Anti-human Tissue Transglutaminase (hu tTG) Screen IgG/IgA ELISA
PRODUCT INSERT
A.MENARINI

diagnostics 38066 {TG Screen ELISA 96 Determinations
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INTENDED USE

An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection and semiquantitation of anti-human Tissue
Transglutaminase antibodies in human serum to aid in the diagnosis of celiac disease (CD) and dermatitis
herpetiformis (DH).

SUMMARY AND EXPLANATION

Celiac Disease and Dermatitis Herpetiformis are autoimmune gastrointestinal disorders that may occurin genetically
susceptible individuals triggered by the ingestion of gluten-containing grains such as wheat, barley and rye. CD
is characterized by malabsorbtion resulting from inflammatory injury to the small intestinal mucosa and, when
prolonged, can cause malnutrition. The classical symptoms of CD include diarrhea, weight loss and malnutrition.
Only a small percentage of patients with CD, however, presents with classical symptoms. Studies have found the
prevalence of CD to be highly variable from population to population’. The true prevalence has been difficult to
ascertain. If only the clinical criteria are used in determining prevalence, the incidence of CD is much lower as com-
pared with incidence established by serological methods'2. Using serological methods the incidence of CD in the
general population is approximately one in

200. Failure to diagnose CD early may predispose an individual to long-term complications such as splenic atrophy
and intestinal ymphoma. Agluten-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
limitations as well. For example, certain patients with latent or even active CD may have normal histopathology®.
DH is differentiated from CD in that DH patients present with pruritic, itchy, vesiculo-bullous disorders of the skin
in addition to underlying gluten enteropathy.

The revised European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition (ESPGAN) criteria include only a single
biopsy with clear-cut remission of clinical symptoms on GFD®. Positive serology at the time of diagnosis with
disappearance on GFD contributes to the diagnosis. The various serological tests employed in the work-up of
patients suspected to have CD include anti-gliadin antibody (AGA), anti-endomysial antibody (EMA), anti-reticulin
antibody (ARA) and anti-tissue transglutaminase (tTG) antibody tests.

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 assay. In various studies on the efficacy of the tTG antibody method for screening for CD, the specificity
and sensitivity of this method has been found to range from 90 to 95% 7. Human tTG has been described to
improve the sensitivity of the tTG antibody assay for CD.

Most of the assays detect antibodies to tTG of the IgA isotype. This has some limitations as IgA deficient CD
patients may yield false negative serology®. This may compromise the utility of the serum antibody methods in
detecting all CD cases °'°. IgA deficiency is a common immunodeficiency, found in one in 500-700"-'3

healthy blood donors. To prevent false negative results it is necessary to have a method that can detect antibodies
to both immunoglobulin isotypes (IgA and IgG) against tTG.

PRINCIPLES OF PROCEDURES

The anti-hu tTG Total antibody test is performed as a solid phase immunoassay (ELISA). Microwells are coated
with recombinant hu tTG antigen followed by blocking the unreacted sites to reduce nonspecific binding. Controls,
calibrators and patient serum samples are incubated in the antigen coated wells, which allow anti-tTG antibodies
present in the serum to bind. Unbound antibody and other serum proteins are removed by washing the microwells.
Antibodies bound to the microwells are detected by adding enzyme labeled polyvalent anti-human immunoglobulin
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conjugate to the wells. These enzyme conjugated antibodies bind specifically to the human immunoglobulin that are
bound to tTG on the microwells. Unbound enzyme conjugate is removed by washing. Specific enzyme substrate
(PNPP) is then added to the wells and the presence of antibodies to hu tTG is detected by a color change produced
by the conversion of the pNPP substrate. The reaction is stopped and the intensity of color change, which is
proportional to the concentration of antibody, is read by a spectrophotometer at 405 nm. Results are expressed in
ELISA units per milliliter (EU/mI).

REAGENTS

Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. Do not use if reagent is not clear or if a precipitate is present. All
reagents must be brought to room temperature (2025°C) prior to use. When stored at 2-8°C, the reconstituted
wash buffer is stable until the kit expiration date. Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized
water. Coated microwell strips are for one time use only.

Precautions

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

WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if
ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to ensure valid results. Do not interchange
kit components with those from other sources other than the same lot number from A. Menarini Diagnostics S.r...
Follow good laboratory practices to minimize microbial and cross contamination of reagents when handling. Do not
use beyond expiration date on the label.

Materials Provided
Menarini™ tTG Screen ELISA [REF] 38066

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

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

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

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

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

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

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

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

human serum.
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Tx12ml [ 1gA/IgG-CONJ [ALKPHOS |*

1 x 60 mi *
1x12ml [ gUBSTRATE |*

1x12ml
2x

* Contains < 0.1% NaN,

Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use

In vitro diagnostic use

Manufacturer

4R [F B~ [f

Number of Tests
*Contains <0.1% NaN,

Materials Required But Not Provided

» Deionized or distilled water

*  Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

+ Pipettors 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

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

Ready to use Serum Diluent. Color coded blue.

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

Ready to use Stop Solution.

Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

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

»  Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

Other available serological tests to aid in the Diagnosis of CD
Menarini™ Anti-Endomysial Antibody Test (Primate Distal Esophagus) (6x8 well slide) 38060
Menarini™ Anti-Endomysial Antibody Test (Primate smooth muscle) (8x6 well slide) 37790

Menarini™ Anti-gliadin Antibody (AGA) IgA ELISA
Menarini™ Anti-gliadin Antibody (AGA) IgG ELISA
Menarini™ Anti-gliadin Antibody (AGA) screen ELISA
Menarini™ Anti-hu tTG Antibody IgA ELISA
Menarini™ Anti-hu tTG Antibody IgG ELISA

37789
37809
37979
37795
37796
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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 freeze and thaw
of samples.

PROCEDURE PROCEDURAL NOTES

Before starting with the assay read carefully the product insert.

Let serum specimens and test reagents equilibrate at room temperature for at least 30 minutes before starting
with the test procedure. Return all unused specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

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

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

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

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.

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

Test Method

Step 1 Let all reagents and specimens equilibrate at 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 only the Ready to Use Low Calibrator D (vial with yellow cap).

or For a semi-quantitative determination use the Ready to Use Calibrators A through D as depicted
in the sample layout below.

QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION
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Step 4 Prepare a 1:51 dilution of the patient samples by mixing 10 ul of the patient sera with 0.5 ml of Serum
Diluent.

Step 5 Pipette 100 ul of Ready to Use Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient samples
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. The absorbance of the reagent blank should not be more than 0.3
when read against air.

Step 6 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 7 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 8 Pipette 100 pl of Conjugate into microwells.

Step 9 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 10 Wash all microwells as in Step 7.

Step 11 Pipette 100 pl of Enzyme Substrate into each microwell in the same order and timing as for the
Conjugate.

Step 12 Incubate microwells 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 13 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 within 1 hour of adding Stop Solution.

Step 14 Read absorbance of each microwell at 405 nm using a single or 405/ 630nm dual wavelength

microplate reader against the reagent blank set at zero absorbance.

Quality Control

Calibrators, Positive and Negative Controls and a reagent blank must be run with each assay to verify the integrity
and accuracy of the test. The absorbance reading of the reagent blank should be <0.3. Calibrator A should have
an absorbance reading >1.0, otherwise the test must be repeated. The negative control must be <20 EU/ml. If the
test is run in duplicate, take the mean of the two readings to determine the concentration of anti-hu tTG. While
performing qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be greater than that of the negative
control and less than the positive control. For semi-quantitative determinations, the positive control must give
values in the range stated on the vial. We recommend borderline samples be tested with a fresh sample taken at
a later date to ensure accuracy.

RESULTS
Calculations

Concentrations of the patient samples can be determined by either of two methods:

1. QUALITATIVE DETERMINATION

Results obtained by this method should be reported as positive or negative.

Abs. of Test Sample

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

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot absorbance of Calibrator A through D against their respective concentration on linear-linear graph paper.
Plot the concentration in EU/ml on the X-axis against the absorbance on the Y-axis and draw the best fit curve.
Determine the concentrations of patient samples on the curve against the corresponding absorbance value.
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The ready to use Calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each run. Patient samples
containing higher antibody levels may give absorbance values greater than that of the Calibrator A. For determining
accurate semi-quantitative values such serum samples should be further diluted so they fall within the range of the
calibrator curve when retested. For determining EU/mI, multiply the units obtained by the dilution factor.

Anti-hu tTG Total IgA/lgG Menarini™ Standard Curve
2

R? value=0.9975

O.D. @ 405/630nm

T T T T T T T T
0 20 40 80 80 100120140160180200

Concentration (EU/ml)

Interpretation

The following serves only as a guide in the interpretation of the laboratory results. These values were determined
by testing 113 adult normal blood donors. The values depicted below are the mean of the normal subjects plus
3SD. Each laboratory must determine its own normal values.

anti-hu tTG value Interpretation

<20 EU/mI Negative

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

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

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

EXPECTED VALUES

The expected values in a normal population are negative (<20 EU/ml). In patients with CD the incidence of IgA
anti-tTG antibodies has been described in 82-100% of patients with active CD with a specificity of 76-99%".
Combined detection of IgG and IgA anti-tTG antibodies as described by Seissler et al provided 95% sensitivity with
99% specificity'®. The incidence and the levels of anti-tTG antibodies is dependent upon the diet status. The levels
of these antibodies decrease and eventually will become negative in patients with CD who are on a gluten-free
diet. Similarly, the levels of these antibodies will increase and may become positive when patients with CD who
were on a gluten-free diet ingest a gluten-containing diet'”%'.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the Menarini™ anti-hu tTG Total Antibody ELISA was determined by comparing the results with:
a) Clinical findings.

b) Comparison to endomysial antibody (EMA)
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Normal Range: The normal range was established by testing 65 serum samples from apparently healthy donors
obtained from the Red Cross. The mean plus three standard deviations of the mean of this normal population was
used to determine the cut-off between normal and borderline positive individuals.

Comparative Specificity and Sensitivity:

A. Clinical Correlation: A total of 200 serum specimens obtained on patients with CD with and without IgA deficiency;
various disease controls including sera from patients with clinical diagnosis of the blistering diseases pemphigus,
pemphigoid, and another dermatological disorder, psoriasis; and normal subjects were tested for total anti-hu tTG
antibodies. The incidence of total antitTG antibodies in CD and other disease controls is as below. Four normals
who were found positive were weakly positive.

Diagnosis No Tested No. Positive
Celiac Disease 94 75*
IgA deficient
Celiac 15 15
Non-Celiac 13 0
Dermatitis herpetiformis 22 14
Disease Controls 56 2
Normal 65 4

*The 19 Celiac Samples that were negative for total tTG, were tested on both tTG IgG ELISA and tTG IgA ELISA.
In all cases the 19 samples were negative on the two different ELISA tests. Most likely, these patients were on a
gluten free diet.

B. Total anti-hu tTG ELISA vs. -endomysial antibody (EMA): A total of 200 samples were tested on the Menarini™
total anti-hu tTG antibody kit and EMA test kit. Two of the four samples positive on Menarini™ total tTG and
negative on the EMA were sera from patients with DH and were weak positives. The other two false positives were
within the Pemphigus/Pemphigoid disease population set. Three of the five samples negative on Menarini™ total
tTG kit and positive on EMA had titers of 10 or less. The other samples in the CD subset had titers of 40 and 20
with 14.6EU/ml and 19.8EU/ml results respectively.

Menarini™ EMA

Positive Negative Total

Menarini™ Positive 102 4 106
anti-hu total tTG Negative 5 89 94
Total 107 93 200

Relative Agreement: 96%
Relative Sensitivity: 95%
Relative Specificity: 96%

C. Cross Reactivity: A total of 56 controls (patients with connective tissue disorders such as psoriasis, autoimmune
bullous disorders such as pemphigus and pemphigoid) were tested. Two were found weakly positive.
Precision:

Based on 10 replicates, the intra-assay and inter-assay Coefficient of Variation (CV) of the total anti-hu tTG ELISA
test were calculated.
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Inter-assay intra-assay
Ccv cv
High 5.5% 3.8%
Medium 9.7% 5.8%
Low 8.5% 6.4%
Cut-off (20 EU/mI) 1% 9%

Linearity:

To determine acceptable linearity, plates were assayed with calibrators of known values. The r-squared values
of the standard curve were determined. An r-squared value greater than 0.95 is deemed to be acceptable. The
average r-squared value for this assay 0.9975. No value was lower than 0.9929.

Recovery:

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

Anti-hu tTG Anti-hu tTG
Abs. conc. added Abs. conc. obtained % Recovery
(EU/mlI) (EU/ml)
Sample 1 54.1 53.7 99.4
Sample 2 73.8 86.5 117.2
Sample 3 89.3 106.1 118.7

Menarini™ PROCEDURE AT A GLANCE
PREPARE DILUTIONS OF SPECIMENS

U
PIPETTE 100 uL OF SPECIMENS, CALIBRATORS AND CONTROLS INTO MICROWELLS

U
INCUBATE 30 MIN. AT ROOM TEMPERATURE

U
WASH MICROPLATE 4X

U
PIPETTE 100 uL OF CONJUGATE INTO MICROWELLS

U
INCUBATE 30 MIN. AT ROOM TEMPERATURE

U
WASH MICROPLATE 4X

U
PIPETTE 100 pL OF ENZYME SUBSTRATE INTO MICROWELLS

U
INCUBATE 30 MIN. AT ROOM TEMPERATURE

U
PIPETTE 100 uL OF STOP SOLUTION INTO MICROWELLS

U
READ ABSORBANCE AT 405 NM



MéBoSog ELISA diahoyrig yia oAikd IgG/IgA katd Tng avBpwmivng 10TIKAG TpavoyAoutapivdang (hu tTG)

2
T
<
Z
w
=

ENOETO NPOIONTOX

38066 MéBodog ELISA diadoync yia avriowuara Kara 1ng I0TIKAG TpavoyAoutauivaons (tTG) 96 mpoodiopiouoi

A.MENARINI

diagnostics

NMPOOPIZOMENH XPHZH

Mia p€Bodog evqupikoU avoooTTpoopoPnTIKOU TTpoadiopiouol (ELISA) yia Tnv avixveuon Kai Tov nuI-TTOC0TIKO
TTPOCBIOPIoPS TV AVTICWUATWY KOTA TNV avBpwTmivng I0TIKAG TPavoyAoUTapuIvaong o€ opd avBpwTrou, wg
BonBnua yia tn didyvwon Tng vooou KoIAIokAkng (KK) kal Tng eptrnTogidolg depuatindag (EA).

