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Uso previsto

AESKUBLOTS® Gluten Related Disorders IgG es un enzimoinmunoensayo de membrana para la
deteccion cuantitativa de anticuerpos de la subclase 1gG frente a gliadina, DGP, tTG, tTG neo, TG3,
mTG neo, mTG y Frazer’s Fraction en suero o plasma humano. Los antigenos se aplican en forma
de lineas sobre una membrana de nitrocelulosa en posiciones definidas.

La prueba se utiliza como referencia para el diagnéstico de trastornos relacionados con el gluten,
como la enfermedad celiaca o la sensibilidad al gluten no celiaca. Esta prueba no permite la
deteccién en muestras de pacientes que siguen una dieta sin gluten.

El kit de pruebas esta reservado para uso profesional en laboratorios.

Aplicaciones clinicas y principio del analisis

Los trastornos relacionados con el gluten (inglés: Gluten Related Disorders (GRD)) son trastornos
sistémicos provocados por el gluten, como la enfermedad celiaca (inglés: Celiac Disease (CD)), la
sensibilidad al gluten no celiaca (inglés: non-celiac gluten sensitivity (NCGS)), la dermatitis
herpetiforme (DH) y la alergia al trigo.

Dichos trastornos se pueden clasificar en varios grupos:

- Trastornos autoinmunitarios: enfermedad celiaca (CD), dermatitis herpetiforme (DH).

- No autoinmunitarios, no alérgicos: trastornos con causa desconocida, probablemente
inmunomodulados: sensibilidad al gluten no celiaca (NCGS).

- Alérgicos: alergia alimentaria (mediada y no mediada por IgE), anafilaxia inducida por
ejercicio dependiente del trigo (inglés: wheat-dependent exercise-included anaphylaxis
(WDEIA)), asma del panadero, dermatitis de contacto.

Enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca es una enfermedad inflamatoria frecuente del intestino delgado que puede
manifestarse sistémicamente y esta provocada por el consumo de alimentos con gluten. El gluten
es una mezcla de proteinas incluida en varios tipos de cereales (p. €j., trigo, cebada, centeno) y
actiua como «adhesivo proteico». La proteina mas importante para el desarrollo de la enfermedad
celiaca es la gliadina.

La prevalencia de enfermedad celiaca se estima entre el 0,5 % y el 1,0 %, con una tendencia
ascendente, y puede manifestarse a cualquier edad. En consecuencia, tanto adultos como nifios se
ven afectados en proporciones aproximadamente iguales. Ademas de la inflamacién habitual de la
mucosa del intestino delgado, las personas afectadas también presentan sintomas como cansancio,
dolor abdominal y diarrea, asi como pérdida de peso, anemia, problemas de fertilidad, baja estatura
y osteoporosis como resultado de la absorcion insuficiente de nutrientes.

Los pacientes afectados presentan los genotipos HLA-DQ2 o -DQ8 como predisposicion genética.
Otro factor desencadenante es la gliadina ingerida a través de los alimentos, que solo se digiere
parcialmente en el intestino. En pacientes con enfermedad celiaca, los péptidos de gliadina
residuales pueden pasar a través del epitelio del intestino delgado y alcanzar el tejido conectivo
subyacente. En este caso, la transglutaminasa tisular provoca tanto la desamidacién como la
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transamidacion (formacion de complejos) de los fragmentos de proteina. Durante la desamidacion,
el aminoacido glutamina se convierte en acido glutamico. Si existe predisposicién genética, estos
péptidos modificados se presentan gradualmente al sistema inmunitario mediante células
presentadoras de antigenos. Como consecuencia, se generan anticuerpos frente a los epitopos de
gliadina desamidados especificos y, como resultado de la llamada difusion de epitopos, también
frente la propia enzima tTG del cuerpo. A su vez, esto provoca inflamacion y dafios en la mucosa
del intestino delgado, que también se puede reconocer histolégicamente por una estructura vellosa
atrofica y criptas hiperplasicas intestinales.

La biopsia del intestino delgado se sigue considerando la prueba de referencia. La enfermedad
celiaca se puede clasificar en 3 tipos de acuerdo con la gravedad de la histopatologia intestinal:

Marsh tipo I: proliferacion de linfocitos intraepiteliales (LIE) con arquitectura mucosa normal.
Marsh tipo |l: hiperplasia de criptas adicional con vellosidades todavia normales.

Marsh tipo Ill: proliferacion de LIE, hiperplasia de criptas, degeneracion de las células epiteliales y
densificacién de las vellosidades.

Si la enfermedad celiaca se diagnostica en los pacientes afectados, aquellos que han seguido una
dieta sin gluten permanentemente presentan mejoria en los sintomas Al cabo de 3 - 12 meses, la
serologia celiaca se normaliza (los anticuerpos ya no se pueden detectar) y la inflamacioén intestinal
también se reduce, aunque lentamente.

Dermatitis herpetiforme

La dermatitis herpetiforme es una manifestacion de la enfermedad celiaca en la piel. Las personas
afectadas siempre presentan prurito muy pronunciado e insoportable en la fase aguda. Las primeras
manifestaciones en la piel son leves, con manchas rojizas de pequefo tamafo (rara vez grandes) y
que en ultimo término se convierten en vesiculas.

