**immco
ImmuLisa™

Celiac tTG
rHuman Tissue Transglutaminase Antibody ELISA

For in vitro diagnostic use
PRODUCT INSERT

REF| 5144A Celiac tTG IgA ELISA 96 Determinations
REF| 5144G Celiac tTG IgG ELISA 96 Determinations

INTENDED USE

Enzyme linked immunoassays (ELISA) for the qualitative and semi-quantitative
detection of anti-human Tissue Transglutaminase IgA or IgG antibodies in human
serum to aid in the diagnosis of gluten sensitive enteropathy / celiac disease
(CD) in conjunction with other laboratory and clinical findings.

SUMMARY AND EXPLANATION

Celiac Disease (CD) is an autoimmune gastrointestinal disorder that may occur
in genetically susceptible individuals triggered by the ingestion of gluten-
containing grains such as wheat, barley and rye. The classical symptoms of CD
include diarrhea, weight loss and malnutrition. Only a small percentage of
patients with CD presents with classical symptoms. Consequently, the clinical
spectrum of CD has grown much broader than in the past to include patients that
do not present with classical symptoms. It is not uncommon for the initial
symptoms to be non-gastrointestinal or for gastrointestinal symptoms, if present,
to be mild or intermittent. The need to examine a wider range of clinical
presentation has led to greater numbers of individuals diagnosed with CD later in
life than ever before. Adults may present with iron deficiency, macrocytic anemia
and hypocalcaemia.

Studies have found the prevalence of CD to be highly variable. If clinical criteria
alone are used in determining prevalence, the incidence of CD is much lower as
compared with incidence established by serological methods.* Usmg serological
methods, recent studies indicate the incidence of CD in the general population to
be between one in 100 and one in 500.

Failure to diagnose CD early on may predispose an |nd|V|duaI to long-term
complications such as splenic atrophy and intestinal Iymphoma A gluten-free
diet (GFD) normalizes the mucosa and helps reduce the malignant potential.

Histological examination of the small intestinal biopsy remains the gold standard
for diagnosing CD, but it has its own limitations. These include some patients
with latent or even active CD that may have normal hlstopathology

The revised European Society of Paediatric Gastroenterology and Nutrition
(ESPGHAN) criteria |nclude only a single biopsy with clear-cut remission of
clinical symptoms on GFD.® Positive serology at the time of diagnosis with
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disappearance on GFD contributes to the diagnosis. The various serological
tests employed in the work-up of patients suspected to have CD include gliadin
(AGA), endomysial (EMA), and tissue transglutaminase (tTG) antibody tests.
Antibodies to gliadin and tTG are detected by ELISA, whereas EMA are detected
by indirect immunofluorescence. EMA are very specific indicators of CD.
However, the EMA test is an immunohistochemical method that requires
experience in reading immunofluorescence reactions.’

Since identification of tTG as the endomysial antigen, ELISA methods have been
described for detecting antibodies in the sera of patients with CD. The advantage
of the anti-tTG antibody assay is that it is automatable and less subjective than
EMA. For this reason, many laboratories have opted to use the tTG antibody
method as the screening method. ImmuLisa™ Celiac tTG is a unique
immunoassay utilizing special chemistry of detecting antibodies to tTG with great
degree of specificity and sensitivity and minimizes non-specific antibody
detection in other disease controls as has been reported in some other tTG
immunoassays. &

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The test is performed as a solid phase immunoassay. Microwells are coated with
recombinant human Tissue Transglutaminase antigen followed by a blocking
step to reduce non-specific binding during the assay run. Controls, calibrators
and patient sera are incubated in the antigen coated wells to allow specific
antibodies present in the serum to bind to the tTG antigen. Unbound antibodies
and other serum proteins are removed by washing the microwells. Bound
antibodies are detected by adding an enzyme labeled anti-human IgA or IgG
conjugate to the microwells. Unbound conjugate is removed by washing. Specific
enzyme substrate (TMB) is then added to the wells and the presence of
antibodies is detected by a color change produced by the conversion of TMB
substrate to a colored reaction product. The reaction is stopped and the intensity
of the color change, which is proportional to the concentration of antibody, is read
by a spectrophotometer at 450 nm. Results are expressed in ELISA units per
milliliter (EU/ml) and reported as positive or negative.

REAGENTS

Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. Reagents are stable until the
expiration date when stored and handled as directed.

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.

Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized water. When
stored at 2-8°C, the reconstituted wash buffer is stable until the kit expiration
date.

Coated microwell strips are for one time use only. Unused microwell strips should
be carefully resealed in the pouch containing desiccants to prevent condensation
and stored at 2-8°C.



Precautions

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 %ood laboratory practices in storing, dispensing and disposing

of these materials.”

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to
ensure valid results. Do not interchange kit components with those from other
sources. Follow good laboratory practices to minimize microbial and cross
contamination of reagents when handling. Do not use kit components beyond

expiration date on the labels.

Materials provided

ImmuLisa™ Celiac tTG IgA ELISA
ImmuLisa™ Celiac tTG IgG ELISA

REF| 5144A
REF| 5144G

Kits contains sufficient reagents to perform 96 determinations.

12x 8 [MICROPLATE|CtTG]

1x1.75ml  [CONTROL[+|CITG-A|

1x1.75ml  [CONTROL[+CtTG-G]

1x1.75ml  [CONTROL[]

5x1.75ml  [CALIBRATORJAJCITG-A|
[CALIBRATOR[B|CtTG-A]
[CALIBRATORICICITG-A]
[CALIBRATOR|D|CtTG-A]
[CALIBRATORJE]CtTG-A]

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[CITG-G]
[CALIBRATORJB|CITG-G]
[CALIBRATORIC[CITG-G|
[CALIBRATOR|DICtTG-G]
[CALIBRATORJE]CITG-G]

1x15ml IgA-CONJ[HRP

1x 15 ml IgG-CONJ

1x 60 ml

Microplate with individual breakaway microwells.
Coated with recombinant human tTG. Ready for
use.

Ready to use Positive Control (red cap) for
5144A. Contains human serum positive for tTG
IgA antibodies. The expected concentration range
in EU/ml is printed on the label.

Ready to use Positive Control (red cap) for
5144G. Contains human serum positive for tTG
IgG antibodies. The expected concentration range
in EU/ml is printed on the label.

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

Ready to use set of 5 Calibrators for
5144A. Calibrator A (green cap) 160 EU/mI,
Calibrator B (violet cap) 80 EU/ml, Calibrator C
(blue cap) 40 EU/mI, Calibrator D (yellow cap) 20
EU/mI, and Calibrator E (orange cap) 1 EU/mI.
Derived from human serum containing tTG IgA
antibodies. Concentrations in EU/ml are printed on
the labels.

Ready to use set of 5 Calibrators for
5144G. Calibrator A (green cap) 320 EU/mI,
Calibrator B (violet cap) 80 EU/mI, Calibrator C
(blue cap) 40 EU/mI, Calibrator D (yellow cap) 20
EU/mI, and Calibrator E (orange cap) 1 EU/mI.
Derived from human serum containing tTG 1gG
antibodies. Concentrations in EU/mI are printed on
the labels.

HRP goat anti-human IgA Conjugate for
5144A. Ready for use. Color coded pink.

HRP goat anti-human IgG Conjugate for
5144G. Ready for use. Color coded pink.

Serum Diluent. Ready for use. Color coded purple.



1x15ml SUBSTRATE|TMB TMB enzyme substrate. Ready for use. Protect

from light.

1x15ml STOP|H2S04 Stop Solution. Ready for use.

2 x vials BUF|WASH Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter
each.

1x Protocol Sheets

Optional Components

1 x 60ml BUF|WASH Liquid concentrated Wash Buffer. Reconstitute to
one liter.

Symbols used on labels

Lot number

Catalog number

In vitro diagnostic use

Use by

Storage temperature

Read instructions before use

Number of tests

E<b~wFffF

Manufacturer

Materials Required But Not Provided

Deionized or distilled water

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

+ Disposable pipette tips

Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack

 Timer

*  Absorbent paper towels

«  Microplate reader capable of reading absorbance values at 450 nm. If dual
wavelength microplate reader is available, the reference filter should be set
at 600-650 nm

+  Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

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



PROCEDURE

Procedural Notes

Carefully read the product insert before starting the assay.

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

Let patient specimens and test reagents equilibrate to room temperature
before starting with the test procedure. It is suggested that reagents be left
on the bench out of the box for 30 minutes prior to use. Return all unused
specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

Remove required microwell strips from the pouch and carefully reseal the
pouch to prevent condensation in the unused wells. Return pouch
immediately to refrigerator.

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

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

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

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

Test Method

Step 1 Let all reagents and specimens equilibrate to room temperature.
Step 2 Label protocol sheet to indicate sample placement in the wells. It is

good laboratory practice to run samples in duplicate.

Step 3  For a qualitative determination use Calibrator D (vial with yellow cap)

only.
or

For a semi-quantitative determination use Calibrators A through E
as depicted in the sample layout below.

Qualitative Semi-Quantitative
A Blank S5 Etc. A Blank S1 Etc.
B - S6 B - S2
C + S7 C + S3
D CalD S8 D CalA S4
E S1 S9 E Cal B S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3



Step 4  Prepare a 1:101 dilution of the patient samples by mixing 5 pl of the
patient sera with 500ul of Serum Diluent.

Step 5 Remove the required microwells from pouch and return unused strips
in the sealed pouch to refrigerator. Securely place the microwells into
the extra provided holder.

Step 6  Pipette 100 pl of Ready to use Calibrators, Positive and Negative
controls and diluted patient samples (1:101) to the appropriate
microwells as per protocol sheet.

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

Step 7 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 8  Wash 4x with wash buffer. For manual washing, fill each microwell with
reconstituted wash buffer. Discard the fluid by inverting and tapping out
the contents of each well or by aspirating the liquid from each well. To
blot at the end of the last wash, invert strips and tap the wells
vigorously on absorbent paper towels. For automatic washers, program
the washer as per manufacturer’s instructions.

Step 9  Pipette 100 pl of Conjugate into microwells.
Step 10 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.
Step 11 Wash all microwells as in Step 8.

Step 12 Pipette 100 pl of Enzyme Substrate into each microwell in the same
order and timing as for the Conjugate.

Step 13 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 14 Pipette 100 pl of Stop Solution into each microwell using the same
order and timing as for the addition of the Enzyme Substrate. Read
absorbance values within 30 minutes of adding Stop Solution.

Step 15 Read absorbance of each microwell at 450 nm using a single or at
450/630nm using a dual wavelength microplate reader against the
reagent blank set at zero absorbance.

Quality Control

Calibrators, Positive and Negative Controls and a reagent blank must be run with
each assay to verify the integrity and accuracy of the test. The absorbance
reading of the reagent blank should be <0.3. The Calibrator A should have an
absorbance reading of not less than 1.0, otherwise the test must be repeated.
The negative control must be <10 EU/ml. If the test is run in duplicate, the mean
of the two readings should be taken for determining EU/ml. While performing
Qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be greater
than that of the negative control and less than the absorbance of the positive
control. For semi-quantitative determinations the positive control must give
values in the range stated on the vial.

RESULTS
Calculations

The concentrations of the patient samples can be determined by either of two
methods:
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1. QUALITATIVE DETERMINATION

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

It is recommended that qualitative results be reported as “positive” or
“negative.” Sample results greater than or equal to Calibrator D are
considered positive.

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot the absorbance of Calibrator A through E against their respective
concentrations on linear-log graph paper. Plot the concentrations in EU/mI
on the X-axis against the absorbance on the Y-axis and draw a point-to-point
curve fit. Determine the concentrations of the patient samples from the curve
according to corresponding absorbance values. Alternately, a four
parameter curve may be used to plot the standard curve.

It is recommended that semi-quantitative results be reported as “positive,”
“negative,” or “indeterminate” with EU/mI unit values.
Indeterminate/borderline results should be retested and evaluated along with
other laboratory methods, such as assays for detection of EMA and/or
Gliadin antibodies.

Interpretation

The following serves only as a guide in the interpretation of the laboratory
results. These values were determined by testing 114 normal blood donors
and non-celiac disease control specimens. The mean of the normal subjects
plus 2 SD was established as the assay cutoff and assigned an arbitrary
value of 20 EU/ml. Each laboratory must determine its own normal values.

anti-tTG Ab value Interpretation

<20 EU/mI Negative

20-25 EU/mI Indeterminate (Borderline)
>25 EU/mI Positive

Calibrator

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

LIMITATIONS OF PROCEDURE

Only serum specimens should be used in this procedure. Grossly hemolyzed,
lipemic or microbially contaminated specimens may interfere with the
performance of the test and should not be used. Store specimens at 2-8°C for no



longer than one week. For longer storage, serum specimens should be frozen.
Avoid repeated freezing and thawing of samples.

Test results serve as an aid in the diagnosis and should be considered in
conjunction with other laboratory and clinical findings.

EXPECTED VALUES

Test results in a normal population are usually expected to be negative.
However, as the incidence of CD in the normal population is about 1%, some
apparently healthy, asymptomatic individuals may test positive for tTG
antibodies.

The incidence and levels of anti-tTG antibodies are 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 and may become positive when gatients with CD
who were on a gluten-free diet ingest a gluten-containing diet. ***° Patients who
have CD but are IgA deficient will be positive for IgG antibodies to tTG. In such
cases studies can be performed to confirm that the patient is IgA deficient.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs was evaluated by testing well-
characterized EMA positive serum specimens from suspected CD subjects
alongside disease controls and “normal” human sera. These specimens were
also tested on commercially available ELISA and immunofluorescence test kits.
These results are summarized below.

A. ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs vs. other tTG immunoassay:
Other tTG IgA ELISA

Positive Negative Total
IMMCO Positive 74 19 93
CELIACtTG Negative 2 90 92
IgA ELISA Total 76 109 185

Positive Percent Agreement: 97.4% (95% CI 90.0% to 99.5%)
Negative Percent Agreement:  82.6% (95% CI 73.9% to 88.9%)
Overall Percent Agreement: 88.6% (95% CI 83.0% to 92.7%)

EMA Positive Celiac Subjects: 93
Disease Controls: 31
Healthy Normal Subjects: 61



Other tTG IgG ELISA

Positive Negative Total
IMMCO Positive 74 21 95
CELIACtTG Negative 31 184 215
IgG ELISA Total 105 205 310

Positive Percent Agreement: 70.5% (95% CI 60.7% to 78.8%)
Negative Percent Agreement:  89.8% (95% CI 84.6% to 93.4%)
Overall Percent Agreement: 83.2% (95% CI 78.5% to 87.1%)

EMA Positive Celiac Subjects: 166
Disease Controls: 53
Healthy Normal Subjects: 91

B. ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs vs. EMA: Results obtained with the Celiac
tTG ELISAs were compared with endomysial antibody (EMA) results obtained
using a commercially available IFA and a well-characterized clinical population.

CD population confirmed by EMA

Positive Negative Total
IMMCO Positive 87 6 93
CELIAC TG Negative 1 91 92
IgA ELISA Total 88 97 185

Positive Percent Agreement: 98.9% (95% CIl 92.9% to 99.9%)
Negative Percent Agreement:  93.8% (95% CI 86.5% to 97.5%)
Overall Percent Agreement: 96.2% (95% CIl 92.1% to 98.3%)

EMA IgA Positive Celiac Subjects: 88
IgA Deficient Celiac Subjects: 5
Disease Controls: 31

Healthy Normal Subjects: 61

CD population confirmed by EMA

Positive Negative Total
IMMCO Positive 72 7 79
CELIAC TG Negative 6 191 197
IgG ELISA Total 78 198 276

Positive Percent Agreement: 92.3% (95% CI 83.4% to 96.8%)
Negative Percent Agreement:  96.5% (95% CIl 92.6% to 98.4%)
Overall Percent Agreement: 95.3% (95% CI 91.9% to 97.4%)

EMA Positive Celiac Subjects: 132 (74 EMA 1gG Positive)
Disease Controls: 53
Healthy Normal Subjects: 91

C. Clinical Sensitivity and Specificity: Well-characterized CD clinical populations
were tested with the Celiac tTG ELISAs producing the following results.



Celiac Disease

Positive Negative Total
IMMCO Positive 88 5 93
CELIAC TG Negative 5 87 92
IgA ELISA Total 93 92 185
Sensitivity: 94.6% (95% CI 87.3% to 98.0%)
Specificity: 94.6% (95% CI 87.2% to 98.0%)
Percent Agreement: 94.6% (95% CI 90.0% to 97.2%)

EMA IgA Positive Celiac Subjects: 88
IgA Deficient Celiac Subjects: 5
Disease Controls: 31

Healthy Normal Subjects: 61

Non-IgA Deficient CD

Positive Negative Total
IMMCO Positive 87 0 87
CELIAC TG Negative 1 0 1
IgA ELISA Total 88 0 88
Sensitivity: 98.9% (95% Cl 92.9% to 99.9%)
Specificity: NA
Percent Agreement: 98.9% (95% CIl 92.9% to 99.9%)

EMA IgA Positive Celiac Subjects: 88
Disease Controls: 0
Healthy Normal Subjects: 0

Celiac Disease

Positive Negative Total
IMMCO Positive 72 7 79
CELIACtTG Negative 60 137 197
IgG ELISA Total 132 144 276
Sensitivity: 54.5% (95% Cl 45.7% to 63.2%)
Specificity: 95.1% (95% CI 89.9% to 97.9%)
Percent Agreement: 75.7% (95% CI 70.1% to 80.6%)

CD Subjects Confirmed by EMA: 132 (74 EMA 1gG Positive)
Disease Controls: 53
Healthy Normal Subjects: 91
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IgA Deficient CD

Positive Negative Total
IMMCO Positive 21 0 21
CELIACtTG Negative 1 0 1
IgG ELISA Total 22 0 22
Sensitivity: 95.5% (95% Cl 75.1% to 99.8%)
Specificity: NA
Percent Agreement: 95.5% (95% CI 75.1% to 99.8%)

IgA Deficient CD Subjects: 22
Disease Controls: 0
Healthy Normal Subjects: 0

D. Cross Reactivity: A total of 63 potentially cross-reactive specimens from
individuals with other autoimmune disorders or positive for other autoantibodies
were tested for tTG antibodies using the ImmuLisa™ Celiac tTG system.

IgA Positive IgG Positive

Condition n n (%) n (%)

Graves Disease 11 0 (0%) 0 (0%)
Hashimoto’s Thyroiditis 10 0 (0%) 0 (0%)
ANA positive* 9 0 (0%) 1(11%)
CCP positive** 10 0 (0%) 0 (0%)
RF positive*** 9 0 (0%) 0 (0%)
Ulcerative Colitis 5 0 (0%) 0 (0%)
Crohn’s Disease 9 0 (0%) 2 (22%)
Total 63 0 (0%) 3 (5%)

* Antinuclear Antibodies
** Cyclic Citrullinated Peptides Antibodies
*** Rheumatoid Factor Antibodies

Precision

Precision was tested with multiple specimens selected throughout the range of
the assay. Three assay runs were performed on different days to determine
results between days. An additional run of ten replicates was performed to
determine repeatability. Results are summarized below.
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Mean Within run
(EU/mI) Total Imprecision Between days (Repeatability)
s SD SD SD
Kit # (EU/mI) CV% (EU/mI) CV% (EU/mI) CV%
1 10.6 1.086 10.2% 1.135 10.7% 1.095 10.2%
2 20.4 1.224 6.0% 1.476 7.2% 0.956 4.7%
_ 3 25.0 1.496 6.0% 1.740 6.9% 1.271 5.1%
tql%llall;A 4 | 349 2075 | 59% | 2099 | 61% | 2110 | 6.0%
Assay 5 48.7 2.634 5.4% 3.661 7.5% 1.090 2.2%
6 110.6 4.008 3.6% 4.221 3.8% 3.960 3.6%
7 134.7 7.253 5.4% 8.728 6.5% 5.904 4.4%
8 183.7 6.161 3.4% 6.606 3.6% 5.615 3.0%
1 15.3 1.100 7.2% 1.283 8.3% 0.929 6.1%
2 24.3 1.727 7.1% 2.101 8.6% 1.355 5.6%
Celiac 3 29.8 1.931 6.5% 2.492 8.4% 1.289 4.3%
tTGIgG | 4 60.5 3.046 5.0% 3.647 6.0% 2.507 4.1%
Assay 5 99.1 4.720 4.8% 5.687 5.7% 3.756 3.8%
6 233.7 10.022 4.3% 11.918 5.0% 7.108 3.1%
7 263.5 13.061 5.0% 14.124 5.4% 11.794 4.4%

Limit of Detection

The limit of detection (LoD) was determined based on 60 replicates of the blank
and 10 replicates each of 6 low-level (NHS) samples. LoD for IgA was 4.0 EU/ml.
LoD for IgG was 2.9 EU/ml.

Linearity and Recovery

Linearity and recovery were tested by diluting positive specimens through the
assay range in equidistant dilutions and comparing actual vs. expected results.
The linear range of the assays were determined be 4.0 (LoD) — 160 EU/mI for

IgA and 2.9 (LoD) — 260 EU/ml for IgG. Results are summarized below:

Test Range Y-intercept % recover
(EU/mI)g Slope (95% Cl) (95% CI? R? (obtained/expe%:ted)
IgA
6.0t0 62.7 0.932 0.926 0.9943 97.9 to 108.3
(0.879 t0 0.985) | (-1.240to 3.091)
3.0 to 157.0 0.947 0.999 0.9979 94.5 to 107.7
(0.892 t0 1.002) | (-4.347 to 6.345)
3.3t0 163.6 0.910 3.239 0.9946 85.0 to 109.5
(0.824 t0 0.957) | (-1.628 to 8.106)
19G
3.0t0 41.9 0.987 0.405 0.9997 93.5to 101.2
(0.970 to 1.004) | (-0.037 to 0.847)
2.71t0 67.6 0.976 4.303 0.9801 77.6 to 100.1
(0.839t0 1.112) | (-0.854 to 9.459)
2.91t0 260.5 0.800 (0.648 to 11.6 0.9693 85.6 to 122.0
0.951) (-9.4 to 32.6)
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Interference

Interference was studied by mixing sera with known tTG antibody levels with
potentially interfering serum samples and studying deviation from expected
results.  No significant interference was demonstrated for the following
substances at the levels indicated: Hemoglobin (2 g/L), Bilirubin (342 pmol/L),
and Rheumatoid Factor (100 EU/ml).
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*immco
ImmuLisa™

KolAlokakn tTG

Avticwpa ELISA avBpwirivou 10TOU TpavoyAouTivdong

Ta in vitro dIayvwaoTIKA XpAoN
ENOETO NMPOIONTOZ

REF| 5144A Kolhiokdakn tTG IgA ELISA 96 MNMpoodiopiopoi
REF| 5144G Kolhiokdkn tTG IgG ELISA 96 lMpoodiopiopoi

NMPOBAEMNOMENH XPHzH

‘EvQupikdg avoooTTpoopo@nTIKOG TTpoadiopiopdg (ELISA) yia Tnv TTOIOTIKY Kol
NUI-TTOCOTIKA avixveuon avTiowudtwy IgA 1gG  oTov 1076 TpavaoyAouTivdong
aTov avBpwTmivo opd , TTPoKeEIPEVOU va BonBroel oTn dIAyvwaon eviEPOTTABEIag
amdé euaigBnaia otn yAoutévn / kolhiokdkn (K), oe ouvduaoudé pe AGAAa
epyaoTnploké Kal KAIVIKA eupAuaTa.

NEPAHWH KAl EEHIHZH

H koihiokdkn (K) eival pia autodvoon yaoTeviepiKA dlaTapaxr TTOU UTTOPEi va
EMQAVIOTEl O€ YEVETIKA €uaiobnTa ATOpa AOYyW TNG KATATTOONG KOKKWYV TTOU
TTEPIEXOUV YAOUTEVN, OTTWG OITAPI, KPIBAP!I Kal GiKOAN. Ta KAQGIKG CUPTITWHATA
KoIAIoKAKNG TrepIAapBavouv Oidppoia, amwAegia BApoug Kal uTrooITIoNd. Movo
éva PIKPG TTO000TO acBevv PeE KOIAIOKAKN TTapouciddel KAOOIKA CUUTITWHATA.
Kard ouvémeia, TO KAIVIKO @QAOHQ TNG KOIANIOKAKNG  €XEl avaTTTuxBei TTOAU
TEPICOOTEPO OE OXEON UYE TO TTAPEABSOV yia va cuuTrepIAGRel aoBeveig TTou dev
TTAPOUCIAdouv  KAOOIKG OCUUTITWPOTa. Agv  g€ival aouvABIoTO Ta  apPXIKA
CUNTITWHATA VO €iVal Un YOOTPEVTEPIKA, 1) OTAV €ival YAOTEVTEPIKA va gival ATTIA
n va Tapoucidlovial o€ AoTaTtoug pubpous. H avaykn egEtaong evog
MEYOAUTEPOU QACUOTOG KAIVIKWV OCUPTITWHATWY €xel 0dnyroel aTtn didyvwaon
KOIAIOKAKNG O€ éva peyaAlTepo aplBud atdépwy PeyaAlTtepng nAIKiag, o oxéon YE
KGBe GAAN @opd. O1 evAAIKEG UTTOPEI va TTAPOUCIACOUV QVETTAPKEID OIdAPOU,
MOKPOKUTTOPIKA avaiyia kol uttaoBeomiaipia. MeAéteg €xouv Oei€el TTwg n
ETTIKPATNON TNG KOIAIOKAKNG eival eEaipeTIkG peTaBAnTh. Edv Ta KAIVIKG KpIThpIia
gival Ta géva TTou XpnoihoTTolouvTal GTov KaBopiopd TnG €mKPATNONG, TOTE N
ETTITITWON TNG KOIANIOKAKNG €ival TTOAU PIKPOTEPN €V OUYKPIOEI PE TNV ETTTITWON
TTOU KOBIEPWONKE e OPOAOYIKEC HEBOBOUC. 2 Me Tn XPAON OPOAOYIKWY
MEBBBWY, TTPOCPATEG HEAETEG UTTODNAWVOUV OTI N ETTITWON TNG KOIAIOKAKNG OTO
yeviké TTANBuopé givar Trepitrou pia omig 100 kai pia oTig 500.

