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1 Ugel pouziti

Anti-ASGPR je semikvantitativni imunoanalyza pro stanoveni
IgG protilatek proti asialoglykoproteinovému receptoru (ASGPR)
v lidském séru.

Anti-ASGPR je uréen jako pomucka pfi diagnostice systémovych
autoimunitnich poruch jater ve spojeni s dalSimi klinickymi a
laboratornimi nalezy.

Imunoanalyza je ur€ena pro manudlni profesiondlni diagnostické
pouziti in vitro.

2 Diagnosticky vyznam

ASGPR je jaterni membranovy receptor, ktery hraje klicovou roli
v endocytéze glykoprotein z krve. V priibéhu zanétlivych
onemocnéni jater, zejména autoimunitni hepatitidy, byla
pozorovana indukce humoralnich a bunécnych imunitnich
mechanismu vi¢i ASGPR. Hladina autoprotilatek ASGPR
koreluje se zavaznosti onemocnéni a pfi |eéCbé klesa.

Do skupiny primarnich autoimunitnich onemocnéni jater (PAL)
patfi autoimunitni hepatitida (AIH), primarni biliarni cirhoza
(PBC) a primarni sklerotizujici cholangitida (PSC).

Autoimunitni hepatitida je chronicky zanét jater s dosud
neznamou etiologii. Zahrnuje jak mirné Kklinické formy, tak
zavazné progresivni hepatitidy s letalnim prab&hem. Castgji jsou
postizeny zeny. Klinické pfiznaky onemocnéni se mohou objevit
jiz ve dvaceti letech.

Pacienti trpici AIH vykazuji fadu autoprotilatek. Vzhledem k
vyskytu rdznych protildtkovych specifit se diskutuje o klasifikaci
AIH do riznych podskupin. Typ | je charakterizovan vyskytem
antinuklearnich protilatek (ANA) a protilatek proti hladkému
svalstvu (ASMA). U typu Il byl popsan vysoky vyskyt protilatek
proti mikrozomalnim antigenim jater a ledvin (LKM). Pro
hepatitidu typu Il jsou specifické také protilatky proti LCA1.

Pacienti s autoimunitni hepatitidou typu Il vykazuji protilatky proti
rozpustnému jaternimu antigenu (SLA).

Autoprotilatky ASGPR Ize detekovat v séru az 76 % pacientd
trpicich AlH. Autoprotilatky ASPGR se vSak mohou objevit i u
pacientll s virovou hepatitidou. Virovd geneze jaterniho
onemocnéni by proto méla byt vyloucena.

Stanoveni autoprotildtek proti ASGPR podporuje sledovani a
diferencialni diagnostiku toxickych a jinych chronickych
zanétlivych onemocnéni jater.

3  Princip testu

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je imunoanalyza
pro stanoveni specifickych protilatek. Stripy mikrotitraéni
destiCky jsou potazeny antigeny specifickymi pro test. Pokud jsou
ve vzorku pacienta pfitomny protilatky, vazou se na antigeny.
Sekundarni protilatka konjugovana s enzymem peroxidazou
detekuje vznikly imunitni komplex. Bezbarvy substrat se pfeméni
na barevny produkt. Intenzita signélu reakéniho produktu je
umérna aktivité protilatek ve vzorku. Po zastaveni se intenzita
signalu reakéniho produktu méfi fotometricky.

4 Komponenty testu

Komponenta Popis ‘

Mikrotitraéni 12 oddélitelnych mikrotitracnich

desticka stripll (pfipravenych k pouziti), 8
AlAg | 96) jamek na jeden strip, kazd4 jamka

1 kus potazena krali¢im ASGPR

Negativni kontrola
N ICONTROL | - (pfipravené k pouziti; obsahuje
1 x 1 ml, zeleny ProClin 950)

uzaver Aktivita protilatek je uvedena v
certifikatu kontroly kvality.

Barevné fedéni lidského séra

Barevné fedéni lidského séra
(pfipravené k pouziti; obsahuje
ProClin 950)

Aktivita protilatek je uvedena v
certifikatu kontroly kvality.