MEPIAHWH KAI ENEZHIMHZH

H vOo0g KOIAIOKAKN Kal N €pTTNTOEIONG SEPUATITION EiVal AUTOAVOOEG YOOTPEVTEPIKES DIOTAPAXEG, Ol OTTOIEG EVOEXETAI
Va ENPAVIOTOUV O€ ATOUA PE YEVETIKA TTPODIABEDT, TIPOKAAOUUEVES ATTO TNV TTIPOGANYWN dNUNTPIOKWY TTOU TTEPIEXOUV
yAouTtévn, O0TTwG gival To o1Tdpl, To KpIBAp! kai n oikaAn. H KK xapaktnpifetal ammd ducamoppd@naor, TTou TTPOKUTITEI
atmd QAeyuovwodn BAGRN oTto BAevvoyoOvo Tou AETTTOU EVTEPOU KaI N OTToiA, €4V TTAPATABEI, UTTOPEI VO TTPOKAAETEI
uTToOITIONO. Ta TUTTIKG cupTITwpaTta TG KK epiAapdavouv didppola, attwAeia Bdpoug Kal uttooiTiond. QoToco,
MOVO éva PIKpS TToGooTo Twv acBevwyv ue KK Trapouaidlouv Ta TUTTIKG CUUTTITWHOTA. MeAéTeg £xouv deitel 6Tl 0
emmroAaopog Tng KK troikiAAel atrd TTAnBuo 6 o€ TTAnBucoud.! ‘Exel amodeixOei SUokoho va e€akpiBwOei o aAnBivég
EMITTOAAOPOG TNG vOoou. Edv otov TTpoadiopiopd Tou €TTITTOAAGHOU XpNOIYoTToinBouv povo KAIVIKG KPITHpIa, N
ouxvoTtnTa epeaviong Tng KK BpiokeTal va gival TTOAU JIKpOTEPN G€ OXE0N UE QUTH TTOU TTPOKUTITEI OTTO OPOAOYIKEG
MEBBBOUG! 2. XpNOIUOTTOIWVTAG OPOAOYIKEG HEBODOUG, N auxvoTnTa eu@aviong TnG KK oto yevikd TANBuaud civai
Trepitrou €va atopo ota 200. H atmotuxia €ykaipng didyvwong tng KK evdéxeTtal va odnyAoel o TTpodidbeon yia
MOKPOXPOVIEG ETTITTAOKEG, OTTWG €ival N aTpo@ia Tou GTTARvVA Kal TO Aéu@wpa Tou evrépou. H diaita eAelBepn
yAoutévng (AET) eravaépel To BAevvoyovo o€ QuUOIOAOYIKA KaTtdoTaon Kal Bonbd woTe va peiwbei n mbavotnTta
eM@Aviong veotthaciwv34, H 1oTohoyikr e€€Taon PBlowiag atmd 1o AeTTd éviepo Trapapével N KaAUTepn PEB0dOG
didyvwong NG KK, aAAd €xel Teplopiopouc. MNa mapddeiyua, opiopévol acbeveic pe AavBdvouoa r akoun Kai
evepyn KK, evdéxetal va epgavifouv @ualohoyikr) iototraboloyia.’ H EA diakpivetal amd Tnv KK ato 611 o1 aoBeveig
TTOU TTAOXOUV OTTO QAUTHAV, €KTOG OTTO TNV UTTOKEIPEVN €VTEPOTTABEIQ OTTO YAOUTEVN, €Upavi(ouv KVNOUWOEIG,
QUOAANIBWOEIG-TTOPPOAUYWOEIG DIATAPAXES TOU DEPUATOG.

Ta avaBewpnuéva kpitpia 1nG Eupwraikig Etaipiag Maidiatpikrig MaoTtpevreporoyiag kai Aiatpo@ris (ESPGAN)
TepIAaBAavouy Yia pévo Blowia, Pe aa@n UQean TwWV KAIVIKWV CUUTITWHATWYV ETTEITa aTTO AET®. O BeTIKGG 0POAOYIKOG
ENeYXOG TN OTIYUN TNG BIdyvwong, Ye e€apavion uetd atrd AET, ouvelo@épel atn didyvwaorn. O1 d1d@opeg 0poAOYIKES
e€eTdoelg TTou epapudlovtal otnv e€€Taon aoBevwy Trou TOavév va Trdoyouv atmd KK, mepidapdvouv eEeTdoelg
avixveuong avTiowpatwy Katd tng yAiadivng (AGA), evdopuikwy avtiowpdtwy (EMA), avTiowpdtwy Katd Tng
peTIKOUAivNG (ARA) kal Katd Tng I0TIKAG TpavoyAoutapivdong (tTG).

AgoTou nNtTG avayvwpioTnKE WG TO EVOOUUIKO avTIyovo, EXOuV TTEpIypagei pEBodol ELISAyiaTnv avixveuon avTiICwPATwyY
aToug opoug aaBevwy pe KK. To TTAeovEKTNUA TNG PeBBSOU TTpoadiopicuol avT-TG avTicwudTwy, gival 0TI uTTopEi va
auTouaToTroiNBei Kal ival AiyoTepo UTTOKEIYEVIKT atrd Tnv avixveuon EMA. Ta 1o Adyo auTtd, TTOAG epyaacTrpia £Xouv
ETMIAECEI VO XPNOIKOTTOIOUV TN HEBOBO avixveuong avTiIowUATwy KAaTta NG tTG we e€£Taam SIOAOYAGS. Z€ DIGPOPES MEAETES
OXETIKA JE TNV ATTOTEAETUATIKOTNTA TNG PEBBDOU avixveuong avTICWHATwY Katd TnG tTG wg e€€Taan diaAoyAg yia TNV
KK, n eidIkétnTa KOI N euaioBbnoia Tng peBddou autng PpEdnke va kupaiveTal atd 90 €wg 95%.” H avBpwmivn tTG €xel
BpeBei 6T BeATILOVEI TNV €ualoBnaia TNG PeBGAOU TTPOadIopIGHOU avTICWUATWYV KaTtd NG tTG, yia Tnv KK.

O1 epioodTEPEG ATTO TIG PEBOOOUG avixveuouv avTiowuaTta katd tng tTG Tou IgA 106TuTTOU. AUTO dnuIoUPYEi
OPIoUEVOUG TTEPIOPIOUOUG, KaBWG o1 aaBeveig TTou TTadoxouv atrd KK kal £xouv avettdpkela o€ IgA evdéxeTal va
OWaoouV WPeudwg apvnTiKEG opoAoyIKEG eCeTAOEIGE. AUTS evdéxeTal va dlIOKUBEUCEI TN XPNOIKNOTATA TWwY PEBOOWV
QVTIOWNPATWY 0poU oTnV avixveuan 6Awv Twv TrepioTaTikWY KK 1% H avemrdpkela o€ IgA gival pia atrd Tig TTIo KOIVEG
QVOOOQVETTAPKEIEG, KOBWG guaviCeTal ae évav avd 500-700 uyieic aipodoTeg™ 3. Ma va atropeuxbolv WPeudwg
apvnTiKG aTroTeEAéoATA, €ival ATTapaiTTn N XPNoIYOTToiNoN HIag HEBOOOU TTOU UTTOPET va aviXveUoEl avTICWUATa
Kal Twv dUo 106TUTTWV avoaoo@aipivng (IgA kai IgG) Trou Trapdyovtal katd TG tTG.
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APXEZ TQN AIAAIKAZION

H avaAuaon oAIKWVY avTICWHATWY KATA TNG avOpwITIVNG ICTIKAG TPAavVOYAOUTAPIVAONG DIEVEPYEITAI WG HIG AVOCTOAOYIKNA
pEBOBOG oTEPedg @aang (ELISA). O1 pIKpoKUWENIDEG ETTIKOAUTITOVTAI JE QVOOUVOUGOHEVO avBpWITIVO avTiyovo
tTG kai, oTn ouvéxela, Ta anueia TTou dgv Ba TTapoucidoouv avTidpacon ATToKAEiovVTal WOTE va PEIWBEL n un €10IKN
0éopeuon. Ta diloAUpata eAéyxou, ol BabuovounTég Kal Ta deiyaTa opoU aaBevwv ETTWALOVTAI OTIG ETTIKAAUUHEVEG
ME TO avTIyOVO KUWEAIDEG, ETTITPETTOVTAG £TOI TN OETHEUCT OAWV TWV AvVTICWHATWY avTi-tTG Tou opoU. Ta avTICWHATA
TTOU Ogv OeoPEUTNKAY, KABWG Kal AGAAEG TTPWTEIVEG TOU 0pOoU, ATTOPAKPUVOVTAIl PE EKTTAUCT TWV MIKPOKUWEAIDWV.
Ta avTiowpaTta TTou OECPEUTNKAV OTIG HIKPOKUWEAIDEG avixveUovTal JE TNV TTPOCONKN €vOG ONUACHEVOU ME
évCupo TToAudUvVapouU GUCEUKTIKOU QVTICWHATOG KATA TNG avBpwITivng avoooo@aipivng. AuTd Ta cUleUyuéva e
évCupo avmiowpaTta deapelovTal €10IKA oTnv avBpwTTivn avoooo@aipivn TTou eivalr deapeupévn otnv tTG oTig
MIKPOKUWEAISEG. To pn deopeUpéVo oUZEUKTIKG avTiowpa PE To €VEUPO ATTOPOKPUVETAI JE EKTTAUCH. TN CUVEXEIQ,
TTpooTIBeTal OTIG KUWEAIDEG €10IKO evCUMIKO uTTéoTpwua (PNPP) kai avixveuetal n Tapoudia avTiowudTwy Katd
NG avBpwTivng tTG pe TNV aAAayn XpWHATOG TTOU TTPOKUTITEI AOYyWw TNG PETATPOTING Tou uttooTpwpuatog pNPP.
H avtidpaon TepuatifeTal Kai n €vtaon TG aAAAynG TOU XPWUATOG, N OTToia €ival avaAoyn TNG GUYKEVTPWONG TOU
AVTICWHATOG, AVIXVEUETAI JE QACUATOPWTOUETPO, OE PNAKOG KUpaTtog 405 nm. Ta atmmoteAéopara ekppdlovral o€
povadeg ELISA ava xiAlooToAirpo (EU/m).

ANTIAPAZTHPIA
®UAagn kal TpoeTOIATia

OAa 1a avTidpaaTrpia TTPETTElI va QUAdocovTal o€ Beppokpaaia 2-8°C. Mnv Ta kartayuxete. Mn XpnOIUOTIOIEITE
Ta avmidpacTApla €dv dev eival diauyr A €av Tepiéxouv iCnua. OAa Ta avTIdOPACTHPIa TTPETTEI VA PTACOUV O€
Beppokpaaia dwpaTiou (20-25°C) tpiv atrd Tn Xprion. Otav uAdooeTal g Bepuokpaacia 2-8°C, To avaouoTaBEV
pPUBUIOTIKG didAupa EKTTAUCNG TTAPAPEVEL aVOAAOIWTO PEXPI TNV NUEPopNvia ARENg Tou kIT. H avacuoTtaon Tou
PUBUICTIKOU SIOAUPOTOG TTPETTEI VA YIVETAI IE ATTECTAYMEVO I ATTIOVIOUEVO VEPOS, 0€ OYKO 1 AiTpou. OI ETTIKOAUPUEVES
TaIvVieg MIKPOKUWEAIDWYV TTpoopifovTal yia pia uévo Xprnon.

Mpo@uAdseig

Ma in vitro dlayvwoTikA xprion. OAa Ta cucTaTtiké avBpwITIivingG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIKOTTOIOUVTAI £X0UV EAEYXOEI
yia Tnv Trapoucia Tou avtiyévou HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 ka1 2, kaBwg Kai Tou 100 HTLV-I kai £xouv BpeBei
apvnTikd, cupgwva pe TiIG e€eTdoelg Tou atraitei o Opyaviopog Tpogiywy kar @apudkwy Twv H.I.A. (FDA).
QoT600, Ta TTapdywya avBpwITIVOU diaTog Kal Ta deiypata acBevwy Ba TTpETTel TTAVTA va BewpolvTal wg duvnTiKA
Aoipoyéva. AKoAoUBAOTE TIG 0PBEG EPYAOTNPIAKES TTPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £€yXuon KAl TAV ATTOppIYn TWV
UAIKWV auTwv'™,

MPOEIAOIMOIHZH — To agidio tou varpiou (NaN,) evdéxetal va avmidpaoel pe CwANVWoEelg oo WOAuBdo n
XOAKO KAl va OXNUATIOE! IOXUPWGS EKPNKTIKA adidia YETAAAwWY. KaTd Tnv amméppiyn uypwy, eKTTAUVETE UE HEYAAEG
TTO0OTNTEG VEPOU, E€TOI WWOTE va atmo@euxBei N oucowpeuaon adidiwy. To adidio Tou vaTtpiou evdExeTal va eival
TOgIKG O€ TTEPITITWON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWAOT KATATIOONG, AVOPEPETE AUECWG TO TTEPICTATIKO GTO OIEUBUVTA TOU
EPYOOTNPIOU 1] GTO KEVTPO EAEYXOU dNANTNPIACEWV.

MNa 1N dl00@AEAIoN £yKUPpWV ATTOTEAEOUATWY, AKOAOUBAOTE TIG 00NYieg aKPIBWG OTTWG euPavidovial o€ autd TO
€vOeTO TOU KIT. MV eVOAAGOOETE TO CUCTATIKA TOU KIT PJE ouoTaTikd GAANG TTpoéAeucng TTou dev €Xouv Tov idlo
apiBuod Taptidag Tng A. Menarini Diagnostics S.r.l.. AKOAOUBAOTE TIG 0PBEC EPYAOTNPIAKES TTPAKTIKES YIa VA
ehaxioTotroinBei 0 Kivduvog PIKPORIOKAG ) dIaoTaupOoUEVNG HOAUVONG TWV AvTIOPACTNEIWV KATA TO XEIPIOUO TOUG.
Na pnv XpnoigoTrolgital JETA TNV TTAPEAEUON TNG NUEPOUNVIOG ARENG TTOU avaypA@ETal OTNV ETIKETA.

YAIKd TTOU TTOpEXOVTAI
MéBodog ELISA SioAoyAg yIa avTICWPATA KATA TNG I0TIKAG TpavayAouTtapivéong (tTG) Menarini™ 38066

Kd&Be KIT TTEpIEXEI ETTAPKI AVTIOPACTAPIA YIa TNV EKTEAECN 96 TTPOCTOIOPIGHWV.

12x8 | MICROPLATE | hu-tTG | MAaKiSI0 EEXWPIOTUIV OTTOCTIWHEVWY HIKPOKUWEAISWY
ETMKAAUPPEVWV PE avTiyovo avBpwrivng tTG.
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1x1,5ml [CALIBRATOR [A[ hu-tTG Screen | *

1x1,5ml [CALIBRATOR|B] hu-tTG Screen |*

1x1,5ml [CALIBRATOR][C] hu-TG Screen |*

1x1,5ml [CALIBRATOR|D| hu-tTG Screen |*

1x1,5ml [CONTROL[+] hu-tTG Screen |*

1x15ml [CoNTROL."

Tx12ml [ 1gA/IgG-CONJ [ALKPHOS |*

1 x 60 ml *
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12 ml
2x

* Mepigxer < 0,1% NaN,

ZUMBOAC TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
ApIBUOC TTapPTISAC

Ap1Bu6g katahdyou

Hpepopnvia Angng

O¢puokpaacia ammobrikeuong

AlaBdoTe TIG 0dnyieg XpAong

In vitro dlayvwoTIKA xprRon

KaTtaokeuaoTAg

4R (B = [§

ApIBu6g avalloewyv
ATraiToUpeva UAIKA TTou Bev TTapéxovTal

e ATTIOVIOUEVO 1] OTTECTAYUEVO VEPO

‘EToipgog Tpog xprion BaBpovountng A (mpdoivo mwua).

Opdbg avBpwTTou TTou TTEPIEXEI avTIowaTa KaTtd TnG tTG.

‘ETo1pog 1Tpog xprion BaBpovountng B (1wdes mwua).

Opd¢ avBpwTTou TTou TTEPIEXEI avTIoWUATa KaTd TNG tTG.

‘EToipgog pog xprion BaBpovounthg C (umAe mwua).

Opb¢ avBpwTTou TTou TTEPIEXEI avTIowaTa KaTtd TnG tTG.

‘EToipog pog xprion BaBpovountng D (kitoivo mwua).

Opd¢ avBpwTTou TTou TTEPIEXEI avTIoWUaTa KaTd TNG tTG.

‘ETo1po mpog xprion SidAupa BeTIKOU eAEyXOU (KOKKIVO

mwpa). MNepiExel opd avBpwTtTou BeTIKOG yia Tnv tTG.

‘EToI1p0 TTpOg xprion SidAupa apvnTiKoU eAéyxou (Asukd

mwpa). MepiExel opd avBpwTTOU.

‘ETOIMO TTPOG XPriON OUJEUKTIKO aVTiCWHA KATA

TNG aAvOPWITIVNG AVOC OO @PaIPivNG OUZEUYHEVO HE
AAKAAIKR) Qo @ATAon. Xpwuartog pod.

