QUANTA Lite™ ASCA IgG (S. cerevisiae) 708865

Nur fur “In-Vitro Diagnostik”
CLIA Kompliziertheit: Hoch

Verwendungszweck

QUANTA Lite™ ASCA (S. cerevisiae) IgG ist ein ,Enzyme-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) fir die
semi-quantitative Bestimmung von Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikdrper (ASCA) des IgG Isotyps im
Humanserum. Die Bestimmung dieser Antikérper gegen ASCA IgG unterstiitzt mit anderen serologischen
Nachweisen und der Beurteilung des klinischen Bildes die Diagnostik von Morbus Crohn.

Informationen zum Test

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen oder Inflammatory bowel disease (IBD) sind allgemeine
Beschreibungen von Erkrankungen, die Entziindungen des Verdauungstraktes hervorrufen. Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa sind die beiden haufigsten IBDs. Bei Morbus Crohn erfolgt die Entziindung im unteren
Teil des Dunndarms (distales lleum), kann aber alle Abschnitte des Verdauungskanals befallen. Die
Entziindung reicht weit in das befallene Gewebe hinein, im Gegensatz zur Colitis ulcerosa, wo sich
Entztindungen und Geschwiire an der Oberflache des Kolon und Rektum bilden. Die Entzindung bei Morbus
Crohn ist asymmetrisch und segmentiell, mit Bereichen von gesundem und erkranktem Gewebe, im
Gegensatz zur Colitis ulcerosa, wo die.

Entziindung symmetrisch und durchgehend vom Rektum proximal.*® Sowohl Morbus Crohn als auch Colitis
ulcerosa verlaufen chronisch, kommen bei M&nnern und Frauen zu ungefahr gleichen Teilen vor und sind
am haufigsten in Nordeuropa und Nordamerika anzutreffen. Bei ungefahr 20 % der Morbus Crohn Patienten
findet man in der Verwandschaft eine Form von chronisch entztindlichen Darmerkrankungen. Das Alter bei
Ausbruch von Morbus Crohn liegt zwischen 15 und 30 Jahren, mit einem zweiten, kleineren Vorkommen im
Alter von 50 bis 70 Jahren. Wahrend des letzten Jahrzehnts haben mehrere Verdoffentlichungen einen
Zuwachs bei Morbus Crohn in verschiedenen Regionen festgestellt.*’ Es gibt mehrere Theorien Uiber die
Ursache von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, jedoch wurde keine bewiesen. Da viele der Symptome von
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa dhnlich sind, ist die Diagose oft schwierig, zeitaufwendig und invasiv.*?
Ungeféhr 10-12 % der Falle sind nicht initial klassifizierbar und werden als ,,unbestimmte Colitis" bezeichnet.
Die Diagnose der Halfte dieser Patienten lautet spater auf Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa.®™*°
Anti-Saccharomyces cerevisiae Antikorper (ASCA) wurden in signifikant hdherem Mal3e bei Crohn’s
Patienten als bei Patienten mit Colitis ulcerosa oder bei gesunden Kontrollgruppen nachgewiesen.®* Diese
Antikorper, die der IgG- und IgA-Immunglobulinklasse angehdren kénnen, sind gegen eine Mannan-Sequenz
in der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae gerichtet.***® Anti-S.cerevisiae-IgG oder IgA-Antikdrper
haben eine sehr hohe Spezifitat fiir Morbus Crohn. In einer kiirzlich veréffentlichten Studie wurde sie mit 100
% angegeben.? Der Nachweis von ASCA kann ebenfalls sinnvoll fiir eine Differenzierung von Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa bei manchen Patienten sein.®*°

Eine Untergruppe von Morbus Crohn Patienten scheinen keine ASCA Antikérper zu bilden. Ob diese
Patienten eine eigene Gruppe mit spezifischen klinischen Charakteristika bilden, ist gegenwartig noch nicht
bekannt.

