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1. Informace o vyrobku

Testovaci soupravy IMMUNOLAB immuno"™t |gGs Nutritional MX slouZi k detekci
specifickych protilatek 1gGs spojenych s potravinovymi antigeny v séru a plazmé.
Mozné dalsi aplikace u jinych télnich tekutin, Ize vyzadat od technického servisu
spolec¢nosti IMMUNOLAB.

Tento test slouZi vyhradné k diagnostickému poufziti in vitro.

Laboratorni vysledky je mozné interpretovat pouze v kontextu s vysledky ostatnich
testl, anamnézou a klinickym obrazem pacienta.

2. Uvod

Reakce proti potravinam v dusledku inkompatibility mdzou v lidském téle vést k
rGznym priznakim. Toto narusSeni se v imunitnim systému projevi tvorbou
specifickych protilatek tridy IgE i 1gG a/nebo IgGa.

Statistické analyzy ukazuji, Ze 60 % populace trpi na intoleranci proti alespon jedné
potraviné, které muazou vést ke klinickym priznakim nebo tyto ptiznaky zhorSovat.
Znamky muUzZou byt rlizné, od podrazdéni klze pres zazivaci potize az po migrénu. Pfi
zjiSténi nespecifického dyskomfortu je nutné vyloucit alergie nebo potravinové
intolerance.

Teoretickym zakladem pro stanoveni specifickych protilatek tridy 1gG nebo IgGas v
diagnostice potravinovych intoleranci je zjisténi, Ze nékteré podtfidy IgG (hlavné
IgGa) jsou spojené sdegranulaci basofill a mastocytll in vitro a aktivaci
komplementové kaskady. U atopikd byly zjiStény vysoké hladiny cirkulujicich
protilatek tridy IgG.

Jiz prvni studie prokazaly, Zze u osob se zanétlivymi reakcemi proti potravinam jsou
pfitomné protilatky IgG, ne vSak IgE. U pacientl s potravinovymi intolerancemi byly
detekované také vyznamné vyssi titry 1gG a 1gGa.

Kozni testy vykazuji relativné nizkou korelaci s potravinovymi alergiemi a jsou
vyznamné pouze v pritomnosti reakci spojenych s IgE. Jako dalsi diagnostické
nastroje se pouzivaji provokacni testy a eliminacni diety. Tyto metody vyznamné
zavisi na motivaci pacienta a jeho dodrzovani pokyn( lékate. Vzhledem k témto
omezenim se v soucasnosti zvySuje obliba serologickych stanoveni protilatek proti
rdznym potravinovym panelim.

Casové charakteristiky t&chto dvou reakci spojenych s imunitnim systémem se lisi:
potravinové alergie spojené s IgE se rozviji v pribéhu hodiny od poZiti jidla, kdeZto
IgG/IgGa intolerance vykazuji opoZzdéné reakce po 24 az 120 hodinach s rizikem
vzniku trvalych ptiznak.
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3. Princip testi

Testovaci soupravy IMMUNOLAB immuno“™® IgGs Nutritional MX Lineblot jsou
zaloZeny na principu enzymatického imunologického testu (EIA). Kazdou soupravou
lze otestovat 16 pacientl. Na kazdého pacienta je tfeba pouZit jeden testovaci
prouzek. Kazdy samostatny prouzek obsahuje 20 rtznych potravinovych antigent a
kontrolni linii pro vyhodnoceni testu v paralelnich liniich. Po predbézném navlhéeni
se prouzky inkubuji s nafedénym pacientovym sérem. Protildtky IgGs séra se
navazou na imobilizované potravinové antigeny. Po 30ti minutové inkubaci pfi
pokojové teploté se prouzky oplachnou nafedénym promyvacim roztokem, aby se
odstranil nenavazany materidl. Poté se pfida konjugat anti-humanniho 1gGs a AP
pripraveny k pouziti. Souprava se inkubuje dalSich 30 minut pfi pokojové teploté. Po
dalsim promyvani se substratovy (BCIP/NBT) roztok napipetuje a inkubuje 60 minut
pri pokojové teploté, véetné aktivace precipitaCniho barviva na liniich u pozitivni
reakce. Barevna aktivace se ukondéi oplachnutim prouzk(i promyvacim roztokem.
Koncentrace protilatek IgGa4 je pfimo Umérna intenzité zbarveni.
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Omezeni, bezpecnostni opatreni a vSseobecné pokyny

Pouze pro poutziti in vitro! Nepozivejte ani nepolykejte! Je nutné dodrZovat
obvykla bezpecnostni opatreni pro laboratorni praci a zakaz jidla, piti a koufeni
v laboratofi.

Zadné z €inidel nejsou zaloZené na lidském materialu. Se vzorky je viak i tak
nutné manipulovat jako s potencidlné infekénim materidlem a dodrzovat
bezpecnostni opatfeni jako pouZiti latexovych rukavic.

Rozlité sérum a reagencie je treba setfit za pouziti dezinfekéniho roztoku
(napf. 5% chlornanu sodného) a ndlezité zneskodnit.

Pfed provadénim testu je nutné nechat vSechny reagencie vytemperovat na
laboratorni teplotu (18 az 25 °C).

