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Deamidated Gliadin IgA ELISA  
Référence: AD DGLA96 

 
1. INDICATIONS D’UTILISATION 

 La trousse Deamidated Gliadin IgA ELISA permet la détection semi-quantitative des anticorps IgA dirigés contre la gliadine 
déamidée dans le sérum humain. 
 Cette trousse est destinée à confirmer les résultats obtenus par les techniques d'immuno-essai enzymatique (EIA), en tant qu'aide 
au diagnostic de la maladie cœliaque (pour plus de détails, voir 11.5 Valeur diagnostique des auto-anticorps). 
 Ce test est destiné à une large population de routine. Cette trousse est strictement réservée à un usage professionnel dans les 
laboratoires d'analyses cliniques. Elle ne peut être utilisée que manuellement ou dans un système automatisé ouvert pour tests 
ELISA, programmé selon le schéma de pipetage décrit au point 9.2.  

 2. PRINCIPE DU TEST 

 Cette trousse et tous ses composants sont destinés à être réalisés manuellement ou dans un instrument ouvert spécialement 
conçu pour le traitement des plaques ELISA. 

 La troussé présente utilise une méthode immunoenzymatique en phase solide  avec 96 barrettes à micropuits revêtus sécables et 
un système de détection peroxydase-TMB. Les micropuits sont revêtus d’antigènes hautement spécifiques. 
Dans la procédure de dosage, les échantillons sériques sont dilués au 1/51 et mis en incubation dans les micropuits. Les anticorps 
humains, s’ils sont présents dans l’échantillon, se lient à l’antigène spécifique. Les anticorps non liés ou en excès sont éliminés 
par lavage. Ensuite, des anticorps de lapin anti-IgA humaines conjugués à de la peroxydase de raifort sont ajoutés dans les puits. 
Le conjugué enzymatique se lie aux complexes antigène-anticorps. Après un second lavage pour éliminer le conjugué en excès, 
la solution TMB / substrat) est ajoutée. L’activité enzymatique, si elle est présente, génère une réaction colorimétrique (bleue).  
De l’acide dilué est ajoutée pour arrêter la réaction. Ensuite la couleur vire du bleu au jaune et peut être mesurée à 450 nm/620 
nm sur un lecteur de microplaques. L’absorbance (densité optique) est directement proportionnelle à la concentration d’anticorps 
IgA liés à la surface des micropuits. La trousse se compose de 96 tests à usage unique. 

 
3. CONTENU DE LA TROUSSE 

Avant toute utilisation de la trousse, assurez-vous que tous les articles mentionnés s’y trouvent et que les 
caractéristiques décrites correspondent. 
Ne pas utiliser cette trousse si elle est incomplète, endommagée ou non-conforme. Dans ce cas, veuillez contacter 
votre distributeur. 

 3.1 Matériel fourni : 
A reconstituer: 
20x Tampon de lavage 

 
1 flacon, 50 ml – concentré 20 x (bleu) 
Contenu: H2O, TBS, NaCl, Tween, conservateur, colorant 

 Prêts à l’emploi: 
Diluant pour échantillon 

 
1 flacon, 50 ml (jaune) 
Contenu: H2O, NaCl, TBS, Tween, BSA, colorant, conservateur 
 Substrat 1 vial, 20 ml (incolore) 
Contenu: H2O, TBS, acétate de sodium, perborate de sodium, stabilisateur, EDTA, conservateur 
 Contrôle négatif 1 vial, 1 ml (vert) 
Contenu: sérum humain (dilué), colorant, conservateur 
 Calibrateurs 6 flacons, 1 ml chacun 0, 25, 50, 100, 200, 400 U/ml. 
(couleur fonçant avec la concentration) 
Contenu: sérum humain (dilué), colorant, conservateur 
 Contrôle positif 1 flacon, 1 ml (bleu) 
Contenu: sérum humain (dilué), colorant, conservateur 
 Conjugué 1 flacon, 20 ml (vert) 
Contenu: H2O, NaCl, TBS, KCl, immunoglobulines de lapin anti-IgA humaines/HRP, colorant, 
conservateur 
 Solution d’arrêt                1 flacon, 20 ml (incolore) 
Contenu: acide sulphurique 2.5 % 
 Plaque ELISA  12 x 8 barrettes à micropuits sécables sur support plastique  
Revêtus de gliadine déamidée purifiée 