Testprinzip

Affinitdtschromatographisch gereinigtes und zerkleinertes S. cerevisiae Antigen wurde an die Kavitaten der
Polystyrol-Mikrotiterplatte unter Wahrung der urspriinglichen Konfiguration gebunden. Vorverdiinnte
Kontrollen und verdiinnte Patientenseren werden in verschiedene Kavitaten pipettiert. Die vorhandenen
ASCA 1gG Antikorper binden an das Antigen. Der Rest der Probe/Kontrolle wird durch Waschen entfernt.
Enzymmarkiertes anti-humanes IgG wird in die Kavitaten pipettiert und bindet wahrend einer zweiten
Inkubation an den Patienten-Antikdrper. Nachdem in einem weiteren Waschschritt das restliche Konjugat
entfernt worden ist, wird ein Chromogen-Substrat zugegeben. Die Intensitat der entstandenen Farbreaktion
wird nach dem Abstoppen mit dem Mikrotiterplatten-Photometer gemessen. Die quantitative Auswertung
erfolgt durch einen Vergleich der Extinktionswerte der Patienten mit dem Wert eines Kalibrators.

Inhalt der Testpackung

1. Mikrotiter-ELISA-Platte beschichtet mit hochgereinigtem S. cerevisiae Antigen (12-1 x 8 Kavitaten),
mit Streifenhalter in Folienverpackung und Trockenmittel

2. ELISA Negative Kontrolle, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum ohne humane
Antikérper gegen S. cerevisiae, gebrauchsfertig vorverdinnt, 1,2 mL

3. ASCA IgG ELISA Low Positive (Kalibrator), 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit

Antikérpern gegen S. cerevisiae, gebrauchsfertig vorverdinnt, 1,2 mL
4, ASCA IgG ELISA High Positive (positive Kontrolle), 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und
Humanserum mit Antikdrpern gegen S. cerevisiae, gebrauchsfertig vorverdinnt, 1,2 mL

5. HRP Probenverdinner, 1 Flasche — rosa gefarbt mit Tris-gepufferter Kochsalzlésung, Tween 20,
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, 50 mL
6. HRP Waschkonzentrat, 1 Flasche mit 40fachem Konzentrat — rot gefarbt mit gepufferter

Kochsalzlésung und Tween 20, 25 mL. Zur Verdliinnung bitte das entsprechende Kapitel in der
Anleitung beachten.
7. HRP IgG Konjugat, (Ziege), anti-humanes IgG, 1 Flasche — blau gefarbt mit Puffer,
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, 10 mL
TMB Chromogen, 1 Flasche mit Stabilisatoren, 10 mL
HRP Stopplosung, 0,344M Schwefelsaure, 1 Flasche — farblos, 10 mL

© ®



Hinweise

1. VORSICHT: Probenverdinner, Kontrollen und Konjugat enthalten 0,02% Chloramphenicol. Es istim
US-Bundesstaat Kalifornien und allgemein bekannt, daf3 dieser Stoff Krebs verursachen kann.
2. Alle Reagenzien fur die Herstellung dieses Tests wurden auf Antikérper gegen HIV, HBsAg und HCV

getestet und fur negativ befunden. Dennoch sollten alle humanen Kontrollen wie potentiell infektidses
Humanserum oder Blutproben behandelt werden.*’

3. NaN; wird als Stabilisator verwendet. NaN; ist ein Giftstoff und kann bei Einnahme toxische
Reaktionen verursachen. Vorsichtig handhaben und Kontakt mit Augen und Haut vermeiden! Den
Kontakt mit Metall, basischen Stoffen oder anderen Komponenten, die mit Saure reagieren kénnen,
vermeiden. Bei der Entsorgung von Reagenzien ist daher mit viel Leitungswasser nachzuspilen, um
Ansammlungen im Abwassersystem zu verhindern.

4, Das HRP Konjugat enthalt eine verdiinnte Chemikalie, die bei Einnahme toxisch wirken kann. Daher
den Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

5. Das TMB Chromogen enthélt ein Reizmittel, das bei Inhalation, Einnahme oder Absorbtion durch die
Haut gesundheitliche Schaden verursachen kann. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

6. Die HRP Stopplésung besteht aus verdiinnter Schwefelsdure. Den Kontakt mit Basen, Metallen und

anderen Stoffen, die mit Saure reagieren kdnnen, vermeiden. Schwefelsaure ist ein Giftstoff und
kann bei Einnahme toxische Reaktionen hervorrufen. Den Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.
Die vorgeschriebene personliche Schutzausriistung wahrend der Arbeit mit Reagenzien tragen.
Verschuttete Reagenzien sofort beseitigen. Bei der Entsorgung von Abfallen alle Umweltvorschriften
beachten.
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VorsichtsmalRnahmen

1. Dieser Test ist fur “In-Vitro Diagnostik”.

2. Die Verwendung anderer als im Testkit vorhandenen Komponenten kann zu wider-spriichlichen
Ergebnissen fuhren.

3. Unvollstdndiges Waschen und ungentigendes Entfernen der Flissigkeiten aus den ELISA Kavitaten
fuhrt zu einer schlechten Prazision und zu hohen Hintergrund-Extinktionen.