Edv n kolAiokdkn dev dlayvwaoTei éykaipa, PUTTopEi va TTpodiabéoel Eéva ATouo o€
HOKPOXPOVIEG ETTITTAOKEG, OTTWG ATPOPIA TOU OTTARVA Kal EVTEPIKO )\ép(poopo(.?"4
Mia diaita TTou dev TrepIEXEl YAouTéEvn opaAlvel Tn BAevoydvvo kal BonBd otn
peiwon kakorjBoug duvapikou.
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H 1oToMoyikh €€Taon TnNG Plowiag Tou AETITOU €VTEPOU  TTOPAUEVEI O XPUOOG
kavévag vyia Tn didyvwon Tng KoIMoKAkNng, aAAd €xel Toug OIKoUG Tng
Teplopiopols. Autoi TrepiAapdvouv opiopévoug aoBeveic pe AavBdvouoa n
€vePYN KOIAIOKAKN TTOU UTTOPEI va €XOUV (QUCIOAOYIKK] IGTOTTaBoAoYia. 5

Ta avaBewpnuéva kpimpia TG Eupwtraikng Koivétntag yia Maidiatpikn
FaoTpevroloyia kai Alatpoery (ESPGAN,) trepIAauBdavouv HOVOo pIa HEPOVWUEVN
Bloyia ye cagr peiwon Twv KAIVIKWY CUUTITWHATWY O€ OiaITa TTOU JeV TTEPIEXEI
yAoutévn & O¢TIKr) opoAoyia Tn oTiyunR TN diIdyvwaong Xwpig epeavion oTn diaita
XWwpIg yAouTévn, oupBdaAAel otn didyvwon. YTdpxouv uttoyieg 6Tl ol BIAQOPES
OPOAOYIKEG OOKIUEG TTOU XPNOIYOTTOIOUVTAl OTIG EPYATiEG TTapakoAoUudnong Twv
aoBevwyv TTou  €xouv KOIAIOKAKN, TrepIAapBdavouv  yAiadivn (AGA), evdopuio
(EMA), kai TeOT yia avTIOCWPATA I0TOU TpavoyAoupivaong (tTG). AvTiowuata oTn
yAiadivn kai otnv TpavayAoupivdon 1otol (tTG) avixvevovrtal amd Tn péodo
ELISA, evw Ta evdouuikd avtiowpata EMA avixvelovtal amd €UPECO
avocopBopiopd. Ta EMA eival TToOAU guykekpipévol deikTeG KOIAIOKAKNG. QaT600,
10 T60T EMA €Ival  pia avoooioToxXnuikr) géBodog TTou atraiTei KATTolo EPTTEIPIa
oTnVv avayvwan avTidpdoewv avooocpeoplopoo.7

ATIO TOTE TTOU avayvVWPIOTNKE To tTG w¢ To evOOUUIKO avTtiyévo, ol pébodol
ELISA éxouv Tmepiypagei wg péBodoI avixveuong avTiIOWPATwy OTov 0po
a0oBevwyv Pe KOIANOKAKN. To TTAEOVEKTNUA TNG XNMUIKAG OOKIUAG AVTIOWUATWY QVvTI-
tTG eival TTwg eival autopartoTroiNuévn Kal AlyOTEPO UTTOKEIPEVIKY attd Thv EMA.
MNa 1o Adyo autd, TTOAAG epyaaTrpia £Xouv ETTIAECEI va XpnoIPoTTololV Tn péBodo
avTiowudaTwy tTG wg TN péBodo avixveuong. H ImmuLisa™ Koihiokdkn tTG eivai
MIO HOVODIKA OVOOOAOYIKF XNMIKI MEBOBOG TTOU XPNOIYOTTOIEI €IBIKN XNnMEia
avixveuong avtiowudTwy oto TG pe peydAo Babuo egeidikeuong kal euaiodnaiag
KaI €EAQXIOTOTTOIEI TNV AViXVEUDN Hn €I0IKWY aVTICWUATWY O GAAOUG eAEyxOoug
aoBéveiag, c’mwg €Xel avagepBei o€ KATTOIEG GANEG QAVOOOAOYIKEG XNMIKEG
pedodSouc tTG . &M

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

To Te0T auTd TIPAYMATOTIOIEITAI WG MIO OTEPED PACN OVOOOAOYIKNG XNMIKAG
OOoKIPNG . O1 JIKPOKOIAOTNTEG €ival ETTIKOAUMUEVEG JE QVTIYOVO TPAVOYAOUTIVAGNG
avOpwTTivou 10ToU, akoAouBoupevo amd €va PApa yia Tn peiwon pn €18IkAg
Oéopeuong Katd TN OIAPKEID TNG XNUIKNAG OOKIUNAG. 'EAgyxol  UETPNTEG KOl OpPOi
a0BevoUg eTWALOVTAI OTOUG ETTIKAAUNMEVOUG UE QVTIYOVO TOIXOUG, TTPOKEINEVOU
va €mMTPEYOUV OTA €I0IKA AVTICWHATA TTOU €ival TTapdvTa aTov 0pd va ouvdebolv
pe TO avtiyévo tTG. Mn ouvdedepéva avTiowpara Kal AAAEG TTPwTEIVEG opou
€XOUV aTTOMaKPUVOEi pe TO TTAUCIUNO TWwV MIKPOKOIAOTATWY. Ta ouvedepéva
avTiowuaTta avixvelovTal Ye TNV TTPooBAKn £vog ev{UPOU TTOU XOPaKTNPIgeTal wg
avTi-avBpwTivo IgA ) IgG ouleuypévo pE TIG HIKPOKOIAOTNTEG. To &€ aouvdeTo,
agaipeital ye 10 TAUCIJO. 2T OUVEXEID, UTTOOTPpwHA €10Ikou evlUuou (TMB)
TIPOCTIOETO OTN CUVEXEIQ OTA PPEATIA KAl N TTOPOUCIA AVTICWHATWY AVIXVEUETAI
amd Jia aAAayf]  XPWHATOG TTou  Trapdyetal amd T PETATPOTI TOU
utrooTpwpatog TMB, o¢ éva Tpoidv &yxpwpung avridpaong. H avridpaon
OIAKOTITETAI Kal N €viaon Tn XpwuaTtikAg aAAayng, n otroia eival avaloyn Tng
TTEPIEKTIKOTNTAG TWV AVTIOWHATWY, dloBadeTal atrd @acUaToPWTOUETPO oTa 450
nm. Ta amoteAéopata ek@padovtal o€ povadeg ELISA avd xiAlooTtoAiTpo (EU/mI)
KAl ava@épovTal wg BETIKA 1} apvnTIKA.
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ANTIAPAZTHPIA
ATroBnikeuon kai NposToipacia

AtroBnkevoTe OAa Ta avmidpacTripia otoug 2-8°C.  Mnv karawuxete. Ta
avTidpacTApIa gival oTaBepd PEXP! TNV NuEPOPNVia ARgNG OTtav artroBnkevovTal
Kal peTayelpi¢ovial cUPpwyva Pe TNV kabodnynan.

Mnv xpnoiyotroigite av 10 avTidpacTAplo dev gival dlauyég A uTTdpxel €vQupo
mapov. OAa Ta avTidpaoTipla TTpETel va €pBouv oe Beppokpaaia dwpartiou (20-
25°C) mrpIv Tn Xpnon.

AvaouvBéoTe 1o dIdAupa TTAUONG O0TO 1 ANITPO PE QTTECTAYUEVO ) ATTIOVTIOUEVO
vepd. Otav amoBnkevetar otoug 2-8°C, 10 avacuoTaBév didAupa TTAUONG
TTapapével oTaBepd Ewg TNV nUEPopnvia ARENG TOU KIT.

O1 Awpideg emrevdedupévwy BuBiIopdTwy TTpoopifovTtal yia Xprion piag Povo
@opag. O1 un xpnoiyotroinBeioeg Awpideg emevdedupévwy BuBIoudTwy Ba TTPETTE
va €mavacppayifovial TTPOCEKTIKA OTn COKOUAQ TTOU TTEPIEXEI ATTOENPAVTIKEG
ouaieg yia va atro@euxBei uypoTroinon kai va atroBnkevovTal gToug 2-8°C.

Mpo@uAdgeig

OAa Ta ouoTaTIKA TTOU  TTAPAYOVTal OTTO TOUG avBPWTTOUG Kal XPNCIUOTTOIoUVTal
éxouv eheyxBei yio HBsAg, HCV, HIV-1 kai 2 kai HTLV-I kai BpéBnkav apvnTika
amé amairovueva T1e0T FDA. QoTog, Ta TTapdywya avBpwTmivou aipgaTtog Kal Ta
ociyyota Twv aoBevwv Ba Tpémel va Bewpolvtal duVNTIKWG HOAUGUOTIKA.
AkoAouBnRaTE KOAEG EPYAOTNPIOKES TTpGKTIKé% ava@opIKA YE TNV aTToBrKeuon, Tn
TTapddoon Kail T SIGBETN TwV UAIKWY auTiov.

O1 odnyisg 8a mpémel va akoAouBouvral akpifwg omwg supavifovral o€
auto 10 £vOETO KIT, TPOKEINEVOU va SIao@aAIoTOUV £yKupd amoTeAéouara.
Mnv avtaAdooeTe Ta OTOIXEIQ TOU KIT YE AUTA aTTO GAAEG TTNYEG. AkoAouBroTe
KOAEG EPYOOTNPIAKEG TTPOKTIKEG VIO VO EAOXIOTOTTOINCETE TN PIKPORBIOKA KAl TNV
aAAnAopoAuvon Twv avmidpacTnpiwy Katd 10 XEIpIopd. Mnv XpnoIdoTToIEiTE
€CopTANATA KIT HETA TNV NUEPOPNVia ARENG OTIG ETIKETEG.

MNapexopeva UAIKA

ImmuLisa™ KolAiokdkn tTG IgA ELISA REF| 5144A

ImmuLisa™KolAiokdkntTG IgG ELISA REF| 5144G

Ta KIT TEPIAPBAVOUV ETTOPKA AVTIBPACTAPIA YIa Va ekTEAEOOUV 96 TTPOOdIOPIoUOUG.

12x8 [MICROPLATE[CtTG] MIKPOTIAGKO'  HE  MEMOVWHEVEG — ATTOCXIOTIKEG
HIKPOKOIAOTNTEG. EmikaAuppévn uE
avaouvouaopévn avBpwTivn 10TIKA
TpavoyAoutauivdon (tTG). ‘Etoiun yia xpAon.

1x1.75ml  [CONTROL[+[CITG-A] ‘EToigo yia xprion @eTiko0 EAéyxou (KOKKIVO

Kammaki) yia 5144A. Mepigxel avBpWITTIVO 0po
yia avTicwpara tTG IgA. To avapevopevo £0pog
TEPIEKTIKOTNTAG  0¢  EU/MI  avaypdeetar  otnv
ETIKETQ.
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1x1.75 ml

1x1.75 ml

5x1.75 ml

5x1.75ml

1x15ml

1x15ml

1 x 60 ml

1x15ml

1x15ml
2 X

1x

[CONTROL[*[CITG-G]

CONTROL[]

[CALIBRATORIA[CITG-A]
[CALIBRATOR[B[CITG-A]
[CALIBRATORICICITG-A|
[CALIBRATOR|DI[CITG-A]
[CALIBRATORIE[CITG-A]

[CALIBRATORJA[CITG-G]
[CALIBRATOR[B|CITG-G]
[CALIBRATOR|CICtTG-G]
[CALIBRATORD[CITG-G|
[CALIBRATORJE|CITG-G]

MpoaipeTiKd ZUOTATIKA

1 x 60ml

BUF|WASH

‘EToiyo va xpnon Oetikou EA€yxou (kOkkivo
Kammaki) yia 5144G. Mepiéxel avBpwITIVO 0pod
BeTikS yia avTiowpata tTG 1gG. To avapevouevo
e0pog  TEPIEKTIKOTNTAG O0¢ EU/MI  avaypdgetal
oTNV €TIKETA.

‘Etoipo yia xprion ApvnTtikou EAéyxou (Acukd
Karaki ). Mepiéxel avBpwmivo opo.

‘EToigo yia xprion geT 5 MeTpntiov  yia
5144A. Metpntig A (mpdoivo kamdki) 160 EU/mI,
MeTpnTtAg B (BloAeti karraki) 80 EU/mI,  MeTpnTig
C (umAé kamrdki) 40 EU/ml, MetpntAg D (kitpivo
kamdki) 20 EU/ml kai Merpnri¢ E (mmoprokaAi
kamdki) 1 EU/mI. Mapdyetal amd avlpwmivo opd
TTou  TIEpIEXEl  avTiowpata  tTG  IgA. O
TEPIEKTIKOTNTEG 0 EU/ml avaypdgovtal oTIg
ETIKETEG.

‘EToIpo ya xprion oer 5 MeTpnTwv 5144G.
Metpnmic A (mpdoivo kamdki)) 320 EU/mI,
Metpntig B (BioAeri karrdki) 80 EU/mI, Metpnig C
(umAe kamdki) 40 EU/mI, Metpnmig D (kiTpivo
kamdk) 20 EU/mI, kai MetpntAg E (mmoprokaAi
kamdkr ) 1 EU/mI. Mapayduevo amd  avBpwrivo
opd TIoU TTEPIEXEI avTiowpaTa  tTG IgG. Ol
TEPIEKTIKOTNTEG o€ EU/MI  avaypdgovtar  oTIg
ETIKETEG.

HRP_ouduyég avti -avBpwtivo IgA kataikag yia
5144A. ‘EToluo yia Xprion.

HRP ouduyég avti-avBpwmivo IgG karaikag yia
5144G. ‘EToluo yia xprion.

ApaiwTikég  opdg.  Etoijpo  yia  xpron.
KwdIKoTroINuévo TTopeupd XpwHa.

YmoéoTtpwpa ev{upou TMB. ‘EToiyo yia xprion Na
TTPOCTATEUETAI ATTO TO PWG.

AlakéyTte 10 S1IGAUpa . ‘EToIdo yia xprion.

>kovn MAvong. MpoxwpnoTe o€ avaoUoTaon
yia Ka0e éva AiTpo.

DUAMa MpwTokdAAOU

Yypo ZUPTTUKVWHEVO AidAupa MAUong.
AvaouvBéoTe aTo €va AiTpo.
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ZUpBoAa Tou XpnOIHOTTOIOUVTAIl O€ ETIKETEG
Ap1Bu6GS TTapTIdag

Ap1Bu6g kataAdyou

In vitro diIayvwaTIKr Xpron

XpAon até

O¢gppokpaaia aTobAKEUONG

AlaBdoTe 0dnyieg TpIV TN XPron
Ap1Bu6G dokipwv

B>~

KatookeuooThg

YAiIkd 1TOoU atraiToUvTal aAAd Sev TrapéxovTal

ATTioviouévo A atreaTayuévo vepod

Méate 1O p1TOUKAAI Yia va d1aTnproeTe To apaiwpévo didAupa TTAUoNG

MiréTeg Ikavég va ammodwoouv 5 pl wg kai 1000 pl

Al0BéoIua OTOMIO TTITTETWV

KaBapioTe Toug dokiyaoTikoUg owAAveg 12 x 75 mm kal SOKIUGOTE TO PAQI

TWV CWARVWV

+ Xpovouetpo

* ATTOppPO@PNTIKO XaPTi Kougivag

* AvayvwoTng PIKPOTTAGKWY IKAVOS va  avayvwoel TIG TIUEG atToppo@nang aTa
450 nm. Edv cival d1aB€a1yog 0 avayvwoTng PIKPOTTAAKIBiwvY SITTAOU PAKOUG
KUpaTog, To @iATpO avagopdg Ba Trpétrel va pubuioTei ota 600-650 nm

* AuTOpaTO TTAUVTHPIO MIKPOTTAGKWY TTOU PTTopEi va TTapéExel 200 mi

ZYAAOTH KAI XEIPIZMOZ AEIrMATQN

Moévov deiypata opoU Ba TTpETel va XpnoipoTroioUvTal ' auTAv Tn diadikagcia.
AigoAupéva, Aimaigikd ;- BakTnpIdiokd eTmPoAUCuéva deiypata uTmopoulv va
mapeuBANBoUV  oTnv  ekTéAeon Tng Ookipaciag kal dev Ba  TpETTEl va
xpnoigotroiouvtal. Ta deiyyata dev Oa TPETTEl va QUAGCOOVTAl YO TTOPOTTAVW
amd pia efdopada oTtoug 2°- 8°C. lNa amobrkeuon peyaAutepng SIdpKeIag, Ta
Ociypyata opoU Oa Trpétrel va katawuyovtal. Na atmmo@elyete emmavelAnuuévn
améyuén kal véa WYugn Twv OelyuaTWY. ZUVIOTATAl T KaTEWUyuéva deiypaTa va
uTtoAaAAOVTaI O€ EAEYXO EVTOG EVOG £TOUG.

AIAAIKAZIA

Inpeiwoeig diadikaoiag

* AloBACTE TTPOCEXTIKA TO £VOEUQ TOU TTPOIOGVTOG TIPIV VA EEKIVIOETE TN XNMIKA
OOKIUA.

* OAgg o1 apaidaeig Twv delyUaTwy acBevdv Ba TTPETTEI VA TTPOETOIACTOUV TTPIV
NV €vapén NG XNUIKMG SoKIprg.

* Agriote Ta OciydaTa Twv acBevwv KAl  I00PPOTTACTE T avTidpacThpia
OOKINWV  0€ Bepuokpacia dWMATIOU TIPIV VA EEKIVACETE WE TN TTEIPAPATIKN
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dladikaoia. ZuvioTaTal va PJEVOuUV Ta avTIOPAOTHPIO OTOV TTAYKO £Ew atrd TO
kouti yia 30 Aemrtd Tpiv T xprion. EmoTtpéwTte OAa Ta axpnoiyotrointa
dciypara kal avTidpacTApIa OTO YUyEio auéows YETA T XPRoN.

* AQaIpéOTE TIG OTTAITOUPEVEG TAIVIEG MIKPOKOINOTATWY ammd  Tn Onkn Kai
TIPOCEXTIKA ETTAvVAC@PAyYioTE TN BAKN yIa va aTTOQUYETE Tn CUUTTUKVWON OTA
aypnoigotrointa @peaTia. EmoTtpéywte Tn OrKn apéowg oTo Yuyeio.

* H rexvikn kaAng mAuong eivai moAu onuavriky Edv 1o TAUCIUO yiveTal 01O
Xépl, TO KATAAANAO TTAUGIMO €TTITUYXAVETOl  PE TV KateuBuvon HIag
OuUVaUIKAG ponG  evog dIGAUPOTOG TTAUONG PE  @apdU OTOPIO Ot OAn Tn
UIKPOTTAOKQ. ZuvIOTdTal £va aQUTOUATOTTOINMEVO TTAUVTIPIO HIKPOTTAAKAG.

+ XpnolyotroinoTe €va o1pwvl TTOAWY dlauAwy, IKavo va Trapdoxel 8 1 12
@pedTmia Tautoxpova. Autd emitayyxlvel Tn diadikaoia Kal TTapEXEl pia TTIo
opoIduopPn TTEPIOdO ETTWACNG.

* Mo 6Aa Ta BAYOTO, O TTPOCEXTIKOG EAEYXOG TOU XpOvou gival onuavtikég. H
évapgn OAwv Twv TEPIOdWV EMWOONG &EEKIVA PE TN CUPTTARPWON TG
TTPOCONKNG TOu avTIdPAaTNPioU.

* MpooBrkn OAwv Twv JelyudTwy Kal  avTidpactnpiwv Ba Tpémel  va
TIPayUOTOTTOIEITAI GTOV D10 PUBUOG Kal OEIPd.

Mé&Bodog dokipaaoiag

BAua 1 A@Aocte 6Aa Ta avTidpacThpIa Kal Ta OgiyuaTta va IGOPPOTTACOUY O€
Bepuokpaacia dwpariou.

BAua 2 Emypdwte 10 @QUAAO TIPpWTOKOAAOU yIa va UTTOONAWGOCETE TNV
TOoTT00€TNON TOU OtiyuaTog OTa @PedTmia. Eival opBrRy epyacTtnpiakn
TTPAKTIKH N EKTEAEON BEIYUATWY £1G BITTAOUV

BApa 3 Ta éva ToIoTIKO TTPoodiopIoud XpnoiuoTToInaTe povo tov Metpntr) D
@i1aAidio pe kiTpivo Katrdkil) .

n
MNa éva nui-rocoTIKO TTPOadIoPICHO XPNOIPOTTIOINOTE TOUG HETPNTEG
A wg kol E Omwg areikovidetal oTo oxedldypaupa  deiypaTog

TTOPAKATW.
MoioTik6g Hui-MoooTikég

A Kevog S5 K.ATT. A Kevocg S1 KLATT.
B - S6 B - S2

c + S7 C + S3

D Cal D S8 D CalA S4

E S1 S9 E CalB S5

F S2 S10 F CalC S6

G S3 S11 G Cal D S7

H S4 S12 H Cal E S8

1 2 3 1 2 3

BApa 4 Eroipydote pia didAuon 1:101 delyudTwy Twv aoBeVWIV avaKkaTeUoVTOG
5 pl Tou opou Tou aoBevoug pe 500ul diaAuTn Tou opou.

BAua 5 A@aipéote TIGC ATTAITOUPEVEG WIKPOKOIAOTNTEG amrd Tn ORKn  Kal
EMOTPEYTE TIG OXPNOIYOTIOINTEG TAIVIEG OTN o@payiopévn BAKn oTo
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wuyeio. TotroBeTOTE PE ACQPAAEIQ  TIG PIKPOKOIAOTNTEG OTOV EETPA
TTAPEXOUEVO KATOXO.

BApa 6 TIMiméta 100 pl  pe peTpnTéG ETOIMOUG TIPOG XPAON, OETIKOUG Kal
apvnTIKOUG eAéyXoug Kal apaiwpéva Osiypata aobevwv (1:101) oTig
KOTAAANAEG HIKPOKOINGTNTEG, CUPPWVA JE TO PUANO TTPWTOKOAOU.

Inueiwon: ZuptrepIAGReTe £va @pedTio To otroio Trepiéxel 100 ul Tou
O10AUTN opoU, WG  TUPAS avTIdpaoTrplo. MndevioTe Tov avayvwoTn
ELISA €vavti Tou TUQAOU avTidpacTnpiou.

BAua 7 Emwdote 30 Aemrtd (£ 5 min) o€ Bepuokpacia dwyuaTtiou.

BApa 8 T[MAUvete 4xpe didAupa TAUoNnG. Ma TTAUCIUO OTO XEpPI, YEMIOTE KABE
MIKPOKOIAOTNTA PE SIGAupa TTAUONG TTou €X€l avaouaoTaBei. ATToppiyTe
TO UypO OVOOTPEPOVTOG KOI  OKOUUTTWVTOG TO TTEPIEXOMEVA KABE
@peariou, [ avOPPOPWVTOG TO Uypd oTd KABe @pedtio. MNa va
OTIYUOTIOETE TO TEAOG KGBE TTAUCIUOTOG, AVOOTPEWTE TIG TAIVIEG Kal
OKOUMTTACTE Ta @PeATIa 0Bevapd o€ aTTOoPPOPNTIKO XapTi  Koulivag.
MNa autéupara TTAUVTAPIA, TTPOYPAPKATIOTE TO TTAUVTAPIO CUPPWVA HE
TIG 0dNYiEG TOU KATAOKEUAOTH.

BApa 9 Mimréra 100 pl Tou ouleuyEg O€ PIKPOKOIAGTNTEG.

BApa 10 Emmwdadote 30 minutes (x 5 min) o€ Bepuokpacia dwyariou.

Brpa 11 MAUOveTe OAEG TIG HIKPOKOIAGTNTEG OTTWG OTO PBripa 8.

BApa 12 Miméra 100 pl amd umdéoTpwpa evfUuou o€ KABE PIKPOKOIAGTNTA O€
KGBe oelpd Kal XpOvo OTTwG I0XUEl YIa TO OUJEUYEG.

BApa 13 Emmwdote 30 minutes (x 5 min) o€ Bepuokpacia dwuariou.

BApa 14 Mméra 100 pl pe didAupa og KABE UIKPOKOIAGTNTA XPNOIKNOTIOIWVTAG
TNV idla ogipd kai XpOvo OTWG Kal PE Tnv TTPOCOAKN Tou
UTTOOTPWHATOG evUuou. AlaBaoTe TIG TINEG aTToppOPNnoNng eviog 30
AemmrTwv a1m6 TNV TTPOCOrKN Tou dIGAUUATOG.

BApa 15 AioBdote tnv omoppdéenon kdaBe pikpokolAdTNTag oTta 450 nm
XPNOILOTTOIWVTAG MIO PMEPOVWHEVN PIKPOKOIAOTNTA i oTa 450/630nm
XPNOIYOTTIOIWVTAG £€vav avayvwaoTn MIKPOTTIAGKISiwv BITTAOU  PUAKOUG
KUpaTOg €vavtl Tou Tu@AoU avmidpacTnpiou, o€ puBuIon PNOEVIKAG
amoppdPnang.

MoloTik6g éAeyx0g

O1 petpnTég, 01 BeTIKOI Kal o1 apvnTIKoi €Aeyxol Kal éva TUQAG avTidpacThpio Ba
TPETTEl va avaAlovTal e KABe xnuIKr OOKIWN, TTPOKEINEVOU va eTTIRERBAILVETAI N
akepaidTNTa Kal N akpifeia Tng dokiyaciag. H avayvwon tng ammoppoépnong Tou
TUQAOU avTidpacTnpiou Ba Trpétrel va eival <0.3. O peTpntAG A Ba TTPETTEl Va €XEI
Mia avayvwaon amoppoenong, oxi Aiyotepn amd 1.0, aAiwg n dokiyacia Ba
mpétrel va emavoAneBei. O apvnrikdg éAeyxog Ba mpémer va eivar <10 EE/ml.
Edav n dokipaoia mou Ba dieEaxBei Ba eival €1 diTAolv, o péoog 6pog Twv duo
avayvwoewv Ba Tpétrel va AngBei TTpokeluévou va  TTpoodiopioTei To EU/mI.
Katd Tnv ekTéAEON TTOIOTIKWY TTPOCSIOPICUWY, N OTITIKA TTUKVOTNTA TOU PETPNTH
D Ba mpétrel va gival peyaAuTepn atmd auTr) Tou apvnTiIKoU eAEyxou Kal AlyoTtepn
amd TNV ammoppPo@NTIKOTATA  Tou  OeTIkoU  eAéyxou. Tia  nui-TToooTIKO
TPOCdIopIouS, O BeTIKOG éAeyxog Ba Trpétrel va divel TIUEG OTO €UPOG TTOU
avagépetal aTo PIaAidio.
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ANOTEAEZMATA

YtmroAoyiopoi

O1 TTEPIEKTIKOTNTEG TWV OEIYPATWY aoBevdv UTTopoUlv va TTpodiopioTolv pE pia
atrod Tig dUo PeBOdOUG:

1.

MNOIOTIKOZ NPOZAIOPIZMOZ

Abs. Seiypa dokipagiog
---------------------------- X EU/mltou petpnmiD = EU/mI deiypa Sokipaaoiog
Abs. Tou petpnti D

JuvioTATal TO TTOIOTIKA OTTOTEAéOUATA va  avageépovTal wg “OeTikd” A
“‘apvnTikd.” Ta atroteAéopara delyudTwy TTou gival yeyaAutepa ato 1 ioa pe
Tov BaBuovounti A Bewpouvtal BeTIKA.

HMI-NOZOTIKOZ MPOZAIOPIZMOZ

2xedIdoTe TNV atroppoenon Tou PETPNTH A w¢ E évavtl Twv avTIoTOIXWV
TTEPIEKTIKOTATWY  TOUG  OTO YPOPMIKG  didypappa.  ZXedIAOTE  TIG
TEPIEKTIKOTNTEG 0 EU/mMI otov dfova X , €vavTl TG ammoppo@nTIKOTNTAG
atov Gfova Y kal oxedlidoTe atmd ONUEIo 0€ ONMEI0 Yia KAUTTUAN TToU va
Taipiadel. MpoodIopioTe TIG TTEPIEKTIKOTNTEG TWV JEIYMATWY TWV ACBEVWV aTTO
TNV KAPTIOAN, oUp@wva e TIG QVTIOTOIXEG TIUEG  aTTOPPOPNONG.
EvoA\GKTIKG, pIa KOQUTTUAN  TeOOApwv  TTAPAPETPWY,  UTTOPEl  va
XPNOIPOTTOINGE yIa va aXedIAOTEI N KAVOVIKI) KAUTTUAN.

JuvIOTATAl TA NUI-TTOCOTIKA QATTOTEAECUATA VA ava@EépovTal WG “BeTIKE,”
“‘apvnTrikd,” 1 “ampoodidpiota’ pe  TIHEG  povadag  EU/mIL.  Ta
atrpoodIOPIcTA/OPIOKA aTTOTEAEOPATA Ba TTPETTEl VA ETTAVEAEYXOVTOI KOl
aglohoyouvtal padi pe GAAEG pyaaTnPIOKEG PEBADOUG.

Epunveia

O1 TIpég epunveiag eixav kaBopiaTei atrd T dokiun 114 QUOIOAOYIKWY dOTWV
aipgaTog Kar - deiypata eAEyxou KOIANIKAKNG. O pETOg 6pOg TWV QUCIOAOYIKWV
atOpwyv ouv 2 SD kaBigpwbnke wg n OOKIYOGia OTTOKOTING Kal TG
amodé6nke pia aubaipetn Tiwl 20 EU/ml. IMMCO TrpoTeivel Tn prion Tou
€UpPOUG avaPOPWY TTapakdTw. KdBe epyaaTripio Ba TTPETTEI va ETTIKUPWVEL TIG
TINEG dokipaaiag yia TIG SIKEG TOUG OPOUG.

AvVTI-TIUA-tTG Ab Epunveia

<20 EU/mlI ApvnTikd

20-25 EU/mI AtrpocdiépioTo (Oplakd)
>25 EU/mlI BeTikd

MeTpnTig

O1 peTpnTéG TTOU €ival €TOIPOI YIa Xpron, TTEPIAQPBAvovTal yia va TTapdoyouv
AKPIPN NUI-TTOCOTIKO TTPOCOIOPICHO Kal TTPETTEI VO XPNOIUOTTOIoUVTal PUE KABE
ekTENEON. AcgiypaTa aoBeviov TTou TTEPIEXOUV UWNAG eTTITTEda QvTICWUATWY
MTTOpPEl VA dWOouV TIUEG aTTopPOPNONG MEYAAUTEPEG OTTO QUTH TOU PETPNTH
‘A. Tha TpocdiopiIcud CWOTWV NUI-TTOCOTIKWY TIHWYV, TéTola  deiypara Ba
TIPETTEl VO OPAIWVOVTAl TTEPAITEPW, ETOI WOTE VA EPTTIMTITOUV OTO €UPOG TNG
KOQUTTUANG TOu PETPNTH, OTav Yivel emavegEtaon. MNa tov mpoadiopioud Twv
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Tiywv EU/ml troAAatTAacidoTte TIG povdadeg tou Aapfdvovtal ammé Tov
TTapdyovta apaiwong.

MNEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

Moévo Ta deiypara opoU Ba TpETTEl va xpnaoiuoTTolodvTal o€ auTh Tn diadikaaoia..
Xovdpoeldwg aipoAupéva, AMTaIgIka ) piIkpoBiakd pgoAuopéva OeiyyaTta, PTTopEi
va ETTNPEAOOUV TNV EKTEAEON TNG DOKIUNG Kal dev Ba TTPETTEI va XpnalpoTTroin8ouv
AtroBnkeuoTe Ta deiypata aToug 2°- 8°C, OX! yia TTEPICTOTEPO ATTO Hia EBdoudda.
MNa peyaAltepo didotnua amobrikeuong, Ta Oeiypara opou Ba Tpémmel va
KarayuxBoulv. Atropuyete TNV emavoAauBavopevn Katawuén kar Tnv amoyuén
TWV OEIYUATWV.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Ta armoteAéopara Twv OOKIYWV O€ €va @QUOIOAOYIKO TTANBuoud cuvhABwg
avapévetal va eival apvnmikd. Qotéco, KaBwg n ouxvotnTa EUPAVIONG TNG
KOINIOKAKNG 0€ QUOIOAOYIKO TTANBUCUO  avépxeTal TrepiTTou 010 1%, oplouéva
QOIVUEVIKA  UyIf}, OQOUPTITWHOTIKA dTopa, MTTOpEl va  @avouv BeTikd oTa
avTiowpaTta tTG.