 Abréviation en ordre alphabétique:  
BSA = albumine de sérum bovin; EDTA = acide éthylènediaminetétraacétique; HRP = peroxydase de raifort; KCl = chlorure de potassium; NaCl 
= chlorure de sodium; TBS = Tris Buffer Saline; TMB = Tetramethylbenzidine 
Pour plus d'informations sur la composition et la concentration des ingrédients actifs utilisés, veuillez vous référer à la fiche de données de sécurité 
disponible sur demande ou sur www.alphadia.be.  
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Symboles utilises sur les étiquettes de la trousse 
 

 3.2 Antigènes utilisés  

 d-Gliadin  Gliadine déamidée (recombinant, exprimé dans des cellules bactériennes E. coli) 
 

4. MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI  

 • Lecteur de microplaque (avec filtre à 450 nm + filtre de référence optionnel à 650 nm) 
• Récipient en verre et tubes de dosage pour les dilutions. 
• Pipettes de précision 
• Optionnel : laveur des microplaques (micropipette multicanaux ou système automatique). 
• Papier absorbant 

 5. CONSERVATION 
• Conserver tous les réactifs et micropuits à 2-8°C pendant toute la durée de validité (voir la date d'expiration sur la trousse). 

Ne pas congeler. 

http://www.alphadia.be/
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• Après l'ouverture initiale de la trousse, les réactifs non utilisés doivent être conservés à 2-8°C à l'abri de la lumière (solaire), 
de préférence dans la boîte d'origine de la trousse. Les barrettes de micropuits non utilisées doivent être replacées dans les 
sachets fournis avec le paquet absorbant, scellées et conservées à 2-8°C, de préférence dans la boîte d'origine de la trousse. 
Lorsqu'ils sont stockés correctement, tous les composants sont stables jusqu'à la date de péremption indiquée. 

• Une fois préparée (voir 9.2), la solution de lavage est stable pendant 1 mois à 4°C. 

 6. SAFETY PRECAUTIONS 

 1. Tous les réactifs sont destinés au diagnostic in vitro et à une utilisation professionnelle. La trousse ne peut être utilisée que 
par des techniciens formés.  

2. Tout le matériel d'origine humaine utilisé pour certains réactifs de cette trousse (contrôles, calibrateurs) a été testé et trouvé 
négatif pour l'HbsAg, l'hépatite C et les anticorps VIH 1 et 2 par des méthodes approuvées. Cependant, aucun test ne peut 
garantir l'absence totale d'agents viraux dans un tel matériel. Par conséquent, manipulez les contrôles et les calibrateurs de 
la trousse ainsi que les échantillons de patients comme s'ils étaient capables de transmettre des maladies infectieuses. 

3. Les réactifs de la trousse ne sont pas considérés comme dangereux car les concentrations en chimiques potentiellement 
dangereux sont inférieures aux seuils spécifiés par le règlement européen (voir MSDS sur le site www.alphadia.be ou sur 
demande). 
Néanmoins, le produit contient des conservateurs qui peuvent posséder (dans leur concentration donnée), des propriétés 
légèrement polluantes ou provoquant une sensibilisation de la peau. Donc tout contact avec la peau, les yeux ou les 
muqueuses doit être évité. Comme pour tout produit chimique contenant des risques spécifiques, le produit/les composants 
du produit ne doivent être manipulés que par du personnel qualifié et avec les précautions nécessaires pour les produits 
chimiques. 

4. D’autre part, les échantillons des patients doivent être manipulés comme s’ils étaient capables de transmettre des maladies 
infectieuses et nécessitent une protection adaptée (gants, tablier, lunettes). Dans tous les cas, les BPL doivent s’appliquer à 
l’utilisation de cette trousse avec toutes les règles de sécurité générales ou individuelles en vigueur. 

5. Déchets : les échantillons des patients, les calibrateurs, les barrettes incubées ainsi que les flacons de réactifs doivent être 
considérés comme des déchets infectieux; les emballages ne nécessitent pas une collecte séparée à moins que les directives 
officielles le spécifient autrement. 

 7. RECOMMANDATIONS 

 1. Alphadia et ses distributeurs autorisés ne peuvent pas être tenus responsables des dommages occasionnés indirectement ou 
consécutivement à un changement ou une modification dans le procédé d’utilisation indiqué, à une utilisation abusive de la 
trousse et/ou à l'utilisation d'une trousse incomplète ou endommagée. L’utilisation de cette trousse est réservée uniquement 
à un personnel technique qualifié. 

2. La responsabilité d’Alphadia se limite dans tous les cas au remplacement de la trousse. 
3. Dans le cas où un incident grave (blessure, dégradation de l’état de santé, ou décès) se produirait avec ce dispositif IVD, 

veuillez le signaler immédiatement au fabricant (voir adresse ci-dessous) ainsi qu’à l’autorité compétente de votre pays.  

