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Soupravy Gliadin IgG a Gliadin IgA ELISA

Kvantitativni a kvalitativni testy pro protilatky gliadin IgG a gliadin IgA

Kédy vyrobkd GD 16 a GD 17 (96 testit)
Pouze pro diagnostické pouditivitro.

2001-10-29

1. Pouziti

Souprava Gliadin 1gG a Gliadin IgA slouzi jako rychla metoda detekce
protilatek vytvorenych v lidské krevnim séru proti gliadinu, hlavni sloZce
pSeni¢ného, je¢ného a Zitného lepku. Tato souprava pouZziva reader Elisa.
Dodavéa se jako pomucka pro diagnostiku coeliakie, nesnasenlivosti lepku
v potravé. Komponenty této soupravy jsou uréeny pouze pro diagnostické
pouZziti in vitro.

2. Vysv étleni testu

Gliadin je smés proteind rozpustnych v alkoholu, které se nazyvaji
prolaminy. Obsahuji glutimin. Jsou pfitomné v pSeni¢éném, je¢ném a zZitném
lepku. Tyto proteiny jsou spojovany s chorobnymi projevy coeliakie
a s enteropatii senzitivni na lepek. Tyto proteiny zplUsobuji charakteristické
zmény na sliznici tenkého stfeva. Témto symptomim se Ize vyhnout pokud
pacienti zaénou dodrZovat pfisnou bezlepkovou dietu. Uzkou spojitost
s coeliakii maji protilatky IgG a IgA vytvofené v séru proti gliadinu.

3. Princip testu

Zfedéné vzorky séra se inkubuji s gliadinem imobilizovanym v jamkéch
mikrotitracni desticky. Po smyti nenavazanych slozek krevniho séra se do
jamek pfida krali¢i 1gG nebo IgA silné reagujici s lidskymi antigeny
konjugovana v peroxidaze, a tento imunoglobulin se béhem druhé inkubace
navaze na protilatky vazané na povrchu. Nenavazany konjugat se odstrani
promytim a do jamek se pfida roztok obsahujici 3,3',5,5-
tetramethylbenzidin (TMB) a enzymaticky substrat, které oznaci navazané
specifické protilatky. Pfidani stop-roztoku reakci zastavi, a poskytne
spravné pH pro vznik zabarveni. Opticka hustota standardu, kontrolnich
vzorkd a testovanych vzorkd se méfi cteckou mikrotitratnich desticek
(readerem) Elisa s filtrem 450 nm. Opticka hustota je pfimo imérna aktivité
protilatek ve vzorku.

4. Materialy dodavané v souprav &

«  Mikrotitra €ni desti €ka 96 jamek na odlamovacich prouzcich forméatu
12 x 8, pfredem pokrytych gliadinem, s drzakem, uloZena v plastovém
sacku s vysouSedlem.

e Reagens 1: Roztok pro Fedéni vzork 4, 150 mM, pufrovany solny
roztok, pH 7,2, s antimikrobiélni pfisadou, obsah 15 ml, (barva modra),
15néasobnéa koncentrace.

« Reagens 2: Promyvaci pufr , pufrovany solny roztok s detergentem,
pH 7,2, obsah 15 ml, 15nasobné koncentrace.

* Reagens 3: Konjugat , krdli¢i IgG (barva ¢ervend) nebo IgA (barva
Zlutd) silné reagujici s lidskymi antigeny konjugovany v peroxidaze
v roztoku stabilizujicim proteiny s antimikrobialni pfisadou, obsah
12 ml, pfipraveno k okamzitému pouziti.

¢« Reagens 4: TMB substrat , vodny roztok TMB a peroxidu vodiku,
obsah 12 ml, pfipraveno k okamzitému pouZiti.

. Reagens 5: Stop-roztok , 0,25molarni kyselina sirova, obsah 12 ml,
pfipraveno k okamzitému pouziti.

. Standardy: 0; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 U/ml, po 1 ml 10mM pufrovany
solny roztok obsahujici IgG nebo IgA protilatky lidského séra proti
gliadinu, pfipraveno k okamzitému pouziti.

« Standard pro kvalitativni test: 10 U/ml (pouze 1gG), 4 U/ml (pouze
IgA, obsah 1 ml, 10mM pufrovany solny roztok obsahujici IgG nebo IgA
protilatky lidského krevniho séra vytvorené proti gliadinu, pfipraveno
k okamzitému pouziti

¢ Pozitivni kontrolni vzorek: 1 ml 10mM pufrovany solny roztok
obsahujici IgA nebo 1gG protilatky lidského séra proti gliadinu,
pfipraveno k okamzitému pouziti.

¢ Negativni kontrolni vzorek: 1 ml 10mM pufrovany solny roztok
obsahuijici normalni lidské sérum, pfipraveno k okamzitému pouZiti.

*  Navod k pouziti soupravy

5. DalSi zafizeni pot febné k provedené testu

e zkumavky na roztoky e« kalibrovany odmérny vélec pro pfipravu
promyvaciho roztoku ¢ presné pipety a jednorazové Spicky pro davkovani
20 pl, 100 pl a 1 ml « promyvacka mikrotitracnich desticek EIA nebo
vicekanalova pipeta nebo promyvaci lahev ¢ destilovana nebo deiniozovana
voda ¢ savy papir * reader EIA s filtrem 450 nm, pfipadné s referené¢nim
filtrem 620 nm

6. Upozorn éni

6.1 Bezpe €nost prace
1. V8echny reagenty této soupravy jsou pouze pro diagnostické
pouZiti in vitro.
2. Tento test by mél provadét pouze zkuSeny laboratorni personal.
Je nutné striktné dodrZovat protokol testu.

3. Veskery material lidského puvodu pouZity pro pfipravu standardd
a kontrolnich vzorku, které jsou souéasti tohoto vyrobku byl
otestovan na obsah protilatek proti HIV, HbsAg a HCV, a byl
shledan negativni. Z&dna testovaci metoda vSak nemulZze
poskytnout Uplnou jistotu, Ze v materidlu neni pfitomen infek&ni
agens. Proto by se mélo s veSkerymi reagenty obsahujicimi
materiél lidského plivodu zachazet jako s materidly potenciélné
infek&nimi. Pracovnici by méli mit pfi praci se sérem pacienta,
nebo s produkty ze séra vyrobenymi, rukavice a ochranny odév.

4. Reagenty této sady obsahuji antimikrobialni latky a roztok substratu
obsahuje 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin. Zabrarite kontaktu s
pokozkou a o¢ima. Pokud ke kontaktu dojde, omyjte postizené
misto velkym mnozstvim vody.

5. Stop-roztok obsahuje 0,25molarni kyselinu sirovou. Zabrarite
kontaktu s pokoZzkou nebo jeho vniknuti do oci. Pokud ke
kontaktu dojde, omyjte postizené misto velkym mnozstvim vody.

6. Jakakoli kapalina, které pfijde do kontaktu s potencialné infekénim
materidlem, musi byt zlikvidovana v kontejneru s dezinfek&énim
prostfedkem. Likvidace musi byt provedena v souladu s mistni
legislativou.

6.2 Technické poznamky
1.Prouzky (stripy) a roztoky by se nemély pouZzivat pokud jsou sacky,

ve kterych byly uloZzeny, poruSené, anebo pokud prosakuiji.

2. Pfed pouzitim nechejte vSechny reagenty a mikrotitra¢ni desti¢ku
zahtat na pokojovou teplotu. Zabezpecte, aby byl plastovy
sacek obsahujici nepouZzité prouzky mikrotitracni desticky dobre
uzavien, a aby v ném bylo vioZeno vysouSedlo. Skladuijte je pfi
teploté 2-8 C.

3. Pfi kazdém testu pouZzijte i pozitivni kontrolni vzorek a negativni

kontrolni vzorek, abyste mohli monitorovat stabilitu reagentu
a spravné provedeni testu.

. Pfesné dodrzujte uvedené doby a teploty inkubace.

. Zajistéte, aby nedoSlo ke kfizové kontaminaci mezi jamkami.
V8echny pipety a dalsi zafizeni pouZité pro enzymaticky
konjugét ukladejte zcela oddélené od reagentu substratu.

6. Pfi davkovani konjugatu nebo TMB substratu pipetou by mélo byt
nabrano takové mnoZstvi reagentu, aby nebylo nutno Spicku
pipety opakované nofit do ampule s reagentem. NepouZity
reagens nikdy nevkladejte zpét do plvodnich nadob.

7.Mezi inkubacnimi kroky nenechavejte mikrotitracni jamky
vyschnout.

8. Pfesné dodrzujte popsany promyvaci postup. Nedostate¢né promyti
muze zpUsobit silny faleSny signal.

9. Béhem vSech inkubaénich krokd zabrarite osviceni desticky
pfimym slune¢nim svétlem nebo jejimu vystaveni zdroji tepla.

