Anti-Tissue Tranglutaminase Antibody (tTG) IgA ELISA

“@ PRODUCT INSERT
IMMCQO  cuAComplexity: High

CDC Analyte Identification Code: 0546
DIAGNOSTICS CDC Test System Identification Code: 28569

1157 IgA-TG ELISA 96 Determinations

INTENDED USE

An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection and semi-quantitation of anti-Tissue
Transglutaminase IgA antibodies in human serum to aid in the diagnosis of celiac disease.

SUMMARY AND EXPLANATION

Celiac disease (CD) is a chronic digestive disorder caused by an autoimmune reaction against gluten, a protein
found in wheat. It is characterized by damage to the absorptive villi and hyperplasia of the crypts in the small
intestine. Symptoms include diarrhea, weight loss and anemia from malabsorption of iron and folic acid. Active
CD increases risks of gastrointestinal malignancy’, infertility?, osteoporosis® and epilepsy and other neurological
syndromes*. Celiac Disease is treated with a diet free of gluten.

CD is common in the European Caucasian population. As the disease is genetically mediated and the European
and American Caucasian population share a common ancestry, actual prevalence of CD in the United States is
suspected to be greater than reported in the past. Serological tests have been developed to aid in diagnosis of
CD (i.e., anti-endomysial antibody (EMA), anti-reticulin antibody IFA’'s and anti-gliadin antibody ELISA). Recently,
Dietrich et al® identified the antigen associated with EMA antigen to be tissue transglutaminase (tTG). This made it
possible to develop an ELISAtest for EMA antibodies that would be less subjective than typical immunofluorescence
methods.

Transglutaminase (EC 2.3.2.13) are a diverse family of Ca*?> dependent enzymes with distinct genes, structures,
and biological functions®. These enzymes are ubiquitous and highly conserved across species’. Of all the human
transglutaminases, tTG is most widely distributed. Although primarily an intracellular enzyme, tTG can be secreted
from cells and accumulates in the extracellular matrix®. tTG may have a role in stabilizing the extracellular matrix,
functioning as a highly efficient biological glue. Autoantibodies against tTG may disrupt or interfere with its normal
functioning, resulting in the histological and pathological changes seen in CD. tTG is an important analyte for the
diagnosis of CD39101,

PRINCIPLES OF PROCEDURES

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

REAGENTS

Storage and Preparation

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

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2
and HTLV-I and found negative by FDA required tests. However human blood derivatives and patient specimens
should be considered potentially infectious. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and disposing
of these materials™.

WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. 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 other than the same catalog number from Immco
Diagnostics Inc.

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

Materials Provided
ImmuLisa™ IgA-tTG ELISA 1157

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x 8 | MICROPLATE | tTG | Microplate with individual breakaway microwells coated with tTG
antigen.

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

1x1.5ml |CALIBRATOR | B| tTG |* Ready to use Calibrator B (violet cap). Human serum containing
antibodies to tTG.

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

1x1.5ml [CALIBRATOR|D| tTG |* Ready to use Calibrator D (yellow cap). Human serum containing
antibodies to tTG.

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

1x1.5ml | CONTROL . * Ready to use Negative Control (whitecap). Contains human
serum.

1x12ml |IgA-CONJ | ALKPHOS |* Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded
pink.

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% NaN3
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Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

<l AEES S

Materials Required But Not Provided

Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

Disposable pipette tips

Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack

Deionized or distilled water

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

e Squeeze bottle to hold diluted wash buffer
e Timer
e Absorbent paper

»  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
« Before starting the assay read these instructions carefully.

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

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

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

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

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

e Careful timing is important. Incubation periods begin after dispensing reagents.
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Assay procedure

1.

10.
1.
12.
13.

14.

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

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

Qualitative determination: use only Calibrator D.
Semi-quantitative determination: use Calibrators A - D as shown in the example below.
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Prepare a 1:51 dilution of the patient specimen by mixing 10 pl of the patient specimen with 0.5 ml of Serum
Diluent.

Add 100 pl of Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient specimens to the appropriate
microwells indicated on the protocol record. 3

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

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

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

Add 100pL of the Conjugate to each well.
Incubate the wells for 30 minutes.

Wash step: Repeat step 7.

Add 1 00pL of Enzyme Substrate to each well.
Incubate for 30 minutes at room temperature.

Add 100uL of Stop Solution to each well. Maintain the same sequence and timing of Stop Solution addition
as was used for the Enzyme Substrate. Read the absorbance (OD) of each well at 405nm within one hour of
stopping the reaction.

Read the absorbance (OD) of each well at 405nm using a single or 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. Calibrator A should have

an absorbance reading >1 .0, otherwise the test must be repeated. The negative control must be <20 EU/ml. If the
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test is run in duplicate, take the mean of the two readings to determine the concentration of anti-hu tTG antibodies.
While performing qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be greater than that of the
negative control and less than the positive control. For semi-quantitative determinations, the positive control must
give values in the range stated on the vial. We recommend borderline samples be tested with a fresh sample taken
at a later date to ensure accuracy.

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/mlI of Calibrator D = EU/mI Test Sample
Abs. of Calibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

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

Anti-tTG IgA Standard Curve
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The calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each test. Patient specimens
containing higher antibody levels may give absorbance values greater than that of the Calibrator A. For determining
accurate semi-quantitative values such specimens should be further diluted so they fall within the range of the
calibrator curve when retested. For determining EU/mI, multiply the units obtained by the dilution factor.

Interpretation

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

Anti-tTG Value Interpretation
<20 EU/mI Neg (-)

20 - 25 EU/mI Borderline
>25 EU/mI Pos (+)

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

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

EXPECTED VALUES

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

The incidence of anti-tTG antibodies has been studied by various investigators and the findings are summarized
in Table 1 on page 42.

The incidence and the levels of anti-tTG antibodies is dependent upon the diet status. The levels of these antibodies
decrease and eventually will become negative in patients with CD who are on a gluten-free diet. Similarly, the
levels of these antibodies will increase or the anti-tTG antibodies become positive when patients with CD who were
on a gluten-free diet ingests a gluten-containing diet®°.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuLisa™ anti-tTG IgA Antibody ELISA was determined by comparing the results with:
a) another commercially available anti-tTG IgA ELISA method and

b) ImmuGlo™ anti-endomysial antibody immunofluorescence method.

Normal Range: A total of 213 samples were tested. Of these, 64 were normal blood donors and 149, obtained from
a reference lab, tested negative for endomysial antibodies. Of these 213 samples tested for antibodies to tTG, only
3 were tested positive, providing a 99% specificity of the assay.

Comparative Specificity and Sensitivity

A. Endomysial Antibodies vs. ImmuLisa™ tTG IgA Antibody ELISA: A total of 244 samples were tested for antibodies
to endomysium using ImmuGIlo™ anti-endomysial antibody kit and the results of anti-endomysial antibodies were
compared with ImmuLisa™ antitTGIgA ELISA method. The results are summarized below:

Immco™ anti-tTg IgA
POS (+) NEG (-) TOT (=)

Immco™  POS (+) 86 9 95
EMA NEG (-) 1 148 149
TOT (=) 87 157 244

relative specificity: 96%
relative sensitivity: 91%
relative agreement: 99%

B. ImmuLisa™ anti-tTG ELISA vs. Another Commercial anti-tTG IgA ELISA Method: A total of 137 samples were
tested on ImmuLisa™ anti-tTG IgA antibody kit and another commercially available anti-tTG IgA kits. The results
were as follows:

Immco™ anti-tTg IgA
POS (+) NEG () TOT (=)

Other  POS (+) 77 5 82
ELISA  NEG () 1 54 55
TOT (=) 78 59 137

relative specificity: 95%
relative sensitivity: 91%
relative agreement: 98%
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C. Cross Reactivity: A total of 30 samples, 10 each positive for antinuclear, anti-basement membrane zone (BMZ)
and anti-intercellular (IC) antibodies were tested for anti-tTG IgA antibodies. None were found positive.
Precision:

Samples with known concentrations of anti-tTG IgA were assayed in 10 replicates over a period of two weeks.
Intra-and inter-assay coefficient of variation (CV) were as follows:

. Intra-plate Inter-plate
Anti-tTG IgA cv cv
1. 186 EU/mI 5.3% 4.9%
2. 118 EU/mI 2.3% 4.9%
3.51 EU/mI 9.2% 7.4%

Recovery

Samples with known anti-tTG IgA concentrations were mixed with appropriate dilutions of another positive sample
with known amounts of anti-tTG IgA. Anti-tTG IgA antibody levels of the mixed samples were determined and from
the values obtained the percent recovery calculated. The results are as follows:

EU/ml added EU/ml obtained % Recovery
1. 151 162 107%
2. 126 140 111%



Mé6odog ELISA yia avriowpaTta IgA KaTtd Tng 1I0TIKAG TPpavoyAouTapivdaong (tTG)

‘
‘ ENOETO MNPOIONTOX

| M M CO 1157 MéBodog ELISA yia avriowuara IgA kard tng 10TIKAS TpavayAoutauivaongs (tTG) 96 lMpoodiopiouoi
DIAGNOSTICS
MPOOPIZOMENH XPHZH

Mia péBodog evCupikoUu avoooTtrpoopo@nTikoU TTpoadiopiopol (ELISA) yia Tnv avixveuon Kal Tov nUI-TTOCOTIKO
TTPOCBIoPICHO TWV IgA avTICWPATWY KATA TNG IOTIKAG TPAVOYAOUTANIVAONG o€ 0p6 avBpwITTou, wg Bordnua yia
d1dyvwaon KoIANIoOKAKNG.

NMEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

H koihiokdkn (KK) eivar pia xpdvia yaoTpevtepikn diatapaxn TTou TTPpoKaAEiTal amd pia autodvoon avTidpaon
oTn yAouTtévn, pia TTpwTeivn TTou BpiokeTal oTto OITdpl. Xapaktnpiletal amd BAABN OTIG ammoppo@nTIKEG AAXVEG
KO UTTEPTTAOCIO TWV KPUTITWY Tou AETTTOU eviépou. Ta ouuTITwHaTa TTeEpIAauBdvouy didppola, atrwAela BApoug
Kal avaipio Adyw ducatroppoéenong oidripou kal @oAikoU o&éoc. H evepyrp KK au&dvel Tov kivduvo gugdviong
KakonBelwv TNG yaoTpevtePIKAG 0doU!, aTelpdTNTAG2, 00TEOTTOPWONG® KAl ETMANWIOG Kal GAAWY VEUPOAOYIKWV
ouvdpouwWV4. H Kolhiokdkn BepatreveTtal pe diaita eAeUBepn yAouTévng.

H KK e€ival koivij otov kaukdoio TTANBuopd tng Eupwting. Kabwg n vooog €xel yeveTikO uttoRabpo Kal ol
Kaukdaolol TTAnBucpoi TNG EupwTing kai TNg AYEPIKAG €XOUV KOIvOUG TTpoyodvoug, TTIBavoAoyeital 6Tl 0 TTpaypaTikog
emmoAacpog NG KK o1ig Hvwpéveg MoAiTeieg eival peyaAltepog atrd om £xel avapepBei ato TTapeABov. ‘Exouv
avatTuxBei opoloyikég eEeTdoelg TTou utrofonBouv Tn didyvwan Tng KK (dnAadr, avTi-evOoUUIKG avTIoWwuaTa
(EMA), avTicwparta avooco@BopIiohou KaTtd TNG PETIKOUAIVNG Kal avTiowpaTta ELISA katd tng yhiadivng). Mpoéoeara,
ol Dietrich et al® avayvwpioav Tnv I0TIKA TpavoylouTtauivdon (tTG) wg 1o avTiyovo TTou OXETICETal JE TO avTydvVo
EMA. ‘ETol, €yive duvath n avamTuén piag avdAuong ELISA yia ta avriowpata EMA, n otoia 8a Atav Aiyotepo
UTTOKEIMEVIKA aTTd TIG oUVRBEIg peBddoug avooo@Bopiauou.

O1 TpavoyAouTapivdoeg (EE 2.3.2.13) €ival pia avopoloyevig oikoyévela eviUpwy eEapTwievwy améd 1o Ca*? ye
EexwpIoTd yovidia, dopég kal BloAoyikég Aeitoupyiec®. Ta évqupa auTd gival dIadedopéva Kal CUVTNPNUEVA O€ JEYAAO
BaBuo aTa didgopa €idn’. ATTo OAEG TIG avBPWTTIVEG TpavoyAoUTauIVAoeg, N tTG gu@avidel TNV eUpUTEPN KATAVOWH.
MoAovoT gival Kupiwg evOOKUTTAPIKO €viupo, N tTG PTTopEi va ekkpiBei aTTo Ta KUTTOPA KAl VO CUCCWPEUBET 0TV
eCWKUTTApIa oucia®. H tTG evdéxetal va Traiel podAo aTn aTabepoTroinon TNG eEWKUTTAPING OUTIaAG, AEITOUPYWVTAG
WG MIa TTOAU atroTeAeopaTIK BIoAoyYIK KOAMa. AutoavTiowuaTta Katd Tng tTG evdéxetal va TTapEéuBouv oTn
QUOIOAOYIKN TNG AEIToupyia 1 va TNV atrodIopyavwoouyV, TIPOKAAWVTAG TIG IGTOAOYIKEG Kal TTABOAOYIKEG HETABOAEG
TTou TTapatnpouvtal atnv KK. H tTG gival pia onuavtikh avaAuduevn ouaia yia tn didyvwaon tng KK52101,

