmentation des AGPA de 2 a 8% liée a 'age. Les résultats de test
obtenus par cet essai doivent étre pris en considération conjointement avec les anticorps du facteur intrinseque,
aux conclusions cliniques et aux autres conclusions de laboratoire.

VALEURS ATTENDUES

Les valeurs attendues dans une population normale sont normalement négatives. Cependant, 4% d’individus
apparemment sains, asymptomatiques peuvent étre positifs au test des anticorps des cellules pariétales
gastriques.

Le tableau ci-dessous fournit 'incidence des anticorps des cellules gastriques pariétales chez les individus normaux
et chez des patients présentant différentes maladies, comme elle apparait dans les publications scientifiques.

Prévalence des anticorps des cellules gastriques pariétales 10

Groupe de maladie Nbre de patients Pourcentage positif
Patients normaux 11,601 4
Ulcére duodénal 52 44
Ulcére gastrique 14 79
Carcinome gastrique 44 70
Diabeétes Type 1 229 30
Maladie de Graves 14 57
Thyroidite lymphocytaire chronique 115 27
Hélocibacter. pylori

Enfants 54 28

Adultes 26 84
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DONNEES DE RENDEMENT

La méthode Elisa de détection des anticorps des cellules gastriques pariétales ImmuLisa™ a été évaluée en testant
des échantillons positifs et négatifs aux AGPA, des calibreurs et du sérum humain “normal” et en comparant avec
les résultats obtenus en utilisant des essais par méthode ELISA et par immunofluorescence existant dans le
commerce.

Plage normale : 98 spécimens de sérum de sang humain ont été testés sur ce systéme et la valeur moyenne était
inférieure a 12 EU/ml, avec une plage de 1,8-72 EU/mI.
Sensibilité et spécificité comparatives

A. ImmuLisa™ AGPA ELISA contre Autres tests Elisa des anticorps anti-cellules gastriques pariétales
137 spécimens ont été testés avec les deux systémes. Ces études montrent une étroite corrélation des deux
systémes.

Autres ELISA AGPA
Positif Négatif Total

Immco™ Positif 42 22 64
AGPA Négatif 0 73 73
ELISA Total 42 95 137

Concordance relative : 83,9%
Sensibilité relative : 100%
Spécificité relative : 76,8

Les échantillons testés comme positifs sur Immco™ ELISA et négatif sur 'autre ELISA ont été confirmé par
un Dot-blot. Onze de ces douze spécimens ont été confirmés, indiquant une corrélation étroite des résultats de
Immco™ AGPA ELISA avec la présence d’AGPA.

B. Immco™ ELISA contre IFA : Le méme ensemble de spécimens a egalement été testé pour les AGPA par
immunofluorescence sur des coupes de rein/estomac de souris (Immco™ cat No. 1107). Les résultats qui
démontrent la corrélation sont fournis ci-dessous.

AGPA par immunofluorescence
Positif Négatif Total

Immco™ Positif 34 19 53
AGPA Négatif 3 79 82
ELISA Total 37 98 135

Concordance relative : 83,7%
Sensibilité relative : 91,9%
Spécificité relative : 80,6%

C. Réactivité croisée : Un total de 106 spécimens qui sont potentiellement a réactivité croisée, comprenant
des patients avec d’autres troubles autoimmuns et maladies infectieuses a été testé pour les anticorps AGPA et
les anticorps du facteur intrinséque en utilisant les systémes ImmuLisa™. Parmi ceux-ci, aucun des échantillons
des patients souffrant de maladie cceliaque n’était positif pour les AGPA. Tous les patients souffrant de maladie
ceeliaque étaient des enfants. Cependant un nombre considérable de malades avec hélicobacter pylori et
d’autres indicateurs de maladie étaient positifs pour les AGPA. On a constaté qu’approximativement 60% de la
population adulte aux USA présentent une infection a Hélicobacter pylori et que les AGPA sont associés a cette
infection. Cela explique I'incidence élevée de résultats positifs pour les AGPA chez les adultes par opposition
aux enfants.
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% Positif
Condition # Testé AGPA IF
Polyarthrite rhumatoide 10 30 0
Maladie cceliaque 10 0 0
Thyroidite d’Hashimoto 10 30 0
Maladie de Graves 10 30 0
Heélicobacter. Pylori positif 7 43 0
Hépatite C positif 19 47 10
Donateurs de sang 40 15 0

Précision
Sur la base de 40 mesures de trois spécimens, on a calculé le Coefficient de Variation (C.V.) inter-dosage du test
ELISA des anticorps AGPA.

Spécimens (EU/mlI) CV inter-dosage

1 (28.7 EU/mI) 4,4%
2 (54.7 EU/ml) 5,1%
3 (63.8 EU/mI) 6,4%

Sur la base de 16 mesures de trois spécimens, on a calculé le Coefficient de Variation (CV) intra-dosage du test
ELISA des anticorps AGPA.

Spécimens (EU/mlI) CV intra-dosage
1 (28.7 EU/ml) 2,6%
2 (53.8 EU/mI) 6,0%
3 (62.2 EU/ml) 6,8%

Linéarité :
Pour déterminer la linéarité acceptable, les plaques ont été analysées avec des calibreurs présentant des valeurs
connues. Les valeurs r2 de la courbe standard obtenue ont été déterminées pour de multiples essais. Le r> moyen

pour la courbe d’étalonnage standard était 0,9970 avec le plus bas de 0.9911. Les valeurs r? supérieures a 0,95
sont jugées acceptables.