10. Barevné uzavéry nasadte zpét na spravné ampule. Zabranite tim
kfizové kontaminaci.

11. Je dulezité davkovat do jamek vSechny vzorky pacienta i vSechny
kontrolni vzorky bez prodlevy. Proto se pfed zapocetim prace
ujistéte, Ze vSechny reagenty jsou pfipraveny k okamzitému
pouZziti.

g

7. Trvanlivost a skladovaci podminky

Po prevzeti soupravu skladujte pfi teploté 2 — 8 °C. Po otevieni jsou latky
soupravy stabilni po dobu tfi mésict (nebo do konce exspiraéni doby, pokud
je tato kratSi neZ tfi mésice). NepouZivejte soupravy s proSlou Ihitou
exspirace. Zadnou &ast soupravy nezmrazujte. Zfedény promyvaci roztok
uloZeny v uzaviené lahvi pfi teploté 2 - 8 T ma trvanlivost 3 m ésice.

8. Odbér a skladovani vzork G

Pfi dlouhodobém pouzivani a skladovani mohou byt vzorky séra uloZeny pfi
teploté -20 T. Po rozmrazeni se vzorky musi p fed testem dobfe rozmichat.
Opakované zmrazovani a rozmrazovani muze ovlivnit vysledky testu.
Neptiznivy vliv na vysledky muze mit i pfidani konzervacénich latek. Nemély
by se pouzivat vzorky mikrobialné kontaminované, tepelné oSetfené nebo
vzorky obsahujici pevné castice. Vyhnéte se pouzivani silné
hemolyzovanych nebo lipemickych vzorku.

9. PFiprava reagent

1. Rozfedte roztok pro fedéni vzork(i (Reagens 1) v poméru 1:14
destilovanou vodou, abyste méli dost pufru pro provedeni celého
testu.

2. Roziedte promyvaci roztok (Reagens 2) v poméru 1:14 destilovanou
vodou, abyste méli dost pufru pro provedeni celého testu.

3. Rozfedte vzorky odebrané pacientovi v poméru 1:100 nafedénym
roztokem pro fedéni vzorkd (napt.:. 10 pl séra plus 1ml roztoku).
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10. Pracovni postup

1. Vyberte pocet prouzkli potfebny pro test.

2. Pro kvantitativni rozbor davkujte 100 pl kazdého standardu, pozitivniho
a negativniho kontrolniho vzorku a roziedéného vzorku pacienta do
pfislusnych jamek.

Pro kvalitativni rozbor, davkujte jen Standard 10 U/ml, pozitivni
kontrolni vzorek a vzorek pacienta.

3. Inkubujte desti¢ku pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

4. Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek a ftfikrat je promyjte
v automatické promyvacce mikrotitraénich desti¢ek nebo ru¢nim
promytim (viz nize). Peclivé promyti je kli¢em k dobrym vysledkim.
Pred dalSim krokem osuSte jamky savym papirem. Nenechavejte
jamky vyschnout.

Postup pro ruéni promyvani:
Jamky vyprazdnéte tak, Ze desticku obratite. Pomoci vicenasobné

pipety nebo promyvaci lahve jamky naplfite promyvacim pufrem. Opét
jamky vyprézdnéte obracenim desti¢ky, a osuste je savym papirem.
Tento proces opakuijte jesté dvakrat.

5. Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagens 3). Inkubujte
desticku pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

6. Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek, a peclivé je Ctyfikrat
promyjte promyvacim pufrem. Oklepejte destiCku na savy papir, abyste
odstranili posledni kapky promyvaci kapaliny.

7. Pomoci slozené davkovaci pipety rychle do kazdé jamky davkujte
100 I TMB Substratu (Reagens 4). Inkubujte desticku po dobu
10 minut .

8. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl Stop-roztoku (Reagens 5). Aby byly
dodrzeny stejné doby reakce, mél by byt stop-roztok davkovan do
jamek ve stejném sledu jako do nich byl davkovan TMB substrat.

9. Do limitu 10 minut odectéte optickou hustotu (OD) kazdé jamky
readerem s filtrem 450 nm. Jako referen¢ni prostfedek Ize pouzit i filtr
620 nm.

11. Zabezpe €eni kvality
Data pro zabezpeceni kvality jsou uvedena na certifikatu Sarze, ktery je
pfiloZen k sadé.

Ugelem pozitivniho kontrolniho vzorku je sledovani, zda nedoslo k vaznému
selhani reagentu.