APXEZ TQN AIAAIKAZIQN

To avTiydvo TnG IOTIKAG TPAVOYAOUTOUIVACNG OECUEUETAI OTIG KUWEAIDEG £VOG TTAOKIDIOU WIKPOKUWEAIdWVY aTTO
TTOAUGTUPEVIO Kal, OTN GUVEXEIQ, Ta anueia TTou dev Ba TTapoucIdoouV avTidpaon aTTokAgiovTal, WOTE Vo JEIWOEN N
un €181kn déopeuon. Ta diaAupara eAéyxou, oI BaBuovounTég Kal Ol apalwPEVOl OPOoi TwV aoBeVWYV TTPOOTiBEVTaI O€
EexwPIOTEG KUWENIDEG, ETITPETTOVTAG £T01 TN OETUEUOT OAWY TwV AVTICWHATWY avTI-tTG oTo KABNAWPEVO avTIyOVO.
To deiypa TTou de deopeUTNKE EKTTAEVETAI KAl TTPOCTIOETAI O€ KABE KUWeAida £va onuacuévo pe EvUpOo, GULEUKTIKO
avTiowpa Katd Tng avlpwIrivng avococaaipivng IgA. Autd Ta culeuypéva pe €vCUUO avTiIowpaTta OeoueUovTal
€I0IKA oTnVv avlpwrivn avoooo@aipivn TG Ta¢ng IgA. A@oU ekTTAUBOUV Ta TUXOV Hn OEOUEUMEVA OUZEUKTIKA
avTIocWMaTa, TTPOCTIOETaI OTIG KUWEAIDEG TO €10IKO UTTOOTPWHA Tou gvCUpou (pNPP). Metd Ttov Teppatiopd Tng
evCUMIKAG avTidpaong, n éviacn Tng aAAayAg Tou XPWHATOG, N oTToia €ival avdAoyn TnG CUYKEVTPWONG TOu
QAVTIOCWMATOG, JETPATAI PE £V QACUATOPWTOPETPO, O€ PKOG KUpaTog 405 nm. Ta atmoteAéopaTa ekQPAoVTal O
povadeg ELISA ava xillootdAiTpo (EU/mI).
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ANTIAPAZTHPIA

®UAagn Kal TTpoETOINATIa

OAa 1a avmidpaoTrpia TTPETTElI va UAGooovTal o€ Beppokpacia 2-8°C. Mnv Ta katayuxeTe. Mn xpnoIpoTIOIEiTE
Ta avTidpacTApla €dv Oev gival dlauyn i €dv Trepiéxouv iCnua. OAa Ta avTidpacTrpia TTPETTEI VO QTACOUV O€
Bepuokpaaia dwyaTiou (20-25°C) rpiv atd Tn xpron. Otav euAdooeTal og Beppokpaaia 2-8°C, 10 avacuoTabE
PUBUIOTIKO dIdAUpa EKTTAUCNG TTapApEVEl avaAAOIWTO PEXPI TNV NuEpounvia AREng Tou KIT. H avacuoTtaon Tou
PUBUICTIKOU SIOAUPATOG TTPETTEN VA YIVETAI JE ATTECTAYHMEVO A ATTIOVIOUEVO VEPO, 0€ OYKO 1 AiTpou. O ETTIKOAUMEVES
TaIVieg MIKPOKUWEAIDWV TTpoopidovTal yia yia gpbvo xpron.

Mpo@uAdgeig

Ma in vitro diayvwaoTikA Xprion. OAa Ta CUCTOTIKA avBpwTTIVRG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIMOTTIOIOUVTAI £X0UV eAeYXOEI
yla Tnv Tapouacia Tou avtiyévou HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai éxouv Bpebei
apvnTIKG, CUPQWVA PE TIG aTTaIToUpeveG atrd Tov Opyaviopo Tpogipwy kal Papudkwy Twv H.I.A. (FDA) egeTdoelg.
Qot600, Ta TTAPAywya avepwITivou aipatog kal Ta deiypata aoBevwy Ba pétrel va BewpolvTtal wg duvnTIKA
Aoipoyova. AkoAouBnaoTe TIG 0pBEG EpYaOTNPIAKES TTPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £KXUCN Kal TNV atToOppIyn Twv
UAIKWV auTtwv 2,

MPOEIAOIMOIHZH — To agidio Tou vatpiou (NaN,) evdéxetal va avnidpdoel ye owhnvwoelg amd poAuBdo A
XOAKO Kal va oXNUATIOEl IOXUPWG EKPNKTIKA adidia peTdAAwv. Katd Tnv atméppiyn uypwy, EKTTAUVETE PE JEYAAEG
TTO0OTNTEG VEPOU, €TOI WOTE va ammopeuxBei N cucocwpeuon adidiwv. To alidlio Tou vaTpiou gvdExeTal va gival
TOgIKO O€ TTEPITITWAON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, GVAPEPETE AUECWG TO TTEPIOTATIKO OTO dIEUBUVTH TOU
£PYaoTNpiou 1 01O KEVTPO EAEYXOU BNANTNPIACEWV.

Mo 1N S1aoc@AAion EyKUpwv aTTOTEAEOHATWY, AKOAOUBNOTE TIG 08nyieg akpIBwg OTTwWG gu@avifovTal o€
auTO TO £vBETO TOU KIT. MV £vOANGGOETE TA OUCTATIKG TOU KIT JE OUOTATIKG AAANG TTPOEAEUONG TTOU BEV £XOUV
Tov id10 apiBuod kKaTaAdyou Tng Immco Diagnostics Inc.

Na XpnOIMOTIOIEITE TIG 0PBEG EPYACTNPIAKES TEXVIKEG TTPOKEIMEVOU VA EAAXIOTOTIOIEITAI O KivOUVOG WIKPOBIAKAG Kal
XNMIKAG HOAuvonG. Na pnv xpnoidoTrolEiTal HETA TNV TTapEAEUCT TNG NUEPOUNViag ARENG.

YAIKA TTOU TrapEXOVTaI

MéBodog ELISA yia avTiowparta IgA Katd Thg I0TIKAS TpavayAouTtapivdong (tTG) ImmuLisa™ 1157

KdBe KIT TrepIEXEl ETTOPKA avTIOPACTAPIA YIa TNV eKTEAETN 96 TTPOGOIOPICHUWY.

12x 8 | MICROPLATE | tTG | MAakid10 EEXWPIOTWV OTTOCTIWHEVWY HIKPOKUWEAIDWYV
ETMKAAUPPEVWY PE TO avTIyovo tTG.

1x1,5ml |CALIBRATOR|A| tTG |* "EToIOg TIPS XPrion BabuovounTig A (TTpdoivo Trwua). Opog
avOpwTToU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TNG tTG.

1x1,5ml |CALIBRATOR|B| tTG |* "EToIog TTpog xprion BabuovounTtig B (1ides mwua). Opog
avOpwWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWMATA KATA TNG tTG.

1x1,5ml |CALIBRATOR|C| tTG |* "EToIpog Tpog xprion Baduovopntig C (ummAe mwua). Opég
avOPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWMATA KaTA TNG tTG.

1x1,5ml | CALIBRATOR | D | tTG |* ‘EToipog 1pog xprion BaBuovountig D (kitpivo mwua). Opog
avBpWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KOTA TNG tTG.

1x1,5ml | CONTROL | + | tTG |* ‘EToipo 1Tpog Xprion didAupa BeTIKoU AEyXOU (KOKKIVO TTWUQ).
Mepi€xel opd avBpwtTou BETIKO yia Thv tTG.

1x1,5ml | CONTROL . * ‘ET0oIMO TTPOG Xprion SidAupa apvnTiKoU eAEyXoU (AsUukO mwua).
Mepi€xel opd avBpwTTOU.
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1x12ml |LgA-CONJ | ALKPHOS |* ‘ETOINO TTPOG XPrON OUJEUKTIKO AVTIOWHMA KATA TNG
avOpWITIVNG aVvOoo0o@aIpivng OUJEUYHEVO pE OGAKOAIKR
PwWoPaATdon. XpWHaToG Pod.

1 x 60 ml * ‘ETOINO TTPOG XPHON apaiwTIKO SidAupa opoU. XpwHOTOG UTTAE.

1x12ml | SUBSTRATE |* ‘ETOIMO TTPOG XPAON EVEUMIKO UTTOOTPWHA. [epIExEl p-

vITpo@aIVUAIKT) pwo@aTdon (pPNPP). Na rpooTtareueTal atrd 1o

Ppwg.
1x12 ml STOP ‘EToIho TTpog Xpron S1dAUpa TEPUATIOUOU.
2x m WASH ZKOVN puBuIoTIKOU S1oAUpaTog ékTrAuong. H avacuoTtaon

TIPETTEl VA YiveTal £wg OYKO VOGS AiTpou yia To Kabéva.
* Mepiéxer < 0,1% NaN,
ZUuBoAa TToU XPNOIMOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
Ap1Bu6G TTapTidag
Ap1Bu6g kaTtaAdyou
Huepounvia Afgng
O¢eppokpaoia aTTodrikeuong

AloBdoTe T1IG 0dnyieg xprong
In vitro diayvwaoTIKA xprion

KataokeuooTrg

4R [FB> =~ [

Ap1BubdG avaoAloewy

ATraitoUpeva UAIKG TTOou Bev TTapEXOVTAI

e [liréreg pe duvardtnTa xopriynong 5 pl €wg 1000 pl

*  AvoAwoipa akpo@Uaoia TTITTETWV

*  KaBapoi dokipaaTikoi cwArfveg dlaatdoewy 12 x 75 mm kal @op£ag SOKINATTIKWY CWARVWY
e ATTIOVIOHEVO R aTTECTAYUEVO VEPD

e Xuokeun avdyvwong TTAaKISiwv he duvaTotnTa avdayvwong TINWVY atroppd®nong o€ NAKog KupaTog 405 nm.
Edv utrdpyxel diaBéoiun ouokeur avdyvwong TTAakidiwv SITTAoU PAKOUG KUPATOG, TO @QIATPO avagopds Ba
TpéTTel va pubuioTei ota 600-650 nm.

e EUkautrTn TAQOTIKA QIGAN yIa TO apaiwpévo pubpioTikd SidAupa
*  XpovoueTpnTAg
e Amoppo@nTIKO XapTi

*  Autdpatn ouokeun €KTTAuoNG TTAaKISiwvV pe duvatoTnTa xopriynong 200 pli

ZYANOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpéTTel va xpnaolyoTtrolouvtal povo OeiypaTta opou yia auth Tn diadikacia. Agiypata TTou €XOouv UTTOOTEN
peyaAou BaBuol aipdAucn, AITTaiikd ) deiypaTta JoAuCoHEva Pe PIKPORIa evdExeTal va TTNPEACOUV TNV amédoaon
NG avdAuong kai dgv Ba TTPETTel va xpnolgoTrolouvTal. PuAdgTe Ta deiypata oe Beppokpaaoia 2°- 8°C, emi ol
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TTEPIOTOTEPO aTTd pia eBOoudda. MNa 1o pakpoxpdvia euAagn Ta deiyuara opou Ba TTPETTEl va KaTtayuxovTal.
ATtropuyeTe TNV emavaAauBavopevn Katdwuén Kal amoéywuén Twv SelyHATwV.

AIAAIKAZIA

Znueiwoeig Tng diadikaoiog

* T[lpotou &ekivioeTe TNV avaAuon SIaBAOTE TTIPOTEKTIKA QUTEG TIG 0dNYiEg.

e AgnoTte 6Aa Ta avTidpaoTrpia Kal Ta deiypaTta va grdoouv o€ Bepuokpacia dwyartiou (20-26°C) i 30 AeTTTa.
EmoTpéyTe Ta UNIKG OTO Wuyeio apéowg PETA Tn XPAON TOUG.

*  [lpogToipdoTe OAEG TIG APAIWOEIG TWV BEIYUATWY aoBevwv TTPOTOU EEKIVIOETE TNV avdAuon.

*  EmoTpéYTE OHECWG TUXOV UN XPNOIMOTTOINUEVEG TAIVIEG OTN BAKN PE TO ATTOSNPAVTIKA KOI CQPAYIOTE
TNV ac@aAwg, WoTe va eAaxioTotroinBei n ékBeon oe udpaTuoUG.

e 273010 €KTTAUONG: €ival oNUAVTIKA N XPrion 0pBng TEXVIKNAG. ZUVICTATAI N XPACN MIOG AUTOHATNG CUCKEUNG
éKAuong TTAaKISiwv.

e XpnoipotroInoTe pia TTOAUKAvaAn TITTETa e duvatdTnTa Tautdxpovng Xopriynong o€ 8 kuyweAideg. Me Tov 1pOTTO
auTo, emITaxUveTal N S1adIKacia Kal ETTITUYXAVETAI TTIO OPOIOPOPPOG XPOVOG ETTWACNG.

e H mpooekTIKA TAPNON Twv Xpovwy gival onuavTiki. O1 epiodol eTwaong ¢eKIVOUV PETA TN XOPrynon Twv
avTidpacTnpiwy.

Aladikaoia Tng pe@ddou

1. OAA TA ANTIAPAZTHPIA MPEMNEI NA ®TAZOYN ZE OEPMOKPAZIA AQMATIOY (20-26°C) MNMPIN ANO
THN ENAP=H THZ MEO©OAOY.

2. ZnMAveTe TO APXEIO TOU TIPWTOKOAAOU WOTE va UTTOBEIKVUETAI N TOTTOBETNON TwV dElyUdTWY oTo TTAaKidIo. H
avaAuon Twv delyudTwy €1g OITTAOUV aTToTEAET 0pBr EPYOCTNPIAKK TTPOKTIKH.

3. TMoloTikdg TTPoadiopIiouog: XpNoIYoTToIoTe povo 1o BaBuovountn D.
Hpi-troooTtik6g TTpoodiopioudg: XpnolpoToinoTe Toug BaBuovountég A — D, 6TTwg @aivetal OTo TTOPAKATW
TTapAdEIya.

MoloTIKoE NPOZAIOPIEMOE Hwmi-nozoTikoz nPozaloPIsMOE

E@OC @O
S@OC ©®OC
®@QC @@OC
D®OC DOOC
oclele DOOC
OOOC
D@OC
®DOC ®@OC

TOTMMOO >
ITIOTMMUO >

4. TlpoeTtoiydoTe pia apaiwon Tou deiypatog Tou acBevoug oe avaroyia 1:51, avapiyvuovtag 10 pl Tou deiypaTog
aoBevoug pe 0,5 ml Tou apaiwTikoU diaAUpatog opou.

5. TlpooBéote 100 pl BaBuovountwy, SICAUPATWY BETIKOU Kal apvnTIKOU €AEYXOU Kal ApalwHEVWY OEIYUATWY
a00gvouUg oTIG KATAAANAEG MIKPOKUWEAISEG TTOU UTTODEIKVUOVTAI OTO OPXEIO TOU TTPWTOKOAAOU. 3
Znueiwon: ZuptrepIAdBeTe pia kuweAida pe 100 pl apaiwTikoU diloAUPaTog opoU wg TUPAS avTidpacTnpiou.
MndevioTe Tn cuokeur] avdyvwaong ELISA pe 1o TupASd avtidpacTtnpiou. H ammoppdenon authg Tng KuyweAidag
dev TpETTel va gival peyaAuTtepn atré 0,3.
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6. Emwdore emmi 30 AemrTd (£ 5 AeTTTd) 0€ Beppokpaaia dwuatiou, ETTAVW € PIA ETTITTEON ETTIQAVEIQ.

