QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile 708940

Nur fur “In-Vitro Diagnostik”
CLIA Kompliziertheit: Hoch

Verwendungszweck

QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile ist ein fluoreszenter Immunoassay fiir den semiquantitativen Nachweis
von IgA-Anti-humane Gewebetransglutaminase (h-tTG) und Anti-desamidierte Gliadin-Peptid (DGP)-
Antikérper und der Nachweis einer unzureichenden IgA-Menge in, menschlichem Serum. Der Nachweis
dieser Antikorper ist in Verbindung mit anderen Laborbefunden und klinischen Befunden bei der Diagnose
der glutensensitiven Enteropathie Zéliakie hilfreich. Eine unzureichenden IgA-Menge weist darauf hin, dass
nicht gentigend IgA fir den Nachweis von IgA- Anti-h-tTG oder Anti-DGP vorhanden ist.

Informationen zum Test

Zdbliakie ist eine chronische Erkrankung, zu deren Hauptmerkmalen eine Entziindung und typische
»LAbflachung® der Darmschleimhaut zahlen, die zu einem Malabsorptionssyndrom filihren, das als
glutensensitive Enteropathie bezeichnet wird. Die genaue Atiologie der Erkrankung ist zwar nach wie vor
unbekannt, Gliadin, die alkoholldsliche Fraktion des Weizenglutens, ist jedoch eindeutig das Toxikon."?
Urspringlich wurde zur Diagnose von Zdliakie eine Reihe von Darmbiopsien eingesetzt. In letzter Zeit
wurden serologische Tests fir den Nachweis von Anti-Gliadin-, Anti-Endomysium- sowie Anti-tTG-
Antikorpern zum Screening von Patienten mit Verdacht auf glutensensitive Enterpathie sowie zur
Uberwachung von Diatbefolgung empfohlen.>* Die European Society of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition hat den Einsatz von Antikérpermarkern wie Anti-Gliadin- und Anti-Endomysium-Antikdrpern
empfohlen, um die Anzahl der fiir eine Diagnose erforderlichen Darmbiopsien zu reduzieren.’

Das endomysiale Antigen wurde als das Proteinvernetzungsenzym tTG.® Spezifische ELISA-Verfahren mit
tTG als Antigen bieten eine verlassliche und objektive Alternative zu herkdmmlichen Immunfluoreszenztests
mit diinnen Gewebeschnitten aus Affendsophagus als Substrat."® Das h-tTG-Antigen wurde mittels
Rekombinationstechnologie hergestellt und kann im Vergleich zum herkémmlichen Meerschweinchenleber-
Antigen bestimmte Vorteile aufweisen.’®

Kirzliche Studien haben ergeben, dass gliadinreaktive Antikdrper von Zoliakie-Patienten eine sehr
beschrankte Anzahl spezifischer Epitope auf dem Gliandin-Molekiil binden. *'" Mit diesen Studien lasst sich
zudem nachweisen, dass die selektive Desamidierung von Gliadin durch das Zéliakie-assoziierte Enzym tTG
eine verstarkte Bindung an Anti-Gliadin-Antikdrper zur Folge hat. Assays, die desamidierte Gliadinpeptide
verwenden, weisen eine hohere diagnostische Genauigkeit fir Zoliakie als herkdmmliche Anti-Gliadin-
Assays und sogar Anti-tTG-Assays auf.'?’® Zudem sind diese Antikérper fiir die Verfolgung der
Krankheitsaktivitat im Laufe der Zeit sowie zur Uberwachung der Einhaltung einer glutenfreien Diat
interessant.”

Ein signifikanter Anteil der Zdliakie-Patienten weist einen IgA-Mangel auf.'*"" Ein sensitives Sreening-
Verfahren fUr Risikopopulationen umfasst daher Testen auf IgA-Anti-DGP- und Anti-h-tTG-Antikbrper sowie
Testen auf einen selektiven IgA-Mangel.

Dermatitis herpetiformis (DH) ist eine Hautkrankheit, die wie Zdliakie durch die Aufnahme von Gluten, das in
vielen Getreidesorten vorkommende Klebereiweil3, verursacht wird. Bei den meisten DH-Patienten tritt wie
bei Zdliakiepatienten eine Dunndarmatrophie (Abflachung der Zotten) auf. Eine strenge glutenfreie Diat
verbessert sowohl die Darm- als auch Hautldsionen."*'® Gangige serologische Diagnosetests, wie
Endomysium-, native Gliadin- und tTG-Assays, fuhren beim Testen auf DH zu schwachen Ergebnissen. Die
Sensitivi&éét dieser Assays liegt bei nur 60-75%'® im Vergleich zu einer iiber 95%igen Sensitivitét bei
Zoliakie.™

Der QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile ist ein Screening-Test fir den Nachweis von Antikdrpern, die bei
Personen mit Zdliakie und der damit verbundenen glutensensitiven Erkrankung Dermatitis herpetiformis
vorzufinden sind. Er ermoglicht den gleichzeitigen Nachweis von IgA-Antikérpern gegen ein synthetisches
desamidiertes Gliadinpeptid wie auch rekombinante humane tTG und weist zugleich einen IgA-Mangel nach.