El diagndstico se realiza mediante deteccién optica por inmunofluorescencia de los depdsitos
granulares de IgA en la piel no afectada. Ademas, en este caso también se debe realizar una
pequena biopsia intestinal, ya que los pacientes presentan los mismos cambios en la mucosa del
intestino delgado que aquellos afectados por la enfermedad celiaca, a pesar de tener menos
sintomas. En este tipo especial de enfermedad celiaca, se forman anticuerpos frente a la
transglutaminasa (TG3) del tejido epidérmico del propio organismo, entre otros; en este caso, dichos
anticuerpos se han establecido como marcadores serolégicos.

Sensibilidad al gluten no celiaca (NCGS)

No existe una definicién aceptada generalmente de la NCGS. Varios sintomas gastrointestinales no
especificos, pero también sintomas extraintestinales que se producen en conexion con el consumo
de alimentos que contienen gluten, se consideran caracteristicos de la NCGS. Un requisito previo
para el diagnostico de la NCGS es, por una parte, una mejora significativa de los sintomas con una
dieta sin gluten y, por otra, una exclusion clara de enfermedad celiaca.

La fisiopatologia todavia no se ha determinado adecuadamente, pero los estudios sugieren que no
solo el gluten, sino también los inhibidores de amilasa-tripsina (ATI, por sus siglas en inglés), que
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se dan en alta concentracion especialmente en las especies de trigo modernas, pueden

desempeiar un papel clave en la patogénesis.

La presentacion clinica de la NCGS se caracteriza por sintomas gastrointestinales no especificos,
por lo que no solo es similar a la enfermedad celiaca, sino también al sindrome del colon irritable.
Se pueden observar los siguientes sintomas: dolor abdominal, diarrea, distension abdominal,

nausea, vomitos, cefalea, molestias musculares o fatiga crénica.

Si la anamnesis revela una relacion temporal entre la ingestion de gluten y los sintomas, otras
enfermedades asociadas al gluten, como la enfermedad celiaca y la alergia al trigo, se deberan
descartar como primer paso a la hora de establecer un diagndstico. En caso de que ni la enfermedad
celiaca ni la alergia al trigo se consideren la causa de los sintomas, se puede seguir una dieta de
eliminacion de gluten y productos del trigo como opcion de tratamiento. La remision de forma clara

y persistente de los sintomas indica la presencia de NCGS.

Los anticuerpos contra:

Gliadin: Los anticuerpos contra la gliadina aumentan significativamente en personas sin
enfermedad celiaca con Ulceras bucales y se observan frecuentemente en pacientes con
EC, en menor grado también con caracter subclinico, asi como en un subconjunto de
individuos que no sufren la enfermedad.

DGP: (deamidated gliadin-specific peptides) En estudios recientes se ha demostrado que
los anticuerpos especificos antigliadina de pacientes con enfermedad celiaca se unen a un
numero muy limitado de epitopos especificos en la molécula de gliadina. Asimismo, la
desamidacion selectiva de la gliadina por la transglutaminasa del tejido mejora la union de
los anticuerpos antigliadina. Por lo tanto, los sistemas de prueba en los que se utilizan
péptidos desamidados y definidos ofrecen una mayor precision de diagnéstico que la
pruebas antigliadina anteriores.

tTG: la enzima tTG permite un diagndstico mas sencillo y mas fiable de la enfermedad
celiaca. Se libera cuando se produce dafio celular e interviene en las reparaciones celulares.
Los anticuerpos anti-tTG ofrecen mayor sensibilidad y especificidad para la deteccién de la
enfermedad celiaca que los anticuerpos antigliadina y presentan un estrecha correlacién con
la actividad de la enfermedad.

tTG neo: la reticulacién de la tTG (transamidacion) con los péptidos especificos de gliadina
induce la formacion de neoepitopos con tTG. Puesto que estos neoepitopos son mas
similares estructuralmente a los epitopos fisioldégicos que utilizaron previamente antigenos,
el neoepitopo del antigeno tTG ofrece un incremento significativo en la sensibilidad y
especificidad. Los estudios también han demostrado que el neoepitopo de la tTG se puede
emplear como marcador de la dermatitis herpetiforme.
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- TG3: la transglutaminasa 3, o transglutaminasa epidérmica, se expresa en la epidermis. las
mutaciones de la TG3 provocan, entre otras cosas, el sindrome del cabello impeinable o
dermatitis herpetiforme (o enfermedad de Duhring). Este ultimo sindrome es una
enfermedad cutanea perteneciente al grupo de la dermatosis ampollosa autoinmunitaria.
Ademas de las vesiculas y nédulos con prurito manifiesto, la enfermedad celiaca es una de
las causas de este trastorno. Se ha demostrado que la TG3 es un marcador extremadamente
sensible que permite un diagndstico mas preciso de dermatitis herpetiforme.

- mTG neo: la transglutaminasa microbiana (mTG) se utiliza frecuentemente como aditivo en
la industria alimentaria. Al igual que la tTG, la mTG es capaz de reticularse con los péptidos
de gliadina y formar los llamados neoepitopos de la mTG. Se pueden observar anticuerpos
anti-neoepitopo de la mTG en pacientes con enfermedad celiaca, y su presencia esta
correlacionada con la escala de Marsh. Es mas, se pueden encontrar neoepitopos de la
mTG en otras enfermedades asociadas con el gluten, como la NCGS.

- mTG: la transglutaminasa microbiana (mTG) se utiliza como aditivo frecuente en la industria
alimentaria. Es la principal causa de la formacién de los llamados neoepitopos de la mTG,
que se sospecha que pueden ser un factor desencadenante de la enfermedad celiaca. Sin
embargo, los anticuerpos frente a la propia enzima son raros.