Récupération

Des échantillons avec des concentrations connues d’anticorps AGPA ont été mélangés avec des dilutions
appropriées d’'un autre échantillon avec des montants connus d’anticorps AGPA. Les niveaux des anticorps des
échantillons mélangés ont été déterminés et utilisés pour calculer le pourcentage de récupération a partir des
valeurs obtenues. Les résultats sont les suivants :

Ab. conc. Ab. conc.
Attendues (EU/mI) Obtenues (EU/mI) % Récupération
Echantillon 1 25 29 116
Echantillon 2 42 47 112
Echantillon 3 67 64 96
Echantillon 4 49 54 110
Echantillon 5 62 60 97
Echantillon 6 44 45 102
Echantillon 7 53 51 96
Echantillon 8 69 64 93
Echantillon 9 65 63 97
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Anticorpi Anti-Cellule Parietali Gastriche (AGPA) ELISA

’ |
‘ INSERTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1165 Anticorpi Anti-Cellule Parietali Gastriche ELISA 96 Determinazioni
DIAGNOSTICS

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la determinazione qualitativa e semiquantitativa di anticorpi contro I'antigene
H*K* ATPasi delle cellule parietali gastriche (pompa protonica) nel siero umano. La rilevazione di questi anticorpi
e di utilita nella diagnosi della gastrite cronica atrofica e nell’lanemia perniciosa.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

La gastrite atrofica € una patologia cronica che colpisce la mucosa gastrica. In termini istologici & caratterizzata
da infammazione cronica della mucosa gastrica con perdita di cellule ghiandolari e sostituzione con epitelio di
tipo intestinale e tessuto fibroso. Dal punto di vista clinico € caratterizzata da ipo- o acloridria e perdita di fattore
intrinseco che sfocia in anemia perniciosa. La principale caratterisca immunologica dell’anemia perniciosa ¢ la
presenza di autoanticorpi contro gli antigeni H*K* ATPasi delle cellule parietali gastriche (AGPA) e contro il fattore
intrinseco™®.

Gli AGPA sono un marcatore per la gastrite autoimmune mentre gli anticorpi anti-fattore intrinseco sono piu
strettamente associati con I'anemia perniciosa. La progressione della gastrite atrofica cronica verso I'anemia
perniciosa puo verificarsi in un periodo di tempo molto lungo (da 20 a 30 anni)'. La rilevazione di entrambi i tipi
di anticorpi & importante in quanto, insieme, impartiscono una maggiore confidenza alla diagnosi dell’'anemia
perniciosa e alla diagnosi e individuazione della progressione della gastrite autoimmune.

Gli AGPA vengono individuati per immunofluorescenza su sezioni di stomaco di topo o con la metodologia ELISA.
L'antigene H'K* ATPasi delle cellule parietali gastriche € un antigene della membrana con due subunita alfa e
beta'. Gli anticorpi anti-antigene delle cellule parietali gastriche reagiscono con le due subunita alfa e beta delle
H*K* ATPasi. Gli AGPA sono presenti in circa il 90% dei pazienti con anemia perniciosa, nel 30% dei familiari
di primo grado dei pazienti affetti da anemia perniciosa e fino al 50% degli adulti a al 18% dei bambini con
infezione da H. pylori™®. Circa il 65% dei pazienti con gastrite e infezione da H. pylori risultano positivi agli AGPA.
La presenza degli AGPA in questi casi & associata alla durata dell'infezione da H.pylori, al grado di infiltrato
linfocitico e all’atrofia dell’epitelio ghiandolare”®. Nei soggetti normali si nota un aumento dell’incidenza degli AGPA
in relazione all’'eta che va dal 2 all'8%?°. Si verifica un aumento generale nel numero di persone che presentano
gastrite atrofica con 'avanzare dell’eta.

Il Test AGPA ELISA ImmuLisa™ offre una serie di vantaggi rispetto al metodo per immunofluorescenza. La
rilevazione degli AGPA per immunofluorescenza richiede esperienza nelle tecniche di microscopia in fluorescenza
e i risultati ottenuti possono essere soggettivi. In aggiunta, se i test non vengono eseguiti su substrato idoneo, i
risultati possono essere interpretati come falso-positivi a causa della presenza di anticorpi eterofili. Il test AGPA
ELISA prodotto da Immco™ fornisce un metodo ELISA sensibile e specifico per l'individuazione degli AGPA.
La combinazione del metodo per gli anticorpi anti-fattore intrinseco ELISA, con il metodo AGPA ELISA offre una
soluzione completa al laboratorio per la diagnosi della gastrite autoimmune e dell’anemia perniciosa.

PRINCIPIO DELLA METODICA

Il test viene eseguito come test immunoenzimatico (ELISA) in fase solida. | pozzetti vengono rivestiti con antigene
H*K* ATPasi porcino purificato nativo; segue poi il blocco dei siti che non hanno reagito, per ridurre i legami non
specifici. Controlli, calibratore e campioni di siero del paziente vengono incubati nei pozzetti rivestiti di antigene,
e cio permette agli anticorpi specifici presenti nel siero di legarsi all’antigene H*K* ATPasi. L'anticorpo non legato
e altre proteine sieriche vengono rimossi lavando i pozzetti. Gli anticorpi legati all’antigene vengono rilevati da
un coniugato anti IgG umane marcato con un enzima aggiunto ai pozzetti. Il coniugato non legato viene rimosso
mediante lavaggio. Nei pozzetti viene poi aggiunto un substrato enzimatico specifico (pNPP) e la presenza di
anticorpi viene rivelata da un cambiamento di colore prodotto dalla conversione del substrato pNPP in un derivato
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colorato della reazione. 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 vengono riportati come
positivi, indeterminati (borderline) o negativi in unita (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 (22-30°C) prima dell'uso.

Ricostituire il tampone a 1 litro con acqua distillata o deionizzata. Se conservato a 2-8°C, il tampone di lavaggio
ricostituito & stabile fino alla data di scadenza del kit. Le strisce con i pozzetti sono monouso.