Kazd& jamka, ktera je podle spektrofotometru pozitivni, ale nema viditelné
zabarveni, by se méla z rubu vygistit, a méla by byt znovu zméfena. Pokud
by byly zjiStény hodnoty nizsi nez nula, mély by byt zkontrolovany pouzité
vinové délky, reader by mél byt znovu nastaven na zékladni hodnoty
a méfeni by se mélo zopakovat

12. Interpretace vysledk @
Kvalitativni vysledky

Gliadin IgG: Vzorky s OD > 10 U/ml IgG standard jsou pozitivni.
Gliadin IgA: Vzorky s OD > 4 U/ml IgA standard jsou pozitivni

Kvantitativni vysledky

Pomoci soufadného systému vyneste do grafu hodnoty optické hustoty
kazdého ze standardd ve vztahu k jejich koncentraci a spojte je kfivkou.
Z této kfivky zjistéte hodnoty neznamych. Stanovili jsme prozatimni
normalni hodnoty, které jsou pro gliadin IgG protilatky nizsi nez 10 U/ml
a pro gliadin IgA protilatky jsou niz&i nez 3 U/ml . Vzorky, které vykazuiji
hodnotu gliadin IgA mezi 3 a 4 U/ml jsou na hranici. U pacientt, ktefi
rozvinutou coeliakii, Ize naméfit hodnoty nad 4 U/ml pro protilatky IgA a nad
10 U/ml pro protilatky IgG.

13. Limity postupu

1. Pro ur€eni hodnot protilatek IgA proti gliadinu je ddlezité znat stav
hladiny protilatek IgA pacienta zméfenim celkové hladiny IgA
v krevnim séru pacienta, protoZe pfi onemocnéni coeliakii existuje
mnoho pfipadl deficience IgA.

2. U vSech pacientd s hodnotami protilatek 1gG vytvofenych proti
gliadinu vy3Simi nez 10 U/ml by se méla zméfit hladina protilatek IgA
proti gliadinu nebo tkanové transglutamindze (GD70/GD71), protoze
mnoho pacientd vykazuje zvySenou hladinu protilatek 1gG proti
gliadinu ackoli coeliakii neonemocnéli.

3. U pacientd s Downovym syndromem a se systémovymi autoimunimi
onemocnénimi by se mély vysledky interpretovat obezfetné, protoze
tyto skupiny pacientt také vykazuji zvySenou hladinu protilatek proti
gliadinu.

14. Parametry testu
Diagnosticka Citlivost a pfesnost

ZaloZena na zéakladé analyzy 53 piipad( pacientd s potvrzenou coeliakii, 35
pacient s lé¢enou coeliakii a s Dermatitis Herpetiformis, 90 piipad( bez
coeliakie a 194 dospélych darcu krve.

Gliadin IgG pozitivhi onemocnéni negativni onemocnéni
pozitivni 45 17
negativni 8 302

Citlivost:  84,9%
Presnost: 94,7%

Gliadin IgA pozitivni onemocnéni negativni onemocnéni
pozitivni 34 13
negativni 19 306

Citlivost:  64,2%
Presnost: 95,9%

15. Reprodukovatelnost
Presnost v rdmci jedné soupravy

pramér CV% n
IgA Pozitivni 134.5 4 10
IgA Negativni 3.2 3 10
IgG Pozitivni 32.4 2 10
IgG Negativni 9.3 6 10

Pfesnost mezi soupravami

pramér CV% n
IgA Pozitivni 140 7 3
IgA Negativni 3.1 8 3
IgG Pozitivni 141 5 3
IgG Negativni 32.3 12 3

Shrnuti postupu

* Zfedte sérum roztokem na fedéni vzorkd (Reagens 1) v poméru 1 : 100.

* Do jamek mikrotitratni desticky davkujte pozitivni kontrolni vzorek,
negativni kontrolni vzorek a zfedény testovany vzorek.

* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

* Jamky promyijte trikrat.

* Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagens 3) .

* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

* Jamky promyjte ctyrikrat.

* Do kazdé jamky pfidejte 100 pl TMB substratu (Reagens 4).

* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut.

* Do kazdé jamky pfidejte 100 pl stop-roztoku (Reagens 5) .

* Sledujte optickou hustotu s filtrem 450 nm (jedina vinova délka) nebo

450 nm a 620 nm (dvoji vinova délka).
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