- Frazer’s Fraction: Consiste en una gliadina digerida con pepsina y tripsina. En 1959, Frazer
et al. demostraron que la ingesta oral de Frazer's Fraction era dafina para los pacientes
celiacos. La hipdtesis es que una mezcla natural de péptidos de gliadina aumenta
significativamente la sensibilidad y especificidad de los anticuerpos antigliadina detectados
en la prueba. Sin embargo, este supuesto todavia no se ha demostrado.

Principio de la prueba

Los antigenos se aplican en forma de lineas sobre una membrana de nitrocelulosa. La
membrana se bloquea para impedir reacciones no especificas. Las tiras de membrana con
antigenos especificos en posiciones definidas exactamente se incuban en muestras de suero
o plasma diluidas 1:101. Los anticuerpos del paciente, si estan presentes en la muestra, se
unen al antigeno. La fraccion no unida es eliminada por lavado en el paso siguiente. Después
se incuban inmunoglobulinas anti-humanas conjugadas con peroxidasa de rabano picante
(conjugado), que reaccionan con el complejo antigeno-anticuerpo de las muestras. El
conjugado no unido se elimina por lavado en el paso siguiente. Tras la adicidon del sustrato
TMB, una reaccién enzimatica convierte el conjugado en un precipitado azul. La reaccién se
detiene mediante agua destilada.
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3 Contenido del kit

PARA SER RECONSTITUIDO

Color del Color de la
Articulo Cantidad Descripcion/Contenido
tapon solucion

2 para 10 ml de .
Leche desnatada en polvo para preparacion de

Reactivo bloqueante concentrado cada Blanco N/A
2 tampones para muestra de 10 ml
uno
i . Concentrado 20 veces para preparacion de 1 |
Tampoén de lavado (20x) 1 x50 ml Blanco incoloro

tampén Tris, pH 6,9 £ 0,2
LISTO PARA EL USO

Color del | Color de la

Articulo Cantidad : . Descripcién/Contenido
tapon solucion

Inmunoglobulina anti-humana G (IgG)

Conjugado IgG 1x15ml Azul incoloro ) ) .
conjugada con peroxidasa de rabano picante
Sustrato TMB 1x15ml Negro incoloro TMB/H20: estabilizada
Cédigo de
Tiras de membrana 24 tiras color: azul/ N/A Antigenos recubiertos, véase Uso previsto
negro
Pinzas 1 por cada kit N/A N/A N/A
Bandeja de incubadora 3 por cada kit N/A N/A N/A
Etiquetas de tampon para
2 por cada kit N/A N/A N/A
muestra
Set card 1 pcs. N/A N/A N/A

INFORMACION RELACIONADA CON EL PRODUCTO

Certificado de control de calidad 1 pieza
Instrucciones de uso 1 pieza

MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO

HELIA® Automated Blot System de Aesku.Diagnostics GmbH & Co. KG, cilindro para 1000 ml, cilindro o pipeta para 10 ml, pipetas de
precision (15, 1000 pl), papel de filtro o absorbente. Nuestras pruebas se han disefiado para uso con agua destilada, de acuerdo con
la definicion de las farmacopeas de Estados Unidos y Europa.

4 Almacenamiento y caducidad

Mantenga todos los reactivos y tiras de membrana a 2-8 °C/35,6-46,4 °F en sus recipientes
originales. Una vez preparados, el tampdn de lavado reconstituido, asi como las tiras abiertas, el
conjugado y el TMB permanecen estables a 2-8 °C/35,6-46,4 °F durante seis semanas. El reactivo
bloqueante reconstituido es estable a 2-8 °C/35,6-46,4 °F durante tres semanas. Los reactivos y las
tiras deberan utilizarse antes de la fecha de caducidad indicada en cada componente. No utilice los
componentes una vez superada su fecha de caducidad. Evite la exposicion a de la solucion TMB a
luz intensa.
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Precauciones de uso e instrucciones generales

5.1

5.2

Datos de riesgo para la salud

Este producto se ha disefiado exclusivamente para DIAGNOSTICO IN VITRO. En consecuencia, el
kit solo puede ser utilizado por personal con la cualificacién apropiada y formacion especial sobre
métodos de diagndstico in vitro.

Todos los componentes del kit estan clasificados segun el Reglamento (CE) n.° 1272/2008 [CLP].
Consulte la ficha de datos de seguridad del material para obtener mas informacion sobre los
ingredientes.

Las sustancias enumeradas en la «Lista de sustancias candidatas extremadamente preocupantes
en procedimiento de autorizacion» de la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Quimicas
(ECHA) son componentes no intencionales de este producto. Por tanto, no cabe esperar que estas
sustancias estén contenidas en cantidades = 0,1 % en el producto.

Los reactivos se deben almacenar de forma segura y fuera del alcance de los nifios.

En particular, la mezcla no contiene sustancias en concentraciones = 0,1 % que deban clasificarse
como PBT o mPmB.

Las muestras de paciente se deben considerar potencialmente infecciosas y manipular de acuerdo
con las leyes nacionales. Las muestras de paciente y otros materiales potencialmente infecciosos
se deben descontaminar después de la serie de pruebas.

Instrucciones generales de uso

A fin de diferenciar los distintos andlisis cuantitativos AESKUBLOTS® disponibles, se aplica una
codificacién por colores encima de la linea de referencia de las tiras:

Cédigo de color AESKUBLOTS®
azul/amarillo Gluten Related Disorders IgA
azul/negro Gluten Related Disorders IgG

En caso de que observe datos incorrectos en la informacion del producto, incluidas las etiquetas,
pongase en contacto con el fabricante o proveedor del producto.