4. Die Adaptation dieses Testsystems auf automatische Probenverarbeitung und andere

Instrumentierung, ganz oder teilweise, kann unterschiedliche Ergebnisse zur manuellen
Durchfiihrung ergeben. Es liegt in der Verantwortung eines jeden Labors, die automatische
Bearbeitung so zu Uberprifen, dafld Testergebnisse innerhalb akzeptabler Bereiche erzielt werden.

5. Eine Reihe von Faktoren beeinflusst das Testergebnis. Hierzu zahlen die Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit der Pipettierung, der Typ des verwendeten Photometers, die Temperatur der
Reagenzien, die Umgebungs-Temperatur, die Grindlichkeit des Waschens und der Entfernung der
Flissigkeiten aus den Vertiefungen der ELISA-Streifen, und die Einhaltung der Inkubationszeiten. Es
ist deshalb sehr wichtig, fur gleichbleibende Bedingungen zu sorgen.

6. Die strikte Einhaltung der Testprozedur wird empfohlen. Jede Anderung im Protokoll erfolgt auf
Risiko des Anwenders.

7. Das unvollstdndige VerschlieRen der Mikrotiterkavititen und des Trockenmittels fihrt zu
Antigenabbau und schlechter Prazision.

8. Eine unakzeptabel niedrige Absorption kann beobachtet werden, wenn eine Flasche HRP Konjugat

bei zwei- oder mehrfachem Gebrauch Uber einen langeren Zeitraum benutzt wird. Daher ist es
wichtig, die Hinweise zum Umgang mit dem HRP Konjugat genau zu beachten.

9. Chemische Kontamination des HRP Konjugates kann durch unzureichendes Reinigen oder Spiilen
der Ausristung oder der Instrumente verursacht werden. RuUckstande gebrduchlicher
Laborchemikalien wie z.B. Formalin, Bleichmittel, Ethanol oder Spulmittel fiihren zum Abbau des
HRP Konjugates im Verlauf der Zeit. Das griindliche Spilen der gesamten Ausristung und
Instrumentierung nach Verwendung chemischer Reinigungsmittel ist daher unbedingt erforderlich.

Lagerung

1. Lagerung aller Kit-Reagenzien bei 2-8°C. Nicht einfrieren. Die Reagenzien sind stabil bis zum Ende
des Haltbarkeitsdatums bei vorschriftsméafRiger Lagerung und Handhabung.

2. Nicht verwendete Mikrotiterstreifen wieder in die Originalverpackung geben, luftdicht verschliel3en
und in den Kihlschrank zurticklegen.

3. Der verdiinnte Waschpuffer ist bei 2-8°C eine Woche stabil.

Proben

Die Testdurchfuihrung sollte mit Serumproben erfolgen. Werden Azide oder andere Stabilisatoren zu den
Serumproben gegeben, kénnen die Ergebnisse nachteilig beeinflusst werden. Mikro-bakteriell kontaminierte,
hamolytische, lipAmische oder durch Hitzeeinwirkung inaktivierte Proben sollten nicht verwendet werden.
Nach der Blutentnahme ist das Serum vom Blut zu trennen. Das NCCLS Dokument H18-A2 empfiehlt die
folgenden Lagerungsbedingungen fir Patientenproben: 1) Proben bei Raum-temperatur nicht langer als 8
Stunden lagern. 2) Kann die Testdurchfiihrung nicht innerhalb von 8 Stunden erfolgen, die Proben bei 2-8°C
kihl lagern. 3) Kann die Testdurchfihrung nicht innerhalb von 48 Stunden erfolgen ist die Probe bei -20°C
oder niedriger einzufrieren. Eingefrorene Proben missen nach dem Auftauen und vor der Testung gut
geschdttelt werden.