Testprinzip

Rekombinante h-tTG und synthetisches DGP werden jeweils an verschiedene, fluoreszenzgefarbte Beads
gebunden. Die zwei verschiedenen antigenbeschichteten Beads sowie ein Anti-lgA-beschichtetes
Kontrollbead und ein IgA-beschichtetes Kontrollbead werden vermischt und unter Bedingungen, welche die
Antigene in ihrem reaktiven Zustand erhalten, in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte gegeben. Die
vorverdinnten Kontrollen, eine serumfreie Kontrolle aus einem Probenverdiinner ohne Serumzugabe und
die verdiinnten Patientenproben werden in separate Vertiefungen gegeben, damit vorhandene DGP- und h-
tTG-Antikdrper an die immobilisierten Antigene auf den Beads sowie freie IgA an das Anti-lgA-Bead binden
kénnen. Hierauf wird jeder Vertiefung ein an eine Fluoreszenzsonde konjugiertes Anti-Human-IgA
hinzugefiigt. Eine 2zweite Inkubation I|8sst das fluoreszierende Anti-Human-lgA-Konjugat an
Patientenantikorper, die sich an die Antigene auf den Beads angeheftet haben oder von dem Anti-IgA-Bead
eingefangen wurden, sowie an das IgA auf dem IgA-Bead binden. Die Proben werden hieraufim Luminex™
100 oder 200 Durchflussmesser gemessen. Dieser Durchflussmesser istimstande, die Farben der einzelnen
Beads zu unterscheiden sowie die Fluoreszenzintensitat des Konjugats auf jedem Bead zu messen."® Die
Fluoreszenzintensitat auf dem Bead ist proportional zur gebundenen Konjugatmenge, die wiederum
proportional zur Menge der Patientenantikdrper ist, die an die antigenbeschichteten Beads oder das Anti-
IgA-Bead gebunden sind. Jeder Antikdrper kann anhand des Vergleichs der Floreszenzintensitat der
Patientenprobe mit jener des entsprechenden Kalibrators semiquantifiziert werden. Mittels Vergleich der
berechneten Luminex-Einheiten des Anti-IgA-Beads und IgA-Beads kann ein selektiver IgA-Mangel, wie in
der Folge unter ,Interpretation der Ergebnisse" erlautert, identifiziert werden. Diese beiden Kontrollbeads
kénnen auch verwendet werden um sicherzustellen, dass falsch negative Ergebnisse aufgrund von
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Verfahrensfehlern, wie in der ,Qualitatskontrolle" erlautert, erkannt werden. Bitte beachten Sie, dass diese
Beads dasselbe Ergebnis bei einer Person mit IgA-Mangel und wenn der Vertiefung kein Serum hinzugefugt
wird, liefern.

Inhalt der Testpackung

1. Polystren-Microwellplatte, 12 (1x8) Microwellstreifen (gepragtes silber in der Farbe) mit Halter, in
dem sich Beads in 4 verschiedenen "Farben" befinden. Jedes der farbigen Beads ist mit einem
anderen gereinigten Antigen (h-tTG, DGP, anti-IgA oder IgA) tGiberzogen, in einer Folienverpackung
mit Trockenmittel

2. QUANTA Plex™Negative Control, 1 Flaschchen Puffer mit Konservierungsmittel und Humanserum
ohne humane IgA Antikdrper gegen h-tTG und DGP Antigene im, vorverdunnt, gebrauchsfertig,
1,2 mL

3. Celiac IgA Calibrator, 1 Flaschchen Puffer mit Konservierungsmittel und Humanserum-IgA
Antikérpern gegen h-tTG und DGP Antigenes, vorverdinnt, gebrauchsfertig, 1,2 mL

4. Celiac IgA Positive Control, 1 Flaschchen Puffer mit Konservierungsmittel und Humanserum-IgA
Antikérpern gegen h-tTG und DGP Antigenes, vorverdinnt, gebrauchsfertig, 1,2 mL

5. HRP Probenverdinner, 1 rosafarbiges Fladschchen mit TBS (Tris buffered saline), Tween 20,
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmitteln, 50 mL (auch als serumfreie Kontrolle verwendet)

6. Fluoreszent markiertes IgA Konjugat Ziege Antihuman IgA (Alphaketten-spezifisch), 1

Bernsteinflaschchen lyophilisiertes Pulver mit Puffer, Proteinstabilisatoren und Konservierungsstoffen
Siehe Anwendungsmethoden flr Anweisungen zur Wiederherstellung

7. QUANTA Plex™Conjugate Dilutent, 1 rosafarbiges Flaschchen mit Puffer, Proteinstabilisatoren und
Konservierungsmitteln, 7mL

Hinwelse

1. VORSICHT: HRP Probenverdiinner enthalten 0,02% Chloramphenicol. Es ist im US-Bundesstaat
Kalifornien und allgemein bekannt, dal} dieser Stoff Krebs verursachen kann.

2. Alle Reagenzien fiir die Herstellung dieses Tests wurden auf Antikérper gegen HIV, HBsAg und HCV
getestet und fur negativ befunden. Dennoch sollten alle humanen Kontrollen wie potentiell infektioses
Humanserum oder Blutproben behandelt werden.?

3. NaN; wird als Stabilisator verwendet. NaN; ist ein Giftstoff und kann bei Einnahme toxische
Reaktionen verursachen. Vorsichtig handhaben, und Kontakt mit Augen und Haut vermeiden! Den
Kontakt mit Metall, basischen Stoffen oder anderen Komponenten, die mit Sdure reagieren kénnen,
vermeiden. Bei der Entsorgung von Reagenzien ist daher mit viel Leitungswasser nachzuspulen, um
Ansammlungen im Abwassersystem zu verhindern.

4, Die vorgeschriebene persénliche Schutzausristung wahrend der Arbeit mit Reagenzien tragen.
5. Verschittete Reagenzien sofort beseitigen. Bei der Entsorgung von Abfallen alle Umweltvorschriften
beachten.