Cut off kontrola

CO|CONTROL | C

1 x 1 ml, bily uzavér

Barevné fedéni lidského séra
P |CONTROL | + (pfipravené k pouziti; obsahuje
1 x 1 ml, Cerveny ProClin 950)

uzaver Aktivita protilatek je uvedena v
certifikatu kontroly kvality.

Pozitivni kontrola

Redidlo pro vzorky Barevny roztok

C (pfipraveny k pouZziti; obsahuje
1 x 100 ml, ¢erny ProClin 950)
uzaveér

Promyvaci pufr

B BUF|WASH|10
1 x 100 ml, bily
uzaveér

Koncentrovany roztok
(10x; obsahuje ProClin 950)

Konjugat IgG Barevny roztok polyklonalni

D @ protilatky proti lidskému IgG

1 x 15 ml, Gerveny konjugované s kfenovou

uzaver peroxidazou (pfipraveny k pouziti;
obsahuje ProClin 950).

Substrat 3,3",5,5 -tetramethylbenzidin
E|SOLN | TMB (pfipraveny k pouziti)

1 x 15 ml, modry

uzavér

Stop roztok

F [H2504 ] 0,25M
1 x 15 ml, Zluty
uzaveér

0,25 M kyselina sirova
(pfipravena k pouziti)

Lepici folie -
2 kusy
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Certifikat QC -
1 kus

Navod k pouziti -
1 kus

5 Pozadované
poskytovany

materialy, které nejsou

- Bézné laboratorni vybaveni
- Presné pipety (5 - 1000 pl), vicekanalové pipety
(100 - 1000 pl) a jednorazové pipetovaci Spicky
- Odmérné valce (100-1000 ml)
- Zkumavky na vzorky pro pfipravu fedéni
- Vortexovy mixér nebo jiné rotatory
- Myc&ka mikrotitracnich destiCek nebo promyvaci hieben

- Cteka mikrotitradnich desticek s optickymi filtry pro 450
nm a 620 nm nebo 690 nm.

- Adsorpéni papir nebo papirovy ubrousek
- Destilovana nebo deionizovana voda

6 Skladovani a stabilita

Po obdrzeni musi byt v§echny testovaci komponenty skladovany
pfi teploté 2 °C az 8 °C, nejlépe v originalni krabici soupravy. Pfi
spravném skladovani v pavodnich obalech jsou v§echny slozky
stabilni az do data expirace. Pfi spravném skladovani pfi teploté
2 °C az 8 °C jsou vSechny slozZky stabilni nejméné 2 mésice po
otevreni.

7 Obecné informace

Tento produkt je uréen pouze pro diagnostiku in vitro. Pfed
pouzitim je tfeba si peclivé pfecist navod k pouZiti. Plati pouze
pro tento vyrobek s uvedenym slozenim a musi byt pfisné
dodrzovan, aby byly zajistény spolehlivé vysledky testa.
Odchylky mohou vést k chybnym vysledkiim testu. Slozky se
nesmi zaménovat za testovaci ¢inidla rliznych $arzi nebo jinych
vyrobcu.

PFi odebirani alikvotll z lahvicek je tfeba zabranit kontaminaci
¢inidel pouzitim aseptickych technik. Po pouziti musi byt lahvicky
s Cinidly pevné uzavieny pfislusnymi uzavéry.

KFfizova kontaminace vzork( nebo ¢inidel muze vést k
nekonzistentnim vysledkim testl a je tfeba ji zabranit
pouzivanim dislednych pipetovacich technik.

Po celou dobu testovani a skladovani je tfeba zabranit vystaveni
¢inidel silnému svétlu.

Nedostateéné promyti ma za nasledek 3patnou pFesnost a
zvySené signaly méfeni. Po kazdém kroku promyvani je tfeba
zcela odstranit zbytky tekutiny.

8 Priprava

8.1 Priprava cinidel

VSechny soucasti vEetné mikrotitracni desticky je tfeba pred
pouzitim uvést na pokojovou teplotu (RT: 18 °C az 25 °C) po
dobu nejméné 30 minut. VSechny tekuté slozky se musi jemné
promichat, aby byla zajisténa homogenita.