Precauzioni

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,) pud reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare I'accumulo
di azide. L'azide sodica puo essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente 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. Non sostituire i componenti del kit con materiali di altri produttori. Seguire una
buona prassi di laboratorio per ridurre al minimo la contaminazione microbica e crociata di reagenti durante la
manipolazione. Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza indicata sull’etichetta.

Materiali forniti
Anticorpi Anti-cellule Parietali Gastriche ELISA ImmuLisa™ 1165

Il kit contiene reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni

12x 8 | MICROPLATE | AGPA | Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
H*K* ATPasi porcino purificato.

1x1.5ml [cALIBRATOR[A[| AGPA |+ CalibratoreA (tappo verde) pronto alluso. Siero umano contenente
anticorpi anti-cellule parietali gastriche.

1x1.5ml [cALIBRATOR[B| AGPA |* Cal_ibrat.ore B (tappo viqla) pronto gll’uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-cellule parietali gastriche.

1x1.5ml [cALIBRATOR|[C| AGPA |+ Calibratore C (tappo blu) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-cellule parietali gastriche.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[D| AGPA |* Calibratore D (tappo giallo) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-cellule parietali gastriche.

1x1.5ml [cONTROL[+]| AGPA |* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto alluso. Siero umano
contenente anticorpi anti-cellule parietali gastriche.

1x1.5ml [coNTROL]-|* Controllo Negativo (tappo bianco) pronto all'uso. Contiene siero

umano.

1x12 ml [19G-CONJ [ ALKPHOS |* Coniugato Fosf. Alc. anti-lgG umane pronto all’'uso; di colore
rosa.
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1 x 60 ml * Diluente siero pronto all’uso; di colore blu.

1x12ml [ SUBSTRATE |* Substrato Enzimatico pronto alluso. Contiene pNPP.

Proteggere dalla luce.

1x12 ml STOP Soluzione di Stop pronta all’'uso.

2x

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

* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:

4R [FB> =[G}

Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

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

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

Acqua distillata o deionizzata

Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito.
Pipette con capacita di dispensazione da 5 pl a 1000 pl
Puntali monouso delle pipette

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

Carta assorbente

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

Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 pl

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.

Togliere le strisce necessarie dalla busta e risigillarla accuratamente per impedire la formazione di condensa
nei pozzetti non ancora utilizzati. Trasferire immediatamente la busta in frigo.
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e Portare a temperatura ambiente i campioni di siero e i reagenti prima di iniziare la procedura di analisi.
Immediatamente dopo I'uso trasferire in frigo tutti i campioni e reagenti non utilizzati.

* Prima dell'inizio del test preparare tutte le diluizioni dei campioni del paziente.

« Una buona tecnica di lavaggio é di importanza decisiva. Se il lavaggio viene eseguito manualmente,
dirigere un forte getto di tampone di lavaggio con un flacone a punta larga su tutta la micropiastra. Si consiglia
di utilizzare un dispositivo automatico di lavaggio della micropiastra.

« Usare una pipetta multicanale in grado di riempire 8 0 12 pozzetti contemporaneamente. La procedura risulta
piu rapida e i tempi di incubazione piu uniformi.

e Per tutte le fasi € importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione iniziano con il
completamento dell’aggiunta di reagente.

« Laggiunta di tutti i campioni e reagenti dovrebbe essere eseguita alla stessa velocita e nella stessa
sequenza.

Metodo del test

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Fase 4

Fase 5

Fase 6

Fase 7
Fase 8

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

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

Per una determinazione qualitativa usare solo il Low Calibrator D pronto all'uso (fiala con tappo giallo).
mentre per una determinazione semi-quantitativa usare i Calibratori da A a D pronti all’'uso come
illustrato nell’esempio di disposizione dei campioni riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA
A e S5 A a2
B e s6 B nee 83
C ros) 57 C ros (54
D Cé\L 58 D CAAL S5
E s1 %9 E S se
F s2.s10 F ¢ s7
G s3 s G D s8
H (s4812 H s1 s9
1 2 3 4 1 2 3 4

Preparare una diluizione 1:101 del campione del paziente mescolando 5 pl di campione con 500 pl
di Diluente del Siero.

Rimuovere i pozzetti necessari dalla busta e riporre nuovamente le strisce inutilizzate nella busta
sigillata nel frigo. Sistemare in modo sicuro i pozzetti nel supporto extra fornito di corredo.

Pipettare 100 pl di Calibratore pronto all’'uso, di Controllo Positivo e Negativo e di campioni del
paziente (1:101) negli appositi pozzetti come indicato nello schema riportato sopra.

Nota: Includere un pozzetto contenente 100 ul di Diluente del Campione come bianco. Azzerare il
lettore ELISA contro il bianco.

Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Lavare 4 volte con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio manuale, riempire ciascun pozzetto con
il tampone di lavaggio ricostituito. Eliminare il liquido capovolgendo e sbattendo i contenuti da
ciascun pozzetto o aspirando il liquido da ciascun pozzetto. Per asciugare dopo l'ultimo lavaggio,
capovolgere le strisce e battere vigorosamente i pozzetti su carta assorbente. Per i dispositivi di
lavaggio automatico, programmare il dispositivo secondo le istruzioni del produttore.
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Fase 9 Pipettare 100 pl di Coniugato nei pozzetti.
Fase 10 Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Fase 11 Lavare tutti i pozzetti come prescritto al punto 8.

Fase 12 Pipettare 100 pl di Substrato Enzimatico in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per il Coniugato.

Fase 13 Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Fase 14 Pipettare 100 ul di Soluzione di stop in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per I'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza entro 1 ora dall’aggiunta della
Soluzione di stop.

