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Souprava Tissue Transglutaminase IgA / 1gG ELISA
Kvantitativni a kvalitativni test na protilatky proti tkafiové transglutaminaze
Kéd vyrobku GD71/ GD72 (96 test1)

& GD71A/GD72A (48 testlt)
Pouze pro diagnostické pouditivitro.
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1. Poufziti

Soupravy Tissue Transglutaminase IgA / 1gG predstavuji rychlou metodu
detekce protilatek IgA a 1gG vytvorenych proti tkafnové transglutaminaze (t-
Tg).Tyto soupravy byly navrzeny tak, Ze pro né plati stejny protokol jako pro
soupravy Gliadin IgG a Gliadin IgA firmy Genesis (GD16 a GD17). Komponenty
této soupravy jsou uréeny pouze pro diagnostické pouZiti in vitro.

2. Vysv étleni testu

Pacienti citlivi na lepek produkuji protilatky IgA a IgG proti lepku a proti
submukéze. V nedavné dobé byla tkarova transglutaminaza, na kalcium-
dependentni enzym, ktery katalyzuje pfeménu specifickych polypeptidovych
glutaminovych zbytkd, identifikovana jako neznamy submukézni antigen. je
zajimavé, Ze gliadin je pfednostnim substratem pro tyto enzymy tvofici antigenni
neo-epitopy, o kterych se domnivdme, Ze u geneticky nachylnych jedincu
vyvolavaji imunitni odpovéd.

Imunologickd detekce protilatek puasobicich proti vlastnim tkanim pacienta
vytvofenych proti t-Tg je prakticky nastroj pro diagnostikovani dalsi sledovani
coeliakie. PFitomnost protilatek plsobicich proti vlastnim tkanim pacienta
vytvofenych proti t-Tg ma Uzky vztah k detekci protilatek vytvofenych proti
submukéze nepfimou imunofluorescenci. Metoda ELISA umoZziiuje ekonomické
a rychlé vySetfeni velkého poctu pacientd na pfitomnost latentniho nebo
subklinického onemocnéni.

Tento rozbor pouziva rekombinantni lidskou tkarfovou transglutaminazu, o které
bylo vfadé studii zjiSténo, Ze poskytuje vySSi presnost testu, nez bézné
pouzivané testy ELISA pouZivajici antigeny morcete.

3. Princip testu

Zfedéné vzorky séra se inkubuji s rekombinantni tkafovou transglutamindzou
imobilizovanou v jamkéach mikrotitracni desti¢ky. Po smyti nenavazanych slozek
krevniho séra se do jamek pfida krali¢i IgA (nebo 1gG) silné reagujici s lidskymi
antigeny konjugovana v peroxidaze, atento imunoglobulin se béhem druhé
inkubace navaze na protilatky vdzané na povrchu. Nenavazany konjugéat se
odstrani promytim a do jamek se pfidd 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. Optickd hustota standard(, kontrolnich vzorkd a
testovanych vzorkd se méfi ¢teckou mikrotitracnich desticek (readerem) Elisa
s filtrem 450 nm. Optick& hustota je pfimo Umérna aktivité protilatek ve vzorku.

4. Materialy dodavané v souprav &

¢ Mikrotitra €ni desti ¢ka 96 jamek na odlamovacich prouZcich formatu
12x 8, predem pokrytych  rekombinantni  lidskou  tkarfovou
transglutaminazou, s drzakem, uloZend v plastovém sacku s vysousedlem.

e Reagens 1: Roztok pro Fedéni vzork 4, 150 mM, pufrovany solny roztok,
pH 7,2, s antimikrobialni pfisadou, obsah 15 ml, (barva modra), 15n4sobna
koncentrace.

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

¢ Reagens 3: Konjugat , krali¢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 nebo 6 ml
(pro 48 testu), pfipraveno k okamzZitému pouZziti.

¢« 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.