Testdurchflhrung

In der Testpackung vorhandenes Material
1 ASCA 1gG ELISA Mikrotiterplatte (12-1 x 8 Kavitéaten), mit Streifenhalter
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1,2 mL vorverdinnte ELISA Negative Kontrolle

1,2 mL vorverdiinnte ASCA 1gG ELISA Low Positive Kontrolle
1,2 mL vorverdinnte ASCA 1gG ELISA High Positive Kontrolle
50 mL HRP Probenverdiinner

25 mL HRP Waschkonzentrat, 40faches Konzentrat

10 mL HRP IgG Konjugat (von der Ziege), anti-humanes IgG
10 mL TMB Chromogen

10 mL HRP Stoppldésung, 0,344M Schwefelsaure

Zuséatzliches bendtigtes Material

Pipetten fur 5, 100, 200-300 und 500 pL

Einmal-Pipettenspitzen

Eppendorf-Reaktionsgefafde fir die Serumverdiinnung, 4 mL Volumen

Distilliertes oder deionisiertes Wasser

1 L GefaR fur verdiinntes HRP Waschkonzentrat

Reader fiir Mikrotiterplatten mit 450 nm Filter (und 620 nm flr eine bichromatische Messung)

Methode

Testvorbereitung

1.
2.

Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen (20-26°C) und grtindlich mischen.

Den gesamten Inhalt (25 mL) des Waschkonzentrats mit 975 mL Aqua dest. mischen (1:40
Verdinnung). Die verdinnte Pufferldsung ist bei 2-8°C eine Woche stabil. Soll nicht die gesamte
Mikrotiterplatte auf einmal verwendet werden, so kdnnen fir einen Ansatz von 16 Kavitaten 2 mL
Konzentrat mit 78 mL Aqua dest. gemischt werden.

Serumproben 1:101 verdinnen, indem 5 puL Serum mit 500 pL gebrauchsfertigem Proben-verdinner
gemischt werden. Verdinnte Proben sollen innerhalb von 8 Stunden getestet werden. Die ASCA IgG
ELISA Low Positive Kontrolle, die ASCA IgG ELISA High Positive Kontrolle und die ELISA Negative
Kontrolle nicht verdiinnen.

Jeder Test benoétigt zwei Kavitéaten fur jede der drei Kontrollen sowie eine oder zwei Kavitéten fir die
Patientenprobe (Es wird empfohlen, alle Proben in Doppelbestimmung anzusetzen, bis die
erforderliche Préazision und Reproduzierbarkeit erreicht sind).

Testdurchfiuhrung

1.

o 0

ALLE REAGENZIEN UND PATIENTENPROBEN AUF RAUMTEMPERATUR (20-26°C) BRINGEN.
Die entsprechende Anzahl Mikrotiterkavitaten abbrechen. Die Kavitaten im Rahmen befestigen. Die
unbenutzten Kavitaten wieder in die Originalverpackung geben, luftdicht verschlieen und in
den Kiuhlschrank zuriicklegen, um Verdunstung zu minimieren.

Je 100 pL der gebrauchsfertigen ASCA IgG ELISA Low Positive Kontrolle, der ASCA IgG ELISA
High Positive Kontrolle, der ELISA Negative Kontrolle und der verdiinnten Patientenproben in die
entsprechenden Kavitten pipettieren. Streifen abdecken und bei Raumtemperatur 30 Minuten
inkubieren. Die Inkubationszeit beginnt nach Zugabe der letzten Probe.

Waschen: Den Inhalt aller Kavitaten absaugen. Die Kavitdten vollstandig (200-300 pL) mit
verdinntem HRP Waschpuffer flllen und dann grindlich absaugen. Diesen Waschschritt noch
zweimal wiederholen (Insgesamt: drei Waschschritte). AnschlieBend die Platte auf saugféahigem
Papier ausklopfen, um restliche Waschfliissigkeit zu entfernen. Die Wasch-schritte sind in der selben
Reihenfolge wie die Pipettierschritte durchzufihren.

100 puL des HRP IgG Konjugates in jede Kavitat geben. Sterile Pipetten verwenden! Nur das
bendétigte Volumen an Konjugat aus der Flasche entnehmen. UNBENUTZTES KONJUGAT NICHT
IN DIE FLASCHE ZURUCKPIPETTIEREN. KONTAMINATIONSGEFAHR!! Abgedeckte Streifen bei
Raumtemperatur 30 Minuten inkubieren, wie in 2. beschrieben.

Waschen: Schritt Nr. 3 wiederholen.

