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Utilizacion

AESKUBLOTS® Gastro Pro es un enzimoinmunoensayo de membrana para la deteccion
cualitativa de anticuerpos IgG e IgA frente a gliadina, tTg neo-epitope, manano (ASCA),
antigeno de células parietales y factor intrinseco en. Los antigenos se sitian en forma de
lineas paralelas en posiciones exactamente definidas sobre la membrana de nitrocelulosa.

El ensayo se utiliza para el diagnéstico de la celiaquia, la anemia perniciosa y la enfermedad
inflamatoria intestinal.

Aplicaciones clinicas y principio del analisis

Las distintas secciones del tubo gastrointestinal pueden verse afectadas por enfermedades
autoimmunitarias gastrointestinales. Estas enfermedades a menudo se diagnostican afios
después del inicio de los sintomas y en muchos casos tienen una evolucién grave.

Los pacientes celiacos a menudo sufren deficiencia de IgA. A fin de evitar resultados falsos
negativos, este andlisis detecta los anticuerpos IgA e IgG.

Los anticuerpos contra:

- gliadina son tipicos de la celiaguia. Esencialmente, el tipo IgA es especifico de la
celiaquia. Los anticuerpos del tipo 1gG aparecen en el 40-50 % de los pacientes con
enfermedad de Crohn y también en el 10-20 % de los pacientes con colitis ulcerosa.

- el neo-epitopo de la tTg (neo-tTg; transglutaminasa tisular reticulada con péptidos
especificos de gliadina) constituye un marcador fiable de la celiaquia y de la dermatitis
herpetiforme (enfermedad de Duhring). Debido a la similitud estructural con los
epitopos fisiolégicos, los anticuerpos contra el neo-epitopo de la tTg muestran una
mayor sensibilidad y especificidad que los anticuerpos anti-tTg (sensibilidad 98-100%,
especificidad 93-96%).

- Manano (ASCA) tienen una especificidad del 97 % para la enfermedad de Crohn. Son
esenciales para el diagnéstico diferencial de la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa. Hasta un 75 % de los pacientes con la enfermedad de Crohn muestran, al
contrario de los pacientes con colitis ulcerosa, un aumento del nivel de anticuerpos.

- cCélulas parietales se pueden detectar mediante una prueba de inmunofluorescencia
en el 80-90 % de los pacientes con anemia perniciosa, aunque también se pueden
encontrar en el 2-5 % de los individuos sanos. También aparecen en pacientes con
enfermedades endocrinas autoinmunitarias y gastritis atréfica crénica de tipo A.

- factor intrinseco indican anemia perniciosa con una sensibilidad del 50-70 % y una
especificidad del 100 % en una poblacién de donantes de sangre sanos. Ademas,
estos anticuerpos también se detectan en pacientes con enfermedades tiroideas
autoinmunitarias y gastritis atréfica crénica de tipo A.

Principio del analisis

Los antigenos se aplican en forma de lineas sobre una membrana de nitrocelulosa. La
membrana se bloguea para impedir reacciones no especificas. Las tiras de membrana
con antigenos especificos se incuban en posiciones exactamente definidas en muestras
de suero diluidas en una proporcion de 1:101. Los anticuerpos del paciente, si estan
presentes en la muestra, se unen al antigeno. La fraccién 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 adicion del sustrato TMB, una reaccién enzimatica
convierte el conjugado en un precipitado azul. La reaccion se detiene con agua destilada.
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3 Contenido del kit

SE DEBE RECONSTITUIR

Color Color de
Articulo Cantidad del la Descripcién/Contenido
tapén solucion
3 X para
Reactivo bloqueante 10 ml de blanco N/A Lechg descremada en polvo para preparacion de 3 x
concentrado tampon para muestra de 10 ml
cada uno
. . Concentrado 20 veces para preparacion de 1 |
Tampo6n de lavado (20x) 1x50ml blanco incoloro tampon Tris, pH 6,9 + 0.2
LISTO PARA EL USO
Color Color de
Articulo Cantidad del la Descripcién/Contenido
tapén solucion
Conjugado, IgG 1% 10 ml azul incoloro Cor!tlene: Inmunoglopulma antlihumang G (IgG)
conjugada con peroxidasa de rabano picante
Conjugado, IgA 1% 10 ml rojo incoloro Contlene: Inmunoglopulma anu:humang A (IgA)
conjugada con peroxidasa de rabano picante
Sustrato TMB 1x10ml negro incoloro TMB/H,0, estabilizada
Codifica
Tiras de membrana 24 tiras Eggrggf N/A Antigenos recubiertos, véase Utilizacion
Negro
Pinzas, plantilla de referencia, 1 por cada
hoja de resultados, cinta kitp N/A N/A N/A
adhesiva (doble cara, blanco)
bandeja de incubadora Eitpor cada N/A N/A N/A
Etiquetas de tampdn para 3 por_cada N/A N/A N/A
muestra kit

MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO
Plataforma de agitacion, cilindro para 1000 ml, cilindro o pipeta para 10 ml, pipetas de precision (10, 1000 pl), papel de filtro o

absorbente. Nuestras pruebas se han disefiado para usarse con agua destilada, de acuerdo con la definicion de las farmacopeas
de Estados Unidos (USP 26 - NF 21) y Europa (Eur.Ph. 4.2 ed.).

4  Almacenamiento y caducidad

Conserve todos los reactivos y las tiras de membrana a una temperatura de 2-8 °C/35-46 °F
en los envases originales. Una vez preparado el tampén de lavado reconstituido y abiertas las
tiras, el conjugado y el TMB son estables a una temperatura de 2-8 °C/35-46 °F durante, al
menos, seis semanas. El reactivo bloqueante reconstituido es estable a una temperatura de
2-8 °C/35-46 °F durante, al menos, tres semanas. Los reactivos y las tiras han de utilizarse
antes de la fecha de caducidad indicada en cada uno de los componentes. No utilice los
componentes después de esa fecha. Evite que la solucion de TMB se vea expuesta de forma
intensa a la luz.
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Precauciones de uso e instrucciones generales

Datos de riesgo para la salud

Este producto esta disefiado exclusivamente para el DIAGNOSTICO IN VITRO. Por ello, el kit
solo puede ser utilizado por personal formado y con asesoramiento especializado en métodos
de diagnoéstico in vitro. Aunque este producto no se considera particularmente toxico ni
peligroso en las condiciones de uso previstas, consulte la siguiente informacién para lograr la
méaxima seguridad:

Recomendaciones y precauciones

El kit contiene componentes potencialmente peligrosos. Aunque los reactivos que incluye no
estan clasificados como irritantes para los ojos y la piel, se recomienda evitar el contacto con
estos O6rganos y usar guantes desechables.

Este producto contiene diluciones de origen humano o animal y debe considerarse
potencialmente infeccioso y manipularse conforme a la normativa nacional.

No fume, coma ni beba mientras manipula el kit. No se lleve la pipeta a la boca.

Tampdn de lavado, conc. x20

Componentes peligrosos conforme al Reglamento (CE) n.° 1272/2008:

Denominacion N.°CE | N.°CAS | N.°de Cantidad | Clase y categoria | Indicacione
registro (p/p) de peligro s de peligro
REACH

Masa de reaccion | 911- 55965- | 01- <0,0015 Acute Tox. 2 H330

de 5-cloro-2-metil- | 418-6 | 84-9 2120764691 | %

4-isotiazolin-3-ona -48-XXXX Acute Tox. 2 H310

y 2-metil- Acute Tox. 3 H301

2H-isotiazolin-3- .

ona (3:1) Skin Corr. 1C H314

Eye Dam. 1 H318

Skin Sens. 1A H317
Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 | H410

Conjugado de anticuerpo contralalgA /IgA +1gG / IgG humana

Componentes peligrosos conforme al Reglamento (CE) n. © 1272/2008:

Masa de reaccién | 911- 55965- 01- <0,01 % Acute Tox. 2 H330

de 5-cloro-2-metil- | 418-6 | 84-9 2120764691

4-isotiazolin-3-ona -48-XXXX Acute Tox. 2 H310

y 2-metil- Acute Tox. 3 H301

2H-isotiazolin-3- .

ona (3:1) Skin Corr. 1C H314
Eye Dam. 1 H318

Skin Sens. 1A H317
Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 | H410
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Fenol 203- 108-95- | 01- <0,01% | Acute Tox. 3 H301
627 |2 | 2119882203 pcuieTocs | Hall