‘ETOI1MO TTPOG Xprion apaiwTIKO SidAupa opoU. XpwUaTog

MTTAE.

‘ETo1po Tpog xprion ev{upiké utréoTpwpa. [epiéxel p-

vITpo@aivulikr) ewo@ardon (pPNPP). Na trpooTtareueTal
a1rd TO PWG.

‘EToI1MO TTPOG Xprion SIGAUHA TEPUATIOMOU.

>k6vn puBuIoTIKOU SiaAupaTog ékrAuong. H
avaouoToon TTPETTEN va YIVETAI £WG OYKO EVOG AiTpou yia
TO KOBéva.

«  EUKauTITn TTAAOTIKH) QIGAN YIO TO apalwPEVO pUBUIOTIKO SidAuua
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Méreg pe duvatdtnTa xopriynong 5 ul €wg 1000 pl

AvoAwaoipa akpo@Uala TTITTETWV

KaBapoi dokipaoTikoi cwArveg dlacTdoewy 12 X 75 mm Kal QopEAg SOKIPACTIKWY CWARVWY
XPOVOUETPNTAG

ATTOPPOPNTIKO XaPTI

2uokeun avayvwaong TTAaKIBiwY Pe duvaTdTNTa avAyvwong TIWWY amoppd@nong o€ PAKog Kuuartog 405 nm.
Edav umdpyer diaBéoiun ocuokeun avayvwong TTAakIdiwy dITTAOU PAKOUG KUUATOG, TO QIATPO ava@opdg Ba
TpéTTel va pubuioTei ota 600-650 nm.

AutépaTtn cuokeur] EKTTAuong TTAaKISiwy pe duvatdtnta xopriynong 200 pl

AMAAeg B10BéoIpueg opoAoyikég e§eTAOEIS Yia TNV uTToBoRONoN TNG didyvwong Tng KK

AvaAuon avTiIowpdaTwy Katd Tou evdopuiou Menarini™ (&mmw 0100QAayog TTPWTEUOVTWY) 38060
(6x8 avTiKEIuEVOPOPOI KUWEAIDWV)
AvaAuon avTiIowpPaTwy Katd Tou evoopuiou Menarini™ (Agiog pUikOg 1I0TOG TTPWTEUOVTWV) 37790
(6x8 avTiKEIuEVOPOPOI KUWEAIDWV)

MéBodog ELISA yia avricwuata IgA katd tng yAiadivng (AGA) Menarini™ 37789
MéBodog ELISA yia avricwpuata IgG katd tng yAiadivng (AGA) Menarini™ 37809
MéBodog ELISA diahoynig yia avTiowpata katd Tng yhiadivng (AGA) Menarini™ 37979
MéBodog ELISA yia avricowpara IgA katd 1ng avBpwtrivng tTG Menarini™ 37795
MéBodog ELISA yia avricwpata IgG katd Tng avBpwtrivng tTG Menarini™ 37796

ZYAAOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpéTTel va XpnolyotrololvTal poévo dciyuata opou yia auth Tn diadikacia. Aciypyata TTou €XOUV UTTOOTEN
peydAou BaBuou aiudAucn, AiTTaiuiké r Osiyuata JOAUCUEVA PE UIKPORIO EVOEXETAI VO ETTNPEACOUV TNV ATTOO0CN
TnG avaAuong kai dev Ba TTPETTEl va XpnolgotrolouvTtal. Ta deiypara guAdaoovTal o€ Beppokpaaia 2-8°C, eTTi Ol
TTEPIOOOTEPO aTTO pia efdopdada. MNa 1o pakpoxpdvia UAagn, Ta deiypata opou Ba TTpéTtrel va katayuyovTal. Na
ATTOQEUYETAI N ETTAVEIANUUEVN KATAWUEN KAl aTTOWUEN TWV SEIYUATWV.

AIAAIKAZIA

Znueiwoelg Tng diadikaoiag

MpoTou &ekivhoeTe TNV avaAuor, dIaBAOTE TTPOCEKTIKG TO £VOETO TTPOIOVTOG.

A@AoTe Ta dciyuata opoU Kal Ta avTiIdpaaThpIa TNG avaAuong va @Trdoouv o€ Bepuokpaacia dwparTiou, €TTi
TouAdyiaTov 30 AeTTTd, TTPOTOU EeKIviaeTe TN Sladikaaia TnNG avdAuong. EmoTpéwTe dAa Ta Un xpenoiydoTroinuéva
Ociyuarta kal avTi®paoTAPIa OTO YUYEIO APECWS PETA TN XPrON TOUG.

OAeg o1 apaiwoelg Twv SEIYUATWY aoBeVWV TTPETTEI VA TTPOETOINACTOUV TTPOTOU EEKIVATEI N avaAuan.

Eivai onuavtiki n xprion opBbAg TeXVIKAG EKTTAUCNG. EAV n £KTTAUCN &gV eKTEAEITAI QUTOUATA, ETTAPKIG EKTTAUCT
ETTITUYXAVETAI KATEUBUVOVTAG PIA I0XUPH PITTA pUBUIOTIKOU SIGAUUATOG EKTTAUCNG ATTO JIa QIAAN £KTTAUONG ME

€UPU AKPOPUOI10 KATA PAKOG OAGKANPOU TOU TTAOKIBIOU. ZUVICTATAI N XPRON AUTONATNG CUOKEUNG EKTTAUGNG
mAAKISiwyV.

XpPNOIYOTTOINOTE PI TTOAUKAVOAN TTITTETA e dUVATOTNTA TAUTOXPOVNG XOopHynong o€ 8 kuweAides. Me Tov TpOTTO
auTd, emTaxuveral n d1adIKacia Kal ETTITUYXAVETAI TTIO OPOIOPOPPOG XPOVOGS ETTWACNG.

>¢ 6A\a Ta BApaTa givalr anUAvTIKOS 0 TTPOCEKTIKOG EAEYX0G Twv Xpovwyv. OAeg ol Trepiodol eTTwaacng {ekivouv
ME TNV 0AOKAApWGON TNG TTPOCBRKNG TOU avTIOPACTNEIOU.

H TpocBikn OAwv Twv delyudTWwY Kal avTidpaoTnpiwy TTPETTEN va yiveTal PE Tov id1o puBuod Kai e Thv idla oeipd.

A@aipéaTe atrd Tn BAKN TIC OTTAITOUNEVEG TAIVIEG JIKPOKUWEANIBWY Kal ETTAVACQPAYIOTE TTPOCEKTIKA T BrKN
WOTE VA ATTOTPATTEI TUXOV CUNTTUKVWON UBPATHWY OTIG AXPNCINOTIOINTES MIKPOKUWEAIDES. ETTIOTPEWTE apéowg
Tn Brikn O0TO Yuyeio.
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MéBodog avaAuong

BAua 1 ApAoTe 6Aa Ta avTIdBPACTHPIA Kal Ta deiypaTa va @Tdoouv o€ Bepuokpaacia TepIBAAAOVTOG.

BAua 2 ZnNUAveTE TO QUAAO TOU TTPWTOKOAAOU WOTE va UTTODEIKVUETAI N TOTTOBETNON Twv JEIYUATWY OTIG
MiKpokuweAideg. H avaAuon Twv delypdTtwy €1g ITTAoUV atroTeAei 0pOr pyaaTnPIaKkr TTPAKTIKH.

BAua 3 Na oloTIKG TTPOCSIoPIoUO XPNOIKOTIOINGTE HOVO TOV ETOIUO TTPOG XPrnon Babuovounti D xaunAng
OUYKEVTPWONG (@IaAidio ue KiTpIvo Twua)

A MNa NUI-TTOOOTIKO TTPOCGSIOPICHO XPNOIUOTIOINOTE TOUG €TOINOUG TTPOG Xprion BaBuovountég A
€wg D, 6tmmwg atreikovideTal 0TNV TTAPAKATW SIAUOPPWOn OEIYUATWV.
[M0IOTIKOE NPOAIOPIEMOS HMI-NO0TIKOS NMPOSAIOPIEMOS
A o) A e (OC
B |(=9(s0)( I CIO0E
C = C (O
IGIOOE IWIOIOE
E [0 FGO0E
F 6280 )C F @O
G960 G
H |02 ) H 0O
1T 2 3 4 1T 2 3 4

BAua 4 MpoeToIgdoTe pia apaiwon Twyv delyudTwy aoBevwv o€ avaloyia 1:51, avaulyviovtag 10 pl Twv
opwv agBbevwyv pe 0,5 ml Tou apaiwTikoU dIaAUPOTOG 0poU.

BApa 5 MpooBéoTe 100 i £TOINWY TTPOG XPARoN Babuovountwy, SIOAUMATWY BETIKOU Kal apvnTIKOU €AEyXOU
KOl apalWPEVWY EIYUATWY aaBEVWV OTIG KATAAANAEG MIKPOKUWEAIDEG, OTTWG UTTOBEIKVUETAI GTO PUAAO
TTPWTOKOAAOU.

Znueiwon: ZuptrepIAGREeTe piaKUWeAida pe 100 pl apaiwTIKoU SIGAUUATOS 0p0oU WG TUPAS AvTIOPACTNPIOU.
MndevioTe Tn ouokeur] avayvwong ELISA pe 1o TupAd avTidpacTtnpiou. H amoppdéenon Tou Tu@AoU
avTidpacTnpiou dev Ba TTPETTEl va ival peyaAuTepn atréd 0,3 étav YeTpdTal évavTi Tou agpa.

BApa 6 EmrwdoTe e1mi 30 AeTrTd (£ 5 AeTTTA) 0€ Bepuokpaaia dwyuartiou.

BApa 7 ExTTAUveTE 4 POpPEG e TO PUBUIOTIKO SiGAUpa EKTTAUONG. A PN auTOPOTN £KTTAUCT, TTANPWOTE KAOE
MIKpoKuWeAida pe avaouoTaBév puBbpioTiké dIdAupa EKTTAUONG. ATTOPPIYTE TO UYPO AVOCTPEPOVTAG
TO TTAQKIBIO KAI KTUTTWVTAG TO EAAPPA WATE VA OBEIACOUV OAEG O KUWEAIDES i avapPPOPWVTAG TO UYPO
ato KaBe kuweAida. MNa va oTUTTWOETE OTO TEAOG TNG TEAEUTAIOG EKTTAUCNG, OVAOTPEWTE TIG TAIVIEG KOl
KTUTTAOTE duvaTtd TIG KUWENIDEG £TTAVW OE ATTOPPOPNTIKO XapPTi. o AUTOPOTEG GUOKEUEG EKTTAUCNG,
TTPOYPOUUATIOTE TN CUOKEUR CUPQWVA WE TIG 0ONYIiEG TOU KATAOKEUQOTH).

BApa 8 MpooBéoTe 100 pl GUZEUKTIKOU AVTICWHATOG OTIG JIKPOKUWEANIDEG.

BAua 9 EmmwaoTe emmi 30 AemrTd (+ 5 AeTiTd) o€ Beppokpacia dwuaTiou.

BApa 10  EKTTAUVETE OAEC TIG MIKPOKUWEAIDEG OTTWG OTO Bra 7.

BApa 11 MpooBéoTe 100 pl evluuIKOU UTTOOTPWHATOG O€ KABE PIKPOKUWEAIDQ, PE TNV idIa O€Ipd KAl PUE TOUG
idl0ug XPOVOUG OTTWG TO CUCEUKTIKO QVTICWA.

BApa 12  EmrwdoTe TIg MIKPOKUWEAidEG €TTi 30 AeTrTd (+ 5 AeTTTd) 0€ Bepuokpaaia dwuartiou.

BApa 13  TpocBéoTte 100 pl diaAlpaTog TepUATIOpoU o€ KABE PIKPOKUWEAIDA, e TNV idla oeIpd KAl YE TOUG
idloug xpbévoug OTTWG TO eVCUUIKO UTTOOTPpWUA. AlaBdoTe TV atroppdPnaon eviog 1 wpag atmd tnv
TTPO0ONKN ToU SIGAUPATOG TEPUATIOUOU.

BApa 14  AiaBdaoTe TV attoppo®naon KABe KuWeAidag o€ PAKOG KUPaTog 405 nm XpnoIUOTTOIWVTAG HIO CUCKEUR

avayvwaong TTAaKISiwv ovou 1 SITTAoU prkoug kUpaTtog 405/630 nm, EvavTi Tou TU@AOU avTidpaaTnpiou
TTOU pUBUIoTNKE va €xel aTToppOPnon UNOEV.
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‘EAeyxog 1ToI16TNnTAGg

>e k@B avaAluon Ba TpETTel va xpnoigotrolouvTal Badpovountég, SlaAUpaTa BETIKOU Kal apvnTIKOU €AEyyOu
Kal éva TUQAG avTidpaoTnpiou, TTPOKEIYEVOU va eTIRERAILOVETAI N OKEPAIOTNTA KAl N akpifeia Tng avaAuong. H
METPNON atmoppoPnong Tou TuPAoU avtidpaoTnpiou TTpéTel va gival <0,3. O BaBuovountig A Trpétrel va dwoel
TINA atmoppoenong >1,0, dIagopeTIKA N avaAuon TTpETTel va eravaAn@Bei. To didAupa apvnTikoU eAEyxou TTPETTEI
va dwaoel TIuA <20 EU/mI. Edv n avdAuon digdyeTal €1G OITTAOUV, XPNOIKMOTTOINGTE TN H€ON TIUA Twv dU0 YETPHOEWV
YIO VO TTPOCDIOPICETE TN CUYKEVTPWOT TWV AVTICWHATWY KaTA TG avBpwTTivng tTG. Katd Tn die€aywyr] TTOIOTIKWV
TTPOCOIOPICUWY, N OTITIKA TTUKVOTNTA Tou BaBuovounTr) D péTrel va gival peyaAliTepn atmd auThv Tou dIaAUPaTOg
apvNTIKOU EAEYXOU Kal JIKPOTEPN aTTO AuTAV Tou SIGAUNATOG BETIKOU eAEyXOU. Mo NUI-TTO0OTIKOUG TTPOadIopIouoUg,
10 OIGAUPO BETIKOU eAEyyou TTPETTEl va Oivel TINEG EVTOG TOU EUPOUG TTOU avaypd@eTal oTo @IaAidio. Or avaAdoeig
TWV JEIYMATWY TToU OiVOUV OPIaKEG TIMEG OUVIOTATAl va eTavalapBdavovtal ge @péoko deiypa TTou AauBaveral o€
METAYEVEDTEPN NUEPOUNVIA, TTPOKEINEVOU va dlao@aAieTal n akpiBeia.

AMNOTEAEZMATA

YtroAoylopoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TWV OEIYUATWYV TwV acBevwyv YTTopolv va TTpoacdlopiaTouV Pe Hia atrd TiG €MG dU0 ueBOdOUG:
1. MOIOTIKOZ NMPOZAIOPIZMOZX

Ta ammoteAéopata Tou AauBdvovTtal ge auTh Tn JEBOBO Ba TTPETTEI va ava@EpovTal wg BETIKA 1 wg apvnTIKA.

ATtr/on g§eTaddpevou deiypaTtog
X EU/ml tou BaBpovounth D = EU/mI e§eTaddpevou deiypaTtog

Atr/on Tou Ba@uovounti D
2. HMI-NOZOTIKOZ NMPOZAIOPIZMOZX

ATTEIKOVIOTE O€ ypa@IKi TTapdoTacn Tnv amoppo®non Twv BaBuovountwyv A éwg kai D wg TTpog TNV avTioToixn
OUYKEVTPWON TOUG, O€ £va XOPTi PE YPAUMIKOUG GEoveg. TotmoBetroTe oTov dfova Twv X Tn ouykévipwon oe EU/
ml ka1 oTov &&ova Twv Y TNV ammoppd@non Kal oxedIAaTe TNV KAUTTUAN BEATIOTNG TTpocappoyns. MpoadiopioTe TIg
OUYKEVTPWOEIG TWV OEIYUATWY TWV A0BEVWV aTTO TNV KAUTTUAN, G€ OXEON ME TIG AVTIOTOIXEG TIMEG ATTOPPOPNCNAG TOUG.