VorsichtsmalRhahmen

1. Dieser Test ist fir “In-Vitro Diagnostik”.

2. Die Verwendung anderer als im Testkit vorhandenen Komponenten kann zu widersprichlichen
Ergebnissen fiihren. Alle Kontrollen sind Kit- Losnummern-spezifisch.

3. Die Adaptation dieses Testsystems auf automatische Probenverarbeitung und andere

Instrumentierung, ganz oder teilweise, kann unterschiedliche Ergebnisse zur manuellen
Durchfihrung ergeben. Es liegt in der Verantwortung eines jeden Labors, die automatische
Bearbeitung so zu Uberprifen, dall Testergebnisse innerhalb akzeptabler Bereiche erzielt werden.
4. Eine Reihe von Faktoren beeinflussen den Assayvorgang, wie etwa Starttemperatur der Reagenzien,
Temperatur der Umgebung, Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Pipettierungstechnik,
Reproduzierbarkeit der Mischtechnik, der Luminex™ 100 or 200 Durchfluss- analysator, der fiir die
Messung der Ergebnisse und der Inkubationszeiten wahrend des Assays verwendet wird. Es muss
genau auf die Konsistenz geachtet werden, um exakte und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.

5. Die strikte Einhaltung der Testprozedur wird empfohlen. Jede Anderung im Protokoll erfolgt auf
Risiko des Anwenders.

6. Das unvollstandige VerschlieRen der Mikrotiterkavitaten und des Trockenmittels fihrt zu
Antigenabbau und schlechter Prazision.

7. Inakzeptabel niedrige Flurorezenz kann eventuell nach mehrmaligem Gebrauch derselben Flasche

eines fluoreszenten Konjugats innerhalb eines bestimmten Zeitraums beobachtet werden. Die
Gebrauchsanleitungen fir fluoreszentes Konjugat sollten daher genauestens befolgt werden, um
dies zu verhindern.

8. Chemische Verunreinigung des fluoreszenten Konjugats kann aus unsachgemaler Reinigung oder
Ausspulung der Gerate oder Instrumente resultieren. Rickstande aus gangigen Laborchemikalien
wie Formalin, Bleiche, Ethanol oder Detergens flihren allmahlich zu Degradierung des fluoreszenten
Konjugats. Gerate und Instrumente daher nach dem  Gebrauch chemischer
Reiniger/Desinfektionsmittel grindlich mit destilliertem oder deionisiertem Wasser ausspulen.

Lagerung

1. Lagerung aller Kit-Reagenzien bei 2-8°C. Nicht einfrieren. Die Reagenzien sind stabil bis zum Ende
des Haltbarkeitsdatums bei vorschriftsmafRiger Lagerung und Handhabung.

2. Nicht verwendete Mikrotiterstreifen wieder in die Originalverpackung geben, luftdicht verschlieRen

und in den Kuhlschrank zuriicklegen.

Proben

Die Testdurchfuhrung sollte mit Serumproben erfolgen. Werden Azide oder andere Stabilisatoren zu den
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Serumproben gegeben, kdnnen die Ergebnisse nachteilig beeinflusst werden. Mikrobakteriell kontaminierte,
hamolytische, lipamische oder durch Hitzeeinwirkung inaktivierte Proben sollten nicht verwendet werden.
Nach der Blutentnahme ist das Serum vom Blut zu trennen. Das CLSI (frither NCCLS) Dokument H18-A3
empfiehlt die folgenden Lagerungsbedingungen fur Patientenproben: 1) Proben bei Raumtemperatur nicht
langer als 8 Stunden lagern. 2) Kann die Testdurchfiihrung nicht innerhalb von 8 Stunden erfolgen, die
Proben bei 2-8°C kihl lagern. 3) Kann die Testdurchflihrung nicht innerhalb von 48 Stunden erfolgen ist die
Probe bei -20°C oder niedriger einzufrieren. Eingefrorene Proben miissen nach dem Auftauen und vor der
Testung gut geschuttelt werden.

Testdurchflihrung

In der Testpackung vorhandenes Material

1 Celiac IgA Profile Mikrotiterplatte, (12-1 x 8 Kavitdten), gestempeltes silber in der farbe mit
Streifenhalter

1,2 mL vorverdunnte (gebrauchsfertig) QUANTA Plex™ Negative Control

1,2 mL vorverdiinnte (gebrauchsfertig) Celiac IgA Calibrator

1,2 mL vorverdunnte (gebrauchsfertig,) Celiac IgA Positive Control

50 mL HRP Probenverdiinner (auch als serumfreie Kontrolle verwendet)

Fluoreszent markiertes Konjugat (Ziege), Antihuman IgA

7 mL QUANTA Plex Conjugate Diluent

_— A A A

Zusatzliches bendtigtes Material

Pipetten flir 5 und 500uL

Einmal-Pipettenspitzen

Eppendorf-Reaktionsgefalie fur die Serumverdinnung, 1-4 mL Volumen

Distilliertes oder deionisiertes Wasser

Tragerflissigkeit (Sheath Fluid) flr das Luminex™ 100 oder 200 durchfluss analysator
Luminex™ 100 or 200 Durchfluss-Analysator

Elektronische 8-Kanal-Pipette fir 5, 30, 45, 50 und 60 uL oder Pipettierautomat/Verdiinner

GEBRAUCH DES LUMINEX™ 100 oder 200 DURCHFLUSS-Analysator

1. Folgen Sie den Anweisungen des User-Handbuches des Luminex™ fiir detaillierte Anweisungen fiir
die Bedienung der Luminex™ 100 oder 200 Integrated System (IS) Version 2,0 oder hoherer
Software Programm. Fur weitere Informationen und Fragen bei Problemen mit diesem Test wenden
Sie sich bitte an den Kundendienst von INOVA Diagnostics, Inc. unter der auf der letzten Seite des
Handbuchs angegebenen Adresse oder Telefonnummer. Eine kurze Bedienungsanleitung fur das
Luminex™ 100 oder 200 Durchfluss-Analysator.