7. 218010 €KTTAUONG: Avappo@rioTe OXOAOTIKG TO TrEPIEXOPEVO KABe kuweAidag. Mpoobéote 200-300uL ToOU
avaouoTaBévTog pubuIoTIKOU SI0AUPATOG £KTTAUONG Kal ETTEITA avappo@roTe To. ETravaAdBere auth tnv
akoAoubia evepyelwv GAAEG TPEIG QPOPEG, WOTE VO TTPAYHOATOTIOINOETE €va OUVOAO TECOAPWY EKTTAUCEWV.
AvaoTpéWTe TO TTAAKIOIO KOl KTUTTHOTE TO EAQQPA ETTAVW € aTTOPPOPNTIKO UAIKO WOTE VA ATTOUAKPUVOET TUXOV
UTTOAEITTOPEVO UYpPO aTTd TV TEAEUTaIa EKTTAUGH. MnVv attoénpaivete TTARPWG TIG KUWEAIDEG.

8. TpooBéoTte 100 pL ouleUKTIKOU QVTIOCWHATOG O€ KABE KUWeAIda.
9. EmwdoTe 11 KuweAideg e11i 30 AeTTTd.

10. Z1dd10 ékrAuong: ETTavaAdBere To oTadio 7.

11. MNpooBéoTe 100 pL evCUUIKOU UTTOOTPWHATOG O€ KABE KUWEAIdQ.
12. ETrwdoTe emmi 30 AeTiTd o€ Bepuokpacia dwpuartiou.

13. MNpooBéoTe 100 YL diaAUpaTog TEPUATIONOU O€ KABE KUWEAIDA. AlaTnNPrOTE TNV idIa O€IPA KAl TOUG iBIOUG XpOVOUG
oTnV TPOoBKN SIGAUUATOG TEPUATIOPOU, OTTWG KAl GTNV TTPOCHIKN TOU UTTOOTPWHATOG Tou evUpou. AlaBdoTe
TNV atmoppd®naon (OD) kdbe kuweAidag o€ pAkog kupatog 405 nm, evidg Piag wpag atrd Tov TEPHATIONO TNG
avTidpaong.

14. AiofdoTte Tnv amoppoenon (OD) kdBe kuweAidag o€ purikog kupatog 405 nm, XpNOIKMOTIOIWVTAG HIG CUCKEUN
avdyvwong TTAakISiwv povou ) SITTAoU PRKOUG KUPOTOG, £€vavTl Tou TUQAOU avTidpacTnpiou TTou pubuioTnke
va EXEl aTToppOPnon PNodév.

"EAgyxog 1To16TNTOG

BaBpovopunTtég, diaAupata BeTikoU kal apvnTikoU eAEyxou Kal éva TUPAG avTidpaoTnpiou Ba Tpérmel va
XpnolgoTrolouvTal o€ KABe avaAuon TTPoKEIEVOU va eTTIBERaILIVETAI N akepaIdTATA Kal N akpifeia TG avaAuong.
H pérpnon amoppdé®naong Tou Tu@AoU avTidpaaTtnpiou TTpémel va gival <0,3. O BabuovounTtAg A TTPETTEl VO SWOEI
TIuA atroppoenong >1,0, diagopeTikd N avdAuon TTPETTEl va eTavaAn@Bei. To SidAupa apvnTIKoU eAEyXOU TTPETTEI
va dwael TipR <20 EU/mI. Edv n avaAuon diggayeTai €1g SITTAOUV, XpNOIYOTTOINOTE TN HE€oN TIMA Twv dU0 JETPACEWV
yIO VO TTPOCBIOPICETE TN CUYKEVTPWON TWV QVTICWHATWY KaTa TNG avBpwrivng tTG. Katd Tn diggaywyn TToIoTIKWV
TTPOGBIOPICUWY, N OTITIKA TTUKVOTNTA Tou Babuovounth D Trpétrel va gival yeyaAlitepn atmdé autAv Tou dIaAUPOTOG
apvNTIKOU eAEyXOU Kal PIKPOTEPN atTd aUTHV Tou SIaAUNATOG BETIKOU AEyXOoU. MNa NUI-TTOCOTIKOUG TTPOCdIoPIoHOUG,
10 SIGAUPO BETIKOU €AEyxou TTPETTEN va Divel TINEG EVTOG TOU €UPOUG TTOU avaypd@eTal aTo @IaAidio. O avaAloeig
TWV delyPdTWY TToU OivOouVv OPIaKEG TIMEG CUVIOTATAI va eTTavVOAauBAvovTal Je @PECKO deiyua TTou AauBdveTal o€
METAYEVEDTEPN NUEPOUNVIA, TTPOKEIPEVOU VA BIGCPAAIETAI N aKpiBEIa.

ANOTEAEZMATA

YmroAoyiopoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TV OEIYUATWY Tou aoBevoUg uTropoulv va TTpocadiopioTouv Pe pia atmd Tig e€Ag U0 ueBOdoUG:

1. MOIOTIKOZ NPOZAIOPIZMOZ
ATtr/on g&eTaloy. SeiypaTtog

X EU/ml Tou BaBuovounTti D = EU/mlI
ATtrop/on BaBuovou. D

2. HMI-MO>OTIKOZ NMPOZAIOPIZMOX

ATTeIKovioTe O€ ypa@Ikf TTapdoTacn Tnv ammoppdenon Twv BaBuovountwv A €wg kai D wg TTpog Tnv avTioToIxn
OUYKEVTPWOT TOUG, O€ €va XaPTi JE YPaPMIKOUG dgoveg. ToTmoBeTAOTE OTOV dfova Twv X Tn ouykEvTpwaon oe EU/mI
Kal oTov déova Twv Y Tnv atmmoppd@nacn Kal oxedIdoTe TNV KAPTTUAN BEATIOTNG TTpocapuoyns. MNpoadiopioTe Tig
OUYKEVTPWOEIG TWV JEIYUATWY TwV aoBevwyv atrd TNV KAPTIOAN, € oXEON WE TIG AVTIOTOIXEG TIMEG aTTOPPOPNONG
TOUG.
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TutrikA KOPTTUAN avTiowpdTtwy IgA katd tng tTG

20 ]

O.D. @ 4U5/b3unm

1.0
0

I T I I I I I
0 20 40 60 80 100 120 140 160

BaBpovountég EU/mI

BaBuovounTtig

O1 BaBuovounTtég oupTrepIAaPBAvovTal yia va £EUTTNPETACOUV TOV NUI-TTOCOTIKO TTPOCBIOPICUS Kal TTPETTEl VO
XpPnoiyoTrolouvTal o€ KABe avaluaon. Tuxov dgiyuata acBevwy TToU TTEPIEXOUV UWNAOTEPO ETTITTESO AVTICWHATWYV
eVOEXETAI VA OWOOUV TINEG ATTOPPOPNONG UWNAOTEPES aTTd auTEG Tou BaBpovopntn A. MNa tov akpif TTpoodiopiopd
TWV TIMWV NUI-TTOCOTIKOU TTPOCadIopiopoU, Ta dciypdata autd Ba TTpETTEl va apaiwboulv TTepaITépw, €T01I WOTE
OTav €TTAVELETAOTOUV VA EUTTITITOUV EVTOG TOU €UPOUG TNG KAPTIUANG BaBuovounong. MNa va mrpoodiopiceTe TN
ouykévipwaon oe EU/mI, TToANOTTAQOIGOTE TIG HOVABEG TTOU TTPOKUTITOUV ETTi TO OUVTEAEDTI OPAIWONG.

Epunveia

O1 TTapakdTw TTANPOPOpPIEG TTAPEXOVTAl HOVOV WG 0ONYOS VI TNV EPUNVEIN TWV EPYACTNPIOKWY ATTOTEAETUATWV.
To K&Be epyaaTrplo TTPETTEI va TTIPOCOIOPITEl TIG DIKEG TOU PUTIOAOYIKEG TIUEG.

Ty avri-tTG Eppnveia
<20 EU/ml ApvnTiko (-)
20 -25 EU/mI Oplio

>25 EU/ml O€TIKO (+)

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

H pébodog mpoadiopiopol avTiowpdTwy IgA avti-tTG ImmuLisa™ dev Ba Tpétrel va ekTeAeiTal o€ deiypaTa TTou
€xouv uTToOTEl peydAou BaBuou aiudAluon, o€ poAuopéva attd pIkpORIa i AiTaipikd deiyparta. H péBodog Ba
TIPETTEl VO XPNOIYOTIOIEITAI HOVO YIa TNV eE€Taon delyudTwy opou avBpwtrou. Ta amoteAéopaTta Tou AauBdvovral
uttoonBouv pévo Tn didyvwaon Kal dev Ba TTPETTEI va epuNVEUOVTAl OTTO JOVA TOUG WG dIAYVWOTIKA. 2€ aoBeVEig Pe
KK 1rou gpgavifouv avetrdpkela ae IgA, o TTpoodiopiopog avTiowudTwy avTI-tTG evdéxeTal va gival apvnTikog.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

O1 avapevoueveg TIUEG O€ Eva QUaIoAOyIKO TTANBUC PO gival apvnTikEG (<20 EU/mI yia eviAikeg kai Taidid). QoTtdoo,
£xel Bpedei OTI OpICPEVA ACUPTITWHOTIKA, QAIVOUEVIKA UYIr) dTopa, evoéxeTal va BpeBolv BeTIKA o€ avTiowpaTta IgA
avTI-tTG.

H ouxvétnta gu@dviong Twv avriowudTwy avTI-tTG €xel yeAeTnBei amd dIAPOPOUG EPEUVNTEG Kal TA EUPAUATA
ouvoyilovtal oTov lNivaka 1, oTn oeAida 42.

H ouxvéTtnTa epedviong kai Ta eTTitTeda Twv avTiowpdtwy avTi-tTG e€apTtwvTal amd mn diarpo@ry. Ta emitTeda auTwyv
TWV QVTICWHATWY PEIWVOVTaI Kal TEAIKA YivovTal apvnTika o€ aoBeveig pe KK, o1 otroiol akoAouBouUv diaita eAeUBepn
yAoutévng. Mapopoiwg, Ta TITTESA AUTWYV TWV AVTICWHATWY Ba auénBolv f Ta eTTiTEdA TWV AVTICWHATWY avTI-
tTG Ba yivouv BeTikd, 61av ol aoBeveig pe KK mTou akoAouBouaav diaita eAeUBepn yAouTévng, TTEpACTOUV € diaiTa
TTOU TTEPIEXEI YAOUTEVN 10,
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XAPAKTHPIZTIKA ANMOAOZHZ

H xpnoigétnta tng peboddou ELISA yia avriowpata IgA katd Tng ICTIKAG TpavoyAouTapivdong Immulisa™
TTPOCBIOPIOTNKE OUYKPIVOVTOG T OTTOTEAEOUOTA HE:

a) pia dAAn péBodo avtiowudTtwy IgA avT-tTG yia ELISA 1rou diaTiBeTtal oT1o utrdpIo Kal
B) Tn péBodo avooopBopiguol ImmuGlo™ pe avTi-evOoUUIKG QVTICWHATA.

Qduaoioloyikd elpog: EAEyxOnke éva olvoho 213 delypdtwy. ATt autd, Ta 64 TTpoépxovtav atmmd QualoAoyikoUug
aIpodoTEG Kal Ta 149, Ta omoia TTpoRABav amd éva epyacTrplo ava@opds, PpEdnkav apvnTikG oe EAeyxo yia
€VOOMUIKG avTiowpaTta. ATTé autd Ta 213 deiypaTta TTou eEAEyXOnKav yia TRV TTAPOUCia avTICWHATWY KaTtd Tng tTG,
povo 3 Bpednkav BeTikd, atmmodidovTag €101 €18IKOTNTA TNG PEBGDOU ion pe 99%.

ZUVKPITIKA €181KOTNTA KOl uaiofnoia

A. Evdopuikd avtiowpara évavtitng pebodou ELISA yia avriowpara IgAkatd Tng tTG ImmuLisa™: EAéyxBnke
éva gUvoAo 244 delyudTwy yia TNV TTAPOUCia avTICWHUATWY KATd Tou £vOOMUIOU XPNOIKMOTIOIVTAG TO KIT QVTI-
EVOOUUIKWY avTICWHATWY ImmuGlo™ Kail Ta aTToTEAETUATA TWV OVTI-EVOOUUIKWY QVTICWHUATWY GUYKPIONKaV PE TN
péBodOo ELISA pe avriowpata IgA avti-tTG ImmuLisa™. Ta atmroteAéoparta cuvowyifovTal TTapaKdaTw:

Avricwpara IgA avTi-tTg Immco™
O¢eTikG (+) ApvnTikd (<)  ZUvoAo (=)

Immco™ OeTIKA (+) 86 9 95
EMA ApvnTIKA (-) 1 148 149
Zgvolo (=) 87 157 244

OXETIKN €10IKOTNTA: 96%
oXeTIKA evaioBnaia: 91%
OXETIKI oupwvia: 99%

B. MéBodog ELISA avTi-tTG ImmuLisa™ évavti piag dAANG peBddou yia avTiowpata IgA avTi-tTG Tou gutropiou: ‘Eva
OUVOAO 137 BelyudTWwY eAEyXONKAV PE TO KIT AvTIOWUATWYV IgA avTi-tTG ImmuLisa™ kai he éva GAAO KIT aVTICWHATWY
IgA avTI-tTG TT0U dIaTIOETAI OTO EUTTOPIO. Ta ATTOTEAEGUATA ATAV WG EEAG:

Avtiowparta IgA avTi-tTg Immco™
OeTikd (+)  ApvnTikda (1)  ZdvoAo (=)

AAAn O€TIKA (+) 77 5 82
ELISA ApvnTIKA (-) 1 54 55
Zuvolo (=) 78 59 137

OXETIKN €18IKOTNTA: 95%
OXETIKA euaioBnaoia: 91%
OXETIKA oupgwvia: 98%

I. AlmoTaupoupevn avtidpaaTikoTnTa: ‘Eva olvoho 30 deiypdTtwy, ek Twv omoiwv 10 ATav BETIKA 0 avTITTUpNVIKG
avtiowpata, 10 ATav BeTIKA o€ avTiowpata {wvng BacikAg pepPpavns (BMZ) kai 10 Atav BETIKG O0€ eVOOKUTTOPIKA
avticwpata (IC), eAéyxOnkav yia Tnv TTapoucia avTiowudTwy IgA avTI-tTG. Aev BpéOnke Kavéva BeTIKO.
Akpipeia:

AgiypaTa Ye YVWOTEG CUYKEVTPWOEIG AvTIOWHATWY IgA avTi-tTG avaAuBnkav o€ 10 avTiypaga o€ pia epiodo dUo
€BGopAdwV. YToAoyioTnkav ol oUVTEAEOTEG TTOIKINOTNTAG (CV) eVvTOG O€Ipdg Kal HETAEU OEIPWY, WG EGAG:
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Avriowpara  Evrog mAakiSiou  Metagu mAakiSiwv

IgA avTI-tTG

cv cv
1. 186 EU/mI 5,3% 4,9%
2. 118 EU/mI 2,3% 4,9%
3.51 EU/mI 9,2% 7,4%

AvdkTnon:

AgiypaTa HE YVWOTEG CUYKEVTPWOEIG avTIOWUATWY IgA avTi-tTG avapixbnkav pe KAatdAANAeg apalwaoelg evodg GAAoU
BeTIKOU BeiyHaTOG PE YVWOTEG TTOGOTNTEG avTICWHATWY IgA avTi-tTG. MNMpoodiopioTnKav Ta ETTITTESA AVTICWHUATWY
IgA avTIHTG Twv avapixBéviwy SelyudTwy Kal atrd TIG TIMEG TTOU TTPOEKUWAV UTTOAOYIOTNKE N ETTi TOIG €EKATO

avdktnon. Ta atroteAéopaTa ATAV WG £ENG:

mpooTifépueva EU/ml An@Bévra EU/mI % avdakTnon
1. 151 162 107%
2. 126 140 111%
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Ensayo ELISA pata anticuerpos anti transglutaminasa tisular (tTG) IgA

’
‘@ PROSPECTO
| M M CO Iﬁl 1157 ELISA para tTG-IgA 96 anélisis

DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion y semicuantificacion de anticuerpos anti transglutaminasa
IgG humana en suero humano como ayuda en el diagnéstico de deficiencia de IgA en pacientes con enfermedad
celiaca.