 8. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS, MANIPULATION ET CONSERVATION 

 Le test doit être utilisé uniquement sur des échantillons de sérum récemment prélevés ! Les sérums présentant des particules 
doivent être centrifugés à faible vitesse. Les échantillons doivent être recueillis dans des tubes secs ou dans des tubes contenant 
de l’EDTA ou de l’héparine. Eviter d'utiliser un pool de sérums différents, car cela peut conduire à des résultats discordants (voir 
point 10.4). Après séparation, les échantillons sériques doivent être utilisés immédiatement ou aliquotés et conservés à 2-8°C 
pendant quelques jours ou congelés à –20°C pour de plus longues périodes. Eviter les cycles répétés de congélation/décongélation 
des échantillons. 

 9. PROCEDURE DE DOSAGE 
Description des CONTRÔLES ET CALIBRATEURS: 

 Il n’existe ni matériau de référence ni norme internationale pour les anticorps anti-gliadine déamidée. 
Les calibrateurs, ainsi que les contrôles négatifs et positifs, consistent en un échantillon anti-gliadine déamidée hautement 
positif, préparé en dilution sérielle. La courbe d'étalonnage reflète la cinétique de liaison des anticorps sur l'antigène immobilisé.   

 Le contrôle seuil est calibré pour être la valeur seuil pour l'interprétation finale des résultats (voir point 10). 

 9.1  Echantillons 
• Diluer au 1/51 les échantillons sériques avec le diluant pour échantillons (prêt à l’emploi) 

→ ex. 500 µl de diluant + 10 µl de sérum. Mélanger. 

 9.2  Tampon de lavage 
• Diluer au 1/20 le tampon de lavage concentré avec de l’eau distillé 

 Lavage manuel: Préparer un volume final de 10 ml pour 8 puits ou 120 ml pour 96 puits. 
→ ex. 9.5 ml d’eau + 0.5 ml de tampon. Mélanger. 

  Lavage automatisé: Prendre en considération le volume nécessaire pour amorcer l’appareil et le volume « mort » de la 
pipette automatique. 

 9.3  Micropuits 
• Calculer le nombre de puits nécessaires pour le dosage. Retirer les puits non utilisés du support, et les conserver dans le 

sac en plastique fourni, soigneusement scellé. 
 
9.4  Procédure 

• Amener tous les réactifs à température ambiante (18-25°C), avant utilisation 
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• Distribuer 100 µl de chaque sérum dilué de patient dans le micropuits approprié. 
• Distribuer 100 µl de calibrateurs ou des contrôles dans les puits appropriés. 
• Incuber pendant 30 minutes à température ambiante (18-25°C). 
• Laver 3 fois avec 200 µl de solution de lavage (diluée au 1/20). 
• Distribuer 100 µl de conjugué dans chaque puits. 
• Incuber pendant 30 minutes à température ambiante (18-25°C). 
• Laver 3 fois avec 200 µl de solution de lavage (diluée au 1/20). 
• Distribuer 100 µl de TMB / substrat dans chaque puits. 
• Incuber pendant 10 minutes à température ambiante (18-25°C). 
• Distribuer 100 µl de solution s’arrêt dans chaque puits, en suivant le même ordre que pour la distribution du 

substrat. 
• Lire l’absorbance à 450 nm (en option 450/650 nm) dans les 30 minutes. 

NOTE: Nous conseillons de doser un blanc en doublets, dans chaque série (du diluant pour échantillon uniquement, 
sans échantillon de patient). 

 Procédure manuelle de lavage  
Eliminer le liquide des puits en retournant la plaque. Secouer vigoureusement le support retourné sur du papier absorbant. 
Distribuer 200 µl de solution de lavage diluée dans chaque puits. Laisser reposer 20 secondes. Retirer le liquide des puits en 
retournant la plaque. Répéter toute l’opération deux fois de plus. 

 
10. CALCUL ET INTERPRETATION DES RESULTATS  

 10.1 Interprétation semi-quantitative basée sur les calibrateurs (réflétant la cinétique de liaison) 
Établir la courbe de calibration en traçant la densité optique de chaque calibrateur par rapport aux valeurs des unités 
correspondantes. Le modèle de régression le plus précis de la courbe de calibration est le modèle d'ajustement de l'association 
exponentielle : 

  

 où y correspond à la D.O. mesurée et x correspond à la valeur arbitraire en U/ml. 

 La D.O. de chaque échantillon (y) peut ensuite être calculée en U/ml (x) sur la base de l'équation de régression. 