2. Kalibieren Sie das Luminex™ mit Hilfe der Kalibrations und kontrollbeads, die von Luminex
Corporation mindestens einmal monatlich geliefert werden, und vergewissern Sie sich, dass die
Kalibration erfolgreich verlaufen ist. Kalibrieren Sie das Luminex™ ebenfalls, wenn die Delta-
Kalibrationstemperatur mehr als 3 Grad betragt, wenn die Test-Kontrollen auRerhalb des zulassigen
Bereichs sind oder je nach Bedarf.

3. Das Luminex™ benétigt 30 Minuten Aufwarmzeit nach dem Einschalten des Gerétes. Nach Ende der
Aufwéarmzeit flhren Sie den Prime-, Alkoholspilungs- und Waschvorgang aus wie vom Hersteller
empfohlen.

4, Benltzung der IS Version Software, laden Sie das ,QP Celiac IgA Profile®* Template und

vergewissern Sie sich, dass die Losinformation korrekt ist. Aktualisieren Sie bei Bedarf die
Losinformation. Die Template-Parameter sind folgende: Die Beadfarben sind h-tTG =27, DGP = 28,
anti-lgA = 29, IgA = 30. Die Ereignisse pro Bead sind 50, die Probengréfe ist 50 pl, die
Durchflussrate ist 60ul/Minute (schnell) und das Gate ist. 7500 bis 17000. Die Medianwerte werden
fur die Median Fluorescent Intensity (MFI) benutzt.

5. Geben Sie die Probenamen entweder manuell durch Klicken auf ,Load Pa List".

6. Laden Sie die Platte auf die XY Plattform des Luminex™.

7. Nehmen Sie das Luminex™ in Betrieb indem Sie auf den ,Start Plate” —Knopf.

8. Wenn Sie das Gerat fir den Rest des Tages nicht mehr benétigen, schalten Sie es ab, und flihren
Sie anschliefend den Desinfizierungs- und Reinigungsvorgang durch.

Methode:

Testvorbereitung

1. Fir Programmierinformationen fir automatisiertes Equipment wenden Sie sich bitte an den
Kundendienst von INOVA Diagnostics, Inc.

2. Schalten Sie das Luminex™ 100 oder 200 Durchfluss-Analysator ein, stellen Sie sicher, dass es
aufgewarmtist, und fihren Sie anschlielend alle taglichen Wartungsvorgange wie oben beschrieben
durch. Wenn nétig, kalibrieren Sie das Instrument und vergewissern Sie sich, dass die Kalibration
erfolgreich verlaufen ist.

3. Bringen Sie alle Reagenzien und Patientenproben auf Raumtemperatur (20-26°C) und mischen Sie
diese gut durch.

4. Falls das Antihuman IgA fluoreszente Konjugat nicht wiederhergestellt wurde, fligen Sie 6 mL
QUANTA Plex™ Conjugate Diluent dem Bernsteinflaschchen bei, welches das lyophilisierte Pulver
enthalt und schitteln Sie es ca. 30 Sekunden, um den Inhalt aufzulésen. Das wiederhergestellte
fluoreszente Konjugat halt drei Monate bei 2-8°C. Nicht einfrieren!

5. Stellen Sie sicher, dass der Tragerflissigkeitsbehalter im Luminex™ mit Tragerflissigkeit von
Luminex Corporation gefillt ist und dass die Abfallflasche leer ist.

6. Bereiten Sie eine 1:101 Verdlinnung jeder Patientenprobe durch die Zugabe von 5 pL jedes Serums

in 500 uL HRP Probenverdinnungsmittel vor, dann die Losung durch Schitteln griindlich mischen.
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Verdiinnte Proben missen innerhalb von 8 Stunden nach dem Zeitpunkt der Herstellung verbraucht
werden. QUANTA Plex™ Negative Control, Celiac IgA Calibrator und Positive Control schwach und
stark positiv NICHT VERDUNNEN!

Fir die Bestimmung von Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von IgA anti-h-tTG und anti-DGP-
Antikorpern anhand des Gebrauchs von willkirlichen Einheiten werden je ein und fur den Nachweis
von selektivem IgA-Mangel werden zwei Vertiefungen fur die Kalibratorkontrolle sowie je eine
Vertiefung fur die negative, positive und serumfreie Kontrolle benétigt. Es wird empfohlen, die Proben
in einelementiger Menge laufen zu lassen.

Testdurchfiihrung

1.

Alle Reagenzien miussen vor dem Start des Tests auf Raumtemperatur (20-26°C) gebracht
werden. Geben Sie die bendtigte Anzahl an Microwells/Streifen in den Halter. Geben Sie
unbenutzte Streifen sofort in den Antikondensationsbeutel zuriick und verschlieBen Sie
diesen fest, um Wasserdampf- und Lichteinwirkung zu minimieren.