100 pL TMB Chromogen in jede Kavitdt geben. 30 Minuten im Dunkeln bei Raum-temperatur
inkubieren.

100 pL HRP Stopplésung in jede Kavitat pipettieren. Bei der Hinzugabe der Stopplésung dieselbe
Reihenfolge und Zeitplan wie bei der Hinzugabe des TMB Chromogens einhalten. Die Mikrotiterplatte
vorsichtig schitteln.

Die optische Dichte (OD) jeder Kavitat bei 450 nm innerhalb einer Stunde nach Abstoppen der
Reaktion ablesen. Es wird eine bichromatische Messung mit 620 nm als Referenzwellenlange
empfohlen.

Qualitatskontrolle

1.

Die ASCA IgG ELISA Low Positive Kontrolle, die ASCA 1gG ELISA High Positive Kontrolle und die
ELISA Negative Kontrolle sollten bei jedem Testansatz mitgefuihrt werden, um sicher-zustellen, daf3
alle Reagenzien und der Testansatz insgesamt ordnungsgemaf funktionieren.

Da die ASCA IgG ELISA Low Positive Kontrolle, die ASCA IgG ELISA High Positive Kontrolle und die
ELISA Negative Kontrolle vorverdiinnt sind, entfallt der Verdiinnungsschritt der Patientenproben fir
die Kontrollen.

Zusatzliche Kontrollen zur Qualitatssicherung kénnen gemafll den Richtlinien nationaler oder
internationaler Regulierungs- oder Akkreditierungsbehdrden eingesetzt werden. Geeignete
Kontrollen kénnen aus Humanserum gewonnen und bei <-20°C gelagert werden.

Um sicher zu sein, daf3 alle Patientenwerte korrekt sind, mussen die nachfolgenden Kriterien erfullt
werden (Wurden ein oder mehrere Kriterien nicht erfillt, so ist das Ergebnis als ungiltig zu

betrachten und der Testansatz ist zu wiederholen).
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a. Die Absorption der vorverdiinnten ASCA IgG ELISA High Positive Kontrolle muf3 gro3er sein
als die Absorption der vorverdiinnten ASCA IgG ELISA Low Positive Kontrolle. Die
Absorption der Low Positive Kontrolle wiederum muf3 gréf3er sein als die der vorverdinnten
ELISA Negativkontrolle.

b. Die Absorption der vorverdiinnten ASCA IgG ELISA High Positive Kontrolle muf3 gréf3er als
1,0 sein, die Absorption der vorverdiinnten Negative Kontrolle darf nicht gro3er als 0,2 sein.

C. Die Absorption der ASCA IgG ELISA Low Positive Kontrolle muf3 mehr als doppelt so hoch
sein wie die der ELISA Negative Kontrolle sein oder tber 0,25 liegen.

d. Die ELISA Negative Kontrolle und die ASCA 1gG ELISA High Positive Kontrolle dienen der

Sicherstellung der ordnungsgeméaflen Funktionsweise des Testansatzes. Die ASCA IgG
ELISA High Positive Kontrolle stellt die Prazision am Cut-off des Tests nicht sicher.

e. Der Anwender sollte unter anderem das NCCLS Dokument Nr. C24-A fir zusétzliche
Hinweise zur zeitgemé&Ren Qualitatskontrolle beachten.®

Berechnung der Ergebnisse
Zunéchst sind die Mittelwerte der OD fur die Doppelbestimmungen zu berechnen. Alle weiteren
Berechnungen werden dann mit den entsprechenden Mittelwerten durchgefiihrt. Die Reaktivitat jeder
Patientenprobe wird bestimmt durch die Division des Mittelwertes der Proben-OD durch den Mittelwert der
Low Positive Kontrolle und der Multiplikation dieses Ergebnisses mit dem chargenspezifischen Wert der
ASCA 1IgG ELISA Low Positive Kontrolle. Die chargenspezifischen Werte sind auf dem Flaschchenetikett
aufgedruckt.