El reactivo bloqueante y el tampdn de lavado se pueden intercambiar entre lotes y kits de analisis.
Los componentes restantes son especificos de cada kit de analisis y no se deben intercambiar.

No utilice recipientes de poliestireno para manipular el conjugado.

Permita que todos los componentes alcancen la temperatura ambiente (20-32 °C/68-89,6 °F) antes
de utilizarlos, mézclelos bien y siga el esquema de incubacion recomendado para conseguir un
rendimiento éptimo. La prueba debe realizarse de forma totalmente automatica con el HELIA®
Automated Blot System de Aesku.Diagnostics GmbH & Co. KG.
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No exponga nunca los componentes a temperaturas superiores a los 37 °C/98,6 °F.

Pipetee siempre la solucion de sustrato con puntas completamente nuevas. Proteja el reactivo de
la luz. No pipetee nunca el conjugado con puntas utilizadas anteriormente con otros reactivos.

La intensidad del color de banda no esta necesariamente correlacionada con los titulos de
anticuerpos obtenidos mediante otras metodologias de referencia.

Las muestras obtenidas de donantes de sangre aparentemente sanos pueden contener
autoanticuerpos.

Si la muestra del paciente contiene niveles elevados de inmunocomplejos u otros agregados de
inmunoglobulina, no se podran descartar falsos positivos provocados por uniones no especificas.

El diagnéstico clinico definitivo no deberia fundamentarse tinicamente en los resultados de
la prueba realizada, sino que deberia llevarlo a cabo el médico una vez evaluados todos los
datos clinicos y analiticos. El diagnéstico debe verificarse utilizando diferentes métodos de
diagnéstico.

Asimismo, cabe destacar que, al seguir una dieta sin gluten, los anticuerpos especificos para
enfermedad celiaca se reducen significativamente hasta que dejan de detectarse.

Obtencién, manipulaciéon y almacenamiento de las muestras

Deben utilizarse preferentemente muestras de suero/plasma recién extraidas. La extraccién de
sangre debe cumplir los requisitos de protocolo de su pais. No deben utilizarse muestras ictéricas,
lipémicas, hemolizadas o contaminadas con bacterias. Las muestras de suero/plasma con
particulas se deben purificar mediante centrifugacion a baja velocidad (<1000 x g). Las muestras de
sangre deben recogerse en tubos limpios, secos y vacios.

Las muestras de suero/plasma deben utilizarse durante las primeras 8 horas después de la
separacion. Como alternativa, las muestras deberian conservarse en viales herméticamente
cerrados a 2-8 °C/35,6-46,4 °F durante un maximo de 48 horas o congelados a -20 °C/-4 °F si es
para periodos mas prolongados. Evite congelar y descongelar las muestras repetidamente.
(Thomas: Labor und Diagnose; Directriz GP44-A4 del CLSI) No utilice muestras inactivadas
térmicamente (56 °C/132,8 °F).
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Procedimiento del ensayo

71

7.2

Preparativos antes de comenzar

Confirme que no se han formado cristales salinos en el concentrado. En caso de que haya ocurrido,
caliente ligeramente el concentrado (a temperatura ambiente es suficiente) para disolver los
cristales.

Diluya el tampén de lavado concentrado a 1:20 con agua destilada (por ejemplo, 50 ml con 950 ml).

Para preparar un tampon de muestra: agregue 10 ml de tampén de lavado a un frasco de reactivo
bloqueante y mezcle bien.

Coloque las tiras de prueba en la orientacién correcta (linea de referencia y codificacién de color
hacia arriba) en los pocillos de incubacion utilizando pinzas (no toque las tiras de analisis con la
mano). Guarde las tiras de analisis no utilizadas en la caja correspondiente, bien cerrada, dentro de
una bolsa seca y a baja temperatura (2-8 °C/35,6-46,4 °F). Cargue el instrumento segun las
especificaciones del HELIA® Automated Blot System.

Notas importantes:

La prueba debe realizarse de forma totalmente automatica con el HELIA® Automated Blot System
de Aesku.Diagnostics GmbH & Co. KG. La prueba correspondiente se realiza con el programa:
401006 GRD IgG.

Se debera utilizar el Certificado de analisis (CoA por sus siglas en inglés) especifico de cada
lote.

Pasos de la prueba manual

Notas importantes:

Para el procesamiento manual, siga el procedimiento de prueba que se indica a continuacion.
Asegurese de que los dos componentes mencionados en el protocolo se afiaden a la bandeja en
los pasos 2,6y 9.

No deje que las tiras se sequen durante los pasos de incubaciéon. No toque las tiras con los dedos,
utilice pinzas.

Retire completamente las muestras diluidas después de la incubacion de las tiras para evitar el
arrastre.

Agite continuamente las tiras durante los pasos de incubacion.

Vierta el tampdn de muestra, el conjugado y el sustrato junto con el tampén de lavado en un lado
de la bandeja de incubacién. No permita que fluya sobre las tiras en el momento de la aplicacion.
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|Paso| ... Descripcion |
1. Asegurese que todo esté listo antes de empezar.

Colocar las tiras en la bandeja de incubaciéon con la

\ orientacion correcta (la linea de referencia y el codigo de

@ colores hacia arriba). Toque las tiras Unicamente con

\ — Smin pinzas. Afiada 1050 pl de tampon de lavado y 450 ul de

\ .
¢ ' tampon de muestra a la bandeja de incubacién con las
| e =2

tiras. Moje las tiras completamente con la solucion e
incube durante 5 minutos mientras agita.