RESUMEN Y EXPLICACION

La enfermedad celiaca (EC) es un trastorno digestivo crénico provocado por una reacciéon autoinmune al gluten,
una proteina del trigo. Se caracteriza por lesiones en las vellosidades intestinales e hiperplasia de las criptas
del intestino delgado. Los sintomas incluyen diarrea, pérdida de peso y anemia por malabsorcion del hierro y
del acido félico. La EC aumenta el riesgo de patologias gastrointestinales malignas’, infertilidad?, osteoporosis®,
epilepsia y otros sindromes neurolégicos*. La enfermedad celiaca se trata con una dieta libre de gluten.

La EC es comun en la poblacion europea de raza blanca. Es una enfermedad mediada genéticamente y, dado
que la poblacion blanca europea y norteamericana tienen una ascendencia comun, la prevalencia actual de la EC
en los Estados Unidos podria ser superior a lo registrado en el pasado. Los analisis serolégicos se desarrollaron
para ayudar en el diagnostico de EC [por ejemplo anticuerpos antiendomisiales (EMA), IFA para anticuerpos
antireticulina, ELISA para anticuerpos antigliadina]. Recientemente, Dietrich et aF identificaron el antigeno
asociado al antigeno EMA como transglutaminasa tisular (tTG), y esto hizo posible desarrollar un ensayo ELISA
par anticuerpos EMA menos subjetivo que los métodos tradicionales de inmunofluorescencia.

Las transglutaminasas (EC 2.3.2.13) son una familia diversificada de enzimas dependientes de Ca*2con diferentes
genes, estructuras y funciones biologicas®. Estas enzimas son ubicuas y altamente conservadas a través de
las especies’. De todas las transglutaminasas humanas, la tTG es la mas ampliamente distribuida. Si bien es
principalmente una enzima intracelular, la tTG puede ser segregada por las células y acumularse en la matriz
extracelular®. La tTG puede jugar un papel en la estabilizacion de la matriz extracelular, funcionando como una
cola biolégica sumamente eficiente. Los anticuerpos anti tTG pueden alterar o interferir en su funcionamiento
normal, dando como resultados los cambios histologicos y patolégicos que se observan en la EC. Los anticuerpos
anti tTG son un analito importante en el diagnéstico de EC5910.11,

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El antigeno transglutaminasa tisular se une a los pocillos de una placa de polistireno; a continuacion se bloquean
los puntos que no han reaccionado para reducir las uniones no especificas. Controles, calibradores y muestras
de suero de los pacientes se afiaden en pocillos separados, permitiendo que los anticuerpos anti tTG presentes
se unan al antigeno inmovilizado. Las muestras no unidas se eliminan mediante lavado y a cada pocillo se
agrega un conjugado de IgA antihumana marcado con enzima. Estos anticuerpos conjugados con enzima se ligan
especificamente a la inmunoglobulina humana de clase IgA. Después de eliminar por lavado todo el conjugado
que no se hubiera unido, se afiade a los pocillos un substrato enzimatico especifico (pNPP). La presencia de
anticuerpos anti-hu tTG se detecta por un cambio de color producido por la conversion del substrato pNPP. Se
detiene la reaccion y la intensidad del cambio de color, que es proporcional a la concentracién de anticuerpos, se
lee con espectrofotémetro a 405 nm. Los resultados se expresan en unidades ELISA por mililitro (EU/ml).

REACTIVOS
Conservacion y preparacion

Conservelosreactivosa2-8°C. Nolos 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 (20-25°C). Conservado a 2-8°C,
el tampon de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada en el kit. Reconstituya
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el tampodn de lavado hasta 1 litro con agua destilada o desionizada. Las tiras de micropocillos recubiertos deben
usarse una sola vez.

Precauciones

Para uso en diagnéstico in vitro. 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
materiales2.

ADVERTENCIA: la 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 tTG IgA ImmuLisa™ 1157

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 96 analisis.

12x 8 | MICROPLATE | tTG | Microplaca con micropocillos individuales separables recubiertos
con antigeno tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR|A| tTG |* Calibrador A listo para usar (tapa verde). Suero humano con
anticuerpos anti-tTG.

1x1,5ml |CALIBRATOR|B| tTG |* Calibrador B listo para usar (tapa morada). Suero humano con
anticuerpos anti-tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C| tTG |* Calibrador C listo para usar (tapa azul). Suero humano con
anticuerpos anti-tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D| tTG |* Calibrador D listo para usar (tapa amarilla). Suero humano con
anticuerpos anti-tTG.

1x1,5ml |CONTROL|+| tTG |* Control positivo listo para usar (tapa roja). Contiene suero
humano positivo a tTG.

1x1,5ml | CONTROL . * Control negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero

humano.

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

1 x 60 ml * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

1x12 ml * Substrato enzimatico listo para usar. Contiene pNPP. Protéjase
de la luz.
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1x12 ml STOP Solucién Stop lista para usar.

2x

Tampoén de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un

litro.

* Contiene <0.1% NaN3

Simbolos utilizados en las etiquetas:

4R [FB =~ [

Numero de lote

Numero de catélogo

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

NuUmero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

Pipetas con capacidad de 5 pl a 1000 pl

Puntas de pipetas desechables

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

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

Botella dispensadora para el tampoén de lavado diluido
Temporizador
Papel absorbente

Lavador automatico de microplacas con capacidad de 200 pl

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.

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

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

Guarde inmediatamente en el sobre con sustancias desecantes las tiras que no utilice; ciérrelo
herméticamente para reducir al minimo la exposicién al vapor de agua.
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Fase de lavado: la buena técnica es crucial. 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..

Procedimiento del ensayo

1.

10.
1.
12.
13.

14.

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

Sefiale en la hoja de protocolo la colocacién de la muestra en la microplaca. Es buena practica de laboratorio
efectuar los ensayos de muestras por duplicado.

Determinacioén cualitativa: use Unicamente el Calibrador D. Determinaciéon semi cuantitativa: use los
Calibradores A - D como se muestra en el ejemplo siguiente.

SIO0E SO0E
96OC ©9E&0OC
@EOC @EOC
®®OC @&OC
E&OC ©OC
©OC
®®QOC
Oee ©®OC

IOTMMOO >
IOTMMOO >

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

Afiada 100 pl de calibradores, controles positivo y negativo y muestras diluidas del paciente en los respectivos
pocillos como se indica en la hoja de protocolo.

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

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

Fase de lavado: aspire totalmente el contenido de cada pocillo. Adada 200-300ul de tampdn de lavado
reconstituido en todos los pocillos y aspire. Repita el procedimiento tres veces mas hasta completar cuatro
lavados. Después del ultimo lavado, invierta la placa y sactudala sobre material absorbente para eliminar todo
residuo de liquido. No seque completamente los pocillos.

Anada 100 pl de conjugado en cada pocillo.

Incube los pocillos durante 30 minutos.

Fase de lavado: repita el punto 7.

Afada 100ul de substrato enzimatico a cada pocillo Il
Incube 30 minutos a temperatura ambiente.

Afiada 100pl de solucion Stop a cada pocillo. Mantenga la misma secuencia y tiempos de solucién Stop
utilizados para el substrato enzimatico. Lea la absorbancia (DO) de cada pocillo a 405nm en el plazo de una
hora después de haber detenido la reaccion.

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

En cada ensayo es necesario procesar calibradores, controles positivo y negativo y un blanco de reactivo para
comprobar la integridad y precision del andlisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debera ser
<0,3. La lectura de absorbancia del calibrador A debe ser >1,0; de lo contrario sera necesario repetir el analisis.
El control negativo debe ser <20 EU/ml. Si el andlisis se efectia por duplicado, se tomara la media de ambas
lecturas para determinar la concentracion de anticuerpos anti-hu tTG. Cuando se efectlan determinaciones
cualitativas, la densidad 6ptica del Calibrador D debe ser superior a la del control negativo e inferior a la del
control positivo. En las determinaciones semi cuantitativas, los valores del control positivo deben estar dentro de
los limites establecidos en el vial. En caso de muestras de resultado incierto (borderline), aconsejamos repetir el
analisis con una muestra nueva tomada en fecha posterior para garantizar la precision.

RESULTADOS

Calculo

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

Abs. de muestra analizada

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

Abs. de Calibrador D
2. DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

Registre la absorbancia de los Calibradores A a D en relaciéon 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.

Curva estandar anti-tTG IgA

20
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Calibrador

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

Interpretacion

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

20



ES

Valor Anti-tTG Interpretacion

<20 EU/mI Neg (-)
20 -25 EU/mI Invierto (valores limite)
>25 EU/ml Pos (+)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El ensayo anti tTG IgA ImmulLisa™ no debe efectuarse en muestras muy hemolizadas, contaminadas por microbios
o lipémicas. Este método debe utilizarse Unicamente para analizar muestras de suero humano. Los resultados
obtenidos son una herramienta mas de diagndstico y no deben interpretarse como un diagnéstico por si solos. En
pacientes celiacos con deficiencia de IgA, el andlisis anti-tTG podria dar resultado negativo.

VALORES ESPERADOS

Los valores esperados en una poblacion normal son negativos (<20 EU/ml en adultos y nifios). Sin embargo,
algunos individuos aparentemente sanos y asintomaticos pueden resultar positivos al ensayo de anticuerpos
anti-tTG IgA.

Muchos investigadores han estudiado la incidencia de anticuerpos anti-tTG; sus conclusiones se resumen en la
tabla 1 de la pagina 42.

La incidencia y niveles de anticuerpos anti-tTG dependen de la dieta; en efecto, disminuyen y hasta resultan
negativos en pacientes con EC sometidos a dieta sin gluten. Del mismo modo, el nivel de estos anticuerpos
aumentara, o el analisis anti-tTG resultara positivo en pacientes con EC sometidos a dieta sin gluten que ingieran
alimentos con gluten®1°,

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

La utilidad del ensayo ELISA para deteccién de anticuerpos anti tTg IgA ImmuLisa™ se determiné comparando los
resultados con:

a) otro método ELISA para anticuerpos anti-tTG IgA, y con
b) el método ImmuGlo™ para deteccién de anticuerpos antiendomisiales por inmunofluorescencia.

Niveles normales: se determinaron analizando un total de 213 muestras, de las cuales 64 eran de donantes
de sangre normales y 149, procedentes de un laboratorio de referencia, negativas al andlisis de anticuerpos
antiendomisiales. De las 213 muestras analizadas para anticuerpos anti tTG, sélo 3 resultaron positivas; la
especificidad del ensayo result6é del 99%.

Especificidad y sensibilidad comparadas

A. Anticuerpos endomisiales vs. ELISA anticuerpos tTG IgA ImmuLisa™: se analizaron 244 muestras mediante el kit
ImmuGlo™ para deteccion de anticuerpos antiendomisiales; los resultados se compararon con el ensayo ELISA
anticuerpos tTG IgA ImmuLisa™ . Los resultados se resumen a continuacion:

Immco™ anti-tTg IgA
POS (+) NEG (-) TOT (=)

Immco™  POS (+) 86 9 95
EMA NEG (-) 1 148 149
TOT (=) 87 157 244

Especificidad relativa: 96%
Sensibilidad relativa: 91%
Correspondencia relativa: 99%
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B. ELISA anticuerpos tTG IgA ImmulLisa™ vs. otro método ELISA anti-tTG IgA disponible en comercio: con estos
dos kits se analiz6 un total de 137 muestras. Los resultados fueron los siguientes:

Immco™ anti-tTg IgA
POS (+) NEG (-) TOT (=)

Otro POS (+) 77 5 82
ELISA NEG (-) 1 54 55
TOT (=) 78 59 137

especificidad relativa: 95%
sensibilidad relativa: 91%
correspondencia relativa: 98%

C. Reactividad cruzada: un total de 30 muestras, de las cuales 10 positivas a anticuerpos antinucleares, 10 a
anticuerpos anti zona membrana basal y 10 a anticuerpos anti intercelular, se analizaron para anticuerpos anti-
tTG IgA y ninguna de ellas resulto positiva.