. T-Tg IgA Standardy: 0; 7; 25; 50 a 100 U/ml,

¢« T-TglgG Standardy: 0; 15; 50 a 100 U/ml
kazda ampule se standardem obsahuje 1 ml nebo 0,5 ml (pro 48 testl)

10mM pufrovaného solného roztoku obsahujiciho 1gG nebo IgA protilatky

lidského séra proti tkariové transglutaminaze, pfipraveno k okamzitému pouziti.

e Pozitivni kontrolni vzorek: 1 ml nebo 0,5 ml (pro 48 test); 10mM
pufrovany solny roztok obsahujici IgA nebo IgG protilatky lidského séra
proti tkafové transglutaminaze, pfipraveno k okamzitému pouZziti.

e Negativni kontrolni vzorek: 1 ml nebo 0,5 ml (pro 48 testl);10mM
pufrovany solny roztok obsahujici normalni lidské sérum, pfipraveno
k okamzitému pouziti.

*  Navod k pouziti soupravy

5. DalSi zaftizeni pot febné k provedeni testu

« zkumavky na vzorky ¢ kalibrovany odmérny vélec pro pfipravu promyvaciho
roztoku « pfesné pipety a jednorazové Spic¢ky pro davkovani 20 pl, 100 pla 1 ml
« promyvacka mikrotitranich desti¢ek EIA nebo vicekanalova pipeta nebo
promyvaci lahev ¢ destilovan& nebo deiniozovana voda ¢ savy papir « reader
EIA s filtrem 450 nm, pfipadné s referen¢nim filtrem 620 nm

6. Upozorn éni

6.1 Bezpe €nost prace

1. V8echny reagenty této soupravy jsou uréeny pro diagnostické pouZiti in
vitro.

2. Tento test by mél provadét pouze zkuSeny laboratorni persondl.
Je nutné striktné dodrZovat protokol testu.

3. VesSkery material lidského plvodu pouzity pro pfipravu standardd
a kontrolnich vzorkd, které jsou soucasti tohoto vyrobku byl
otestovan na obsah protilatek proti HIV, HBsAg a HCV, a byl
shledan negativni. Zadna testovaci metoda v3ak nemulze
poskytnout Uplnou jistotu, Ze v materialu neni pfitomen infekéni
agens. Proto by se mélo s veSkerymi reagenty obsahujicimi
materiél lidského puvodu zachazet jako s materidly potencialné
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 oc¢ima. Pokud ke kontaktu dojde, omyjte postizené
misto velkym mnozZstvim vody.

5. Stop-roztok obsahuje 0,25M kyselinu sirovou. Zabrarite kontaktu s
pokozkou nebo jeho vniknuti do o¢i. Pokud ke kontaktu dojde,
omyjte postizené misto velkym mnozstvim vody.

6. Jakakoli kapalina, kterd pfijde do kontaktu s potencialné infekénim
materidlem, musi byt zlikvidovana v kontejneru s dezinfekénim
prostfedkem. Likvidace musi byt provedena v souladu s mistni
legislativou.

6.2 Technické poznamky

1. Stripy a roztoky by se nemély pouzivat pokud jsou obaly, ve kterych
byly uloZeny, poruSené nebo pokud prosakuji.

2. Pfed pouzitim nechejte vSechny reagenty a mikrotitraéni desti¢ku
zahrat na pokojovou teplotu. Zabezpedte, aby byl plastovy sagek
obsahujici nepouzité stripy mikrotitraéni desti¢ky dobfe uzavien, a
aby v ném bylo vloZeno vysouSedlo. Skladujte je pfi teploté 2—8 C.

Pfi kazdém testu pouZijte i pozitivni kontrolni vzorek a negativni
kontrolni vzorek, abyste mohli monitorovat stabilitu reagentt
a spravné provedeni testu.

Presné dodrZujte uvedené doby a teploty inkubace.

Zajistéte, aby nedoSlo ke kFizové kontaminaci mezi jamkami. VSechny
pipety a dalSi zafizeni pouzité pro enzymaticky konjugéat ukladejte
zcela oddélené od reagentu substratu.