8.1.1 Mikrotitracni desticka

Mikrotitracni desti¢ka je uzaviena v hlinikovém sacku. Nepouzité
testovaci stripy by mély byt vzdy skladovany v chladu a chranény
pfed vihkosti pomoci vysousSedla v fadné uzavieném hlinikovém
sacku. Peclivé uzaviené testovaci stripy Ize pouzivat 8 tydnu po
otevreni.

8.1.2 Kontroly

Pozitivni, cut off a negativni kontroly jsou pfipraveny k pouziti a
nesmi se dale fedit. Kontroly musi byt pouzity pfi kazdém testu.
Laboratofe mohou také validovat své vlastni kontrolni vzorky a
pouZzivat je alternativné.

8.1.3  Redidlo vzorku
Redidlo pro vzorky je pfipraveno k pouZiti.

8.1.4 Promyvaci pufr

Promyvaci pufr je koncentrovany a pfed pouzitim se musi nafedit
1:10 destilovanou vodou (napf. 100 ml + 900 ml). Musi byt
pfipraveno dostate¢né mnozstvi promyvaciho roztoku. Nafedény
promyvaci roztok Ize skladovat pfi teploté 2 °C az 8 °C az 30 dni.

8.1.5 Konjugat

Konjugat je pfipraven k pouziti a pfi skladovani pfi teploté 2 °C
az 8 °C je stabilni az 8 tydn({l po otevfeni.

8.1.6  Substrat

Podklad je pfipraven k pouZiti. Roztok substratu by nemél byt
vystaven silnému svétlu.

8.1.7 Stop roztok

Zastavovaci roztok je pfipraven k pouziti.

8.2 Priprava vzorka

8.2.1 Material vzorku

Doporuduje se pouzit Cerstvé odebrané sérum z krve odebrané
venepunkci. Je tfeba se vyhnout pouziti ikterickych, lipemickych,
hemolytickych nebo bakterialné kontaminovanych vzorki.
Nerozpustné latky musi byt ze vzorku odstranény odstfedénim.
Vzorky nesmi byt tepelné inaktivovany.

8.2.2  Redéni vzorkul

Vzorky je tfeba nafedit v poméru 1:101 (napf. 10 pl + 1000 pl)
fedidlem pro vzorky a dikladné promichat. Je tfeba zabranit
tvorbé pény.

8.2.3 Skladovani vzork

Vzorky lze uchovavat pfi teploté 2 °C az 8 °C az tfi dny.
Dlouhodobé skladovani vyzaduje -20 °C. Je tfeba se vyhnout
opakovanému zmrazovani a rozmrazovani. Pro opakované
pouziti by mély byt vzorky rozdéleny na alikvoty a uchovavany
pfi -20 °C.

9 Provedeni testu

9.1 Schéma pipetovani
Doporu€uje se nasledujici schéma pipetovani:
1 2 3 4 |
A N Vzorek6
CO Vzorek 7
P Vzorek 8
Vzorek 1
Vzorek 2
Vzorek 3
Vzorek 4
Vzorek 5

I GG Mmoo w >

9.2 Postup

Je tfeba dodrzovat uvedené inkubacni doby a teploty a vyvarovat
se vyraznych €asovych posun( pfi pipetovani vzorka a Cinidel.
Mikrotitraéni desticka by se meéla po pfidani Cinidel kratce
protfepat.

Krok Popis |
1. Prfidani kontrol = Pridejte 100 pl kontrol pfipravenych k
a zfedénych pouziti a naredénych vzork( do kazdé

vzork( jamky.
2. Inkubace Zakryjte desti¢ku a inkubujte 60 minut
pfi RT.
3. Promyvaci Odsaijte roztok a tfikrat promyjte se
cyklus 300 pl promyvaciho roztoku, pficemz

kazdé promyvani musi trvat alespor 5
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sekund; osuste mikrotitracni destic¢ku
poklepanim na papirovy ubrousek,
abyste odstranili zbytky kapek.

4. Pridani Do kazdé jamky pfidejte 100 pl
konjugéatu konjugétu pfipraveného k pouZiti.
5. Inkubace Prikryjte destiCku a inkubujte 30 minut
pii RT.
6. Promyvaci Odsaijte roztok a tfikrat promyjte se
cyklus 300 pl promyvaciho roztoku, pficemz

kazdé promyvani musi trvat alespori 5
sekund; osuste mikrotitracni desticku
poklepanim na papirovy ubrousek,
abyste odstranili zbytky kapek.