BaBuovounTtig

O1 €toigol TTpog Xpron BabuovounTég cupTTEPIAQUBAVOVTaI YIa TOV NMI-TTOCOTIKO TTPOCdIoPIoUS Kal TTPETTEl vVa
XpnoiyotroiouvTal o€ KGBe avaAuaon. Tuxov deiyuata acBevidv TToU TTEPIEXOUV UWNASTEPA ETTITTESA AVTICWUATWYV
EVOEXETAI VO DWICOUV TIPEG ATTOPPOPNONG UWNASTEPES aTTO AUTEG ToUu BaBuovount A. Ta Tov akpifA TTpoadIopIcud
TWV TIJWV NMI-TTOCOTIKOU TTPOoadIopicpoU, Ta OeiypaTta auTtd Ba TTpETTEl va apalwbouv TTEpAITEPW, E€TOI WOTE
OTaV ETTAVEEETAOTOUV VA EUTTITITOUV €VTOG TOU €UPOUG TNG KAUTTUANG BaBuovounong. MNa va mTpoodlopiceTe TN
ouykévtpwaon oe EU/mI, ToAAaTTAQCIAOTE TIG JOVADEG TTOU TTPOKUTITOUV [E TO CUVTEAEDTH apaiwong.

MpoTutrn KapTTUAN SiaAdoyng IgA/IgG avTicwpdTwy Katd TG avBpwrivng tTG Menarini™
2

R? value=0.9975

OD. @ 405/630nm

T T T T T T T T
0 20 40 80 80 100120140160180200

Zuykévrpwon (EU/ml)
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Ta mopakdTw TTapExovTal HOVoV wg 0dnNYOg OTNV EPUNVEIA TV £PYACTNPIOKWY OTTOTEAECUATWY. AUTEG Ol TINEG
TTpoodiopioTnkav Pe TNV avaAuon deiyudTtwy 113 @uaoioloyikwyv evnAikwy aipgodotwy. O TINEG TTou aTTeikovidovTal
TTAPOKATW €ival N pgéon TIMA TwWV QUGCIOAOYIKWY aTOUWY ouv 3 TUTTIKEG atTokAioelg. KaBe epyaoTrplo TTpETTEl va
TTPOCBIOPIOEl TIG BIKEG TOU PUCIOAOYIKEG TIUEG.

TiyAR avti-hu tTG Epunveia

<20 EU/mI ApvnTIKO
20-25 EU/mlI ATTpoodI6pIaTO (0PIAKS)
>25 EU/ml O¢eTIKO

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

H pébodog mrpoadiopiguoU avTiowudtwy Katd TG avBpwtrivng tTG Menarini™ dev Ba TrpéTel va ekTeAeiTal o€
OeiypaTa TTou €xouv UTToaTEl peydAou Babuou aiudAuan, o€ poAucpéva amd pikpofia r Aimaipikd deiypara. H
MEBOBOG Ba TTPETTEI VO XpnaIdoTTIoIEiTal JOVO yia TNV ££€Taon delyudTwy opou avBpwTrou. Ta atmoTeAéoUATA TTOU
AapBavovtal uttoBonBoulv povo Tn didyvwaon kal dev Ba TTPETTEl va epunveUovTal aTrd JOVA TOUG WG dIayVWATIKA.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

O1 avapevopeveg TIHEG O€ £va QUOIOAOYIKO TTANBUC O cival apvnTikES (<20 EU/mI). Ze aoBeveig pe KK, n rapouaia
Twv IgA avTiowpaTwy Katd TnG tTG €xel Tepiypagei oto 82-100% Twv acBevwv pe evepyn KK, pe eidikotnta
76-99%". H guvduacpévn avixveuon IgG kai IgA avtiowudTtwy katd g tTG, 6Twe Teplypd@eTal atd TOUg
Seissler et al., mapouciaoe euaigbnaia 95% kai €13IKOTNTA 99%'6. H ouxvoTnTa EUPAVIONG KOl TO ETTITTEDA TWV
avTICWHATWV avTI-tTG e€apTwvTal atrd Tn dIaTPo@n. Ta ETTITTESA AUTWYV TWV AVTICWHATWY PEIWVOVTAI Kal TEAIKA
yivovTal apvnTiké o€ acBeveig pe KK, ol otroiol akoAouBouUv diaita eAeUBepn yAouTévng. MNMapopoiwg, Ta eTiTreda
QUTWV TWV avTICWHPATWV Ba augnBbouv kal evOEXETAI va yivouv BETIKA, 6Tav ol aoBeveig pe KK 1Tou akohoubouoav
Oiauta eAeUBePN YAOUTEVNG, TTEPACOUV O€ diaITa TTOU TTEPIEXEI YAouTEVN 172!,

XAPAKTHPIZTIKA ANMOAOZHZ

H xpnoipdtnta 1ng pebddou ELISA dialoyng yia avTicwpata katd TnG tTG Menarini ™ 1mpoodiopioTnKe GUYKPiIvOvTag
Ta QTTOTEAETUOTA ME:

a) KAivikd euprijuara.
B) ZUykpion pe avTi-evOopUIKA avTicwuata (EMA).

®duaioloyikd €Upog: To QuoloAoyikd €Upog kabBopioTnke Pe TNV avaAuon 65 delyudTwyv opol atrd QaIVOUEVIKA
uyIgig 8OTEG TTOU TTPoRABav aTTé Tov EpuBpd ZTaupd. MNa Tov Tpoodiopicud TNG OpIaKAG TIUAG (cut-off) yeTagu Twyv
(PUOIOAOYIKWYV KOl TwV OPIaKA BETIKWY aTOPWY, XPNOIMOTTOINBNKE N PEaN TIMA OUV TPEIG TUTTIKEG OTTOKAICEIG TNG
MEoNG TIUAG auToU Tou QuUOIoAoyIkoU TTANBucoU.

ZUYKPITIKN €1I8IKOTNTA KaI EvaioOnoia:

A. KAivikr) ouoxétion: 'Eva gdvoho 200 derypdtwy opou TTou GUAAéxBnkav atmd acbBeveic pe KK pe i xwpig
avetrapkela oe IgA, d1IaQopol HAPTUPEG TNG VOCGOU, CUUTTEPIAQUBAVOUEVWY OpWYV aTTd aoBeVEiG e KAIVIKT dIdyvwaon
TwV €EAVONUATIKWY VOOWV QAUKTAIVO KOl TTOUQOAUYWOEG TTEPPIYOEIDEG, KABWG Kal PIag GAANG depuaTIKNG
dlatapaxng, TNG Ywpiaong, Kal QUCIOAOYIKG ATOPG, ECETACTNKAV YIO TNV TTAPOUCIO OAIKWVY QVTICWHATWY KaTd
NG avBpwivng tTG. MNapakdtw TTAPOUCIAgeTal n ouXvoTNTA £UPAVIONG TWV OAIKWYV AVTIOWUATWY KaTd Tng
TG o¢ aoBeveig pe KK kal og GAAoug pdapTtupeg vooou. TEaoepa QualoAoyika dTopa TTou BpEdnkav BETIKG, ATAV
aoBevwg BeTIKA.
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Aildyvwon Ap. egeTaoBévVTLWOV Ap. BeTIKWV SeIyPATWV
oelypdTwyv

KolAiokakn 94 75*
Me avetrdpkela o€ IgA

KolAiokakn 15 15

Xwpig KOINIOKAKN 13 0
Ep1nTocIdng depuaTinda 22 14
MdapTupeg vooou 56 2
duaioloyikoi 65 4

*Ta 19 deiypata KoIAoKAkng TTou ATav apvnTikd yia Tnv oAk tTG, e€etdotnkav 1600 pe Tnv IgG tTG ELISA 600
ka1 ge TNV IgAtTG ELISA. ¢ 0Aeg Tig TrepimTwaoelg, Ta 19 deiypara Atav apvnTika oTIG U0 SIOQOPETIKEG AVAAUCEIG
ELISA. MBavoértata, ol acBeveig autoi akodouBouoav diaita eAeUBepn yAouTévng.

B. OAka avrmiowpaTta katd Tng avBpwtvng tTG yia ELISA évavti avTl-evdopulkwy avTiowpdatwy (EMA): ‘Eva
oUvoAo 200 delyudTwy avaAludnkav pe To KIT OI0AOYAS avTIowPATWY KaTd TNG avBpwivng tTG Menarini™ kai pe
TO KIT av@Auong EMA. Ta dUo atréd Ta Téoaepa OeiypaTa TTou ATav BeTIKA pe TN HEBodO dlaAoyAg avTicwudTwy tTG
Menarini™ kai apvnTik& pe TRV avéAuon EMA, Atav opoi atré acBeveic pe EA kal ATav acBevwg BeTikd. Ta dAAa dUo
Weudwg BeTIKG deiyparta avAkav oTnv TTANBUCUIaK opada pe vOoo GAUKTAIVOG/TTOU@OAUYWOOUG TTEUQPIYOEIOOUG.
Tpia a1ré Ta TTéVTE OeiyPaTa TTOU ATAV APVNTIKA YE TO KIT OIaAOYAS avTiowpdTwy tTG Menarini™ kai 6€TIKG oTnv
avaAuon EMA gixav TiTAo ico pe 10 ) pikpoTepo. Ta dAAa deiyuata Tng utroouddag KK eixav TiTAo ioo pe 40 kai 20,
ME ouykévTpwon ion pe 14,6 EU/mI kai 19,8 EU/mI, avtioToixa.

Avricwpata EMA Menarini™

O¢eTIKA ApvnTikd Z0voAo
Aialoyn O¢eTIKA 102 4 106
OVTICWMATWY avTI-  ApvnTIKA 5 89 94
hu tTG Menarini™  3gvoAo 107 93 200

2YETIKA oupowvia: 96%
2xeTIKA evaioBnaoia: 95%
2xeTIKA €10IKOTNTA: 96%

I. AlooTaupoupevn avtidpacon: AvaAubnke éva oUvoAlo 56 papTUpwy (acBeveig pe dlatapayxég auvoOeTIKOU 10TOU,
OTTWG Ywpiaorn, Kal auToavooeg QUOAANIBWOEIG-TTOUPOAUYWDOEIG IATAPAXES, OTTWG PAUKTAIVA KO TTOUPOAUYWOES
TTEPPIYOEIDEG). BpéBnkav dUo aoBevwig BeTIKG deiyuara.

AxpiBeia:

Me Baon avdAuon 10 avTiypd@wv, UTTOAOYIOTNKE O CUVTEAEOTAG TTOIKIAOTNTOG (CV) evidg oeIpds Kal PeTAEU TEIPWV
TNG avaAuong OAIKWV aVTIOCWHATWY KaTd TNG avBpwTivng tTG pe ELISA.

MeTagl csipwyv Ev16g oeipdg
cv cv
YynAdg 5,5% 3,8%
Métpiog 9,7% 5,8%
XapunAog 8,5% 6,4%
TipA cut-off (20 EU/mI) 1% 9%

FpapuIkéTNTA:

MNa va TpoadIopIoTei N ATTOdEKTH YPAPMIKOTNTA, Ta TTAAKiIdIa avaAlubnkav pe BabuovounTég TTou Sivouv YVWOTEG
TINEG. MpoadlopioTnkav ol TIHEG r? TNG TIPOTUTING KAWTIUANG. Mia Tiun r? peyaAutepn atréd 0,95 Bewpeital atrodekTr.
H péon miuA r? yia autr Tnv avaiuon Atav 0,9975. Kayia Tiun dev ATav pikpdtepn amd 0,9929.
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AvdkTtnon:

Agiypata e yVwOTEG OUYKEVTPWOEIG avTIOwPAaTwy IgG katd tng avBpwtrivng tTG avapixBnkav e KOTGAANAeg
ApPAIWOEIG EVOG AANOU BETIKOU OeiypaTog PE YVWOTEG TTOOOTNTEG AVTIOWUATWY Katd Tng tTG. MNpoodiopioTnkav
Ta €TTTTESQ AVTIOWPATWY KaTd NG avBpwivng tTG oTa avapixBévra deiypata Kal atrd TIG TINEG TTOU TTPOEKUWAV
UTTOAOYIOTNKE N €TTi TOIG £kaTO avAKTNON. Ta amoTeAéopaTa ATV wg eEAG:

AvTi-hu tTG AvTi-hu tTG
MpooTiIfEéuevVn CUyK. An@Otica cuyk. Avaktnon %
avTio. (EU/ml) avTio. (EU/ml)
Acgiypa 1 541 53,7 99,4
Acgiypa 2 73,8 86,5 117,2
Acgiypa 3 89,3 106,1 118,7

H AIAAIKAZIA Menarini™ EN ZYNTOMIA

MPOETOIMAXTE APAIQZEIZ TON AEIFMATON
U
MPOZOEXTE XTIX MIKPOKYWEAIAEZ 100 ML AEIFMATQN, BAOMONOMHTQN KAI AIAAYMATQN
EAEMXQOY

U
EMNQAXTE EMI 30 AEMNTA ZE ©EPMOKPAXIA AQMATIOY

U
EKMAYNETE TO MNAAKIAIO 4 ®OPEZ

U
MPOZOEXTE 100 ML ZYZEYKTIKOY ANTIZQOMATOX 2TI1Z MIKPOKYWEAIAEX.

U
EMNQAXTE EMI 30 AEMNTA ZE ©EPMOKPAXIA AQMATIOY

U
EKMAYNETE TO MNAAKIAIO 4 ®OPEZ

U
MPOZOEXTE 100 ML ENZYMIKQOY YTOZTPQOMATOX XTI1Z MIKPOKYWEAIAEX.

U
EMNQAXTE EMI 30 AEMNTA ZE ©EPMOKPAXIA AQMATIOY

U
MPOZOEXTE 100 ML AIAAYMATOZX TEPMATIZMOY XTIZ MIKPOKYWEAIAEX

U
AIABAZTE THN ANOPPO®HXH XTA 405 NM



E IgG/IgA-Anti-Humangewebetransglutaminase-Antikorper-ELISA (hu tTG)
4
=
BEIPACKTEXT
A MENARINI
diagnostics 38066 tTG-ELISA-Screeningstest 96 Determinations
VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis und die semi-quantitative Bestimmung von
Antikdrpern gegen humane Gewebetransglutaminase in Humanserum als Hilfsmittel bei der Diagnose von Zdliakie
(CD) und Dermatitis herpetiformis (DH).

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Zoliakie (Celiac Disease - CD) und Dermatitis Herpetiformis isind gastrointestinale Autoimmunstérungen, die
in genetisch veranlagten Personen auftreten kann und durch den Verzehr von glutenhaltigen Getreidesorten,
z.B. Weizen, Gerste und Roggen, ausgelost wird. CD ist durch Malabsorption aufgrund einer Entziindung der
Dinndarmschleimhaut gekennzeichnet und kann bei langerem Andauern zu Unterernahrung fihren. Zu den
klassischen Symptomen von CD zahlen Durchfall, Gewichtsverlust und Untererndhrung. Nur ein geringer Anteil
der CD-Patienten zeigt jedoch die klassischen Symptome. Studien haben gezeigt, dass die Verbreitung von CD
von einer Population zur anderen stark schwankt'. Die tatséchliche Verbreitung ist nur schwer festzustellen. Wenn
zur Beurteilung der Verbreitung nur klinische Kriterien herangezogen werden, ist die Haufigkeit von CD sehr viel
geringer als die mit serologischen Methoden ermittelte Haufigkeit'2. Bei Anwendung von serologischen Methoden
betragt die Haufigkeit von CD in der allgemeinen Bevolkerung etwa 1in 200. Wenn CD nicht friihzeitig diagnostiziert
wird, kann dies bei der betroffenen Person langfristig zu Komplikationen wie z.B. Milzatrophie und intestinalem
Lymphom fuhren. Eine glutenfreie Diat (GFD) normalisiert die Schleimhaut und hilft dabei, die Wahrscheinlichkeit
von bdsartigen Folgekrankheiten zu verringern®*. Der Goldstandard bei der Diagnose von CD ist nach wie vor
die histologische Untersuchung einer Diinndarmbiopsie, die jedoch ihre Grenzen hat. So kénnen zum Beispiel
einige Patienten mit latenter oder sogar aktiver CD eine normale Histopathologie aufweisen®. Der Unterschied
zwischen CD und DH ist, dass Patienten neben der zugrunde liegenden Glutenenteropathie auch unter juckenden,
blasenbildenden Hauterkrankungen leiden.