 U/ml Interprétation 
< 40 négatif 
40 – 60 limite (équivoque) 
> 60 positif 

 10.2 Interprétation semi-quantitative basée sur la valeur seuil 

 Une interprétation semi-quantitative des résultats est possible en utilisant l’étalon à 50 U/ml comme contrôle valeur seuil. Les 
résultats sont exprimés en indice de liaison (Binding Index = B.I.), défini comme le rapport entre les valeurs d’absorbance de 
l’échantillon et du contrôle seuil :  
 
B.I.  = D.O. échantillon / D.O. contrôle seuil 
 
Un échantillon est négatif lorsque B.I. < 1.0 
Un échantillon est positif lorsque B.I. > 1.0 

 10.3 Validation des résultats  
Un dosage est considéré valide si les spécifications du contrôle d’assurance qualité sont respectées.  
Si tel n’est pas le cas, voir le point 10.5, vérifier toute la procédure et refaire le dosage. Si le problème persiste, contacter le 
fabricant ou le distributeur. 

 Spécifications de l’Assurance Qualité  
 D.O. U./ml 

Blanc (diluant pour échantillon) < 0,100 - 
Contrôle Négatif  - ≤ 40 
Calibrateur 50 U/ml  < 50 % du calibrateur 400 U/ml - 
Contrôle Positif  > 0,800 200 – 400 

 
 
10.4 Recommandations importantes pour l’interprétation des résultats  

1. Etant donné que la trousse constitue une aide au diagnostic, le diagnostic ne doit pas être établi uniquement sur base de cette 
trousse. Les résultats doivent être toujours interprétés en tenant compte de l’examen clinique, de l’historique du patient et 
des résultats obtenus au moyen d’autres méthodes. Aucune technique utilisée seule ne peut écarter la possibilité de résultats 
faussement positifs ou faussement négatifs. Dans cette optique, un test d’immunofluorescence indirecte devrait, dans la 
mesure du possible, être réalisé au préalable à la détermination des auto-anticorps faite avec une trousse ELISA. 
L’immunofluorescence étant reconnue comme méthode de référence en auto-immunité. 

 2. L’intensité du résultat n’est pas forcément liée au degré d’intensité de la maladie mais bien au taux d’anticorps détectés. 
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3. Des faibles concentrations d'auto-anticorps peuvent être observées chez des patients sains. Pour cette raison, un résultat 
positif faible (proche du CO ou entre 40 et 60 U/ml), bien que valide, doit être considéré comme équivoque. Dans un tel cas, 
il est recommandé de réaliser un nouveau test du patient, de préférence en utilisant un nouvel échantillon. Si le résultat reste 
équivoque après ce nouveau test, d'autres tests de diagnostic et / ou clinique doivent être utilisés pour aider à déterminer le 
statut auto-immun du patient. 

 4. Attention : environ 3% des patients cœliaques présentent une déficience en IgA. Dans de tels cas, un contrôle positif 
anormalement faible ou non réactif est observé. En cas de déficit en IgA, un test IgG est recommandé. 

 5. Pour diverses raisons et dans certaines conditions, il est possible que la trousse montre un défaut de performance (cf. 10.5 
Dépannage). Dans ce cas, les résultats ne sont pas valides et donc ininterprétables. Il est recommandé de répéter le test. Si 
le défaut persiste, veuillez contacter votre distributeur. 

 6. L'intensité des résultats peut diminuer lorsque la trousse est utilisée en fin de vie. Toutefois, les performances de la trousse 
ne sont pas affectées (détection des positifs et des négatifs) dans des conditions normales d'utilisation et de stockage. 

 7. Le prélèvement séquentiel (à des dates différentes) d'un patient auto-immun peut parfois conduire à des résultats différents 
d'un échantillon à l'autre. Cette différence peut avoir plusieurs raisons : le traitement suivi par le patient, l'évolution de la 
maladie ou une séroconversion. Dans le cas spécifique d’une séroconversion, le résultat peut être positif pour un auto-anticorps 
dans un premier prélèvement du patient, et devenir positif pour un autre auto-anticorps dans un prélèvement ultérieur du 
même patient. 

 10.5 Dépannage  
 Problème Causes possibles + actions 

Discordance de résultats par 
rapport à une méthode de 
référence 

- Utilisation - Mauvais sérum pipeté 
- mauvais volume dispensé 
- Filtre de lecture inapproprié (utiliser 450 nm ou 450/650 nm) 

 répéter le test  
- Utilisation de deux échantillons différents d’un même patient 

(voir point 10.4.6) ou mauvaise manipulation/stockage des 
échantillons entre les tests 

- Matériel - substance interférente dans l’échantillon 
- l'échantillon est un mélange de différents sérums humains   

 répéter le test et confirmer sur d’autres méthodes  
- Méthode - performance intrinsèque de la trousse (cf 11.2 Sensibilité et 

spécificité analytiques) 
- trousse expirée 
- problème de stabilité 

Veuillez contacter votre distributeur pour toute demande de support 
technique complémentaire  