3 Samples
Pipetear 15 ul de muestra de suero/plasma en la bandeja
de incubacion con la tira y el tampon de muestra

| ] proporcionados.

RO

Incubar durante 30 minutos a 20-32 °C / 68-89,6 °F con
i agitacion. A continuacion, retirar la muestra por completo.

e I

> 0)
e Lavar 3 veces durante 5 minutos con 1,8 ml de solucion

V —> o I/ de lavado cada vez, agitando. La solucién de lavado se
Lﬁl \%H \ﬁ, retira después de cada paso de lavado.

t |
¥ 3
6.
\ \ Anadir 1050 upl de solucién de lavado y 450 ul de
\ - \ conjugado a cada bandeja de incubacién con tiras.
0
Tv Incubar durante 30 minutos a 20-32 °C / 68-89,6 °F con
v agitacion. Se retira el conjugado.
Pl

8. @ T
B I/ Lavar 3 veces durante 5 minutos con 1,8 ml de solucién

l/ - i de lavado cada vez, agitando. La solucion de lavado se
Lﬁl %H Iﬁ/ retira después de cada paso de lavado.

t |
3 3%
... ... . Susato_ |
9.
\ \ Pipetear 1050 pl de dH20 y 450 pl de sustrato en cada
- pocillo.
' .
10.
%@ T Incubar durante 15 minutos a 20-32 °C / 68-89,6 °F
s agitando y protegiendo de la luz intensa. Retirar el
- sustrato.
\%H —

Parada

11. @ i
\ N 4 V Anadir 2 ml de dH20 e incubar durante 1 minuto con

"=
‘ . e . .
[il \%ﬂ R agitacion. Retirar el dH20 y repetir este paso una vez.
1

X 2x
12. Coloque las tiras dentro de la bandeja de incubacién en un lector.
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13. En un intervalo de tiempo de 20 minutos, las tiras humedas pueden evaluarse con un lector.
8 Evaluacion cuantitativa
8.1 Analisis

La evaluacion se realiza mediante el software integrado en el HELIA® Automated Blot System o
un lector. Al mismo tiempo, el dispositivo comprueba cada tira con respecto a los criterios de
validez.

8.1.1 Analisis manual utilizando BLOTrix Reader con el software correspondiente

El andlisis de las tiras se puede realizar manualmente utilizando el software BLOTrix system version
4.2 o superior. Consulte las instrucciones de uso de BLOTrix system para obtener orientacion
detallada.

Notas importantes para la interpretacién manual:

. No se recomienda la interpretacion visual de los resultados de la prueba.
° Los resultados de la prueba pueden considerarse validos si se cumplen los siguientes
criterios:

o Los controles funcionales son claramente visibles.
o Los estandares 1 a 3 son visibles con intensidad creciente.
o El control negativo muestra una sefal menos intensa que el estandar 1.

Si no se cumplen estos criterios, la prueba se considera no valida y debe repetirse.

El analisis cuantitativo se basa en la comparacién de las intensidades de color de los antigenos
individuales con las de los estandares. El software BLOTrix system calcula las intensidades de la
sefal y realiza la evaluacion en consecuencia.

8.1.2 Analisis automatizado con HELIA® Automated Blot System

Cuando se utiliza el HELIA® Automated Blot System, la evaluacion se lleva a cabo de forma
totalmente automatica. El software integrado en el sistema determina el resultado en concentracion
arbitraria de IgA (U/ml).

Caracteristicas principales del analisis HELIA® Automated Blot System:

. El software comprueba automaticamente cada tira para verificar que cumple los criterios
de validez.
. Las intensidades de senal (valores de barra) de las lineas de prueba se comparan con

una curva estandar creada al trazar los valores de gris de los estandares frente a sus
concentraciones conocidas en U/ml
o La evaluacion se basa en un modelo de ajuste de curva logistica de 4 parametros (4PL)
o Se calcula y se muestra la concentracién resultante en U/ml para cada antigeno
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8.2 Interpretacion de los resultados

8.2.1 Interpretacién de los resultados de los marcadores GRD

Resultados Concentracion de IgG en unidades arbitrarias (U/ml)
Negativo
Equivoco/ Dudoso =212 <18 U/ml
Positivo débil >18 < 30 U/ml
Positivo = 30 <200 U/ml
Positivo alto 2 200 U/ml

8.3 Notas sobre validez y calidad

Si los valores de los controles no cumplen los criterios de validacion predefinidos, la prueba se
considera invalida y debe repetirse. En los casos en que se obtengan resultados equivocos o
dudosos, se recomienda repetir la prueba con una nueva muestra para garantizar su fiabilidad.

Compruebe las fuentes comunes de error:

. Fechas de caducidad y almacenamiento de los reactivos.
. Calibracion y funcionamiento de las pipetas y los equipos.
° Precision de los tiempos y temperaturas de incubacion.

Si se producen resultados inusuales o problemas de validacion que no se deban a un error del
usuario, péngase en contacto con el fabricante o el proveedor del kit.

Los laboratorios clinicos deben llevar a cabo procedimientos internos de control de calidad
utilizando sueros de control adecuados y seguir las normas nacionales de laboratorio.
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9 Datos técnicos
Material de muestra: suero / plasma
Volumen de muestra: 15 pl de suero / plasma
Tiempo total de incubacion: 117 minutos a 20-32 °C/68-89,6 °F
Intervalo de medicion: 0-300 U/ml
LoB: Consulte el capitulo 10.1
LoD: Consulte el capitulo 10.1
Almacenamiento: a 2-8 °C/35,6-46,4 °F; uso solo con viales originales

Numero de determinaciones: 24 analisis

10 Datos de funcionamiento

10.1 Sensibilidad analitica

El limite de blanco (inglés: Limit of Blank = LoB), que corresponde al limite de deteccién del sistema
de medicién, se determind mediante la repeticién del reactivo bloqueante 20 veces en cada
antigeno. El siguiente valor se determina para todos los antigenos: 0,00 U/ml.