H ouxvotnta kal Ta emitTeda Twv AvTICWPATWY avTi-tTG e§apTwvtal amd TNV
kardoTtaon Tng diaimag. Ta emiTeda TWV AVTICWUATWY QUTWY HEIWVOVTAL KAl
TENIKA Ba yivouv apvnTiké og acBeveig e KOIANIOKAKN, TTou gival oe  diaita Xwpig
yAoutévn. Katd Tov idlo TpOTTO, Ta €TiTeda Twv QvTICWHATWY auTtwyv Ba
au¢nBouv kai ptropei va yivouv  BeTikG OTav 00BeveiG pe KOIAIOKAKN, TTOU
akoAouBoUoav dialta 5)((.opig yAoutévn, apxioouv va akoAouBoUv OSiaita TTou
TTEPIEXEI YAOUTEVN. 1315 AcBeveig TTou £X0UV KOIANIOKAKN OAAG €XOUV QVETTAPKEIQ
oe IgA Ba gival BeTikoi yia avTiowpaTa IgG wg kal tTG. Ze TETOIEG TTEPITITWOEIG,
Ba dieEaxBoUlv peAéTeg yia va eTTReBaiICOUV OTI O AOBEVAG €XEI AVETTAPKEIQ OE
IgA

XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

H xpnoiwétnta tng ImmuLisa™ KoiAdiokdkng TG ELISAs aglohoyABnke améd Tn
OOKIUA KOAOXOPAKTNPIOHEVWY OelydaTwy opou EMA amé d&ropa Trou eivai
UTTOTTTA yIO  KOIANIOKAKN, TTapdAANAa pe eEAEyXoug aaBevelwv Kal « QUOIOAOYIKG”
avBpwTivo opd.Autd Ta OtiyyaoTa JOKIUAOTNKOV £TioNG Ot JIOBECIPEG OTO
euTToOpIo ELISA kol o€ KIT QOKINWV avoooPBopicpou. Ta amoteAéopara autd
TTEPIYPAPOVTAI TTEPIANTITIKA TTOPOKATW:

A. ImmuLisa™ Kolhiokdkn tTG ELISAs ouykpITIKG pe GANEG AVOOOAOYIKEG
XNMIKEG DOKIYEG:
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AN tTG IgA ELISA

OeTikd ApvnTikO >UvoAo
IMMCO O¢TIKO 74 19 93
KOIAIOKAKH tTG  Apvntikd 2 90 92
IgA ELISA 2UvoAo 76 109 185

Zupgwvia OeTikou NooooTtol:  97,4% (95% CI 90,0% - 99,5%)
Jupowvia Apvnrikou MNMooooTtou: 82,6% (95% Cl 73,9% - 88,9%)
>ZUVOAIKO MooooTd Zupgwviag:  88,6% (95% CI 83,0% - 92,7%)
Atopa OcTikAg Kolhlokdkng EMA: 93

‘EAeyxol AoBeveiwv: 31

Yyii ®uciohoyika Atopa: 61

AMa tTG IgG ELISA

OeTIKO ApvnTikd Z0voho
IMMCO OeTIKO 74 21 95
KOIAIOKAKH tTG  Apvnriko 31 184 215
IgG ELISA >(0volo 105 205 310

Jupogwvia OetikoU MoogoaTtou:  70,5% (95% CI 60,7% - 78,8%)
Jupoewvia ApvnTikoU MNoooaTou: 89,8% (95% CI 84,6% - 93,4%)
>uvoAIKO MooooTd Zupgwviag  83,2% (95% CI 78,5% - 87,1%)
Atopa OgTikng KoiAiokakng EMA: 166

‘EAeyxol AcBevelwy : 53
Yy ®uaciohoyikd Atopa: 91

B. ImmuLisa™ KolAhiokdkn tTG ELISAs vs. EMA: Ta amoteAéouaTa TToU
TTpoKUTITOUV hE TNV KolAiokdknTG ELISAS guykpiBnkav pe ammoteAéouata
evOOUUIKWY avTIowpdTwy (EMA) TTOU A@BnKav Pe TN Xprion €UTTOPIKA
O1a6£01ung IFA kal KaAOXapakTnPIoPEVOU KAIVIKOU TTANBucuoU.

MAnBuou6g KolAiokdakng emiBefaiwpévog EMA

OeTikd ApvnTIKO 2UvoAo
IMMCO OeTiKO 87 6 93
KOIAIOKAKH tTG  Apvnrikd 1 91 92
IgA ELISA >UvoAo 88 97 185

Jupowvia O¢TikoU MNoocooTou:
Jupowvia Apvnrikou MNMocogoTou:
ZUVOAIKO MooooTo ZupPwviag:

98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)
93,8% (95% CI 86,5% - 97,5%)
96,2% (95% CI 92,1% - 98,3%)

Atopa OeTikng KoiAlokakng EMA IgA: 88
Avetrapkr) Avooooaipivng (IgA) Ytrokeipeva KolAiokakng: 5

‘EAeyxol AoBeveiwv: 31
Yyii ®uoioloyikd Atopa: 61
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MAnBuopu6g KolAiokdkng Emifepaiwpévog EMA

OeTIKO ApvnTikd Z0voho
IMMCO OeTikO 72 7 79
KOIAIOKAKH tTG  ApvnTikd 6 191 197
IgG ELISA >UvoAlo 78 198 276
Zupowvia O¢TikoU MNocoaoTou: 92,3% (95% CI 83,4% - 96,8%)
>upowvia Apvntikou MNMocooTou: 96,5% (95% ClI 92,6% - 98,4%)
ZUVOAIKO MooooTd Zupgwviag: 95,3% (95% CI 91,9% - 97,4%)

Atopa OcTikng Koldiokakng EMA: 132
Atopa OcTikng Koldlokakng EMA IgG: 74
EAéyxor AoBeveiwv: 53

Yyii ®uciohoyika Atopa: 91

C. Kawiki EuaioBnaoia kai [BiaitepotnTa: KaAwg xapaktnpiopévol ye CD KAIvIKoi
TANBucpoi utreRARBNCav og dokiur Pe TIG ueBddoug ELISA pe tTG yia
KolAlokdkn TrapouciadovTag Ta akéAouba atroteAéouaTa.

Noéoog KolAiokdkng

OeTikd ApvnTikd 2UvoAo
IMMCO OeTIKO 88 5 93
KOIAIOKAKH tTG  Apvntiko 5 87 92
IgA ELISA 2UvoAo 93 92 185
EkTipwpevn EvaioBnaoia: 94,6% (95% CI 87,3% - 98,0%)
EkTipwpevn EidikétnTa: 94,6% (95% CI 87,2% - 98,0%)
Zupowvia: 94,6% (95% CI 90,0% - 97,2%)

OeTikd o€ avriowpaTta évavt evdouuaiou (EMA) IgA YTrokeipeva Kolhiokdkng: 88
Avetrapkr) Avooooaipivng (IgA) Ytrokeipeva KolAiokakng: 5
EAéyxor AoBeveiwv: 31
Yyii ®uoioloyikd Atoua: 61
CD Mn Avetmrapkég Avoooo@aipivng (IgA)

OeTikd ApvnTIKO 2UvoAo
IMMCO OeTiKO 87 0 87
KOIAIOKAKH tTG  ApvnTikO 1 0 1
IgA ELISA >0voho 88 0 88
Ekmipwpevn EvaioBngoia: 98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)
Ekmipwpevn EidikétnTa: --
Jupowvia: 98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)

Atopa O¢tikn¢ Koidiokdkng EMA 1gA: 88
EAéyxor AaBeveiwv: 0
Yyii ®uoioloyikd Atopa: 0
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No6oog KolAlokdkng

OeTIKO ApvnTikd Z0voho
IMMCO OeTIKS 72 7 79
KOIAIOKAKH tTG  ApvnTikd 60 137 197
IgG ELISA >0volo 132 144 276
ExTipwpevn EvaioBnoia: 54,5% (95% CI 45,7% - 63,2%)
EkTipwpevn EidikétnTa: 95,1% (95% CI 89,9% - 97,9%)
Zupowvia: 75,7% (95% CI 70,1% - 80,6%)

Atopa Oetikng Koidiokakng EMA: 132 (74 Atopa Octikrig Kolhiokdkng EMA 1gG)
EAéyxor AoBeveiwv: 53
Yyii ®uciohoyika Atopa: 91

CD Avemrapkég Avoooa@aipivng (IgA)

OeTIKO ApvnTiko Z0voho
IMMCO OeTIKO 21 0 21
KOIAIOKAKH tTG  ApvnTiko 1 0 1
IgG ELISA >0voho 22 0 22
ExTipwpevn EvaioBnoia: 95,5% (95% CI 75,1% - 99,8%)
ExTiywpevn EidikoTNTA! --
Zupopwvia: 95,5% (95% CI 75,1% - 99,8%)

Avetrapkr) Avocoo@aipivng (IgA) Ytrokeipeva CD: 22
EAéyxol AoBeveiwv: 0
Yy} @uaiohoyikd Atopa: 0

D. diaotaupoupevn avtidpaon: ‘Eva oglvoAo 63 duvnTiKwG SI00TAUPOUUEVWV-
AVTIOPWVTWYV €1I0WV aTTd ATopa JE  GAAEG auTOodvOoOEeG dIOTAPAXEG N BETIKO
ammoTéAeoua yia GAAa autoavTiowuaTta UTreERARBNCav o€ TECT yid  AVTICWHATA
tTG pe TN xpon Tou cuoTtruatog ImmuLisa™ KoiAiokdkn tTG.

IgA OeTik6 IgG OeTik6

Kardortaon n n (%) n (%)

Acbéveia Graves 11 0 (0%) 0 (0%)
Oupoeidimida Tou Hashimoto’'s 10 0 (0%) 0 (0%)
ANA BeTiko* 9 0 (0%) 1 (11%)
CCP BeTika** 10 0 (0%) 0 (0%)
RF BeTIKG*** 9 0 (0%) 0 (0%)
EAKWONG KoAITIdO 5 0 (0%) 0 (0%)
AcBéveia Tou Crohn’s 9 0 (0%) 2 (22%)
Z0voAo 63 0 (0%) 3 (5%)

* AVIITTUPNVIKA AVTIOWUOTO

** AvtiowpaTta KukAikwv Memmdiwy

*** Avtiowuata Peupatoeidn Mapdyovra
Axpieia

AokiydoTtnke akpifela pe TTOAATTAG SeiypaTta TTou €TTIAEXBNKav g€ OAO TO €UPOG
TNG XNMIKAG BOKIUAG. TpeIg XNUIKEG SoKIEG Bie¢XOnoav o€ SIOPOPETIKEG UEPEG,
TTPOKEIYEVOU VO TTPOCSIOPIOTOUV T OTTOTEAEOUATA PETAEU TWV NUEPWYV. AéKa
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EMTTPOOOETEG ETTAVOAAYEIG TIPAYUATOTTOINONKAV, TTPOKEINEVOU VA TTPOCBIOPIOTE]
n eravaAnyipéTnTa. Ta ammoTeAéopaTa TTAPOUCIAZovVTal TTEPITTANTITIKG TTAPAKATW:

Tpomog
(EU/ml) Zivolo avakpifeiag MeTagl npepwv Evrég eravaAn/Tag
s SD SD SD
Kit # (EU/mI) CV% (EU/mI) CV% (EU/mI) CV%
1 10,6 1,086 10,2% 1,135 10,7% 1,095 10,2%
2 20,4 1,224 6,0% 1,476 7,2% 0,956 4,7%
3 25,0 1,496 6,0% 1,740 6,9% 1,271 5,1%
Xnp.Aok 4 34,9 2,075 5,9% 2,099 6,1% 2,110 6,0%
TG IgA 5 48,7 2,634 5,4% 3,661 7.5% 1,090 2,2%
6 110,6 4,008 3,6% 4,221 3,8% 3,960 3,6%
7 134,7 7,253 5,4% 8,728 6,5% 5,904 4,4%
8 183,7 6,161 3,4% 6,606 3,6% 5,615 3,0%
1 15,3 1,100 7,2% 1,283 8,3% 0,929 6,1%
2 24,3 1,727 7,1% 2,101 8,6% 1,355 5,6%
Xnp.Aok 3 29,8 1,931 6,5% 2,492 8,4% 1,289 4,3%
TG IgG 4 60,5 3,046 5,0% 3,647 6,0% 2,507 4,1%
5 99,1 4,720 4,8% 5,687 57% 3,756 3,8%
6 233,7 10,022 4,3% 11,018 5,0% 7,108 3,1%
7 263,5 13,061 5,0% 14,124 5,4% 11,794 4,4%

‘Oplo avixveuong

To 6pio avixveuong (LoD) mrpoadiopioTnke Bdoel 60 emavaAfyewy Tou TUQPAOU
avTidpacTnpiou kai 10 eTavaAfyelg yia kabéva atd Ta deiyuara (NHS) 6
xapnAwv emmédwy. To LoD yia 1o IgA ATtav 4,0 EU/ml kai yia o 1gG frav 2,9
EU/mI.

FpappIKOTNTA KAl AvAPPWON

H ypapuikétnTa KOl n avdppwon OOKIYACTNKAV HE TNV apaiwon BeTIKWY
OelypdTwy péow TOu €UPOUG TNG XNMIKAG SOKIUNAG Ot  106TT00EG BIAAUCEIG KOl
OUYKpPIvOVTaG T TTPOYMATIKG PE Ta avapevopeva atmmoteAéopata. To ypappikéd
€UPOG TWV XNUIKWV doKIJwV TTpocdiopioTnke oTo (LoD) — 160 EU/mI yia 1o IgA
kar 2,9 (LoD) — 260 EU/ml yia 10 IgG. Ta amoTteAéoparta ava@épovral

TTEPITTANTITIKG TTOPOKATW:

P . % avdappwon
AOK'(E?JE:JI‘;OU; KAion (95% ClI) Y(gé;:g;n R2 (wpayp’(xrlkr']lqvqpsv
ouevn)
IgA
6,0 - 62,7 0,932 0,926 0,9943 97,9 - 108,3
(0,879 - 0,985) (-1,240 - 3,091)
3,0-157,0 0,947 0,999 0,9979 94,5 - 107,7
(0,892 - 1,002) (-4,347 - 6,345)
3,3-163,6 0,910 3,239 0,9946 85,0 - 109,5
(0,824 - 0,957) (-1,628 - 8,106)
19G
3,0-419 0,987 0,405 0,9997 93,5-101,2
(0,970 - 1,004) (-0,037 - 0,847)
2,7-67,6 0,976 4,303 0,9801 77,6 - 100,1
(0,839 - 1,112) (-0,854 - 9,459)
2,9 -260,5 0,800 (0,648 - 11,6 0,9693 85,6 - 122,0
0,951) (-9,4 - 32,6)
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MapéuBaon

H trapéuBaon PeAeTABNKE pe TNV avaueign opwv pe yvwoTtd emimeda tTG
avTiowudaTwy pe deiypyata opol mOavwg TTapePParAOpeva Kal Ye TNV PEAETN
atréKAIong aTTé Ta avapevoueva atroteAéopaTa. Kayia onuavTikr rapéufacn dev
ekdnAwBNke vyia TIG akOAouBeg oucieg oOTa  EMTTEdA  TTOU  dNAWVOVTAL
Aigooaipivn (2 g/L), XoAepuBpivn (342 pmol/L), kai Peupatoeidng Mapdyovrag
(200 EU/mI).
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*immco
ImmuLisa™

Celiaco tTG
ELISA para anticuerpos de transglutaminasa tisular humana

Para utilizacion de diagndstico in vitro
ETIQUETA DEL PRODUCTO

REF| 5144A Celiaco tTG IgA ELISA 96 Determinaciones
REF| 5144G Celiaco tTG IgG ELISA 96 Determinaciones

UTILIZACION PREVISTA

Inmunoensayos ligados a enzimas (ELISA) para la detecciéon cualitativa y
semicuantitativa de anticuerpos de transglutaminasa tisular anti-humana IgA o
IgG en suero humano para el diagnéstico de enteropatia por gluten /
enfermedades celiacas (EC) junto con otras conclusiones clinicas y de
laboratorio.

RESUMEN Y EXPLICACION

Las enfermedades celiacas (EC) son afecciones gastrointestinales autoinmunes
que pueden tener lugar en individuos genéticamente susceptibles inducidas por
la ingestién de cereales que contengan gluten, como el trigo, la cebada y el
centeno. Los sintomas clasicos de las EC incluyen diarrea, pérdida de peso y
desnutricion. Solo un pequefio porcentaje de los pacientes de EC presenta los
sintomas clasicos. En consecuencia, el espectro clinico de las EC se ha
ampliado mucho mas que en el pasado para incluir a pacientes que no
presentan los sintomas clasicos. Es bastante comdn que los sintomas iniciales
no sean gastrointestinales o que los sintomas gastrointestinales, en caso de
presentarse, sean leves o intermitentes. La necesidad de examinar una variedad
mas amplia de presentaciones clinicas ha provocado que se diagnostique de EC
a una mayor cantidad de individuos de edad avanzada que antes. Los adultos
pueden sufrir deficiencia de hierro, anemia macrocitica y hipocalcemia.

En base a los estudios, la difusion de las EC es muy variable. Si solo se utilizan
criterios clinicos para determinar su difusion, la incidencia de las EC es mucho
menor en comparacion con la incidencia establecida por los métodos
serolc')gicos.l’2 Si se utilizan métodos serolégicos, estudios recientes indican que
la incidencia de las EC en la poblacién general es de entre una cada 100
personas y una cada 500 personas.

El hecho de no diagnosticar las EC de forma temprana puede provocar en un
individuo complicaciones a largo plazo como atrofia esplénica y linfoma
intestinal.>** Una dieta sin gluten normaliza la mucosa y ayuda a reducir el
potencial de gravedad.
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El examen histolégico de la biopsia del intestino delgado sigue siendo el
procedimiento de preferencia para el diagnéstico de las EC, pero tiene sus
propias limitaciones. Por ejemplo, algunos pacientes con EC latentes o incluso
activas pueden presentar histopatologias normales.’

Los criterios revisados de la Sociedad Europea de Gastroenterologia y Nutricién
Pediatrica (ESPGHAN) incluyen solamente una biopsia Unica con remision clara
de los sintomas clinicos con una dieta sin gluten.6 Una serologia positiva en el
momento del diagnostico con desaparicion con la dieta sin gluten contribuye al
diagnostico. Los diversos andlisis serolégicos utilizados en el examen de
pacientes que se cree que podrian sufrir EC incluyen los de anticuerpos anti-
gliadiana (AGA), anti-endomisial (EMA) y transglutaminasa tisular (tTG). Los
anticuerpos anti-gliadina y tTG son detectados por el método ELISA, mientras
que los EMA son detectados mediante inmunofluorescencia indirecta. Los EMA
son indicadores muy especificos de las EC. Sin embargo, el analisis de EMA es
un método inmunohistoquimico que requiere experiencia a la hora de leer las
reacciones de inmunofluorescencia.

Desde la identificacion del tTG como el antigeno endomisial, se han establecido
los métodos ELISA para detectar anticuerpos en el suero de pacientes con EC.
La ventaja del analisis de anticuerpos anti-tTG es que es automatizable y menos
subjetivo que el EMA. Por este motivo, muchos laboratorios han optado por la
utilizacion del método de anticuerpos tTG como método de analisis. El tTG
Celiaco ImmuLisa™ es un inmunoensayo Unico que utiliza sustancias quimicas
especiales para la deteccién de anticuerpos de tTG con un alto grado de
especificidad y de sensibilidad y que minimiza la deteccion de anticuerpos no
especificos en otros controles de enfermedades que se presenta en otros
inmunoensayos de tTG. ¥

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El analisis es realizado como un inmunoensayo de fase sélida. Los micropocillos
son recubiertos con un antigeno humano recombinante de Transglutaminasa
Tisular y a continuacion se realiza una fase de bloqueo para reducir los vinculos
no especificos durante el ensayo. Se incuban en los pozos recubiertos con el
antigeno controles, calibradores y el suero del paciente para que los anticuerpos
especificos puedan presentarse en el suero para unirse al antigeno tTG. Los
anticuerpos separados y otras proteinas del suero son eliminados lavando los
micropocillos. Se detectan los anticuerpos unidos afiadiendo a los micropocillos
una enzima etiquetada conjugado anti-humano IgA o 1gG. El conjugado no unido
es eliminado lavandolo. A continuacion se afiade a los pocillos substrato de
enzima especifica (TMB) y se detecta la presencia de anticuerpos gracias a un
cambio de color producido por la conversion del sustrato de TMB en un producto
de reaccion de color. Se detiene la reaccion y la intensidad del cambio de color,
que es proporcional a la concentracion de anticuerpos, es leida por un
espectrofotometro a 250 nm. Los resultados son expresados en unidades de
ELISA por milimetro (EU/mI) y consignados como positivos 0 hegativos.

REACTIVOS
Almacenamiento y preparacion
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Guarde todos los reactivos a entre 2 y 8°C. No los congele. Los reactivos son
estables hasta la fecha de caducidad si se los maneja y almacena de acuerdo
con estas instrucciones.

No lo utilice si el reactivo no esta limpio o si contiene un precipitado. Todos los
reactivos deben ser llevados a temperatura ambiente (20-25°C) antes de su
utilizacion.

Reconstituya el tampon de lavado hasta un litro con agua destilada o
desionizada. Si lo guarda entre 2 y 8°C, el tampon de lavado reconstituido es
estable hasta la fecha de caducidad del equipo.

Las tiras de micropocillos recubiertos son de un solo uso. Las tiras de
micropocillos no utilizadas deberian ser recolocadas con cuidado en la bolsa con
desecantes para evitar la condensacion y ser almacenadas a 2-8°C.

Precauciones

Todos los componentes provenientes de seres humanos utilizados han sido
analizados en busca de HBsAg, HCV, HIV-1y 2 y HTLV-I han dado negativo de
acuerdo con los examenes necesarios de la FDA. Sin embargo, los derivados de
sangre humana y las muestras de pacientes deberian considerarse
potencialmente infecciosas. Siga unas buenas practicas de laboratorio a la hora
de guardar, preparar y desechar estos materiales.™

Deben seguirse las instrucciones exactamente tal como aparecen aqui
para garantizar unos resultados validos. No cambie los componentes del
equipo por otros de fuentes externas. Siga unas buenas practicas de laboratorio
para minimizar la contaminaciéon microbiana y cruzada de los reactivos a la hoja
de manejarlos. No utilice los componentes del equipo después de la fecha de
caducidad que aparece en las etiquetas.

Materiales proporcionados

Celiaco tTG IgA ELISA ImmuLisa™ REF| 5144A

Celiaco tTG IgG ELISA ImmuLisa™ REF| 5144G

El equipo contiene suficientes reactivos para realizar 96 determinaciones.

12x8 [MICROPLATE|CITG] Microplaca  con  micropocillos  individuales

escindibles. Recubierta con tTG recombinante
humana. Lista para su utilizacion.

1x1.75ml  [CONTROL[+|CtTG-A] Control Positivo listo para su utilizacion (tapén
rojo) para 5144A. Contiene suero humano
positivo en anticuerpos tTG IgA. El registro de
concentracion esperado en EU/ml esta impreso en
la etiqueta.

1x1.75ml  [CONTROL[+[CITG-G] Control Paositivo listo para su utilizacion (tapon

rojo) para 5144G. Contiene suero humano

positivo en anticuerpos tTG 1gG. El registro de

concentracion esperado en EU/ml esta impreso en

la etiqueta.

1x1.75ml  [CONTROL] Control Negativo listo para su utilizacion (tapon
blanco). Contiene suero humano.
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5x1.75ml  [CALIBRATORJAJCITG-A|

[CALIBRATOR[B[CITG-A]
[CALIBRATORICICITG-A]|
[CALIBRATOR|DICITG-A]
[CALIBRATOR[E[CITG-A]

5x1.75ml [CALIBRATORJAICITG-G]

1x15ml

1x15ml

1x60ml

1x15ml

1x15ml
2 x viales

1x

[CALIBRATOR[BICITG-G]
[CALIBRATOR[CI[CITG-G]
[CALIBRATOR|DI[CtTG-G]
[CALIBRATOR[E[CITG-G]

IgA-CONJ[HRP

IgG-CONJ

Componentes opcionales

1 x 60ml

[BUF[WASH

Juego de 5 calibradores listos para su utilizacién
para 5144A. Calibrador A (tapén verde)
160 EU/mI, Calibrador B (tapén violeta) 80 EU/m,
Calibrador C (tapon azul) 40 EU/mI, Calibrador D
(tap6on amarillo) 20 EU/mI, y Calibrador E (tap6n
naranja) 1 EU/ml. Provenientes de suero humano
con anticuerpos tTG IgA. Las concentraciones en
EU/ml estan impresas en las etiquetas.

Juego de 5 calibradores listos para su utilizacién
para 5144G. Calibrador A (tapon verde) 320
EU/ml, Calibrador B (tap6n violeta) 80 EU/mI,
Calibrador C (tap6n azul) 40 EU/mI, Calibrador D
(tap6n amarillo) 20 EU/mI, y Calibrador E (tap6n
naranja) 1 EU/ml. Provenientes de suero humano
con anticuerpos tTG IgG. Las concentraciones en
EU/ml estan impresas en las etiquetas.

Conjugado HRP antihumano IgA para
5144A. Listo para su utilizacion.

Conjugado HRP antihumano 19gG para
5144G. Listo para su utilizacion.

Diluyente de suero. Listo para su utilizacién. De
color morado.

Sustrato de enzima TMB. Listo para su utilizacion.
Proteger de la luz.

Solucién de parada. Lista para su utilizacion.

Tampo6n de lavado en polvo. Reconstituir a un litro
cada uno.

Hojas de protocolo

Tamp6n de lavado liquido concentrado.
Reconstituir a un litro.

Simbolos utilizados en las etiquetas

Al =
HH
| |

<
O

L P~

Nudmero de lote

Numero de catalogo

Utilizacion diagndstica in vitro

Utilizar antes de

Temperatura de almacenamiento

Leer las instrucciones antes de utilizar

Ndmero de anélisis

Fabricante

Materiales necesarios pero no suministrados

+  Agua desionizada o destilada
* Botella de plastico blando para el tampon de lavado diluido
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* Pipetas capaces de suministrar de 5 pl a 1000 pl

+  Extremos de pipeta desechables

*  Tubos de ensayo limpios de 12 x 75 mm y rejilla para tubos de ensayo

»  Temporizador

*  Toallitas de papel absorbentes

»  Lector de microplaca capaz de leer valores de absorbencia a 450 nm. Si
esta disponible el lector de microplaca de longitud de onda dual, el filtro de
referencia deberia fijarse a 600-650 nm

+ Lavador de microplaca automatico capaz de suministrar 200 pl

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE ESPECIMENES

En este procedimiento sélo deberian utilizarse especimenes de suero. Los
especimenes muy hemolizados, lipémicos o contaminados microbiolégicamente
pueden afectar al funcionamiento del analisis y no deberian ser utilizados.
Guarde los especimenes entre 2° y 8°C durante un maximo de una semana.
Para periodos de almacenamiento mas largos, los especimenes de suero
deberian ser congelados. Evite congelar y descongelar las muestras
repetidamente. Es recomendable que los especimenes congelados sean
analizados al cabo de un afio.

PROCEDIMIENTO
Notas del procedimiento

» Lea detenidamente la etiqueta del producto antes de empezar el ensayo.

+ Todas las diluciones de las muestras del paciente deberian prepararse
antes de empezar con el ensayo.

+ Deje que los especimenes del paciente y los reactivos de los analisis se
adapten a la temperatura ambiente antes de empezar con el procedimiento
de andlisis. Le sugerimos que deje los reactivos sobre la mesa de trabajo y
fuera de la caja unos 30 minutos antes de su utilizaciéon. Vuelva a meter
todos los especimenes y reactivos no utilizados en la nevera después de su
utilizacion.

+  Saque las tiras de micropocillos necesarias de la bolsa y vuelva a cerrarla
cuidadosamente para evitar la condensacion de los pocillos no utilizados.
Vuelva a meter la bolsa a la nevera inmediatamente.

* Una buena técnica de lavado es fundamental. Si el lavado va a ser
realizado a mano, aplique una corriente fuerte de tampon de lavado con una
botella de lavado de boca ancha por toda la microplaca. Se recomienda
utilizar un lavador de microplacas automatico.

« Utilice una pipeta multicanal capaz de proveer a 8 a 12 pozos
simultaneamente. Esto acelera el proceso y proporciona tiempos de
incubacién mas uniformes.

+ En todos los pasos es necesario controlar cuidadosamente el tiempo. El
inicio de todos los periodos de incubacion empieza al terminar de afadir el
reactivo.

* Todas las muestras y reactivos deberian ser afiadidos a la misma velocidad
y en el mismo orden.
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Método de analisis

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7
Paso 8

Paso 9
Paso 10
Paso 11

Deje que los reactivos y especimenes se adapten a la temperatura
ambiente.

Etiquete la hoja de protocolo para indicar que se han colocado
muestras en los micropocillos. Una buena practica de laboratorio es
analizar las muestras por duplicado.

Para una determinacién cualitativa utilice Unicamente el Calibrador
D (vial con tap6n amarillo).

(0]

Para una determinacién semi-cuantitativa utilice los Calibradores A
a E tal como aparece en el plan de muestras siguiente.

Cualitativo Semi-cuantitativo
A Base S5 Etc. A Base S1 Etc.
B - S6 B - S2
C + S7 C + S3
D CalD S8 D Cal A S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3

Prepare una dilucién 1:101 de las mezclas del paciente mezclando 5
pl del suero del paciente con 500ul de Diluyente de Suero.

Saque los micropocillos necesarios de la bolsa y vuelva a meter en la
nevera las tiras no utilizadas dentro de la bolsa cerrada. Coloque los
micropocillos en la funda adicional proporcionada.

Vierta 100 pl de Calibradores listos para usar, controles positivos y
negativos y muestras del paciente diluidas (1:101) en los micropocillos
adecuados en base a la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl del Diluyente de Suero como
reactivo base. Ajuste el medidor ELISA en funcion del reactivo base.
Inctbelo 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lavelo 4x con tampon de lavado. Para un lavado manual, llene cada
micropocillo con tampdn de lavado reconstituido. Deseche el fluido
volcando y vertiendo el contenido de cada pocillo o aspirando el
liquido de cada pocillo. Para secar el final del dltimo lavado, vuelque
las tiras y golpee los pocillos con fuerza con toallitas de papel
absorbentes. Para lavadores automaticos, programe el lavador
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Vierta 100 pl de Conjugado en los micropocillos.
Incubelo 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos los micropocillos siguiendo las instrucciones del Paso 8.
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Paso 12 Vierta 100 pl de Sustrato de Enzimas en cada micropocillo con el
mismo orden y tiempo que aplic6 el Conjugado.

Paso 13 Incubelo 30 minutos (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Paso 14 Vierta 100 ul de Solucion de Parada en cada micropocillo con el
mismo orden y tiempo que aplicd el Sustrato de Enzimas. Lea los
valores de absorbencia a los 30 minutos de afiadir la Solucién de
Parada.

Paso 15 Lea la absorbencia de cada micropocillo a 450 nm si utiliza un lector
de microplaca de longitud de onda simple o0 a 450/630nm si utiliza un
lector de microplaca de longitud de onda dual con el reactivo base
fijado a absorbencia cero.

Control de calidad

Los Calibradores, los Controles Positivo y Negativo y el reactivo base deben
comprobarse en cada ensayo para verificar la integridad y la precision del
andlisis. La medicién de absorbencia del reactivo base deberia ser <0,3. El
Calibrador A deberia tener una lectura de absorbencia de no menos de 1,0, de lo
contrario la prueba debe repetirse. El control negativo debe ser <10 EU/ml. Si se
realiza la prueba por duplicado, deberia tomarse la media de ambas lecturas
para determinar la lectura en EU/ml. Al realizar determinaciones cualitativas, la
densidad 6ptica del Calibrador D debe ser mayor que la del control negativo y
menor que la absorbencia del control positivo. Para las determinaciones
semicuantitativas el control positivo debe arrojar valores dentro del registro
estipulado en el vial.

RESULTADOS
Calculos

Las concentraciones de las muestras del paciente pueden ser determinadas
utilizando dos métodos:

1. DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. muestra de analisis
............................ X EU/ml de CalibradorD = EU/ml Muestra Analisis
Abs. de Calibrador D

Es recomendable indicar si los resultados cualitativos son “positivos” o
“negativos”. Los resultados de los andlisis iguales o superiores al Calibrador
D son considerados positivos.

2. DETERMINACION SEMI-CUANTITATIVA

Determine la absorbencia de los Calibradores A a E en base a sus
concentraciones respectivas sobre papel para graficos lineales logaritmicos.
Determine las concentraciones en EU/ml en el eje X y la absorbencia en el
eje Y y dibuje una curva de punto a punto. Determine las concentraciones
de las muestras del paciente desde la curva de acuerdo con los valores de
absorbencia correspondientes. Como alternativa, puede utilizar una curva
de cuatro parametros para trazar la curva estandar.
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Es recomendable indicar si los resultados semi-cuantitativos son “positivos”,
“negativos” o ‘“indeterminados” con valores en unidades EU/ml. Los
resultados indeterminados/en el limite deberian ser reanalizados y
evaluados junto con otros métodos de laboratorio

Interpretacién

Los valores de interpretacién fueron determinados analizando 114
especimenes de control de donantes de sangre normales y sin
enfermedades celiacas. La media de los sujetos normales mas 2 SD fue
establecida como limite del ensayo y se le asigné un valor arbitrario de 20
EU/ml. IMMCO recomienda la utilizacion del registro de referencia siguiente.
Cada laboratorio deberia validar los valores del ensayo para sus propias

condiciones.

Valor anti-tTG Ab Interpretacion

<20 EU/ml Negativo

20-25 EU/mI Indeterminado (Limite)
>25 EU/mI Positivo

Calibrador

Los calibradores listos para utilizar vienen incluidos para proporcionar una
determinacion semi-cuantitativa y deben ser utilizados en cada andlisis. Las
muestras de pacientes que contienen niveles altos de anticuerpos pueden
arrojar unos valores de absorbencia superiores que los del Calibrador A.
Para determinar unos valores semi-cuantitativos precisos, €sos
especimenes deberian diluirse mas para que entren en el registro de la
curva del calibrador al volver a analizarlos. Para determinar los valores en
EU/ml, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucién.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En este procedimiento sélo deberian utilizarse especimenes de suero. Los
especimenes muy hemolizados, lipémicos o contaminados microbiol6gicamente
pueden afectar al funcionamiento del andlisis y no deberian ser utilizados.
Guarde los especimenes entre 2°C y 8°C durante un maximo de una semana.
Para periodos de almacenamiento mas largos, los especimenes de suero
deberian ser congelados. Evite congelar y descongelar las muestras
repetidamente.

Los resultados de los andlisis sirven como ayuda para el diagndstico y deberian
ser considerados conjuntamente con otras pruebas clinicas y de laboratorio.

VALORES ESPERADOS

Normalmente se espera que los resultados de los analisis en la poblacién normal
sean negativos. Sin embargo, como la incidencia de las EC en la poblacién
normal es aproximadamente del 1%, algunos individuos aparentemente
saludables y asintomaticos podrian dar positivo en anticuerpos tTG.

La incidencia y los niveles de anticuerpos anti-tTG dependen de la dieta. Los
niveles de ese tipo de anticuerpos disminuyen y acaban convirtiéndose en
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negativos en los pacientes con EC que siguen una dieta sin gluten. De forma
similar, los niveles de ese tipo de anticuerpos aumentaran y podrian convertirse
en positivos en los pacientes con EC que seguian una dieta sin gluten e ingieren
una dieta con gluten. **** Los pacientes con EC pero deficientes en IgA daran
positivo en anticuerpos IgG para tTG. En esos casos se han realizado estudios
para confirmar que el paciente es deficiente en IgA.

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

La utilidad de las pruebas ELISA ImmuLisa™ Celiaco tTG fue evaluada
analizando especimenes de suero positivos caracteristicos EMA de sujetos
sospechosos de sufrir EC junto con controles de enfermedades y sueros
humanos "normales". Estos especimenes también fueron analizados con las
pruebas ELISA disponibles en los comercios y equipos de andlisis de
inmunofluorescencia. Los resultados se resumen a continuacion.

A. ELISA ImmuLisa™ Celiaca tTG vs. otros inmunoensayos de tTG:

Otros tTG IgA ELISA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 74 19 93
CELIACOtTG Negativo 2 90 92
IgA ELISA Total 76 109 185

Concordancia de porcentaje positivo:  97,4% (95% CI 90,0% - 99,5%)
Concordancia de porcentaje negativo: 82,6% (95% CI 73,9% - 88,9%)
Concordancia de porcentaje total: 88,6% (95% CI 83,0% - 92,7%)

Sujetos celiacos positivos en EMA: 93
Controles de enfermedades: 31
Sujetos normales sanos: 61

Otros tTG IgG ELISA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 74 21 95
CELIACOtTG Negativo 31 184 215
IgG ELISA Total 105 205 310

Concordancia de porcentaje positivo: ~ 70,5% (95% ClI 60,7% - 78,8%)
Concordancia de porcentaje negativo: 89,8% (95% ClI 84,6% - 93,4%)
Concordancia de porcentaje total: 83,2% (95% CI 78,5% - 87,1%)

Sujetos celiacos positivos en EMA: 166
Controles de enfermedades: 53
Sujetos normales sanos: 91

B. ELISA ImmuLisa™ Celiaco tTG vs. EMA: Los resultados obtenidos con las
ELISA Celiaca tTG fueron comparados con los resultados de anticuerpos
endomisiales (EMA) obtenidos utilizando un IFA disponible comercialmente y
una poblacién clinica bien caracterizada.
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Poblacién con EC confirmada por EMA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 87 6 93
CELIACOtTG Negativo 1 91 92
IgA ELISA Total 88 97 185

Concordancia de porcentaje positivo:  98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)
Concordancia de porcentaje negativo: 93,8% (95% ClI 86,5% - 97,5%)
Concordancia de porcentaje total: 96,2% (95% CI 92,1% - 98,3%)

Sujetos celiacos positivos en EMA: 93
Sujetos celiacos positivos en EMA IgA: 88
Sujetos celiacos deficientes en IgA: 5
Controles de enfermedades: 31

Sujetos normales sanos: 61

Poblacién con EC confirmada por EMA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 72 7 79
CELIACOtTG Negativo 6 191 197
I9G ELISA Total 78 198 276

Concordancia de porcentaje positivo:  92,3% (95% CI 83,4% - 96,8%)
Concordancia de porcentaje negativo: 96,5% (95% CI 92,6% - 98,4%)
Concordancia de porcentaje total: 95,3% (95% CI 91,9% - 97,4%)
Sujetos celiacos positivos en EMA: 132 (74 positivos en EMA 1gG)

Controles de enfermedades: 53
Sujetos normales sanos: 91

C. Sensibilidad y especificidad clinica: Se realizaron ensayos ELISA Celiaca tTG
en poblaciones clinicas con enfermedades celiacas bien caracterizadas y se
obtuvieron los resultados siguientes.

Enfermedad Celiaca

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 88 5 93
CELIACOtTG Negativo 5 87 92
IgA ELISA Total 93 92 185
Sensibilidad estimada: 94,6% (95% CI 87,3% - 98,0%)
Especificidad estimada: 94,6% (95% ClI 87,2% - 98,0%)
Concordancia: 94,6% (95% CI 90,0% - 97,2%)

Sujetos celiacos positivos en EMA IgA: 88
Sujetos celiacos deficientes en IgA: 5
Controles de enfermedades: 31

Sujetos normales sanos: 61
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Enfermedad celiaca no deficiente en IgA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 87 0 87
CELIACOtTG Negativo 1 0 1
IgA ELISA Total 88 0 88
Sensibilidad estimada: 98,9% (95% Cl 92,9% - 99,9%)
Especificidad estimada: --
Concordancia: 98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)

Sujetos celiacos positivos en EMA IgA: 88
Controles de enfermedades: 0
Sujetos normales sanos: 0

Enfermedad Celiaca

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 72 7 79
CELIACOtTG Negativo 60 137 197
IgG ELISA Total 132 144 276
Sensibilidad estimada: 54,5% (95% CI 45,7% - 63,2%)
Especificidad estimada: 95,1% (95% CI 89,9% - 97,9%)
Concordancia: 75,7% (95% CI 70,1% - 80,6%)

Sujetos celiacos positivos en EMA: 132 (74 positivos en EMA IgG)
Controles de enfermedades: 53
Sujetos normales sanos: 91

Enfermedad celiaca deficiente en IgA
Positivo NegativoTotal

IMMCO Positivo 21 0 21
CELIACOtTG Negativo 1 0 1
IgG ELISA Total 22 0 22
Sensibilidad estimada: 95,5% (95% CI 75,1% - 99,8%)
Especificidad estimada: --
Concordancia: 95,5% (95% CI 75,1% - 99,8%)

Sujetos con enfermedad celiaca deficientes en IgA: 22
Controles de enfermedades: 0
Sujetos normales sanos: 0
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D. Reactividad cruzada: Un total de 63 especimenes potencialmente reactivos
cruzados de individuos con otras afecciones autoinmunes o que dieron positivo
en otros autoanticuerpos fueron analizados en anticuerpos tTG utilizando el
sistema ImmuLisa™ Celiaco tTG.

IgA Positivo 1gG Positivo

Enfermedad n n (%) n (%)

Enfermedad de Graves 11 0 (0%) 0 (0%)
Tiroiditis de Hashimoto 10 0 (0%) 0 (0%)
Positivo en ANA* 9 0 (0%) 1(11%)
Positivo en CCP** 10 0 (0%) 0 (0%)
Positivo en RF** 9 0 (0%) 0 (0%)
Colitis ulcerativa 5 0 (0%) 0 (0%)
Enfermedad de Crohn 9 0 (0%) 2 (22%)
Total 63 0 (0%) 3 (5%)

* Anticuerpos Antinucleares
** Anticuerpos Anti-Péptidos Ciclicos Citrulinados
*** Anticuerpos Factor Reumatoide

Precision
La precision fue analizada con mdltiples especimenes seleccionados en todo el
registro del ensayo. Se realizaron tres ensayos en dias distintos para determinar

los resultados entre dias. Se realizo otra serie adicional de diez duplicados para
determinar la repetibilidad. Los resultados se resumen a continuacion.

Media Dentro de serie
(EU/mI) Imprecision total Entre dias (Repetibilidad)
\° SD ) SD

Equipo s (EUm)  cv% | (Euml)  cv% | (Euml)  CV%
1 10,6 1,086 10,2% 1,135 10,7% 1,095 10,2%
2 20,4 1,224 6,0% 1,476 7.2% 0,956 4,7%
3 25,0 1,496 6,0% 1,740 6,9% 1,271 5,1%
f;ls:g: 4 34,9 2,075 5,9% 2,099 6,1% 2,110 6,0%
TG IgA 5 48,7 2,634 5,4% 3,661 7,5% 1,090 2,2%
6 | 1106 4,008 3,6% 4,221 3,8% 3,960 3,6%
7 | 1347 7,253 5,4% 8,728 6,5% 5,904 4,4%
8 | 1837 6,161 3,4% 6,606 3,6% 5,615 3,0%
1 15,3 1,100 7,2% 1,283 8,3% 0,929 6,1%
2 24,3 1,727 7,1% 2,101 8,6% 1,355 5,6%
Ensayo 3 29,8 1,931 6,5% 2,492 8,4% 1,289 4,3%
celiaco 4 60,5 3,046 5,0% 3,647 6,0% 2,507 4,1%
TG 1gG 5 99,1 4,720 4,8% 5,687 5,7% 3,756 3,8%
6 | 2337 | 10022 | 43% 11,918 5,0% 7,108 3,1%
7 | 2635 | 13,061 5,0% 14,124 | 54% 11,794 | 4,4%
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Limite de deteccién

El limite de deteccién (LD) fue determinado en base a 60 duplicados de la base
y 10 duplicados de 6 muestras de nivel bajo (NHS). EI LD para IgA fue de 4,0
EU/mI. EI LD para IgG fue de 2,9 EU/mL.

Linealidad y recuperacién

La linealidad y la recuperacion fueron analizadas diluyendo especimenes
positivos en el registro de ensayo en diluciones equidistantes y comparando los
resultados reales frente a los esperados. El registro lineal de los ensayos se fijé
en 4,0 (LD) — 160 EU/mI para IgA y 2,9 (LoD) — 260 EU/mI| para IgG. Los

resultados se resumen a continuacion:

dszgr:zltirs(;s Inclinacién Corte Y (95% Rz % rgcuperacién
(EU/MI) (95% ClI) Cl) (obtenido/esperado)
IgA
6,0a62,7 0,932 0,926 0,9943 97,9 a108,3
(0,879 a 0,985) (-1,240 a 3,091)
3,0a157,0 0,947 0,999 0,9979 94,5a107,7
(0,892 a 1,002) (-4,347 a 6,345)
3,3a163,6 0,910 3,239 0,9946 85,0 a 109,5
(0,824 a 0,957) (-1,628 a 8,106)
19G
3,0a41,9 0,987 0,405 0,9997 93,5a101,2
(0,970 a 1,004) (-0,037 a2 0,847)
2,7a67,6 0,976 4,303 0,9801 77,6 a100,1
(0,839 2 1,112) (-0,854 a 9,459)
2,9a260,5 0,800 (0,648 a 11,6 0,9693 85,6 a 122,0
0,951) (-9,4 a 32,6)

Interferencia

La interferencia fue estudiada mezclando sueros con niveles de anticuerpos tTG
conocidos con muestras de suero con interferencia potencial y estudiando la
desviacion respecto a los resultados esperados. No se demostré una
interferencia importante para las siguientes sustancias en los niveles indicados:
Hemoglobina (2 g/L), Bilirrubina (342 pmol/L), y Factor Reumatoide (100 EU/mI).
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**immco
ImmuLisa™

Celiac tTG
rHuman Gewebe-Transglutaminase Antikorper ELISA

Nur zur In-vitro-Diagnostik

Produkteinlage

REF| 5144A Celiac tTG IgA ELISA 96 Bestimmungen
REF| 5144G Celiac tTG IgG ELISA 96 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) zur qualitativen und semi-
quantitativen Bestimmung von anti-humanem Gewebe-Transglutaminase IgA-
oder IgG-Antikérpern im Humanserum, zur Unterstlitzung bei der Diagnose von
glutensensitiver Enteropathie / Zoliakie (CD), in Verbindung mit anderen
laboratorischen und klinischen Befunden.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG

Zoliakie (CD) ist eine autoimmune gastrointestinale Stdrung, die bei Personen
mit erblicher Vorbelastung auftreten kann, ausgel6st durch die Aufnahme von
glutenhaltigem Getreide wie Weizen, Gerste und Roggen. Zu den klassischen
Symptomen einer  Zoliakie zahlen Durchfall, Gewichtsverlust und
Untererndhrung. Nur ein geringer Prozentsatz der Patienten mit Zoliakie weist
die klassischen Symptome auf. Als Konsequenz ist das klinische Spektrum von
Zoliakie umfassender als in der Vergangenheit, um auch die Patienten
einzuschlielen, die nicht die klassischen Symptome aufweisen. Als erste
Symptome sind nicht gastrointestinale nicht ungewohnlich, auch kdnnen
gastrointestinale Symptome in leichter oder diskontinuierlicher Form auftreten.
Die Notwendigkeit, ein breiteres Spektrum klinischer Befunde zu untersuchen,
fuhrte zu einem Anstieg der Anzahl Personen, bei denen Zdliakie in
fortgeschrittenem Alter diagnostiziert wurde. Erwachsene kénnen Eisenmangel,
Macrocytic Anamie und Hypokalz&mie auftreten.

Durch Studien fand man heraus, dass die Pravalenz von Zéliakie hochst variabel
ist. Wenn bei der Bestimmung der Verbreitung allein klinische Kriterien genutzt
werden, so ist die Haufigkeit von CD viel geringer im Vergleich zu der Haufigkeit,
die durch serologische Methoden bestimmt wird."* Mit Hilfe serologischer
Methoden zeigten neuere Untersuchungen, dass die Verbreitung von CD bei der
Bevolkerung zwischen 1 pro 100 und 1 pro 500 liegt.

Eine zu spéter Diagnose von CD kann bei einem Patienten zu Ian%zeitigen
Komplikationen flhren, wie Milzatrophie und Intestinal-Lymphom. “ Eine
glutenfreie Diat (GFD) normalisiert die Schleimhaut und verringert das maligne
Potential.

41



Die histologische Untersuchung der Dinndarm-Biopsie wird der Standard fur die
Diagnose von CD bleiben, bringt allerdings Einschrénkungen mit sich. Hierzu
zéhlen einige Patienten mit latenten oder aktueller CD, die normale
histopathologische Werte aufweisen.

Zu den (Uberarbeiteten Kriterien der European Society of Paediatric
Gastroenterology and Nutrition (ESPGHAN) zahlt nur eine einzige Biopsie mit
einer klar umrissenen Remission klinischer Symptome zu GFD.” Eine positive
Serologie zum Zeitpunkt der Diagnose mit Verschwinden von GFD tragt zur
Diagnose bei. Zu den verschiedenen serologischen Tests, die bei der
Untersuchung von Patienten mit Verdacht auf CD durchgefiihrt werden, zéhlen
Untersuchungen auf Antikbrper gegen Gliadin (AGA), Endomysial (EMA) und
Gewebe-Transglutaminase (tTG). Antikorper gegen Gliadin und tTG erkennt
ELISA, EMA die indirekte Immunfluoreszenz. EMA sind sehr spezifische
Anzeichen fur CD. Der EMA-Test ist eine immunhistochemische Methode, die
Erfahrung mit immunfluoreszierenden Reaktionen erfordert. !

Seit der Erkennung von tTG als Antigen gegen Endomysial, wird die ELISA
Methode genutzt, um Antikdrper im Serum von Patienten mit CD zu finden. Der
Vorteil der Anti-tTG Antikdrper-Untersuchung ist, dass sie automatisierbar und
weniger subjektiv als EMA ist. Aus diesem Grund haben sich viele Labore dazu
entschlossen, die tTG-Antikérper Methode als Screeningmethode zu nutzen.
ImmuLisa™ Celiac tTG ist ein einzigartiges immunchemisches Verfahren das
eine besondere Chemie verwendet, um Antikdrper gegen tTG zu finden, mit
einem hohen Grad an Spezifitat und Empfindlichkeit und das die Auffindung
nicht-spezifischer Antikdrper in anderen Krankheitsuntersuchungen minimiert,
\{\{ie es bei einigen anderen tTG immunchemischen Verfahren berichtet wurde. &

VERFAHRENSPRINZIPIEN

Der Test wird als immunologischer Festphasentest durchgefuhrt.
Mikrovertiefungen werden mit einem rekombinanten menschlichen Gewebe-
Transglutaminase-Antigen umgeben, gefolgt von einem Blockierungsschritt, um
die nicht-spezifische Bindung wahrend der Untersuchung zu reduzieren.
Kontrollen, Kalibratoren und Patientenseren werden in den mit dem Antigen
umgebenen Vertiefungen inkubiert, damit sich die im Serum enthaltenen
Antikdrper an das tTG-Antigen binden kénnen. Ungebundene Antikérper und
andere Proteine des Serums werden durch Auswaschung der Mikrovertiefungen
entfernt. Gebundene Antikérper werden durch die Hinzugabe eines Enzym-
gekennzeichneten IgA- oder IgG-Konjugats zu den Mikrovertiefungen erkannt.
Das ungebundene Konjugat wird durch Auswaschung entfernt. Ein bestimmtes
Enzymsubstrat (TMB) wird dann zu den Vertiefungen hinzugefiigt und das
Vorhandensein von Antikérpern wird durch eine Anderung der Farbe angezeigt,
durch die Konversion des TMB-Substrats zu einem farbigen Reaktionsprodukt.
Die Reaktion wird angehalten und die Intensitdit der Farb&nderung, die
proportional zu der Konzentration der Antikérper ist, wird von einem
Spektrofotometer bei 450 nm abgelesen. Die Ergebnisse werden in ELISA
Einheiten pro Millimeter (EU/ml) angegeben und als positiv oder negativ
angezeigt.
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REAGENZIEN
Lagerung und Vorbereitung

Alle Reagenzien bei 2-8°C lagern. Nicht einfrieren. Die Reagenzien sind bis
zum Ablaufdatum stabil, wenn sie wie angewiesen gelagert und behandelt
werden.

Verwenden Sie es nicht, wenn das Reagenz nicht farblos oder wenn ein
Préazipitat vorhanden ist. Alle Reagenzien missen vor dem Gebrauch (20-25°C)
auf Raumtemperatur gebracht werden.

Den Waschpuffer zu 1 Liter mit destilliertem oder vollentsalztem Wasser
herstellen. Bei Lagerung mit 2-8°C bleibt der hergestellte Waschpuffer bis zum
Kit-Ablaufdatum stabil.

Beschichtete Mikrovertiefungsstreifen sind nur fur den einmaligen Gebrauch
bestimmt. Ungebrauchte Mikrovertiefungsstreifen sollten im Beutel, der
Trocknungsmittel enthalt, sorgféltig wieder versiegelt werden, um Kondensation
zu verhindern, und bei 2-8 °C gelagert werden.

VorsichtsmaRBnahmen

Alle verwendeten menschlichen Bestandteile wurden negativ auf HBsAg, HCV,
HIV-1 und 2 und HTLV-l getestet, mit Hilfe eines FDA erforderlichen Tests.
Derivate menschlichen Blutes und Patientenproben sollten als potentiell
ansteckend behandelt werden. Befolgen Sie die sachgemélRen Vorgange
beziglich Lagerung, Zubereitung und Entsorgung dieser Materialien. 12

Die Anleitung in diesem Set sollte genauestens befolgt werden, um exakte
Resultate zu erzielen. Tauschen Sie keine Teile des Sets mit denen aus
anderen Quellen aus. Befolgen Sie die sachgeméalen Vorgange, um die
mikrobielle und Kreuzkontamination von Reagenzien bei der Nutzung zu
minimieren. Benutzen Sie keine Teile des Sets nach dem Verfallsdatum auf dem
Etikett.

Materialien

ImmuLisa™ Celiac tTG IgA ELISA REF| 5144A

ImmuLisa™ Celiac tTG IgG ELISA REF| 5144G

Das Set enthalt ausreichend Reagenzien fiir 96 Tests.

12x 8 [MICROPLATE|CtTG] Mikroplatte ~ mit  einzelnen  abbrechbaren

Mikrovertiefungen. Ummantelt mit rekombinantem
menschlichen tTG. Gebrauchsfertig.

1x1.75ml  [CONTROL[+[CITG-A] Gebrauchsfertige positive Kontrolle (rote Kappe)
fur 5144A. Enthédlt menschliches Serum,
positiv auf tTG, IgA-Antikérper. Der erwartete
Konzentrationsbereich in EU/mI ist auf dem Etikett
aufgedruckt.

1x1.75ml  [CONTROL[+|CtTG-G] Gebrauchsfertige positive Kontrolle (rote Kappe)
fur 5144G. Enthalt menschliches Serum,
positiv auf tTG, IgG-Antikorper. Der erwartete
Konzentrationsbereich in EU/ml ist auf dem Etikett
aufgedruckt.
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1x1.75 ml

5x1.75ml

5x1.75ml

1x15ml
1x15ml
1x 60 ml
1x15ml
1x15ml

2x
Ampullen

1x

CONTROL[]

[CALIBRATORJA[CITG-A]

Gebrauchsfertige negative Kontrolle (weil3e
Kappe). Enthalt menschliches Serum.

Gebrauchsfertiger Satz von 5 Kalibratoren fur

[CALIBRATOR[B[CITG-A]
[CALIBRATOR[CICtTG-A]
[CALIBRATOR|DI[CITG-A]
[CALIBRATOR[E[CITG-A]

[CALIBRATORJA[CITG-G]

REF|5144A. Kalibrator A (grine Kappe) 160
EU/mI, Kalibrator B (violette Kappe) 80 EU/mI,
Kalibrator C (blaue Kappe) 40 EU/ml, Kalibrator D
(gelbe Kappe) 20 EU/mI, und Kalibrator E
(orangene Kappe) 1 EU/ml. Aus menschlichem
Serum mit tTG IgA Antikdrpern. Konzentrationen
in EU/mI stehen auf dem Etikett.

Gebrauchsfertiger Satz von 5 Kalibratoren fir

[CALIBRATOR[BICITG-G]
[CALIBRATOR[CI[CITG-G]
[CALIBRATOR|DI[CtTG-G]
[CALIBRATOR[E[CITG-G]

Optionale Komponenten

1 x 60ml

BUF|WASH

Symbole auf den Etiketten

Al |
mH
| |

E <P~ f3

Patientennummer
Katalognummer
In-vitro-Diagnostik
Gebrauch durch

Lagertemperatur

Anzahl Tests

Hersteller

REF|5144G. Kalibrator A (grine Kappe) 320
EU/ml,Kalibrator B (violette Kappe) 80 EU/mI,
Kalibrator C (blaue Kappe) 40 EU/ml, Kalibrator D
(gelbe Kappe) 20 EU/mI, und Kalibrator E
(orangene Kappe) 1 EU/ml. Aus menschlichem
Serum mit tTG, IgG-Antikdrpern. Konzentrationen
in EU/ml stehen auf dem Etikett.

HRP anti-menschliches IgA Konjugat fiir
5144A. Gebrauchsfertig.

HRP anti-menschliches IgG Konjugat fr
5144G. Gebrauchsfertig.

Serum Verdinnungsmittel. Gebrauchsfertig
Farbkodiert lila.

TMB Enzymsubstrat. Gebrauchsfertig Vor Licht
schitzen.

Stopplésung. Gebrauchsfertig.

Puderwaschpuffer. Auf jeweils einen Liter
einstellen.

Protokollblatter

Flussigkeit konzentrierter Waschpuffer. Zu einem
Liter herstellen.

Anweisungen vor dem Gebrauch lesen

Erforderliche Materialien, die nicht enthalten sind

. Deionisiertes oder destilliertes Wasser
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«  Spritzflasche fir verdiinnten Waschpuffer

«  Pipetten fur 5 pl bis 1000 pl

*«  Wegwerfbare Pipettenkdpfe

*  Saubere Reagenzglaser 12 x 75 mm und Halter fir Reagenzglaser

« Uhr

*  Absorbierende Papiertlicher

+ Leser fir Mikroplatten, flir Absorptionswerte bis 450 nm. Wenn ein
Doppelwellenlangen-Leser fir Mikroplatten verfigbar ist, sollte der
ReferenZzfilter auf 600-650 nm gestellt sein.

«  Automatischer Wascher fir Mikroplatten fir die Verteilung von 200 pl

SAMMLUNG UND BEHANDLUNG VON PROBEN

Bei diesem Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Grob
hamolisierte, lipdmisch oder mikrobisch verunreinigte Proben koénnen die
Leistung des Tests beeintrachtigen und sollten nicht verwendet werden. Die
Proben bei 2-8°C fur nicht langer als eine Woche lagern. Bei langerer Lagerung
sollten die Serumproben eingefroren werden. Das wiederholte Einfrieren und
Auftauen von Proben vermeiden. Es wird empfohlen, dass eingefrorene Proben
innerhalb eines Jahres geprift werden.

VERFAHREN
Hinweise zum Verfahren

+ Lesen Sie genau die Packungsbeilage bevor Sie mit der Untersuchung
beginnen.

* Alle Verdinnungen der Patientenprobe missen vor Beginn der
Untersuchung vorbereitet sein.

+ Lassen Sie Patientenproben und Testreagenzien vor Beginn der
Untersuchung auf Zimmertemperatur aufwarmen. Es wird empfohlen, dass
die Reagenzien 30 Minuten vor dem Gebrauch auferhalb der Box gelassen
werden. Stellen Sie direkt nach dem Gebrauch alle nicht verwendeten
Proben und Reagenzien wieder in den Kihlschrank.

«  Entfernen Sie alle Mikrotiterstreifen aus dem Behélter und verschlieR3en Sie
den Behdlter wieder vorsichtig, um Kondensation der nichtgebrauchten
Vertiefungen zu verhindern. Bringen Sie den Behélter direkt nach dem
Gebrauch wieder in den Kihlschrank.

+  Eine korrekte Waschtechnik ist entscheidend. Wenn die Waschung von
Hand durchgefuhrt wird, wird die korrekte Waschung erreicht durch einen
starken Strom des Waschpuffers mit einer Waschflasche mit groRer Offnung
Uiber der ganzen Mikroplatte. Ein automatischer Reiniger fur Mikroplatten
wird empfohlen.

« Verwenden Sie eine Pipette mit mehreren Kanélen, fur 8 oder 12
Vertiefungen gleichzeitig. Dies beschleunigt den Prozess und bietet
einheitlichere Inkubationszeiten.

+ Eine genaue Uberwachung der Zeit ist bei allen Schritten wichtig. Der
Beginn der Inkubationszeit beginnt mit der Komplettierung der Hinzufigung
der Reagenzien.
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+ Die Hinzufligung aller Proben und Reagenzien sollte in der gleichen Menge
und der gleichen Haufigkeit geschehen.

Testmethode

Schritt 1

Schritt 2

Schritt 3

Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6

Schritt 7
Schritt 8

Schritt 9

Lassen Sie alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur
erwarmen.

Beschriften Sie das Protokollblatt um die Hinzugabe der Probe zur
Vertiefung anzugeben. Von den Proben sollten Duplikate vorhanden
sein.

Fir eine qualitative Bestimmung nutzen Sie nur Kalibrator D
(Ampulle mit gelber Kappe).

oder

Fur eine semi-qualitative Bestimmung nutzen Sie die Kalibratoren A bis
E wie unten gezeigt.

Qualitativ Semiquantitativ
A Leerprobe S5 USw. A Leerprobe S1 USW.
B -Kontrolle S6 B -Kontrolle S2
C + Kontrolle S7 C + Kontrolle S3
D CalD S8 D CalA S4
E S1 S9 E Cal B S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H Cal E S8

1 2 3 1 2 3

Bereiten Sie 1:101 Verdinnung der Patientenproben vor indem Sie 5
pl des Patientenserums mit 500ul der Serumsverdinnung mischen.

Entfernen Sie die erforderlichen Mikrotiterstreifen aus dem Behélter
und geben Sie die nicht gebrauchten Streifen in dem verschlossenen
Behalter in den Kihlschrank. Stellen Sie die Mikrovertiefungen in den
zusatzlichen Halter.

Pipette mit 100 pl gebrauchsfertigen Kalibratoren, positiven und
negativen Kontrollen und verdinnten Patientenproben (1:101) gemaf
dem Protokollblatt in die passenden Mikrovertiefungen.

Beachte: Nutzen Sie eine Vertiefung mit 100 pl der Serenverdiinnung
als Leerversuch.

30 Minuten (x5 min) bei Zimmertemperatur inkubieren.

4x mit Waschpuffer waschen. Fillen Sie bei manueller Waschung jede
Vertiefung mit neuem Waschpuffer. Entfernen Sie die Flussigkeit
indem Sie alle Inhalte der einzelnen Vertiefungen auswaschen oder
saugen Sie die Flissigkeit aus jeder Vertiefung heraus. Um nach der
letzten Waschung abzuléschen, geben Sie einen Streifen hinein und
stellen Sie die Vertiefungen auf Papierticher. Fir die automatische
Reinigung programmieren Sie den Reiniger gemalR den Angaben des
Herstellers.

Pipette mit 100 pl des Konjugats in Mikrovertiefungen.
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Schritt 10 30 Minuten (+ 5 min) bei Zimmertemperatur inkubieren.
Schritt 11 Waschen Sie alle Mikrovertiefungen gemafR Schritt 8.

Schritt 12 Pipette mit 100 pl des Enzymsubstrats in jede Vertiefung in der
gleichen Reihenfolge und der Zeit wie das Konjugat.

Schritt 13 30 Minuten (£ 5 min) bei Zimmertemperatur inkubieren.

Schritt 14 Pipette mit 100 pl de Stopplosung in jede Vertiefung in der gleichen
Reihenfolge und der Zeit wie bei der Zugabe des Enzymsubstrats
geben. Lesen Sie die Absorbierungswerte innerhalb von 30 Minuten ab
Hinzugabe der Stoppldsung ab.

Schritt 15 Lesen Sie die Absorbierung der einzelnen Vertiefungen bei 450 nm ab,
durch einen einzelnen oder bei 450/630nm durch einen doppel-
Wellenlangen Leser fiir Mikroplatten ab, gegen den Leerversuch, der
als null Absorbierung eingestuft wird..

Qualitatskontrolle

Kalibratoren, positive und negative Kontrollen und ein Leerversuch sind bei jeder
Untersuchung nétig, um die Integritdt und Genauigkeit des Tests zu
gewahrleisten. Der Absorbierungswert des Leerversuchs sollte <0.3 sein. Der
Kalibrator A muss einen Absorbierungswert von nicht weniger als 1,0 haben,
ansonsten muss der Test wiederholt werden. Die negative Kontrolle muss <10
EU/mI sein. Wenn der Test als Duplikat durchgefuihrt wird, muss der Mittelwert
der Ablesungen genutzt werden, um die EU/ml zu bestimmen. Wé&hrend der
qualitativen Bestimmungen, muss die optische Dichte von Kalibrator D gréRer
sein als die der negativen Kontrolle und geringer als der Absorbierung der
positiven Kontrolle. Bei den semi-qualitativen Bestimmungen muss die positive
Kontrolle Werte ergeben, die auf dem Behélter angegeben sind.

ERGEBNISSE
Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen durch eine der folgenden
beiden Methoden bestimmt werden:

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

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

Es wird empfohlen, dass qualitative Resultate als "positiv" oder "negativ"
berichtet werden. Probenresultate grof3er oder gleich Kalibrator D werden
als positiv angesehen.

2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

Notieren Sie die Absorbierung von Kalibrator A bis E gegen die
entsprechenden Konzentrationen auf linearem Millimeterpapier. Notieren Sie
die Konzentrationen in EU/mI auf der X-Achse gegen die Absorbierung auf
der Y-Achse und zeichnen Sie eine Punkt-zu-Punkt Kurve. Bestimmen Sie
die Konzentrationen der Patientenproben aus der Kurve entsprechend den
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Absorbierungswerten. Als Alternative kann eine Kurve mit 4 Parametern
genutzt werden, um die Standardkurve zu zeichnen.

Es wird empfohlen, dass semiquantitative Resultate als "positiv", "negativ",
oder "unbestimmt" mit EU/ml Einheitswerten berichtet werden.
Unbestimmte/Grenzlinien Resultate sollten erneut getestet und zusammen
mit anderen Labormethoden.

Interpretation

Interpretationswerte werden bestimmt durch die Untersuchung von 114
normalen Blutspendern und Kontrollproben, bei denen keine Zbliakie
vorliegt. Der Mittelwert der normalen Subjekte plus 2 SD wurde als
Grenzwert der Untersuchung festgelegt und erhielt einen beliebigen Wert
von 20 EU/ml. IMMCO empfiehlt den Gebrauch des folgenden
Referenzbereichs. Jedes Labor sollte Untersuchungswerte fiir lhre eigenen
Konditionen validieren.

anti-tTG Ab Wert Interpretation

<20 EU/mI Negativ

20-25 EU/mI Unbestimmt (Borderline)
>25 EU/ml Positiv

Kalibrator

Die gebrauchsfertigen Kalibratoren sind enthalten fir eine semi-quantitative
Bestimmung und bei jedem Test verwendet werden. Patientenproben mit
hohen Antikdrper-Niveaus kdnnen Absorbierungswerte ergeben, die héher
sind als die von Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte zu
ermitteln, mussen solche Proben weiter verdinnt werden, damit sie in den
Bereich der Kalibratorkurve fallen wenn sie erneut getestet werden. Um die
EU/ml Werte zu bestimmen, multiplizieren Sie die erhaltenen Einheiten mit
dem Verdiinnungsfaktor.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Nur Serenproben sollten bei diesem Verfahren verwendet werden. Grob
hamolisiert, lipdmisch oder mikrobiell infizierte Proben kénnen die Leistung der
Untersuchung beeintrachtigen und dirfen nicht verwendet werden. Lagern Sie
Proben bei 2°- 8°C nicht langer als eine Woche. Fir eine langere Lagerung
sollten die Proben gefroren werden. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und
Auftauen von Proben.

Die Testergebnisse dienen als Hilfe bei der Diagnose und sollten im
Zusammenhang mit anderen Laboruntersuchungen und klinischen Befunden
betrachtet werden.

ERWARTETE WERTE

Testergebnisse in einer normalen Population werden als negativ erwartet. Da
das Vorkommen von CD in der normalen Population bei etwa 1% liegt, kénnen
manche scheinbar gesunden, symptomfreien Personen einen positiven Test auf
tTG-Antikdrper ergeben.

48



Das Vorkommen und das Niveau von anti-tTG Antikdrpern héngt ab vom Status
der Diat. Die Niveaus dieser Antikorper sinken und werden irgendwann negativ
bei Patienten mit CD, die auf einer glutenfreien Diat sind. Ahnlich werden die
Niveaus dieser Antikorper steigen und irgendwann positiv werden bei Patienten
mit CD, die auf einer glutenfreien Diat waren und eine glutenhaltige Diat
begannen. **** Patienten mit CD, die aber IgA defizient sind, werden positive
auf IgG-Antikorper zu tTG sein. In solchen Fallen kénnen Untersuchungen
durchgefihrt werden um zu bestatigen, dass der Patient IgA-defizient ist.

LEISTUNGSCHARAKTERISTIKEN

Die Verwendung der ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs wurde dadurch bewertet,
dass gut charakterisierte EMA positive Serenproben von eventuellen CD-
Patienten getestet wurden, zusammen mit Krankheitskontrollen und reguldrem
menschlichen Serum. Diese wurden auch mit dem kommerziell verfligbaren
ELISA und immunfluoreszierenden Testsets getestet. Die Ergebnisse finden Sie
unten.

A. ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs vs. anderen tTG-Immuntest:
Anderer tTG IgA ELISA

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 74 19 93
CELIACtTG Negativ 2 90 92
IgA ELISA Gesamt 76 109 185

Positiv Prozentsatz Ubereinstimmung:  97,4% (95% CI 90,0% - 99,5%)
Negativ Prozentsatz [_J_bereinstimmung: 82,6% (95% CI 73,9% - 88,9%)
Gesamt Prozentsatz Ubereinstimmung: 88,6% (95% CI 83,0% - 92,7%)

EMA positive Zoliakie-Patienten: 93
Krankheitskontrollen: 31
Gesunde normale Patienten: 61

Anderer tTG IgG ELISA

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 74 21 95
CELIACtTG Negativ 31 184 215
IgG ELISA Gesamt 105 205 310

Positiv Prozentsatz Upereinstimmung: 70,5% (95% CI 60,7% - 78,8%)
Negativ Prozentsatz Ubereinstimmung: 89,8% (95% CI 84,6% - 93,4%)
Gesamt Prozentsatz Ubereinstimmung: 83,2% (95% CI 78,5% - 87,1%)

EMA positive Zgliakie-Patienten: 166

Krankheitskontrollen: 53
Gesunde normale Patienten: 91

B. ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs vs. EMA: Ergebnisse die durch Celiac
tTG ELISAs erhalten werden, werden mit endomysiale Antikdrper
(EMA) Ergebnisse aus einem kommerziell verfugbaren IFA und einer
gut charakterisierten klinische Population verglichen.
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CD Population von EMA bestatigt

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 87 6 93
CELIACtTG Negativ 1 91 92
IgA ELISA Gesamt 88 97 185

Positiv Prozentsatz Upereinstimmung: 98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)
Negativ Prozentsatz Ubereinstimmung: 93,8% (95% CI 86,5% - 97,5%)
Gesamt Prozentsatz Ubereinstimmung: 96,2% (95% CI 92,1% - 98,3%)

EMA positive Zoliakie-Patienten: 93
EMA-IgA-positive Zéliakie-Probanden: 88
Zoliakie-Probanden mit IgA-Mangel: 5
Krankheitskontrollen: 31

Gesunde normale Patienten: 61

CD Population von EMA bestéatigt

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 72 7 79
CELIACtTG Negativ 6 191 197
IgG ELISA Gesamt 78 198 276

Positiv Prozentsatz Ubereinstimmung:  92,3% (95% CI 83,4% - 96,8%)
Negativ Prozentsatz Ubereinstimmung: 96,5% (95% CI 92,6% - 98,4%)
Gesamt Prozentsatz Ubereinstimmung: 95,3% (95% Cl 91,9% - 97,4%)

EMA positive Zoliakie-Patienten: 132 (74 EMA IgG +)
Krankheitskontrollen: 53
Gesunde normale Patienten: 91

C. Kilinische Sensitivitat und Spezifitat: Gut charakterisierte klinische CD-
Populationen wurden mit Zéliakie-tTG-ELISAs gepruft und brachten die
folgenden Resultate hervor.

Zoliakie
Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 88 5 93
CELIACtTG Negativ 5 87 92
IgA ELISA Gesamt 93 92 185
Geschéatzte Sensitivitat: 94,6% (95% CI 87,3% - 98,0%)
Geschétzte Genauigkeit: 94,6% (95% CI 87,2% - 98,0%)
Ubereinstimmung: 94,6% (95% CI 90,0% - 97,2%)

EMA IgA positive Zoliakie-Patienten: 88
Zoliakie-Probanden mit IgA-Mangel: 5
Krankheitskontrollen: 31

Gesunde normale Patienten: 61
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IMMCO Positiv
CELIAC TG Negativ
IgA ELISA Gesamt

Geschéatzte Sensitivitat:
Geschatzte Genauigkeit:
Ubereinstimmung:

CD ohne IgA-Mangel

Positiv Negativ Gesamt
87 0 87
1 0 1
88 0 88

98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)

98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)

EMA IgA positive Zoliakie-Patienten: 88

Krankheitskontrollen: 0
Gesunde normale Patienten: 0

IMMCO Positiv
CELIACtTG Negativ
IgG ELISA Gesamt

Geschéatzte Sensitivitat:
Geschatzte Genauigkeit:
Ubereinstimmung:

Zoliakie
Positiv Negativ Gesamt
72 7 79
60 137 197
132 144 276

54,5% (95% CI 45,7% - 63,2%)
95,1% (95% CI 89,9% - 97,9%)
75,7% (95% CI 70,1% - 80,6%)

EMA positive Zoliakie-Patienten: 132 (74 EMA IgG +)

Krankheitskontrollen: 53

Gesunde normale Patienten: 91

IMMCO Positiv
CELIACtTG Negativ
IgG ELISA Gesamt

Geschétzte Sensitivitat:
Geschatzte Genauigkeit:
Ubereinstimmung:

CD mit IgA-Mangel

Positiv Negativ Gesamt
21 0 21
1 0 1
22 0 22

95,5% (95% CI 75,1% - 99,8%)

95,5% (95% CI 75,1% - 99,8%)

CD-Probanden mit IgA-Mangel: 22

Krankheitskontrollen: O
Gesunde normale Patienten: 0

C. Kreuzreaktivitat: Insgesamt 63 potentiell kreuzreaktive Proben von
Individuen mit anderen autoimmunen Krankheiten oder positiv auf

andere Antikdrper wurden auf tTG-Antikorper

getestet mit dem

ImmuLisa™ Celiac tTG System.

51



IgA Positiv IgG Positiv

Kondition n n (%) n (%)

Basedowkrankheit 11 0 (0%) 0 (0%)
Hashimoto’s Thyroiditis 10 0 (0%) 0 (0%)
ANA positiv* 9 0 (0%) 1(11%)
CCP positiv** 10 0 (0%) 0 (0%)
RF positiv**1 10 0 (0%) 0 (0%)
Ulzerativer Colitis 5 0 (0%) 0 (0%)
Crohn’s Krankheit 9 0 (0%) 2 (22%)
Gesamt 63 0 (0%) 3 (5%)

* Antinukleare Antikorper
** Cyclic Citrullinated Peptides Antikorper
*** Rheumatoid Factor Antibodies

Genauigkeit

Die Genauigkeit wurde mithilfe mehrerer Proben getestet, die aus der gesamten
Bandbreite des Versuchs ausgewahlt wurden. Drei Durchlaufe der Untersuchung
wurden ausgefuhrt, an verschiedenen Tagen, um die Ergebnisse zwischen den
Tagen zu bestimmen. Ein zusétzlicher Durchlauf von zehn Replikaten wurde
durchgefihrt, um die Wiederholungsrate zu bestimmen. Die Ergebnisse finden
Sie unten.

Mittel Gesamt Innerhalb Test
(EU/mI) Ungenauigkeit Zwischen Tagen (Wiederholbarkeit)
s SD SD SD
Set # (EU/mI) CV% (EU/mI) CV% (EU/mI) CV%
1 10,6 1,086 10,2% 1,135 10,7% 1,095 10,2%
2 20,4 1,224 6,0% 1,476 7,2% 0,956 4,7%
3 25,0 1,496 6,0% 1,740 6,9% 1,271 5,1%
Celiac 4 34,9 2,075 5,9% 2,099 6,1% 2,110 6,0%
tTGIgA | 5 48,7 2,634 5,4% 3,661 7,5% 1,090 2,2%
6 110,6 4,008 3,6% 4,221 3,8% 3,960 3,6%
7 134,7 7,253 5,4% 8,728 6,5% 5,904 4.4%
8 183,7 6,161 3,4% 6,606 3,6% 5,615 3,0%
1 15,3 1,100 7.2% 1,283 8,3% 0,929 6,1%
2 24,3 1,727 7.1% 2,101 8,6% 1,355 5,6%
. 3 29,8 1,931 6,5% 2,492 8,4% 1,289 4,3%
geG"EIi;G 4 | 605 3046 | 50% 3647 | 60% | 2507 | 41%
5 99,1 4,720 4,8% 5,687 5,7% 3,756 3,8%
6 233,7 10,022 4,3% 11,918 5,0% 7,108 3,1%
7 263,5 13,061 5,0% 14,124 5,4% 11,794 4.4%

Beschrénkung der Erkennung

Die Beschrankung der Erkennung (LoD) wurde basierend auf 60 Replikaten des
Leerversuchs und 10 Replikaten der jeweiligen 6 niedrigstufigen (NHS) Proben
bestimmt. LoD fur IgA war 4,0 EU/mI. LoD fiir IgG war 2,9 EU/m.
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Linearitat und Erholung

Linearitat und Erholung wurden getestet durch verdiinnte positive Proben durch
die Bandbreite des Versuchs in aquidistanten Verdinnungen und den Vergleich
tatsachlicher und erwarteter Ergebnisse. Der lineare Bereich der Versuche wurde
als 4,0 (LoD) festgelegt — 160 EU/mI fur IgA und 2,9 (LoD) — 260 EU/mI fur 1gG.
Die Ergebnisse finden Sie unten:

Testmethode )
Bandbreite Slope (95% Cl) Iggt%ag? R2 %:ygza:m:s\;::{zgg
(EU/mI)
IgA
6,0 bis 62,7 0,932 (0,879 bis 0,926 (-1,240 0,9943 97,9 bis 108,3
0,985) bis 3,091)
3,0 bis 157,0 0,947 (0,892 bis 0,999 (-4,347 0,9979 94,5 bis 107,7
1,002) bis 6,345)
3,3 bis 163,6 0,910 (0,824 bis 3,239 (-1,628 0,9946 85,0 bis 109,5
0,957) bis 8,106)
19G
3,0 bis 41,9 0,987 (0,970 bis 0,405 (-0,037 0,9997 93,5 bis 101,2
1,004) bis 0,847)
2,7 bis 67,6 0,976 (0,839 bis 4,303 (-0,854 0,9801 77,6 bis 100,1
1,112) bis 9,459)
2,9 bis 260,5 0,800 (0,648 bis 11,6 (-9,4 bis 0,9693 85,6 bis 122,0
0,951) 32,6)
Interferenz

Interferenz wurde durch Mischen von Seren mit bekannten tTG-
Antikdrperspiegeln mit sich potenziell gegenseitig beeinflussenden Serumproben
und der Abweichung von erwarteten Resultaten studiert. Es wurde fir die
folgenden Substanzen bei den angezeigten Spiegeln keine bedeutende
Interferenz demonstriert: Hamoglobin (2 g/L), Bilirubin (342 pmol/L) und
Rheumafaktor (100 EU/m).
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**immco
ImmuLisa™

Cceliaque tTG

Anticorps anti-transglutaminase du tissu ELISA
Pour utilisation avec diagnostic in vitro
ENCART DE PRODUIT

REF| 5144A Cceliaque tTG IgA ELISA 96 mesures
REF| 5144G Cceliaque tTG IgG ELISA 96 mesures

APPLICATION

Immunoessais associés aux enzymes pour une détection qualitative et semi-
quantitative des anticorps anti-transglutaminase du tissu (ELISA) IgA ou IgG
dans le sérum humain pour aider au diagnostic de la maladie cceliaque (CD) /
aux entropies sensitives au gluten en conjonction avec les autres résultats
cliniques et de laboratoires.

RESUME ET EXPLICATION

La maladie cceliaque (CD) est un trouble gastrointestinal auto-immunitaire qui se
produit chez les individus génétiquement susceptibles et qui est activé par
l'ingestion de céréales contenant du gluten telles que le blé, l'orge et le son. Les
symptdmes classiques de la CD sont la diarrhée, la perte de poids et la
malnutrition. Seul un faible pourcentage de patients atteints de la CD présente
des symptdmes classiques. En conséquence, le spectre clinique de la CD s'est
plus largement agrandi que dans le passé pour inclure les patients qui ne
présentent pas les symptdomes classiques. Il n'‘est pas rare que les symptdomes
initiaux ne soient pas gastrointestinaux ou que les symptémes gastrointestinaux,
s'il y en a, soient légers ou intermittents. Le besoin d'examiner une gamme de
présentations cliniques plus étendue a amené le diagnostic d’'un plus grand
nombre d'individus avec la CD plus tard au cours de leur vie qu'auparavant. Les
adultes peuvent présenter des déficiences, des anémies macrocytiques et de
I'nypocalcémie.

Les études ont révélé que la prévalence de la CD était fortement variable. Si les
criteres cliniques seuls sont utilisés pour déterminer la prévalence, l'incidence de
la CD est bien plus faible en comparaison avec lincidence établie par les
méthodes sérologiques.™® En utilisant les méthodes sérologiques, les études
récentes ont indiqué que l'incidence de la CD dans la population générale est
entre un pour 100 et un pour 500.

Le non-diagnostic précoce de la CD peut prédisposer un individu a des
complications a long terme telles que l'atrophie splénique et le lymphome

intestinal.>** Un régime sans gluten (RSG) normalise la muqueuse et aide a
réduire le potentiel malin.
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L'examen histologique de la biopsie du petit intestin reste I'étalon d'or du
diagnostic de la CD, mais il a ses propres limites. Ceci comprend certains
patients avec une CD latente ou méme active qui peuvent avoir une
histopathologie normale. >

Les criteres révisés de la Société européenne de gastroentérologie, hépatologie
et nutrition pédiatriques (ESPGHAN) ne comprennent qu'une simple biopsie avec
une rémission claire des symptdmes physiques avec un RSG.° La sérologie
positive au moment du diagnostic avec disparition suite au RSG contribue au
diagnostic. Les divers tests sérologiques employés dans le traitement conclusif
des patients suspectés étre atteints de la CD comprennent les tests d'anticorps
anti-gliadine (AGA), anti-endomysium (EMA) et anti-transglutaminase du tissu
(tTG). Les anticorps anti-gliadine et tTG sont détectés par ELISA, alors que les
EMA sont détectés par I'immunofluorescence indirecte. Les EMA sont des
indicateurs spécifiques de la CD. Toutefois, les tests des EMA sont une méthode
immuno-histochimique qui demande de I'expérience dans la lecture des
réactions immuno-fluorescentes. ’

Depuis lidentification des tTG comme l'antigene endomysium, les méthodes
ELISA ont été décrites pour détecter les anticorps dans le sérum sanguin des
patients atteint par la CD. L'avantage de l'analyse d'anticorps anti-tTG est qu'elle
est automatisable et moins subjective que 'EMA. Pour cette raison, de nombreux
laboratoires ont choisi d'utiliser la méthode des anticorps tTG comme méthode
de dépistage. ImmuLisa™ cceliaque tTG est un immunoessai unique utilisant
une chimie spéciale pour détecter les anticorps anti-tTG avec un haut degré de
spécificité et de sensibilité et elle minimise la détection d'anticorps non
spécifigues dans d'autres résolutions de maladie comme cela a été rapporté
dans certains autres immunoessais tTG. ™

PRINCIPES DE LA PROCEDURE

Le test est effectué sur immunoessais de phase solide. Les micropuits sont
enduits d'antigéne anti-transglutaminase du tissu humain recombiné suivi par
une étape de blocage pour réduire la ligature de protéines non spécifiques
pendant l'analyse. Les régulations, les calibreurs et les sérums sanguins des
patients sont incubés dans les puits d'antigéne enduits pour permettre aux
anticorps spécifiqgues présents dans le sérum de se lier a l'antigéne tTG. Les
anticorps non liés et les autres protéines du sérum sont enlevés par lavage des
micropuits. Les anticorps liés sont détectés en ajoutant une enzyme étiquetée
IgA anti-humain ou conjugué IgG aux micropuits. Le conjugué non lié est enlevé
par lavage. Le substrat enzymatique spécifigue (TMB) est ensuite ajouté aux
puits et la présence des anticorps est détectée par un changement de couleur
produit par la conversion du substrat TMB a un réactif coloré. La réaction est
arrétée et l'intensité du changement de couleur, qui est proportionnelle a la
concentration des anticorps, est lue par un spectrophotométre a 450 nm. Les
résultats sont exprimés en unités ELISA par millilitre (EU/mI) et rapportés comme
positifs ou négatifs.

REACTIFS

Stockage et préparation
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Stockez tous les réactifs entre 2 et 8°C. A ne pas congeler. Les réactifs sont
stables jusqu’a la date d'expiration lorsqu'ils sont stockés et manipulés comme
indiqué.

A 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 utilisation.

Réhydratez le tampon a eau jusqu'a 1 litre avec de l'eau distillée ou
déminéralisée. Lorsque stocké entre 2 et 8°C, le tampon a eau réhydraté est
stable jusqu’a la date d’expiration du Kkit.

Les lamelles enduites des micro-récipients sont pour un usage unique. Les
lamelles de micro-récipients non utilisées doivent étre réapposés avec
précaution dans le sachet contenant les déshydratants pour empécher une
condensation et stockés entre 2 et 8°C.

Précautions

Toutes les composantes a dérivée humaine utilisées ont été testées pour
HBsAg, HCV, HIV-1 et 2 et HTLV-I et tous les tests requis par la FDA sont
revenus négatifs. Toutefois, les dérivés de sang humain et les spécimens des
patients doivent étre considérés comme potentiellement infectieux. Suivre les
bonnes pratiques de laboratoire en matiere de stockage, de distribution et
d'élimination de ces matériaux. ™

Les instructions doivent étre suivies exactement comme elle apparaissant
dans cet encart afin d'assurer des résultats valides. Ne pas échanger les
composantes de ce kit avec celles d'autres sources. Suivre les bonnes pratiques
de laboratoire afin de minimiser la contamination microbienne et croisée des
réactifs lors de la manipulation. Ne pas utiliser de composantes du kit au-dela de
la date d'expiration indiquée sur les étiquettes.

Matériaux fournis

ImmuLisa™ coeliaque tTG IgA ELISA REF| 5144A

ImmuLisa™ coeliaque tTG IgG ELISA REF| 5144G

Les kits contiennent suffisamment de réactifs pour effectuer 96 mesures.

12x8 [MICROPLATE|CtTG] Microplaque  avec  micropuits  détachables
individuels Enduite de tTG humain recombiné. Prét
a l'emploi.

1x1.75ml  [CONTROLJ+|[CtTG-A] Régulation positive préte a l'emploi (capuchon

rouge) pour 5144A. Contient du sérum
humain positif pour les anticorps IgA tTG. La
gamme de concentration attendue en EU/mI est
imprimée sur I'étiquette.

1x1.75ml  [CONTROL[+|CtTG-G] Régulation positive préte & I'emploi (capuchon
rouge) pour 5144G. Contient du sérum
humain positif pour les anticorps 1gG tTG. La
gamme de concentration attendue en EU/ml est
imprimée sur I'étiquette.

1x1.75ml  [CONTROL] Régulation négative préte a I'emploi (capuchon
blanc). Contient du sérum humain.
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5x1.75ml  [CALIBRATORJAJCITG-A|

[CALIBRATOR[B[CITG-A]
[CALIBRATORICICITG-A]|
[CALIBRATOR|DICITG-A]
[CALIBRATOR[E[CITG-A]

5x1.75ml  [CALIBRATORJA|CITG-G]

1x15ml

1x15ml

1 x 60 ml

2 x fioles

[any
x

[CALIBRATOR[BICITG-G]
[CALIBRATORI[CI[CtTG-G]
[CALIBRATOR[D[CITG-G]
[CALIBRATORIE[CITG-G]

IgA-CONJHRP

I I
[
I
0 I

gG-CONJ[H

Composants optionnels

1 x 60ml

BUF|WASH

Jeu de 5 calibreurs préts a I'emploi pour
5144A. Calibreur A (capuchon vert) 160 EU/mI,
Calibreur B (capuchon violet) 80 EU/mI, Calibreur C
(capuchon bleu) 40 EU/mI, Calibreur D (capuchon
jaune) 20 EU/ml, et Calibreur E (capuchon orange)
1 EU/mI. Dérivé de sérum humain contenant des
anticorps tTG IgA. Les concentrations en EU/mI
sont imprimées sur les étiquettes.

Jeu de 5 calibreurs préts a I'emploi pour
5144G. Calibreur A (capuchon vert) 320 EU/m,
Calibreur B (capuchon violet) 80 EU/mI, Calibreur C
(capuchon bleu) 40 EU/mI, Calibreur D (capuchon
jaune) 20 EU/ml, et Calibreur E (capuchon orange)
1 EU/mI. Dérivé de sérum humain contenant des
anticorps tTG IgG. Les concentrations en EU/mI
sont imprimées sur les étiquettes.

Conjugué anticorps de chévre anti-IgA humaines
pour 5144A. Prét a I'emploi.

Conjugué anticorps de chévre anti-lgG humaines
pour 5144G. Prét a I'emploi.

Diluant pour sérum. Prét a I'emploi. Couleur de
codage violet.

Substrat d'enzyme : TMB Prét & I'emploi. Protéger
de lalumiére.

Solution d'arrét Prét a I'emploi.

Tampon de lavage en poudre. Pour reconstituer
un litre par sachet.

Feuilles de protocole

Tampon de lavage en liquide concentré.
Réhydratez jusqu’a un litre.

Symboles utilisés sur les étiquettes

Al |
HH
| |

<
O

E<P>s~1a

Numéro de lot

Numeéro de catalogue

Utilisation avec diagnostic in vitro

A utiliser avant

Température de stockage

Lire les instructions avant utilisation

Nombre de tests

Fabricant

Matériaux nécessaires mais non fournis

Eau

déminéralisée ou distillée

* Pissette en plastique pour contenir le tampon de lavage dilué
» Pipettes capables de distribuer entre 5 pl et 1000 pl
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Pointes de verre jetables

Tubes a essai propres de 12 x 75 mm et portoir

Compte-minutes

Serviettes en papier absorbantes

Lecteur de microplagques capable de lire les valeurs d'absorbance a 450 nm.
Si un lecteur de microplaques a double longueur d'onde est utilisé, le filtre
de référence doit étre configuré a 600-650 nm.

Un laveur automatique de microplagues capable de distribuer 200 pl

COLLECTION ET MANIPULATION DES SPECIMENS

Seuls les spécimens de sérum doivent étre utilisés lors de cette procédure. Des
spécimens largement contaminés d’hématolizes, de lipémiques et de microbes
peuvent interférer avec la réalisation du test et ne doivent pas étre utilisés.
Stockez les spécimens entre 2° et 8°C pour une période n’excédant pas une
semaine. Pour un stockage plus long, les spécimens de sérum doivent étre
congelés. Evitez la congélation répétée et le dégel des échantillons. Il est
recommandé de tester les spécimens congelés dans un délai d’'un an.

PROCEDURE

Notes de procédure

Lire attentivement I'encart du produit avant de commencer l'analyse.

Toutes les dilutions des échantillons des patients doivent étre préparées
avant de commencer |'analyse.

Laisser les spécimens des patients et les réactifs de test s'équilibrer a la
température ambiante avant de commencer la procédure de test. Il est
suggéré de laisser les réactifs sur le banc de travail en dehors de leur boite
pendant 30 minutes avant d'étre utilisés. Remettre immédiatement aprés
utilisation tous les spécimens et réactifs non utilisés dans le réfrigérateur.

Retirer les bandes de micropuits nécessaires du sachet et resceller avec
soin le sachet afin d'empécher la condensation dans les puits non utilisés.
Remettre immédiatement le sachet dans le réfrigérateur.

Une bonne technique de lavage est essentielle. Si le lavage est effectué
manuellement, un lavage adéquat est accompli en dirigeant un jet puissant
du tampon de lavage avec une pipette a téte large sur I'ensemble de la
microplaque. Il est recommandé d'utiliser un laveur automatique de
microplaques.

Utiliser une pipette multicanaux capable de distribuer simultanément 8 ou 12
puits. Ceci accélere la procédure et donne des temps d'incubation
uniformes.

Pour toutes les étapes, un contrdle attentif du temps est important. Le début
de toutes les périodes d'incubation commence avec la complétion de
l'addition du réactif.

L'addition de tous les échantillons et réactifs doit étre effectuée au méme
taux et suivant la séquence chronologique.
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Méthode de test

Etape 1

Etape 2

Etape 3

Etape 4

Etape 5

Etape 6

Etape 7
Etape 8

Etape 9

Laisser tous les réactifs et spécimens s'équilibrer a température
ambiante.

Annoter la feuille de protocole pour indiquer le positionnement des
échantillons dans les puits. Il est de bonne pratique de laboratoire de
dupliquer les échantillons.

Pour une détermination qualitative, n'utiliser que le calibreur D (fiole
avec le capuchon jaune).

ou

Pour une détermination semi-quantitative, utiliser les calibreurs de A
a E comme décrit dans I'exemple de mise en place ci-dessous.

Qualitative Semi-qualitative
A Vierge S5 Etc. A Vierge S1 Etc.
B - S6 B - S2
C | Contrdle S7 C | Contrdle S3
D CalD S8 D CalD sS4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H sS4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3

Préparer une dilution @ 1 : 101 des échantillons du patient en
mélangeant 5 pl du sérum sanguin du patient a 500 pl de diluant pour
sérum.

Retirer les micropuits nécessaires du sachet et remettre les bandes
non utilisées dans le sachet scellé au réfrigérateur. Placer de maniére
sécurisée les micropuits dans le support supplémentaire fourni.

Pipette de 100 pl des calibreurs, des régulations positives et négatives
prétes a utiliser et des échantillons patients dilués (1 : 101) dans les
micropuits appropriés suivant la feuille de protocole.

Remarque : Inclure un puits contenant 100 pl de diluant pour sérum
comme réactif vierge. Mettre I'ELISA a zéro par rapport a ce réactif
vierge.

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

Laver 4 fois avec le tampon de lavage. Pour un lavage manuel, remplir
chaque micropuits avec le tampon de lavage reconstitué. Vider le
fluide en renversant et en tapotant chaque puits pour en faire sortir le
liquide ou en aspirant chaque puits. Pour sécher a la fin du dernier
lavage, renverser les bandes sur des serviettes en papier absorbantes
et taper vigoureusement sur les puits. Pour les laveurs automatiques,
programmer le laveur suivant les instructions du fabricant.

Pipette de 100 ul de conjugué dans les micropuits.

Etape 10 Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) & température ambiante.
Etape 11 Laver tous les micropuits comme a I'étape 8.

59



Etape 12 Pipette de 100 pl de substrat d'enzyme dans chaque micropuits dans
le méme ordre et la méme chronométrie que pour le conjugué.

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

Etape 14 Pipette de 100 pl de solution d'arrét dans chaque micropuits en
utilisant le méme ordre et la méme chronométrie que pour le substrat
d'enzymes. Lire les valeurs d'absorbance dans les 30 minutes de
I'addition de la solution d'arrét.

Etape 15 Lire l'absorbance de chaque micropuits & 450 nm en utilisant un
lecteur de microplaques a longueur d'onde simple ou a 450/ 630 nm
avec un lecteur de microplaques a longueur d'onde double par rapport
au réactif vierge définissant le zéro d'absorbance.

Contrdle de la qualité

Les calibreurs, les résolutions positives et négatives et un réactif vierge doivent
étre utilisés pour chaque analyse afin de vérifier I'intégrité et la précision du test.
Le résultat d'absorbance du réactif vierge doit étre <0,3. Le calibreur A ne doit
pas avoir un résultat d'absorbance inférieur a 1,0, sinon le test doit étre répété.
La résolution négative doit étre < 10 EU/mI. Si le test est effectué en dupliqué, la
moyenne des deux lectures doit étre prise pour déterminer EU/ml. Lors de la
performance des déterminations qualitatives, la densité optique du calibreur D
doit étre supérieure & celle de la résolution négative et inférieure a celle de
I'absorbance de Ila résolution positive. Pour les déterminations semi-
quantitatives, la résolution positive doit donner des valeurs dans la gamme
figurant sur la fiole.

RESULTATS
Calculs

Les concentrations des échantillons du patient peuvent étre déterminées par
n'importe laquelle des deux méthodes suivantes :

1. DETERMINATION QUALITATIVE

Abs. d'échantillon témoin
---------------------------- X EU/mlde calibreurD = EU/mI échantillon témoin
Abs. de calibreur D

Il est recommandé que les résultats qualitatifs soient signalés comme
« positif » ou « négatif ». Les résultats d’échantillon supérieurs ou égaux au
calibreur D sont considérés comme positifs.

2. DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE

Tracer l'absorbance des calibreurs de A a E en fonction de leur
concentration respective sur papier millimétré linéaire. Tracer les
concentrations en EU/ml sur I'axe des abscisses et I'absorbance sur l'axe
des ordonnées et dessiner une courbe point a point. Déterminer les
concentrations des échantillons du patient a partir de la courbe suivant les
valeurs d'absorbance correspondantes. Comme alternative, une courbe a
quatre parameétres peut étre utilisée pour tracer une courbe standard.
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Il est recommandé que les résultats semi-quantitatifs soient signalés comme
« positif », « négatif » ou « indéterminé » avec les valeurs unitaires EU/m.
Les résultats indéterminés ou limite doivent étre testés de nouveau et
évalués selon d’autres méthodes de laboratoire.

Interprétation

Les valeurs d'interprétation ont été déterminées par le test de 114
spécimens de donneurs de sang normaux non atteints de la maladie de
ceeliaque. La moyenne des sujets normaux plus 2 écarts-type a été établie
comme le point de coupure de l'analyse et a recu une valeur arbitraire de 20
EU/ml. IMMCO suggeére l'utilisation de la gamme de référence ci-dessous.
Chaque laboratoire doit valider les valeurs d'analyse pour ses propres

conditions.

Valeur absolue anti-tTG Interprétation

<20 EU/ml Négative

de 20 a 25 EU/ml Indéterminée (limite)
>25 EU/mI Positive

Calibreur

Les calibreurs préts a I'emploi sont inclus pour fournir la semi-quantification
et ils doivent étre utilisés avec chaque test. Les échantillons de patients
contenant de hauts niveaux d'anticorps peuvent avoir des valeurs
supérieures a celles du calibreur A. Pour déterminer des valeurs semi-
quantitatives précises, de tels spécimens doivent étre encore plus dilués
pour qu'ils tombent dans la gamme de la courbe du calibreur lors du
nouveau test. Pour déterminer les valeurs EU/ml, multiplier les unités
obtenues par le facteur de dilution.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Seuls des spécimens de sérum doivent étre utilisés dans cette procédure. Les
spécimens grossierement hémolysés, lipémiques ou contaminés par des
microbactéries peuvent interférer avec I'exécution du test et ils ne doivent pas
étre utilisés. Stocker les spécimens entre 2 ° et 8 °C pendant une semaine
maximum. Pour un stockage a plus long terme, les spécimens de sérum doivent
étre congelés. Eviter la congélation et la décongélation des échantillons.

Les résultats des tests servent d'aide au diagnostic et doivent étre considérés en
conjonction avec d'autres résultats cliniques et de laboratoire.

VALEURS ATTENDUES

Il est attendu que les résultats des tests dans une population normale soient
négatifs. Toutefois, comme l'incidence de la CD dans la population normale est
d'environ 1 %, certains individus asymptomatiques apparemment sains peuvent
tester positif aux anticorps tTG.

L'incidence et les niveaux des anticorps anti-tTG sont dépendants du statut du
régime. Les niveaux de ces anticorps diminuent et deviendront éventuellement
négatifs chez les patients atteints de la CD qui suivent un régime sans gluten.
D'une maniere similaire, les niveaux de ces anticorps augmentent et peuvent
devenir positifs lorsque les patients atteints de la CD qui suivaient un régime
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sans gluten ingérent un régime contenant du gluten. ***° Les patients atteints de

la CD mais qui ont une déficience en IgA seront positifs aux anticorps 1gG anti-
tTG. Dans ce cas, des études peuvent étre faites pour confirmer que le patient a
une déficience en IgA.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

L'utilité de I''mmuLisa™ cceliaque tTG ELISA pour la détection des anticorps
anti-gliadine a été évaluée en testant des spécimens de sérums a EMA positifs
bien caractérisés de sujets susceptibles de souffrir de CD avec des sérums de
résolutions de maladie et d'humains « normaux ». Ces spécimens ont aussi été
testés sur des kits de test ELISA et d'immunofluorescence disponibles dans le
commerce. Ces résultats sont résumés ci-dessous.

A. ImmuLisa™ cceliaque tTG ELISA vs. d'autres immunoessais tTG :
Autre tTG IgA ELISA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 74 19 93
CCELIAQUE tTG Négatif 2 90 92
IgA ELISA Total 76 109 185
Accord de pourcentage positif :  97,4% (95% IC 90,0% - 99,5%)
Accord de pourcentage négatif : 82,6% (95% IC 73,9% - 88,9%)
Accord de pourcentage global :  88,6% (95% IC 83,0% - 92,7%)
Sujets atteints de CD avec EMA positive : 93
Résolutions de maladie : 31
Sujets normaux en bonne santé : 61

Autre tTG IgG ELISA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 74 21 95
CCELIAQUE tTG Négatif 31 184 215
IgG ELISA Total 105 205 310

Accord de pourcentage positif :
Accord de pourcentage négatif :
Accord de pourcentage global :

70,5% (95% IC 60,7% - 78,8%)
89,8% (95% IC 84,6% - 93,4%)
83,2% (95% IC 78,5% - 87,1%)

Sujets atteints de CD avec EMA positive : 166

Résolutions de maladie : 53

Sujets normaux en bonne santé : 91

B. ImmuLisa™ cceliaque tTG ELISA vs. EMA : Les résultats obtenus avec les
cceliaques tTG ELISA ont été comparés aux titres anticorps anti-endomysium
(EMA) obtenus en utilisant des kits IFA disponibles dans le commerce et une
population clinique bien caractérisée.
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population atteinte de CD confirmée par EMA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 87 6 93
CCELIAQUE tTG Négatif 1 91 92
IgA ELISA Total 88 97 185

Accord de pourcentage positif :  98,9% (95% IC 92,9% - 99,9%)
Accord de pourcentage négatif : 93,8% (95% IC 86,5% - 97,5%)
Accord de pourcentage global :  96,2% (95% IC 92,1% - 98,3%)

Sujets atteints de CD avec EMA positive : 93
Sujets coeliques positifs a 'EMA IgA: 88
Sujets coeliques déficients en IgA: 5
Résolutions de maladie : 31

Sujets normaux en bonne santé : 61

population atteinte de CD confirmée par EMA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 72 7 79
CCELIAQUE tTG Négatif 6 191 197
IgG ELISA Total 78 198 276

Accord de pourcentage positif :  92,3% (95% IC 83,4% - 96,8%)
Accord de pourcentage négatif :  96,5% (95% IC 92,6% - 98,4%)
Accord de pourcentage global:  96,2% (95% IC 92,1% - 98,3%)

Sujets atteints de CD avec EMA positive : 132 (74 EMA 1gG positive)
Résolutions de maladie : 53
Sujets normaux en bonne santé : 91

C. Sensibilité et spécificité clinique: des populations cliniques MC bien
caractérisés ont été testés avec les ELISAs Coeliaques tTG et ont donné les
résultats suivants.

Maladie coeliaque

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 88 5 93
CCELIAQUE tTG Négatif 5 87 92
IgA ELISA Total 93 92 185
Sensibilité estimée : 94,6% (95% IC 87,3% - 98,0%)
Spécificité estimée : 94,6% (95% IC 87,2% - 98,0%)
Accord : 94,6% (95% IC 90,0% - 97,2%)

Sujets atteints de CD avec EMA IgA positive : 88
Sujets coeliques déficients en IgA: 5

Résolutions de maladie : 31

Sujets normaux en bonne santé : 61
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MC déficiente non-IgA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 87 0 87
CCELIAQUE tTG Négatif 1 0 1
IgA ELISA Total 88 0 88
Sensibilité estimée : 98,9% (95% IC 92,9% - 99,9%)
Spécificité estimée : --
Accord : 98,9% (95% IC 92,9% - 99,9%)

Sujets atteints de CD avec EMA IgA positive : 88
Résolutions de maladie : 0
Sujets normaux en bonne santé : 0

Maladie coeliaque

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 72 7 79
CCELIAQUE tTG Négatif 60 137 197
I9G ELISA Total 132 144 276
Sensibilité estimée : 54,5% (95% IC 45,7% - 63,2%)
Spécificité estimée : 95,1% (95% IC 89,9% - 97,9%)
Accord : 75,7% (95% IC 70,1% - 80,6%)

Sujets atteints de CD avec EMA positive : 132 (74 EMA 1gG positive)
Résolutions de maladie : 53
Sujets normaux en bonne santé : 91

MC déficiente IgA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 21 0 21
CCELIAQUE tTG Négatif 1 0 1
IgG ELISA Total 22 0 22
Sensibilité estimée : 95,5% (95% IC 75,1% - 99,8%)
Spécificité estimée : --
Accord : 95,5% (95% IC 75,1% - 99,8%)

Sujets MC déficients IgA : 22
Résolutions de maladie : 0
Sujets normaux en bonne santé : 0

D. Reéactivité croisée : Un total de 63 spécimens a réaction potentiellement
croisée d'individus avec d'autres troubles auto-immunitaires ou positifs
a dautres auto-anticorps ont été testés pour les anticorps tTG en
utilisant le systéme ImmuLisa™ cceliaque tTG.
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IgA Positif IgG Positif

Condition n n (%) n (%)

Maladie de Graves 11 0 (0 %) 0 (0 %)
Thyroidite de Hashimoto 10 0 (0 %) 0 (0 %)
Positif aux ANA* 9 0 (0 %) 1 (11 %)
Positif aux AAC** 10 0 (0 %) 0 (0 %)
Positif au FR*** 9 0 (0 %) 0 (0 %)
Rectocolite hémorragique 5 0 (0 %) 0 (0 %)
Colite granulomateuse 9 0 (0 %) 2 (22 %)
Total 63 0 (0 %) 3 (5%)

* Anticorps antinucléaires
** Anticorps antipeptides cycliques citrullinés
*** Anticorps de facteur rhumatoide

Précision
La précision a été testée avec de multiples spécimens sélectionnés a travers la
gamme de tests. Trois tests ont été effectués a différents jours pour déterminer

les résultats entre les jours. Un test supplémentaire de dix dupliqués a été
effectué pour déterminer la répétabilité. Les résultats sont résumeés ci-dessous :

Moyenne Au sein du test

(EU/ml) Irpprécision totale Entre les jours ] (répétabilité)

N Etcart— % de Etcart— % de Etcart— % de

° ype val. ype val. ype val.

Kit S (EU/mI) cor. (EU/mI) cor. (EU/mI) cor.
1 10,6 1,086 10,2% 1,135 10,7% 1,095 10,2%

2 20,4 1,224 6,0% 1,476 7,2% 0,956 4,7%

3 25,0 1,496 6,0% 1,740 6,9% 1,271 5,1%

?;?g’:ﬁe 4 34,9 2,075 5,9% 2,099 6,1% 2,110 6,0%
{1G Igh 5 48,7 2,634 5,4% 3,661 7.5% 1,090 2,2%
6 110,6 4,008 3,6% 4,221 3,8% 3,960 3,6%

7 134,7 7,253 5,4% 8,728 6,5% 5,904 4,4%

8 183,7 6,161 3,4% 6,606 3,6% 5,615 3,0%

1 15,3 1,100 7,2% 1,283 8,3% 0,929 6,1%

2 24,3 1,727 7,1% 2,101 8,6% 1,355 5,6%

Analyse 3 29,8 1,931 6,5% 2,492 8,4% 1,289 4,3%
ceeliaque 4 60,5 3,046 5,0% 3,647 6,0% 2,507 4,1%
TG 1gG 5 99,1 4,720 4,8% 5,687 5,7% 3,756 3,8%
6 233,7 10,022 4,3% 11,918 5,0% 7,108 3,1%

7 263,5 13,061 5,0% 14,124 5,4% 11,794 4,4%

Limite de détection

La limite de détection (LdD) a été déterminée sur la base de 60 mesures de
I'échantillon vierge et 10 mesures chacun de 6 échantillons de bas niveau (NHS).
La LdD pour IgA était de 4,0 EU/mI. La LdD pour IgG était de 2,9 EU/m.
Linéarité et récupération

La linéarité et la récupération ont été testées en diluant les spécimens positifs a
travers l'ensemble de I'analyse dans des solutions équidistantes et en comparant
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les résultats actuels aux résultats attendus. La gamme linéaire des analyses a
été déterminée étre de 4,0 (LdD) — 160 EU/mI pour IgA et 2,9 (LdD) — 260 EU/mlI
pour IgG. Les résultats sont résumés ci-dessous :

Gamme de test Pente Segllrgi-:*:;sur Rz % de récupération
(EU/mI) (95 % d'IC) (95 % D'IC) (obtenu / attendu)
IgA
de 6,0 4 62,7 0,932 (de 0,879 | 0,926 (de -1,240 0,9943 de 97,9 4 108,3
40,985) 43,091)
de 3,04 157,0 0,947 (de 0,892 0,999 (de -4,347 0,9979 de 94,54 107,7
21,002 46,345)
de 3,34 163,6 0,910 (de 0,824 3,239 (de -1,628 0,9946 de 85,0 4 109,5
20,957) 4.8,106)
19G
de 3,0a41,9 0,987 (de 0,970 0,405 (de -0,037 0,9997 de 93,5a101,2
21,004 2.0,847)
de 2,74 67,6 0,976 (de 0,839 4,303 (de -0,854 0,9801 de 77,6 2 100,1
a1,112) a9,459)
de 2,9 2260,5 0,800 (de 0,648 11,6 (de-9,4 a 0,9693 de 85,6 4 122,0
a0,951) 32,6)
Interférence

L’interférence a été étudiée en mélangeant le sérum avec des niveaux
d’anticorps tTG connus avec des échantillons de sérum potentiellement
interférant puis en étudiant la déviation par rapport aux résultats escomptés.
Aucune interférence significative n'a été démontrée pour les substances
suivantes aux niveaux indiqués : Hémoglobine (2 g/L), Bilirubine (342 umol/L), et
facteur rhumatoide (100 EU/mI).
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**immco
ImmuLisa™

Celiac tTG

ELISA per anticorpi anti-transglutaminasi tissutale umana
ricombinante

Per uso diagnostico in vitro
FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO

REF| 5144A ELISA Celiac tTG IgA 96 determinazioni
REF| 5144G ELISA Celiac tTG IgG 96 determinazioni

USO PREVISTO

Dosaggi di immunoadsorbimento enzimatico (ELISA) per il rilevamento
qualitativo e semiquantitativo degli anticorpi IgA o 1gG anti-transglutaminasi
tissutale umana nel siero umano per facilitare la diagnosi dell'enteropatia
sensibile al glutine o malattia celiaca (CD) in combinazione con altri risultati
clinici e di laboratorio.

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE

La malattia celiaca (CD) e un disturbo gastrointestinale autoimmune che puo
colpire soggetti geneticamente sensibili ed &€ scatenato dall'ingestione di cereali
contenenti glutine, come ad esempio grano, orzo e segale. La sindrome classica
della CD include diarrea, perdita di peso e malnutrizione. Solo una piccola
percentuale di pazienti con CD presenta i sintomi classici. Lo spettro clinico della
CD si e quindi notevolmente ampliato rispetto al passato, includendo pazienti che
non presentano i sintomi classici. E abbastanza comune che i sintomi iniziali non
siano gastrointestinali o se lo sono siano lievi o intermittenti. La necessita di
esaminare una gamma piu ampia di presentazioni cliniche ha fatto aumentare
sempre piu il numero di soggetti con diagnosi di CD in eta piu avanzata. Gli adulti
possono presentare carenza di ferro, anemia macrocitica e ipocalcemia.

Gli studi hanno scoperto che la prevalenza della CD & molto variabile. Se si
utilizzano solo i criteri clinici per determinare la prevalenza, l'incidenza della CD &
molto inferiore rispetto al valore stabilito in base ai metodi sierologici.l’2
Utilizzando questi metodi, studi recenti indicano che l'incidenza della CD nella
popolazione generale sia compresa fra uno su 100 e uno su 500.

L'incapacita di diagnosticare precocemente la CD pud predisporre un individuo
alle complicanze a lungo termine come l'atrofia splenica e il linfoma intestinale.®*
Una dieta priva di glutine (GFD) normalizza la mucosa e aiuta a ridurre il
potenziale maligno.

L'esame istologico di un campione bioptico del piccolo intestino resta lo standard
di riferimento per la diagnosi di CD, sebbene abbia i suoi limiti. Questi includono

67



alcuni pazienti con CD latente o persino attiva che possono avere
un'istopatologia normale.’

| criteri riveduti dellEuropean Society of Paediatric Gastroenterology and
Nutrition (ESPGHAN) includono una singola biopsia con evidente remissione dei
sintomi clinici sotto GFD.® La sierologia positiva all'epoca della diagnosi con la
scomparsa sotto GFD contribuisce all'accertamento diagnostico. | vari test
sierologici impiegati negli accertamenti diagnostici dei pazienti con CD sospetta
includono i test per gli anticorpi anti-gliadina (AGA), anti-endomisio (EMA) e anti-
transglutaminasi tissutale (tTG). Gli anticorpi anti-gliadina e anti-tTG sono rilevati
mediante ELISA, mentre gl anti-EMA  sono rilevati mediante
immunofluorescenza indiretta. Gli anticorpi anti-EMA sono indicatori molto
specifici della CD. Il test EMA & tuttavia un metodo immunoistochimico che
richiede esperienza nella lettura delle reazioni di immunofluorescenza.’

