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1 Destinazione d’uso

L'Anti-GP2 1gG €& un immunodosaggio quantitativo per la
determinazione degli anticorpi 1gG contro la glicoproteina 2
(GP2) nel siero umano.

L'Anti-GP2 IgG é inteso come ausilio nella diagnosi del morbo di
Crohn in combinazione con altri risultati clinici e di laboratorio.

L'immunodosaggio & progettato per I'uso professionale manuale
nella diagnostica in vitro.

2 Rilevanza diagnostica

Le malattie inflammatorie intestinali non specifiche, tra cui la
malattia di Crohn (MC), anche nota come enterite regionale, e la
colite ulcerosa (CU), sono caratterizzate da un'eziologia
sconosciuta e da processi inflammatori cronici-remittenti
dell'intestino. Mentre l'infiammazione della CU ¢ ristretta alla
mucosa e alla sottomucosa del colon e del retto, la MC presenta
un'infiammazione diffusa del ftratto gastrointestinale con
formazione di granulomi. Il rischio di sviluppare una di queste
malattie & fortemente influenzato da fattori immunologici,
genetici, infettivi e ambientali.

La diagnosi differenziale tra le malattie infiammatorie intestinali e
la diarrea cronica, i dolori addominali ricorrenti, la colite infettiva,
I'anoressia e la differenziazione della MC dalla CU & ancora una
sfida importante.

Gli autoanticorpi del pancreas esocrino sono stati identificati
come marcatori sierologici specifici per la MC. E stato possibile
dimostrare una prevalenza del 39% di questi autoanticorpi nei
pazienti con MC mediante immunofluorescenza indiretta
(Stocker et al. 1987). La glicoproteina 2 (GP2), una proteina
pancreatica legata alla membrana, & stata identificata/verificata
come il principale bersaglio dei autoanticorpi del pancreas

esocrino (Roggenbuck et al. 2009). In combinazione con il
rilevamento di autoanticorpi contro Saccharomyces cerevisiae
(ASCA), con una prevalenza del 70% nei pazienti con MC, e di
antigeni citoplasmatici atipici antineutrofili (aANCA), che si
riscontrano principalmente nei pazienti con CU, gli anti-GP2
possono essere utilizzati come marcatore sierologico altamente
specifico per la diagnosi differenziale tra MC e CU.

3  Principio del saggio

L'ELISA (saggio immuno-assorbente legato ad un enzima) & un
saggio immunologico per la determinazione di anticorpi specifici.
Le strisce della piastra per microtitolazione sono rivestite con
antigeni specifici per il saggio. Se nel campione del paziente
sono presenti anticorpi, questi si legano agli antigeni. Un
anticorpo secondario coniugato con I'enzima perossidasi rileva il
complesso immunitario generato. Un substrato incolore viene
convertito in un prodotto colorato. L'intensita del segnale del
prodotto di reazione & proporzionale all'attivita degli anticorpi nel
campione. Dopo l'arresto della reazione, l'intensita del segnale
del prodotto di reazione viene misurata fotometricamente.

4 Componenti del saggio

Componente Descrizione ‘

Piastra per 12 strisce per microtitolazione
microtitolazione separabili (pronte all'uso), 8 pozzetti
A per striscia, ogni pozzetto rivestito

1 pezzo con glicoproteina umana
ricombinante 2

Calibratore Diluizioni colorate di siero umano

0-4 (pronte all'uso; contengono ProClin

5x 1 mL, tappo 950)

bianco Le attivita anticorpali sono indicate

nel certificato di controllo qualita.
Diluizione colorata di siero umano

Controllo negativo
N |CONTROL (pronta all'uso; contiene ProClin

1 x 1 mL, tappo verde = 950)
L'attivita dell'anticorpo € indicata sul
certificato di controllo qualita.

Controllo positivo Diluizione colorata di siero umano

P (pronta all'uso; contiene ProClin
1 950)
x 1 mL, tappo rosso
L'attivita dell'anticorpo € indicata sul
certificato di controllo qualita.