Fase 15 Leggere I'assorbanza di ciascun pozzetto a 405 nm usando un lettore di micropiastre con lunghezza
d’onda singola o doppia (405/630nm) 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 'accuratezza del test. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Il calibratore
A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1, altrimenti & necessario ripetere il test. 1l controllo
negativo deve essere inferiore <20 EU/mI. Se il test viene eseguito in duplicato, per determinare le EU/ml si deve
prendere la media delle due letture. Se si eseguono le determinazioni qualitative, '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 nell’intervallo 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/mlI di Calibratore D = EU/ml 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/mI 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 (di solito 1:400), 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.

Interpretazione

Questi valori sono stati determinati analizzando campioni da 98 donatori adulti normali. | valori illustrati sotto
corrispondono alla media dei valori da individui normali + 3DS.

Valore anti-AGPA Interpretazione

<20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mI Indeterminato (Borderline)
>25 EU/ml Positivo
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LIMITI DELLA PROCEDURA

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.

Gli AGPA sono presenti nel 30% dei familiari di primo grado con anemia perniciosa e fino al 50% degli adulti e
nel 18% dei bambini con infezioni da H. pylori. Inoltre, si ha un’incidenza di AGPA del 10% in pazienti con varie
endocrinopatie autoimmuni. Nei soggetti normali sembra esistere un aumento dell'incidenza degli AGPA dal 2
al’8% collegato all’eta. | risultati ottenuti in quest’analisi dovrebbero essere considerati in congiunzione a quelli
degli anticorpi anti-fattore intrinseco, alle condizioni cliniche e ad alti risultati di esami di laboratorio.

VALORI ATTESI

| risultati attesi in una popolazione normale sono negativi. Tuttavia, il 4% degli individui apparentemente sani e
asintomatici possono risultare positivi per gli anticorpi anti-cellule parietali gastriche.

La Tabella che segue illustra I'incidenza degli anticorpi anti-cellule parietali gastriche in individui normali e in
pazienti con varie patologie cosi come riportata nella letteratura citata.

Prevalenza di Anticorpi Anti-cellule Parietali Gastriche®'°

Gruppo Patologie N. di pazienti Percentuale Positiva
Normali 11.601 4
Ulcera duodenale 52 44
Ulcera gastrica 14 79
Carcinoma gastrico 44 70
Diabete Tipo 1 229 30
Malattia di Graves 14 57
Tiroidite cronica linfocitica 115 27
H. pylori

Bambini 54 28

Adulti 26 84

PERFORMANCE DEL TEST

Il metodo per gli anticorpi anti-cellule parietali gastriche ELISA ImmuLisa™ & stato valutato analizzando campioni
positivi e negativi per gli AGPA ottenuti da controlli patologici e sieri umani normali e comparando i risultati
avvalendosi di metodologie ELISA e in immunofluorescenza disponibili in commercio.

Intervallo normale: Sono stati analizzati con questo sistema complessivamente 98 campioni di siero umano e |l
valore della media é risultato essere di 12 EU/ml con un range di 1,8-72 EU/ml.
Comparabilita, Specificita e Sensibilita

A. AGPA ELISA ImmuLisa™ rispetto a un altro metodo ELISA per anticorpi anti-cellule parietali gastriche.
Sono stati testati complessivamente 137 campioni con entrambi i sistemi. Questi studi mostrano una forte
correlazione tra i due sistemi.

Altro AGPA ELISA
Positive Negative Total
AGPA ELISA Posm\./o 42 22 64
Immco™ Negativo 0 73 73
Totale 42 95 137

Concordanza: 83,9%
Sensibilita: 100%
Specificita: 76,8%
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| campioni risultati positivi con il metodo ELISA Immco™ e negativi con I'altro sistema ELISA sono stati confermati
con il dot blot. 11 dei 12 campioni sono stati confermati, indicando una forte correlazione tra i risultati AGPA ELISA
Immco™ e la presenza degli AGPA.

B.ELISAImmco ™ rispetto all’'IFA: Lo stesso setdi campioni & stato testato per gliAGPAperimmunofluorescenza
su sezioni di rene/stomaco di topo (cat n. 1107 Immco™). | risultati, che mostrano correlazione, sono riepilogati
sotto.

AGPA per immunofluorescenza

Positivo Negativo Totale
AGPA ELISA Positivo 34 19 53
Immco™ Negativo 3 79 82
Totale 37 98 135

Concordanza: 83,7%
Sensibilita: 91,9%
Specificita: 80,6%

C. Reattivita incrociata: Sono stati testati per gli AGPA e il fattore intrinseco, con i sistemi ImmuLisa™,
complessivamente 106 campioni con potenziale di reattivita incrociata, che includevano sieri di pazienti con altre

patologie autoimmuni e malattie infettive. Di questi, nessuno dei campioni da pazienti con malattia celiaca sono

risultati positivi per gli AGPA. Tutti i pazienti celiaci erano bambini. Tuttavia, un numero significativo di pazienti con

H. pylori e altri controlli patologici erano positivi per gli AGPA. E stato riportato che circa il 60% della popolazione

adulta negli Stati Uniti & affetta da infezione da H. pylori e che gli AGPA sono associati a questa infezione. Cio

spiega l'elevata incidenza dei risultati positivi per gli AGPA in adulti in contrasto con il dato nei bambini.

% Positiva
Condizione # Analizzato AGPA IF
Artrite reumatoide 10 30 0
Malattia celiaca 10 0 0
Titoidite di Hashimoto 10 30 0
Malattia di Graves 10 30 0
Positivo H. Pylori 7 43 0
Positivo Epatice C 19 47 10
Donatori 40 15 0

Precisione

E stato calcolato il coefficiente di variazione (CV) del test per gli anticorpi anti-AGPA ELISA all'interno di un saggio
sulla base di 40 replicati di tre campioni.