Pfed pipetovanim by se vSechny reagencie mély dikladné promichat Setrnym
naklanénim nebo kyvanim lahvicky. Vyhnéte se dynamickému trepani, které
vede k tvorbé pény.

Pipetujte v konstantnich intervalech, aby mély vsechny kanaly inkubaéniho
nosice stejné podminky.

PFi davkovani reagencii z lahvicek se ujistéte, Ze nedoslo ke kontaminaci uzaveéru.
Vyvarujte se mozného vzajemného smichani reagencii. Obsah lahvicek je ¢asto
citlivy vici oxidaci, proto se musi otevirat pouze na kratkou dobu.

Aby nedoSlo k prenosu nebo kfizové kontaminaci, je nutné pouzivat Ccisté
jednordazové Spicky na pipety.

Vsechny reagencie se musi spotfebovat do data jejich exspirace.

V souladu se spravnou laboratorni praxi (SLP) a normou ISO 9001 by mély byt
veskeré pouzivané laboratorni pristroje pravidelné kontrolovany z hlediska jejich

presnosti a spolehlivosti. Tyka se to mimo jiné mikrolitrovych pipet a dalSich
nastrojl (kupt. skener pro vyhodnocovani testu).

Davejte pozor, aby nedoslo ke kontaktu urcitych reagencii, hlavné substratu, s
kGzi, o¢ima a sliznicemi.
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5. SloZeni soupravy

Dily Objem/Mnozstvi
Potravinovym antigenem potazené mikrocelulézové testovaci 16
prouzky

Enzymaticky konjugat 18 ml
Diluent vzorku 60 ml
Promyvaci pufr (10 x) 60 ml
Substrat 18 ml
Inkubaéni nosic 1
Skenovaci Sablona 1

Skladovani a stabilita (viz data exspirace na stitku krabicky)

Soucasti soupravy uchovavejte pri teploté 2-8 °C. Po poutziti je tfeba opét nasadit a
utahnout uzavéry lahvi¢ek. Soupravu uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Otevrenou
soupravu je nutné spotifebovat do 6 mésicu.

Univerzalni reagencie

Promyvaci pufr, diluent vzorku a substrat jsou stejné pro vSechny screeningové
lineblotové testovaci soupravy IgG nebo IgGs Screen Nutritional od spolecnosti
IMMUNOLAB s alkalickou fosfatazou jako detekénim enzymem. Lze je mezi produkty
a Sarzemi volné zameénovat. VSechny ostatni reagencie pfislusi ke konkrétni
souprave a Sarzi a nemohou se mezi sebou ménit.

5.1 Nitroceluldzové testovaci prouzky

16 prouzk(i pro 16 pacientld. Kazdy samostatny prouzek je potazen 20 rlznymi
potravinovymi antigeny (viz distribucni schéma) a jednim kontrolnim antigenem.
Pripravené k pouziti.

5.2 Enzymaticky konjugat
18 ml, antihumanni 1gGs-AP (mys), v pufrovacim roztoku s obsahem proteind.

Pridani 0,01% methylisothiazolonu a 0,01% bromonitrodioxanu a 5 mg/| pfipravku
ProclinTM. Pripravené k poufziti.

5.3 Diluent vzorku
60 ml, pufr PBS/BSA. Pridavek 0,05% azidu sodného. Pfipravené k poufZiti.
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5.4 Promyvaci pufr

60 ml, TBS + Tween 20, 10x koncentrat. Kone¢na koncentrace: naredi se v poméru
149 deionizovanou vodou. Pokud dojde pfi skladovani v chladu k vysrazeni krystald,
koncentrat se na 15 minut zahreje na 37 °C. Nafedény promyvaci pufr Ize uchovavat
pfi teploté 2-8 °C po dobu 4 tydn(.

5.5 Substrat
18 ml, BCIP/NBT. Pripravené k pouziti.

5.6 Inkubacni nosic
8 kanall pro inkubaci 8 prouzk.

5.7 Skenovaci Sablona

5.8 Navod k pouziti
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6. Distribu¢ni schéma

Jedna kontrolni linie je spolu s 20 potravinovymi alergeny k detekci protilatek nizké
klinické zavaznosti distribuovand na testovacim prouzku v nasledujicim poradi.

IgGa Nutritional IgGa Nutritional IgGa Nutritional
MX1 MX2 MX3
CL | Kontrola CL | Kontrola CL | Kontrola
1 | Vajecny Zloutek 1 | PSenice 1 | Mandle
2 | Vajecny bilek 2 | Oves 2 | Kokos
3 | Kravské mléko 3 | Ryze 3 | Cashew
4 | Kozi mléko 4 | Kukufice 4 | Kastan
5 | Kasein 5 | Lepek 5 | Arasidy
6 | Veprové 6 | Drozdi 6 |Soja
7 | Kureci 7 | Jablko 7 | Fazole
8 | Krati 8 | Maliny 8 | Cocka
9 |Jehnéci 9 | Hrozny 9 | Dyné
10 | Teleci 10 | Pomeranc 10 | Okurek
11 | Treska 11 | Cintdn 11 | Cervend paprika
12 | Losos 12 | Grapefruit 12 | Rajce
13 | Tunak 13 | Mango 13 | