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MANUAL DE INSTRUCCIONES:

1) NOMBRE DEL PRODUCTO: IFIFLUOR MULTITEST ENDOMISIO-GLIADINA

2) USO A QUE ESTA DESTINADO:
Equipo de inmunofluorescencia indirecta para la determinacién de Anticuerpos Anti-Endomisio y

Anticuerpos Anti-Gliadina. Uso in vitro.

3) NUMERO DE UNIDADES DE ANALISIS:
El equipo permite 20 - 40 - 60 determinaciones de sueros individuales.

4) FUNDAMENTO DEL METODO

La enfermedad celiaca es una enfermedad crénica de malabsorcion intestinal producida por una
intolerancia al gluten presente en cereales como el trigo, cebada, centeno y avena. Esta enfermedad fue
descripta en 1988 por Gee pero recién en 1950 se descubrid la relacién con la ingesta de trigo. Este
hallazgo circunstancial fue descubierto durante la 2da guerra Mundial cuando en Holanda debido a la
escasez de trigo al reemplazarlo por otros alimentos sin gluten los nifios con enfermedad celiaca
comenzaron a mejorar.

La enfermedad se caracteriza por un aplanamiento de la mucosa yeyunal que se normaliza cuando se
suspende la ingesta de alimentos con gluten. El componente causal en el gluten es la gliadina.

La clasica definicién de la enfermedad celiaca incluye 3 hallazgos caracteristicos: atrofia vellositaria,
sintomas de malabsorcién como la esteatorrea; pérdida de peso y otros signos de deficiencia de
vitaminas.

La enfermedad en algunas circunstancias puede recuperarse y tolerar el gluten y en otros casos tener
todas las pruebas diagnosticas positivas sin manifestaciones clinicas.

La forma de presentacion habitual es en la infancia pero puede presentarse en edad adulta.

La diarrea habitualmente es muy abundante, de olor rancio y aspecto grasoso flotando en el agua. Es
habitual la abundancia de gases; distension abdominal retardo de crecimiento; anemia y trastornos
neuroldgicos por falta de vitamina B y osteopenia. Antes del reconocimiento del agente causal la
mortalidad era del 12%.

Puede asociarse con trastornos neuropsiquiatricos enfermedades metabdlicas dseas y dermatitis
herpetiforme. La dermatitis herpetiforme es una enfermedad dermatolégica con papulovesiculas en piel y
con anticuerpos antitransglutaminasas y antiendomisio. La enfermedad celiaca esta frecuentemente
asociada con diabetes, cirrosis biliar primaria y enfermedades tiroideas.

La utilidad del tratamiento con regimenes libres de gluten radica en la mejoria de los pacientes
asintoméaticos, evitar que el subgrupo con escasos sintomas empeoren y disminuir la posibilidad de
linfomas intestinales y adenocarcinomas .

Actualmente los métodos diagndsticos mas empleados en la enfermedad celiaca son los anticuerpos anti-
endomisio IgA, anticuerpos anti-tranglutaminasa y anti-gliadina IgG, IgA.

Empleando un panel de anticuerpos que incluye anticuerpos antigliadina IgA, 1gG y antiendomisio se ha
logrado un valor positivo predictivo del 99.3% cuando los 3 tests son positivos y un valor predictivo del
99.6% cuando los tests son negativos.

El equipo IFIFLUOR MULTITEST ENDOMISIO-GLIADINA emplea la técnica de inmunofluorescencia
indirecta para la deteccion de determinar la presencia de anticuerpos séricos anti-endomisio y anti-
gliadina por inmunofluorescencia. El procedimiento para gliadina se basa en que el suero del paciente en
una dilucién adecuada, se enfrenta con las improntas que contienen un sustrato antigénico de cortes de
tejido combinados de Higado-Estbmago y Rifibn, que han sido sensibilizados con gliadina. Los
anticuerpos especificos, si estan presentes, se unen al sustrato antigénico. Luego de lavar para eliminar
los componentes no unidos, los anticuerpos unidos reaccionan con la antigamma globulina marcada con
FITC. Un segundo lavado elimina los elementos no unidos. Finalmente, luego de montados y cubiertos
con cubreobjetos, se observa la fluorescencia bajo microscopio de fluorescencia. El procedimiento para
endomisio es similar, solo que el sustrato antigénico contiene cortes de tejido de esofago.

5) RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO

1.RECONSTITUCION DEL BUFFER FOSFATO SALINO (BFS): Disolver el sobre de buffer en 1 litro de
agua destilada. Conservar en heladera hasta 4 semanas .

2. DILUCION DE MUESTRAS: Tanto para la determinacién de anticuerpos anti-gliadina como para la
determinacion de anticuerpos anti-endomisio el suero debe diluido 1/20. Por ejemplo agregar 0,1ml (100
pL) de suero a 1,9 ml de buffer BFS. NO DILUIR LOS CONTROLES DEL EQUIPO, SON LISTOS PARA
USAR.
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3. ACONDICIONAMIENTO DE LAS IMPRONTAS: Retirar los portaobjetos del freezer y llevarlos a
temperatura ambiente. Retirar los portaobjetos del envase. Dejarlos secar a temperatura ambiente.

4a. ENSAYO PARA ANTICUERPOS ANTI-GLIADINA IgA - 1gG: Diluir la solucién de gliadina 1/10 en BFS.
Por ejemplo, agregar 0,1 ml de la solucion stock de gliadina a 0,9 ml de buffer BFS. Cubrir las areas de 2
portaobjetos de tejido combinado (estomago, higado y rifién) con la solucién de gliadina por 30 min a
temperatura ambiente.

4b. ENSAYO PARA ANTICUERPOS ANTI-ENDOMISIO IgA: Comenzar directamente en el punto 8
empleando los cortes de eséfago directamente (no sumergir en gliadina) y continuar la técnica a partir del
paso 6.

6. LAVADO paso A: Sacar los portaobjetos y lavarlos con abundante BFS evitando echar el liquido
directamente sobre las areas. Una buena precaucion es echar el BFS en el medio del porta inclinando
hacia un lado y luego hacia el otro lado para asegurar el completo lavado de las areas.

7.LAVADO paso B: Sumergir 5 minutos los portaobjetos en BFS agitando suavemente al comienzo.
Retirar el BFS y reponerlo por BFS fresco, dejar en reposo 5 minutos mas. El lavado puede prolongarse
mas tiempo sin afectar los resultados. Descartar el buffer luego del lavado. Secar entre las areas con
papel de filtro.

8. SIEMBRA DE LAS MUESTRAS Y CONTROLES: Cubrir las areas con el control positivo en (+) y suero
control negativo en (-). No diluir los controles del equipo, éstos son listos para usar. En las demés areas
se colocan las diluciones de los sueros a determinar. Precaucién: No tocar con la pipeta las areas
reactivas dejando caer una gota sobre cada pocillo sin desbordarlos.

9. INCUBACION: Incubar 20 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C) tapando la camara humeda para
evitar la evaporacion de las muestras.

10. DILUCION DE LA ANTIGAMMA: Durante esta incubacion es conveniente preparar la dilucion de las
antigammas 1gG y/o IgA marcadas con FITC. Diluir segun el rétulo del envase con BFS y conservar
protegida de la luz hasta su utilizacion.

11. LAVADO DE LAS IMPRONTAS: Proceder igual a pasos 6y 7.

12. INCUBACION CON LAS ANTIGAMMAS: Sacar los portaobjetos individualmente. Golpear suavemente
el portaobjeto sobre papel de toalla o filtro. Secar entre las areas con papel de filtro cuidando de no tocar
las &reas reactivas. Agregar en las areas correspondientes la antigamma anti IgA o IgG segun
corresponda. Diluirla previamente con BFS de acuerdo al rétulo del envase (Ver punto 10). Rapidamente
cubrir completamente las areas con la antigamma diluida siguiendo el siguiente esquema:

A) En las improntas de cortes combinados sensibilizados con gliadina, cubrir las areas con antigamma
1gG o IgA segun corresponda.