Precision:

Se analizaron en 10 repeticiones muestras con concentraciones conocidas de anticuerpos anti-tTG IgA, en
10 repeticiones y a lo largo de dos semanas. El coeficiente de variacion (CV) intra ensayo e inter ensayo es el
siguiente:

Anti-tTG IgA  Intra-placa Inter-placa

cv cv
1. 186 EU/mI 5.3% 4.9%
2. 118 EU/ml 2.3% 4.9%
3.51 EU/mI 9.2% 7.4%

Recuperacion

Muestras con concentraciones conocidas de anticuerpos anti tTG IgG se mezclaron con diluciones apropiadas
de otra muestra positiva con cantidades conocidas de esos mismos anticuerpos. Se determinaron los niveles de
anticuerpos anti-tTG IgA de las muestras mezcladas y a partir de los valores obtenidos se calcul6 el porcentaje de
recuperacion. Los resultados fueron los siguientes:

EU/ml anadida EU/ml obtenida % Recuperacion
1. 151 162 107%
2. 126 140 111%
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IgA-Anti-Gewebetransglutaminase-Antikérper-ELISA (tTg)

“ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1157 IgA-tTG-ELISA 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fur den Nachweis und die semi-quantitative Bestimmung
von IgA-Antikérpern gegen Gewebstransglutaminase in Humanserum als Hilfsmittel bei der Diagnose von
Zdliakie.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Zodliakie (Celiac Disease - CD) ist eine chronische Erkrankung des Verdauungstrakts, die durch eine
Autoimmunreaktion gegen Gluten, ein in Weizen vorkommendes Eiweil}, verursacht wird. Sie ist durch die
Schadigung der absorbierenden Zotten und Hyperplasien der Krypten im Dinndarm gekennzeichnet. Zu
den Symptomen zahlen Durchfall, Gewichtsverlust und Andmie aufgrund einer Malabsorption von Eisen
und Folsdure. Aktive CD erhéht das Risiko von bdsartigen Tumoren im Gastrointestinaltrakt!, Infertilitat?,
Osteoporose?® sowie Epilepsie und anderen neurologischen Syndromen*. Zéliakie wird mit einer glutenfreien
Diat behandelt.

CD istin der weilsen europaischen Bevdlkerung weit verbreitet. Da die Krankheit genetisch bedingt ist und die
europaischen und amerikanischen weiRen Bevolkerungen gemeinsame Vorfahren haben, wird angenommen,
dass die tatsachliche Haufigkeit von CD in den Vereinigten Staaten hoher ist als in der Vergangenheit
berichtet. Serologische Tests wurden als Hilfsmittel fur die Diagnose von CD entwickelt (z.B. IF-Tests fur
Anti-Endomysium-Antikérper (EMA) und Anti-Retikulin-Antikérper, ELISA fir Anti-Gliadin-Antikdrper).
Kurzlich identifizierten Dietrich et al® ein mit EMA verbundenes Antigen als Gewebstranglutaminase (tTg).
Dies ermdglichte es, einen ELISA-Test fur EMA zu entwickeln, der weniger subjektiv als die Ublichen
Immunfluoreszenzmethoden ist.

Transglutaminasen (EC 2.3.2.13) sind eine vielgestaltige Familie von Ca*?-abhédngigen Enzymen mit
unterschiedlichen Genen, Strukturen und biologischen Funktionen®. Diese Enzyme sind allgegenwartig und tber
die Arten hinweg gut erhalten’. Von allen humanen Transglutaminasen ist tTg die am weitesten verbreitete. Obwohl
sie primar ein intrazellulares Enzym ist, kann tTg aus den Zellen abgesondert werden und sammelt sich in der
extrazelluldren Matrix an®. tTg spielt moglicherweise eine Rolle bei der Stabilisierung der extrazellularen Matrix,
indem es als hochwirksamer biologischer Klebstoff dient. Autoantikdrper gegen tTg kénnen dessen normales
Funktionieren unterbrechen oder beeintrachtigen, was zu den bei CD zu beobachtenden histologischen und
pathologischen Veranderungen fiihrt. tTg ist ein wichtiger Analyt fiir die Diagnose von CD59101,

TESTPRINZIP

Gewebstransglutaminase-Antigen wird an die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte aus Polystyrol gebunden.
Anschliefend werden die unreagierten Stellen blockiert, um die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren.
Kontrollseren, Kalibratoren und verdiinnte Patientenseren werden in separate Vertiefungen gegeben;
dies ermdglicht die Bindung der eventuell vorhandenen Anti-tTg-Antikérper an das immobilisierte Antigen.
Ungebundene Proben werden durch Waschen entfernt, und jeder Vertiefung wird ein enzymmarkiertes Anti-
human-lgA-Konjugat hinzugeflgt. Diese enzymkonjugierten Antikérper binden sich spezifisch an das menschliche
Immunglobulin der Klasse IgA. Nachdem eventuell nicht gebundenes Konjugat durch Waschen entfernt wurde,
wird den Vertiefungen ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) hinzugefiigt. Nachdem die enzymatische
Reaktion gestoppt wurde, wird die Intensitat der Farbveranderung, welche proportional zur Konzentration der
Antikérper ist, bei 405 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten
pro Milliliter (EU/ml) angegeben.
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REAGENZIEN

Lagerung und Zubereitung

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

VorsichtsmalRnahmen

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

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 dargestellt befolgt werden, um giiltige
Ergebnisse sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus,
sondern nur gegen Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer.

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

Nicht nach dem Verfallsdatum verwenden.
Mitgelieferte Materialien

ImmuLisa™ IgA-tTG-ELISA 1157

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 96 Bestimmungen.

12x 8 | MICROPLATE | tTG | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen,
mit tTG-Antigen beschichtet.

1x1,5ml | CALIBRATOR | A| tTG |* Gebrauchsfertiger Kalibrator A (griine Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen tTG.

1x1,5ml | CALIBRATOR | B | tTG |* Gebrauchsfertiger Kalibrator B (/ila Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C| tTG |* Gebrauchsfertiger Kalibrator C (blaue Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen tTG.

1x1,5ml |CALIBRATOR|D| tTG |* Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen tTG.

1x1,5ml [CONTROL |+ tTG |* Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote Kappe).
Enthalt tTG-positives Humanserum.

1x1,5ml | CONTROL . * Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil3e Kappe).

Enthalt Humanserum.

1x12 ml mA-CONJ | ALKPHOS |* Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.
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1 x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung blau.

1x12ml | SUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schiitzen.

1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplésung.

2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* Enthalt < 0.1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

o

4R [FB =[G

Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum
Hersteller

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

*  Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 pl

* Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

+  Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und R&hrchenhalter
« Entionisiertes oder destilliertes Wasser

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

*  Spritzflasche fir den verdiinnten Waschpuffer
e Stoppuhr
»  Saugfahige Papiertticher

* Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von 200 pl

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Far dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hdmolysierte, 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.

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren
* Lesen Sie sorgfaltig diese Anweisungen, bevor Sie mit dem Test beginnen.
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« Bringen Sie alle Reagenzien und Proben 30 Minuten lang auf Raumtemperatur (20-26 °C). Stellen Sie die
Materialien sofort nach ihrer Anwendung wieder in den Kihlschrank.

» Bereiten Sie alle Verdinnungen der Patientenproben vor Beginn des Tests vor.

* Geben Sie nicht verwendete Streifen sofort wieder in den Beutel mit dem Trockenmittel und verschlieBen
Sie diesen fest, um den Kontakt mit Wasserdampf so gering wie méglich zu halten.

*  Waschschritt: Eine gute Methode st unerldsslich. Die Anwendung eines automatischen
Mikrotiterplattenwaschers wird empfohlen.

* Verwenden Sie eine Multikanalpipette, die gleichzeitig in 8 Vertiefungen verteilen kann. Dies beschleunigt das
Verfahren und resultiert in gleichmaRigeren Inkubationszeiten.

« Eine sorgféltige zeitliche Koordinierung ist wichtig. Die Inkubationszeitrdume beginnen nach der Verteilung
der Reagenzien.

Testverfahren

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

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

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

QUALITATIVE BESTIMMUNG SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG
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4. Verdinnen Sie die Patientenproben im Verhaltnis 1:51, indem Sie 10 pl der Patientenprobe mit 0,5 ml
Probenverdinner vermischen.

5. Geben Sie 100 uyl der Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollseren und der verdinnten
Patientenproben 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. Die Extinktion dieser Vertiefung sollte nicht tiber 0,3 liegen.

6. Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur auf einer ebenen Oberflache.

7. Waschschritt: Saugen Sie den Inhaltjeder Vertiefung griindlich aus. Geben Sie 200-300 yL desrekonstituierten
Waschpuffers in alle Vertiefungen und saugen Sie ihn anschlielend ab. Wiederholen Sie diese Schritte noch
dreimal, bis Sie insgesamt viermal gewaschen haben. Drehen Sie die Platte um und klopfen Sie sie tber
saugfahigem Material ab, um jegliche nach dem letzten Waschen verbliebene Flissigkeit zu entfernen.
Trocknen Sie die Vertiefungen nicht vollsténdig.

8. Geben Sie 100 yL Konjugat in jede Vertiefung.

9. Inkubieren Sie die Vertiefungen 30 Minuten lang.

10. Waschschritt: Wiederholen Sie Schritt 7.
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11. Geben Sie 100 yL Enzymsubstrat in jede Vertiefung.
12. Inkubieren Sie 30 Minuten lang bei Raumtemperatur.

13. Geben Sie 100 pL Stopplésung in jede Vertiefung. Bewahren Sie bei der Zugabe der Stopplésung dieselbe
Reihenfolge und Geschwindigkeit bei, die Sie flir das Enzymsubstrat verwendet haben. Lesen Sie die Extinktion
(OD) jeder Vertiefung innerhalb einer Stunde nach Zufiigen der Stopplésung bei 405 nm ab.

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

Qualitdtskontrolle

Bei jedem Testlauf missen 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 >1,0 haben, anderenfalls muss der Test wiederholt
werden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt durchgefihrt
wurde, verwenden Sie den Mittelwert der beiden Messungen, um die Konzentration der Anti-hu-tTg-Antikdrper
zu bestimmen. Bei der Durchflihrung von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D gréRer
als die des negativen Kontrollserums und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. Fur semi-
quantitative Bestimmungen missen die Werte des positiven Kontrollserums innerhalb des auf dem Flaschchen
angegebenen Bereichs liegen. Wir empfehlen, Proben mit Werten im Grenzbereich mit einer frischen, zu einem
spateren Zeitpunkt abgenommenen Probe erneut zu testen, um die Genauigkeit zu gewahrleisten.

ERGEBNISSE
Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

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

Ext. von Kalibrator D
2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

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

Anti-tTG-lgA-Standardkurve

20 ]

O.D. @ 4Ud/b3unm

1.0
]

| | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Kalibratoren EU/ml
Kalibrator

Die Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu ermdglichen; sie miissen bei
jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikérperspiegeln kénnen hohere Extinktionswerte
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aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte bestimmen zu kdénnen, sollten solche Proben
nochmals verdiinnt werden, damit sie bei einem erneuten Test innerhalb des Bereichs der Kalibratorenkurve fallen.
Um die EU/mI zu bestimmen, missen Sie die erhaltenen Einheiten mit dem Verdlnnungsfaktor multiplizieren.

Interpretation

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

Anti-tTG-Wert Interpretation

<20 EU/ml Neg (-)
20-25 EU/mI Grenzbereich
>25 EU/ml Pos (+)

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Der ImmuLisa™ IgA-Anti-tTG-Test sollte nicht an stark hdmolysierten, mikrobiell verunreinigten oder lipamischen
Proben durchgefihrt werden. Diese Methode sollte nur verwendet werden, um menschliche Serumproben zu
testen. Die erhaltenen Ergebnisse dienen nur als Hilfsmittel bei der Diagnose und sollten nicht allein als diagnostisch
gedeutet werden. Bei CD-Patienten mit IgA-Mangel, kann der Anti-tTG-Test negativ sein.

ERWARTETE WERTE

Der erwartete Wert in einer normalen Bevdlkerung ist negativ (<20 EU/ml bei Erwachsenen und Kindern). Es
wurde jedoch festgestellt, dass bei einigen anscheinend gesunden Personen ohne Symptome der Test auf IgA-
Anti-tTG-Antikdérper positiv ausfallt.

Die Haufigkeit von Anti-tTG-Antikérpern wurde von verschiedenen Forschern untersucht; die Ergebnisse sind in
Tabelle 1 auf Seite 42 zusammengefasst.

Die Haufigkeit und der Spiegel von Anti-tTG-Antikdrpern hangt von der Erndhrung ab. In CD-Patienten, die sich
glutenfrei erndhren, fallen die Spiegel dieser Antikérper ab und werden schliellich negativ. Andererseits erhéhen
sich die Spiegel dieser Antikdrper oder die Anti-tTG-Antikérper werden positiv, wenn CD-Patienten, die sich bisher
glutenfrei erndhrt haben, glutenhaltige Nahrung aufnehmen®1°.

LEISTUNGSMERKMALE

Der Nutzwert des ImmuLisa™ IgA-Anti-tTG-Antikdrper-ELISA wurde durch den Vergleich der Ergebnisse mit
folgenden Methoden bestimmt:

a) einer anderen im Handel erhéltlichen IgA-Anti-tTg-ELISA-Methode und
b) der ImmuGlo™ Anti-endomysiale-Antikérper-Immunfluoreszenzmethode.

Normaler Bereich: Es wurden insgesamt 213 Proben getestet. Von diesen stammten 64 von normalen Blutspendern,
und 149 von einem Referenzlabor erhaltene Proben zeigten negative Ergebnisse beim Test auf endomysiale
Antikorper. Von den 213 auf Antikorper gegen tTg getesteten Proben waren nur 3 positiv, was fur den Test eine
Spezifitéat von 99% darstellt.

Vergleichende Spezifitat und Sensitivitat

A. Endomysiale Antikérper gegen ImmuLisa™ IgA-tTG-Antikérper-ELISA: Insgesamt 244 Proben wurden mit dem
ImmuGlo™ Anti-endomysiale-Antikérper-Kit auf endomysiale Antikorper getestet, und die Ergebnisse der anti-
endomysialen Antikdrper wurden mit der ImmuLisa™ IgA-Anti-tTG-Antikorper-ELISA-Methode verglichen. Die
Ergebnisse sind untenstehend zusammengefasst:
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Immco™ IgA-Anti-tTg
POS (+) NEG () GESAMT(=)

| .. POS(+) 86 9 95
é‘l‘w"AW NEG (-) 1 148 149
GESAMT (=) 87 157 244

relative Spezifitat: 96%
relative Sensitivitat: 91%
relative Ubereinstimmung: 99%

B. ImmuLisa™ Anti-tTG-ELISA gegen eine andere im Handel erhaltliche IgA-Anti-tTg-ELISA-Methode: Insgesamt
137 Proben wurden mit dem ImmuLisa™ IgA-Anti-tTG-Antikérper-Kit und einem anderen im Handel erhaltlichen
IgA-Anti-tTG-Kit getestet. Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

Immco™ IgA-Anti-tTg
POS (+) NEG () GESAMT(=)

And POS (+) 77 5 82
EEIS‘Z"’ NEG (-) 1 54 55
GESAMT (=) 78 59 137

relative Spezifitat: 95%
relative Sensitivitat: 91%
relative Ubereinstimmung: 98%

C. Kreuzreaktivitat: Insgesamt 30 Proben, davon je 10 positiv fir antinukledre Antikdrper, Anti-Basalmembran-
Antikérper (BMZ) und Anti-interzellulare-Antikdrper (IC), wurden auf IgA-Anti-tTg-Antikdrper getestet. Keine der
Proben zeigte ein positives Ergebnis.