Geben Sie 45 pL HRP-Probenverdunner in jede Vertiefung mit einer Patientenprobe (und der
serumfreien Kontrolle). Geben Sie keinen HRP-Probenverdinner in die ersten vier Vertiefungen
mit der QUANTA Plex™ Negative Control, Celiac IgA Calibrator (doppelt) und Celiac IgA Positive
Control. Geben Sie die verdiinnten Patientenproben zu diesem Zeitpunkt nicht auf die Microwells.
Halten Sie einen der folgenden Zeitabstande bei der Zugabe von Kontrollen, Proben und Konjugat zu
den Microwells ein. Da die Proben in einem Intervall von ca. 1 Probe je 19 Sekunden (oder ein 8-
Well-Streifen in ca. 22 Minuten) mit dem Luminex™ abgelesen werden, miissen die Patientenproben
sowie das Konjugat den Microwells in diesem Intervall beigegeben werden, um jegliche Front-to-
Back Assay Variation zu minimieren. Wenn Kontrollen, Proben oder Konjugat nacheinander
beigegeben werden, staffeln Sie jede dieser Beigaben zum nachsten Microwell im Abstand von 19
Sekunden. Wenn Kontrollen, Proben oder Konjugat jeweils zu acht auf einen Streifen gegeben
werden, staffeln Sie jede dieser Beigaben auf den nachsten Streifen im Abstand von 2%z Minuten.
Jedes dieser Zeitmodelle bendtigt etwa 30 Minuten fir die Beigabe der Proben auf alle 12 Streifen
einer ganzen Platte und minimiert Front-to-Back Assay Variation.

Vortexen Sie und geben Sie dann jeweils 50 uL folgender vorverdinnter Kontrollen hinzu: QUANTA
Plex™ Negative Control in die erste Vertiefung, Celiac IgA Calibrator in die zweite und dritte
Vertiefung sowie Celiac IgA Positive Control in die vierte Vertiefung. Bei manueller Beigabe der
Proben und Mischen der Beads muss eine elektronische Pipette benutzt werden. Verwenden Sie
einen der beiden Zeitabstande wie in Punkt 3 beschrieben. Pipettieren Sie mindestens 30 uL der
QUANTA Plex™ Negative Control, Celiac IgA Calibrator und -Positive Control 4x kraftig auf
und ab, um die Beads und Kontrollen in jeder Vertiefung zu vermischen. Die 30min(tige
Inkubationszeit beginnt nach Zugabe der QUANTA Plex™ Negative Control in das erste Microwell.
Machen Sie sofort mit dem Test weiter, indem Sie 5 uL HRP-Probenverdiinner in die flnfte
Vertiefung (serumfreie Kontrolle) und 5 uL verdiinntes Patientenserum in die entsprechenden restlich
Vertiefungen hinzugeben. (bitte beachten: hieraus ergibt sich eine 1:1010 Endverdinnung des
Patientenserums). Halten Sie denselben Zeitabstand wie bei Punkt 4 ein. Mischen Sie die
verdinnte Patientenprobe und die HRP Probenverdinnung im Microwell durch kraftiges
4maliges Auf-und-Ab-Pipettieren von mindestens 30 yL des Inhalts des Microwells. Fahren Sie
fort, indem Sie die Inkubation ab dem Zeitpunkt der Zugabe der QUANTA Plex™ Negative Control
auf 30 Minuten begrenzen. Legen Sie die Microwell- Streifen fir die restliche Inkubationszeit bei
Raumtemperatur auf eine glatte Oberflache, geschitzt vor direktem Sonnenlicht.

Nach Ende der ersten Inkubationsperiode fiigen Sie jedem Microwell 50 uL fluoreszentes Konjugat
bei und pipettieren Sie mindestens 60 uL des Inhalts des Microwells kraftig viermal auf und ab.
Halten Sie fir die Beigabe des Konjugats denselben Zeitabstand wie bei Punkt 4 und 5 ein. Das
Konjugat sollte der Flasche unter standardmaRigen sterilen Bedingungen und mit guter Labortechnik
entnommen werden. Entnehmen Sie der Flasche nur die Menge an Konjugat, die Sie flr den Test
bendtigen. Um eventuelle mikrobische und/oder chemische Verunreinigung zu vermeiden,
fullen Sie niemals unbenitztes Konjugat in die Flasche zuriick! Halten Sie fur die Microwell-
Streifen eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur auf glatter Oberflache und vor
direktem Sonnenlicht geschitzt, ein. Die Inkubationszeit beginnt nach der ersten Konjugatbeigabe.
Innerhalb einer Stunde nach Ende der 30minltigen Inkubation des fluoreszenten Konjugats lesen Sie
die Celiac IgA Profile-Platte auf dem Luminex™, wie unter ,Gebrauch des Luminex™ 100 oder 200
Durchfluss-Analysator” beschrieben, ab.

Qualitatskontrolle

1.

Die Celiac IgA Calibrator (doppelt),die Celiac IgA Positive Control, QUANTA Plex™ Negative Control
und serumfreie Kontrolle missen mit jeder Probencharge getestet werden, um sicherzustellen, dass
alle Reagenzien und Verfahren ordnungsgemal’ durchgefiihrt wurden.
Beachten Sie bitte, dass die Celiac IgA Calibrator, Celiac IgA Positive Control und QUANTA Plex™
Negative Control nicht als Kontrollen fur Verfahrensmethoden hinsichtlich Probenverdinnungen
dienen, da sie vorverdunnt sind.
Zusatzliche Kontrollen zur Qualitatssicherung konnen gemaR den Richtlinien nationaler oder
internationaler Regulierungs- oder Akkreditierungsbehdrden eingesetzt werden. Geeignete
Kontrollen kdnnen aus Humanserum gewonnen und bei <-20°C gelagert werden.
Die Testergebnisse gelten als gliltig, wenn alle unten aufgelisteten Kriterien erfllt wurden. Wurde
eines dieser Kriterien nicht erftillt, so muss der Test als unglltig angesehen und wiederholt werden.
Der Wert in Luminex-Einheiten (LE) des Kalibrators fir jedes Antigen ist auf dem Packungsetikett
des betreffenden Kits zu finden. Siehe Formel im Abschnitt “Ergebnisberechnung” zur Bestimmung
der LE der QUANTA Plex™ Negative Control, Celiac IgA Positve Control, sowie der serumfreien
Kontrolle.
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a. Der Wert der QUANTA Plex™ Negative Control muss fur h-tTG und DGP < 20 LE betragen.
Er muss fur die IgA- sowie Anti-IgA-Kontrollbeads zwischen 10 und 40 LE liegen.