Da quando la tTG é stata identificata come antigene dell'endomisio, sono stati
descritti metodi ELISA per la rilevazione anticorpale nei sieri dei pazienti con CD.
Il vantaggio del dosaggio degli anticorpi anti-tTG é che si tratta di un metodo
automatizzabile e meno soggettivo rispetto allEMA. Per questa ragione, molti
laboratori hanno scelto di usare il metodo anticorpale anti-tTG come metodo di
screening. ImmuLisa™ Celiac tTG € un dosaggio immunoenzimatico unico che
utilizza una chimica particolare per rilevare gli anticorpi anti-tTG con un grado
elevato di specificita e sensibilita, minimizzando inoltre il rilevamento degli
anticorpi non specifici in altri controlli di malattia come riportato in alcuni altri
dosaggi immunoenzimatici tTG. #**

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Il test viene eseguito come dosaggio immunoenzimatico in fase solida. |
micropozzetti sono rivestiti con antigene transglutaminasi tissutale umana
ricombinante, cui segue un passaggio bloccante per ridurre il legame non
specifico durante la sessione di dosaggio. Controlli, calibratori e sieri del paziente
vengono incubati nei pozzetti rivestiti con l'antigene per consentire agli anticorpi
specifici presenti nel siero di legarsi all'antigene tTG. Gli anticorpi non legati e le
altre proteine seriche vengono rimossi tramite lavaggio dei micropozzetti. Gli
anticorpi legati sono rilevati aggiungendo ai pozzetti un coniugato anti-IgA o anti-
IgG umane marcato con enzima. Il coniugato non legato viene rimosso mediante
lavaggio. Si aggiunge quindi ai pozzetti un substrato enzimatico specifico (TMB)
e la presenza degli anticorpi viene rilevata tramite una variazione cromatica
prodotta dalla conversione del substrato TMB in un prodotto di reazione colorato.
La reazione viene arrestata e lintensita della variazione cromatica, che é
proporzionale alla concentrazione anticorpale, viene letta con uno
spettrofotometro a 450 nm. | risultati sono espressi in unita ELISA per millimetro
(UE/ml) e riportati come positivi 0 negativi.

REAGENTI
Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8 °C. Non congelare. | reagenti sono stabili fino
alla data di scadenza, quando conservati e maneggiati secondo le indicazioni.

Non utilizzare se il reagente non & limpido o in presenza di un precipitato. Tutti i
reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (20-25 °C) prima dell'uso.
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Ricostituire il tampone di lavaggio a 1 litro con acqua distillata o deionizzata.
Quando conservato a 2-8 °C, il tampone di lavaggio ricostituito & stabile fino alla
data di scadenza del kit.

Le strisce di micropozzetti rivestiti Sono monouso. Le strisce di micropozzetti non
utilizzate devono essere risigillate accuratamente in buste contenenti essiccanti
per impedire la formazione di condensa e conservati a 2-8 °C.

Precauzioni

Tutti i componenti di origine umana sono stati testati per HBsAg, HCV, HIV-1 e 2
e HTLV-l e sono risultati negativi in base ai test richiesti dalla FDA. Gl
emoderivati umani e i campioni dei pazienti devono essere tuttavia considerati
potenzialmente infettivi. Seguire le buone pratiche di laboratorio durante la
conservazione, la distribuzione e lo smaltimento di questi materiali.*?

Per garantire la validita dei risultati, seguire le istruzioni esattamente come
appaiono nel presente foglio illustrativo del kit. Non scambiare i componenti
del kit con quelli di altre fonti. Seguire le buone pratiche di laboratorio per
minimizzare la contaminazione microbica e crociata dei reagenti durante la
manipolazione. Non utilizzare i componenti del kit oltre la data di scadenza
segnata sulle etichette.

Materiali forniti

ELISA ImmuLisa™ Celiac tTG IgA REF| 5144A
ELISA ImmuLisa™ Celiac tTG IgG REF| 5144G
| kit contengono reagenti sufficienti per eseguire 96 determinazioni.
12x8 [MICROPLATE|CITG] Micropiastra ~ con  micropozzetti  separabili

singolarmente.  Rivestiti con tTG umana
ricombinante. Pronto per I'uso.

1x1.75ml  [CONTROLJ+|[CtTG-A] Pronto per l'uso Controllo positivo (tappo rosso)
per 5144A. Contiene siero umano positivo
per anticorpi IgA anti-tTG. L'intervallo di
concentrazione previsto in UE/ml e stampato
sull'etichetta.

1x1.75ml  [CONTROL[+|CITG-G] Pronto per l'uso Controllo positivo (tappo rosso)
per 5144G. Contiene siero umano positivo
per anticorpi IgG anti-tTG. L'intervallo di
concentrazione previsto in UE/ml & stampato
sull'etichetta.
1x1.75ml CONTROL[] Pronto per l'uso Controllo negativo (tappo
bianco). Contiene siero umano.
5x1.75ml  [CALIBRATORJA[CtTG-A]  Pronto per 'uso Serie di 5 calibratori per
5144A. Calibratore A (tappo verde) 160 UE/ml,
CALIBRATOR|B[CITG-A
l 8] | Calibratore B (tappo viola) 80 UE/mI, Calibratore C
[CALIBRATORICICITG-A]  (tappo blu) 40 UE/mI, Calibratore D (tappo giallo)

[CALIBRATOR|D|CITG-A] 20 UE/ml, e Calibratore E (tappo arancione) 1
UE/ml. Derivato da siero umano contenente

[CALIBRATOR[E[CITG-A| anticorpi IgA anti-tTG. Le concentrazioni in UE/mI
sono stampate sulle etichette.
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5x1.75ml  [CALIBRATORJA[CITG-G|] Pronto per l'uso Serie di 5 calibratori per

- 5144G. Calibratore A (tappo verde) 320 UE/m,

[CALIBRATOR[BICITG-G| Calibratore B (tappo viola) 80 UE/mlI, Calibratore C

[CALIBRATORIC|CITG-G] (tappo blu) 40 UE/mI, Calibratore D (tappo giallo)

[CALIBRATORID|CtTG-G) 20 UE/ml, e Calibratorg E (tappo arancione) 1

UE/ml. Derivato da siero umano contenente

[CALIBRATORIE[CtTG-G|  anticorpi IgG anti-tTG. Le concentrazioni in UE/ml
sono stampate sulle etichette.

1x15ml IgA-CONJ[HRP] Coniugato HRP di montone anti-IgA umane per
5144A. Pronto per l'uso.
1x15ml 1gG-CONJ|HRP Coniugato HRP di montone anti-lgG umane per

5144G. Pronto per l'uso.

Diluente per siero. Pronto per l'uso. Colore
codificato porpora.

,_\
x

@
S
El
=
=

1x15ml SUBSTRATE|TMB Substrato enzimatico TMB. Pronto per ['uso.
Proteggere dalla luce.

1x15ml STOP|H2S0O4 Soluzione di arresto. Pronto per l'uso.

2x BUF|WASH Tampone di lavaggio in polvere. Ricostituire a un

flaconcini litro ciascuno.

1x Schede del protocollo

Componenti facoltativi

1 x 60ml [BUF]WASH Tampone di lavaggio concentrato liquido.
Ricostituire a un litro.

Simboli utilizzati sulle etichette

Numero di lotto

Al =
HH
| |-

Numero di catalogo

<
g

Uso diagnostico in vitro

Data di scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni prima dell'uso

Numero di test

E<P>>~

Produttore

Materiali necessari ma non inclusi

Acqua deionizzata o distillata

Flacone morbido per conservare il tampone di lavaggio diluito
Pipette con capacita di erogazione da 5 pl a 1000 pl

«  Puntali monouso per pipette

Provette pulite 12 x 75 mm e rastrelliera per provette

+  Contaminuti

*  Fogli di carta assorbente
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+ Lettore per micropiastre capace di leggere i valori di assorbanza a 450 nm.
Se & disponibile un lettore per micropiastre a doppia lunghezza d'onda, il
filtro di riferimento deve essere impostato a 600-650 nm

» Lavatrice automatica per micropiastre capace di erogare 200 ul

PRELIEVO E MANIPOLAZIONE DEL CAMPIONE

Per questa procedura utilizzare solo campioni di siero. | campioni che mostrano
emolisi macroscopica, lipemia o contaminazione microbica possono interferire
con le prestazioni del test e non devono essere utilizzati. Conservare i campioni
a 2-8 °C per una settimana al massimo. Per conservazioni piu prolungate,
congelare i campioni di siero. Evitare il congelamento e lo scongelamento
ripetuto dei campioni. Si raccomanda di analizzare i campioni congelati entro un
anno.

PROCEDURA
Note sulla procedura

« Prima di iniziare il dosaggio, leggere attentamente il foglio illustrativo del
prodotto.

»  Tutte le diluizioni dei campioni del paziente vanno preparate prima di iniziare
il dosaggio.

+  Prima di avviare la procedura del test, attendere che i campioni del paziente
e i reagenti del test abbiano raggiunto la temperatura ambiente. Prima
dell'uso, si consiglia di lasciare i reagenti sul piano di lavoro e fuori dalla
scatola per 30 minuti. Immediatamente dopo l'uso, rimettere nel frigorifero
tutti i campioni e i reagenti non utilizzati.

* Rimuovere le strisce di micropozzetti necessarie dalla busta e risigillare
accuratamente quest'ultima per evitare la formazione di condensa nei
pozzetti non utilizzati. Rimettere immediatamente la busta nel frigorifero.

+ E fondamentale una tecnica di lavaggio valida. Se il lavaggio viene
effettuato manualmente, € adeguato se viene eseguito dirigendo un
energico getto di tampone di lavaggio con un flacone di lavaggio a bocca
larga sullintera micropiastra. Si raccomanda l'uso di una lavatrice
automatica per micropiastre.

« Utilizzare una pipetta multicanale capace di riempire 8 o 12 pozzetti allo
stesso tempo. Cio accelera il lavoro e fornisce tempi di incubazione piu
uniformi.

»  Per tutti i passaggi € importante controllare accuratamente i tempi. L'inizio di
tutti i periodi di incubazione corrisponde al completamento dell'aggiunta del
reagente.

+ L'aggiunta di tutti i campioni e i reagenti deve avvenire alla stessa velocita e
con la stessa sequenza.

Metodo del test

Passaggio 1 Attendere che tutti i reagenti e i campioni raggiungano la
temperatura ambiente.
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Passaggio 2 Etichettare la scheda del protocollo per indicare l'inserimento
del campione nei pozzetti. La buona pratica di laboratorio richiede di
analizzare i campioni in duplicato.

Passaggio 3 Per una determinazione qualitativa utilizzare solo il
Calibratore D (flaconcino con tappo giallo).
oppure

Per una determinazione semiquantitativa utilizzare i Calibratori da A fino ad E
come illustrato nel seguente schema esemplificativo.

Qualitativa Semiquantitativa
A Bianco S5 Ecc. A Bianco S1 Ecc.
B - S6 B - S2
C + Controllo S7 C + Controllo S3
D CalD S8 D CalA sS4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H sS4 S12 H Cal E S8

1 2 3 1 2 3

Passaggio 4 Preparare una diluizione 1:101 dei campioni del paziente
mescolando 5 pl dei sieri del paziente con 500 pl di Diluente per siero.

Passaggio 5 Rimuovere i micropozzetti richiesti dalla busta e rimettere nel
frigorifero le strisce non utilizzate nella busta sigillata. Posizionare
perfettamente i micropozzetti nel supporto aggiuntivo fornito.

Passaggio 6 Pipettare 100 pl dei calibratori pronti all'uso, dei controlli
positivo e negativo e dei campioni del paziente diluiti (1:101) nei
micropozzetti appropriati come indicato nella scheda del protocollo.

Nota: includere un pozzetto contente 100 pl del Diluente per siero come
reagente bianco. Azzerare il lettore ELISA contro il reagente bianco.

Passaggio 7 Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Passaggio 8 Lavare 4x con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio manuale,
riempire ogni micropozzetto con tampone di lavaggio ricostituito. Gettare il
fluido presente nei pozzetti invertendo questi ultimi e picchiettandone il
fondo oppure aspirando il liquido contenuto. Per l'asciugatura al termine
dell'ultimo lavaggio, invertire le strisce e picchiettare energicamente i
pozzetti su fogli di carta assorbente. Per le lavatrici automatiche,
programmare la macchina in base alle istruzioni del produttore.

Passaggio 9 Pipettare 100 pl di Coniugato nei micropozzetti.

Passaggio 10  Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Passaggio 11  Lavare tutti i micropozzetti come nel Passaggio 8.

Passaggio 12  Pipettare 100 ul di Substrato enzimatico in ogni micropozzetto
nello stesso ordine e con gli stessi tempi del Coniugato.

Passaggio 13  Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.
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Passaggio 14  Pipettare 100 ul di Soluzione di arresto in ogni micropozzetto
utilizzando lo stesso ordine e gli stessi tempi del Substrato enzimatico.
Leggere i valori di assorbanza entro 30 minuti dall'aggiunta della Soluzione
di arresto.

Passaggio 15 Leggere l'assorbanza di ogni micropozzetto a 450 nm
utilizzando un lettore per micropiastre a lunghezza d'onda singola o doppia
(450/630 nm) contro il reagente bianco impostato ad assorbanza zero.

Controllo di qualita

Analizzare in ogni dosaggio i calibratori, i controlli positivo e negativo e il
reagente bianco per verificare lintegrita e l'accuratezza del test. La lettura
dell'assorbanza per il reagente bianco deve essere < 0,3. Il Calibratore A deve
avere una lettura dell'assorbanza non inferiore a 1, altrimenti il test deve essere
ripetuto. Il Controllo negativo deve essere < 10 UE/mI. Se il test viene eseguito in
duplicato, calcolare la media di due letture per determinare il valore in UE/ml.
Durante l'esecuzione delle determinazioni qualitative, la densita ottica del
Calibratore D deve essere superiore a quella del controllo negativo e inferiore
all'assorbanza del controllo positivo. Per le determinazioni semiquantitative, il
Controllo positivo deve fornire valori compresi nelliintervallo dichiarato sul
flaconcino.

RISULTATI
Calcoli

Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere stabilite con uno dei
due metodi seguenti:

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Ass. Campione test
---------------------------- X UE/ml del Calibratore D = UE/mI Campione test
Ass. Calibratore D

Si raccomanda di refertare i risultati qualitativi come "positivi" o "negativi".
Risultati del campione superiori o pari al calibratore D sono considerati
positivi.

2. DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA

Tracciare su carta millimetrata lineare-logaritmica I'assorbanza dal
Calibratore A fino al Calibratore E rispetto alle rispettive concentrazioni.
Tracciare le concentrazioni in UE/ml sull'asse X rispetto all'assorbanza
sullasse Y e disegnare un adattamento della curva punto-punto.
Determinare le concentrazioni dei campioni del paziente dalla curva in base
ai valori di assorbanza corrispondenti. In alternativa, per tracciare la curva
standard é possibile utilizzare una curva a quattro parametri.

Si raccomanda di refertare i risultati semiquantitativi come "positivi",
"negativi" o "indeterminati" con i valori delle unita in Ul/ml. In presenza di
risultati indeterminati/borderline, ripetere il test e valutare unitamente ad altri
metodi di laboratorio.
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Interpretazione

| valori di interpretazione sono stati determinati testando 114 donatori di
sangue normali e campioni di controllo senza malattia celiaca. Come cutoff
del dosaggio € stata stabilita la media dei soggetti normali piu 2 DS
(deviazione standard) ed & stato assegnato un valore arbitrario di 20 UE/ml.
IMMCO suggerisce l'uso dellintervallo di riferimento riportato di seguito.
Ogni laboratorio deve convalidare i valori del dosaggio in base alle proprie

condizioni.

Val. antic. anti-tTG Interpretazione

<20 UE/ml Negativo

20-25 UE/mi Indeterminato (borderline)
>25 UE/ml Positivo

Calibratore

Utilizzare in ogni sessione i calibratori pronti all'uso inclusi per fornire una
determinazione semiquantitativa. Campioni del paziente contenenti livelli
anticorpali elevati possono fornire valori di assorbanza superiori a quello del
Calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, questi
campioni devono essere ulteriormente diluiti in modo da rientrare
nellintervallo della curva del calibratore alla ripetizione del test. Per
determinare i valori UE/ml, moltiplicare le unita ottenute per il fattore di
diluizione.

LIMITI DELLA PROCEDURA

In questa procedura, utilizzare solo campioni di siero. | campioni con emolisi
macroscopica, lipemia o contaminazione batterica possono interferire con le
prestazioni del test e non devono essere utilizzati. Conservare i campioni a da 2-
8 °C per una settimana al massimo. Per conservazioni piu lunghe, congelare i
campioni di siero. Evitare il congelamento e lo scongelamento ripetuto dei
campioni.

| risultati del test facilitano la diagnosi e devono essere considerati unitamente ad
altri riscontri clinici e di laboratorio.

VALORI ATTESI

| risultati del test attesi in una popolazione normale sono solitamente negativi.
Tuttavia, dato che l'incidenza della CD nella popolazione normale & di circa 1'1%,
alcuni soggetti apparentemente sani e asintomatici possono risultare positivi al
test per gli anticorpi anti-tTG.

L'incidenza e i livelli di anticorpi anti-tTG dipendono dallo stato della dieta. | livelli
di questi anticorpi diminuiscono e finiscono per diventare negativi nei pazienti
con CD sotto dieta priva di glutine. Analogamente, i livelli di questi anticorpi
aumentano e possono diventare positivi quando i pazienti con CD sotto dieta
priva di glutine ingeriscono una dieta che lo contiene. ***° | pazienti affetti da CD
ma carenti di IgA saranno positivi per gli anticorpi IgG anti-tTG. In questi casi, si
possono condurre studi per confermare la carenza di IgA del paziente.
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CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

L'utilita dei test ELISA ImmuLisa™ Celiac tTG & stata valutata testando campioni
di siero positivi per EMA ben caratterizzati da soggetti con CD sospetta accanto
a controlli di malattia e sieri umani "normali". Questi campioni sono anche stati
testati su kit ELISA e kit di analisi per immunofluorescenza commercialmente
disponibili. Questi risultati sono riepilogati di seguito.

A. ELISA ImmuLisa™ Celiac tTG vs. altro dosaggio immunoenzimatico tTG:
Altro ELISA IgA tTG

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 74 19 93
CELIACtTG Negativo 2 90 92
ELISA IgA Totale 76 109 185

Concordanza percentuale positiva:  97,4% (95% IC 90,0% - 99,5%)
Concordanza percentuale negativa:  82,6% (95% IC 73,9% - 88,9%)
Concordanza percentuale totale: 88,6% (95% IC 83,0% - 92,7%)

Soggetti celiaci positivi per EMA: 93
Controlli di malattia: 31
Soggetti sani normali: 61

Altro ELISA IgG tTG

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 74 21 95
CELIACtTG Negativo 31 184 215
ELISA IgG Totale 105 205 310

Concordanza percentuale positiva:  70,5% (95% IC 60,7% - 78,8%)
Concordanza percentuale negativa: 89,8% (95% IC 84,6% - 93,4%)
Concordanza percentuale totale: 83,2% (95% IC 78,5% - 87,1%)
Soggetti celiaci positivi per EMA: 166

Controlli di malattia: 53
Soggetti sani normali: 91

B. ELISA ImmuLisa™ Celiac tTG vs. EMA: i risultati ottenuti con i test ELISA
Celiac tTG sono stati confrontati con i risultati degli anticorpi anti-endomisio
(EMA) ottenuti utilizzando un kit IFA commercialmente disponibile e una
popolazione clinica ben caratterizzata.
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Popolazione CD confermata mediante EMA

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 87 6 93
CELIAC TG Negativo 1 91 92
ELISA IgA Totale 88 97 185
Concordanza percentuale positiva: 98,9% (95% IC 92,9% - 99,9%)
Concordanza percentuale negativa: 93,8% (95% IC 86,5% - 97,5%)
Concordanza percentuale totale: 96,2% (95% IC 92,1% - 98,3%)

Soggetti celiaci positivi per EMA: 93
Soggetti celiaci positivi per EMA IgA: 88
Soggetti celiaci carenti di IgA: 5
Controlli di malattia: 31

Soggetti sani normali: 61

Popolazione CD confermata mediante EMA

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 72 7 79
CELIACtTG Negativo 6 191 197
ELISA IgG Totale 78 198 276
Concordanza percentuale positiva: 92,3% (95% IC 83,4% - 96,8%)
Concordanza percentuale negativa: 96,5% (95% IC 92,6% - 98,4%)
Concordanza percentuale totale: 95,3% (95% IC 91,9% - 97,4%)

Soggetti celiaci positivi per EMA: 132 (74 positivi per EMA IgG)
Controlli di malattia: 53
Soggetti sani normali: 91

C. Sensibilita e specificita clinica: popolazioni cliniche con CD ben
caratterizzata sono state testate con ELISA Celiac tTG producendo i seguenti
risultati.

Malattia celiaca

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 88 5 93
CELIACtTG Negativo 5 87 92
IgA ELISA Totale 93 92 185
Sensibilita stimata: 94,6% (95% IC 87,3% - 98,0%)
Specificita stimata: 94,6% (95% IC 87,2% - 98,0%)
Concordanza: 94,6% (95% IC 90,0% - 97,2%)

Soggetti celiaci positivi per EMA IgA: 88
Soggetti celiaci carenti di IgA: 5
Controlli di malattia: 31

Soggetti sani normali: 61
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CD senza carenza di IgA

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 87 0 87
CELIAC TG Negativo 1 0 1
IgA ELISA Totale 88 0 88
Sensibilita stimata: 98,9% (95% IC 92,9% - 99,9%)
Specificita stimata: --
Concordanza: 98,9% (95% IC 92,9% - 99,9%)

Soggetti celiaci positivi per EMA IgA: 88
Controlli di malattia: O
Soggetti sani normali: 0

Malattia celiaca

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 72 7 79
CELIACtTG Negativo 60 137 197
I9G ELISA Totale 132 144 276
Sensibilitd stimata: 54,5% (95% IC 45,7% - 63,2%)
Specificita stimata: 95,1% (95% IC 89,9% - 97,9%)
Concordanza: 75,7% (95% IC 70,1% - 80,6%)

Soggetti celiaci positivi per EMA: 132 (74 positivi per EMA 1gG)
Controlli di malattia: 53
Soggetti sani normali: 91

CD con carenza di IgA

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 21 0 21
CELIACtTG Negativo 1 0 1
IgG ELISA Totale 22 0 22
Sensibilita stimata: 95,5% (95% IC 75,1% - 99,8%)
Specificita stimata: --
Concordanza: 95,5% (95% IC 75,1% - 99,8%)

Soggetti con CD carenti di IgA: 22
Controlli di malattia: 0
Soggetti sani normali: 0

E. Reattivita crociata: 63 campioni totali con reattivita crociata potenziale,
provenienti da soggetti con altri disturbi immunitari o positivi per altri
autoanticorpi, sono stati testati per gli anticorpi anti-tTG utilizzando il
sistema ImmuLisa™ Celiac tTG.
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IgA Positivo IgG Positivo

Condizione n n (%) n (%)

Malattia di Graves 11 0 (0%) 0 (0%)
Tiroidite di Hashimoto 10 0 (0%) 0 (0%)
ANA positivo* 9 0 (0%) 1(11%)
CCP positivo** 10 0 (0%) 0 (0%)
RF positivo*** 9 0 (0%) 0 (0%)
Colite ulcerativa 5 0 (0%) 0 (0%)
Morbo di Crohn 9 0 (0%) 2 (22%)
Totale 63 0 (0%) 3 (5%)

* Anticorpi antinucleari
** Anticorpi anti-peptidi citrullinati ciclici
*** Anticorpi del fattore reumatoide

Precisione

La precisione é stata testata con campioni multipli selezionati attraverso
l'intervallo del dosaggio. Sono state eseguite tre sessioni di dosaggio in giorni
differenti per determinare i risultati tra i giorni. E stata eseguita un'altra sessione
di dieci replicati per determinare la ripetibilita. | risultati sono riepilogati di seguito.

Media Imprecisione Trale sessioni
(UE/mI) totale Trai giorni (Ripetibilita)
N DS DS DS

Kit c (UE/mI) CV% (UE/mI) CV% (UE/mI) CV%
1 10,6 1,086 10,2% 1,135 10,7% 1,095 10,2%

2 20,4 1,224 6,0% 1,476 7,2% 0,956 4,7%

. 3 25,0 1,496 6,0% 1,740 6,9% 1,271 5,1%
f;faci?ifc 4 34,9 2,075 5,9% 2,099 6,1% 2,110 6,0%
TG 5 48,7 2,634 5,4% 3,661 7,5% 1,090 2,2%
6 110,6 4,008 3,6% 4,221 3,8% 3,960 3,6%

7 134,7 7,253 5,4% 8,728 6,5% 5,904 4,4%

8 183,7 6,161 3,4% 6,606 3,6% 5,615 3,0%

1 15,3 1,100 7,2% 1,283 8,3% 0,929 6,1%

) 2 24,3 1,727 7,1% 2,101 8,6% 1,355 5,6%
|D°G5399'° 3 29,8 1,931 6,5% 2,492 8,4% 1,289 4,3%
geliac 4 60,5 3,046 5,0% 3,647 6,0% 2,507 4,1%
TG 5 99,1 4,720 4,8% 5,687 5,7% 3,756 3,8%
6 233,7 10,022 4,3% 11,918 5,0% 7,108 3,1%

7 263,5 13,061 5,0% 14,124 5,4% 11,794 4,4%

Limite di rilevamento

Il limite di rilevamento (LoD) é stato determinato in base a 60 replicati del bianco
e 10 replicati ciascuno dei 6 campioni a basso livello (NHS). Il Lod per le IgA era
di 4 UE/ml. Il Lod per le IgG era di 2,9 UE/ml.
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Linearita e recupero

La linearita e il recupero sono stati testati diluendo i campioni positivi attraverso
l'intervallo del dosaggio in soluzioni equidistanti e confrontando i risultati reali con
quelli attesi. L'intervallo lineare del dosaggio determinato € stato di 4 (LoD), 160
UE/mI per le IgA; 2,9 (LoD), 260 UE/ml per le IgG. | risultati sono riepilogati di

seguito:
Intl—?vséllo Pendenza Intercetta 'Y R2 % recupero
(UE/mI) (IC al 95%) (IC al 95%) (ottenuto/atteso)
IgA
da 6,0a62,7 0,932 (da 0,879 0,926 (da -1,240 0,9943 da 97,9 a 108,3
a0,985) a3,091)
da 3,0 a 157,0 0,947 (da 0,892 | 0,999 (da -4,347 0,9979 da 94,5a107,7
a1,002) a.6,345)
da 3,3 a163,6 0,910 (da 0,824 | 3,239 (da-1,628 0,9946 da 85,0 a 109,5
20,957) a 8,106)
19G
da3,0a41,9 0,987 (da 0,970 | 0,405 (da-0,037 0,9997 da 93,5a101,2
a 1,004) a.0,847)
da2,7a67,6 0,976 (da 0,839 | 4,303 (da-0,854 0,9801 da 77,6 a 100,1
al,112) a9,459)
da 2,9 a 260,5 0,800 (da 0,648 11,6 (da-9,4a 0,9693 da 85,6 a122,0
a0,951) 32,6)
Interferenza

L'interferenza & stata studiata mescolando sieri con livelli noti di anticorpi anti-
tTG con campioni di siero potenzialmente interferenti e studiando la deviazione
dai risultati previsti. Non é stata dimostrata un'interferenza significativa per le
seguenti sostanze ai livelli indicati: emoglobina (2 g/l), bilirubina (342 pmol/l) e
fattore reumatoide (100 UE/mI).
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*immco
ImmuLisa™

Celiac tTG
Recombinante Humano Anti-Transglutaminase Tecidular ELISA

Para utilizagéo diagnostica in vitro
FOLHETO DO PRODUTO

REF| 5144A Celiac tTG IgA ELISA 96 Determinacdes
REF|5144G Celiac tTG IgG ELISA 96 Determinacdes

AMBITO DE UTILIZACAO

Teste imuno-enzimatico (ELISA) para a deteccdo qualitativa e semi-quantitativa
de anticorpos anti-transglutaminase tecidular IgA ou IgG no soro humano para
ajudar no diagnostico da enteropatia gliten-induzida / doenca celiaca (DC) em
conjunto com outras descobertas laboratoriais e clinicas.

RESUMO E EXPLICAGAO

A Doenca Celiaca (DC) é uma patologia gastrintestinal auto-imune, relacionada
com a sensibilizacdo ao glaten em individuos geneticamente susceptiveis,
despoletada pela ingestdo de gréos que contém glaten, como o trigo, a cevada e
o centeio. Os sintomas classicos da DC incluem a diarreia, a perda de peso e a
desnutricdo. S6 uma pequena percentagem de pacientes com DC apresenta
sintomas classicos. Consequentemente, o quadro clinico da DC tem crescido de
forma mais alargada do que no passado, incluindo os pacientes que nédo
apresentam sintomas classicos. Ndo € raro que os sintomas iniciais sejam
sintomas ndo gastrintestinais e que os sintomas gastrintestinais, se existirem,
sejam leves ou intermitentes. A necessidade de avaliar uma gama mais alargada
de apresentacéo clinica conduziu a quantidades superiores sem precedentes de
individuos diagnosticados com DC numa fase tardia da vida. Os adultos podem
apresentar deficiéncia em ferro, anemia macrocitica e hipocalcemia.

Estudos demonstraram que a prevaléncia da DC é altamente variavel. Se
apenas forem utilizados critérios clinicos para determinar a prevaléncia, a
incidéncia de DC é muito inferior, quando comparada com a incidéncia
estabelecida através dos métodos serolc’)gicos.l'2 Utilizando métodos
serolégicos, estudos recentes indicam que a incidéncia da DC na populagdo em

geral se encontra entre um em 100 e um em 500.

