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ANTI-GLIADIN ANTIBODIES (AGA-IgG/igA)

BioSystems

ANTICUERPOS ANTI-GLIADINA

CONSERVAR A 2-8°C Enzimoinmunoanalisis
Reactivos para la determinacion de anticuerpos anti-gliadina PRUEBA EN MICROPLACA
Sélo para uso in vitro en el laboratorio clinico
FUNDAMENTO DEL METODO CONSERVACION

Los anticuerpos anti-gliadina presentes en el suero se unen al antigeno
adsorbido a la superficie de los pocillos de la microplaca. A continuacién,
se incuba con anticuerpos anti-lgA humana o anti-lgG humana conjugados
con peroxidasa. Finalmente, se afiade el cromégeno 3.3'5.5-
tetrametilbencidina (TMB) con H20;, sustrato que da lugar a un producto
soluble de color amarillo. La reaccion enzimatica se detiene con acido y la
formacion de producto se mide a 450 nm. La concentracion de anticuerpos
anti-gliadina en la muestra es proporcional a la absorbancia del producto
formado.

CONTENIDO Y COMPOSICION

A.  Tampén de Lavado Concentrado. 50 mL. Tampén fosfatos 0,6
mol/L, detergente no iénico 6 g/L,azida de sodio 15 mmol/L, pH
7,6.

B. Diluyente de Muestra. 100 mL. Tampén fosfatos 30 mmoliL,
cloruro de sodio 0,3 mol/L, albimina bovina 5 g/L, detergente no
ionico 0,5 gL, azida de sodio 15 mmoliL, pH 6,7. Coloreado azul.

C+. Control Positivo IgA. 1 mL. Listo para su uso. Suero con
anticuerpos anti-gliadina tipo IgA, azida de sodio 15 mmol/L.

C+. Control Positivo IgG. 1 mL. Listo para su uso. Suero con
anticuerpos anti-gliadina tipo IgG, azida de sodio 15 mmol/L.

C-. Control Negativo. 2 mL. Suero humano negativo para anticuerpos
anti-gliadina, azida de sodio 15 mmol/L.

DA. Conjugado IgA. 12 mL. Anti-inmunoglobulina A humana conjugada
con peroxidasa. Coloreado verde.

Dc. Conjugado IgG. 12 mL. Anti-inmunoglobulina G humana conjugada
con peroxidasa. Coloreado amarillo.

E. Sustrato. 12 mL. 3.3'5.5-tetrametilbencidina (TMB).

F.  Solucién de Paro. 15 mL. Acido sulfarico 0,5 mol/L.

PELIGRO: H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones
oculares graves. P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de
proteccion. P303+P361+P353: EN CASO DE CONTACTO CON LA
PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente las prendas
contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse.

M. Microplaca. 96 pocillos separables individualmente recubiertos con
gliadina.

S1A-S6A. Patrones Anti-gliadina IgA, calibrados frente a un patron de
referencia interno. 1 mL, listos para su uso. Suero anti-gliadina,
azida de sodio 15 mmol/L. Las concentraciones de anticuerpos anti-
gliadina tipo IgA son 0, 25, 50, 100, 150 y 200 U/L, segun se indica
en la etiqueta.

$16-S6G. Patrones Anti-gliadina IgG, calibrados frente a un patron de
referencia interno. 1 mL, listos para su uso. Suero anti-gliadina,
azida de sodio 15 mmol/L. Las concentraciones de anticuerpos anti-
gliadina tipo 1gG son 0, 10, 20, 50, 100 y 200 U/L, segun se indica
en la etiqueta.

Para més advertencias y precauciones, ver la ficha de datos de seguridad

del producto (SDS).

Los sueros humanos utilizados en la preparacion de los patrones, del
control negativo y el control positivo eran negativos para el antigeno HBs y
para los anticuerpos anti-HCV y anti-HIV. Sin embargo, los patrones y los
controles deben tratarse con precaucion como potencialmente infecciosos.

Conservar a 2-8°C.

Los componentes son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la

etiqueta siempre que se conserven bien cerrados y se evite la

contaminacion durante su uso.

Indicaciones de deterioro:

— Reactivos: Presencia de particulas, turbidez.

— Microplaca: Roturas en el sobre contenedor, defectos macroscopicos
como ralladuras en la base del pocillo.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Tampodn de Lavado. Efectuar una dilucion 1/25 del Tampon de Lavado
Concentrado (A) con agua destlada y mezclar. Se necesitan
aproximadamente 50 mL de Tampon de Lavado para el lavado de una tira.
Una vez diluido, el reactivo es estable 7 dias a 2-8°C.

Los demas componentes estan listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL

— Cémara humeda
— Aspirador multicanal o lavador automatico de microplacas

— Lector de microplacas o fotdmetro con microcubeta y filiro de
450 £ 10 nm

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar. Estable una
semana a 2-8°C.

Diluir las muestras 1/400 en Diluyente de Muestra (B) antes del ensayo.

PROCEDIMIENTO

1. Atemperar los componentes del kit a temperatura ambiente (Nota 1).

2. Abrir la bolsa de la microplaca y retirar la cantidad necesaria de
pocillos (Nota 2).

3. Determinacion:

— Cuantitativa: Pipetear 100 pL de cada uno de los patrones
(S1-S6), Control Positivo (C+), Control Negativo (C-) y muestras
diluidas en distintos pocillos.

— Cualitativa: Pipetear 100 pL de Control Positivo (C+), Control
Negativo (C-) y muestras diluidas en distintos pocillos. Pipetear
100 plL de Diluyente de Muestra (B) para el blanco.