Diluente del Soluzione colorata

campione (pronta all'uso; contiene ProClin
C 950)

1 x 100 mL, tappo

nero

Tampone di Soluzione concentrata
lavaggio (10x; contiene ProClin 950)

B BUF|WASH|10
1 x 100 mL, tappo
bianco

Coniugato IgG
D |CONJ

1 x 15 mL, tappo

Soluzione colorata di anticorpo
policlonale anti-lgG umano
coniugato con perossidasi di rafano

rosso (pronta all'uso; contiene ProClin
950)
Substrato 3,3’,5,5-Tetrametilbenzidina

E|SOLN | TMB
1 x 15 mL, tappo blu

(pronto all'uso)

Soluzione d’arresto | 0,25 M Acido solforico
F (pronto all'uso)

1 x 15 mL, tappo

giallo
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Foglio adesivo -
2 pezzi

Certificato CQ -
1 pezzo

Istruzioni per I'uso -
1 pezzo

5 Materiale necessario ma non fornito

- Comuni attrezzature di laboratorio

- Pipette di precisione (5-1000 uL), pipette multicanale (100-
1000 pL) e puntali monouso.

- Cilindri graduati (100 - 1000 mL)
- Provette per la preparazione delle diluizioni
- Miscelatore a vortice o altri rotatori

- Lavatore di piastre per microtitolazione o pettine di
lavaggio

- Lettore di piastre per microtitolazione con filtri ottici per
450 nm e 620 nm o 690 nm

- Carta assorbente
- Acqua distillata o deionizzata

6 Conservazione e stabilita

Una volta ricevuti, tutti i componenti del saggio devono essere
conservati a una temperatura compresa tra 2 °C e 8 °C,
preferibilmente nella confezione originale del kit. Se conservati
correttamente nei loro contenitori originali, tutti i componenti sono
stabili fino alla data di scadenza. Tutti i componenti sono stabili
per almeno 2 mesi dopo l'apertura se conservati correttamente a
una temperatura compresa tra 2 °C e 8 °C.

7 Informazioni generali

Questo prodotto & destinato esclusivamente all'uso diagnostico
in vitro. Le istruzioni per l'uso devono essere lette attentamente
prima dell'uso. Esse sono valide solo per il presente prodotto con
la composizione indicata e devono essere seguite rigorosamente
per garantirne risultati affidabili. Eventuali deviazioni possono
portare a risultati errati. | componenti non devono essere
scambiati con reagenti di lotti diversi o di altri produttori.

La contaminazione dei reagenti deve essere evitata utilizzando
tecniche asettiche durante il prelievo dai contenitori. Dopo l'uso,
le fiale di reagente devono essere chiuse ermeticamente con i
rispettivi tappi.

La contaminazione incrociata di campioni o reagenti pud portare
a risultati incoerenti e deve essere evitata utilizzando tecniche di
pipettaggio coerenti.

L'esposizione dei reagenti alla luce forte deve essere evitata per
tutta la durata della procedura di analisi e della conservazione.
Un lavaggio insufficiente comporta una scarsa precisione e
segnali di misura elevati. Dopo ogni fase di lavaggio, il liquido
residuo deve essere completamente rimosso.

8 Preparazione

8.1 Preparazione dei reagenti

Tutti i componenti, compresa la piastra per microtitolazione,
devono essere portati a temperatura ambiente (TA: da 18 °C a
25 °C) prima dell'uso per almeno 30 minuti. Tutti i componenti
liquidi devono essere miscelati delicatamente per garantirne
'omogeneita.

8.1.1 Piastra per microtitolazione

La piastra per microtitolazione é sigillata in un sacchetto di
alluminio. Le strisce reattive non utilizzate devono essere sempre
conservate in frigorifero e protette dall'umidita con I'essiccante
nella busta di alluminio opportunamente sigillata. Se richiuse con

cura, le strisce reattive possono essere utilizzate per 8 settimane
dall'apertura.