7. Pridani Do kazdé jamky pfidejte 100 pl
substratu substratu pfipraveného k pouziti.

8. Inkubace Prikryjte desti¢ku a inkubujte 15 minut

ve tmé pfi RT.

9. PFidani Do kazdé jamky pfidejte 100 pl stop
zastavovaciho | roztoku pfipraveného k pouziti.
roztoku

10. Analyza Odectéte optickou hustotu (OD) pfi

450 nm oproti 620 nebo 690 nm do 30
minut po zastaveni reakce.

9.3 Automatizace

Automatizované zpracovani imunoanalyz musi byt provedeno
obdobné jako pfi manualnim pouZiti a validovano uzZivatelem.

10 Vyhodnoceni testt

10.1 Metrologicka navaznost

Imunoanalyza se kalibruje pomoci vnitfniho referenéniho vzorku.
Vysledky jsou vyjadfeny jako vazebny index (BI).

10.2 Hodnoceni

Semikvantitativni hodnoceni se provadi vypoétem vazebného
indexu (Bl) vydélenim optické hustoty (OD) vzorku pacienta
optickou hustotou hraniéni kontroly.

10.3 Validacni kritéria

Testovaci béhy jsou platné pouze tehdy, jsou-li spinéna
nasledujici kritéria platnosti:

- OD negativni kontrola < cut off kontrola < pozitivni kontrola

- Negativni kontrola musi byt vyhodnocena jako negativni.

- Pozitivni kontrola musi byt vyhodnocena jako pozitivni.
Pokud tato kritéria nejsou splnéna, test neni platny a musi se
opakovat.

10.4 Reseni problémi

V pfipadé neplatného testu je tfeba ovéfit data pouzitelnosti a
podminky skladovani, inkubaéni doby a teploty a pfesnou
kalibraci vS§ech pouzitych pfistroju. Pokud se nepodafilo zjistit
dlvod neplatného provedeni testu, obratte se na dodavatele
nebo vyrobce vyrobku.

10.5 Referencni rozsahy
Referenéni rozsahy jsou uvedeny nize:

Vazba Index 1.0 negativni
Index vazby 0,9 - 1,1 hraniéni
Vazba Index > 1.1 pozitivni

Vzhledem k rozdilné séroprevalenci v jednotlivych regionech by
si kazda laboratof méla referenéni rozmezi ovéfit vlastni
analyzou a v pfipadé potfeby je upravit.

10.6 Interpretace vysledkt testl

Pozitivni vysledek testu ukazuje na pfitomnost specifickych
protilatek. Negativni vysledek ukazuje na nepfitomnost
specifickych protilatek, ale nevyluCuje moznost autoimunitni
reakce. V pfipadé hrani¢niho vysledku testu neni mozné
spolehlivé vyhodnoceni.

10.7 Omezeni metody

Interpretace vysledk( testd musi byt vzdy zvaZovana v
kombinaci s klinickym obrazem pacienta. Diagn6za by neméla
byt zalozena na vysledcich jediné diagnostické metody. Pro
stanoveni diagnézy je tfeba vyhodnotit vSechny klinické a
laboratorni nalezy. Pro potvrzeni by méla byt provedena dalSi
vySetieni.

11 Charakteristiky provedeni

11.1  Analytické charakteristiky provedeni

11.1.1  Presnost

Presnost vysledk( testu byla hodnocena stanovenim variability
uvnitf testu a mezi testy analyzou vice vzork( s riznou aktivitou
protilatek.

Presnost v ramci

‘ Pfesnost mezi testy

testu
ooy e ovon |
Vzorek 1 1.5 5.0 1.7 9.1
Vzorek 2 3.5 7.4 3.9 8.1
Vzorek 3 7.2 5.5 7.9 8.4

11.2 Diagnostické charakteristiky provedeni

11.2.1  Diagnosticka citlivost a specificnost

Citlivost a specificnost byla hodnocena analyzou 45 vzorku séra
od pacientl trpicich autoimunitni hepatitidou a 118 vzork( séra
od neselektovanych darcl krve.