Acute Tox. 3 H331
Skin Corr. 1B H314
Eye Dam. 1 H318
Muta. 2 H341
STOT RE 2 H373
Aquatic Chronic 2 | H411

Sustrato

Componentes peligrosos conforme al Reglamento (CE) n. © 1272/2008:

Acido citrico 201- 77-92-9 | 01- 1-<5% Eye Irrit. 2 H319

069-1 2119457026
-42-XXXX

N-metil-2- 212- 872-50- | - 0,1-< Repr. 1B H360D

pirrolidona 828-1 |4 0,3% Skin Irrit. 2 H315
Eye Irrit. 2 H319
STOT SE 3 H335

Consejos de prudencia: P280: Llevar guantes/ropa de proteccién/equipo de proteccion para
los ojos/la cara.

P333 + P313: En caso de irritacién o erupcioén cutdnea, consultar a
un médico.

Las sustancias recogidas en la «Lista de sustancias candidatas extremadamente
preocupantes en procedimiento de autorizacién» de la Agencia Europea de Sustancias y
Mezclas Quimicas (ECHA) no son componentes intencionados de este producto. Por lo tanto,
no se espera que estén presentes en el producto en cantidades 20,1 %.

Los reactivos se deben guardar en un lugar seguro y fuera del alcance de los nifios.

En concreto, la mezcla no contiene sustancias en concentraciones 20,1 % clasificadas como
PBT o mPmB.

Las muestras de los pacientes han de considerarse potencialmente infecciosas y deben
manipularse con arreglo a la legislacién nacional. Después de la serie analitica hay que
descontaminar las muestras de los pacientes y el resto del material potencialmente infeccioso.

Instrucciones generales de uso

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

Codificacién por colores | AESKUBLOTS®
Amarillo ANA-12 Pro
Naranja ANA-17 Pro
Azul Myositis Pro
Marrén Liver Pro
Parpura Vasculitis Pro
Negro Gastro Pro
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| Verde | Borrelia-G y Borrelia-M |

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 blogueante y el tampon de lavado se pueden intercambiar entre lotes y kits de
analisis. Los componentes restantes son especificos de cada kit de prueba y no se deben
intercambiar. No intercambiar los componentes de los reactivos entre los Kkits de
autoimmunidad y borrelia.

No utilice recipientes de poliestireno para manipular el conjugado.

Permita que todos los componentes alcancen la temperatura ambiente (20-32 °C/68-89 °F)
antes de utilizarlos, mézclelos bien y siga el esquema de incubacién recomendado para
conseguir un rendimiento 6ptimo.

No exponga nunca los componentes a temperaturas superiores a los 37 °C/98 °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 diagndstico clinico definitivo no deberia fundamentarse UGnicamente 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 diagndéstico.

Obtencidén, manipulacion y almacenamiento de las muestras

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

Tras la separacion, las muestras de suero/plasma han de utilizarse durante las primeras 8
horas. Como alternativa, las muestras deberian conservarse en viales herméticamente
cerrados a 2-8 °C/35-46 °F durante un maximo de 48 horas o congelados a -20 °C/-4 °F
durante periodos mas prolongados. (Thomas: Labor und Diagnose; CLSI Guideline GP44-A4)
Evite congelar y descongelar las muestras repetidas veces. No utilice muestras inactivadas
térmicamente (56°C/132°F).

Procedimiento del ensayo

Preparativos antes de comenzar

Confirme que no se hayan formado cristales salinos en el concentrado. En caso de que esto
ocurra, caliente ligeramente el concentrado (bastara con utilizar temperatura ambiente) para
disolver los cristales.
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Diluya la solucién concentrada de tampon de lavado a 1:20 con agua destilada (por ejemplo,
950 ml con 50 ml).

Para preparar un tampdn para muestra: agregue 10 ml de tampoén de lavado a un frasco de
Reactivo bloqueante y mezcle bien.

Pasos del analisis

Notas importantes:

Siga exactamente este protocolo. Asegurese de que los dos componentes mencionados en
el protocolo se afiaden a la bandeja en los pasos 2, 6, 9.

No permita que la tira se seque durante los pasos de incubacion.

No toque la tira con los dedos; use las pinzas.