Résultats différents dans un 
même lot ou entre plusieurs 
lots 

- Utilisation - Mauvais sérum pipeté 
- mauvais volume dispensé 
- filtre de lecture inapproprié (utiliser 450 nm ou 450/650 nm) 

 répéter le test  
- Méthode - performance intrinsèque de la trousse (cf 11.1 Répétabilité et 

Reproductibilité) 
 

Contamination entre puits 
voisins  

- Utilisation - Erreur de pipetage  
 répéter le test 

 

Réaction faible / O.D trop 
basse 
 

- Utilisation 
 

- Filtre de lecture inapproprié (utiliser 450 nm ou 450/650 nm) 
 répéter le test  
 vérifier l’intégrité des réactifs 
 contacter votre distributeur en cas de suspicion de problème 

- dilution incorrecte du tampon ou de l’échantillon 
 répéter la préparation des réactifs 

 

Accroches non spécifiques / 
bruit de fond élevé/ O.D. trop 
élevée 

- Matériel 
 

- Présence d’un contaminant ou d’une substance interférente dans 
l’échantillon  
 répéter le test et confirmer sur d’autres méthodes 

- Utilisation - dilution incorrecte du tampon ou de l’échantillon 
 répéter la préparation des réactifs 

 - Temps ou température d’incubation trop élevés  
 répéter le test 

 

Étiquettes incorrectes Problème de fabrication, contacter votre distributeur 
Contenu de la trousse incorrect Problème de fabrication, contacter votre distributeur 

 
NOTE :  
Les risques résiduels majeurs de la trousse, révélés par l’analyse de risque de la trousse en fin de conception (après 
mitigation), sont les suivants : 
1) Risque de faux résultats lié à une erreur de pipetage (mauvais sérum) 
2) Risque de faux résultats lié à une substance interférente contenue dans l’échantillon 
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11. PERFORMANCES 

 11.1 Répétabilité et Reproductibilité 

 Des échantillons de référence ont été testés dans des séries successives statistiquement représentatives tant dans un même essai 
que lors de différents essais et entre différents lots afin de calculer respectivement la variation intra- et inter-essais et inter-lots. 
Dans tous les cas, les variations en densité optique se trouvaient dans les limites attendues suivantes : 
CV ≤ 10% pour les tests intra-essais 
CV ≤ 15% pour les tests inter-essais  
CV ≤ 20 % pour les tests inter-lots. 

 11.2 Analytical sensitivity  

 Plage de mesure: De 0 U/ml (négatif) à 400 U/ml (positif élevé). 
Limite du blanc (O.D.): 0,099. 
Comme aucune norme internationale n'est disponible pour les auto-anticorps, la justesse de la mesure ne s’applique pas à ce 
produit. 

 
11.3 Spécificité analytique 

 1. Les principaux interférents connus ont été testés sur la trousse. 
Pour chaque concentration de substance interférente testée, la différence entre le résultat de l’échantillon sans interférent 
et le résultat obtenu en présence de la substance interférente ne dépasse pas 15 %. 

 Substance interférente Concentration 
max. 

Concentration 
intermédiaire 

Concentration 
min. 

Différence <15% 

Bilirubine 100 mg/dL 50 mg/dL 25 mg/dL Oui 
Hémoglobine 200 mg/dL 100 mg/dL 50 mg/dL Oui 
Cholestérol 224.3 mg/dL 112 mg/dL 56 mg/dL Oui 
Facteur rhumatoïde IgM ~500IU/ml ~300IU/ml ~100IU/ml Oui 

Remarque : Il est impossible de tester la totalité des possibles interférents décrits. D’autres interférences sont possibles, entres autres 
de sources médicamenteuses. 

 2. La haute spécificité analytique du test est garantie par la qualité de l'antigène utilisé. Cette trousse détecte les anticorps 
IgA contre la gliadine déamidée. Aucune réaction croisée avec d'autres auto-anticorps n'a été constatée. 