B) En las improntas con cortes de eso6fago para la determinacién de endomisio, cubrir las areas con
antigamma IgA.

Incubar 20 minutos a temperatura ambiente (18-25°C) tapando la camara himeda para evitar la
evaporacion de los reactivos. IMPORTANTE: No dejar que se sedquen las areas cubiertas mientras se
incuban.

13. LAVADO: Repetir pasos 6-7.

14. MONTAJE: Sacudir suavemente sobre papel de toalla o filtro. Secar entre las &reas con papel de filtro,
cuidando de no tocar las areas reactivas. Montar inmediatamente con cubreobjetos escrupulosamente
limpios y una gota de medio de montaje. Aplicar suavemente el cubreobjeto evitando el exceso de medio
de montaje.

15. LECTURA: En lo posible dentro de las primeras horas. En caso contrario sellar con esmalte de ufias y
guardar en la heladera a 2-8°C.

16. INTERPRETACION:

Anticuerpos Antigliadina: los casos positivos dan fluorescencia franca. Se observa en estomago en el
tejido conectivo de la mucosa bandas parecidas a lo que se observa en los anticuerpos anti musculo liso
(ASMA) pero mas gruesas. En el masculo del estomago se observa con una fluorescencia en forma de
red o reticulo. En rifidn se tifie el tejido conectivo que rodea los tubulos y el glomerulo como se observa en
los anticuerpos antireticulina con antigamma IgG. En higado se observan bandas gruesas (lombrices) y la
periferia de los espacios portas fluorescentes.
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Anticuerpos antiendomisio: se observa fluorescencia en el musculo liso en forma de reticulo. El mdsculo
estriado del eso6fago se tifie también en forma linear. El endomisio es el tejido conectivo que rodea las
fibras musculares.

Es aconsejable hacer siempre las determinaciones de antigliadina y antiendomisio. La positividad con
antigamma IgA orienta hacia una enfermedad celiaca. Recordar que pacientes con régimen libre de gluten
pueden negativizar la reaccion.

6) INSTRUCCIONES PARA SU CONSERVACION:
Inmediatamente de recibir el equipo guardar las improntas en freezer a —20°C y el resto del equipo en
heladera de 2-8°C.

7) FORMAS DE PRESENTACION:
Equipos de 20, 40 y 60 determinaciones

8) COMPOSICION. DESCRIPCION CUALI-CUANTITATIVA DE LOS COMPONENTES. INDICACIONES
ACERCA DE LA PREPARACION DE LOS COMPONENTES EN CASO DE NO PRESENTARSE LISTOS
PARA SU USO.

Segun sean 20, 40 o 60 determinaciones: 20 det. 40 det. 60 det
Portaobjetos de 6 &reas reactivas (4 det + 2 controles) 5 10 15
Antigamma globulina humana IgG marcada con FITC 0.05 ml 0.10 ml 0.15 ml
Antigamma globulina humana IgA marcada con FITC 0.05 ml 0.10 ml 0.15 ml
Sobre de buffer fosfato salino pH 7,2 + 0.2 para reconstituir a 1 1 2 3
litro

Suero humano control positivo listo para usar 1.00 ml 1.00 ml 1.00 ml
Suero humano control negativo listo para usar 1.00 ml 1.00 ml 1.00 ml
Medio de montaje 3ml 5ml 5ml
Solucion stock de gliadina 2ml 2ml 2ml
Cubreobjetos (opcional) 5 10 15
Instrucciones de uso 1 1 1

1.RECONSTITUCION DEL BUFFER FOSFATO SALINO (BFS): Disolver el sobre de buffer en 1 litro de
agua destilada. Conservar en heladera hasta 4 semanas.

