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1. Pouziti

AESKULISA ASCA-A je enzymoimuno-analyticka souprava pro kvantitativni a kvalitativni detekci protilatek proti
Saccharomyces cerevisiae (ASCA) v lidském séru, vyuzivajici vysoce Cisténého mannanu. ASCA specificky rozeznava
mannan, ktery je komponentou vnéj$i bunétné stény kvasinky. Tato metoda je vysoce specifickd a senzitivni pro Crohnovu
chorobu.

2, Klinické vyuziti a princip metody

Crohnova choroba je jednim ze dvou hlavnich nespecifickych stfevnich zanétd (Inflammatory Bowel Diseases — IBD). IBD je
nadfazeny termin, ktery zahrnuje obé& primarni poruchy zpusobujici zanét nebo ulcerace v tenkém a tlustém stfevé,
Crohnovu chorobu i ulcerativni kolitidu. Crohnova choroba postihuje tenké stfevo i kolon, zatimco vyskyt ulcerativni kolitidy je
omezen pouze na kolon. Etiologie neni dosud objasnéna, ackoli se spekuluje o genetickém a infekénim podkladu téchto
nemoci. Ovéfenymi diagnostickymi metodami jsou kolonoskopie a ileoskopie, Zadna sérologicka metoda nebyla dosud
dostupna. Ackoli pribéh Crohnovy choroby a ulcerativni kolitidy je v mnoha symptomech velmi podobny, jejich mozné
komplikace a zejména management jsou odlisné, obzvlasté je-li nutna chirurgicka intervence. Diferencialni diagnostika obou
nemoci pfed zapodetim terapie je proto rozhodujicim bodem pfi jejich feSeni. U 10-15% pacientl bohuzel nelze pomoci
soucasnych dostupnych diagnostickych metod tato onemocnéni jasné rozlisit a hovofime o kolitidé neurcitého plvodu.

Bylo zjisténo, Ze ASCA jsou specifickymi markery Crohnovy choroby. Jejich pfitomnost je uvadéna u 68% pacientd s timto
onemocnénim. Detekci ASCA enzymoimunoanalyzou usnadnil prikaz cilového antigenu mannanu, karbohydratového
antigenu obsahujiciho manndzu, ktery je soucasti vnéjsi bunééné stény kvasinky Saccharomyces cerevisiae.

ProtoZze ASCA jsou prvnim dostupnym vysoce specifickym sérologickym markerem, mohly by se stat velmi dllezitym
nastrojem pfi slozitém diagnostickém postupu IBD. Navic jejich vysok& pozitivni pfedpovédni hodnota nabizi jedinou
vyhodnou a spolehlivou moznost screeningu a monitoringu rizikovych skupin populace.

Princip stanoveni

Vzorky séra fedéné 1:101 jsou inkubovany na mikrotitracnich destickach v jamkach pokrytych specifickym antigenem. Jsou-li
ve vzorku séra pacienta pfitomny protilatky, navazi se na antigen. Jejich nenavazana frakce se v nasledujicim kroku vymyje.
Poté je pfidan konjugét (protilatka proti lidskému imunoglobulinu konjugovana s kienovou peroxidazou), vzorek inkubovan a
dojde kreakci s komplexem antigen-protilatka, vzniklém v mikrodestiéce v pfedchozim kroku. Nenavazany konjugat je
v dalSim kroku vymyt. Pfidavek roztoku substratu TMB (tetramethylbenzidin) vede k enzymatické kolorimetrické reakci
(modra barva), kterd je zastavena pfidanim zfedéné kyseliny (barva se zméni na Zlutou). Intenzita barvy vzniklé
z chromogenu je pfimo Gmérna mnozstvi konjugatu vazaného na komplex antigen-protilatka a potazmo mnoZzstvi pdvodni
koncentrace pfisludnych protilatek ve vzorku zkoumaného séra.