8.1.2 Calibratori

| calibratori sono pronti all'uso e non devono essere ulteriormente
diluiti. | calibratori devono essere utilizzati per ogni saggio.

8.1.3 Controlli

| controlli positivi e negativi sono pronti all'uso e non devono
essere ulteriormente diluiti. | controlli devono essere utilizzati in
ogni analisi. | laboratori possono anche convalidare i propri
campioni di controllo e utilizzarli in alternativa.

8.1.4 Diluente del campione
Il diluente del campione & pronto all'uso.

8.1.5  Tampone di lavaggio

Il tampone di lavaggio & concentrato e deve essere diluito 1:10
con acqua distillata prima dell'uso (ad es. 100 mL + 900 mL). E
necessario preparare una quantita sufficiente di soluzione di
lavaggio. La soluzione di lavaggio diluita puo essere conservata
a 2 °C-8 °C fino a 30 giorni.

8.1.6  Coniugato

Il coniugato & pronto all'uso e stabile fino a 8 settimane dopo
I'apertura se conservato a una temperatura compresatra2 °C e
8 °C.

8.1.7  Substrato

Il substrato & pronto all'uso. E necessario evitare I'esposizione
della soluzione del substrato alla luce.

8.1.8  Soluzione d’arresto
La soluzione d’arresto & pronta all'uso.

8.2 Preparazione dei campioni

8.2.1 Materiale campione

Si raccomanda l'uso di siero appena raccolto da sangue
prelevato mediante venipuntura. Si deve evitare I'uso di campioni
itterici, lipemici, emolitici o contaminati da batteri. Le sostanze
insolubili devono essere rimosse dal campione mediante
centrifugazione. | campioni non devono essere inattivati
termicamente.

8.2.2 Diluizione del campione

| campioni devono essere diluiti 1:101 (ad es. 10 yL + 1000 pL)
con il diluente del campione e miscelati accuratamente. Si deve
evitare la formazione di schiuma.

8.2.3  Conservazione dei campioni

| campioni possono essere conservati a 2 °C - 8 °C fino a tre
giorni. La conservazione a lungo termine richiede -20 °C. E
necessario evitare il congelamento e lo scongelamento ripetuti.
Per un uso multiplo, i campioni devono essere aliquotati e
conservati a -20 °C.

9 Prestazioni del saggio

9.1 Schema di pipettaggio
Si raccomanda il seguente schema di pipettaggio:

1 2 3 4 |
A CALO Campione 2
B CAL 1 Campione 3
C CAL 2 Campione 4
D CAL 3 Campione 5
E CAL 4
F N
G P
H Campione 1
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9.2 Procedura

E necessario rispettare i tempi e le temperature di incubazione
indicati ed evitare significativi sbalzi temporali durante |l
pipettaggio dei campioni e dei reagenti. La piastra per
microtitolazione deve essere agitata brevemente dopo I'aggiunta
dei reagenti.

Fase Descrizione |

1. Aggiunta di Aggiungere 100 pL di calibratori,
calibratori, controlli e campioni diluiti pronti all'uso
controlli e per pozzetto.

campioni diluiti

2. Incubazione Coprire la piastra e incubare per 60

minuti a TA.
3. Ciclodi Aspirare la soluzione e lavare 3 volte
lavaggio con 300 pL di soluzione di lavaggio

con un tempo di immersione di
almeno 5 secondi ciascuno; asciugare
battendo la piastra per
microtitolazione su un carta
assorbente per rimuovere eventuali
gocce residue.

4. Aggiunta del Aggiungere 100 pL di coniugato

coniugato pronto all'uso in ogni pozzetto.
5. Incubazione Coprire la piastra e incubare per 30
minuti a TA.
6. Ciclodi Aspirare la soluzione e lavare 3 volte
lavaggio con 300 pL di soluzione di lavaggio
con un tempo di immersione di
almeno 5 secondi ciascuno; asciugare
battendo la piastra per
microtitolazione su un carta
assorbente per rimuovere eventuali
gocce residue.
7. Aggiunta di Aggiungere 100 pL di substrato pronto
substrato all'uso in ogni pozzetto.