Genauigkeit:

Proben mit bekannten IgA-Anti-tTg-Konzentrationen wurden Uber einen Zeitraum von zwei Wochen hinweg
zehnmal getestet. Die intraseriellen und interseriellen Variationskoeffizienten (VK) waren wie folgt:

IgA-Anti-tTG Intraserieller VK Interserieller VK
1. 186 EU/mI 5,3% 4,9%
2. 118 EU/mI 2,3% 4,9%
3. 51 EU/mI 9,2% 7,4%

Wiederfindung

Proben mit bekannten IgA-Anti-tTG-Konzentrationen wurden mit geeigneten Verdiinnungen einer anderen positiven
Probe mit einer bekannten Menge an IgA-Anti-tTG gemischt. Die IgA-Anti-tTg-Antikérperspiegel der gemischten

Proben wurden bestimmt und die Wiederfindung in Prozent wurde aus den erhaltenen Werten errechnet. Folgende
Ergebnisse wurden erhalten:

EU/mI EU/mlI %
zugefligt gemessen Wiederfindung
1. 151 162 107%
2. 126 140 111%
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Anticorps anti-transglutaminase tissulaire (tTG) IgA ELISA

“ ENCART DU PRODUIT

©
| M M CO 1157 IgA+tTG ELISA 96 Tests

DIAGNOSTICS

UTILISATION PREVUE

Test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) pour la détection et la semi-quantification des anticorps IgA
anti-Tissus Transglutaminase dans le sérum humain comme aide pour le diagnostic de la maladie coeliaque.

RESUME ET EXPLICATION

La maladie cceliaque (CD) est une maladie digestive chronique causée par une réaction autoimmune contre
le gluten, une protéine qui se trouve dans le blé. Elle se caractérise par des dommages occasionnés aux
villosités absorptives et par une hyperplasie des cryptes de l'intestin gréle. Les symptébmes comprennent
la diarrhée, une perte de poids et une anémie provoquée par une mauvaise absorption du fer et de I'acide
foligue. Une maladie cceliaque active augmente les risques de malignité gastrointestinale', de stérilité?,
d’ostéoporose et d’épilepsie et d’autres syndromes neurologique*. La maladie cceliaque est traitée par un
régime exempt de gluten.

La maladie est fréquente au sein de la population caucasienne européenne. Dans la mesure ou la maladie est
transmise génétiquement et que la population caucasienne européenne et américaine possede une ascendance
commune, on présume que la prévalence actuelle de la maladie cceliaque aux Etats-Unis est supérieure a celle
qui a été notée par le passé. Des tests sérologiques ont été développés afin de soutenir le dans diagnostic de
la maladie cceliaque (a savoir la méthode ELIA par anticorps anti-endomysial (EMA), anticorps anti-réticuline IFA
and anticorps anti-gliadine). Récemment, Dietrich et al5 ont d identifié I'antigéne associé avec I'antigéne anti-
endomysial comme étant la transglutaminase tissulaire (tTG). Cela a rendu possible la création d’un test de type
ELISA pour les anticorps anti-endomysial qui serait moins subjectif que les méthodes par immunofluorescence
habituelles.

La transglutaminase (EC 2.3.2.13) est une famille différente d’enzymes dépendant du Ca*? présentant des génes,
des structures et des fonctions biologiques distinctes®. Ces enzymes sont omniprésentes et hautement conservées
a travers les especes’. De toutes les transglutaminases humaines, la tTG (transglutaminase tissulaire) est la plus
répandue. Bien qu”étant a l'origine une enzyme intracellulaire, la tTG peut étre sécrétée par des cellules et
peut étre accumulée dans la matrice extracellulaire®. La tTG peut jouer un réle dans la stabilisation de la matrice
extracellulaire, en fonctionnant comme une colle biologique extrémement efficiente. Les auto-anticorps contre la
tTG peuvent interrompre ou perturber son bon fonctionnement, en se traduisant par des altérations histologiques
et pathologiques qui apparaissent dans la maladie cceliaque. Le tTG est une substance d’analyse importante pour
le diagnostic de la maladie cceliaque %°101",

PRINCIPES DE LA METHODE

L'antigéne transglutaminase tissulaire est lié aux puits d’'une plaquette de puits en polystyréne, suivi par un
blocage des sites sans réaction afin de limiter I'agglutination non spécifique. Les régulateurs, les calibreurs er
le sérum dilué du patient sont ajoutés aux puits séparés, en permettant aux anticorps anti-tTG présents de se
lier & 'antigéne immobilisé. L'échantillon non lié est éliminé par lavage et un conjugué d’anticorps a marquage
enzymatique IgA humain est ajouté a chaque puits. Ces anticorps conjugués a une enzyme se lient de maniére
spécifique a I'immunoglobuline humaine de la classe IgA. Aprés élimination par lavage de tout le conjugué non
lié, le substrat spécifique de la phosphatase alcaline (pNPP - paranitrophénylphosphate) est alors ajouté aux
puits. La réaction enzymatique est arrétée et l'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 exprimés en unités
ELISA par millilitre (EU)/ml.
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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 (20-25°C) avant 'usage. Quand elle est
entreposée a 2-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’a la date d’expiration du kit. Reconstituer la
solution de lavage dans 1 litre avec de I'eau distillée ou de I'eau désionisée. Les bandes des microplaques a puits
enduites sont destinées a étre utilisée une fois seulement.

Précautions

Destiné a un usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par '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 I'azide. L'azide de sodium peut étre toxique en cas d’ingestion. En cas
d’ingestion, il faut immédiatement signaler '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 'obtention de résultats valables. Il ne faut pas échanger
les composants de I'équipement avec d’autres provenant d’autres sources si ce n’est ceux qui portent le méme
numeéro de catalogue d’Immco Diagnostics Inc.

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

Matériel fourni
ImmuLisa™ IgA-tTG ELISA 1157

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 96 tests chacun.

12x 8 [ MICROPLATE | TG | Micro-lamelle avec micropuits individuels, revétus dantigéne
tTG.
1x1,5ml [CALIBRATOR]|A] tTG |* Calibreur A (couvercle vert), prét a I'emploi. Contient sérum

humain positif anticorps anti- tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR][B] tTG |* Calibreur B (couvercle violet), prét a I'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti- tTG.

1x1,5ml |CALIBRATOR|C| tTG |* Calibreur C (couvercle bleu), prét a I'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti- tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D] tTG |* Calibreur D (couvercle jaune), prét a 'emploi. Contient serum
humain positif anticorps anti- tTG.

1x1,5ml |[CONTROL [ +] tTG |* Régulateur positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Contient
sérum humain positif anticorps anti- tTG.

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

sérum humain.

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

2Xx

Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

* Contient < 0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

4R EB> =[G}

Numéro de lot

Numeéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation
Pour usage diagnostique In vitro
Fabricant

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

Pipettes en mesure de délivrer de 5 ul a 1000 pl

Bouchons de pipette jetables

Eprouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes de test
Eau distillée ou désionisée

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

Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée
Compte-minutes

Serviettes de papier absorbant

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

PROCEDURE

Notes de procédure

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

Amener tous les réactifs et les échantillons a température ambiante (20-26°C) pendant 30 minutes. Remettre
le sachet dans le réfrigérateur immédiatement apres son utilisation.
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Préparer toutes les dilutions des échantillons de patient avant de commencer le test.

Remettre immédiatement les bandes inutilisées dans le sachet contenant des produits dessicatifs et
sceller avec soin pour limiter le plus possible I'exposition a la vapeur d'eau.

Etape du lavage : Le recours & une bonne technique de lavage s’avére fondamentale. On conseille de
recourir a un dispositif automatique de lavage de la microplaque.

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

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

Procédure d’essai

1.

10.
1.

TOUS LES REACTIFS DOIVENT ETRE AMENES A TEMPERATURE AMBIANTE (20-26°C) AVANT
USAGE.

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

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

DOSAGE QUALITATIF DOSAGE SEMI-QUANTITATIF
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Préparer une dilution 1:51 d’*échantillon de patient en mélangeant 10 pl d’échantillon de patient 0.5 ml de
diluant de sérum.

Ajouter 100 pl de calibreurs, de régulateurs positif et négatif et d’échantillons de patient dilués dans les
micropuits appropriés indiqués dans le dossier du protocole. 3

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. L’absorption de ce puits ne doit pas étre supérieure a 0,3.

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

Etape du lavage : Aspirer soigneusement le contenu de chaque puits. Ajouter 200-300uL de la solution de
lavage reconstituée aux puits et, ensuite, aspirer. Répéter cette séquence trois fois pour un total de quatre
lavages. Renverser la plaque et la tapoter sur un matériau absorbant pour enlever tout le fluide résiduel aprés
le dernier lavage. Ne pas sécher complétement les puits.

Ajouter 1 00pL de conjugué a chaque puits.
Faire incuber les puits pendant 30 minutes.
Etape du lavage : Recommencer I'étape 7.

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

33



FR

12. Incuber pendant 30 minutes (x 5 min) a température ambiante.

13. Ajouter 1 00uL de solution d’arrét a chaque puits. Maintenir la méme séquence et chronométrage pour I'addition
de la solution d’arrét que celle qui fut utilisée pour le substrat d’enzyme. Lire I'absorption (OD) de chacun des
puits a 405nm dans I'’heure qui suit la réaction.

14. Lire I'absorption (OD) de chaque puits a 405nm, 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.

Controle de qualité

Des calibreurs, des regulateurs positif et négatif et un réactif a blanc doivent étre utilisés a chaque essai pour
vérifier 'intégrité et I'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif a blanc doit étre inférieure a 0,3. Le
calibreur A doit présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1 sans quoi le test doit étre
recommencé. Le contréle négatif doit étre inférieur a 20 EU/m. Si le test est effectué en double, il faut prendre la
moyenne des deux lectures pour déterminer la concentration d’anticorps anti-transglutaminase tissulaire humaine.
Quand on procéde a des 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. Nous conseillons de tester les échantillons limites
avec un échantillon frais pris a une date plus tardive pour garantir I'exactitude.

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 de Calibreur D = EU/mI Echantillon de test

Abs. de 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 I'axe des abscisses contre I'absorption sur I'axe des ordonnées et
tracer la courbe meilleure. Déterminer les concentrations des échantillons de patient de la courbe par rapport a sa
valeur d’absorption correspondante.

Anti-tTG IgA Courbe D’'étalonnage

2.0
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1.0

0
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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 patients qui contiennentles niveaux d’anticorps les plus élevés peuvent produire des taux d’absorption
plus élevés que ceux du calibreur A. Pour déterminer des valeurs semi-quantitatives précises, ces échantillons de
sérum doivent étre encore dilués de telle maniére qu’ils s’inscrivent dans la plage de la courbe du calibreur quand on
refait 'essai. Pour la détermination EU/mI, multiplier les unités obtenues par le facteur de dilution.

Interprétation

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

Anti-tTG Valeur Interprétation

<20 EU/ml Neg (-)
20 — 25 EU/mI Indéterminé
>25 EU/ml POS (+)

LIMITES DE LA PROCEDURE

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

VALEURS ATTENDUES

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

Lincidence des anticorps anti-transglutaminase tissulaire a été étudiée par plusieurs chercheurs et les conclusions
sont résumées dans le Tableau 1 du présent document.

Lincidence et les niveaux des anticorps anti-tTG dépendent de I'état de I'alimentation. Les niveaux de ces
anticorps diminuent et deviendront finalement négatif chez les malades avec maladie cceliaque qui suivent un
régime exempt de gluten. De la méme fagon, les niveaux de ces anticorps augmenteront et les anticorps anti-tTG
peuvent devenir positifs quand les malades atteints de maladie cceliaque qui suivaient un régime sans gluten
passent a un régime avec gluten®°.

DONNEES DE RENDEMENT

L'utilité de la méthode ELISA par anticorps anti-tTG IgA ImmulLisa™a été déterminée en comparant les résultats
avec :

a) une autre méthode anti-tTG IgA ELISA disponible dans le commerce.

b) La méthode anticorps anti-endomysial par immunofluorescence ImmuGlo™

Plage normale : Un total de 213 échantillons a été testé. Parmi ceux-ci, 64 étaient des donateurs du sang normaux
et 149, obtenus d’'un laboratoire de référence, étaient testés négatifs pour les anticorps anti-endomysial. De ces

213 échantillons testés pour les anticorps a la tTG, 3 seulement ont été testés comme positifs, en fournissant une
spécificité du test de 99%.

Spécificité et sensibilité comparatives :

A. Anticorps anti-endomysial contre anticorps tTG ELISA IgA ImmuLisa™. Un total de 244 échantillons a été testé
pour les anticorps anti-endomysium en utilisant un kit anticorps anti-endomysial ImmuGlo™ et les résultats des
anticorps anti-endomysial ont été comparés avec la méthode ELISA anti tTGIgA ImmuLisa™. Les résultats figurent
ci-dessous.
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Immco™ anti-tTg IgA

POS (+) NEG(-) TOT (=)

Immco™  POS (+) 86 9 95

EMA NEG (-) 1 148 149
TOT (=) 87 157 244

relative specificity: 96%
relative sensitivity: 91%
relative agreement: 99%

B. ImmuLisa™ anti-tTG ELISA contre une autre méthode ELISA anti-tTG IgA disponible dans le commerce : Un total
de 137 échantillons ont été testés sur le kit ELISA anticorps anti-tTG IgA et d’autres kits anti-tTG IgA disponibles
dans le commerce. Les résultats sont les suivants :

Immco™ anti-tTg IgA
POS (+) NEG () TOT (=)

Autre  POS (+) 77 5 82
ELISA  NEG () 1 54 55
TOT (=) 78 59 137

relative specificity: 95%
relative sensitivity: 91%
relative agreement: 98%

C. Réactivité croisée : Un total de 30 échantillons, 10 entre eux étant positifs aux anticorps antinucléaires, anti-
membrane basale (BMZ) et anti-intercellulaire (IC) ont été testés pour les anticorps anti-tTG IgA. Aucun n’a été
trouvé positif.