Campione (EU/ml)
1 (28,7 EU/ml)
2 (54,7 EU/ml)
3 (63,8 EU/mI)

Inter-analisi CV
4,4%
5,1%
6.4%

E stato calcolato il coefficiente di variazione (CV) del test per gli anticorpi anti-AGPA ELISA tra i saggi sulla base

di 16 replicati di tre campioni.
Campione (EU/ml)
1 (28,7 EU/mI)
2 (53,8 EU/mI)
3 (62,2 EU/mI)

Intra-analisi CV
2,6%
6,0%
6,8%
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Linearita

Per determinare una linearita accettabile, le piastre sono state analizzate con calibratori con valori noti. Sono stati
determinati i valori dell R? della risultante curva standard per le analisi mulitple. Il valore medio dell’ RZper la curva
di calibrazione standard era di 0,9970 con il valore piu basso di 0,9911. | valori R? superiori a 0,95 sono ritenuti
accettabili.

Recupero

I campioni con livelli noti di AGPA sono stati miscelati con diluizioni appropriate di un altro campione positivo con
quantitativo noto di AGPA. Sono stati determinati i levelli anticorpali dei campioni miscelati e questi valori sono stati
usati per calcolare la percentuale di recupero. | risultati ottenuti sono i seguenti:

Conc. Ass. Attesa Conc. Ass. % Recupero
(EU/ml) Ottenuta (EU/ml)
Campione 1 25 29 116
Campione 2 42 47 112
Campione 3 67 64 96
Campione 4 49 54 110
Campione 5 62 60 97
Campione 6 44 45 102
Campione 7 53 51 96
Campione 8 69 64 93
Campione 9 65 63 97
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ELISA para Anticorpos Anti-Célula Parietal Gastrica (AGPA)

7'\
‘ FOLHETO DO PRODUTO

©
| M M CO 1165 ELISA para Anticorpos Anti-Célula Parietal Gastrica 96 Determinagées
DIAGNOSTICS

APLICACAO

E um teste de imunoabsorgao enzimatica (ELISA) para a detecgdo qualitativa e semiquantitativa de anticorpos
contra o antigénio da célula parietal gastrica H+K+ATPase (bomba de protées) em soro humano. A deteccao
desses anticorpos auxilia o diagnéstico de gastrite atréfica cronica e anemia perniciosa.

RESUMO E EXPLICAGAO

A gastrite atréfica € uma gastrite cronica que afecta a mucosa corporal. Em termos histolégicos é caracterizada
por uma inflamagéo cronica da mucosa gastrica com a perda de células glandulares e sua substituicdo por
epitélio tipo intestinal e tecido fibroso. Em termos clinicos, é caracterizada por hipo- ou acloridria e perda de
factor intrinseco provocando anemia perniciosa. O indicador imunolégico da anemia perniciosa é a presenga de
auto-anticorpos contra a célula parietal gastrica (AGPA), ao antigénio da célula parietal H+K+ATPase e ao factor
intrinseco.'®

Os AGPA sao marcadores de gastrite auto-imune na medida em que os anticorpos ao factor intrinseco estdo mais
associados a anemia perniciosa. A progressdo da gastrite cronica atrofica para anemia perniciosa pode dar-se
ao longo de um tempo prolongado (20 a 30 anos).! Por esta raz&o, a detecgdo de ambos os tipos de anticorpos é
importante pois em conjunto ddo uma forte indicagéo para o diagnostico e evolugdo da gastrite auto-imune bem
como para o diagnostico de anemia perniciosa.

Os AGPA sao detectados por imunofluorescéncia em secgdes de estbmago de murganho ou pelo ELISA. O
antigénio H+K+ATPase da célula parietal gastrica € um antigénio de membrana com duas subunidades alfa e
beta.”* Os auto-anticorpos contra o antigénio da célula parietal gastrica reagem com ambas as subunidades,
alfa e beta, de H+K+ATPase. Os AGPA apresentam-se em cerca de 90% dos doentes com anemia perniciosa
anemia, 30% dos familiares de primeiro grau dos doentes com anemia perniciosa e até 50% dos adultos e 18%
das criangas com infecgéo por H. pilori. ™° Aproximadamente 65% dos doentes com gastrite e infecgado por H.
pilori sao positivos a AGPA. A presenca de AGPA nesses casos esta associada a duragéo da infecgao por H. pilori
e com o grau de infiltragdo de linfocitos e atrofia do epitélio glandular”®. Em complemento existe uma elevada
incidéncia de AGPA em doentes com diversas endocrinopatias auto-imunes. "2 Os sujeitos normais apresentam
um aumento da incidéncia de AGPA de 2 a 8% relacionado com a idade.'® Para além disso, existe um aumento
geral na quantidade de pessoas com gastrite atrofica, com um incremento com a idade.