El limite de deteccién (inglés: Limit of Detection = LoD) corresponde al limite de deteccion del
sistema de medicién. El LoD se establece en 0,20 U/ml para todos los antigenos.

10.2 Intervalo normal

Se analizé el suero de donantes sanos mediante AESKUBLOTS® Gluten Related Disorders IgG
y se obtuvo la siguiente distribucién:

Numero de Valor medio Mediana Valor minimo @ Valor maximo
muestras [U/ml] [U/ml] [U/mlI] [U/mlI]

Antigeno

Gliadina
DGP
tTG

tTG neo
TG3

mTG neo
mTG

Frazer’s Fraction

Recomendamos que cada laboratorio determine un valor de intervalo normal propio.
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10.3 Precision

La precision de los resultados de prueba obtenidos con los AESKUBLOTS® Gluten Related
Disorders IgG se investigd mediante la determinacion de la precision intra e interensayo y la
variacion entre lotes; para ello, se analizaron varias muestras con diferentes concentraciones.

Los valores medios de todas las muestras se calcularon y expresaron en U/ml. Para las muestras
dentro del rango positivo, el coeficiente de variacién (CV) también se especificé en forma de
porcentaje. Para muestras dentro del rango negativo, se utiliza la indicacion neg., que confirma los
resultados negativos. La indicacion neg. se introdujo debido a que los valores muy reducidos (con
muestras negativas), incluso con diferencias pequefias aumentadas artificialmente, no provocan
desviaciones significativas.

Intraensayo

Frazer’s
Gliadina DGP tTG tTG neo TG3 mTG neo mTG
Fraction
Valor medio - AP 186,30 1,34 101,91 0,00 286,86 0,00 42,28
Muestra [U/ml]
1 CV [%] 1830% | 6,35% Neg. 8,30 % Neg. 7.32% Neg. 16,78 %
Valor medio 10,12 40,80 0,12 43,71 0,00 149,87 0,00 6,55
Muestra [U/ml]
)
CV [%] Neg. 16,49 % Neg. 16,16 % Neg. 10,27 % Neg. Neg.
Valor medio - S 155,65 27,00 91,39 0,23 276,59 0,06 84,82
Muestra [U/ml]
3 CV [%] 11,06% | 13,90% | 1935% | 7,51% Neg. 10,35 % Neg. 14,14 %
Valor medio
Muestra DT 0.00 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 CV [%] Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Vellurliely 0,00 0,00 0,23 0,00 0,01 0,01 199,42 0,00
Muestra [U/ml]
3 CV [%] Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 11,53 % Neg.
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Interensayo

Gliadina DGP TG {TG neo TG3 mTGneo  mTG et
- Fraction
Valor medio . v 172,46 9,32 100,01 0,05 271,18 2,56 32,17
Muestra [U/ml]
1
CV [%] 2048% | 9,78 % Neg. 7,54 % Neg. 7,54 % Neg. 20,52 %
Valor medio 7,25 33,90 0,33 38,64 0,04 131,62 0,03 3,74
Muestra [U/mlI]
2 CV [%] Neg. 21,44 % Neg. 21,58 % Neg. 14,82 % Neg. Neg.
Valor medio - rr 163,07 18,85 81,98 0,09 240,10 0,23 70,96
Muestra [U/ml]
3 CV [%] 1522% | 1053% | 2333% | 12.21% Neg. 10,96 % Neg. 20,66 %
Valor medio
Muestra [U/mI] 2o L 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
4 CV [%] Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
VSl 0,01 0,06 2,96 0,00 0,02 0,09 194,04 0,19
Muestra [U/ml]
S CV [%] Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 22,65 % Neg.
Variacion entre lotes
Gliadina DGP {TG {TG neo ‘ TG3 ‘ mTGneo  mTG Frazer's
. Fraction |
Valor medio  IPrgos 156,76 6,17 97,14 0,02 244,03 0,02 26,66
Muestra [U/ml]
L CV [%] 17,78 % | 12,98 % Neg. 14,01 % Neg. 12,50 % Neg. 23,72 %
Valor medio 4,91 34,82 0,54 45,52 0,03 145,14 0,01 4,02
Muestra [U/mi]
2
CV [%] Neg. 20,89 % Neg. 21,57 % Neg. 15,50 % Neg. Neg.
Valor medio N 163,06 14,19 69,97 0,08 226,74 0,36 51,96
Muestra [U/ml]
3 CV [%] 23,38 % 9,60 2047 % | 14,49 % Neg. 11,16 % Neg. 2514 %
Valor medio
Muestra [U/mI] 0.01 e 0,05 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01
4 CV [%] Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
Valor medio 077 0,72 0,89 0,96 1,12 0,42 167,84 0,02
Muestra [U/ml]
3 CV [%] Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 24,38 % Neg.
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10.4 Comparacion con la competencia

Puesto que habia disponibles datos clinicos relativos a la dieta sin gluten para las muestras medidas
y este factor es decisivo para la deteccion de anticuerpos especificos, las muestras se
caracterizaron previamente con una prueba de referencia. Se supuso que las muestras evaluadas
previamente como positivas mediante la prueba de referencia eran positivas y que las muestras
evaluadas previamente como negativas eran negativas. Las muestras dudosas se consideraron
negativas. En este método se supone que la prueba de referencia identifica correctamente las
muestras, lo que quiza no necesariamente sea el caso. Se deberan realizar mas estudios a este
respecto.