A falha do diagnostico precoce da DC pode predispor um individuo a
complicacBes a longo prazo, como a atrofia esplénica e o linfoma intestinal.>*
Uma dieta sem glaten (DSG) normaliza a mucosa e ajuda a reduzir o potencial
maligno.
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O exame histoldgico da biépsia do intestino delgado permanece o padrdo ouro
para diagnosticar a DC, mas possui as suas proprias limitacdes. Estas incluem
alguns pacientes com DC latente ou mesmo activa, que possam ter
histopatologia normal.’

Os critérios revistos da Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica e
Nutricdo (ESPGHAN) incluem apenas uma Unica bidpsia com clara remisséao
dos sintomas clinicos sobre GFD.® A sorologia positiva no momento do
diagnoéstico com o desaparecimento de GFD contribui para o diagndstico. Os
diversos testes soroldgicos utilizados no work-up de pacientes suspeitos de
padecerem de DC incluem a gliadina (AGA), o endomisio (EMA), e os testes
anticorpos transglutaminase tecidular (tTG). Os anticorpos anti-gliadina e tTG
sdo detectados pelo ELISA, enquanto os EMA sdo detectados através de
imunofluorescéncia indirecta. Os EMA constituem indicadores muito especificos
da DC. No entanto, o teste EMA constitui um método de imunohistoquimica que
exige experiéncia na leitura de reaccdes de imunofluorescéncia.’

Desde a identificagdo do tTG como antigeno endomisio, os métodos ELISA tém
sido utilizados para a deteccédo de anticorpos no soro de pacientes com DC. A
vantagem do ensaio dos anticorpos anti-tTG é que este pode ser automatizado e
menos subjectivo do que o EMA. Por este motivo, muitos laboratorios optaram
por utilizar o método de anticorpos tTG como o método de rastreio. O
ImmuLisa™ Celiac tTG € um imunoensaio Unico que utiliza quimica especial de
deteccdo de anticorpos anti-tTG com elevado grau de especificidade e
sensibilidade, minimizando a detec¢do ndo especifica de anticorpos noutros
controlos da doenca, conforme foi relatado em alguns imunoensaios tTG.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é realizado como um imunoensaio de base sélida. Os micropogos sao
revestidos com tecido humano recombinante transglutaminase antigénico,
seguido por um passo bloqueador para reduzir a ligagcao ndo especifica durante
a realizacéo do ensaio. Os controlos, os calibradores e 0 soro do paciente sé&o
incubados em pogos revestidos com antigénios, permitindo que 0s anticorpos
especificos presentes no soro se liguem ao antigénio tTG. Os anticorpos nao
ligados e as outras proteinas do soro sdo eliminados através da lavagem dos
micropogos. Os anticorpos ligados sdo detectados pela adicdo de uma enzima
conhecida como IgA anti-humana ou conjugado IgG aos micropogos. O
conjugado ndo ligado é eliminado através de lavagem. Posteriormente, é
adicionado aos pogos um substrato de uma enzima especifica (TMB) e a
presenga de anticorpos € detectada através de uma mudancga de cor produzida
pela conversdo do substrato TMB para um produto de reaccdo colorido. A
reaccao € interrompida e a intensidade da mudancga de cor, que é proporcional a
concentragdo de anticorpos, € lida através de um espectrofotdémetro a 450 nm.
Os resultados sdo expressos em unidades ELISA por mililitro (EU/mI) e
comunicados como positivos ou negativos.

REAGENTES

Armazenamento e Preparacéo
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Armazenar todos os reagentes a 2-8°C. N&o congelar. Os reagentes séo
estaveis até a4 data de expiragdo, quando sdo armazenados e manuseados
conforme as orientacdes.

N&o utilizar reagentes se estes ndo apresentarem uma cor transparente ou se
houver presenca de um precipitado. Todos os reagentes devem ser guardados a
temperatura ambiente (20-25°C) antes da sua utilizacao.

Reconstituir o tampao de lavagem a 1 litro com agua destilada ou desionizada.
Quando armazenado a 2-8°C, o tampado de lavagem reconstituido permanece
estavel até a data de validade do kit.

As tiras de revestimento dos micropogos destinam-se a uma Unica utilizagéo. As
tiras dos micropocos ndo utilizadas devem ser cuidadosamente novamente
selados na bolsa com dessecantes, a fim de prevenir a condensacdo e ser
armazenadas a 2-8°C.

Precaucbes

Todos os componentes humanos utilizados foram testados para HBsAg, HCV,
HIV-1 e 2, HTLV-I e considerados negativos segundo os testes exigidos pela
FDA. No entanto, os derivados do sangue humano e as amostras de pacientes
devem ser considerados potencialmente infecciosos. Devem ser cumpridas as
boas praticas laboratoriais de armazenamento, distribuicdo e eliminacdo destes
materiais.™

As instru¢cdes devem ser seguidas exactamente conforme constam no
presente folheto deste kit, a fim de assegurar resultados vélidos. Néo trocar
0s componentes do kit por componentes provenientes de outras fontes. Devem
ser cumpridas as boas praticas laboratoriais, a fim de minimizar a contaminagao
microbiana e cruzada dos reagentes aquando do seu manuseamento. N&o
utilizar os componentes do kit para além da data de validade impressa nas
etiquetas.

Material fornecido

ImmuLisa™ Celiac tTG IgA ELISA REF|5144A
ImmuLisa™ Celiac tTG IgG ELISA REF|5144G
O kit contém reagentes suficientes para realizar 96 determinagdes.
12x 8 [MICROPLATE|CtTG] Microplaca ~ com  micropogos  individuais

separados. Revestida com recombinante humano
tTG. Pronta a utilizar.

1x1.75ml  [CONTROL[+[CITG-A] Controlo Positivo (tampa vermelha) pronto a
utilizar para 5144A. Contém soro humano
positivo para anticorpos tTG IgA. A faixa de
concentracdo esperada em EU/mI estq impressa
na etiqueta.

1x1.75ml  [CONTROL[+[CITG-G] Controlo Positivo (tampa vermelha) pronto a
utilizar para 5144G. Contém soro humano
positivo para anticorpos tTG 1gG. A faixa de
concentracdo esperada em EU/mI esta impressa
na etiqueta.

1x1.75ml  [CONTROL[ Controlo Negativo pronto a utilizar (tampa

branca). Contém soro humano.
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5x1.75ml

5x1.75ml

1x15ml

1x15ml

1x60ml

1x15ml

[CALIBRATORIA[CITG-A]
[CALIBRATOR[B[CITG-A]
[CALIBRATORICICITG-A|
[CALIBRATOR|DI[CITG-A]
[CALIBRATOR[E[CITG-A]

[CALIBRATORJA[CITG-G]
[CALIBRATOR[BICITG-G]
[CALIBRATORICICITG-G]
[CALIBRATOR|DICITG-G]
[CALIBRATORIE[CITG-G]

IgA-CONJ[HRP

!!
0 I

gG-CONJ[HR

)
=

SUBSTRATE|TMB

BUF[WASH

Componentes Opcionais

1 x 60ml

S

—| £
(@]
_|

E 4B~ g

[BUF[WASH

mbolos utilizados nas etiquetas
Numero de lote

Numero de catalogo

Utilizar até

NuUmero de testes

Fabricante

Conjunto de 5 Calibradores pronto a utilizar
para 5144A. Calibrador A (tampa verde)
160 EU/mI, Calibrador B (tampa violeta) 80 EU/m,
Calibrador C (tampa azul) 40 EU/ml, Calibrador D
(tampa amarela) 20 EU/ml e Calibrador E (tampa
laranja) 1 EU/ml. Derivado do soro humano
contendo anticorpos tTG IgA. As concentra¢des
em EU/ml estdo impressas nas etiquetas.

Conjunto de 5 Calibradores pronto a utilizar
para 5144G. Calibrador A (tampa verde)
320 EU/ml, Calibrador B (tampa violeta) 80 EU/m,
Calibrador C (tampa azul) 40 EU/ml, Calibrador D
(tampa amarela) 20 EU/mI e Calibrador E (tampa
laranja) 1 EU/ml. Derivado do soro humano
contendo anticorpos tTG IgG. As concentragfes
em EU/ml estdo impressas nas etiquetas.

Conjugado HRP de cabra IgA anti-humano para
5144A. Pronto a utilizar.

Conjugado HRP de cabra IgG anti-humano para
5144G. Pronto a utilizar.

Diluente de Soro. Pronto a utilizar. Cédigo de cor
purpura.

Substrato enzimatico TMB. Pronto a utilizar.
Proteger da luz.

Solucgédo de Paragem. Pronta a utilizar.

Tampao de lavagem de p6. Reconstituir para um
litro cada.

Folhas de Protocolo.

Tampdo de Lavagem
Reconstituir para um litro.

Liquido concentrado.

Utilizac&o diagnostica in vitro

Temperatura de armazenamento

Ler as instru¢des antes de utilizar
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Material Exigido Mas Nao Fornecido

+  Agua desionizada ou destilada

*  Garrafa de plastico para conter o tampéo de lavagem diluido

*  Pipetas com capacidade de libertagdo de 5 pl a 1000 pl

+ Pontas de pipeta descartaveis

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

»  Temporizador

*  Toalhetes de papel absorventes

»  Leitor de microplacas capaz de ler valores de absorvancia a 450 nm. Se
estiver disponivel um leitor de microplacas de duplo comprimento de onda,
o filtro de referéncia deve ser definido para 600-650 nm

+  Lavador automatico de microplacas capaz de distribuir 200 pl

RECOLHA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Neste procedimento s6 deverdo ser utilizadas amostras de soro. As amostras
excessivamente hemolizadas, lipémicas ou contaminadas microbiologicamente,
podem interferir nos resultados do teste, ndo devendo ser utilizadas. Armazenar
as amostras a uma temperatura entre 2°a 8°C durante 0 maximo de uma
semana Para um armazenamento de maior duragdo, as amostras de soro
deverdo ser congeladas. Evitar o repetido congelamento e derretimento das
amostras. Recomenda-se que as amostras congeladas sejam testadas no prazo
de um ano.

PROCEDIMENTO
Notas de Procedimento

* Ler cuidadosamente o folheto do produto antes de iniciar o ensaio.

*+ Todas as diluicdes das amostras dos pacientes devem ser preparadas
antes de iniciar o ensaio.

+ Permitir que as amostras dos pacientes e 0s reagentes de teste se
equilibrem a uma temperatura ambiente antes de iniciar o procedimento de
teste. Sugere-se que os reagentes sejam deixados em cima da bancada, no
exterior da caixa, durante 30 minutos antes da sua utilizagdo. Voltar a
colocar todas as amostras e reagentes no frigorifico imediatamente apés a
sua utilizacao.

* Eliminar as tiras necessarias dos micropogos da embalagem, voltando a
fecha-la cuidadosamente, a fim de prevenir a condensagao nos pogos ndo
utilizados. Voltar a colocar a embalagem de imediato no frigorifico.

*+ Uma boa técnica de lavagem é fundamental. Se a lavagem for realizada
manualmente, consegue-se uma lavagem adequada direccionando o fluxo
energético do tampédo de lavagem por toda a microplaca, através de um
frasco de lavagem de ponta larga. Recomenda-se a utilizacdo de uma
lavadora automatica de microplacas.

« Utilizar uma pipeta multicanal capaz de libertar 8 ou 12 pocos em
simultdneo. Este procedimento acelera o processo, fornecendo tempos de
incubacdo mais uniformes.
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«  E importante o controlo cuidadoso do tempo para todos o0s passos. O inicio
de todos os periodos de incubagédo comeca com a conclusédo da adigdo do
reagente.

+ A adicdo de todas as amostras e reagentes deve ser realizada na mesma
propor¢do e na mesma sequéncia.

Método de Teste

1° Passo

2° Passo

3° Passo

4° Passo

5° Passo

6° Passo

7° Passo
8° Passo

Permitir que todos os reagentes e amostras se equilibrem a uma
temperatura ambiente

Etiquetar a folha de protocolo indicando a colocagdo da amostra nos
pocos. A execugcdo das amostras em duplicado constitui uma boa
pratica laboratorial.

Utilizar apenas o Calibrador D (ampola com tampa amarela) para obter
uma determinacdo qualitativa.

ou

Utilizar os Calibradores A até E para uma determinacdo semi-
guantitativa, conforme se descreve no esquema de amostras
seguinte.

Qualitativa Semi-quantitativa
A Branca S5 Etc. A Branca S1 Etc.
B -Control S6 B -Control S2
C + Control S7 C + Control S3
D CalD S8 D CalA sS4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H sS4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3

Preparar uma diluicdo 1:101 das amostras dos pacientes, misturando
5 pl do soro do paciente com 500ul de Diluente de Soro.

Remover os micropogos necessarios da embalagem, recolocando as
tiras ndo utilizadas na embalagem fechada, colocada no frigorifico.
Colocar os micropogos com firmeza no suporte extra fornecido.

Pipetar 100 ul de Calibradores prontos a utilizar, controlos Positivo e
Negativo e amostras de pacientes diluidas (1:101) nos micropogos
apropriados, conforme a folha de protocolo.

Nota: Incluir um pogo que contenha 100 pl do Diluente de Soro como
um reagente branco. Ajustar o leitor de ELISA para zero em relagdo
ao reagente branco.

Incubar durante 30 minutos (x 5 min) a uma temperatura ambiente.
Lavar 4x com tampéo de lavagem. Para lavagem manual, encha cada
micropogo com tampédo de lavagem reconstituido. Descartar o liquido
por inversdo retirando os conteltdos de cada pogo ou aspirando o
liguido de cada pogo. Para absorver o liquido da ultima lavagem,
inverter as tiras e limpar os pogos, vigorosamente, com toalhas de
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papel absorvente. Para lavadores automaticos, programar o lavador
conforme as instru¢cdes do fabricante.

9° Passo Pipetar 100 pl de Conjugado nos micropogos.
10° Passo Incubar durante 30 minutos (+ 5 min) a uma temperatura ambiente.
11° Passo Lavar todos os micropogos conforme descrito no 8° Passo.

12°Passo Pipetar 100 pl de Substrato Enzimatico em cada micropogo,
na mesma ordem e tempo utilizados para o Conjugado.

13° Passo Incubar durante 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

14°Passo Pipetar 100 pl de Solucdo de Paragem em cada micropogo,
utilizando a mesma ordem e tempo utilizados na adicdo do Substrato
Enzimatico. Ler os valores de absorvancia, no espaco de 30 minutos,
da adigdo da solugdo de paragem.

15° Passo Ler a absorvancia de cada micropogo a 450 nm, utilizando um Gnico,
ou, a 450/630nm, utilizando um leitor de microplacas de duplo
comprimento de onda contra o reagente branco fixado em absorvancia
zero.

Controlo de Qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivos e Negativos e um reagente branco
devem ser executados em cada ensaio, a fim de verificar a integridade e a
precisdo do teste. A leitura de absorvancia do reagente branco deve ser <0,3. O
Calibrador A deve possuir uma leitura de absorvancia nédo inferior a 1,0, caso
contrario, o teste deve ser repetido. O controlo negativo deve ser <10 EU/mI. Se
o teste for realizado em duplicado, deve ser retirada a média das duas leituras, a
fim de determinar EU/ml. Quando se realizam determina¢fes Qualitativas, a
densidade optica do Calibrador D deve ser superior & do controlo negativo e
inferior & absorvancia do controlo positivo. Para as determinagbes semi-
quantitativas, o controlo positivo deve apresentar valores na faixa indicada na
ampola.

RESULTADOS
Célculos

As concentragcBes das amostras do paciente podem ser determinadas por
qualquer um dos seguintes métodos:

1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste
---------------------------- X EU/mldo CalibradorD = EU/ml Amostra de Teste
Abs. do Calibrador D

Recomenda-se que os resultados qualitativos sejam comunicados como
“positivos” ou “negativos.” Amostras com resultados superiores ou iguais ao
Calibrador D s&o consideradas positivas.

2. DETERMINACAO SEMI-QUANTITATIVA

Tracar a absorvancia do Calibrador A até E consoante as respectivas
concentragbes em papel grafico de registo linear. Tragcar as concentragdes

86



em EU/mI no eixo X, consoante a absorvancia no eixo Y, e desenhar uma
curva que ligue os pontos. Determinar as concentragbes das amostras do
paciente a partir da curva, de acordo com os valores de absorvancia
correspondentes. Em alternativa, pode ser utilizada uma curva de quatro
parametros para tragar uma curva padréo.

Recomenda-se que os resultados semi-quantitativos sejam comunicados
como “positivos,” “negativos,” ou “indeterminados” com valores unitarios
EU/mI. Os resultados indeterminados/linha divisdria devem ser novamente
testados e avaliados a par de outros métodos laboratoriais.

Interpretacéo

Os valores de interpretacdo foram determinados, testando 114 dadores de
sangue normal e amostras sem controlo da doenga celiaca. A média dos
individuos normais mais 2 SD foi estabelecida como o corte do ensaio e foi
atribuido um valor arbitrario de 20 EU/ml. A IMMCO sugere a utilizagdo da
série de referéncia abaixo. Cada laboratério deve validar valores de ensaio
para as suas proprias condi¢cdes.

Valor anti-tTG Ab Interpretacéo

<20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mi Indeterminado (Linha diviséria)
>25 EU/ml Positivo

Calibrador

Séo incluidos Calibradores Prontos a Utilizar para providenciar uma semi-
quantificacdo, devendo ser utilizados em cada realizacdo. As amostras de
pacientes que contenham elevados niveis de anticorpos podem apresentar
valores de absorvancia superiores aos do Calibrador A. Para determinar
valores semi-quantitativos rigorosos, essas amostras devem ser ainda
diluidas de modo a que recaiam no ambito da medida da curva de
calibracdo, quando forem novamente testadas. Para determinar valores
EU/ml, multiplicar as unidades obtidas pelo factor de diluig&o.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Neste procedimento s6 deverdo ser utilizadas amostras de soro. As amostras
excessivamente hemolizadas, lipémicas, ou contaminadas microbiologicamente,
podem interferir nos resultados do teste, ndo devendo ser utilizadas. Armazenar
as amostras a uma temperatura entre 2 a 8°C durante 0 maximo de uma
semana. Para um armazenamento de maior duragdo, as amostras de soro
deverdo ser congeladas. Evitar o repetido congelamento e derretimento das
amostras.

Os resultados do teste servem como um apoio ao diagnostico e devem ser
considerados em conjunto com outras descobertas laboratoriais e clinicas.

VALORES ESPERADOS

Espera-se que os resultados do teste, numa populagdo normal, sejam negativos.
No entanto, como a incidéncia da DC na populacdo normal é de cerca de 1%,
alguns individuos aparentemente saudaveis e assintomaticos podem apresentar
testes positivos para anticorpos tTG.
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A incidéncia e os niveis de anticorpos anti-tTG estdo dependentes do estado da
dieta.. Os niveis destes anticorpos diminuem e tornar-se-d0 eventualmente
negativos em pacientes com DC que pratiquem uma dieta sem gliten. Da
mesma forma, os niveis destes anticorpos irdo aumentar e muitos tornar-se-&o
positivos quando os pacientes com DC, que tenham praticado uma dieta sem
gluten, facam uma dieta com glaten. **** Os pacientes que padecem de DC,
mas que tenham falta de IgA, serdo positivos em anticorpos IgG para tTG.
Nesses casos, podem ser realizados testes para confirmar que o paciente tem
falta de IgA.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade da ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs foi avaliada através de testes a
amostras de soro EMA positivas bem caracterizadas de sujeitos suspeitos de
DC, a par de controlos de doengas e de soro humano “normal”. Estas amostras
foram igualmente testadas em kits de teste ELISA e de imunofluorescéncia
comercialmente disponiveis. Estes resultados s&o seguidamente resumidos.

A. ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs vs. outro imunoensaio tTG:
Outro tTG IgA ELISA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 74 19 93
CELIACtTG Negativo 2 90 92
IgA ELISA Total 76 109 185

Acordo percentual positivo:
Acordo percentual negativo:
Acordo percentual global:

97,4% (95% CI 90,0% - 99,5%)
82,6% (95% CI 73,9% - 88,9%)
88,6% (95% CI 83,0% - 92,7%)

Individuos positivos em celiaca EMA: 93

Controlos da doencga: 31

Individuos saudaveis normais: 61

IMMCO Positivo
CELIACtTG Negativo
IgG ELISA Total

Acordo percentual positivo:
Acordo percentual negativo:
Acordo percentual global:

Outro tTG IgG ELISA

Positivo Negativo Total
74 21 95
31 184 215

105 205 310

70,5% (95% CI 60,7% - 78,8%)
89,8% (95% CI 84,6% - 93,4%)
83,2% (95% CI 78,5% - 87,1%)

Individuos positivos em celiaca EMA: 166
Controlos da doenca: 53
Individuos saudaveis normais: 91

B. ImmuLisa™ Celiac tTG ELISAs vs. EMA: os resultados obtidos com o
Celiac tTG ELISAs foram comparados com os resultados dos anticorpos
endomisios (EMA) obtidos, utilizando um kit IFA comercialmente disponivel e
uma populacao clinica bem caracterizada.
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IMMCO Positivo
CELIACtTG Negativo
IgA ELISA Total

Acordo percentual positivo:

Acordo percentual negativo:

Acordo percentual global:

Populagédo DC confirmada pela EMA

Positivo Negativo Total
87 6 93
1 91 92

88 97 185

98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)
93,8% (95% CI 86,5% - 97,5%)
96,2% (95% CI 92,1% - 98,3%)

Individuos positivos em celiaca EMA: 93
Individuos positivos em celiaca EMA IgA: 88
Individuos Celiacos com Deficiéncia de IgA: 5
Controlos da doenca: 31

Individuos saudaveis normais: 61

Populacédo DC confirmada pela EMA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 72 7 79
CELIACtTG Negativo 6 191 197
IgG ELISA Total 78 198 276

Acordo percentual positivo: 92,3% (95% CI 83,4% - 96,8%)
Acordo percentual negativo: 96,5% (95% CI 92,6% - 98,4%)

Acordo percentual global: 95,3% (95% CI 91,9% - 97,4%)
Individuos positivos em celiaca EMA: 132 (74 positivos em EMA 1gG)

Controlos da doenca: 53
Individuos saudaveis normais: 91

C. Sensibilidade e Especificidade Clinicas: Foram testadas populagdes clinicas
bem caracterizadas com DC, cujo teste Celiac tTG ELISA produziu os seguintes
resultados.

Doenca Celiaca

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 88 5 93
CELIACtTG Negativo 5 87 92
IgA ELISA Total 93 92 185

Sensibilidade estimada: 94,6% (95% CI 87,3% - 98,0%)
Especificidade estimada: 94,6% (95% CI 87,2% - 98,0%)

Acordo: 94,6% (95% CI 90,0% - 97,2%)
Individuos positivos em celiaca EMA IgA: 88

Individuos Celiacos com Deficiéncia de IgA: 5

Controlos da doenca: 31

Individuos saudaveis normais: 61
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IMMCO Positivo
CELIAC TG Negativo
IgA ELISA Total

Sensibilidade estimada:
Especificidade estimada:
Acordo:

DC Sem Deficiéncia de IgA

Positivo Negativo Total
87 0 87
1 0 1
88 0 88

98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)

98,9% (95% CI 92,9% - 99,9%)

Individuos positivos em celiaca EMA IgA: 88

Controlos da doenca: 0

Individuos saudaveis normais: 0

IMMCO Positivo
CELIACtTG Negativo
IgG ELISA Total

Sensibilidade estimada:
Especificidade estimada:
Acordo:

Doenca Celiaca

Positivo Negativo Total
72 7 79
60 137 197

132 144 276

54,5% (95% CI 45,7% - 63,2%)
95,1% (95% CI 89,9% - 97,9%)
75,7% (95% CI 70,1% - 80,6%)

Individuos positivos em celiaca EMA: 132 (74 positivos em EMA 1gG)

Controlos da doenca: 53

Individuos saudaveis normais: 91

IMMCO Positivo
CELIACtTG Negativo
IgG ELISA Total

Sensibilidade estimada:
Especificidade estimada:
Acordo:

DC Com Deficiéncia de IgA

Positivo Negativo Total
21 0 21
1 0 1
22 0 22

95,5% (95% CI 75,1% - 99,8%)

95,5% (95% CI 75,1% - 99,8%)

Individuos com Doencga Celiaca com Deficiéncia de IgA: 22

Controlos da doenca: 0

Individuos saudaveis normais: 0
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D. Reactividade Cruzada: um total de 63 amostras, potencialmente com
reaccOes cruzadas, provenientes de individuos com outros distirbios de auto-
anticorpos, ou positivos em relagdo a outros auto-anticorpos, foi testado
relativamente aos anticorpos tTG, através do sistema ImmuLisa™ Celiac tTG.

IgA Positivo 1gG Positivo

Condigao clinica n n (%) n (%)

Doenca de Graves 11 0 (0%) 0 (0%)
Tireoidite de Hashimoto 10 0 (0%) 0 (0%)
ANA positivo* 9 0 (0%) 1 (11%)
CCP positivo** 10 0 (0%) 0 (0%)
RF positivo*** 9 0 (0%) 0 (0%)
Colite Ulcerativa 5 0 (0%) 0 (0%)
Doenca de Crohn 9 0 (0%) 2 (22%)
Total 63 0 (0%) 3 (5%)

* Anticorpos Anti-Nucleares
** Anticorpos Contra Peptideos Ciclicos Citrulinados
*** Anticorpos Factor Reumatoéide

Precisao

A precisao foi testada com miltiplas amostras seleccionadas ao longo de todo o
intervalo de ensaio. Foram realizados trés ensaios em dias diferentes, a fim de
determinar resultados entre dias. Foi realizada uma experiéncia adicional de dez
réplicas, a fim de determinar a repetitibilidade. Os resultados s@o seguidamente
resumidos.

Média Na experiéncia
(EU/mI) Impreciséo Total Entre dias (Repetitibilidade)
S SD SD SD

Kit # (EUmMI)  CV% | (EUml) CV% | (EUml)  CV%
1 10,6 1,086 10,2% 1,135 10,7% 1,095 10,2%

2 20,4 1,224 6,0% 1,476 7.2% 0,956 47%

) 3 25,0 1,496 6,0% 1,740 6,9% 1,271 5,1%
Egﬁ:f 4 34,9 2,075 5,9% 2,099 6,1% 2,110 6,0%
TG IgA |5 48,7 2,634 5,4% 3,661 7,5% 1,090 2.2%
6 110,6 4,008 3,6% 4,221 3,8% 3,960 3,6%

7 134,7 7,253 5,4% 8,728 6,5% 5,904 4,4%

8 183,7 6,161 3,4% 6,606 3,6% 5,615 3,0%

1 15,3 1,100 7,2% 1,283 8,3% 0,929 6,1%

2 24,3 1,727 7,1% 2,101 8,6% 1,355 5,6%

Ensaio 3 29,8 1,931 6,5% 2,492 8,4% 1,289 4,3%
Celiac 4 60,5 3,046 5,0% 3,647 6,0% 2,507 4,1%
tTGIgG | 5 99,1 4,720 4,.8% 5,687 5,7% 3,756 3,8%
6 233,7 10,022 43% 11,918 5,0% 7,108 3,1%

7 263,5 13,061 5,0% 14,124 5,4% 11,794 4,4%

Limite de Detecc¢éo
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O limite de detecgdo (LoD) foi determinado com base em 60 réplicas das
amostras em branco e em 10 réplicas de cada uma das 6 amostras de niveis
baixos (NHS). O LoD para o IgA foi de 4,0 EU/mI. O LoD para o IgG foi de 2,9
EU/ml.

Linearidade e Recuperagéo

A linearidade e a recuperagdo foram testadas diluindo as amostras positivas,
através de uma série de ensaios em diluicdes equidistantes e comparando os
valores: actual vs esperado. A série linear dos ensaios foi determinada como 4,0
(LoD) — 160 EU/ml para o IgA e 2,9 (LoD) — 260 EU/mI para o 1gG. Os resultados
sdo seguidamente resumidos.

Série do teste Inclinagao Intercepcéo R2 % de recuperacao
(EU/mI) (95% CI) Y (95% CI) (obtida/prevista)
IgA
6,0a62,7 0,932 0,926 0,9943 97,9 a 108,3
(0,879 a 0,985) (-1,240 a 3,091)
3,0a157,0 0,947 0,999 0,9979 94,5a107,7
(0,892 a 1,002) (-4,347 a 6,345)
3,3a163,6 0,910 3,239 0,9946 85,0 a 109,5
(0,824 a 0,957) (-1,628 a 8,106)
19G
3,0a41,9 0,987 0,405 0,9997 93,5a101,2
(0,970 a 1,004) (-0,037 a2 0,847)
2,7a67,6 0,976 4,303 0,9801 77,6 a100,1
(0,839 a2 1,112) (-0,854 a 9,459)
2,9 a260,5 0,800 (0,648 a 11,6 0,9693 85,6 a122,0
0,951) (-9,4 a32,6)

Interferéncia

A interferéncia foi estudada, misturando o soro com os niveis conhecidos de
anticorpos tTG com amostras de soro potencialmente interferentes, e estudando
o desvio dos resultados previstos. Nao foi demonstrada interferéncia significativa
para as seguintes substancias nos niveis indicados: Hemoglobina (2 g/L),
Bilirrubina (342 umol/L), e Factor Reumatoide (100 EU/m).
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