Die Uberarbeiteten Kriterien der European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition (ESPGAN) schliel3en
im Fall einer offensichtlichen Besserung der klinischen Symptome unter GFD nur eine einzige Biopsie ein®. Positive
Serologieergebnisse zum Zeitpunkt der Diagnose mit Rlckgang unter GFD tragen zur Diagnosestellung bei. Zu
den verschiedenen Tests, die bei der Untersuchung von Patienten mit Verdacht auf CD angewendet werden,
zahlen Tests auf Anti-Gliadin-Antikdrper (AGA), Anti-Endomysium-Antikérper (EMA), Anti-Retikulin-Antikérper
(ARA) und Anti-Gewebetransglutaminase-Antikorper (tTG).

Seit tTG als endomysiales Antigen identifiziert wurde, sind ELISA-Methoden zum Nachweis von Antikdrpern
im Serum von Patienten mit CD beschrieben worden. Der Vorteil des Anti-tTG-Antikorpertests ist, dass er
automatisierbar und weniger subjektiv als der EMA-Test ist. Aus diesem Grund haben sich viele Labore fir die
Anwendung der tTG-Methode als Screeningtest entschieden. Verschiedene Studien zur Wirksamkeit der tTG-
Antikérpermethode als Screeningtest fir CD haben gezeigt, dass die Spezifitat und Sensitivitat dieser Methode
zwischen 90 und 95% liegen’. Es wurde beschrieben, dass die Anwendung von Human-tTG die Sensitivitat des
tTG-Antikorpertests auf CD verbessert.

Die meisten Tests weisen tTG-Antikdrper vom IgA-Isotyp nach. Dies schrankt die Tests ein, da bei CD-Patienten
mit IgA-Mangel falsche positive Serologieergebnisse auftreten kdnnen®. Dies kann die Nutzlichkeit von
Serumantikdrpermethoden fiir den Nachweis aller Félle von CD beeintrachtigen®1°.

IgA-Mangel ist ein haufiger Immunmangel, der bei einem von 500-700 gesunden Blutspendern nachgewiesen
wird"-3, Um falsche negative Ergebnisse zu vermeiden, ist es notwendig, eine Methode zur Verfliigung zu haben,
die tTG-Antikorper gegen beide Immunglobulin-Isotypen (IgA und 1gG) nachweisen kann.
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TESTPRINZIP

Der Anti-hu-tTG-Gesamtantikdrpertest wird als Festphasen-ELISA durchgefiihrt. Mikrotiterplattenvertiefungen
werden mitrekombinantem hu-tTG-Antigen beschichtet. Anschliefend werden die unreagierten Stellen blockiert, um
die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren, Kalibratoren und Serumproben vom Patienten werden
in den antigenbeschichteten Vertiefungen inkubiert; dies erlaubt die Bindung der im Serum vorhandenen Anti-
tTG-Antikorper. Nicht-gebundene Antikorper und andere Serumeiweil3e werden durch Waschen der Vertiefungen
entfernt. An die Vertiefungen gebundene Antikérper werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-human-
Immunglobulin-Konjugats in die Vertiefungen nachgewiesen. Diese enzymkonjugierten Antikdrper binden sich
spezifisch an das humane Immunglobulin, das in den Vertiefungen an die tTG gebunden ist. Nicht-gebundenes
Enzymkonjugat wird durch Waschen entfernt. AnschlieRend wird ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) in die
Vertiefungen gegeben. Das Vorhandensein von Antikdrpern gegen hu tTG wird mittels einer Farbveranderung
festgestellt, die durch die Umwandlung des pNPP-Substrats entsteht. Die Reaktion wird gestoppt, und die
Intensitat der Farbveranderung, welche proportional zur Konzentration der Antikérper ist, wird bei 405 nm mit einem
Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten pro Milliliter (EU/mI) angegeben.

REAGENZIEN
Lagerung und Zubereitung

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

VorsichtsmaRBRnahmen

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

WARNUNG - Natriumazid (NaN3) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide
bilden. Spuilen Sie bei der Entsorgung von Flissigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhaufung von Azid zu
vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der Laborleiter
oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um glltige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur gegen
Produkte von A. Menarini Diagnostics S.r.l. mit derselben Bestellnummer. Befolgen Sie die Gute Laborpraxis,
um beim Umgang mit Reagenzien mikrobielle Verunreinigungen und Verschleppungen so gering wie mdglich zu
halten. Nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Mitgelieferte Materialien
Menarini™ tTG-ELISA-Screeningstest 38066

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 96 Bestimmungen

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

1x1,5ml [CALIBRATOR|A[ hu-tTG Screen |*  Gebrauchsfertiger Kalibrator A (griine Kappe).
Humanserum mit Antikdrpern gegen tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR [B| hu-tTG Screen |* Gebrauchsfertiger Kalibrator B (/ila Kappe).
Humanserum mit Antikdrpern gegen tTG.
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1x1,5ml [CALIBRATOR | C | hu-tTG Screen |* Gebrauchsfertiger Kalibrator C (b/aue Kappe).
Humanserum mit Antikdrpern gegen tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR |D|[ hu+TG Screen |*  Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe Kappe).
Humanserum mit Antikdrpern gegen tTG.

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

1x1,5ml [coNTROL[-]* Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil3e

Kappe). Enthalt Humanserum.

1x12ml  ['19A/19G-CONJ [ ALKPHOS |* Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

1 x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung
blau.

1x12ml [ gUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor

Licht schiitzen.

1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplosung.

2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* Enthélt <0,1% NaN,
Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

4R [P ~ = [§[

Anzahl an Tests

Benobtigte, nicht mitgelieferte Materialien

» Entionisiertes oder destilliertes Wasser

«  Spritzflasche fir den verdinnten Waschpuffer

*  Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pul bis 1000 pl

Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

» Saubere Probenrdéhrchen 12 x 75 mm und Réhrchenhalter
»  Stoppuhr

»  Saugfahiges Papier

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

+  Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von 200 pl.

20
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Andere erhiltliche serologische Tests als Hilfsmittel bei der Diagnose von CD

Menarini™ Test fur anti-endomysiale Antikorper (distaler Primatenésophagus) 38060
(6 Objekttrager mit je 8 Vertiefungen)

Menarini™ Test fUr anti-endomysiale Antikérper (glatter Primatenmuskel) 37790
(8 Objekttrager mit je 6 Vertiefungen)

Menarini™ IgA-Anti-Gliadin-Antikdrper-ELISA (AGA) 37789
Menarini™ IgG-Anti-Gliadin-Antikdrper-ELISA (AGA) 37809
Menarini™ Anti-Gliadin-Antikdrper-ELISA-Screeningtest (AGA) 37979
Menarini™ IgA-Anti-hu-tTG-Antikdrper-ELISA 37795
Menarini™ 1gG-Anti-hu-tTG-Antikorper-ELISA 37796

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

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

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren

Lesen Sie sorgfaltig diese Anweisungen, bevor Sie mit dem Test beginnen.

Warten Sie vor Beginn des Testverfahrens mindestens 30 Minuten, bis die Serumproben und Testreagenzien
Raumtemperatur erreicht haben. Stellen Sie alle nicht verwendeten Proben und Reagenzien sofort nach der
Anwendung wieder in den Kihlschrank.

Alle Verdiinnungen der Patientenproben sollten vor Beginn des Tests vorbereitet werden.

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

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

Fir alle Schritte ist eine sorgfaltige Kontrolle der zeitlichen Koordinierung wichtig. Alle Inkubationszeitraume
beginnen, sobald das Zufiigen der Reagenzien abgeschlossen ist.

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

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

Testmethode

Schritt 1 Lassen Sie alle Reagenzien und Proben Raumtemperatur erreichen.

Schritt2 Verwenden Sie den Protokollbogen, um die Positionen der Proben in den Vertiefungen zu notieren.

Es entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach zu testen.

Schritt3  Verwenden Sie fur eine qualitative Bestimmung nur den gebrauchsfertigen niedrigen Kalibrator D

(Flaschchen mit gelber Kappe).
oder Verwenden Sie fur eine semi-quantitative Bestimmung die gebrauchsfertigen Kalibratoren A
bis D, wie in der Probenanordnung unten angezeigt.
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Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6
Schritt 7

Schritt 8
Schritt 9
Schritt 10
Schritt 11

Schritt 12
Schritt 13

Schritt 14
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Verdinnen Sie die Patientenproben im Verhaltnis 1:51, indem Sie 10 pl der Patientenprobe mit 0,5 ml
Serumverdinner vermischen.

Pipettieren Sie 100 pl der gebrauchsfertigen Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollseren
und der verdinnten Patientenproben in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden
Vertiefungen.

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdinner als Blindprobe. Stellen Sie den
ELISA-Reader gegen diese Blindprobe auf Null. Die gegen Luft abgelesene Extinktion der Blindprobe
sollte nicht tber 0,3 liegen.

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

Waschen Sie 4x mit Waschpuffer. Wenn Sie manuell waschen, fillen Sie jede Vertiefung mit
rekonstituiertem Waschpuffer. Entfernen Sie die Fllssigkeit, indem Sie jede Vertiefung umdrehen und
deren Inhalt ausklopfen, oder indem Sie die Flussigkeit aus jeder Vertiefung absaugen. Drehen Sie
zum Trocknen am Ende des letzen Waschens die Streifen um und klopfen Sie Gber saugfahigem Papier
kraftig auf die Vertiefungen. Wenn Sie einen automatischen Wascher verwenden, programmieren Sie
diesen entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

Pipettieren Sie 100 pl Konjugat in die Vertiefungen.
Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.
Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 7 beschrieben.

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

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

Pipettieren Sie 100 pl Stopplésung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufliigen des Enzymsubstrats. Lesen Sie den
Extinktionswert innerhalb 1 Stunde nach Hinzufligen der Stoppldsung ab.

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

Qualitatskontrolle

Bei jedem Testlauf miissen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet
werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe
sollte <0,3 sein. Kalibrator A sollte einen Extinktionswert von >1,0 haben, anderenfalls muss der Test wiederholt
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werden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt durchgeflhrt
wurde, verwenden Sie den Mittelwert der beiden Messungen, um die Konzentration der Anti-hu-tTg-Antikdrper
zu bestimmen. Bei der Durchflihrung von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D gro3er
als die des negativen Kontrollserums und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. Fur semi-
quantitative Bestimmungen muissen die Werte des positiven Kontrollserums innerhalb des auf dem Flaschchen
angegebenen Bereichs liegen. Wir empfehlen, Proben mit Werten im Grenzbereich mit einer frischen, zu einem
spateren Zeitpunkt abgenommenen Probe erneut zu testen, um die Genauigkeit zu gewahrleisten.

ERGEBNISSE
Berechnungen
Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:
1. QUALITATIVE BESTIMMUNG
Die mit dieser Methode erhaltenen Ergebnisse sollten als positiv oder negativ angegeben werden.
Ext. der Testprobe
X EU/ml von Kalibrator D = EU/ml Testprobe

Ext. von Kalibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

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

Kalibrator

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

Menarini™ IgA-/lgG-Gesamt-Anti-hu-tTG Standardkurve
2

R? value=0.9975

OD. @ 405/630nm

T T T T T T T T
0 20 40 80 80 100120140160180200

Konzentration (EU/mI)

Interpretation

Die folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Interpretation der Laborergebnisse. Diese Werte wurden
bestimmt, indem 113 normale erwachsene Blutspender getestet wurden. Die unten angezeigten Werte sind
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der Mittelwert der normalen Testpersonen plus 3 Standardabweichungen. Jedes Labor muss seine eigenen
Normalwerte festlegen.

Anti-hu-tTG-Wert Interpretation

<20 EU/mI negativ

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

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Der Menarini™ Anti-hu-tTG-Test sollte nicht an stark hamolysierten, mikrobiell verunreinigten oder lipamischen
Proben durchgefuhrt werden. Diese Methode sollte nur verwendet werden, um menschliche Serumproben zu
testen. Die erhaltenen Ergebnisse dienen nur als Hilfsmittel bei der Diagnose und sollten nicht allein als diagnostisch
gedeutet werden.

ERWARTETE WERTE

Der erwartete Wert in einer normalen Bevdlkerung ist negativ (<20 EU/ml). Bei Patienten mit CD wurde das Auftreten
von IgA-Anti-tTG-Antikdrpern bei 82-100% der Patienten mit aktiver CD beschrieben, mit einer Sensitivitat von76-
99%'5. Wie von Seissler et al beschrieben, erbrachte der kombinierte Nachweis von IgG- und IgA-Anti-tTG-Antikdrpern
eine Sensitivitat von 95% mit einer Spezifitat von 99%'6. Die Haufigkeit und der Spiegel von Anti-tTG-Antikdrpern
hangt von der Erndhrung ab. In CD-Patienten, die sich glutenfrei erndhren, fallen die Spiegel dieser Antikdrper ab
und werden schliellich negativ. Andererseits erhdhen sich die Spiegel dieser Antikdrper und kdnnen positiv werden,
wenn CD-Patienten, die sich bisher glutenfrei ernahrt haben, glutenhaltige Nahrung aufnehmen'”-21,

LEISTUNGSMERKMALE

Der Nutzwert des Menarini™ Gesamt-Anti-tTG-Antikérper-ELISA wurde durch den Vergleich der Ergebnisse mit
folgenden Methoden bestimmt:

a) Klinische Befunde
b) Vergleich mit endomysialen Antikérpern (EMA)

Normalbereich: Der Normalbereich wurde bestimmt, indem 65 vom Roten Kreuz erhaltene Serumproben von
anscheinend gesunden Spendern getestet wurden. Der Mittelwert plus drei Standardabweichungen vom Mittelwert
dieser normalen Bevolkerung wurde verwendet, um die Trennlinie zwischen normalen und grenzwertig positiven
Personen festzulegen.

Vergleichende Spezifitat und Sensitivitat

A. Klinische Korrelation: Insgesamt 200 Serumproben von CD-Patienten mit und ohne IgA-Mangel, von
verschiedenen Krankheitskontrollseren, einschliellich Seren von Patienten mit einer klinischen Diagnose der
blasenbildenden Krankheiten Pemphigus, Pemphigoid und einer anderen Hautkrankheit, Psoriasis, sowie von
normalen Testpersonen wurden auf Gesamt-Anti-hu-tTG-Antikérper hin untersucht. Bei CD und bei den anderen
Krankheitskontrollseren traten Gesamt-Anti-hu-tTG-Antikdrpern mit folgender Haufigkeit auf: Bei vier normalen
Patienten war der Befund schwach positiv.

Diagnose getestet positiv
Zoliakie 94 75*
IgA-Mangel

mit Zoliakie 15 15

ohne Zdliakie 13 0
Dermatitis herpetiformis 22 14
Krankheitskontrollseren 56 2
Normal 65 4

24



IENARINI

M

eV A MENARINI

*Die 19 Zdliakieproben, die fir Gesamt-tTG negativ waren, wurden sowohl mit dem IgG-tTG-ELISA als auch mit
dem IgA-tTG-ELISA getestet. In allen 19 Fallen waren die Proben mit zwei verschiedenen ELISA-Tests negativ.
Diese Patienten befolgten hdchstwahrscheinlich eine glutenfreie Diat.

B. Gesamt-Anti-hu-tTG-ELISA gegen endomysiale Antikdrper (EMA): Insgesamt 200 Proben wurden mit dem
Menarini™ Gesamt-Anti-hu-tTG-Antikérperkit und mit einem EMA-Testkit getestet. Zwei der vier Proben, die
mit dem Menarini Gesamt-tTG-Test positiv und mit dem EMA-Test negativ waren, waren von Patienten mit DH
und waren schwach positiv. Die beiden anderen falsch positiven Proben waren aus der Patientengruppe mit
Pemphigus/Pemphigoid. Drei der finf Proben, die mit dem Menarini Gesamt-tTG-Test negativ und mit dem EMA-
Test positiv waren, hatten Titer von 10 oder weniger. Die anderen Proben in der CD-Untergruppe hatten Titer von
40 und 20, mit Ergebnissen von 14,6 EU/ml bzw. 19,8 EU/mI.

Menarini™ EMA

Positiv Negativ Gesamt
Menarini™ Positiv 102 4 106
Gesamt-Anti-hu-tTG Negativ 5 89 94
Gesamt 107 93 200

Relative Ubereinstimmung: 96%
Relative Sensitivitat: 95%
Relative Spezifitat: 96%

C. Kreuzreaktivitat: Insgesamt 56 Kontrollseren (Patienten mit Bindegewebskrankheiten wie Psoriasis,
autoimmunen blasenbildenden Krankheiten wie Pemphigus und Pemphigoid) wurden getestet. Zwei von diesen
waren schwach positiv.

Genauigkeit:

Auf der Grundlage von 10 Wiederholungen wurden der intraserielle und der interserielle Variationskoeffizient (VK)
des Gesamt-Anti-hu-tTG-ELISA berechnet.

interserieller intraserieller

VK VK
Hoch 5.5% 3.8%
Mittel 9.7% 5.8%
Niedrig 8.5% 6.4%
Grenzwert (20 EU/ml) 1% 9%

Linearitat:

Um die akzeptable Linearitat zu bestimmen, wurden Platten mit Kalibratoren mit bekannten Werten getestet.
Es wurden die r>-Werte der Standardkurve bestimmt. Ein r>-Wert Gber 0,95 wird als akzeptabel angesehen. Der
mittlere r>-Wert dieses Tests lag bei 0,9975. Kein Wert lag unter 0,9929.

Wiederfindung:

Proben mit bekannten IgG-Anti-hu-tTG-Antikdrperkonzentrationen wurden mit geeigneten Verdinnungen
einer anderen positiven Probe mit einer bekannten Menge an Anti-tTG-Antikdrpern gemischt. Die Anti-hu-tTg-
Antikdrperspiegel der gemischten Proben wurden bestimmt und die Wiederfindung in Prozent wurde aus den
erhaltenen Werten errechnet. Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

Anti-hu-tTG Anti-hu-tTG
AK-Konz. zugefiigt AK-Konz. gemessen % Wiederfindung
(EU/ml) (EU/ml)
Probe 1 541 53.7 99.4
Probe 2 73.8 86.5 117.2
Probe 3 89.3 106.1 118.7
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MENARINI™ VERFAHREN AUF EINEN BLICK

PROBENVERDUNNUNGEN VORBEREITEN
U
100 ML DER PROBEN, KALIBRATOREN UND KONTROLLSEREN
IN DIE MIKROTITERVERTIEFUNGEN PIPETTIEREN

U
30 MINUTEN BEI RAUMTEMPERATUR INKUBIEREN

U
MIKROTITERPLATTE 4X WASCHEN
100 ML KONJUGAT IN DIE MIKROTITERVERTIEFUNGEN PIPETTIEREN

U
30 MINUTEN BEI RAUMTEMPERATUR INKUBIEREN

U
MIKROTITERPLATTE 4X WASCHEN

U
100 ML ENZYMSUBSTRAT IN DIE MIKROTITERVERTIEFUNGEN PIPETTIEREN

U
30 MINUTEN BEI RAUMTEMPERATUR INKUBIEREN

U
100 ML STOPPLOSUNG IN DIE MIKROTITERVERTIEFUNGEN PIPETTIEREN

U
EXTINKTION BEI 405 NM ABLESEN
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Anti-Transglutaminase de Tissu humain (hutTG) IgG/IgA ELISA
AMENARINI ENCART DU PRODUIT

diagnostics 38066 Screen TG ELISA 96 Tests
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Menarini™ anti-tTG IgG/IgA est un test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) pour la détection et la
semi-quantification des anticorps hutTG dans le sérum humain. La présence de ces anticorps constitue une aide
précieuse pour le diagnostic de la maladie coeliaque (CD) et de la dermatite herpétiforme (DH).

GENERALITES

La maladie coeliaque (CD) et la dermatite herpétiforme (DH) sont des désordres gastro-intestinaux auto-
immunitaires qui peuvent se produire chez des individus génétiquement susceptibles suite a I'ingestion d’aliments
contenant du gluten tels que le blé, I'orge et le seigle.

Le CD est caractérisé par un défaut d’absorption résultant de dommages inflammatoires au niveau de la muqueuse
intestinale qui, s’il se prolonge, peut causer une malnutrition. Les symptomes classiques du CD sont la diarrhée,
la perte de poids et la malnutrition.

Seulement un petit pourcentage des patients présentant le CD développe des symptdmes classiques. Les études
ont révélé que la prédominance du CD peut étre fortement variable de population en population’. Il a été difficile
d’établir la vraie prévalence. Les criteres disparates utilisés dans le diagnostic du CD en sont souvent la cause.
Si seuls des critéres cliniques sont employés pour déterminer la prévalence, l'incidence du CD est beaucoup
plus limitée par rapport a I'incidence établie par des méthodes sérologiques'2. Avec les méthodes sérologiques
employées, l'incidence du CD dans la population générale est approximativement de une sur 200. L'absence
de diagnostic précoce de CD peut entrainer des complications a long terme chez le patient telles que I'atrophie
splénique et le lymphome intestinal. Un régime sans gluten (GFD) normalise la muqueuse et aide a réduire la
malignité potentielle®**. L'examen histologique de la biopsie du petit intestin demeure le meilleur moyen pour
diagnostiquer le CD, mais il a ses propres limites également. Par exemple, certains patients ayant une forme
latente ou méme active de CD peuvent avoir une histopathologie normale®. La DH se différencie du CD car les
patients souffrant de DH présentent des désordres de la peau tels le prurit, les démangeaisons et désordres
vésiculo-bulbeux en plus de I'entéropathie liée au gluten.

Les nouveaux criteres de I'European Society Pediatric Gastroenterology and Nutrition (ESPGHAN) incluent
uniquement une biopsie simple avec une nette diminution des symptémes cliniques lors d’'une alimentation sans
gluten6 . Une sérologie positive au moment du diagnostic lors de régime incluant le gluten contribue au diagnostic.
Les divers tests sérologiques utilisés chez les patients présentant un risque de CD, comprennent également
les anticorps anti-gliadine (AGA), les anticorps anti-périmysiaux (EMA), les anticorps anti-réticuline (ARA) et les
anticorps anti-tissu transglutaminase (tTG).

Depuis l'identification du tTG comme antigéne endomysial, des méthodes d’ELISA ont été décrites pour détecter
des anticorps dans les sérums des patients présentant le CD. L’avantage de I'analyse d’anticorps anti-tTG est
qu’il est automatisable et moins subjective que 'EMA. Pour cette raison, beaucoup de laboratoires ont choisi
d’employer la méthode d’anticorps tTG comme méthode de détection. Dans ces laboratoires, ce peut étre la seule
analyse utilisée pour la détection des cas de CD. Dans diverses études sur I'efficacité de la méthode d’anticorps
tTG pour détecter le CD, la spécificité et la sensibilité de cette méthode s’est avérée étre de 90% a 95%’. Il a été
observé que le tTG humain s’est avéré augmenter la sensibilité de I'analyse d’anticorps tTG pour le CD.

La plupart des tests détectent les anticorps au tTG de lisotype IgA. Ceci présente quelques limitations car
les patients souffrant de CD et IgA déficients peuvent avoir des sérologies faussement négatives®. Ceci peut
compromettre I'utilité d’'une méthode de détection basée sur les anticorps sériques pour tous les cas de CD®'°,
La déficience en IgA est une déficience immunitaire commune retrouvée dans le sang de 500 a 700 donneurs
en bonne santé"-'3, Pour prévenir les faux négatifs, il est nécessaire d’'utiliser une méthode qui peut détecter les
anticorps des deux isotypes d’immunoglobulines tTG (IgA et 1gG).
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PRINCIPES DU TEST

L'antigéne tTG recombinant est fixé sur les puits d'une plaque de microtitration en polystyréne et, ensuite, les sites
n’ayant pas réagi sont bloqués pour réduire I'attache non spécifique. Les contrbles, les étalons et les sérums de
patients dilués sont ajoutés dans différents puits, autorisant chaque anticorps tTG présent a se lier a I'antigéne en
place. Les molécules non liées aux antigénes sont éliminées par lavage. Un conjugué enzymatique anti- Ig humaine
est alors ajouté dans chaque puit pour révéler les anticorps du patient. Ces anticorps se lient spécifiquement a
'immunoglobuline humaine. Aprés une étape d’incubation, le conjugué non fixé est éliminé par lavage. L activité
enzymatique résiduelle est quantifiée grace a |'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 anti-tTG sera déterminée par lecture au spectrophotométre a 405 nm.
Les résultats sont exprimés en unités ELISA par millilitres (EU/ml).

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. Le tampon de lavage est stable jusqu’a la date limite d’utilisation dans des conditions de stockage
et d'utilisation conformes. Reconstituer le tampon de lavage en y ajoutant de I'eau distillée ou déionisée pour un
volume de 1 L. Les micropuits ne peuvent étre utilisés qu’une seule fois.

Précautions

Utilisation comme test de diagnostic in vitro. Le matériel d’origine humaine utilisé dans la préparation des réactifs a
éteé 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 '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.

Respecter les techniques de laboratoire réduisant au minimum la contamination microbienne et chimique. Ne pas
employer apres la date d’échéance.

Matériel fourni
Menarini™ Screen tTG ELISA [REF] 38066

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 96 tests chacun

12x 8 [ MICROPLATE | hu-tTG | (I;I!icr?-l‘eamer:leé\(/;e:c micropuits individuels, revétus
antigene hu tTG.

1x1,5ml | CALIBRATOR | A| hu-tTG Screen |* Etalon A (couvercle vert), prét a 'emploi. Sérum humain
contenant anticorps aux tTG.

1x1,5ml [CALIBRATOR B[ hu-tTG Screen |* Etalon B (couvercle violet), prét a 'emploi. Sérum humain
contenant anticorps aux tTG.
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1x1,5ml [CALIBRATOR][C] hu-TG Screen |*

1x1,5ml [CALIBRATOR D] hu-tTG Screen | *

1x1,5ml [CONTROL[+] hu-tTG Screen |*
1x1,5ml [GONTROL]-]*
1x12ml  [1gA/IgG-CONJ [ ALKPHOS |*

1 x 60 ml *
1x12ml [SUBSTRATE |*

1x12ml

2Xx

* Contient < 0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot

Numeéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

Fabricant

4R [E B =~ [f

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni
+ Eau distillée ou déionisée

*  Bouteille pour le tampon de lavage
* Pipettes de 5a 1000 pl

Bouts de pipette jetables

+ Petits tubes (ex : 12 X 75 mm) et porte-tubes
* Timer

+ Papier absorbant

Etalon C (couvercle bleu), préta 'emploi. Sérum humain
contenant anticorps aux tTG.

Etalon D (couvercle jaune), prét a 'emploi. Sérum humain
contenant anticorps aux tTG.

Controéle positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Sérum
humain positif anticorps aux tTG.

Controéle négatif (couvercle blanc), prét a 'emploi.
Contient sérum humain.

Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Code couleur
rose.

Diluant pour sérum prét a 'emploi. Code couleur bleue.

Substrat enzymatique prét a 'emploi. Contient du pNPP.
Protéger de la lumiére.

Solution d’arrét préte a 'emploi.

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

» Lecteur ELISA avec filire de 405nm. Si la longueur d’onde double est disponible, le filtre de référence sera de

600-650 nm.

« Bac pour le lavage automatique capable de dispenser 200 pl
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Autres tests sérologiques disponibles pour I'aide au diagnostic du CD

Test Menarini™ de détection des Anticorps Anti-endomysiaux (Oesophage distal de singe) 38060
(6 lames 8 puits)

Test Menarini™ de détection des Anticorps Anti-endomysiaux (Muscle lisse de singe) 37790
(8 lames 6 puits)

Menarini™ anticorps anti-gliadine (AGA) IgA ELISA 37789
Menarini™ anticorps anti-gliadine (AGA) IgG ELISA 37809
Menarini™ anticorps anti-gliadine (AGA) Screen ELISA 37979
Menarini™ anticorps anti-hu tTG IgA ELISA 37795
Menarini™ anticorps anti-hu tTG IgG ELISA 37796

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 pendant 30 minutes avant de les utiliser.
Replacer les produits au réfrigérateur juste apres I'utilisation.

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

Lavage: il est important d’utiliser une bonne technique. Si 'opération est réalisée manuellement, diriger un
jet puissant de vapeur de tampon de lavage a 'aide d’une large bouteille sur toute la superficie de la micro-
lamelle. 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.
L’ajout de tous les échantillons et réactifs doit étre réalisé a la méme cadence et selon la méme séquence.

Remettre immédiatement les micro-lamelles non utilisées dans le récipient contenant le dessiccateur,
refermer hermétiquement pour minimiser toute exposition a 'humidité. Replacer immédiatement les lamelles
au réfrigérateur.

Exécution du test

1.
2.

Porter tous les réactifs et échantillons a température ambiante.

Indiquer sur une feuille du protocole la position des échantillons sur la micro-lamelle. Il est de bonne pratique
de vérifier les échantillons en double.

Détermination qualitative : employer uniquement I'étalon D (couvercle jaune).
Détermination semi-quantitative : employer étalons A - D comme montré dans I'exemple ci-dessous.
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10.
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14.
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Préparer une dilution de 1:51 de I'échantillon patient en mélangeant 10 pl de I'échantillon patient a 0.5 ml de
diluant pour échantillons.

Ajouter 100 pl des étalons, des échantillons de patients dilués, des contrbles 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 blanco devrait étre nulle. Labsorbance de ce micropuit ne devra pas dépasser 0.3.

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

Laver 4 x avec le tampon de lavage: aspirer soigneusement le contenu de chaque puit. Ajouter le
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. En cas d’utilisation de bacs de lavage
automatiques, programmer I'appareil comme indiqué sur la notice d’utilisation.

Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puit.

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

Ajouter 100 ul de substrat enzymatique dans chaque puit.

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

Ajouter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puit. Maintenir la méme séquence et le méme timing lors de
|"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 I'arrét de la réaction.

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

Contréle qualité

Les étalons, les controles 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 A 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 anti-hu tTG. Lors des déterminations qualitatives, la densité optique
de I'étalon D doit étre plus grande que celle du controle négatif et plus petite que celle du contrdle positif. Pour
les déterminations semi-quantitatives, le contréle positif doit donner des valeurs dans les fourchettes figurant sur
le flacon. Nous recommandons de tester les échantillons a la limite de péremption avec des échantillons frais
prélevés plus tard pour assurer la précision.
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RESULTATS
Calcul des résultats

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

1. DETERMINATION QUALITATIVE

Les résultats obtenus par cette méthode seront reportés comme négatifs ou positifs.
D.O. Echantillon

X EU/ml étalon D = EU/mI Echantillon

D.O. Etalon D

2. DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE

Tracer I'absorbance des étalons A a D par rapport leur concentration respective sur un graphique linéaire. Tracer
la concentration en EU / ml sur I'axe des X et I'absorbance sur 'axe Y et dessiner la courbe la plus proche.
Déterminer les concentrations des échantillons patients provenant de la courbe par leurs valeurs correspondantes
d’absorbance.

Etalons

Les étalons sont fournis pour une détermination semi-quantitative et doivent étre employés lors de chaque
test. Les échantillons patients contenant les niveaux les plus élevés d’anticorps peuvent donner des valeurs
d’absorbance plus grandes que celles de I'étalon A. Pour la détermination des valeurs semi-quantitatives
précises de tels échantillons, il faut les diluer et les retester jusqu’a ce que les résultats puissent étre lus
sur la courbe d’étalonnage. Pour la détermination en EU / ml, multiplier les unités obtenues par le facteur de

dilution.
2

R? value=0.9975

OD. @ 405/630nm

T T T T T T T T
0 20 40 80 80 100120140160180200

Interprétation

L'information suivante sert seulement de guide dans l'interprétation des résultats de laboratoire. Ces valeurs
ont été déterminées en testant 113 échantillons de sang de donneurs adultes. Les valeurs indiquées ci-dessous
sont la moyenne des sujets plus déviation standard de 3. Chaque laboratoire doit déterminer ses propres valeurs

normales.
Valeurs Anti-hu tTG Interprétation
<20 EU/ml Négatif (-)
20 -25EU/m I Indéterminé
>25 EU/ml Positif (+)
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LIMITES D’UTILISATION

[l est recommandé de ne pas réaliser le test Menarini™ anti-hu tTG 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 servent seulement d’aide dans le diagnostic et ne devraient pas étre interprétés en tant que
diagnostic a part entiére.

VALEURS PREVUES

Les valeurs prévues dans une population normale sont négatives (< 20 EU/ml). Chez les patients souffrant de
CD, l'incidence des anticorps anti-hu tTG IgA est de 82 a 100% des patients avec CD active avec une spécificité
de 76 a 99%'5. Des détections combinées d’anti-tTG IgA et IgG ont été décrites par Seissier et ses collaborateurs
comme donnant une sensibilité de 95% et une spécificité de 99%/°.

L'incidence et les niveaux des anticorps anti-tTG dépendent du type de régime. Les niveaux de ces anticorps
diminuent et peuvent méme devenir négatifs chez les patients présentant le CD et suivant un régime sans gluten.
De méme, les niveaux de ces anticorps augmenteront ou deviendront positifs quand les patients présentant le CD
qui suivaient un régime sans gluten ingérent un aliment en contenant 17-21.

PERFORMANCES

L'utilité du test Menarini™ anti-hu tTG total ELISA a été déterminée en comparant les résultats a :
a) des facteurs cliniques ;

b) ala méthode anti-endomysiale (EMA).

Gamme Normale : La gamme normale a été établie en testant 65 échantillons de sérum provenant de donneurs
apparemment en bonne santé provenant de la Croix Rouge. La limite des valeurs a été déterminée en calculant
la valeur moyenne + 3 STD de ces échantillons.

Comparaison spécificité et sensibilité

A. Corrélation clinique : Un total de 200 échantillons obtenus de patients souffrant de CD avec et sans déficience
en IgA ; divers controles de maladie incluant des sérums de patients avec diagnostic clinique de pemphigus, et
d’autres désordres dermatologiques, psoriasis ; et des sujets normaux ont été examinés pour les anti-hu tTG
totaux. Quatre sujets normaux trouvés positifs étaient légérement positifs.

Diagnostic N° testés N° Positifs
Maladie coeliaque 94 75*
Déficience IgA — Coeliaque 15 15
Déficience IgA — Non-coeliaque 13 0
Dermatite herpétiforme 22 14
Maladies contréle 56 2
Normal 65 4

* Les 19 échantillons coeliaques qui étaient négatifs pour les tTG totaux on été testés sur ELISAtTG IgG et ELISA
tTG IgA. Dans tous les cas, 19 échantillons étaient négatifs sur les deux tests ELISA. Tres probablement, ces
patients suivaient un régime sans gluten.

B. Menarini™ anti-hu tTG totaux ELISA contre anti-endomysiaux (EMA): Un total de 200 échantillons ont été
examinés sur un kit anticorps Menarini™ anti-hu tTG totaux et un kit EMA. Deux des quatre échantillons positifs
sur le test total et négatifs pour le test EMA étaient des sérums de patients souffrant de dermatite herpétiforme
et étaient légérement positifs. Les deux autres faux positifs avaient été prélevés dans une population atteinte de
Pemphigus. Trois titres de 10 ou moins. Les autres échantillons de la population CD avaient des titres compris
entre 40 et 20 avec des résultats respectifs de 14.6 EU/ml et 19.8 EU/m.
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Menarini™EMA
Positif Négatif Total

Menarini™ Positif 102 4 106
anti-hu tTG tot Négatif 5 89 94
Total 107 93 200

Concordance : 96%

Sensibilité : 95%

Spécificité : 96%
C. Réactivité Croisée : Un total de 56 contrdles (patients avec désordres des tissus conjonctifs tels que le psoriasis
et désordres auto-immunitaires bulbeux tels que le pemphigus) ont été réalisés. Deux ont été trouvés positifs.
Précision :

Les coefficients de variation intra et inter-test (CV) de 'ELISA anti-hu tTG totaux ont été calculés sur base de 10

répétitions.
CV Inter-test (%) CV Intra-test (%)
Haut 5,5 3,8
Moyen 9,7 5,8
Bas 8.5 6,4
Limite (20EU/mI) 11 9
Linéarité :

Pour déterminer I'acceptabilité de linéarité, des lamelles ont été testées avec des étalons de valeurs connues. Les
valeurs r? de la courbe standard ont été déterminées. Une valeur r? plus grande que 0.95 est considérée comme
acceptable. La valeur moyenne r? de ce test est 0.9975. Il n’y a pas de valeurs inférieures a 0.9929.

Récupération

Des échantillons avec des concentrations connues d’anti-tTG ont été mélangés aux dilutions appropriées d'un
autre échantillon positif avec des quantités connues d’anti-tTG. Les niveaux d’anticorps Anti-tTG des échantillons
mélangés ont été déterminés et a partir de ces valeurs le pourcentage de récupération calculé. Les résultats sont

les suivants :
Anti-hu tTG Anti-hu tTG
conc. ajoutée conc. obtenue % Récupération
(EU/mI) (EU/mI)
Echantillon 1 54,1 53,7 99,4
Echantillon 2 73,8 86,5 117,2
Echantillon 3 89,3 106,1 118,7
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PROCEDURE MENARINI™ EN BREF

PREPARER LES DILUTIONS DES ECHANTILLONS

U
PIPETER 100 ML D’ECHANTILLONS, D’ETALONS ET DE CONTROLES DANS LES MICROPUITS

U
INCUBER 30 MINUTES A TEMPERATURE AMBIANTE

U
LAVER 4X LA MICRO-LAMELLE

U
PIPETER 100 ML DE CONJUGUE DANS LES MICROPUITS

U
INCUBER 30 MINUTES A TEMPERATURE AMBIANTE

U
LAVER 4X LA MICRO-LAMELLE

U
PIPETER 100 ML DE SUBSTRAT DANS LES MICROPUITS

U
INCUBER 30 MINUTES A TEMPERATURE AMBIANTE

U
PIPETER 100 ML DE SOLUTION D’ARRET DANS LES MICROPUITS

U
LIRE LABSORBANCE A 405 NM

35



ELISA para IgG/IgA Totais Anti-Transglutaminase Tissular Humana (tTG hu)
AMENARINI T OLHETO DO PRODUTO

diagnostics 38066 ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-tTG 96 Determinagbes
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APLICAGAO

Um teste de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA) para deteccdo e semiquantificagdo de anticorpos anti-
transglutaminase tissular humana em soro humano para ajudar no diagnéstico de doenga celiaca (DC) e dermatite
herpetiforme (DH).

RESUMO E EXPLICAGAO

A doenca celiaca e a dermatite herpetiforme sdo doengas gastrointestinais auto-imunes que podem ocorrer em
individuos geneticamente susceptiveis e que sdo desencadeadas pela ingestdo de cereais como trigo, cevada
e centeio. A doenga celiaca caracteriza-se por ma absorgéo resultante de lesdes Inflamatérias na mucosa do
intestino delgado e, quando prolongada, pode provocar malnutricdo. Os sintomas classicos incluem diarreia,
perda de peso e malnutrigdo. Contudo, apenas uma pequena percentagem de doentes com doencga celiaca
apresenta os sintomas classicos. Foi descoberto em estudos que a prevaléncia de doenca celiaca é altamente
variavel de populacéo para populagao’. Tem sido dificil comprovar a verdadeira prevaléncia. Se, na determinagédo
da prevaléncia, forem exclusivamente utilizados critérios clinicos, a incidéncia de doenca celiaca € muito mais
baixa do que a incidéncia estabelecida por métodos seroldgicos’?. Com os métodos seroldgicos a incidéncia na
populacao geral é de aproximadamente 1 em cada 200 pessoas.

A falha no diagnéstico precoce de doenga celiaca pode predispor as pessoas afectadas a complicagdes a longo
prazo, tais como atrofia esplénica e linfoma intestinal. Uma dieta sem gluten (DSG) normaliza a mucosa e ajuda
a reduzir a probabilidade de ocorréncia de tumores malignos®4. O exame histoldgico de biopsias do intestino
delgado continua a ser o método de eleicdo para o diagndstico de doenga celiaca, embora também tenha as
suas limitagbes. Por exemplo, alguns doentes com doencga celiaca latente ou mesmo activa podem ter exames
histopatolégicos normais®. A dermatite herpetiforme diferencia-se da doencga celiaca pelo facto de os doentes com
dermatite herpetiforme apresentarem alteragdes vesiculo-bolhosas da pele, que provocam prurido da pele, além
de terem também a enteropatia por gluten subjacente.

Os critérios revistos da Sociedade Europeia de Gastrenterologia e Nutricdo Pediatrica (European Society of
Pediatric Gastroenterology and Nutrition — ESPGAN) incluem apenas uma Unica biopsia com remissao inequivoca
dos sintomas clinicas quando os doentes fazem uma dieta sem gluten®. A serologia positiva na altura em que é
diagnosticada a doenga com desaparecimento com dieta sem gluten contribui igualmente para o diagnéstico. Os
varios testes serolégicos empregues na avaliagao dos doentes com suspeita de doenga celiaca incluem testes
de anticorpos anti-gliadina (AGA), anticorpos anti-endomisio (EMA), anticorpos anti-reticulina (ARA) e anticorpos
anti-transglutaminase tissular (tTG).

Desde a identificagdo da tTG como um antigénio endomisial, tém sido descritos métodos de ELISA para detecgéo
de anticorpos em soros de doentes com doenga celiaca. A vantagem do ensaio de anticorpos anti-tTG & que é
possivel de automatizar e menos subjectivo do que EMA. Por este motivo, muitos laboratérios optaram por utilizar
0 método dos anticorpos anti-tTG como ensaio de despiste da doenga. Em varios estudos realizados sobre a
eficacia do método de anticorpos anti-tTG para despiste de doencga celiaca, verificou-se que a especificidade e
sensibilidade deste método variam de 90 a 95% 7. Foi descrito que as tTG humanas melhoram a sensibilidade do
ensaio de anticorpos anti-tTG para a doenca celiaca.

A maior parte dos ensaios detecta anticorpos anti-tTG pertencestes ao isétipo IgA. Isto traz algumas limitag¢des,
uma vez que os doentes com doenga celiaca com deficiéncia de IgA podem produzir resultados serolégicos falsos
negativos®. Isto pode comprometer a utilidade dos métodos de anticorpos séricos na detecgéo de todos os casos
de doenga celiaca®'°. A deficiéncia de IgA é uma imunodeficiéncia comum, que se encontra em cada 1 em 500-
700"-13 dadores de sangue saudaveis. Para evitar resultados falsos negativos e necessario ter um método que
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consiga detectar anticorpos contra ambos os is6tipos de imunoglobulinas (IgA e IgG) de tTG.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste de anticorpos totais anti-tTG humana € realizado como um imunoensaio em fase sélida (ELISA). Os
micropogos sao revestidos com antigénio de tTG humana seguido pelo bloqueio dos locais n&o reactivos, visando
reduzir a ligagdo nao especifica. Os controlos, calibradores e amostras de soros de doentes sédo incubados
nos pogos revestidos com antigénio, o que permite a ligacdo dos anticorpos anti-tTG presentes no soro. Os
anticorpos nao ligados e outras proteinas séricas sdo removidos por lavagem dos micropogos. Os anticorpos
ligados aos micropogos sdo detectados através da adicdo aos pogos de conjugados de imunoglobulinas anti-
humanas polivalentes marcados com enzima. Estes anticorpos conjugados com enzima ligam-se especificamente
a imunoglobulina humana que esta ligada a tTG nos micropogos. O conjugado enzimatico nao ligado é removido
por lavagem. Em seguida, € adicionado aos pogos substrato enzimatico especifico (pNPP), sendo a presencga de
anticorpos anti-tTG humana detectada por uma mudanga de cor produzida pela conversao do substrato pNPP. A
reacgao € interrompida e a intensidade da mudanga de cor, proporcional a concentragao de anticorpos, é lida por
um espectofotémetro a 405 nm. Os resultados s&o expressos em unidades ELISA por mililitro (UE/m).

REAGENTES
Conservagao e preparagao

Conserve todos os reagentes a uma temperatura entre 2 e 8 °C. Nao congele. Nao utilize se o reagente ndo
estiver limpido ou se existir algum precipitado. Todos os reagentes tém de estar a temperatura ambiente (20-25
°C) antes de serem utilizados. Desde que conservado a uma temperatura entre 2 e 8 °C, o tampao de lavagem
reconstituido mantém-se estavel até ao fim do prazo de validade do kit. Reconstitua o tamp&o de lavagem com
1 | de agua destilada ou desionizada. As tiras de micropogos revestidas destinam-se a ser utilizadas uma unica
vez.

Precaucoées

Para diagndstico in vitro. Todos os componentes obtidos a partir de seres humanos foram testados relativamente
a presenga de HBsAg, VHC, VIH-1, VIH-2 e HTLV-I, tendo-se obtido resultados negativos em testes reconhecidos
pela FDA. Porém, os derivados de sangue humano e as amostras de doentes devem ser sempre considerados
como potencialmente infecciosos. Siga as boas praticas de laboratério em relagéo a conservagao, distribuicdo e
eliminagao destes materiais™.

ADVERTENCIA — A azida de sédio (NaN,) pode reagir com a canalizagéo de cobre e chumbo e formar azidas
metalicas altamente explosivas. Elimine os liquidos com um grande volume de agua para impedir a acumulagao
de azidas. A azida de sédio pode ser toxica por ingestdo. Em caso de ingestéo, avise imediatamente o director do
laboratério ou o centro anti-venenos.

Para garantir resultados validos deve seguir-se com rigor as instrugdes descritas neste folheto informativo do
kit. Ndo troque componentes do kit por componentes de outra origem que ndo tenham o mesmo numero de lote
da A. Menarini Diagnostics S.r.l.. Siga boas praticas de laboratério para minimizar a contaminagéo microbiana
e a contaminagao cruzada dos reagentes durante o manuseamento. Nao utilize para além do fim do prazo de
validade indicado no rétulo.

Materiais fornecidos
ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-tTG Menarini™ 38066

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinagdes.

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

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

1x1,5ml [CALIBRATOR|C] hu-tTG Screen |*

1x1,5ml [CALIBRATOR[D] hutTG Screen |*

1x1,5ml [CONTROL[+| hu-tTG Screen |*

1x15mi [GonTRoL-]-

Tx12ml ['1gA/IgG-CONJ [ ALKPHOS | *

1x60ml [py|*
1x12ml [ gUBSTRATE |*

1x12 ml
2x

* Contém < 0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos rétulos:

Numero de lote

)
-

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizagao
Utilizagao em diagnéstico in vitro

Fabricante

4R BB = [§

Numero de testes
Materiais necessarios mas nao fornecidos

+  Agua desionizada ou destilada

Calibrador B pronto a usar (fampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos anti-tTG.