Pfi davkovéani konjugatu nebo TMB substratu pipetou by mélo byt
nabrano takové mnozstvi reagentu, aby nebylo nutno Spi¢ku pipety
opakované nofit do ampule s reagentem. NepouZity reagens nikdy
nevkladejte zpét do ptvodnich nadob.

7. Mezi inkubaénimi kroky nenechavejte mikrotitraéni jamky vyschnout.

8. Pfesné dodrzujte popsany promyvaci postup. Nedostate¢né promyti

muze zplsobit fale$né vysledky.

9. Béhem vSech inkubaénich krok(i zabrarite osviceni desticky pfimym

slune¢nim svétlem nebo jejimu vystaveni zdroji tepla.

10. Barevné uzavéry reagencii nasadte zpét na spravné ampule.

Zabranite tim kfiZové kontaminaci.

11. Je dulezité davkovat do jamek vSechny vzorky pacienta ivSechny

kontrolni vzorky bez prodlevy. Proto se pfed zapocetim prace

ujistéte, Ze vSechny reagenty jsou pfipraveny k okamzitému pouZziti.
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7. Trvanlivost a skladovaci podminky

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

8. Odbér a skladovani vzork @

Pfi dlouhodobém pouzivani a skladovani mohou byt vzorky séra ulozeny pfi
teploté -20 C. Po rozmrazeni se vzorky musi pfed testem dobfe rozmichat.
Opakované zmrazovani a rozmrazovani muze ovlivnit vysledky testu.
Nepfiznivy vliv na vysledky mize mit i pfidani konzervaénich latek. Nemély by
se pouzivat vzorky mikrobialné kontaminované, tepelné oSetfené nebo vzorky
obsahujici pevné ¢&astice. Vyhnéte se pouzivani silné hemolyzovanych nebo
lipemickych vzorku.

9. PFiprava reagent

1 Rozfedte roztok pro fedéni vzork( (Reagens 1) v poméru 1:14

destilovanou vodou, abyste méli dost pufru pro provedeni celého testu.

Rozfedte promyvaci roztok (Reagens 2) v poméru 1:14 destilovanou

vodou, abyste méli dost pufru pro provedeni celého testu.

3.  Predfedte vzorky odebrané pacientovi v poméru 1:101 nafedénym
roztokem pro fedéni vzorkd (napt.:. 10 pl séra plus 1ml roztoku).
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10. Pracovni postup
1. Vyberte potfebny pocet strip(i 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 7 U/ml pro IgA nebo
Standard 15 U/ml pro IgG.

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

4. Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek a tfikrat je promyjte
v automatické promyvaéce mikrotitraénich desti¢ek nebo ruénim promytim
(viz nize). Peclivé promyti je klicem k dobrym vysledkiim. Pred dalSim
krokem osuste jamky savym papirem. Nenechavejte jamky vyschnout.

Postup pro ruéni promyvani:

Jamky vyprazdnéte tak, Ze desti¢ku obréatite. Pomoci vicenasobné pipety
nebo promyvaci lahve jamky naplfite promyvacim pufrem. Opét jamky
vyprazdnéte obracenim desticky, 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 ctyrikrat
promyjte promyvacim pufrem. Oklepejte desticku na savy papir, abyste
odstranili posledni kapky promyvaci kapaliny.

7. Pomoci sloZzené davkovaci pipety rychle do kazdé jamky davkujte 100 pl
TMB Substratu (Reagens 4) . Inkubuijte desti¢ku 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 referenéni 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 nedo$lo k vaznému
selhani reagentu.

Kazda 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 niz8i 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 @
Kvantitativni vysledky

Pomoci soufadného systému vyneste do grafu hodnoty optické hustoty
kazdého ze standardi ve vztahu k jejich koncentraci a spojte je kfivkou. Z této
kfivky zjistéte hodnoty neznamych. Pacienti s aktivni coeliakii maji hodnoty t-Tg
IgA nad 7 U/ml. Hodnota Tg IgG nad 17 U/ml se povaZuje za zvySenou.
Vysledky mezi 15 — 17 U/ml jsou hrani¢ni. Protilatky 1gG nejsou pro coeliakii
specifické.