10.4.1 DGP y tTG

Los antigenos de DGP y tTG se compararon con un analisis de inmunotransferencia LINE disponible
comercialmente (prueba de referencia con la certificacion de organismo notificado CE) para la
determinacion de anticuerpos especificos de la enfermedad celiaca.

Enfermedad Medicion de DGP Medicion de tTG

Enfermedad celiaca 6

Enfermedad de Crohn 31
Diabetes mellitus tipo 1 23

Colitis ulcerosa 24

Gastroenteritis 23

Intolerancia a la lactosa ‘ 17

Controles de salud 60

Prueba de referencia

DGP
Positivo Negativo

AESKUBLOTS® Positivo

Gluten Related Negativo

Disorders IgG

DGP 95 % CI
Sensibilidad 46,77 — 91,11
Especificidad 100,0 97,89 - 100

Concordancia total 98,4 95,5-99,5

En el colectivo evaluado, que se caracterizé previamente mediante la prueba de referencia, se
determiné una sensibilidad del 75,0 % con una especificidad del 100 % en relacién con el sistema
de referencia. Los valores obtenidos se basan en la suposicion de que la prueba de referencia
permite la clasificacion correcta de todas las pruebas. El antigeno de DGP tiene 2 variantes de
péptido diferentes con casi toda probabilidad.
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Prueba de referencia
tTG
Positivo Positivo Positivo

AESKUBLOTS® Positivo

Gluten Related Negativo

Disorders IgG

tTG 95 % CI

Sensibilidad 60,97 - 100

Especificidad 99,4 96,89 - 99,97
Concordancia total 99,5 97,0 -99,9

En el colectivo evaluado, que se caracterizé previamente mediante la prueba de referencia, se
determiné una sensibilidad del 100 % con una especificidad del 99,4 % en relacion con el sistema
de referencia. Los valores obtenidos se basan en la suposicion de que la prueba de referencia
permite la clasificacién correcta de todas las pruebas.

10.4.2 Gliadinay tTg neo

Los antigenos gliadina y tTG neo se compararon con inmunoensayos ELISA (productos con la
certificacion de organismo notificado CE de Aesku.Diagnostics GmbH & Co. KG) disponibles
comercialmente para la determinacion de los anticuerpos frente a gliadina y tTG neo.

Enfermedad Medicion de gliadina Medicion de tTG neo

Enfermedad celiaca

Enfermedad de Crohn

Diabetes mellitus tipo 1

Colitis ulcerosa

Gastroenteritis

Intolerancia a la lactosa

Controles de salud

Prueba de referencia
Gliadina
Positivo Negativo

AESKUBLOTS® Positivo

Gluten Related Negativo

Disorders IgG Total
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Gliadina 95 % CI
Sensibilidad 40,61 - 66,31
Especificidad 99,0 96,50 - 99,83

Concordancia total 89,5 85,2-92,7

En el colectivo evaluado, se determiné una sensibilidad del 53,7 % con una especificidad del 99,0 %
en relacion con el sistema de referencia. Los valores determinados se basan en la suposicion de
que la prueba de referencia permite la clasificacién correcta de todas las pruebas.

Prueba de referencia
tTG neo
Positivo Negativo

AESKUBLOTS® Positivo

Gluten Related Negativo

Disorders IgG

tTG neo 95 % CI
B 9 24 | 543-83 |
. Especificidad 100,0 98,3 - 100,0
. Concordancia total 96,7 93,7-98,3

En el colectivo evaluado, se determind una sensibilidad del 72,4 % con una especificidad del
100,0 % en relacion con el sistema de referencia. Los valores obtenidos se basan en la suposicion
de que la prueba de referencia permite la clasificacion correcta de todas las pruebas.

10.4.3 mTG y mTG neo

En la actualidad, para los antigenos mTG y mTG neo no existen productos comparativos en el
mercado. Sin embargo, fue posible realizar una prueba comparativa mediante los kits ELISA RUO
(empresa Aesku.Diagnostics GmbH & Co. KG) para la determinacion de los anticuerpos frente a
mTG y mTG neo.

Enfermedad Medicion de mTG neo Medicion de mTG

Enfermedad celiaca

Enfermedad de Crohn

Diabetes mellitus tipo 1

Colitis ulcerosa

Gastroenteritis

Intolerancia a la lactosa

Blutspender
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Prueba de referencia
mTG neo
Positivo Negativo
AESKUBLOTS® Positivo

Gluten Related Negativo

Disorders IgG

mTG neo 95 % ClI
Sensibilidad 45,3 - 66,1
Especificidad 100,0 97,9-100,0
Concordancia total 86,3 81,7 -89,9

En el colectivo evaluado, se determiné una sensibilidad del 56,0 % con una especificidad del 100 %
en relacion con el sistema de referencia. Los valores determinados se basan en la suposicion de
que la prueba de referencia permite la clasificacion correcta de todas las pruebas.