8. Incubazione Coprire la piastra e incubare per 15

min al buio a TA.

9. Aggiuntadella = Aggiungere 100 pL di soluzione

soluzione d’arresto pronta all'uso in ogni
d’'arresto pozzetto.
10. Analisi Leggere la densita ottica (DO) a 450

nm rispetto a 620 o 690 nm entro 30
minuti dall'arresto della reazione.

9.3 Automazione

L'elaborazione automatizzata dei saggi immunologici deve
essere eseguita in modo analogo all'uso manuale e convalidata
dall'utente.

10 Valutazione del saggio

10.1 Tracciabilita metrologica

L'immunodosaggio viene calibrato utilizzando un campione di
riferimento interno. | risultati quantitativi sono espressi in U/mL.
10.2 Curva di calibrazione

Per la generazione di una curva di calibrazione, i segnali ottici
(densita ottica, DO) dei calibratori vengono tracciati rispetto alle
loro attivita anticorpali e correlati mediante un adattamento
logistico a 4 parametri (4 PL). Le attivita anticorpali dei campioni
sconosciuti possono essere estrapolate direttamente dai loro
segnali ottici utilizzando la curva di calibrazione generata.

10.3 Criteri di validita

| saggi sono validi solo se sono soddisfatti i seguenti criteri di
validita:

- DOCALO<CAL1<CAL2<CAL3<CAL4

- DOCAL4>1.2

- Il controllo negativo deve essere valutato negativo.

- Il controllo positivo deve essere valutato positivo e presentare
un'attivita anticorpale all'interno dell'intervallo di validita
indicato nel certificato di controllo qualita.

Se questi criteri non sono soddisfatti, il saggio non €& valido e
deve essere ripetuto.
10.4 Risoluzione dei problemi

In caso di saggi non validi, occorre verificare le date di scadenza
e le condizioni di conservazione, i tempi e le temperature di
incubazione e l'esatta calibrazione di tutti gli strumenti utilizzati.
Se non é stato possibile identificare una ragione per l'invalidita
del saggio, contattare il fornitore o il produttore del prodotto.

10.5 Intervalli di riferimento
Gli intervalli di riferimento sono indicati di seguito:

Interpretazione ‘

Attivita anticorpale < 10 U/mL negativo
Attivita anticorpale 10 - 15 U/mL incerto
Attivita anticorpale > 15 U/mL positivo

A causa delle diverse sieroprevalenze nelle singole regioni, ogni
laboratorio deve verificare gli intervalli di riferimento con analisi
proprie e adattarli, se necessario.

10.6 Interpretazione dei risultati dei saggi

Un risultato positivo del saggio indica la presenza di anticorpi
specifici. Un risultato negativo indica l'assenza di anticorpi
specifici, ma non esclude la possibilita di una reazione
autoimmune. In caso di risultati incerti, non & possibile effettuare
una valutazione affidabile.

10.7 Limiti del metodo

L'interpretazione dei risultati dei saggi deve sempre essere
considerata in combinazione con il quadro clinico del paziente.
La diagnosi non deve basarsi sui risultati di un solo metodo
diagnostico. Tutti i risultati clinici e di laboratorio devono essere
valutati per formulare una diagnosi. Per la conferma, &
necessario eseguire ulteriori indagini.

11 Caratteristiche delle prestazioni

11.1 Caratteristiche delle prestazioni analitiche

11.1.1  Precisione

La precisione dei risultati del saggio € stata valutata mediante la
determinazione della variazione intra- e inter-saggio attraverso
I'analisi di pit campioni con diverse attivita anticorpali.