Diagnostické provedeni ‘

Citlivost 57.8 %
Specificnost >99 %

12 Upozornéni a bezpecnostni opatreni

Vyrobek je ur€en vyhradné pro pouziti v diagnostice in vitro
kvalifikovanym, autorizovanym a vySkolenym personalem. Se
vSemi sloZzkami testu a lidskymi vzorky je tfeba zachazet opatrné
jako s potencialné nebezpecnymi. Je tfeba dodrzovat spravnou
laboratorni praxi (SLP) a v8echny pfislusné pfedpisy.

V pfipadé, Zze je vyrobek poskozen nebo jsou informace o
vyrobku v&etné oznadeni chybné nebo nespravné, kontaktujte
vyrobce nebo dodavatele.

Tento vyrobek obsahuje pfipravky lidského a/nebo zZivocisného
puvodu. VeSkery material ziskany z lidskych télnich tekutin nebo
organt pouzitych k pfipravé sloZzek byl testovan a shledan
negativnim na HBsAg (povrchovy antigen viru hepatitidy B) a
anti-HIV, stejné jako na anti-HCV protilatky. Se v8emi slozkami a
v8emi vzorky pacientl je vSak tfeba zachazet jako s potencialné
nebezpeénymi v souladu s vnitrostatnimi pravnimi predpisy a
pFislusnymi pokyny pro biologickou bezpecnost.

Protoze vyrobek obsahuje potencialné nebezpecné materialy, je
tfeba dodrzovat nasledujici bezpenostni opatfeni: Pri
manipulaci s materialem soupravy nebo vzorky nekufte, nejezte
a nepijte. Zabrarite pfimému kontaktu s materialem soupravy
nebo vzorky tim, Ze budete nosit ochranné rukavice laboratorni
plast a ochranné bryle. Nikdy nepipetujte material usty. Rozlity
material ihned setfete a zasazeny povrch dikladné omyijte
dekontaminaénim prostfedkem. Po pouziti si ddkladné umyjte
ruce.

Néktera Cinidla obsahuji jako konzervaéni latku ProClin (< 1,0 %)
a nesmi se polykat ani pfijit do styku s kiizi nebo sliznici.
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Je tfeba dodrzovat informace uvedené v bezpecnostnim listu o
moznych nebezpecich, opatfenich prvni pomoci, opatfenich pfi
neumysiném Uniku velkého mnozstvi, manipulaci a skladovani,
osobnich ochrannych prostfedcich, informacich o likvidaci a
toxikologickych informacich.

Jakakoli zavazna udalost, ke které doSlo v souvislosti s
prostfedkem, musi byt nahlasena vyrobci a pfislusnému organu
¢lenského statu, ve kterém je uzivatel a/nebo pacient usazen.

13 Likvidace

PFi dekontaminaci a likvidaci je tfeba dodrzovat doporuceni CDC
a pfislusné mistni a narodni environmentalni smérnice a
predpisy. Vzorky, potencidlné kontaminované materidly a
infekéni  odpad musi byt dekontaminovany, napf.
autoklavovanim po dobu 20 minut pfi 121 °C.
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15 Symboly
d Vyrobce
C € Oznaceni shody CE
Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in
-
vitro

Katalogové €islo

Jedineény identifikator prostfedku
Cislo sarze

Teplotni limit

Datum spotieby

Prectéte si navod k pouziti

Obsahuje dostate¢né mnozstvi pro <n>
testd

Nepouzivejte opakované
Upozornéni

Varovani

® &b <d g~

Biologicke riziko
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IE
(@]
r
@ |

CONTR
CONTRO

Negativni kontrola

Cut off kontrola
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Pozitivni kontrola
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Redidlo pro vzorky
CONJ Konjugat

Promyvaci pufr

Substrat
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Stop roztok

16 Zmény

Zmeény v aktualnim navodu k pouziti ‘

Aktualni verze 004/09.2022

Redakéni zmény; v souladu s
nafizenim EU &. 1272/2008 byl
pfidan graficky symbol varovani.

Shrnuti zmén
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