O ELISA para AGPA ImmuLisa™ oferece algumas vantagens em relagdo aos métodos a imunofluorescéncia. A
deteccao de AGPA por imunofluorescéncia requer experiéncia com as técnicas de microscépio de fluorescéncia e
os resultados obtidos poderao ser subjectivos. Para além disso, se ndo for executado num substrato adequado,
poderédo ser interpretados resultados positivos falsos devido a anticorpos heteréfilos. Immco™ fornece

um método ELISA sensivel e especifico para a detecgdo de AGPA. Acoplado com o ELISA Anticorpos Factor
Intrinseco, o ELISA para AGPA oferece uma solugéo laboratorial completa para o diagnéstico de gastrite auto-
imune e anemia perniciosa.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é efectuado como um imunoensaio de fase sélida. Os micropogos séo revestidos com antigénio
H+K+ATPase porcino purificado nativo seguido pelo bloqueio dos locais néo reactivos para reduzir a ligagéo ndo
especifica. As amostras de controlo, calibradores e soro do doente sdo incubados nos pogos revestidos com
antigénio o que permite a ligagdo dos anticorpos especificos presentes no soro ao antigénio H+K+ATPase. Os
anticorpos que nao se ligaram e as outras proteinas do soro séo eliminados com a lavagem dos micropogos. Os
anticorpos que se ligaram ao antigénio no micropogo sao detectados juntando aos micropogos um conjugado
de IgG anti-humana marcada com enzima. O conjugado que n&o tiver aderido é eliminado por lavagem. Depois
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adiciona-se um Substrato enzimatico especifico (pNPP) aos pocos e a presenca de anticorpos € detectada por
uma alteragéo da cor provocada pela conversao do substrato pNPP num produto de reacgéo colorido. A reacgao
€ interrompida e a intensidade de alteragédo da cor, a qual é proporcional a concentragdo de anticorpos, é lida
por um espectrofotdmetro a 405 nm. Os resultados sdo registados como positivos, indeterminados (limiar) ou
negativos com unidades (UE/ml).

REAGENTES
Conservagao e Preparagao
Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nao congele.

N&o utilize o reagente se néo estiver limpido ou se apresentar precipitagdo. Os reagentes devem estar todos a
temperatura ambiente (22-30 °C) no momento da utilizagao.

Reconstitua o tampao de lavagem em 1 litro de agua destilada ou desionizada. Quando & conservado entre 2 e
8 °C, o tampéo de lavagem reconstituido permanece estavel até a data de validade indicada no kit. As tiras de
micropogos revestidas sé devem ser utilizadas uma vez.

Precaugoées

Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-I, e
apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA. Contudo, os derivados de sangue humano
e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente infecciosos. Devem-se respeitar as boas
praticas laboratoriais de conservagéo, distribuicdo e eliminagdo destes materiais™.

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

As instrug6es devem ser seguidas exactamente como estdo indicadas no folheto do kit para assegurar
resultados validos. Nao trocar os componentes do kit por outros de origem diferente. Respeite as normas em
vigor em matéria de processos laboratoriais para minimizar as possibilidades de contaminagédo microbiana ou
quimica dos reagentes durante o seu manuseamento. N&o use os componentes do kit apos a data de validade
indicada no rotulo.

Materiais fornecidos
ELISA para Anticorpos Anti-Célula Parietal Gastrica ImmuLisa™ 1165

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinacdes.

12x 8 | MICROPLATE | AGPA | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio H+K+ATPase porcino purificado.

1x1,5ml [CALIBRATOR|A| AGPA |* Calibrador A pronto a usar (tampa verde). Soro humano contendo
anticorpos anti-célula parietal gastrica.

1x1,5ml [CALIBRATOR|B| AGPA |* Calibrador B pronto a usar (tampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos anti-célula parietal gastrica.

1x1,5ml | CALIBRATOR | Cc | AGPA |* Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano contendo
anticorpos anti-célula parietal gastrica.

1x1,5ml |CALIBRATOR|D| AGPA |* Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos anti-célula parietal gastrica.

1x1,5ml |[CONTROL|[+| AGPA |* Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Contém soro
humano positivo para anticorpos anti-célula parietal gastrica.

51



PT

1x 1.5 mi [CONTROL]:*

1x12ml [IgG-CONJ | ALKPHOS | *

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

1x 12 ml
2x

* Contém < 0,1% NaN3

Simbolos utilizados nos rétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizagcédo
Utilizagdo em diagnéstico in vitro
Fabricante

Numero de testes

4R [EB> =[G}

Materiais necessarios mas nao fornecidos

+  Agua destilada ou desionizada

Controlo negativo pronto a usar (fampa branca). Contém soro
humano.

Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.
Cor-de-rosa.

Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
luz.

Solugao de paragem pronta a usar.

Tampao de lavagem em po6. Reconstituir cada unidade em um
litro.

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

* Pipetas para 5 a 1000 pl

Pontas de pipetas descartaveis

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

e Temporizador

¢ Toalhetes de papel absorvente

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

* Lavador automatico de microplacas com capacidade de distribuigdo de 200 pl
COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nesta operacdo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com microbios poderao interferir com o desempenho do teste e portanto ndo deveréo 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.
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PROCEDIMENTO
Notas sobre o procedimento
« Leia atentamente o folheto do produto antes de iniciar o teste.

* Retire do pacote as tiras de micropogos necessarias e feche bem o pacote para evitar condensagdo nos
pocos ndo utilizados. Guarde imediatamente o pacote no frigorifico.

« Deixe que as amostras do doente e os reagentes do teste estabilizem a temperatura ambiente antes de iniciar
o teste. Guarde imediatamente no frigorifico todas as amostras e reagentes que nao forem utilizados.

« Asdiluicdes das amostras do doente devem ser todas preparadas antes de iniciar o teste.

« E essencial uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for executada manualmente, o método de lavagem
adequado é o de aplicar um jacto forte e directo de tampéao de lavagem utilizando um frasco de lavagem com
uma boca larga abrangendo toda a microplaca. Aconselha-se um lavador automatico de microplacas.

e Use uma pipeta multicanal com capacidade de distribuicdo em 8 ou 12 pogos simultaneamente. Isso torna
mais rapido o processo e assegura um tempo de incubag&do mais uniforme.

* Emtodos os passos é importante um cuidadoso controlo do tempo. O inicio de todos os periodos de incubagao
da-se quando se adiciona o reagente.