Retire por completo las muestras diluidas tras la incubacion de la tira a fin de evitar su arrastre.
Agite continuamente la tira durante los pasos de incubacion.

Vierta el tampdn para 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 la tira.
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Paso Descripcion

1. Asegurese de que los preparativos del paso 7.1 (arriba) se han llevado a cabo antes

del comienzo del analisis.

\

L e e

0)

5min

CONTROLES y MUESTRAS
3 Samples

s
RO

30 min 9

=l
Lﬁvf 2 %\ﬁvl

t |

X 3x

CONJUGADO

6.

-
e |
A O) I

30 min —_

s

Sitte la tira en la orientacion correcta dentro de
la bandeja de incubacion (linea de referencia y
codificacién por color hacia arriba). Coloque
700 pl de tampon de lavado y 300 pl de tampon
para muestra en la bandeja de incubacion.
Humedezca la tira con la solucion e incube
durante 5 minutos con agitacion.

Pipetee 10 ul de muestra de suero en el interior
de las bandejas de incubacion designadas con
tampdn para muestra.

Incube durante 30 minutos a 20-32 °C/68-89 °F
con agitacion. A continuacion, retire la muestra por
completo.

Lave tres veces durante 5 minutos con 1,5 ml de
tampon de lavado y agitacion. Retire el tampon de
lavado después de cada paso de lavado.

Pipetee 700 ul de tampdn de lavado y 300 pl de
conjugado en cada bandeja de incubaciéon con
tira.

Incube durante 30 minutos a 20-32 °C/68-89 °F
con agitacion. Retire el conjugado.
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8. @ T
V Lave tres veces durante 5 minutos con 1,5 ml de
—_—

I.:J \%H tampodn de lavado y agitacion. Retire el tampon de

. | lavado después de cada paso de lavado.

¥ 3x

SUSTRATO

\ \ Pipetee 700 ul de dH,Oy 300 pl de sustrato en
- cada bandeja de incubacion con tira.

10. v/
I -
= Incube durante 15 minutos a 20-32 °C/68-89 °F

15min con agitacion y evite que reciba luz intensa. Retire

\%H —>| | el sustrato.

incubacioén con tira. Incube durante 1 minuto con

N
@ TV Pipetee 2ml de dH;Oen cada bandeja de
agitacion. Retire el dH20. Repita este paso.

I 2x

12. Retire latira de la bandeja de incubacion. Seque la tira con papel de filtro.

13. ' Analice los resultados antes de que transcurran 24 h.

AESKUBLOTS® Gastro Pro también esta disefiado para ser procesado y evaluado de forma
automatica en el sistema de transferencia automatico HELIA®.

Preparacion del reactivo para HELIA®: diluya una parte del concentrado del tampén de lavado
(WASH) con 19 partes de agua ultrapura (p. €j., 50 ml de concentrado del tamp6n de lavado y
950 ml de agua ultrapura) para obtener el tampdn de lavado listo para usar. El resto de reactivos
estan listos para usar cuando se procesan en HELIA®. Consulte el manual de instrucciones de
HELIA® para mas informacién sobre como procesar el ensayo en este dispositivo.
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Interpretacion cualitativa

Andlisis manual
Los resultados del analisis se pueden considerar validos si:

- El control funcional es visible.
- El control de cut-off es visible.
- Laintensidad del color del control de cut-off es mas débil que la del control funcional.

Fije la tira seca a la hoja de resultados alineada con la linea de referencia. Alinee la plantilla
de referencia con la linea de referencia de la tira. Interprete los resultados tomando como
referencia exclusivamente el control de cut-off de cada tira.

Cada kit de andlisis contiene una copia a color con todas las bandas que se pueden probar
en el andlisis.

El analisis se lleva a cabo comparando las intensidades color de las bandas con la intensidad
de color del control de cut-off. El andlisis se debe considerar dudoso si las intensidades no
difieren sustancialmente. Si el color es mas intenso, el resultado es positivo; si la intensidad
de color es mas débil, el analisis es negativo.

Los resultados se pueden registrar en la hoja de resultados.

En caso de que los valores de los controles no se ajusten a los criterios, el analisis se
considerard no valido y debera repetirse. Es aconsejable repetir el analisis de aquellas
muestras que se encuentren en el limite.