b. Der Wert der Celiac IgA Positive Control muss fur h-tTG und zwishchen 30 LE und 130 LE
fur DGP > 30 LE betragen. Er muss fur die IgA- sowie Anti-IgA-Kontrollbeads zwischen 10
und 40 LE liegen.

C. Der Wert der Serumfreien Kontrolle muss fur h-tTG und DGP < 20 LE betragen. Fir das Anti-
IgA-Bead muss der Wert < 5,0 LE und firr das IgA-bead zwischen 10 und 40 LE liegen.

d. Das Verhaltnis der LE fur Anti-IgA/IgA muss >0,50 fur die QUANTA Plex™ Negative Control
und Celiac IgA- Positive Control und <0,50 fiir die serumfreie Kontrolle betragen.

e. Die Anti-IgA- und IgA-Kontrollbeads dienen dazu, selektiven IgA-Mangel nachzuweisen und
sicherzustellen, dass falsch negative Patientenergebnisse aufgrund von Verfahrensfehlern
erkannt werden. Wenn eines der beiden Kontrollbeads ein berechnetes Ergebnis von unter 5
LE fur einen bestimmten Patienten liefert, so erscheint ab Version IS 2,0 das Ergebnis , Test
wiederholen®.

i. Es besteht die Méglichkeit, dass der Patient selektiven IgA-Mangel hat, wenn die
Ergegbnisse fur Anti-h-tTG und DGP negativ sind (also unter 20 LE) und das Anti-
IgA-Bead unter 5 LE liegt, wahrend gleichzeitig der Wert des IgA-Kontrollbeads Uber
20 LE liegt, was ein Verhaltnis von Anti-IgA LE/IgA LE <0,5 ergibt. Hinweis: dieses
Ergebnis kann auch vorliegen, wenn der Vertiefung kein Patientenserum hinzugefligt
wurde.

ii. Wenn sowohl das Anti-lgA-Bead als auch IgA-Bead kleiner als 5,0 LE liegen, so
wurde der Vertiegung moglicherweise kein Konjugat hinzugefiigt. Muss die Probe
erneut getestet werden, um das negative Ergebnis zu bestatigen.

5. Die QUANTA Plex Negative Control die Celiac IgA Calibrator und Positive Control und die
Serumfreie Kontrolle dienen der Sicherstellung der ordnungsgemafRen Funktionsweise des
Testansatzes. Der Anwender sollte unter anderem das CLSI (friiher NCCLS) Dokument Nr. C24-A3
fur zusatzliche Hinweise zur zeitgemalen Qualitatskontrolle beachten.

Berechnung der Ergebnisse

Die MFI fiur alle Kontrollen und Patientenproben flir jedes Antigen sowie werden zuerst bestimmt. Die
Reaktivitat in LE einer bestimmten Probe von jedem Antigentyp kann mittels folgender Formel ermittelt
werden. Dividieren Sie den MFI der Probe durch den MFI desCeliac IgA Calibrator fir dieses Antigen und
multiplizieren Sie das Ergebnis mit der Anzahl der LEs des Celiac IgA Calibrator fur dieses Antigen. Die LE
wert des Kalibrators fur jedes Antigen sind auf dem Packungsetikett der betreffenden Kit. Das folgende
Beispiel dient der Bestimmung der Anti-h-tTG-Reaktivitat. Verwenden Sie die gleichwertige Formel fur das
DGP-Bead und die beiden Kontrollbeads.

MFI d. Probe fur h-tTG
Probenwert (in LE) = x h-tTG Kalibrator Wert (in LE)
h-tTG Kalibrator MFI

Die IgA-Antikorperreaktivitat flir h-tTG und DGP kann hierauf gemaf Tabelle unten klassifiziert werden

LE
Negativ <20
Schwach Positiv 20-30
Positiv >30

Die Reaktivitat steht in Zusammenhang mit der Anzahl der Autoantikdrper des Beads in nichtlinearer Weise.
Wahrend Zunahme und Abnahme der Antikérperkonzentration des Patienten aus entsprechender Steigerung
oder Dezimierung der fluoreszenten Reaktivitat ersichtlich sind, verlauft die Umkehrung nicht proportional
(d.h. aus einer Verdoppelung der Antikdrperkonzentration folgt keine Verdoppelung der Reaktivitat). Weiter
beeinflusst die Gesamtanzahl aller IgA eines Patientenserums die gemessene MFI. Wird eine genauere
Quantifizierung der Autoantikdrper des Patienten bendtigt, so sollte die Probe einem quantitativen Test
unterzogen werden.

Deutung der Ergebnisse

Der QUANTA Plex™ Assay reagiert duRerst sensitiv auf Verfahren und ist imstande, minimale Differenzen
bei Patientenkulturen zu orten. Jedes Labor sollte auf Basis seiner eigenen Methoden, Kontrollen,
Ausstattung und Patientenbevdlkerung gemal den eigenen bewahrten Verfahren seinen eigenen
Normalbereich festlegen.