* O adicionamento de todas as amostras e reagentes deve ser efectuado com a mesma proporgédo e com na
mesma sequéncia.

Método do teste
Passo 1 Deixe que todos os reagentes estabilizem a temperatura ambiente.

Passo 2 Indique na folha de protocolo a colocacdo das amostras nos pogos. E aconselhavel executar o teste
nas amostras em duplicado.

Passo 3 Para uma determinagao quantitativa use somente o Calibrador D baixo, pronto a usar (frasco com
tampa amarela).
ou Para uma determinagao semiquantitativa use os Calibradores A a D, prontos a usar, como
descrito no esquema abaixo.

DETERMINAQAO QUALITATIVA DETERMINAQAO SEMIQUANTITATIVA
A e S5 A a2
B NEG) | S6 B NEG) | §3
C rosi 57 C ros (54
D Cé\L S8 D CAAL 55
E s1 %9 E S se
F s2.s10 F ¢ s7
G s3 st G D s8
H 's4812 H s s9
1 2 3 4 1 2 3 4

Passo 4 Prepare uma diluicdo a 1:101 das amostras do doente misturando 5 pl de soro do doente com 500
ul de Diluente para Soro.

Passo 5 Retire do pacote os micropogos necessarios e guarde no frigorifico o pacote selado com as tiras ndo
utilizadas. Coloque correctamente os micropogos no suporte extra fornecido.

Passo 6 Com uma pipeta, deite 100 pl de Calibradores prontos a usar, Controlos Positivos e Negativos
e amostras do doente (1:101) diluidas nos respectivos micropogos de acordo com a folha de
protocolo.
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Passo 7

Passo 8

Passo 9
Passo 10
Passo 11

Passo 12

Passo 13

Passo 14

Passo 15

Nota: Inclua também um micropogo com 100 pl de Diluente do Soro como branco de reagente.
Ponha o leitor ELISA a zeros em relagao ao branco de reagente.

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

Lave 4 vezes com tampao de lavagem. Para lavagem manual, encha cada micropogo com tampéao
de lavagem reconstituido. Elimine o fluido virando ao contrario e batendo com os dedos para eliminar
o conteudo de cada pogo ou aspirando o liquido de cada pogo. Para enxugar no fim da ultima
lavagem, vire as tiras ao contrario e bata com forga os pogos em toalhetes de papel absorvente. Em
caso de lavadores automaticos, programe o lavador de acordo com as instru¢des do fabricante.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Conjugado nos micropogos.
Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos os micropogos como no Passo 8.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Substrato Enzimatico em cada micropogo, na mesma ordem e
tempos, como descrito para o Conjugado.

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

Com uma pipeta, deite 100 uyl de Solugdo de Paragem em cada micropogo na mesma ordem e
tempos descritos para o Substrato Enzimatico. Leia os valores de absorvancia no prazo de 1 hora
depois de adicionar a Solugéo de Paragem.

Leia a absorvancia de cada micropogo a 405 nm usando um leitor de microplacas de comprimento
de onda simples ou duplo 405/630 nm em comparagdo com o branco de reagente definido em
absorvancia zero.

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 precisdo do teste. A leitura da absorvancia do reagente nulo devera ser < 0,3. O
Calibrador A devera ter uma leitura de absorvancia nao 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, para determinar UE/ml devera
ser calculada a média das duas leituras Quando se efectuam determinagdes qualitativas, a densidade 6ptica
do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior a absorvancia do controlo positivo. Para
determinagdes semiquantitativas, o controlo positivo deve dar valores dentro do intervalo indicado na ampola.

RESULTADOS

Calculos

As concentra¢des das amostras do doente podem ser determinadas em dois métodos:

1. DETERMINACAO QUALITATIVA
Abs. da Amostra de Teste

X UE/ml do Calibrador D = UE/ml da Amostra de Teste

Abs. do Calibrador D

2. DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

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

Os calibradores prontos a usar s&o incluidos para assegurar uma semiquantificagdo e devem ser usados em
todos os testes. As amostras de doente que contém niveis altos de anticorpos podem dar valores de absorvéancia
superiores aos do Calibrador A. Para determinar valores semiquantitativos com precisédo, essas amostras devem
ser mais diluidas (normalmente 1:400) de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando sao
novamente testadas. Para a determinagao de UE/mI, multiplique as unidades obtidas pelo factor de solugao.

Interpretagao

Ainterpretagéo dos valores foi determinada testando 98 dadores de sangue adultos, normais. Os valores abaixo
descritos s&do a média dos sujeitos normais, mais 3 DP.

Valor anti-AGPA Interpretagao

<20 UE/ml Negativo
20-25 UE/mlI Indeterminado (Limiar)
> 25 UE/ml Positivo

LIMITACOES DO METODO

Nesta operagéo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios poderéo interferir com o rendimento do teste e portanto ndo deveréao ser utilizadas.
Conservar entre 2 e 8 °C por ndo mais de uma semana. Para conservar as amostras de soro por mais tempo sera
necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos.

Os AGPA apresentam-se em 30% dos familiares de primeiro grau dos doentes com anemia perniciosa e em mais
de 50% dos adultos e 18% das criangas com infec¢des por H. pilori. Para além disso, existe 10% de incidéncia de
AGPA em doentes com diversas endocrinopatias auto-imunes. Nos sujeitos normais parece existir um aumento
na incidéncia de AGPA de 2 a 8%, relacionado com a idade. Os resultados obtidos com este teste devam ser
considerados em conjungao com os anticorpos ao factor intrinseco e outros exames clinicos e laboratoriais.

VALORES PREVISTOS

Prevé-se que os resultados do teste numa populagdo normal sejam negativos. Todavia, 4% de individuos
aparentemente normais ou assintomaticos podem dar resultado positivo a anticorpos anti-célula parietal
gastrica.