OD der Probe
Probenwert = X ASCA 1gG ELISA Low Positive Kontrollwert
(Units) ASCA IgG ELISA Low Positive Kontrolle OD Wert (Units)

Die Reaktivitat verhalt sich zur Konzentration der vorhandenen Antikérper nicht linear. Zunahme und
Abnahme der Antikdrperkonzentrationen von Patienten werden durch einen entsprechenden Anstieg oder
Abfall der Reaktivitat angezeigt, diese Anderungen sind jedoch nicht proportional (d.h. eine Verdoppelung
der Antikérperkonzentration fuhrt nicht zu einer Verdoppelung der Reaktivitat). Wird eine genauere
Quantifizierung der Patientenantikdrper gewtinscht, sind serielle Ver-diinnungen der Probe durchzufiihren
und der Titer der zuletzt als positiv gemessen wurde, sollte als Patienten-Antikdrpertiter bewertet werden.

Interpretation der Ergebnisse

Dieser ELISA-Test ist sehr sensitiv und in der Lage, sogar kleine Unterschiede in Patientenpopulationen zu
messen. Die folgenden Werte dienen als Beispiel fur die Interpretation der Testergebnisse. Es wird
empfohlen, daf sich jedes Labor seine eigenen Normalwerte, basierend auf eigener Technik, Kontrollen,
Ausriistung und Patientenpopulation erarbeitet.

Die Patientenprobe kann anschlieBend als negativ, (negativ fur 1IgG Antikbrper gegen S. cerevisiae),
grenzwertig oder positiv (IgG Antikdrper gegen S. cerevisiae nachgewiesen) positiv klassifiziert werden.

Units
Negativ 0,0-20
Grenzwertig 20,1-249
Positiv >25

Grenzwertige Proben sollten vor der endgiltigen Beurteilung nochmals getestet werden.

1. Ein positives Ergebnis indiziert die Gegenwart von ASCA IgG Antikorpern und legt die
Maglichkeit von Morbus Crohn nahe.
2. Bei einer Probe mit grenzwertigem ASCA IgG Wert kann kein Antikdrperstatus bestimmt

werden. Bleibt das Ergebnis nach wiederholter Analyse grenzwertig, sollte der Befund
grenzwertig sein und/oder eine zuséatzliche Probe enthommen werden.

3. Ein negatives Ergebnis deutet auf das Nichtvorhandensein von ASCA IgG Antikérpern hin
oder auf Konzentrationen unterhalb der Erfassungsgrenze des Testsystems.
4, Wir schlagen vor, die Laborergebnisse mit folgendem Hinweis zu versehen: ,Die folgenden

Ergebnisse wurden mit dem INOVA QUANTA Lite™ ASCA IgG ELISA erzielt. ASCA IgG
Werte, die mit Testsystemen anderer Hersteller ermittelt wurden, kénnen nicht untereinander
ausgetauscht werden. Die Hohe des gefundenen IgG-Titers kann nicht mit einem
Endpunkttiter in Korrelation gebracht werden.”

Grenzen des Verfahrens

1. Immunkomplexe oder andere Immunoglobulin-Aggregate im Patientenserum kénnen nicht-
spezifische Bindungen und falsch-positive Ergebnisse hervorrufen.

2. Ein negatives ASCA 1gG Ergebnis schliel3t das Vorhandensein von Morbus Crohn nicht aus.

3. Ein negatives ASCA IgG Antikdrper-Ergebnis schliel3t das Vorhandensein von Morbus Crohn nicht
aus, da die Antikorperkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze des Testsystems liegen kann.

4, Ein positives Testergebnis zeigt nur das Vorhandensein von Antikdrpern gegen S. cerevisiae und
nicht notwendigerweise das Vorhandensein von Morbus Crohn an.

5. Ergebnisse dieses Testes missen im Zusammenhang mit klinischen Ergebnissen und anderen
serologischen Tests verwendet werden.

6. Die Leistungscharakteristika fur padiatrische Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa Patienten wurden

noch nicht bestimmit.
7. Die Leistungscharakteristika flr andere Untersuchungsmaterialien als Serum wurden nicht bestimmt.
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Erwartungswerte

Das Vorkommen von Morbus Crohn wird auf 10 bis 198 Personen/100.000 geschatzt und scheint
zuzunehmen*”’. Morbus Crohn tritt am haufigsten in Nordeuropa und Nordamerika auf. Manner und Frauen
sind zu ungefahr gleichen Teilen betroffen.