Es wird empfohlen, dem Ergebnisbericht des Labors folgende Erklarung beizufiigen: ,Folgende Ergebnisse
wurden mittels dem INOVA QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile erzielt. Werte, die mittels Testmethoden
anderer Hersteller erzielt wurden, sind nicht untereinander austauschbar. Das Ausmal} der angezeigten IgA
Autoantikérper-Niveaus kann nicht in allen Fallen mit einem Endpunkttiter korreliert werden.®

Zur Bestimmung, ob der Patient eine ausreichende oder unzureichende Menge an IgA im Serum hat,
dividieren Sie die LE des Anti-lgA-Beads durch die LE des IgA-Beads. Liegt das Ergebnis unter 0,5 und ist
der Patient sowohl Anti-h-tTG- als auch Anti-DGP-negativ, so sollte die Probe nochmals getestet werden, um
das Ergebnis zu bestatigen. Wurde bestatigt, dass der Patient eine unzureichende IgA-Menge aufweist, so
sollte die Probe auf IgG-Anti-h-tTG- und IgG-Anti-DGP-Tests reflektiert werden. Ist eine Bestatigung des IgA-
Mangels erforderlich, so sollte die Probe mit einem quantitativen IgA-Test getestet werden.

Grenzen des Verfahrens
1. Immunkomplexe oder andere Immunoglobulin-Aggregate im Patientenserum koénnen nicht-
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spezifische Bindungen und falsch-positive Ergebnisse hervorrufen.

Nicht alle Zdliakie und Dermatitis Herpetiformis -Patienten sind h-tTG oder DGP IgA Antikdrper.

Ergebnisse dieses Testes missen im Zusammenhang mit klinischen Ergebnissen und anderen

serologischen Tests verwendet werden.

4. Werden die Kontrollen und/oder verdiinnten Serumproben nicht ausreichend mit den beads in der
Platte gemischt, kann dies zu hdéheren %C.V. Werten fiihren als typischerweise im ELISA Test
gefunden.

5. Nach der halbstiindigen Inkubation mit dem Fluoreszenzkonjugat, kommt es mit jeder zusatzlichen

halbstindigen Inkubation zu einer 10% igen Zunahme der Fluoreszenz.

Die Leistungscharakteristika fiir andere Untersuchungsmaterialien als Serum wurden nicht bestimmt.

Wird die gleichmaRige und zeithahe Zugabe der Reagenzien nicht beachtet, kann dies zu héheren

Variationen innerhalb des Testlaufs fluhren.

wn

No

Erwartungswerte

Die Fahigkeit des QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile-probe fiir den Nachweis von anti-h-tTG, und anti-DGP -
Antikérpern wurde mittels Vergleich zu im Handel erhaltlichen ELISA-Tests des Herstellers INOVA
Diagnostics Inc. Die Ergebnisse der ELISAs und sowie der einzelnen QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile
Tests wurden als positiv bestétigt, wenn die Patientenprobe > 20 Luminex-Einheiten bzw. ELISA-Einheiten
war und als negativ, wenn sie < als 20 LE oder EE war.

Normalbereich

278 Proben von normalen Blutspendern wurden dem QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile-Test unterzogen.
277 normale Proben (99,6%) fielen negativ fiir den h-tTG-Anteil des QUANTA Plex™ Tests aus. Die héchste
Probe wies einen Wert von 29 LE auf. Der Durchschnittswert betrug 3,2 LE mit einer Standardabweichung
(Standard Deviation-SD) von 1,5. Der Cut-Off liegt 11 SD tber dem Durchschnitt. Mit Ausnahme von 3 der
278 normalen Proben (98,9%) waren alle negativ fir den DGP-Teil des QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile
Tests. Die hochste Probe betrug 88 LE. Dieselben Probem lieferte auch beim DGP-ELISA ein positives
Ergebnis. Ohne Berlcksichtigung der doppelpositiven Probe betrug der Durchschnittswert 4,4 LE mit einer
SD von 5,8. Der Cut-Off liegt 2,7 SD tber dem Durchschnitt.

Klinische Sensitivitat und Spezifitat

Zur Bestimmung der klinischen Sensitivitat der Autoantikdrper-Assays wurden 29 Proben von Patienten mit
aktiver Zaliakie und ausreichendem IgA mit dem QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile und den
entsprechenden ELISAs getestet. Die klinische Sensitivitat fir IgA-Anti-h-tTG betrug 93% (mit einen 95%-
Konfidenzintervall [KI] von 77-99%). Die klinische Sensitivitat far IgA-Anti-DGP betrug 73% (95% Kl von 53-
92%). Zur Bestimmung der klinischen Spezifitdt wurden 494 Patienten, bei denen keine Zoéliakie
diagnostiziert wurde, getestet. Diese Gruppe umfasste normale Blutspender sowie Patienten mit
rheumatischen, Leber-, Magen-Darm- sowie Infektionserkrankungen. Die klinische Sensitivitat fir Anti-h-tTG
betrug 98% (95% Kl von a 96-99%). Die klinische Spezifitat fir Anti-DGP betrug ebenfalls 98% (95% Kl von
96-99%).