4. Incubar los pocillos durante 30 minutos en camara humeda a

temperatura ambiente.

5. Aspirar el liquido y lavar los pocillos con 300 pL de Tampdn de

Lavado durante unos 10 segundos 4 veces (Notas 3 y 4).

Pipetear 100 pL de Conjugado (Dao Dg) en cada uno de los pocillos.

Incubar los pocillos como en el paso 4.

Lavar como en el paso 5.

Pipetear 100 pL de Sustrato (E) en cada uno de los pocillos.

0. Incubar las tiras durante 15 minutos a temperatura ambiente en
camara hiimeda.

11. Pipetear 100 uL de Solucién de Paro (F) en cada uno de los pocillos

(Nota 5).
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12. Medir la absorbancia del contenido de cada pocillo a 450 nm usando
el Patrén 0 Ul/mL (S1) o el blanco para el ajuste a 0. El color es
estable durante al menos 30 minutos.

CALCULOS

Determinacion cuantitativa. Representar graficamente los valores de
absorbancia obtenidos para los Patrones frente a sus respectivas
concentraciones de anticuerpos anti-gliadina (U/L). La concentracion de
anticuerpos anti-gliadina en la muestra se calcula por interpolacién en la
curva de calibracién (curvas recomendadas: 4-parametric logistic, cubic
spline, one site-hyperbola).

Determinacion cualitativa. Calcular la absorbancia del Valor
Discriminante aplicando la siguiente formula:

Ass0nm Valor Discriminante = Assonm Control Positivo x 0,18 (IgA)
Ass0nm Valor Discriminante = Assonm Control Positivo x 0,36 (IgG)

Calcular la razén de absorbancias aplicando la siguiente formula:

A de la Muestra

'450nm

Razén de absorbancia =

A450nm del Valor Discriminante

Cuando se obtengan valores de absorbancia por encima del limite superior
del rango del lector de microplacas, diluir la muestra con Diluyente de
Muestra (B) y repetir la operacion.

VALORES DE REFERENCIA

Se consideran positivas las muestras con concentraciones superiores a 18
U/L para IgA y 24 U/L para IgG, o con razon de absorbancia superior
all.

Se consideran negativas las muestras con concentraciones inferiores a 12
U/L para IgA y 16 U/L para IgG, o con razon de absorbancia inferior a 0,9.
Las muestras con concentraciones comprendidas entre 12 y 18 U/L para
IgA, y entre 16 y 24 U/L para IgG, o con razones comprendidas entre 0,9 y
1,1 deben considerarse dudosas y se recomienda la repeticion del ensayo
0 la determinacion de parametros alternativos de valor diagndstico.

Estos valores se dan Gnicamente a titulo orientativo. Es recomendable que
cada laboratorio establezca sus propios valores de referencia.

CONTROL DE CALIDAD

La concentracién de los Controles Positivos tanto IgA como IgG debe estar
comprendida entre 80 y 120 U/L y la del Control Negativo debe ser inferior
a 12 U/L para IgA'y 16 U/L para IgG.

La razén de absorbancia para el Control Positivo debe ser superiora 1,1y
para el Control Negativo debe ser inferior a 0,9.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de
Calidad interno, asi como procedimientos de correccién en el caso de que
los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.

CARACTERISTICAS METROLOGICAS

— Repetibilidad (intraserie):

UIL IgA CV% n U/L 1gG CV% n
20 56 25 45 9,0 25
76 12,4 25 83 10,5 25

— Reproducibilidad (interserie):

— Limite de deteccion: 0,5 UL (IgA) - 0,2 UL (IgG)

— Intervalo de medida: 0,5 U/L - 200 U/L (IgA) y 0,2 U/L - 200 U/L (IgG).
Cuando se obtengan valores superiores, diluir la muestra con Diluyente
de Muestra (B) y repetir la medicion.

— Veracidad: Los resultados obtenidos con estos reactivos no muestran
diferencias sistematicas significativas al ser comparados con reactivos
de referencia. Los detalles del estudio comparativo estan disponibles
bajo solicitud.

— Interferencias: La hemolisis (hemoglobina < 500 mg/dL), la lipemia
(triglicéridos < 1625 mg/dL), la bilirubina (< 30 mg/dL) y el factor
reumatoide (< 300 Ul/mL) no interfieren. Otras sustancias y
medicamentos pueden interferir2,

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

La determinacién por enzimoinmunoanalisis de anticuerpos anti-gliadina
muestra una gran heterogeneidad en la sensibilidad y la especificidad para
la enfermedad celiaca dependiendo del estudio y la poblaciénd. En
general, la sensibilidad es del 80 — 90% para los anticuerpos del tipo IgA,
y del 70-100% para los del tipo IgG. En cuanto a la especificidad, en la
mayoria de estudios varia también del 80-90% para anticuerpos IgA y el
70-90% para anticuerpos IgG®.

El diagndstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado

de un unico ensayo, sino que debe integrar los datos clinicos y de
laboratorio.

NOTAS

No mezclar componentes de distintos lotes de kit.

2. Guardar los pocillos que no se utilicen en la bolsa bien cerrada y con
el saquito desecante en su interior un maximo de 12 meses.

3. Tener cuidado de no rayar la superficie interior de los pocillos durante
todo el procedimiento.

4. Es importante que no queden restos de Tampon de Lavado en los
pocillos.

5. La Solucién de Paro (F) detiene la reaccion enzimatica, por lo que
debe pipetearse en los pocillos siguiendo el mismo orden y a los
mismos intervalos de tiempo con que se inicid la reaccién pipeteando
el Sustrato (E) en el paso 9.
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20 57 25 45 8,1 25
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