Normalbereich

Ein kombiniertes Panel von 501 Proben von asymptomatischen, gesunden Personen aus Kalifornien, New
York, Osterreich, Luxemburg und Belgien wurde mit dem QUANTA Lite™ ASCA IgG ELISA Kit untersucht.
Das Alter der Gruppe reichte von einem bis 75 Jahren. Fur die funf verschiedenen Regionen betrug die
Spezifitat zwischen 92 und 100 % (Durchschnitt 95,2 %). Keine (0/501) dieser Proben waren positiv fur
sowohl ASCA IgG als auch ASCA IgA Antikorper. Die Spezifitdt des ASCA IgG Tests, einschlieBlich aller
nicht-Morbus Crohn Proben, (gesunde Kontrollgruppe plus andere Erkrankungen), lag bei 93,2% (663/711).

Relative Sensitivitat und Spezifitat

Klinisch definierte Proben von Patienten mit Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und Normalseren wurden mit
dem QUANTA Lite™ ASCA IgG Kit getestet. Von den 102 Proben, die ASCA IgG und IgA gleichzeitig positiv
waren, stammten bis auf zwei alle von Morbus Crohn Patienten. Kein Normalserum und nur zwei der Colitis
ulcerosa Proben hatten ASCA IgG und IgA gleichzeitig. Das Alter der Morbus Crohn Patienten lag zwischen
17 und 64 Jahren, das der Colitis ulcerosa Patienten zwischen 19 und 71 Jahren.

QUANTA Lite™ ASCA ELISA RESULTS

Klinische Gruppe N= IgG Pos IgA Pos IgG oder IgA Pos IgG und IgA Pos
Morbus Crohn 215 74,4% (157/211) 49,0 (103/210)  76,2% (160/210) 47,6% (100/210)
Colitis ulcerosa 161 14,2% (22/156) 1,9% (3/158) 14,6% (23/156) 1,3% (2/156)
Gesunde Kontrollgruppe 148 4,1% (6/145) 1,4% (2/147) 5,6% (8/144) 0% (0/144)

Hinweis: Grenzwertige Ergebnisse wurden nicht bertcksichtigt.

Kreuzreaktivitatsstudien

Seren von 75 Patienten mit Autoimmun- oder Infektionserkrankungen und verschiedenen klinischen
Befunden wurden mit dem QUANTA Lite™ ASCA (S. cerevisiae) IgG ELISA auf Kreuzreaktivitit getestet.
Die Ergebnisse sind nachfolgend zusammengefalit.

Probentyp N= ASCA 1gG Positiv (%)
Gliadin IgA positiv 12 0

Gliadin IgG positiv 8 2 (25%)
Transglutaminase IgA 7 0
Antinukleare Antikoérper (ANA) positiv 8 0
Autoimmune Hepatitis (AIH), Typ 1 15 1 (6,6%)
H. pylori positiv 10 0
Alkohol. Zirrhose Aszitis 1 0
Alkoholische Hepatitis 2 2 (100%)
Chronische Hepatitis C 6 1 (16,7%)
Chronische Lebererkrankung 2 0
Granulomatdse Hepatitis.s/pBCG Immuno rx Blasenkrebs 1 1 (100%)
Hepatitis NOS 1 0
Nicht-infektiose Gastroenteritis 1 0
Esophogeale Varize mit Blutungen 1 0

Prazision und Reproduzierbarkeit

Die Daten zur Intra-assay Varianz des QUANTA Lite™ ASCA (S. cerevisiae) IgG ELISA wurden durch die
Testung von 6 Proben erstellt. Diese Proben wurden insgesamt 15-mal untersucht. Die Ergebnisse sind
nachfolgend dargestellt.

Spec.A Spec.B  Spec.C Spec.D Spec.E Spec.F
Durchschnitt units 75,6 13,1 116,6 29,9 10,4 44,8
SD 2,8 0,7 3,0 1,2 0,5 1,7
CV% 3,7 5,2 2,6 4,1 4,5 3.8

Die Inter-Assay Varianz wurde getestet, indem in Doppelbestimmung ein Panel von 8 Proben zweimal
taglich 3 Tage lang getestet wurde.

Spec.1 Spec.2 Spec.3 Spec.4 Spec.5 Spec.6 Spec.7 Spec.8
Durchschnitt units 47,7 11,7 123,5 38,8 49,3 117,7 14,9 6,6
SD 1.4 0,4 6,7 1.4 1,2 5,8 0,4 0,3
CV% 3,0 3,5 54 3,6 2,4 4,9 2,6 50
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