Prueba de referencia
mTG

Positivo Negativo

| AESKUBLOTS®  Positvo
Gluten Related Negativo

Disorders IgG

mTG 95 % CI

- sensibiidad
Especificidad 100,0 98,8 - 100,0
Concordancia total 100,0 98,8 - 100,0

Los estudios anteriores han demostrado que los anticuerpos frente a mTG son muy raros. Esto se
pudo confirmar en el caso de AESKUBLOTS® Gluten Related Disorders IgG. Se determiné una
especificidad del 100 % en relacién con el sistema de referencia. Los valores determinados se
basan en la suposicién de que la prueba de referencia permite la clasificacion correcta de todas las
pruebas.
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10.5 Linealidad

Para los sueros seleccionados, en este ensayo se pudo determinar una relacién lineal entre la
dilucion y la concentracion de anticuerpos. En todas las muestras enumeradas se ha registrado un
R?>0,95. Sin embargo, debido a la heterogeneidad de los anticuerpos humanos, no se puede excluir
que un suero especifico demuestre un comportamiento no lineal.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
R2 R2 R2

Antigen

Gliadina
DGP
tTG

tTG neo
TG3

mTG neo
mTG

Frazer’s Fraction

10.6 Calibracion

El sistema de mediciéon cuantitativa se calibra en unidades provisionales debido a la falta de un
estandar de referencia internacional. Los resultados se expresan en U/ml.

11 Eliminacién del producto

Respetar los requisitos de la normativa correspondiente.

12 Nota para el usuario (Unién Europea)

Cualquier incidente grave producido en relacién con el dispositivo se debera comunicar al
fabricante y la autoridad competente del Estado miembro en el que resida el usuario o el paciente.
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14 Simbolos reglamentarios

IVD

" Diagnosi in vitro

“ For in vitro diagnostic use

" Pour diagnostic in vitro

" Para uso diagnéstico in vitro

" In Vitro Diagnostikum

" In Vitro AlayvwoTiké péco

" Para uso Diagnéstico in vitro

REF

" Numero d’ordine

" Cataloge number

" Référence Catalogue

" Numéro de catalogo

" Bestellnummer " ApiBudg Trapayyeliag
“Numero de catalogo
" Descrizione lotto " Lot
" Lot " Lote

L o T " Chargen Bezeichnung " XapaKtnpiopog Taptidag
" Lote

uDI

" Identificatore univoco del dispositivo

” Unique Device Identifier

" Identifiant unique de I'appareil

" Identificador tnico del dispositivo

" eindeutige Produktidentifizierung

“ Movadikd avayvwpIoTIKO GUOKEUNS

" Identificador unico do dispositivo

¢

" Conformita europea

“ EC Declaration of Conformity

" Déclaration CE de Conformité

" Declaracién CE de Conformidad

" Europaische Konformitat

" EupwTraikf cupewvia

" Déclaracdo CE de Conformidade

24

" 24 determinazioni " 24 tests

" 24 tests " 24 pruebas

" 24 Bestimmungen " 24 ipoodiopioyoi
" 24 Testes

" Rispettare le istruzioni per 'uso

" See instructions for use

" Voir les instructions d‘utilisation

" Ver las instrucciones de uso

" Gebrauchsanweisung beachten

" N&Bete uTOWN TIG 0BNYiEG XPRONg

" Ver as instrucdes de uso

" Da utilizzarsi entro " Use by
" Utilise avant le " Utilizar antes de
" Verwendbar bis " XpAon péxpl

" Utilizar antes de

+8°C
+2°C

" Conservare a 2-8°C (35.6-46.4°F)

" Store at 2-8°C (35.6-46.4°F)

" Conserver a 2-8°C (35.6-46.4°F)

" Conservar a 2-8°C (35.6-46.4°F)

" Lagerung bei 2-8°C (35.6-46.4°F)

” PuldooeTal oToug 2-8°C (35.6-46.4°F)

“ Conservar entre 2-8°C (35.6-46.4°F)

wl

" Prodotto da

" Manufactured by

" Fabriqué par

" Fabricado por

" Hergestellt von

" Karaokeuddetal amé

" Fabricado por

STRIP

" Strip di nitrocelluslosa rivestita

" Coated nitrocellulose strip

" Strip de nitrocellulose couché

" Tira de nitrocelulosa recubierta

" Nitrozellulosemembran-Streifen mit aufgebrachten Antigenen

" EmioTpwon Awpida viITpokuTTapivnG

" Tira de nitrocelulose revestido

" Tampone di lavaggio

" Wash buffer

WASH,| 20x

" Tampon de Lavage

" Solucion de lavado

“ Waschpuffer

" PuBuioTiké Sidhupa TTAlong

" Solucéo de lavagem

" Reagente bloccante

" Blocking Reagent

BLOCK-REAG

" réactif de blocage

“ Reactivo bloqueante

" Blockier-Reagenz

" AvTIdpaoTAPIO ATTOKAEIONOU

" Bloqueio de reagente

RCNS|10ml

" Ricostituire con 10 mL

" Reconstitute with 10 mL

" reconstituer avec 10 mL

" reconstituir con 10 mL

" rekonstituiren mit 10 mL

" Avaouotaon pe 10 mL

" reconstituir com 10 mL

SB

“ Tampone campione

“ Sample buffer

" Tampon Echantillons

" Tampoén Muestras

" Probenpuffer " PuBpuioTiké didAupa Selypdtwy
" Diluente de amostra
“ Coniugato " Conjugate
" Conjugé " Conjugado

C O N J " Konjugat " Z0Zeuypa
" Conjugado
" Tampone substrato " Substrate buffer
" Substrat " Tampon sustrato

S U B " Substratpuffer " PuBuioTIKS SiGAuPa UTTOOTPWHATOG

" Substrato