Po nékolika tydnech bezlepkové diety mize hladina tkaroveé transglutaminazy
klesnout na normalni drover.

Normalni rozsah je:

IgA 0-7U/ml

IgG 0-15 U/ml

V idedlnim pfipadé by si kazda laborato/ méla stanovit svdj vlastni patologicky
rozsah.

Kvalitativni vysledky

t-Tg IgA: Vzorky s OD vy3si nez OD standardu 7 U/ml jsou pozitivni.
t-Tg IgG: Vzorky s OD vy3si nez OD standardu 15 U/ml jsou pozitivni

13. Limity postupu

1. Zduavodu vysoké poctu piipadu deficience IgA pfi coeliakii, mohou mit
néktefi pacienti faleSné negativni vysledky.

2. Vysledky tohoto rozboru by mély byt interpretovany v souladu s dalSimi
klinickymi nalezy. Diagn6za by neméla byt zaloZzena pouze na vysledku
testu na protilatky proti tkafiové transglutaminaze.

14. Parametry testu
Soupravou anti t-Tg IgA ELISA bylo testovano 44 vzork( od pacientt, ktefi
prokazatelné trpéli produkci protilatek proti submukéze jak bylo stanoveno
nepfimou imunofluorescenci. V tabulce vidite parametry testu provedeného na
z&akladé této studie.

Genesis_GD71, GD72 Transglutaminaza IgA, 1gG

Citlivost 100%
Pfesnost 97%
Pozitivni pfedpovézena hodnota 95%
Negativni pfedpovézena hodnota 100%
Celkovéa pfesnost 99%

15. Reprodukovatelnost pro soupravy t-Tg IgG a t-Tg IgA ELISA

Odchylka v rdmci jedné soupravy < 8%
Odchylka mezi soupravami < 12%

Shrnuti postupu

« Zfedte sérum roztokem na fedéni vzork(i (Reagens 1) v poméru 1 : 100.

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

* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

» Jamky promyjte trikréat.

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

« Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

« Jamky promyjte étyrikrat.

» 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 vinovéa délka).

16. Literatura

Sblattero D et al (2000) Human recombinant tissue transglutaminase ELISA: an
innovative diagnostic assay for celiac disease. Am J Gastroenterol 95
(5),1253-7

Sardy M et al (1999) Recombinant human tissue transglutaminase ELISA for
the diagnosis of gluten-sensitive enteropathy. Clin Chem, 45 (12), 2142-9

Dieterich, T et al (1998) Autoantibodies to tissue transglutaminase as predictors
of celiac disease. Gastroenterology, 115, 1317- 1321

Sulkanen S et al (1998) Tissue transglutaminase autoantibody enzyme-linked
immunosorbent assay in detecting celiac disease. Gastroenterology, 115:1332-
1328

Dieterich, T et al (1997) Identification of tissue transglutaminase as the
autoantigen of coeliac disease. Nature Medicine, 3(7), 797-801

Sollid, M et al (1997) Autoantibodies in coeliac disease: tissue
transglutaminase - guilt by association? Gut, 41, 851-852

Maki, M (1997) Tissue transglutaminase as the autoantigen of coeliac disease
Gut, 41(4), 565-566

Marsh, M N (1997) Transglutaminase, gluten and coeliac disease: Food for
thought. Nature Medicine, 3 (7), 725-726

Vyrobce:

Genesis Diagnostics Ltd.

Eden Research Park, Henry Crabb Road, Littleport,
Cambridgeshire,CB6 1SE, United Kingdom

Tel 01353 862220 Fax 01353 863330

LABOSERYV s.r.0.

Hudcova 532/78b, 612 00 Brno

Tel. 541 243 113, Fax: 541 243 114
e-mail laboserv@Iaboserv.cz
http://www.laboserv.cz

Distributor pro  CR:

2/2