3. Slozeni soupravy (kitu)

Nutno pripravit pfed pouZitim:

5x fedici roztok 1 lahvicka, 20 ml - 5x koncentrovany (bilé vicko: Zluty roztok)
Obsahuije: Tris, NaCl, BSA, azid sodny < 0,1% (konzervans)

50x promyvaci roztok 1 lahvi€ka, 20 ml — 50x koncentrovany (bilé vi¢ko, zeleny roztok)
Obsahuje: Tris, NaCl, Tween 20, azid sodny < 0,1% (konzervans)

Pripravené k pouZiti:
Negativni kontrola 1 lahvigka, 1,5 ml (zelené vicko, Zluty roztok)

Obsahuije: lidské sérum (fedéné), azid sodny < 0,1% (konzervans)
Pozitivni kontrola 1 lahvicka, 1,5 ml, (Cervené vicko, Zluty roztok)

Obsahuije: lidské sérum (fedéné), azid sodny < 0,1% (konzervans)




Cut off kalibrator 1 lahvicka, 1,5 ml, (modré vicko, Zluty roztok)
Obsahuije: lidské sérum (fedéné), azid sodny < 0,1% (konzervans)

KalibraCni roztoky 6 lahvicek, po 1,5 ml, 0, 3, 10, 30, 100, 300 U/ml
(zluté roztoky, intenzita barvy roste s koncentraci roztoku)
Obsahuiji: lidské sérum (fedéné), azid sodny < 0,1% (konzervans)

Konjugét 1 lahvicka, 15 ml IgA (Cervené vicko, Eerveny roztok)
Obsahuje: protilatka proti lidskému imunoglobulinu konjugovana s kfenovou peroxidazou

Roztok substratu TMB 1 lahvicka, 15 ml (Cerné vicko)
Obsahuje: stabilizovany TMB/H202

Stop ¢inidlo 1 lahvicka, 15 ml (bilé vicko, bezbarvy roztok)
Obsahuje: 1M kyselina chlorovodikova

MikrotitraCni deska 12x8 jamek v oddélitelnych prouzcich
Pokryti jamek viz. bod 1

Jako konzervans je pouzit azid sodny (T+, R 28 - 32, S % - 28 - 45).
Dalsi potiebny material (nedodavany se soupravou)

Pristroj na méfeni absorbanci mikrotitraénich desti¢ek (reader) s filtrem 450 nm, a volitelnym 620 nm referenénim filtrem
(600-690 nm). Laboratorni sklo (odmérny valec 100-1000 ml), zkumavky pro fedéni roztokd. Vortex, pipety s presnosti 10,
100, 200, 500, 1000 pl nebo multikanalova pipeta 100-1000 pl. Pfistroj na promyvani mikrotitraCnich desticek (300 pl
opakovani nebo multikanalova pipeta nebo automaticky systém), adsorbcni papir.

NaSe testy jsou vyrobeny k pouZiti s purifikovanou vodou odpovidajici definici Pharmacopeia USA (USP 26-NF 21) a
European Pharmacopeia (Eur. Ph. 4th Ed.).

4. Uchovavani, skladovani, exspirace

VSechny reagencie a mikrotitratni desticku uchovavejte v originalnich obalech pfi teploté 2-8 °C. Rekonstituované
(rozpusténé pfipravené roztoky) jsou pfi teploté 4 °C stabilni minimalné 1 mésic. Reagencie a mikrotitracni desticky by
mély byt pouZivany pouze do vyprseni exspirace, uvedené na kazdé komponenté. Vyhnéte se intenzivni expozici
roztoku substratu TMB svétlem. Uchovavejte mikrotitracni desti¢ky v originalni folii véetné desikantu, folii vidy
neprodys$né uzavrete (zalepte).