Precisione
intrasaggio intersaggio
CV (%) CV (%)
Campione 1 220,9 2,2 215,6 5,9
Campione 2 61,5 3,9 58,8 5,9
Campione 3 17,3 6,6 19,0 5,7

11.1.2 Intervallo di misura

L'accuratezza, l'esattezza, la precisione, la linearita e il recupero
dei risultati del saggio sono stati osservati alliinterno
dell'intervallo di misura del saggio dal LoQ al calibratore
superiore in studi completi. | campioni con risultati del saggio
superiori al calibratore superiore devono essere riportati come
>max. | campioni con risultati inferiori al LoQ devono essere
indicati come <min Se si osservano risultati del saggio superiori
al calibratore superiore, i campioni possono essere analizzati a
una diluizione superiore. L'attivita anticorpale risultante deve
essere moltiplicata per il fattore di diluizione aggiuntivo.
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11.2 Caratteristiche delle prestazioni diagnostiche

11.2.1  Sensibilita e specificita diagnostica

La sensibilita e la specificita sono state valutate analizzando 115
campioni di siero di pazienti con malattia di Crohn e 183 campioni
di siero di donatori di sangue non selezionati.

Prestazioni diagnostiche ‘

Sensibilita 27,8 %
Specificita 96,7 %

12 Avvertenze e precauzioni

Il prodotto & destinato esclusivamente all'uso diagnostico in vitro
da parte di personale qualificato, autorizzato e addestrato. Tultti i
componenti del saggio e i campioni umani devono essere
maneggiati con cura in quanto potenzialmente pericolosi. E
necessario attenersi alle buone pratiche di laboratorio (BPL) e a
tutte le normative pertinenti.

Nel caso in cui il prodotto sia danneggiato o le informazioni sul
prodotto, compresa l'etichettatura, siano errate o non corrette, si
prega di contattare il produttore o il fornitore.

Questo prodotto contiene preparati di origine umana e/o animale.
Qualsiasi materiale derivato da fluidi corporei umani o da organi
utilizzati per la preparazione dei componenti & stato testato ed &
risultato negativo allHBsAg (Antigene di superficie del virus
dell'epatite B) e agli anticorpi anti-HIV e anti-HCV. Tuttavia, tutti
i componenti e tutti i campioni dei pazienti devono essere trattati
come potenzialmente pericolosi in conformita alle leggi nazionali
e alle linee guida appropriate sulla sicurezza biologica.

Poiché il prodotto contiene materiali potenzialmente pericolosi, &
necessario seguire le seguenti precauzioni: Non fumare,
mangiare o bere durante la manipolazione del materiale del kit o
dei campioni. Evitare il contatto diretto con il materiale del kit o
con i campioni indossando guanti protettivi camice da
laboratorio e occhiali di sicurezza. Non pipettare mai il materiale
per bocca. Pulire prontamente le fuoriuscite e lavare
accuratamente la superficie interessata con un decontaminante.
Lavare accuratamente le mani dopo l'uso.

Alcuni reagenti contengono ProClin (< 1,0%) come conservante,
possono causare sensibilizzazione cutanea (H317) e non
devono essere ingeriti o lasciati entrare in contatto con la pelle o
le mucose (P280, P333+P313).

E necessario osservare le informazioni contenute nella scheda
di sicurezza relative ai possibili pericoli, alle misure di primo
soccorso, alle misure da adottare in caso di rilascio involontario
di grandi quantita, alla manipolazione e allo stoccaggio, ai
dispositivi di protezione individuale, alle informazioni sullo
smaltimento e alle informazioni sulla tossicologia.

Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo
deve essere segnalato al fabbricante e all'autorita competente
dello Stato membro in cui € stabilito I'utilizzatore e/o il paziente.

13 Smaltimento

Per la decontaminazione e lo smaltimento € necessario attenersi
alle raccomandazioni del CDC e alle linee guida e normative
ambientali locali e nazionali pertinenti. | campioni, i materiali
potenzialmente contaminati e i rifiuti infettivi devono essere
decontaminati, ad esempio mediante autoclavaggio per 20
minuti a 121 °C.
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16 Modifiche

Modifiche alle attuali istruzioni per I'uso

Versione attuale 005/10.2022

Modifiche editoriali; il simbolo
grafico di avvertenza é stato
aggiunto in conformita al
Regolamento UE 1272/2008.

Sintesi delle
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