 11.4 Sensibilité et spécificité cliniques 

 Des échantillons de référence caractérisés (confirmés positifs ou négatifs pour des anticorps spécifiques par des laboratoires et/ou 
des méthodologies de référence) ont été testés en suivant les instructions du test. La sensibilité et la spécificité ont été calculées 
à partir des résultats obtenus par les évaluations de performance externes et les programmes de contrôle des AQE. Un rapport 
clinique détaillé est disponible sur demande. 
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   11.5. Valeurs diagnostiques des auto-anticorps 

 Anti-d-Gliadin Les anticorps anti-gliadine (AGA) de type IgA sont présents dans les maladies associées à la maladie cœliaque 
et les groupes à risque, et indiquent dans ces cas (notamment en parallèle avec la détection des anticorps 
anti-TTG) une maladie cœliaque silencieuse ou atypique.   
Les tests immunoenzymatiques pour la détection des AGA basés sur des peptides déamidés donnent une 
sensibilité (60-86% pour les IgA, 77-100% pour les IgG) et une spécificité (97-100% pour les IgA et les IgG) 
nettement meilleures pour le diagnostic de la maladie cœliaque.  
Dans la maladie cœliaque, les AGA des classes d'immunoglobulines IgA et IgG sont détectables à des 
fréquences plus élevées à côté d’anticorps anti-transglutaminase tissulaire (anticorps tTG).  
Dans une vaste étude européenne, la sensibilité et la spécificité diagnostiques ont été déterminées comme 
étant respectivement de 83 % et 82 % pour les anticorps IgA, et de 86 % et 76 % pour les anticorps IgG.  
Au cours d'une thérapie avec un régime sans gluten, les anticorps IgA en particulier diminuent dans un délai 
de 3 à 9 mois.  
L'utilisation de peptides de gliadine déamidés dans les tests immunoenzymatiques permet d'augmenter la 
sensibilité et la spécificité des anticorps anti-gliadine. 

 
12. TEST LIMITATIONS 

 1. Les résultats obtenus avec ce test de confirmation sont dépendants des performances intrinsèques de la trousse et doivent 
être considérés comme une aide au diagnostic final, en prenant en considération les résultats obtenus par une technique de 
référence et les données cliniques du patient. 

 2. Dans le cas d'échantillons hyper-lipémiques, il est recommandé de les centrifuger avant de pipeter les 10µl d'échantillon, 
qui doivent être prélevés dans le surnageant. 
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	Deamidated Gliadin IgA ELISA
	Référence: AD DGLA96