2. DILUCION DE LA ANTIGAMMA: Diluir en BFS de acuerdo al titulo recomendado en la etiqueta del
frasco.

MATERIALES REQUERIDOS , NO PROVISTOS

-Agua destilada para reconstituir el BFS

-Tubos de ensayo para preparar las diluciones de las antigammas y las muestras

-Pipetas de 5 ml, pipetas autométicas

-Camara humeda o placas de Petri que contengan un papel de filtro humedecido en agua destilada en el
piso de la placa.

-Frascos tipo Coplin

-Cronémetro

-Microscopio de fluorescencia equipado para observar fluoresceina.

9) MUESTRA A EMPLEAR. CONDICIONES DE OBTENCION DE LA MISMA:

Se debe emplear suero, no usar muestras lipémicas, hemolizadas o contaminadas. Si no se procesaran
inmediatamente los sueros, se pueden conservar congelados a -20°C por un tiempo prolongado.
PRECAUCION: Evitar los ciclos de congelamiento-descongelamiento de las muestras.

10) CALCULO DE RESULTADOS, UNIDADES DE EXPRESION, ORIGEN DE LOS PATRONES
UTILIZADOS O DE SU EQUIVALENCIA EN ESTANDARES INTERNACIONALES

Anticuerpos Antigliadina: los casos positivos dan fluorescencia franca. Se observa en estomago en el
tejido conectivo de la mucosa bandas parecidas a lo que se observa en los anticuerpos anti musculo liso
(ASMA) pero mas gruesas. En el masculo del estomago se observa con una fluorescencia en forma de
red o reticulo. En rifion se tifie el tejido conectivo que rodea los tdbulos y el glomerulo como se observa en
los anticuerpos antireticulina con antigamma IgG. En higado se observan bandas gruesas (lombrices) y la
periferia de los espacios portas fluorescentes.

Anticuerpos antiendomisio: se observa fluorescencia en el musculo liso en forma de reticulo. El musculo
estriado del eso6fago se tifie también en forma linear. EI endomisio es el tejido conectivo que rodea las
fibras musculares.
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Es aconsejable hacer siempre las determinaciones de antigliadina y antiendomisio. La positividad con
antigamma IgA orienta hacia una enfermedad celiaca. Recordar que pacientes con régimen libre de gluten
pueden negativizar la reaccion.

IMPORTANTE: Es fundamental en cada impronta verificar el resultado correcto de los controles positivo y
negativo que deben utilizarse en cada ensayo. Un resultado incongruente de estos controles invalida el
ensayo.

11) INTERVALO DE NORMALIDAD O INTERVALO TERAPEUTICO:
El titulo empleado para los sueros hace que solamente se visualice fluorescencia en los sueros positivos.

12) DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS DEL SISTEMA: SENSIBILIDAD, PRECISION,
EXACTITUD, ESPECIFICIDAD, POTENCIA, ESTABILIDAD.

Sensibilidad: Desde los primeros trabajos de Coons se reconoce que la técnica de inmunofluorescencia
tiene una alta sensibilidad para detectar anticuerpos. Sin embargo la sensibilidad puede ser afectada por
una variedad de factores externos (tipo de microscopio, intensidad de la lampara y su tiempo de uso,
sistema de filtros, la aptitud del observador, etc). Los anticuerpos anti gliadina IgG/IgA y anti endomisio
IgA son empleados en el diagndstico, seguimiento y control del tratamiento de la enfermedad celiaca,
intolerancia al gluten, dermatitis herpetiforme y glomerulonefritis mesangial.

La presencia de anticuerpos séricos IgG contra la gliadina indica sensibilidad al gluten y se han
demostrado en la enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, alergia alimentaria e intolerancia a la leche
de vaca.

La determinacién de anticuerpos séricos de clase IgA antiglidina, antireticulina y antiendomisio dan en la
enfermedad celiaca una positividad mayor al 80%. Su negatividad permite excluir, con alta probabilidad la
intolerancia al gluten y la enfermedad celiaca.

En patologias renales, en adultos, la determinacion de anticuerpos antigliadina IgA ha resultado de
utilidad diagnéstica en la glomerulonefritis mesangial con una sensibilidad del 56% y una especificidad del
96%.