A tabela seguinte descreve a incidéncia de anticorpos anti-célula parietal gastrica em individuos normais e em
doentes com doencas diferentes, como descrito na literatura.

Prevaléncia de Anticorpos Anti-Célula Parietal Gastrica ®'°

Grupo de Doenga Quant. de Doentes Percentagem Positiva
Normais 11.601 4
Ulcera do Duodeno 52 44
Ulcera Gastrica 14 79
Carcinoma Gastrico 44 70
Diabetes de Tipo 1 229 30
Doenca de Graves 14 57
Tiroidite linfocitica Cronica 115 27
H. pilori

Criangas 54 28

Adultos 26 84
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Caracteristicas de desempenho

O ELISA para Anticorpos Anti-Célula Parietal Gastrica ImmuLisa™ foi avaliado testando amostras positivas e
negativas a AGPA, controlos de doenca e soro humano “normal”’ e comparando com os resultados obtidos usando
um ELISA obtido no comércio e testes de imunofluorescéncia.

Intervalo normal: foram testadas 98 amostras de soros humanos normais com este sistema e o valor médio foi
inferior a 12 UE/mI com uma amplitude de 1,8-72 UE/ml.

Especificidade e sensibilidade comparativas

A. ELISA para AGPA ImmuLisa™ contra Outro ELISA para Anticorpos Anti-Célula Parietal Gastrica: foram
testadas 137 amostras com ambos os sistemas. Estes estudos mostraram uma estreita correlagdo dos dois
sistemas.

Outro ELISA para AGPA
Positivo Negativo Total

Immco™ Positivo 42 22 64
AGPA Negativo 0 73 73
ELISA Total 42 95 137

Concordancia Relativa: 83,9%
Sensibilidade Relativa: 100%
Especificidade Relativa: 76,8%

As amostras com resultado positivo no ELISA Immco™ e negativo no outro ELISA foram confirmadas por “Dot
Blot”. Onze, dessas doze, amostras foram confirmadas, indicando uma estreita correlagdo dos resultados do
ELISA para AGPA Immco™ com a presenca de AGPA.

B. ELISA Immco™ comparado com IFA: O mesmo conjunto de amostras foi também testado para AGPA por
imunofluorescéncia em secgdes de rim/estbmago de murganho (Immco™ N.° de Cat. 1107). Os resultados que
demonstram a correlagao estéo abaixo resumidos.

AGPA por imunofluorescéncia
Positivo Negativo Total

Immco™ Positivo 34 19 53
AGPA Negativo 3 79 82
ELISA Total 37 98 135

Concordancia Relativa: 83,7%
Sensibilidade Relativa: 91,9%
Especificidade Relativa: 80,6%

C. Reactividade Cruzada: Foi testado um total de 106 amostras com reactividade cruzada potencial,
incluindo doentes com outros problemas auto-imunes e doencgas infecciosas para anticorpos AGPA e de factor
intrinseco usando os sistemas ImmuLisa™. Destas, nenhuma das amostras de doentes com doencga celiaca
deram positivo a AGPA. Todos os doentes com doenca celiaca eram criangas. Todavia, uma quantidade
significativa de doentes com H. pilori e outros controlos de doenga deram positivo a AGPA. Foi registado que
aproximadamente 60% da populagéo adulta nos EUA tem a infecgéo H. pilori e que a AGPA esta associada a
esta infecgdo. Isso explica a elevada incidéncia de resultados positivos de AGPA em adultos como registado
com as criangas.
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% Positivo
Condigao N° Testadas AGPA IF
Artrite Reumatoide 10 30 0
Doenca Celiaca 10 0 0
Tiroidite de Hashimoto 10 30 0
Doenga de Graves 10 30 0
H. pilori positivo 7 43 0
Hepatite C positiva 19 47 10
Dadores de sangue 40 15 0

Precisao:

Baseado em 40 repeticbes de trés amostras foi calculado o Coeficiente de Variagdo (CV) inter-teste do teste
ELISA Anticorpos AGPA.

Amostra (UE/ml) CV Inter-teste

1(28,7 UE/ml)  4,4%

2 (54,7 UE/ml)  5,1%

3 (63,8 UE/ml) 6,4%

Baseado em 16 repeticdes de trés amostras, foi calculado o Coeficiente de Variagdo (CV) intra-teste do teste
ELISA Anticorpos AGPA.

Amostra (UE/ml) CV Intra-teste

1(28,7 UE/ml)  2,6%

2 (53,8 UE/ml)  6,0%

3 (62,2 UE/ml) 6,8%
Linearidade:

Para determinar a linearidade aceitavel, as placas foram testadas com calibradores com valores conhecidos.
Foram determinados os valores da raiz quadrada das curvas padrao obtidas para testes multiplos. A r2 média para
a curva de calibragem padréo foi 0,9970 com o minimo de 0,9911. Os valores da raiz quadrada superiores a 0,95
s&o considerados aceitaveis.

Recuperagao:

Amostras com niveis conhecidos AGPA foram misturadas com diluigbes adequadas de outras amostras positivas
com quantidades conhecidas de AGPA. Os niveis de anticorpos das amostras misturadas foram determinados e
usados para calcular a percentagem de recuperagao. Os resultados foram os seguintes:

Conc. Ac. Conc. Ac.
Prevista UE/ml Obtida (UE/ml) % Recuperacéao
Amostra 1 25 29 116
Amostra 2 42 47 112
Amostra 3 67 64 96
Amostra 4 49 54 110
Amostra 5 62 60 97
Amostra 6 44 45 102
Amostra 7 53 51 96
Amostra 8 69 64 93
Amostra 9 65 63 97
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