Calibrador C pronto a usar (fampa azul). Soro humano
contendo anticorpos anti-tTG.

Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro
humano contendo anticorpos anti-tTG.

Controlo positivo pronto a usar (fampa vermelha).
Contém soro humano positivo para anticorpos anti-tTG.

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

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

Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

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

Solugao de paragem pronta a usar.

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

* Frasco de esguicho para o tampéao de lavagem diluido

* Pipetas com capacidade para distribuir 5 a 1000 pl

Pontas de pipeta descartaveis

* Tubos de ensaio de 12 x 75 mm, limpos, e respectivo suporte

*  Temporizador
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« Papel absorvente

» Leitor de microplacas com capacidade para leitura de valores de absorvancia a 405 nm. Se estiver disponivel
um leitor de microplacas com duplo comprimento de onda, o filtro de referéncia deve ser definido para 600—
650 nm.

» Dispositivo automatico de lavagem de micropipetas com capacidade para distribuir 200 pl

OUTROS TESTES SEROLOGICOS DISPONIVEIS COMO AUXILIARES DO DIAGNOSTICO DE DOENCA
CELIACA

Teste de anticorpos anti-endomisiais Menarini™ (eséfago distal de primata) (6 laminas de 8 pogos) 38060
Teste de anticorpos anti-endomisiais Menarini™ (musculo liso de primata) (8 [aminas de 6 pocos) 37790

ELISA para anticorpo IgA anti-gliadina (AGA) Menarini™ 37789
ELISA para anticorpo IgG anti-gliadina (AGA) Menarini™ 37809
ELISA para despiste de anticorpo anti-gliadina (AGA) Menarini™ 37979
ELISA para anticorpo IgA anti-tTG humana Menarini™ 37795
ELISA para anticorpo I1gG anti-tTG humana Menarini™ 37796

COLHEITA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Neste procedimento s6 devem ser utilizadas amostras de soro. Amostras muito hemolisadas, lipémicas ou com
contaminagdo microbiana podem interferir com o desempenho do teste e ndo devem ser utilizadas. Conserve
as amostras a uma temperatura entre 2 e 8 °C durante um periodo ndo superior a uma semana. Para um
periodo de armazenamento mais prolongado, € necessario congelar as amostras de soro. Evite ciclos repetidos
de congelagéo e descongelacao das amostras.

PROCEDIMENTO Notas sobre o procedimento
» Leia atentamente este folheto informativo antes de comecar o ensaio.

+ Deixe as amostras de soro e os reagentes do teste a temperatura ambiente durante pelo menos 30 min antes
de comegcar o procedimento de teste. Imediatamente apds a utilizagdo, volte a colocar as amostras e os
reagentes ndo usados no frigorifico.

+ Todas as diluigdes das amostras de doentes devem ser preparadas antes de iniciar o ensaio.

+ Uma boa técnica de lavagem é fundamental. Se a lavagem for feita manualmente devera usar um frasco
de lavagem de boca larga para aplicar um jacto enérgico de tampao de lavagem em toda a microplaca.
Recomenda-se a utilizagdo de um dispositivo automatico de lavagem de microplacas.

«  Utilize uma pipeta multicanal com capacidade para distribuir em simultdneo material para 8 pogos. Isto acelera
0 processo e permite um tempo de incubag&o mais uniforme.

* Em todos os passos é importante controlar cuidadosamente o tempo. O inicio de todos os periodos de
incubagdo comega com o fim da adicao de reagentes.

+ Aadicao de todas as amostras e reagentes deve ser feita a mesma velocidade e na mesma sequéncia.

* Retire da bolsa as tiras de micropogos necessarias e volte a selar cuidadosamente a bolsa para impedir a
condensagao dos pogos nao usados. Volte a colocar imediatamente a bolsa no frigorifico.

Método de teste
Passo 1 Deixe todos os reagentes e amostras atingirem a temperatura ambiente.

Passo 2 Indique na folha do protocolo a posicdo das amostras nos pogos. Faz parte das boas praticas de
laboratério analisar as amostras em duplicado.

Passo 3 Para a determinagao qualitativa utilize apenas o calibrador D baixo pronto a usar (frasco com
tampa amarela) ou para a determinagao semiquantitativa utilize os calibradores A a D prontos a
usar conforme se mostra no esquema seguinte.
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Prepare uma diluicdo a 1:51 da amostra do doente misturando 10 pl de soro do doente com 0,5 ml
de diluente de soro.

Pipete 100 pl de calibradores, controlos negativo e positivo prontos a usar € da amostra do doente
diluida para os micropogos adequados seguindo a folha do protocolo.

Nota: inclua também um pogo com 100 pl de diluente de soro como um branco de reagente. Ponha
o leitor de ELISA a zero em relagédo ao branco de reagente. A absorvancia do branco de reagente
nao deve ser superior a 0,3 quando lida contra o ar.

Incube 30 min (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Lave 4x com tampao de lavagem. No caso de lavagem manual, encha cada micropogo com tampao
de lavagem reconstituido. Rejeite o liquido, invertendo e batendo com pequenas pancadas em cada
um dos pogos, para remover o conteudo, ou aspirando o liquido de cada pogo. Para absorver na
ultima lavagem o liquido que possa existir, inverta as tiras e bata com os pogos energicamente
sobre toalhetes de papel absorvente. No caso dos dispositivos de lavagem automatica, programe o
dispositivo de acordo com instrugées do fabricante.

Pipete 100 pl de conjugado para os micropogos.
Incube 30 min (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos os micropogos como descrito no passo 7.

Pipete 100 ul de substrato enzimatico para cada micropogo na mesma sequéncia e tempos usados
para o conjugado.

Incube os micropogos 30 min (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Pipete 100 pl de solugéo de paragem para cada micropogo na mesma sequéncia e tempos usados para a
adigao de substrato enzimatico. Leia a absorvancia no prazo de 1 h apés a adigéo de solugao de paragem.

Leia a absorvancia de cada micropogo a 405 nm usando um leitor de microplacas de comprimento
de onda unico ou duplo (405/630 nm) contra o branco de reagente num valor de absorvancia zero.

Controlo de qualidade

Para cada ensaio realizado é necessario executar os calibradores, os controlos positivo e negativo e um branco
de reagente para confirmacgao da integridade e exactiddo do teste. A leitura de absorvancia do branco de reagente
deve ser < 0,3. O calibrador A deve ter uma leitura de absorvancia n&o inferior a 1,0; caso contrario, o teste tem
de ser repetido. O controlo negativo tem de ser < 20 UE/ml. Se o teste for executado em duplicado, utilize a
média das duas leituras para determinar a concentragao de anticorpos anti-tTG humana. Durante a execugao
de determinagdes qualitativas, a densidade 6ptica do calibrador D tem de ser superior a do controlo negativo e
inferior a absorvancia do controlo positivo. No caso de determinagdes semiquantitativas, os valores do controlo
positivo tém de se situar no intervalo indicado no frasco. Recomenda-se que as amostras indeterminadas (no
limiar) sejam testadas com uma amostra fresca colhida numa data posterior, para garantir a exactidao.
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RESULTADOS
Calculos
As concentragdes das amostras de doentes podem ser determinadas por um de dois métodos:

1. DETERMINAGAO QUALITATIVA
Os resultados obtidos por este método devem ser apresentados como negativos ou positivos.

Absorv. da amostra de teste
X UE/ml do calibrador D = UE/mIl da amostra de teste

Absorv. do calibrador D

2. DETERMINAGAO SEMIQUANTITATIVA

Trace em papel milimétrico linear um grafico tendo como eixos as absorvancias dos calibradores A a D e as
respectivas concentragdes. Represente a concentragdo em UE/ml no eixo X e a absorvancia no eixo Y e desenhe a
curva de melhor ajuste linear. Determine as concentragdes das amostras do doente a partir da curva relacionando-
as com os valores de absorvancia correspondentes.

Calibrador

Os calibradores prontos a usar séo fornecidos para fornecer determinagbes semiquantitativas e tém de ser
utilizados em cada execugado do ensaio. As amostras de doentes que contenham niveis de anticorpos mais
elevados podem produzir valores de absorvancia superiores aos do calibrador A. Para determinar valores
semiquantitativos exactos essas amostras de soro devem ser ainda mais diluidas de modo a que os resultados se
situem dentro do intervalo da curva de calibragdo quando forem novamente testadas. Para determinar as UE/m,
multiplique as unidades obtidas pelo factor de dilui¢ao.

Curva-padrao de anticorpos IgA/lgG totais anti-tTG humana Menarini™
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Interpretacao

A informacgéao indicada constitui apenas um guia para interpretacdo dos resultados laboratoriais. Estes valores
foram determinados testando 113 dadores de sangue adultos normais. Os valores abaixo indicados sdo a média
dos resultados dos individuos normais mais 3 DP. Cada laboratério deve determinar os seus valores normais.

Valor anti-tTG humana Interpretacao

<20 UE/mI Negativo
20-25 UE/ml Indeterminado (no limiar)
> 25 UE/mI Positivo
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LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O ensaio de anticorpos anti-tTG humana Menarini™ nio deve ser executado em amostras muito hemolisadas,
com contaminagao microbioldgica ou lipémicas. O método deve ser usado exclusivamente para testar amostras de
soro humano. Os resultados obtidos servem apenas como auxiliar no diagndéstico e ndo devem ser interpretados
como sendo eles proprios diagndsticos.

VALORES ESPERADOS

Os valores esperados para uma populagdo normal sdo negativos (< 20 EU/ml). Em doentes com doenga celiaca,
a incidéncia de anticorpos IgA anti-tTG foi descrita em 82-100% dos doentes com doenga activa, com uma
especificidade de 76-99%". A detecgdo combinada de anticorpos IgG e IgA anti-tTG, conforme descrita por
Seissler et al, forneceu uma sensibilidade de 95% com especificidade de 99%". A incidéncia e os niveis de
anticorpos anti-tTG depende do estado da dieta. Os niveis destes anticorpos diminuem e acabam mesmo por se
tornar negativos em doentes com doenga celiaca que tenham uma dieta sem gluten. Da mesma forma, os niveis
destes anticorpos aumentam e acabam mesmo por se tornar positivos em doentes com doencga celiaca que
tenham feito uma dieta sem gluten e que tenham mudado para uma dieta com gluten”-2".

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade do ensaio ELISA para anticorpos totais anti-tTG humana Menarini™ foi determinada através de
comparagao dos resultados com:

a) os achados clinicos;

b) anticorpos anti-endomisio (EMA).

Intervalo normal: O intervalo normal foi estabelecido através do teste de 65 amostras de soro de dadores
aparentemente saudaveis recrutados na Cruz Vermelha. A média mais trés desvios-padrdo da média desta
populacdo normal foram utilizados para determinar o valor-limite entre individuos normais e individuos positivos
com resultados no limar.

Especificidade e sensibilidade comparativas:

A. Correlagao clinica: Foi obtido um total de 200 amostras de soro em doentes com doencga celiaca com e sem
deficiéncia de IgA; varios controlos da doenga incluiram soros de doentes com diagnéstico clinico de doencas
bolhosas como penfigus, penfigéide e outra doenga dermatolégica, psoriase; foram testados individuos normais
para anticorpos totais anti-tTG. A incidéncia de anticorpos anti-tTG totais na doenca celiaca e noutros controlos da
doencga € mostrada a seguir. Quatro individuos normais com resultados positivos foram fracamente positivos.

Diagnéstico N.° testados N.° positivos
Doenca celiaca 94 75*

Deficiéncia de IgA

Doenca celiaca 15 15
Nao celiaca 13 0
Dermatite herpetiforme 22 14
Controlos da doenca 56 2
Normal 65 4
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*As 19 amostras de doentes com doenga celiaca que foram negativas para os anticorpos anti-tTG totais foram
testadas nos ensaios ELISA para IgG anti-tTG e ELISA IgA anti-tTG. Em todos os casos, as 19 amostras foram
negativas nos dois ensaios ELISA diferentes. O mais provavel é que estes doentes estivessem a fazer uma dieta
sem gluten.

B. ELISA para anticorpos totais anti-tTG humana versus anticorpos anti-endomisio (EMA): Foi testado no kit para
anticorpos totais anti-tTG humana Menarini™ e no kit de teste EMA um total de 200 amostras. Duas das quatro
amostras positivas no kit para anticorpos totais anti-tTG Menarini™ e negativos no EMA pertenciam a doentes
com dermatite herpetiforme e apresentaram resultados fracos positivos. As outras duas amostras falsas positivas
pertenciam ao conjunto de populagdo com penfigus/penfigdide. Trés das cinco amostras negativas no kit para
anticorpos totais anti-tTG Menarini™ e positivas no EMA apresentavam titulos inferiores ou iguais a 10. As outras
amostras no subgrupo de doentes com doenca celiaca apresentaram titulos de 40 e 20 com resultados de 14,6
UE/ml e 19,8 UE/mI, respectivamente.

EMA Menarini™

Positivo Negativo Total
Menarini™ Positivo 102 4 106
Anticorpos totais  Negativo 5 89 94
anti-tTG humana  Total 107 93 200

Concordancia relativa: 96%
Sensibilidade relativa: 95%
Especificidade relativa: 96%

C. Reactividade cruzada: foi testado um total de 56 controlos (doentes com doengas do tecido conjuntivo, como
psoriase, doengas bolhosas auto-imunes, como penfigus e penfigdide). Dois foram fracamente positivos.

Precisao:

Com base em 10 replicados, foi calculado o coeficiente de variagdo (CV) intra-ensaio e inter-ensaios do teste
ELISA para anticorpos totais anti-tTG humana.

Inter-ensaios Intra-ensaio

cv cv
Alta 5,5% 3,8%
Média 9,7% 5,8%
Baixa 8,5% 6,4%
Valor-limite 1% 9%

(20 UE/mI)

Linearidade:

Para determinar uma linearidade aceitavel, as placas foram analisadas com calibradores de valores conhecidos.
Foram determinados os valores de r-quadrado da curva-padrao. Um valor de r-quadrado superior a 0,95 foi
considerado como sendo adequado. O valor médio de r-quadrado para este ensaio foi de 0,9975. Nenhum valor
foi inferior a 0,9929.

Recuperagao:

Amostras com concentragdes de anticorpos IgG anti-tTG humana conhecidas foram misturadas com dilui¢gdes
adequadas de outra amostra positiva com niveis de anticorpos anti-tTG humana conhecidos. Foram determinados
os niveis de anticorpos anti-tTG humana das amostras misturadas e a partir desses valores foi calculada a
percentagem de recuperacao. Os resultados foram os seguintes:
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Anticorpos anti-tTG humana
Conc. antic. adicionada Conc. antic. obtida Recuperacgao (%)

(UE/ml) (UE/ml)
Amostra 1 541 53,7 99,4
Amostra 2 73,8 86,5 117,2
Amostra 3 89,3 106,1 118,7

RESUMO DO PROCEDIMENTO Menarini™

PREPARAR DILUICOES DAS AMOSTRAS

U
PIPETAR 100 pyl DE AMOSTRAS, CALIBRADORES E CONTROLOS PARA OS MICROPOCOS

U
INCUBAR 30 MIN A TEMPERATURA AMBIENTE

U
LAVAR 4 X MICROPLACA

U
PIPETAR 100 yl DE CONJUGADO PARA OS MICROPOGCOS

U
INCUBAR 30 MIN A TEMPERATURA AMBIENTE

U
LAVAR 4 X MICROPLACA

U
PIPETAR 100 ul DE SUBSTRATO ENZIMATICO PARA OS MICROPOCOS

U
INCUBAR 30 MIN A TEMPERATURA AMBIENTE

U
PIPETAR 100 ul DE SOLUCAO DE PARAGEM PARA OS MICROPOCOS

U
LER ABSORVANCIA A 405 NM
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