Précision :

Des échantillons avec des concentrations connues d’anti-tTG IgA ont été analysés dans 10 mesures sur une
période de deux semaines. Les coefficients de variation Intra - et inter-essai (CV) étaient les suivants :

Intra-plaque Inter-plaque

Anti-tTG IgA cv cv
1. 186 EU/mI 5,3% 4,9%
2. 118 EU/ml 2,3% 4,9%
3. 51 EU/mI 9,2% 7,4%

Récupération :

Des échantillons avec des concentrations connues anti-tTG IgA ont été mélangés avec des dilutions appropriées
d’un autre échantillon avec des quantités connues d’anti-tTG IgA. Les niveaux des anticorps anti-tTG IgA des
échantillons mélangés ont été déterminés et on a calculé le pourcentage de récupération a partir des valeurs
obtenues. Les résultats sont les suivants :

EU/mI EU/mI % Recove
supplémentaire obtenu ? y
162 107%
2. 126 140 111%
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Anticorpi Anti-transglutaminasi Tissutale Guinea Pig (tTG) IgA ELISA

‘
‘ INSERTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1157 (Cavia porcellus) tTG- IgA ELISA 96 Determinazioni

DIAGNOSTICS

FINALITA D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la ricerca e la semiquantificazione di anticorpi anti-transglutaminasi tissutale
Cavia porcellus di classe IgA nel siero come strumento utile per la diagnosi della malattia celiaca.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

La malattia celiaca (MC) & un disturbo digestivo cronico, causato da una reazione autoimmune al glutine, una
proteina presente nel grano, che provoca danni alle strutture deputate all’assorbimento (villi intestinali) e iperplasia
delle cripte dell'intestino tenue. | sintomi includono diarrea, perdita di peso e anemia da malassorbimento di ferro
e di acido folico. La MC attiva aumenta il rischio di carcinogenicita gastrointestinale', infertilita?, osteoporosi e
epilessia e di altre sindromi neurologiche*. La malattia celiaca viene trattata con una dieta priva di glutine.

La celiachia € comune nella popolazione caucasica europea. Dato che la malattia ha una mediazione genetica
e che le popolazioni caucasiche Europea e Americana condividono una comune discendenza, si sospetta che
la reale prevalenza della celiachia negli Stati Uniti sia superiore rispetto a quella riportata in passato. Sono stati
sviluppati test sierologici di aiuto nella diagnosi della malattia celiaca (test per gli anticorpi anti-endomisio (EMA),
IFA per gli anticorpi anti-reticolina e ELISA per gli anticorpi anti-gliadina). Recentemente, Dietrich et al® hanno
identificato che I'antigene associato con 'lEMA ¢ la transglutaminasi (tTG). Cid ha reso possibile lo sviluppo di un
test ELISA per gli anticorpi EMA che € meno soggettivo dei tipici metodi in immunofluorescenza.

Le transglutaminasi (EC 2.3.2.13) sono una variegata famiglia di enzimi Ca*2 dipendenti con geni, strutture e
funzioni biologiche distinti®. Questi enzimi sono molto diffusi e altamente preservati attraverso le specie’. Delle
transglutaminasi umane, la tTG ha un’ampia distribuzione. Malgrado si tratti primariamente di un enzima
intracellulare, la tTG puo essere secreta dalle cellule e puoé accumularsi nella matrice extracellulare®. La tTG puo
ricoprire il ruolo di stabilizzante della matrice extracellulare, agendo da collante biologico altamente efficiente.
Gli anticorpi anti-tTG possono distruggere la transglutaminasi o interferire con il suo normale funzionamento,
provocando i cambiamenti istologici e patologici caratteristici della MC. La tTG € pertanto un importante analita
per la diagnosi della celiachia®®1",

PRINCIPI DELLE METODICHE

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

REAGENTI
Conservazione e preparazione

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

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1
e 2 e HTLV-I e sono risultati negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia, i derivati del sangue umano e i campioni
del paziente devono essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la
conservazione, la dispensazione e lo smaltimento di questi materiali'2.

ATTENZIONE - L’azide sodica (NaN,) puo reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare I'accumulo
di azide. L'azide sodica pu0 essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente I'incidente al
direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati & indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in
questo foglio illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materialiImmco Diagnostics
Inc. aventi lo stesso numero di catalogo.

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

Materiali forniti
tTG-IgA ELISA ImmuLisa™ 1157

Il kit contiene reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni

12x8 [ MICROPLATE | tTG | Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
tTG.

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

1x1,5ml |CALIBRATOR|B| tTG |* Calibratore B (tappo viola) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C] tTG |* Calibratore C (tappo blu) pronto all’'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-tTG.

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

1x1,5ml [CONTROL|[+] tTG |* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto alluso. Contiene siero
umano positivo per tTG.

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

1x12 ml mA-CONJ [ ALKPHOS |* Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgA umano pronto all’uso; di colore
rosa.

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

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrato Enzimatico pronto all’'uso. Contiene pNPP.
Proteggere dalla luce.

1x12ml | sTOP Soluzione di Stop pronta all'uso.

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

* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:

Numero di lotto
Numero catalogo
% Scadenza
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X Temperatura di conservazione

& Leggere le istruzioni per 'uso
Uso diagnostico in vitro

d Produttore
W Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

* Pipette con capacita di dispensazione da 5 pyl a 1000 pl

«  Puntali monouso delle pipette

e Provette per analisi 12 x 75 mm pulite e rack per provette
* Acqua distillata o deionizzata

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

* Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito.

e Timer

« Carta assorbente

* Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 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.

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

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

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

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

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

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

Metodo del test

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

2. Etichettare il foglio protocollo per indicare la posizione del campione nella micropiastra. E’ buona prassi di
laboratorio eseguire il test in duplicato.
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3.

10.
1.
12.
13.

14.

Determinazione qualitativa: usare unicamente il Calibratore D.
Determinazione semiquantitativa: usare i Calibratori da A a D pronti all’'uso, come illustrato nell’esempio di
disposizione riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA

TOTMMOOm>

SIO0E
96OC
EE0OC
®®OC
E®&OC
@&OC
EOOC
2€30C

IGMMOOw>»

SO0
©EOC
@6OC
@EOC
©OC
@OC
®@®OC

©®OC

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

Aggiungere 100 pl di Calibratori, di Controlli Positivi e Negativi e di campioni del paziente diluiti nei pozzetti
appropriati come indicato sul foglio protocollo. 3

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

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

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

Aggiungere 100 pL di Coniugato in ogni pozzetto.

Incubare i pozzetti per 30 minuti.

Fase di lavaggio: Ripetere la procedura 7.

Aggiungere 100 pL di Substrato Enzimatico in ogni pozzetto.
Incubare i vetrini per 30 minuti a temperatura ambiente.

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

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

Controllo di Qualita

In ciascun test devono essere utilizzati calibratori, controllo positivo, controllo negativo e un bianco allo scopo di
verificare l'integrita e I'accuratezza del test. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Il calibratore
A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1, altrimenti € necessario ripetere il test. Il controllo
negativo deve essere inferiore <20 EU/mI. Se il test viene eseguito in duplicato, prendere la media delle due
letture per determinare la concentrazione degli anticorpi anti-hu tTG. Se si eseguono le determinazioni qualitative,
I'assorbanza del calibratore D deve essere maggiore di quella del controllo negativo e minore di quella del controllo
positivo. Nelle determinazioni semiquantitative il controllo positivo deve dare valori che rientrano nell'intervallo
indicato sul flacone. Si raccomanda che i campioni borderline vengano testati con un campione fresco prelevato
ad una data successiva per assicurare I'accuratezza.
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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/mI 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.

Curva Standard Anti-tTG IgA

2.0

O.D. @ 4U5/b3unm

1.0

V]

| ! | I I I I
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Calibratori EU/ml
Calibratore

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

Interpretazione

Le informazioni che seguono servono unicamente da guida nell’interpretazione dei risultati di laboratorio. Ciascun
laboratorio deve stabilire i propri valori normali.

Valore Anti-tTG Interpretazione

<20 EU/ml Neg (-)
20 - 25 EU/mlI Borderline
>25 EU/mlI Pos (+)

LIMITAZIONI DEL TEST

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

| valori attesi in una popolazione normale sono negativi (<20 EU/ml per adulti e bambini). Tuttavia, € stato
determinato che alcuni individui apparentemente sani e asintomatici possono risultare positivi agli anticorpi anti-
tTG di classe IgA.

Lincidenza degli anticorpi anti-tTG e stata studiata da molti autori e i risultati sono riassunti nella tabella 1 a
pagina 42.

Lincidenza e i livelli degli anticorpi anti-tTG dipendono dallo stato della dieta. | livelli di questi anticorpi diminuiscono
fino a diventare negativi in pazienti celiaci che si sottopongono a una dieta priva di glutine. Similmente, i livelli di
questi anticorpi aumentano o i valori diventano positivi quando i pazienti celiaci in regime di dieta priva di glutine
ingeriscono alimenti contenenti glutine®1°,

CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE

L'utilita del Test per gli Anticorpi Anti-tTG IgA (ELISA) ImmulLisa™ stata determinata confrontando i risultati con:

a) Un altro metodo anti-tTG IgA ELISA disponibile in commercio e

b) il metodo in immunofluorescenza per gli anticorpi anti-endomisio ImmuGlo™.

Intervallo normale: Sono stati testati complessivamente 213 campioni. Di questi, 64 provenivano da donatori
normali e 149, ottenuti da un laboratorio di riferimento, risultavano negativi agli anticorpi anti-endomisio. Dei 213
campioni analizzati per gli anticorpi anti-tTG, solo 3 erano positivi, fornendo una specificita del 99% per I'analisi.

Comparabilita, Specificita e Sensibilita

A. Anticorpi anti-endomisio rispetto a Anticorpi tTG IgA ELISA ImmuLisa™: Sono stati analizzati complessivamente
244 campioni per gli anticorpi anti-endmisio usando il kit per gli anticorpi anti-endomisio ImmuGlo™ e i risultati sono
stati comparati con il metodo anti-tTG IgA ELISA ImmuLisa™. | risultati ottenuti sono elencati sotto:

Anti-tTg IgA Immco™
POS (+) NEG (-) TOT (=)

Immco™  POS (+) 86 9 95
EMA NEG (-) 1 148 149
TOT (=) 87 157 244

Specificita: 96%
Sensibilita: 91%
Concordanza: 99%

B. Anti-tTG ELISA ImmulLisa™ rispetto a un altro metodo disponibile in commercio anti-tTG IgA ELISA: Sono stati
testati complessivamente 137 campioni di siero con il kit per gli anticorpi anti-tTG IgA ImmuLisa™ e con un altro kit
anti-tTG IgA disponibile in commercio. | risultati ottenuti sono i seguenti:

Anti-tTg IgA Immco™
POS (+) NEG () TOT (=)

Altro POS (+) 77 5 82
ELISA NEG (-) 1 54 55
TOT (=) 78 59 137

Specificita: 95%

Sensibilita: 91%

Concordanza: 98%
C. Reattivita incrociata: Sono stati testati per gli anticorpi anti-tTG IgA complessivamente 30 campioni: 10 positivi
per anticorpi anti-nucleari, 10 positivi per gli anticorpi anti-zona della membrana basale (BMZ) e 10 per gli anticorpi
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anti-intercellulari. Nessuno é risultato positivo.
Precisione:

Campioni con concentrazioni note di anti-tTG IgA sono stati analizzati in 10 replicati nell’arco di un periodo di due
settimane. Il coefficiente di variazione (CV) all’interno di uno stesso saggio e tra un saggio e l'altro € il seguente:

Valore Anti-tTG IgA Intra-piastra Inter-piastra

cv cv
1. 186 EU/mI 5,3% 4,9%
2. 118 EU/mI 2,3% 4,9%
3.51 EU/mI 9,2% 7,4%

Recupero:

I campioni con concentrazioni note di anticorpi anti-tTG IgA sono stati miscelati con diluizioni appropriate di un
altro campione positivo con quantitativo noto di anticorpi anti-tTG IgA. | livelli di anticorpi anti-tTG IgA dei campioni
miscelati sono stati determinati e dai valori ottenuti & stata calcolata la percentuale di recupero. | risultati sono i
seguenti:

EU/ml addizionato EU/ml ottenuto % Recupero
1. 151 162 107%
2. 126 140 111%
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ELISA para Anticorpos IgA Anti-Transglutaminase Tissular (tTG)

‘
‘ FOLHETO DO PRODUTO

©
| M M CO 1157 ELISA para Anticorpos IgA Anti-tTG 96 Determinagbes
DIAGNOSTICS

APLICAGAO

E um exame de imunoabsorgédo enzimatica (ELISA) para a detecgdo e semiquantificagdo de anticorpos IgA anti-
Transglutaminase tissular no soro humano para auxiliar o diagnostico de doenga celiaca.

RESUMO E EXPLICAGAO

A doenca celiaca (DC) € uma patologia digestiva crénica provocada por uma reacgao auto-imune ao gluten, uma
proteina presente no trigo. E caracterizada por lesées nas vilosidades responséaveis pela absorcéo e hiperplasia
das criptas no intestino delgado. Os sintomas incluem diarreia, perda de peso e anemia devido a deficiéncia
de absorcado de ferro e acido félico. A DC activa incrementa o risco de doengas gastrointestinais malignas’,
infertilidade?, osteoporose?® e epilepsia bem como outras sindromas neurolégicas *. A Doenga Celiaca é tratada
com um dieta isenta de gluten.

A DC é comum na populagdo caucasiana Europeia. Como a doenga € induzida geneticamente e as
populagdes caucasianas Europeia e Americana tém uma ascendéncia comum, suspeita-se que a
prevaléncia real da DC nos Estados Unidos seja superior a registada no passado. Testes serolégicos foram
desenvolvidos para auxiliar o diagnostico da DC (por ex.: anticorpos anti-endomisiais (EMA), IFA para
anticorpos anti-reticulina e ELISA para anticorpos anti-gliadina ELISA). Recentemente, Dietrich et al.’5
identificaram o antigénio associado ao antigénio EMA como sendo transglutaminase tissular (tTG). Isso
permitiu desenvolver um teste ELISA para anticorpos EMA que seria menos subjectivo do que os métodos
tipicos de imunofluorescéncia.