5. Upozornéni

5.1 Zdravotni rizika

Tento produkt je uréen Pouze PRO POUZITI IN VITRO. Se soupravou by mél pracovat pouze personal odborné zpUsobily a
specialné vySkoleny v manipulaci s diagnostickymi metodami IN VITRO. A&koli tento produkt neni za normélnich podminek
pouzivani povazovan za pfimo Skodlivy nebo nebezpeény, k zajidténi maximalni bezpecnosti proctéte nasledujici text:

Doporuceni a bezpeénostni opatreni

Tato souprava obsahuje potencialné nebezpeéné komponenty. Prestoze reagencie soupravy nejsou klasifikovany jako
drazdivé vaci ocim a kizi, doporucujeme vyhnout se jejich kontaktu s o¢ima a kiZi a pfi praci pouzivat jednorazové rukavice.
POZOR! Kalibratory, kontroly a pufry obsahuji azid sodny (NaNs) jako konzervans. NaNs muze byt toxicky pfi poziti nebo pfi
potfisnéni kiize nebo proniknuti do o¢i. NaNs miZe reagovat s olovénym nebo médénym potrubim za vytvoreni vysoce
vybusnych kovovych azidu. Pfi likvidaci promyjte odpad proudem vody kvl zabranéni jejich vzniku. Prosime fidte se pokyny
pro dekontaminaci dle CDC nebo jinych mistnich/narodnich pravidel.

Nekufte, nejezte a nepijte, pracujete-li se soupravou.

Nepipetujte Usty.

Veskery material lidského plvodu pouzity pro vyrobu této soupravy (kontroly, standardy atd.) byl schvalenymi metodami
testovan a potvrzen negativnim na HbsAg, Hepatitis C a HIV 1. Nicméné Zadny test nemize garantovat Uplnou absenci
virovych agens v takovychto materialech. Proto zachazejte s kontrolami, standardy a vzorky sér pacient(i jako s potencialné
infek&nimi materidly v souladu s platnymi pfedpisy.



5.2 Obecna pravidla pro pouziti soupravy

NesméSujte a nenahrazuijte reagencie nebo mikrotitracni desticky s odliSnymi Eisly Sarze.

Pro optimalni vykonnost testu umoznéte vSem komponentam dosahnout pfed pouzitim pokojové teploty (20-32 °C), dobre
promichejte a dodrzujte doporuéené inkubacni schéma.

Inkubace: U automatizovanych systém( doporuc¢ujeme test provadét pfi 30 °C.

Nikdy nevystavujte komponenty teplotdm vy38im nez 37°C.

Pfi pipetovani roztoku substratu vzdy pouZzivejte nové nepouzité SpiCky. Chrante toto reagens pfed svétlem. Nikdy
nepipetujte konjugat Spickou pouZitou dfive s jinou reagencii.

Definitivni klinicka diagnéza by neméla byt zalozena pouze na vysledcich provedenych test(, ale méla by byt
stanovena lékafem po zhodnoceni vech klinickych a laboratornich nalezi.

6. Odbér vzorku, manipulace a uschovavani

PouZivejte pfednostné Gerstvé ziskané vzorky séra. Odbér krve musi byt proveden podle platnych pfedpisu.

Nepouzivejte ikterické, lipemické, hemolyzované nebo bakteriemi kontaminované vzorky. Séra s obsahem ¢astic by méla
byt vy¢idténa nizkorychlostnim odstfedénim (<1000 x g). Vzorky krve by mély byt odebrany do Eistych, suchych a prazdnych
zkumavek. Po separaci by sérum mélo byt ihned pouzito, pfipadné uschovano v tésné uzaviené zkumavce pfi teploté 2-8 °C
max. 3 dny, pro delSi uschovani pak zamrazeno na teplotu —20 °C.

1. Postup stanoveni

741 Pripravy pied pipetovanim

Nafedte koncentrované reagencie

Naredte koncentrovany fedici roztok 1:5 destilovanou vodou (napf. 20 ml + 80 ml).
Narfedte koncentrovany promyvaci roztok 1:50 destilovanou vodou (napf. 20 ml + 980 ml).

Vzorky

Nafedte vzorky sér 1:101 s fedicim roztokem (1x) (napf. 1000 pl fediciho roztoku (1x) + 10 ul séra.  Dobfe promichejte !!
Promyvani

Pfipravte 20 ml nafed&ného promyvaciho roztoku (1x) pro 8 jamek, nebo 200 ml pro 96 jamek (napf. 4 ml koncentratu + 196
ml destilované vody).