Precision: Se han realizado repeticiones de el ensayo para una serie de 10 sueros positivos, de diferentes
titulos, incluyendo positivos débiles y fuertes. En ninglin caso los resultados difirieron en mas de un titulo,
tanto intraensayo como interensayo.

Especificidad: Se han testeado sueros positivos para diferentes patologias autoinmunes y parasitarias,
obteniéndose en todos los casos resultados negativos.

La intensidad de la fluorescencia, asi como el punto final de la titulaciéon es afectada por el equipamiento
utilizado (desgaste de la lampara, Optica del microscopio, etc.). Consulte a nuestro Laboratorio por los
controles titulables que permiten verificar y estandarizar los resultados de fluorescencia.

Estabilidad: Conservando el equipo en las condiciones especificadas, el material no sufre deterioro dentro
del plazo de actividad fijado. La antigamma diluida no debe reutilizarse y debe ser preparada fresca en
cada ensayo. El buffer BFS es estable durante 4 semanas a 2-8°C. Se recomienda filtrar el BFS una vez
reconstituido.

13) PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS SOBRE SU USO. LIMITACIONES DEL METODO,
SUSTANCIAS INTERFERENTES, ETC.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS:

-Los componentes de suero humano utilizados en la preparacion de los controles de este equipo han sido
encontrados no reactivos para la presencia de antigeno de superficie de Hepatitis B (HBsAg), anticuerpos
anti-virus de inmunodeficiencia humana | y Il (HIV-I1+1l) y Hepatitis C. Dado que ningln test diagnostico
puede ofrecer una seguridad absoluta acerca de la ausencia de los virus HIV, Hepatitis B u otros agentes
infecciosos, las muestras y los reactivos basados en productos humanos deben ser tratados como
potencialmente infectivos.

-No usar los reactivos contenidos en el equipo después de la fecha de vencimiento impresa en el equipo.
-Todas las incubaciones deben realizarse en camara hiumeda o en una placa de Petri que contenga papel
de filtro humedecido para evitar la evaporacion de los reactivos.

-Se deben mantener himedas las areas reactivas durante toda la técnica (evitar cualquier técnica de
secado artificial como: secado al aire, con estufa y/o secadores). Después de los pasos de lavado, se
recomienda remover el exceso de humedad con papel absorbente; secar los bordes laterales externos del
portaobjetos y secar con cuidado entre las areas, sin tocar las areas reactivas.

-Algunos de los componentes de este equipo contienen azida de sodio como conservante. La azida de
sodio puede reaccionar con el plomo o el cobre de las cafierias, formando azidas metalicas explosivas.
Cuando se descarten los reactivos, dejar fluir abundante agua para evitar la formacién de estos
compuestos.

-Nunca pipetear con la boca o permitir que muestras de pacientes entren en contacto con la piel.
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-Todos los materiales usados en este ensayo, incluyendo los reactivos, muestras y materiales para
limpieza deben ser descartados de manera que se inactiven los agentes infecciosos. Se recomienda
utilizar en la descontaminacién, hipoclorito de sodio al 1%, durante un tiempo igual 0 mayor a 30 minutos.
-La técnica ha sido estandarizada para una temperatura ambiente de 18-25 °C, desvios importantes de
este rango de temperaturas produciran resultados inconsistentes.

-Sélo para uso diagnéstico in vitro.

LIMITACIONES

-El usuario del equipo debe leer cuidadosamente el inserto. El cumplimiento estricto del protocolo es
indispensable para obtener resultados confiables. Ante cualquier duda comunicarse con nuestro Servicio
de Asesoria Técnica.

-La intensidad de la fluorescencia, asi como el punto final de la titulacion es afectada por el equipamiento
utilizado (desgaste de la lampara, 6ptica del microscopio, etc.). Consulte a nuestro Laboratorio por los
controles titulables que permiten verificar y estandarizar los resultados de fluorescencia.
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