	1. INDICATIONS D’UTILISATION
	La trousse Deamidated Gliadin IgA ELISA permet la détection semi-quantitative des anticorps IgA dirigés contre la gliadine déamidée dans le sérum humain.
	Cette trousse est destinée à confirmer les résultats obtenus par les techniques d'immuno-essai enzymatique (EIA), en tant qu'aide au diagnostic de la maladie cœliaque (pour plus de détails, voir 11.5 Valeur diagnostique des auto-anticorps).
	Ce test est destiné à une large population de routine. Cette trousse est strictement réservée à un usage professionnel dans les laboratoires d'analyses cliniques. Elle ne peut être utilisée que manuellement ou dans un système automatisé ouvert pour te...
	2. PRINCIPE DU TEST
	Cette trousse et tous ses composants sont destinés à être réalisés manuellement ou dans un instrument ouvert spécialement conçu pour le traitement des plaques ELISA.
	La troussé présente utilise une méthode immunoenzymatique en phase solide  avec 96 barrettes à micropuits revêtus sécables et un système de détection peroxydase-TMB. Les micropuits sont revêtus d’antigènes hautement spécifiques.
	Dans la procédure de dosage, les échantillons sériques sont dilués au 1/51 et mis en incubation dans les micropuits. Les anticorps humains, s’ils sont présents dans l’échantillon, se lient à l’antigène spécifique. Les anticorps non liés ou en excès so...
	3. CONTENU DE LA TROUSSE
	Avant toute utilisation de la trousse, assurez-vous que tous les articles mentionnés s’y trouvent et que les caractéristiques décrites correspondent.
	Ne pas utiliser cette trousse si elle est incomplète, endommagée ou non-conforme. Dans ce cas, veuillez contacter votre distributeur.
	A reconstituer:
	Prêts à l’emploi:
	Diluant pour échantillon
	Substrat
	Contrôle négatif
	Calibrateurs
	Contrôle positif
	Conjugué
	Solution d’arrêt               
	Plaque ELISA 
	Abréviation en ordre alphabétique:
	BSA = albumine de sérum bovin; EDTA = acide éthylènediaminetétraacétique; HRP = peroxydase de raifort; KCl = chlorure de potassium; NaCl = chlorure de sodium; TBS = Tris Buffer Saline; TMB = Tetramethylbenzidine
	Pour plus d'informations sur la composition et la concentration des ingrédients actifs utilisés, veuillez vous référer à la fiche de données de sécurité disponible sur demande ou sur www.alphadia.be.
	Symboles utilises sur les étiquettes de la trousse
	d-Gliadin  Gliadine déamidée (recombinant, exprimé dans des cellules bactériennes E. coli)
	4. MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI
	5. CONSERVATION
	 Conserver tous les réactifs et micropuits à 2-8 C pendant toute la durée de validité (voir la date d'expiration sur la trousse). Ne pas congeler.
	 Après l'ouverture initiale de la trousse, les réactifs non utilisés doivent être conservés à 2-8 C à l'abri de la lumière (solaire), de préférence dans la boîte d'origine de la trousse. Les barrettes de micropuits non utilisées doivent être replacée...
	 Une fois préparée (voir 9.2), la solution de lavage est stable pendant 1 mois à 4 C.
	6. SAFETY PRECAUTIONS
	1. Tous les réactifs sont destinés au diagnostic in vitro et à une utilisation professionnelle. La trousse ne peut être utilisée que par des techniciens formés.
	2. Tout le matériel d'origine humaine utilisé pour certains réactifs de cette trousse (contrôles, calibrateurs) a été testé et trouvé négatif pour l'HbsAg, l'hépatite C et les anticorps VIH 1 et 2 par des méthodes approuvées. Cependant, aucun test ne ...
	3. Les réactifs de la trousse ne sont pas considérés comme dangereux car les concentrations en chimiques potentiellement dangereux sont inférieures aux seuils spécifiés par le règlement européen (voir MSDS sur le site www.alphadia.be ou sur demande).
	Néanmoins, le produit contient des conservateurs qui peuvent posséder (dans leur concentration donnée), des propriétés légèrement polluantes ou provoquant une sensibilisation de la peau. Donc tout contact avec la peau, les yeux ou les muqueuses doit ê...
	4. D’autre part, les échantillons des patients doivent être manipulés comme s’ils étaient capables de transmettre des maladies infectieuses et nécessitent une protection adaptée (gants, tablier, lunettes). Dans tous les cas, les BPL doivent s’applique...
	5. Déchets : les échantillons des patients, les calibrateurs, les barrettes incubées ainsi que les flacons de réactifs doivent être considérés comme des déchets infectieux; les emballages ne nécessitent pas une collecte séparée à moins que les directi...
	7. RECOMMANDATIONS
	8. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS, MANIPULATION ET CONSERVATION
	Le test doit être utilisé uniquement sur des échantillons de sérum récemment prélevés ! Les sérums présentant des particules doivent être centrifugés à faible vitesse. Les échantillons doivent être recueillis dans des tubes secs ou dans des tubes cont...
	9. PROCEDURE DE DOSAGE
	Description des CONTRÔLES ET CALIBRATEURS:
	Il n’existe ni matériau de référence ni norme internationale pour les anticorps anti-gliadine déamidée.
	Les calibrateurs, ainsi que les contrôles négatifs et positifs, consistent en un échantillon anti-gliadine déamidée hautement positif, préparé en dilution sérielle. La courbe d'étalonnage reflète la cinétique de liaison des anticorps sur l'antigène im...
	Le contrôle seuil est calibré pour être la valeur seuil pour l'interprétation finale des résultats (voir point 10).
	9.1  Echantillons
	 Diluer au 1/51 les échantillons sériques avec le diluant pour échantillons (prêt à l’emploi)
	→ ex. 500 µl de diluant + 10 µl de sérum. Mélanger.
	9.2  Tampon de lavage
	 Diluer au 1/20 le tampon de lavage concentré avec de l’eau distillé