Klinische Sensitivitdt und Spezifitat fir die IgA-Anti-h-tTG- und DGP-Tests im Celiac IgA Profile

Diagnose
Positiv (Zoliakie mit Negativ (Kontrollen
h-tTG IgA ausreichendem IgA und nicht auf ohne Zdliakie- Gesamtmenge
glutenfreier Diat) Diagnose)
Luminex Positiv 27 11* 38
Negativ 2 483 485
Gesamtmenge 29 494 523

*Beide dieser Proben waren beim tTg-ELISA negativ. **10 von diesen sind vorbei positiv ELISA.
Sensitivitat: 27/(27+2)x100 = 93,1% ([KI] 77-99%) Spezifitat: 483/(11+483)x100 = 97,8% ([KI] 96-99%)

Diagnose
Positiv (Zoliakie mit Negativ (Kontrollen
DGP IgA ausreichendem IgA und nicht auf ohne Zoliakie- Gesamtmenge
glutenfreier Diat) Diagnose)
Luminex Positiv 18 12** 30
Negativ 11* 482 493
Gesamtmenge 29 494 523

*10 von diesen sind vorbei negativ ELISA. **10 von diesen sind vorbei positiv ELISA.

Sensitivitat: 18/(18+11)x100 = 62,1% ([KI] 53-92%). Spezifitat: 482/(12+482)x100 = 97,6% ([K|] 96-99%)

Vergleich zwischen QUANTA Plex™ und ELISA-Assays

Die relative positive, negative und Gesamtibereinstimmung in % (mit 95% KI) der QUANTA Plex™
Autoantikorper-Assays im Vergleich zu den ELISAs wurde fur alle getesteten Proben berechnet und die

Werte sind in der Tabelle unten aufgefiihrt.

h-tTG IgA ELISA
Positiv|Negativ| Gesamtmenge
Luminex Positiv 174 2 176
Negativ 21 757 778
Gesamtmenge| 195 759 954

Positiv prozentuale Upereinstimmung:
Negativ prozentuale Ubereinstimmung:
Gesamtmenge prozentuale Ubereinstimmung:
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174/(174+21)x100 = 89,2% (84-93%)
757/(2+757)x100 = 99,7% (99-100%)
(174+757)/(174+2+21+757)x100 = 97,6%




DGP IgA ELISA

Positiv|Negativ| Gesamtmenge
Luminex | Positiv 136 | 4 140
Negativ 31 783 814
Gesamtmenge | 167 787 954
Positiv prozentuale Ubereinstimmung: 136/(136+31)x100 = 81,4% (75-87%)
Negativ prozentuale Ubereinstimmung: 783/(4+783)x100 = 99,5% (99-100%)

Gesamtmenge prozentuale Ubereinstimmung: (136+783)/(136+4+31+783)x100 = 96,3%

Nachweis von unzureichender IgA-Menge

5 Patientenproben mit bekanntem selektivem IgA-Mangel wurden mit dem Celiac IgA Profile getestet,
ebenso wie weitere 949 Patienten, wie oben erlautert. Diese 5 plus 21 weitere Patienten erzielten ein
Verhaltnis bei Anti-lgA-LE/IgA-LE von unter 0,5 und wiesen daher unzureichendes IgA fur den Celiac IgA
Profile auf.

Sensitivitdt und Spezifitat fir das Verhaltnis Anti-lgA-LE/IgA LE im QUANTA Plex™ Celiac IgA Profile

Positive QUANTA [ QUANTA | Klinsche Sensitivitat | Alle Negativ [ QUANTA | QUANTA Klinsche
Kontrollen Plex™ Plex™ QUANTA Plex™ Kontrollen Plex™ Plex™ Specificity
N=5 Verhéltnis | Verhéltnis (95% CI) N=949 | Verhaltnis | Verhaltnis | QUANTA Plex™
>0,5 <0,5 >0,5 <0,5 (95% CI)
Anti-IgA/IgA o o/ x| Anti-IgA/IgA * o o/ \xx
Verhaltnis 0 5 100% (82-100%) Verhaltnis 928 21 99% (98-100%)

*Basierend auf serologischen Parametern stellten sich 12 von diesen als Zéliakie-Patienten mit IgA-Mangel
heraus. 7 waren hochverdiunnte Kontrollen und 1 mit bekanntem niedrigem Gesamt-IgA im Serum.
Basierend auf einer Inzidenz von 1 in 500 IgA unzulanglich, wiirde man sich 2 weitere positive Proben
gemal Inzidenz erwarten rate.
**Berechnungen basieren auf 18 erwarteteten Mangelproben.

Prazision und Reproduzierbarkeit

Intra-Assay und Inter-Assay Variation Fir die Intra-Assay-Variation wurden 18 Proben je 10 x mit einem
Einzel-Assay getestet. Die Variation bei 3 - 5 reprasentativen Proben fiir jeden Test ist in der Tabelle unten
aufgefuhrt. Fur die Inter-Assay-Variation wurden 20 Proben mit 6 Tests an 6 verschiedenen Tagen getestet.
Die Variation bei 3 - 5 reprasentativen Proben fiir jeden Test ist in der Tabelle unten aufgefihrt.

Intra-Assay-Variation Inter-Assay-Variation

Antigen | Durchschnitt LE | % C.V. Antigen | Durchschnitt LE | % C.V.
h-tTG 22 6% h-tTG 23 9%
h-tTG 23 7% h-tTG 26 8%
h-tTG 31 7% h-tTG 31 8%
h-tTG 89 9% h-tTG 102 3%
h-tTG 255 4% h-tTG 263 3%
DGP 17 12% DGP 19 4%
DGP 22 8% DGP 23 11%
DGP 25 8% DGP 26 5%
DGP 59 4% DGP 65 9%
DGP 38 8% DGP 44 9%
anti-IgA 5 5% anti-IgA 5 8%
anti-IgA 11 4% anti-IgA 11 5%
anti-lgA 20 2% anti-lgA 20 5%
IgA 27 5% IgA 28 4%
IgA 10 4% IgA 10 5%
IgA 21 2% IgA 23 4%
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