Test ELISA Anticorps anti-Gliadine (AGA)
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ENCART DU PRODUIT
AMENARINI

diagnostics [REF] 37979 Test Anti-Gliadine ELISA 96 Tests

Menarini™ Anticorps anti-Gliadine est un test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) pour la détection des
anticorps anti-gliadine IgA et IgG dans le sérum humain.

GENERALITES

Les entéropathies de sensibilité au gluten (GSE), telles que la maladie coeliaque (CD) et la dermatite herpétiforme
(DH), sont un désordre gastro-intestinal hétérogéne de la sensibilité par rapport au gluten cliniquement courant qui
peut se manifester par des symptdomes non classiques ou minimes'. Il y a une composante génétique associée au
GSE, ce qui est illustré par le fait que 5 a 10% des parents de premier degré souffrent de CD symptomatique ou
asymptomatique. Les enfants de petite taille, les patients diabétiques sous insuline ou d’autres désordres auto-
immunitaires semblent indiquer une plus grande probabilité de développer le GSE. Une suppression totale du
gluten du régime alimentaire est recommandé pour contrdler I'activité de la maladie et diagnostiquer plus tét de
tels patients afin d’augmenter leur pronostics?.

Il a été recommandé que des patients suspectés de GSE se soumettent a un test sérologique tel qu’une
méthode de screening et qu’ils contrélent le bon déroulement de leur régime. La European Society of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition (ESPGAN) recommande la réalisation de plusieurs tests sérologiques pour réduire
le nombre de biopsies intestinales nécessaires pour rendre un diagnostic correct®. Ces derniers incluent les tests
pour la recherche des anticorps anti-gliadine (AGA), anti-réticuline (ARA) et anti-endomysiaux (EMA). Parmi ceux-
ci, les AGA ont été le plus étudiés 6. En utilisant la méthode ELISA, les AGA de la classe des IgA et ceux de la
classe des IgG peuvent étre détectés dans les sérums des patients souffrant de GSE. Parmi ceux-ci, les AGA de
la classe des IgG semblent étre des indicateurs plus sensibles mais moins spécifiques du GSE que les AGA de
la classe IgA. Les AGA de la classe des IgA sont, d’'un autre c6té, moins sensibles mais plus spécifiques pour le
GSE.

PRINCIPES DE LA METHODE

Les antigénes anti-gliadine sont fixés sur les puits d’'une plaque de microtitration en polystyréne et, ensuite,
les sites n'ayant pas réagi sont immédiatement bloqués pour réduire I'attache non spécifique. Les contréles,
les étalons et les sérums de patients dilués sont ajoutés dans différents puits, autorisant chaque AGA présent
a se lier a I'antigéne en place. Les molécules non liées aux antigénes sont éliminées par lavage. Un conjugué
enzymatique d’immunoglobulines humaines est alors ajouté dans chaque puit. Aprés une étape d’incubation, le
conjugué non fixé est éliminé par lavage. L activité enzymatique résiduelle est quantifiée grace a I’addition d"un
substrat enzymatique (pNPP) suivie d’'une étape de mesure de l'intensité de la coloration ainsi développée.
Aprés avoir arrété la production enzymatique de produit coloré, la présence ou I'absence d’anticorps sera
déterminée par lecture au spectrophotométre a 405 nm. Les résultats sont exprimés en unités ELISA (EU/mI).

INFORMATION PRODUIT

Conservation et préparation des réactifs

Conserver tous les réactifs du coffret entre 2 et 8°C. Ne pas congeler. Ne pas employer le réactif si il est trouble
ou si un précipité s’est formé. Tous les réactifs doivent étre portés a la température ambiante (20-25°C) avant de
les utiliser. Lors d’un stockage entre 2 et 8 °C, le tampon de lavage reste stable jusqu’a la date d’échéance du kit.
Reconstituer le tampon de lavage pour 1 litre avec de 'eau déionisée ou distillée. Les micropuits ne peuvent étre
utilisés qu’une seule fois.
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Précautions

Pour utilisation in vitro. Le matériel d’origine humaine utilisé dans la préparation des réactifs a été testé en
respectant les recommandations de la FDA et résulte non réactif aux antigénes de surface du virus de I'hépatite B
(Ag HBs), en anticorps dirigés contre le virus de I'hépatite C (anti-HCV) et en anticorps dirigés contre les virus de
l'immunodéficience humaine (anti-VIH1, anti-VIH2 et HTLV-I). Du fait qu’aucune méthode de test connue ne peut
offrir une garantie absolue de I'absence d’agents infectieux, considérer les réactifs ainsi que tous les échantillons
de patients comme potentiellement infectieux et les manipuler avec les précautions d’usage?'.

ATTENTION - Certains réactifs contiennent de I'azide de sodium (NaN,). Ce composé peut former dans les
canalisations en plomb ou en cuivre des azotures métalliques hautement explosifs. Afin d’éviter la formation
et 'accumulation de tels azotures dans les canalisations, rincer I'évier a grande eau lors de I'élimination de
ces réactifs. L'azide de sodium est toxique en cas d’ingestion. En cas d’ingestion, informer immédiatement le
responsable du laboratoire et contacter le centre antipoison.

La qualité des résultats est dépendante du respect des instructions figurant dans la présente notice. Ne
pas échanger des réactifs du kit par d’autres provenant d’autres fabricants. Ne pas utiliser au-dela de la date
de péremption. Respectez les techniques de laboratoire réduisant au minimum la contamination microbienne et
chimique. Ne pas employer aprés la date d’échéance.

Matériel fourni
Menarini™ Test Anti-Gliadine ELISA [REF] 37979

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

12x 8 | MICROPLATE | AGA | Micro-lamelle avec micropuits individuels, revétus d antigéne anti-
gliadine.
1x1,5ml |[CALIBRATOR|AGA |* Etalon (couvercle vert), prét a 'emploi. Contient sérum humain

positif anticorps anti-gliadine.

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

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

humain.

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

1 x 60 ml * Diluant pour sérum prét & 'emploi. Code couleur bleue.
1x12ml | SUBSTRATE |* Substrat enzymatique prét a 'emploi. Contient du pNPP. Protéger

de la lumiére.

1x12 ml STOP Solution d’arrét préte a 'emploi.
2 Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

* Contient < 0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot
Numéro de référence catalogue

ﬁ A utiliser avant



IENARINI

M

] INI
V) AMENARI

X Température de conservation
& Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

d Fabricant
W Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

* Pipettes de 5a 1000 pl

+ Bouts de pipette jetables

*  Petits tubes (ex : 12 X 75 mm) et porte-tubes
+ Eau distillée ou déionisée

* Lecteur ELISA avec filtre de 405nm. Si la longueur d’onde double est disponible, le filtre de référence sera de
600-650 nm.

+ Bouteille pour le tampon de lavage

« Timer

+ Papier absorbant

« Bac pour le lavage automatique capable de dispenser 200 pl

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser uniquement du sérum pour réaliser ces tests. Il est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolysés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et
modifier les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour
une conservation plus longue, congeler les sérums a -20°C. Eviter les congélations/décongélations successives
des sérums.

METHODE
Préparation du test

Lire ces instructions attentivement avant de commencer 'analyse.

« Porter tous les réactifs et échantillons a la température ambiante (20-26°C) pendant 30 minutes avant de les
utiliser. Replacer les produits au réfrigérateur juste aprés l'utilisation.

*  Préparer toutes les dilutions des échantillons patients avant de commencer le test.

¢ Remettre immédiatement les micro-lamelles non utilisées dans le récipient contenant le dessiccateur,
refermer hermétiquement pour minimiser toute exposition a ’humidité.

» Lavage: il est important d’'utiliser une bonne technique. Il est recommandé d’utiliser un bac de lavage des
micro-lamelles automatique.

»  Utiliser une pipette multicanaux capable de remplir 8 puits simultanément. Ceci rend le processus plus rapide
et fournit un temps d’incubation plus uniforme.

* La synchronisation est importante. Les périodes d’incubation commencent aprés la distribution des réactifs.
MODE OPERATOIRE

Exécution du test

1. Porter tous les réactifs et échantillons a température ambiante (20-26°C) avant de realiser le test.

2. Indiquer sur une feuille du protocole la position des échantillons sur la micro-lamelle. C’est une bonne pratique



IENARINI

M

eV AMENARINI

de vérifier les échantillons en double.

3. Préparer une dilution de 1:101 de I'échantillon patient en mélangeant 5 pl de I'’échantillon patient & 0.5 ml de
diluant pour échantillons.

4. Prendre les micropuits nécessaires, remettre immédiatement les micro-lamelles non utilisées dans le
récipient scellé et le replacer au réfrigérateur. Placer les micropuits en sécurité sur le support fourni.
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5. Ajouter 100 ul des étalons, des échantillons de patients dilués, des contréles négatif et positif dans les puits
indiqués sur la feuille de protocole.
Note : Inclure un puit avec 100 pl de diluant pour échantillons comme blanco de réactif. La lecture ELISA de
ce puit ne doit pas étre supérieure a 0.3.

6. Laisser incuber pendant 30 minutes (+- 5 minutes) a température ambiante.

7. Lavage: aspirer soigneusement le contenu de chaque puit. Ajouter 200-300 pl de tampon reconstitué dans
tous les puits et aspirer ensuite complétement. Répéter cette opération trois fois supplémentaires pour un
total de quatre lavages. Aprés le dernier lavage, retourner la plaque et la tapoter sur du papier absorbant pour
enlever tout liquide de lavage résiduel.

8. Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puit.

9. Laisser incuber pendant 30 minutes (+- 5 minutes) a température ambiante.
10. Lavage: Répéter la procédure décrite a I'étape 7.

11. Ajouter 100 pl de substrat enzymatique dans chaque puit.

12. Laisser incuber pendant 15 minutes (+- 5 minutes) a température ambiante.

13. Ajouter 100 pl de solution d"arrét dans chaque puit. Maintenir la méme séquence et le méme timing lors de
I"addition de la solution d"arrét que ceux utilisés lors de la distribution du substrat enzymatique. Lire la densité
optique (D.O.) dans I'heure qui suit |"arrét de la réaction.

14. Lire la densité optique (D.O.) de chaque puit a 405nm en utilisant un lecteur simple ou a longueur d’onde
double 405/630 nm en prenant le blanco de réactif comme référence de D.O. nulle.

CONTROLE QUALITE

Les étalons, les contrdles positifs et négatifs et un blanco doivent étre présents dans chaque série de test pour
garantir I'intégrité et la précision de ce dernier. La lecture de densité optique du blanco doit étre inférieure a 0.3.
L’étalon doit avoir une lecture de densité optique supérieure a 1.0, sinon le test doit étre répété. Le controle
négatif doit étre inférieur a 20 EU/ml. Si le test est réalisé en double, prendre la moyenne des deux lectures pour
déterminer les concentrations en anticorps.
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RESULTATS

Calcul des résultats

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

1. DETERMINATION QUALITATIVE
D.O. Echantillon

X EU/ml étalon = EU/ml Echantillon
D.O. Etalon

Interprétation

L'information suivante sert seulement de guide dans I'interprétation des résultats de laboratoire. Chaque laboratoire
doit déterminer ses propres valeurs normales.

Valeurs AGA Interprétation
<20 EU/ml Négatif (-)

20 — 25 EU/mI Indéterminé
>25 EU/ml Positif (+)

LIMITES D’UTILISATION

[l est recommandé de ne pas réaliser le test Menarini™ avec des échantillons fortement hémolysés, lipémiques
ou sujets a une contamination bactérienne. Le test doit étre réalisé sur des sérums humains uniquement. Les
résultats obtenus sont seulement une aide au diagnostic et ne constituent pas un diagnostic en eux-mémes.
VALEURS PREVUES

L’incidence des AGA dans différentes maladies est résumée dans le tableau 1 a la fin de ce document.

PERFORMANCES

Les résultats obtenus avec le test Menarini™AGA ont été comparés a d’autres kit AGA IgA et IgG pour le diagnostic
de la CD. Les résultats sont repris dans le tableau 2 a la fin de ce document.

Précision

Des échantillons avec concentration connue de AGA ont été testés 10 fois sur une période de deux semaines. Les
coefficients de variation intra et inter-essai apparaissent dans le tableau 3 a la fin de ce document.
Récupération

Des échantillons avec des concentrations connues d’AGA ont été mélangés aux dilutions appropriées d’'un autre
échantillon positif avec des quantités connues d’AGA. Les niveaux d’anticorps anti-gliadine des échantillons
mélangés ont été déterminés et, a partir de ces valeurs, le pourcentage de récupération calculé. Les résultats
sont repris dans le tableau 4 a la fin de ce document.
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Table 1. Incidence of Anti-Gliadin Antibodies

Condition Antibody Class
IgG IgA
Confirmed CD
On Gluten Diet 93% 79%
On Gluten-free Diet 48% 4%
Suspected CD

On Gluten 100% 85%
Dermatitis herpetiformis 64% 50%
Disease Controls* 26% 2%

* Patients with malabsorption symptoms, ulcerative colitis, Crohn’s and liver disorders

Table 2. Performance Comparison Menarini™ AGA Screen

Menarini™ AGA Screen

= = g Positive Negative Total
€ 3 ¢ g Positive 69 6 75
5225 Negative 0 51 51
=£ § Total 69 57 126

relative specificity: 100.0%
relative sensitivity: 92.0%
relative agreement: 95.2%

Table 3. Precision

inter-assay intra-assay
%CV %CV
Sample 1 8.8 8.2
Sample 2 7.8 6.5

Table 4. Recovery

AGA-Ab conc. AGA-Ab conc. % R
added (EU/mI) obtained (EU/mI) "° ~ccoVery

Sample 1 135.9 132.5 97.5
Sample 2 110.9 114.4 103.2
Sample 3 65.7 71.5 108.8
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