Ser& necesario comprobar los siguientes problemas técnicos: fechas de caducidad de los
reactivos (preparados), condiciones de almacenamiento, pipetas, equipo, condiciones de
incubacién y métodos de lavado.

Si al analizar las muestras se obtuvieron valores anémalos, se produjo algun tipo de
desviacién o los criterios de validacion no se cumplieron por motivos fuera de la
responsabilidad del técnico, péngase en contacto con el fabricante o el proveedor del
producto.

Los laboratorios médicos deberian realizar un control de la calidad interno mediante controles
propios y/o una mezcla de sueros interna, tal y como contemplan las normativas de su pais.

Evaluacion asistida por software
El andlisis de las tiras puede llevarse a cabo utilizando el software AESKU.SCAN. Consulte las
instrucciones de uso de este programa.

Los resultados del ensayo se consideraran validos si:

- Es visible el control funcional

- Es visible el control del valor de corte

- La intensidad del color del control del valor de corte es mas tenue que la intensidad
del color del control funcional

AESKU.SCAN 2.0:

Sujete la tira seca a la hoja de puntuacion (imprimible) alineada con la linea de referencia. Alinee
la plantilla de referencia con la linea de referencia de la tira.

Evalle las tiras segun las instrucciones de uso del software AESKU.SCAN 2.0.
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Se lleva a cabo un analisis cualitativo del resultado comparando la intensidad del color de cada
antigeno con la intensidad del color del control del valor de corte.

AESKU.SCAN 3.0:

Coloque las tiras dentro de la bandeja de incubacion en el lector.
Evalle las tiras segun las instrucciones de uso del software AESKU.SCAN 3.0.

Se lleva a cabo un anlisis cualitativo del resultado comparando la intensidad del color de cada
antigeno con la intensidad del color del control del valor de corte.

HELIA®:
Con un sistema de transferencia automatico HELIA®, los resultados se analizan de forma
automatica. Los resultados pueden determinarse en valores de indice.

Se propone la siguiente interpretacion segun la intensidad de la sefial:

Irr;tseurﬁgztgcién del Simbolo indice Color
Negativo - 0,0-<0,8 Incoloro
Dudoso +/- >0,8-<1,15 Azul
Positivo tenue + 21,15-<2,5 Amarillo
Positivo ++ 22.5-<4,0 Rojo
Positivo fuerte +++ 24,0 Rojo oscuro

En caso de que los valores de los controles no cumplan los criterios, el ensayo no es valido y ha
de repetirse. Se recomienda realizar un contraanalisis a las muestras dudosas.

Es necesario comprobar también las siguientes cuestiones técnicas: fecha de caducidad de los
reactivos (preparados), condiciones de conservacion, pipetas, equipos, condiciones de
incubacién y métodos de lavado.

Si las muestras analizadas presentan valores anémalos o algun tipo de desviacion, o si no se
cumplen los criterios de validacion por razones ajenas a la responsabilidad del técnico, pongase
en contacto con el fabricante o con el proveedor del kit del ensayo.

Puede que los laboratorios médicos lleven a cabo un control de calidad interno usando sus
propios controles o mezclas de suero internas, como se recoge en las normativas nacionales.

Datos técnicos

Material de muestra: suero

Volumen de muestra: 10 pl de muestra

Tiempo total de incubacion: 112 minutos a 20-32 °C/68-89 °F

Almacenamiento: a 2-8 °C/35-46 °F; use exclusivamente los viales originales.

NUmero de determinaciones: 24 analisis
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10 Datos de funcionamiento
Sensitividad relative y Especificidad relativa
30 muestras de suero de pacientes con resultado positivo en anticuerpos IFI o ELISA fueron
analizadas con AESKUBLOTS® Gastro Pro con el fin de determinar la concordancia entre
resultados positivos (sensitividad relativa). La concordancia entre resultados negativos
(especificidad relativa) fue determinada con el analisis de 100 muestras de suero de pacientes
sanos.
concordancia entre concordancia entre
resultados positivos resultados negativos
(sensitividad relative) (especificidad relativa)
gliadina 100 % 100 %
neo-tTg 100 % 100 %
Manano (ASCA) 100 % 100 %
antigeno de células parietales 100 % 100 %
factor intrinseco 100 % 100 %
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