As Transglutaminases (EC 2.3.2.13) sdo uma familia diversificada de enzimas dependentes de Ca*?> com
genes, estruturas e funcdes bioldgicas distintas®. Estas enzimas s&o ubiquitarias e altamente conservadas
entre as espécies’. De todas as transglutaminases humanas, a tTG é a mais amplamente distribuida. Embora
seja principalmente uma enzima intracelular, a tTG pode ser segregada pelas células e acumulada na matriz
extracelular®. A tTG podera ter um papel na estabilizagdo da matriz extracelular, funcionando como um
colante biologico altamente eficiente. Os auto-anticorpos contra a tTG podem perturbar ou interferir com o seu
funcionamento normal, o que provoca as alteragdes histologicas e patologicas que se apresentam na DC. AtTG
€ um componente importante para o diagnéstico da DC 59101,

PRINCIiPIOS DO PROCEDIMENTO

O antigénio Transglutaminase do Tecido liga-se aos pog¢os de uma placa de micropogos em polistireno seguida
pelo bloqueio dos locais ndo reactivos que ndo reagiram para reduzir a ligagdo n&o especifica. Os controlos,
calibradores e soro diluido do doente sdo deitados em pogos separados, permitindo assim que todos os
anticorpos anti-tTG presentes possam ligar-se ao antigénio imobilizado. A amostra que néo se tiver ligado sera
eliminada por lavagem e sera deitado um conjugado de IgA anti-humana marcado com enzima em cada pogo.
Estes anticorpos conjugados com enzima ligam-se especificamente a imunoglobulina humana da classe IgA.
Depois de ter eliminado por lavagem o conjugado que ndo se tiver ligado, adiciona-se um substrato enzimatico
especifico (pNPP) aos pogos. Depois de ter interrompido a reac¢do enzimatica, a intensidade da cor altera-se, a
qual é proporcional a concentragao de anticorpos, e é lida por um espectrofotometro a 405 nm. Os resultados sdo
apresentados em unidades ELISA por mililitro (UE/ml).

REAGENTES
Conservacao e Preparagao

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nao congele. NZo utilize o reagente se nado estiver limpido ou se
apresentar precipitacdo. Os reagentes devem estar todos a temperatura ambiente (20-25 °C) no momento da
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utilizagdo. Quando é conservado entre 2 e 8 °C, o tamp&o de lavagem reconstituido permanece estavel até a
data de validade indicada no kit. Reconstitua o tampéao de lavagem em 1 litro de agua destilada ou desionizada.
As tiras de micropogos revestidas s6 devem ser utilizadas uma vez.

Precaugoées

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

AVISO: A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizagbes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas
altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar a formacéo
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 instrugoes devem ser seguidas exactamente como estdo indicadas no folheto do kit para assegurar
resultados validos. Nao misture componentes do kit com componentes de outras origens que ndo sejam do
mesmo numero de catalogo da Immco Diagnostics Inc.

Respeite as técnicas laboratoriais em vigor para reduzir a possibilidade de contaminagédo microbiana e quimica.
N&o use apos a data de validade indicada no rétulo.

Materiais fornecidos
ELISA para Anticorpos IgA Anti-tTG ImmuLisa™ 1157

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinacdes.

12x8 | MICROPLATE | tTG | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio tTG.

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

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

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

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

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

1x1,5ml | CONTROL . * Controlo negativo pronto a usar (fampa branca). Contém soro

humano.

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

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

1x12 ml * Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
luz.
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1x12ml STOP Solugao de paragem pronta a usar.
2 x Tampao de lavagem em po6. Reconstituir cada unidade em um
litro.

* Contém < 0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos rétulos:
Numero de lote

Numero de catélogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizacao
Utilizagdo em diagnéstico in vitro

Fabricante

4R [FB =~ [

Numero de testes

Materiais necessarios mas nao fornecidos
* Pipetas para 5 a 1000 pl

* Pontas de pipetas descartaveis

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

Agua destilada ou desionizada

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

* Frasco de esguicho para o tampéao de lavagem diluido

e Temporizador

* Papel absorvente

* Lavador automatico de microplacas com capacidade de distribuicdo 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 rendimento do teste e portanto ndo deverao ser utilizadas.
Conserve as amostras de 2 a 8 °C e por ndo mais de uma semana. Para conservar as amostras de soro por mais
tempo sera necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos.

MODO DE PROCEDER
Notas sobre o modo de proceder
» Leia atentamente estas instrugdes antes de iniciar o teste.

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

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

* Guarde imediatamente as tiras ndo usadas no pacote com dessecantes e fechar bem para reduzir a
exposicdo a vapor de agua.
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Passo de lavagem: E imprescindivel uma boa técnica. Aconselha-se um lavador automatico de
microplacas.

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

Os tempos sao muito importantes. Os periodos de incubacao iniciam apds a distribuicdo dos reagentes.

Método de teste

1.

10.
11.
12.
13.

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

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

Determinagao qualitativa: use apenas o Calibrador D. Determinagao semiquantitativa: use os Calibradores
A - D como ilustrado no exemplo abaixo.

DETERMINAGAO QUALITATIVA DETERMINAGAO SEMIQUANTITATIVA

SIO0E SO0E
96OC ©9E&0OC
@E0OC @60OC
P®OC @&OC
E&OC ©OC
©@OC
®@®QOC
Oee ©®OC

IOTMMOO >
IOTMMOO >

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

Junte 100 pl de Calibradores, Controlos Positivo e Negativo e amostras do doente diluidas aos respectivos
micropogos indicados na folha de protocolo 3

Nota: Inclua um pogo com 100 ul de Diluente do Soro como branco de reagente. Ponha o leitor ELISA a zeros
em relagdo ao branco de reagente. A absorvancia deste pogo ndo deve ser superior a 0,3.

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

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

Junte 100 pl de Conjugado a cada pogo.

Incube os pogos por 30 minutos.

Passo de lavagem: Repita o passo 7.

Junte 100 pl de Substrato enzimatico a cada pogo.
Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.

Adicione 100 pl de Solugdo de Paragem a cada pogo. Mantenha a mesma sequéncia e tempos da Solugédo
de Paragem como efectuado para o Substrato Enzimatico. Leia a absorvancia (OD) de cada pogo a 405 nm
no prazo de uma hora da interrupgao da reaccao.
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14. Leia a absorvancia (OD) de cada pogo a 405 nm usando um leitor de comprimento de onda simples ou duplo
em relag&o ao branco de reagente definido em absorvéancia zero.

Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o branco de reagente devem ser ensaiados em cada teste
para verificar a integridade e a precisdo do teste. A leitura da absorvancia do branco de reagente devera ser
< 0,3. O Calibrador A devera ter uma leitura de absorvancia néo inferior a 1, caso contrario o teste devera ser
repetido. O controlo negativo deve ser < 20 UE/ml. Se o teste for executado em duplicado, faga a média das
duas leituras para determinar a concentragéo de anticorpos anti-hu tTG. Quando se efectuam determinagdes
qualitativas, a densidade 6ptica do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior a do controlo
positivo. Para determinagbes semiquantitativas, o controlo positivo deve dar valores dentro do intervalo indicado
na ampola. Aconselhamos efectuar um teste das amostras que estiverem nos limites de leitura com amostras
frescas recolhidas numa data posterior para assegurar a preciséo.

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 de Calibrador D = UE/mlI

Abs. da Amostra de Teste do Calibrador D
2. DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

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

Anti-tTG IgA Curva Padrao

20 ]

O.D. @ 4Ud/b3unm

1.0

0 T 1

| | | |
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Calibradores EU/ml

Calibrador

Os calibradores sdo 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 absorvancia superiores aos do
Calibrador A. Para determinar valores semiquantitativos com preciséo, essas amostras devem ser mais diluidas
de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando sdo novamente testadas. Para a determinacao
de UE/ml, multiplique as unidades obtidas pelo factor de solugéo.
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Interpretacao

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

Anti-tTG Valor Interpretagao

<20 UE/mI Neg (-)
20 — 25 EU/mI Indeterminado
>25 UE/ml Pos (+)

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O teste para IgA anti-tTG ImmuLisa™ nao deve ser efectuado em amostras muito hemolisadas, contaminadas com
micrébios ou lipémicas. Este método sé deve ser utilizado para testar amostras de soro humano. Os resultados
obtidos servem apenas como auxilio no diagnéstico e ndo devem ser interpretados como um verdadeiro
diagnostico. Em doentes com DC com deficiéncia de IgA o anti-tTG devera ser negativo.

VALORES PREVISTOS

Os valores previstos numa populagdo normal sdo negativos (< 20 UE/ml nos adultos e criangas). Todavia, foi
determinado que alguns individuos assintomaticos, aparentemente saudaveis podem dar resultados positivos
aos anticorpos IgA anti-tTG.

A incidéncia de anticorpos anti-tTG foi estudada pelos diversos investigadores e as suas descobertas foram
resumidas na Tabela 1 na pagina 42.

A incidéncia e os niveis de anticorpos anti-tTG dependem do estado da dieta. Os niveis destes anticorpos
diminuem e possivelmente tornam-se negativos em doentes com DC mas que estdo a seguir uma dieta sem
gluten. Do mesmo modo, os niveis destes anticorpos ou dos anticorpos anti-tTG poder&o tornar-se positivos
quando os doentes com DC que estdo a seguir uma dieta sem gluten, ingerem alimentos com gluten® °.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade do ELISA para Anticorpos IgA Anti-hu tTG ImmuLisa™ foi determinada comparando os resultados
com:

a) outro método ELISA para IgA anti-tTG obtido no comércio e
b) método de imunoflorescéncia de anticorpos anti-endomisiais ImmuGlo™.

Intervalo normal: Foi testado um total de 213 amostras. Dessas, 64 provinham de dadores de sangue normais e
149, obtidas num laboratorio de referéncia, deram resultado negativo a anticorpos endomisial. Dessas 213 amostras
testadas a anticorpos a tTG, apenas 3 deram resultado positivo, dando 99% de especificidade ao teste.

Especificidade e sensibilidade comparativas

A. Anticorpos Endomisial contra ELISA para Anticorpos IgA anti-tTG ImmuLisa™: Foi testado um total de 244
amostras para anticorpos contra o endomisio usando um kit para anticorpos anti-endomisiais ImmuGlo™ e os
resultados de anticorpos anti-endomisiais foram comparados com o método ELISA para IgA anti-tTG ImmuLisa™.
Os resultados estao abaixo resumidos:

IgA anti-tTg Immco™
POS (+) NEG (-) TOT (=)

Immco™ POS (+) 86 9 95
EMA NEG (-) 1 148 149
TOT (=) 87 157 244

especificidade relativa: 96%
sensibilidade relativa: 91%
concordancia relativa: 99%
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B. ELISA para Anticorpos Anti-tTG ImmuLisa™ contra outro método ELISA IgA Anti-tTG comercial: Foi testado um
total de 137 amostras com um kit para anticorpos IgA anti-tTG ImmuLisa™ e com outros kits para IgA anti-tTG
obtidos no comércio. Os resultados foram os seguintes:

IgA anti-tTg Immco™
POS(+) NEG(-) TOT (=)

o POS (+) 77 5 82
Et'lt; NEG (-) 1 54 55
TOT (=) 78 59 137

especificidade relativa: 95%
sensibilidade relativa: 91%
concordancia relativa: 98%

C. Reactividade cruzada: Foi testado um total de 30 amostras, 10 de cada positivas a anticorpos antinucleares,
anti-zona membrana basal (BMZ) e anti-intercelular (IC), para anticorpos IgA anti-tTG. Nenhuma deu resultado
positivo.

Precisao:

As amostras com concentragbes conhecidas de IgA anti-tTG foram testadas em 10 repeticbes durante duas
semanas. O coeficiente de variagédo (CV) intra- e inter-testes foi o seguinte:

. Intra-Placa Inter-Placa
IgA Anti-tTG cV cv
1. 186 EU/mI 5,3% 4,9%
2. 118 EU/mI 2,3% 4,9%
3. 51 EU/mI 9,2% 7,4%

Recuperagao:

As amostras com concentragdes conhecidas de IgA anti-tTG foram misturadas com diluigbes apropriadas de
outra amostra positiva com quantidades conhecidas de IgA anti-tTG. Os niveis de anticorpos IgA Anti-tTG das
amostras misturadas foram determinados e dos valores obtidos foi calculada a percentagem de recuperagéo. Os
resultados s&o os seguintes:

UE/ml UE/ml % Recuperacao
adicionado obtido o perag
1. 151 162 107%
2. 126 140 111%
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Table 1: Anti-tTG Incidence: GSE

Disease/Research Disease Control
(Sensitivity) (Specificity)

Celiac Disease 104/106 (98%) 6/14 (96%)

Dietrich W et al'® 129/136 (95%)  13/207 (94%)

Sulkanen S et al®

Dermatitis Herpetiformis ~ 43/61 (70%) 2/84 (98%)
Dietrich W et al™

Table 2: CD Diagnosis Algorithm

EMA ARA AGA anti-tTG Interpretation
IgG IgA

+ + + + + Positive
+ + - + + Positive
+ + - - + Positive
+ - + + + Positive
+ - - - + CD - probable
- + + + + CD - probable
- - + + + CD - possible
- - + - - CD — unlikely
- - - + - CD — unlikely
- - - - - Negative

Figure 1: Laboratory Testing Algorithm

IgA anti4TG
Gliadin (AGA)

Excludes CD Active CD

Confirm with
biopsy
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Table 3: Incidence of Anti-tTG IgA Autoantibodies

Disease Group No. of Cases  # Pos % Pos
Celiac Disease (CD)

Gluten Diet (untreated) 43 39 91
Gluten free diet 63 13 21
Dermatitis Herpetiformis (DH) 66 45 68
Insulin Dependent Diabetes 136 18 13
Other Disorders

Pemphigus 72 1 2
Pemphigoid 70 7 10
Thyroid Disorders 80 1 1
ANA Positive 51 0 0
AMA Positive 10 0 0
Normals

Adults 91 3 5
Children 111 5 5

Figure 2: Distribution of Anti-tTG IgA in Celiacs, Normals and Controls
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For technical assistance please contact:
IMMCO Diagnostics, Inc.
60 Pineview Drive

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

: Fax: (716) 691-0466

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

e

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

Molenstraat 15, 2513 BH, The Hague,

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