	 Lavage manuel: Préparer un volume final de 10 ml pour 8 puits ou 120 ml pour 96 puits.
	→ ex. 9.5 ml d’eau + 0.5 ml de tampon. Mélanger.
	 Lavage automatisé: Prendre en considération le volume nécessaire pour amorcer l’appareil et le volume « mort » de la pipette automatique.
	9.3  Micropuits
	 Calculer le nombre de puits nécessaires pour le dosage. Retirer les puits non utilisés du support, et les conserver dans le sac en plastique fourni, soigneusement scellé.
	9.4  Procédure
	 Amener tous les réactifs à température ambiante (18-25 C), avant utilisation
	NOTE: Nous conseillons de doser un blanc en doublets, dans chaque série (du diluant pour échantillon uniquement, sans échantillon de patient).
	Procédure manuelle de lavage
	Eliminer le liquide des puits en retournant la plaque. Secouer vigoureusement le support retourné sur du papier absorbant. Distribuer 200 µl de solution de lavage diluée dans chaque puits. Laisser reposer 20 secondes. Retirer le liquide des puits en r...
	10. CALCUL ET INTERPRETATION DES RESULTATS
	10.1 Interprétation semi-quantitative basée sur les calibrateurs (réflétant la cinétique de liaison)
	Établir la courbe de calibration en traçant la densité optique de chaque calibrateur par rapport aux valeurs des unités correspondantes. Le modèle de régression le plus précis de la courbe de calibration est le modèle d'ajustement de l'association exp...
	où y correspond à la D.O. mesurée et x correspond à la valeur arbitraire en U/ml.
	La D.O. de chaque échantillon (y) peut ensuite être calculée en U/ml (x) sur la base de l'équation de régression.
	10.2 Interprétation semi-quantitative basée sur la valeur seuil
	Une interprétation semi-quantitative des résultats est possible en utilisant l’étalon à 50 U/ml comme contrôle valeur seuil. Les résultats sont exprimés en indice de liaison (Binding Index = B.I.), défini comme le rapport entre les valeurs d’absorbanc...
	B.I.  = D.O. échantillon / D.O. contrôle seuil
	Un échantillon est négatif lorsque B.I. < 1.0
	Un échantillon est positif lorsque B.I. > 1.0
	10.3 Validation des résultats
	Un dosage est considéré valide si les spécifications du contrôle d’assurance qualité sont respectées.
	Si tel n’est pas le cas, voir le point 10.5, vérifier toute la procédure et refaire le dosage. Si le problème persiste, contacter le fabricant ou le distributeur.
	U./ml
	10.4 Recommandations importantes pour l’interprétation des résultats
	1. Etant donné que la trousse constitue une aide au diagnostic, le diagnostic ne doit pas être établi uniquement sur base de cette trousse. Les résultats doivent être toujours interprétés en tenant compte de l’examen clinique, de l’historique du patie...
	2. L’intensité du résultat n’est pas forcément liée au degré d’intensité de la maladie mais bien au taux d’anticorps détectés.
	3. Des faibles concentrations d'auto-anticorps peuvent être observées chez des patients sains. Pour cette raison, un résultat positif faible (proche du CO ou entre 40 et 60 U/ml), bien que valide, doit être considéré comme équivoque. Dans un tel cas, ...
	4. Attention : environ 3% des patients cœliaques présentent une déficience en IgA. Dans de tels cas, un contrôle positif anormalement faible ou non réactif est observé. En cas de déficit en IgA, un test IgG est recommandé.
	5. Pour diverses raisons et dans certaines conditions, il est possible que la trousse montre un défaut de performance (cf. 10.5 Dépannage). Dans ce cas, les résultats ne sont pas valides et donc ininterprétables. Il est recommandé de répéter le test. ...
	6. L'intensité des résultats peut diminuer lorsque la trousse est utilisée en fin de vie. Toutefois, les performances de la trousse ne sont pas affectées (détection des positifs et des négatifs) dans des conditions normales d'utilisation et de stockage.
	7. Le prélèvement séquentiel (à des dates différentes) d'un patient auto-immun peut parfois conduire à des résultats différents d'un échantillon à l'autre. Cette différence peut avoir plusieurs raisons : le traitement suivi par le patient, l'évolution...
	10.5 Dépannage
	NOTE :
	Les risques résiduels majeurs de la trousse, révélés par l’analyse de risque de la trousse en fin de conception (après mitigation), sont les suivants :
	11. PERFORMANCES
	11.1 Répétabilité et Reproductibilité
	Des échantillons de référence ont été testés dans des séries successives statistiquement représentatives tant dans un même essai que lors de différents essais et entre différents lots afin de calculer respectivement la variation intra- et inter-essais...
	CV ≤ 10% pour les tests intra-essais
	CV ≤ 15% pour les tests inter-essais
	CV ≤ 20 % pour les tests inter-lots.
	11.2 Analytical sensitivity
	Plage de mesure: De 0 U/ml (négatif) à 400 U/ml (positif élevé).
	Limite du blanc (O.D.): 0,099.
	Comme aucune norme internationale n'est disponible pour les auto-anticorps, la justesse de la mesure ne s’applique pas à ce produit.
	11.3 Spécificité analytique
	Remarque : Il est impossible de tester la totalité des possibles interférents décrits. D’autres interférences sont possibles, entres autres de sources médicamenteuses.
	2. La haute spécificité analytique du test est garantie par la qualité de l'antigène utilisé. Cette trousse détecte les anticorps IgA contre la gliadine déamidée. Aucune réaction croisée avec d'autres auto-anticorps n'a été constatée.
	11.4 Sensibilité et spécificité cliniques
	Des échantillons de référence caractérisés (confirmés positifs ou négatifs pour des anticorps spécifiques par des laboratoires et/ou des méthodologies de référence) ont été testés en suivant les instructions du test. La sensibilité et la spécificité o...
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