Automatické promyvani:

Zvazte nadbyteény objem poZadovany pro nastaveni pfistroju a mrtvy objem robotické pipety.

Manuélni promyvani:

Slijte tekutinu z jamek obracenim desticky. Energicky poklepejte ramem desticky s jamkami obracenymi dold na Cisty
adsorbéni papir. Napipetujte 300 ul nafedéného promyvaciho roztoku do kazdé jamky a pockejte 20 sekund. Opakuijte cely
postup jesté dvakrat.

Mikrodestic¢ky

Zjistéte pocet jamek nezbytny pro provedeni testu. Odstrarite nevyuzité jamky z rdmu, pro uschovani je umistéte do
poskytnutého plastikového obalu spolu s desikantem, v ném neprody3né zalepte a uchovejte pfi teploté 2-8 °C.

7.2 Pracovni postup

Pipetovaci schéma je vyobrazeno v pfiloze A, pracovni postup v piiloze B.
Doporuéujeme vzorky a kalibratory testovat v duplikatu.
o Napipetujte 100 pl zfedéného séra od kazdého pacienta do pfipravenych jamek.
e Napipetujte 100 pl kalibratnich roztokd NEBO cut-off kalibratoru a negativnich a pozitivnich kontrol do
pfipravenych jamek.
Inkubujte 30 minut pfi teploté 20-32 °C.
Promyjte 3x s 300 pl promyvaciho roztoku (nafedéného 1:50).
Napipetujte 100 pl konjugatu do kazdé jamky.
Inkubujte 30 minut pfi pfi teploté 20-32 °C.
Promyjte 3x s 300 ul promyvaciho roztoku (nafedéného 1:50).
Napipetujte 100 pl roztoku substratu TMB do kaZdé jamky.



Inkubujte v temnu 30 minut pfi pfi teploté 20-32 °C.

Napipetujte 100 ul stop Cinidla do kaZdé jamky za pouZiti stejného postupu, jako pfi pipetovani substratu.
Inkubujte minimainé 5 minut.

5 sekund opatrné protfepavejte desticku.

Zméfte absorbance pfi vinové délce 450 nm (volitelné 450/620 nm) do 30 minut po predchozim kroku.

8. Kvantitativni a kvalitativni interpretace

Pro kvantitativni interpretaci sestrojte kfivku vedenou priseciky bodi vzniklych vynesenim hodnot OD (optické denzity),
ziskanych mérenim kazdého kalibra¢niho roztoku na osu Y a korespondujicich hodnot koncentraci kalibraénich roztokd
(U/ml), které lezi na ose X. Pro dosazeni optimalnich vysledkd doporuéujeme pouzit log/lin funkce nebo 4-parametrové
funkce. Z OD kaZdého zkoumaného vzorku zjistéte korespondujici koncentraci protilatek vyjadfenou v U/ml.

NORMALNi ROZMEZi POZITIVNi VYSLEDKY

<15 U/ml >15 U/ml

Priklad standardni kfivky
Doporucujeme pipetovani kalibracnich roztokl pro kazdé méfeni v dubletech.

Kalibraéni roztoky IgA 0D 450/620 nm CV%
0 U/ml 0,032 28
3 U/ml 0,152 2,6
10 U/ml 0,281 1,2
30 U/ml 0,646 24
100 U/ml 1,214 1,7
300 U/ml 2,104 1,6
Priklad vypoctu
Pacient Opakovani (OD) Priimér (OD) Vysledek (U/ml)
P 01 0,904/0,937 0,921 58,3
P02 0,564/0,551 0,558 259

Udaje o kazdé jednotiivé $arzi jsou prilozeny v letaku o kontrole kvality. Laboratofe mohou provadét viastni kontrolu kvality
pouzivanim vlastnich kontrol a/nebo internich smésnych sér, jak uvadgji smérnice EU.

NepouZivejte tento priklad pro interpretaci vysledkii vySetfeni vzorku Vasich pacientu !!!

Kazda laborator by méla stanovit své vlastni referenéni rozmezi odvozené od jejich vlastnich technik, kontrol, vybaveni a
populace pacientt s ohledem na jeji vlastni zavedené postupy.

Pro kvalitativni interpretaci zjistéte optickou denzitu cut-off kalibratoru a vzork( pacienta. Srovnejte OD vzorki pacienta
s OD cut-off kalibratoru. VSechny vzorky, jejichz OD je vy3Si nez OD cut- off kalibratoru, jsou povazovany za pozitivni.




Negativni:  OD pacient < 0.8 x OD cut-off
Seda zéna: 0.8 x ODcut-off < OD pacient < 1.2x ODcut-off
Pozitivni:  OD pacient > 1.2 x OD cut-off

9. Technicka data

Vysetfovany material: sérum

Objem vzorku: 10 ul vzorku nafedéného 1:101 s 1x fediciho roztoku
Celkova inkubacni doba: 90 minut pii teploté 20-32 °C

Kalibraéni rozmezi: 0-300 U/ml

Detekeni limit: 1,0 U/ml

Uschovavani: pfi 2-8 °C, pouzivejte pouze originaini lahvicky
Pocet stanoveni: 96 testu

10. Charakteristika

10.1 Analyticka citlivost
Testovanim Fediciho pufru (30x) na AESKULISA ASCA-A (kat.. 7507) byla analyticka citlivost této soupravy stanovena na
1,0 U/ml.

10.2 Specificnost a senzitivita

Mikrodesticky jsou pokryty vysoce €isténym mannanem ziskanym ze S. cerevisiae. Nebyla zjiSténa zkfizena reaktivita
s ostatnimi autoantigeny. Diagnosticka senzitivita ASCA protilatek je u pacientl s Crohnovou chorobou 68%. Tato data byla
ziskana pomoci soupravy AESKULISA ASCA-A (kat.¢. 7507).

Korelace:
Porovnatelnost dat byla posouzena nejméné na 30 sérech testovanych s AESKULISA kat.¢. 7507 a AESKULISA kat.c.
3507. Linearni regresni analyza téchto dvou souprav ukazala, Ze soupravy jsou rovnocenné. Data Ize obdrzet na vyZzadani.

10.3 Linearita
Touto soupravou byla testovana vybrana séra, pfiCemz byla zjisténa linearni korelace. Nicméné vzhledem k heterogenni
povaze lidskych autoprotilatek mohou existovat vzorky, které se nebudou chovat v souladu s timto principem.

VZOREK CisLO DILUCNI NAMERENA PREDPOKLADANA VZAJEMNY
FAKTOR KONCENTRACE KONCENTRACE POMER
(U/m) (U/m) (%)

1 1/100 48,7 49,0 99,4
1/200 23,8 24,5 97,1
1/400 11,4 12,3 92,7
1/800 59 6,1 96,7

2 1/100 28,6 28,0 102,1
11200 13,8 14,0 98,6
11400 7,0 7,0 100,0
11800 34 3,5 97,1




10.4 Pfesnost
K uréeni presnosti této metody byla posouzena variabilita (intra a inter-asay) a to na reprodukovatelnosti vysledkd tfi
vybranych reprezentativnich vzork( reprezentujicich rozmezi hodnot nad kalibracni kfivkou.

Intra-Assay Inter-Assay
Vzorek €. Pramér cv Vzorek €. Pramér cv
(U/ml) (%) (U/ml) (%)
1 2,7 0,3 1 2,3 0,9
23,7 2,7 2 27,3 39
3 46,0 3,0 3 54,3 57

10.5 Kalibrace
Sohledem na neexistenci mezinarodnich referencnich kalibracnich hodnot je AESKULISA ASCA-A kalibrovana
v arbitrarnich jednotkach (U/ml).
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DODATEK A: Pipetovaci protokol
Doporucujeme pipetovani prabéznych ziredénych roztokt referenéni plazmy, kontrol a
vzorek timto zpisobem:

Pro kvantitativni vyhodnoceni pouZijte pribézné zfedéné roztoky referen¢ni plazmy
k vytvofeni kalibracni kfivky.

DODATEK B: Postup stanoveni
Biovendor laboratorni medicina a.s.
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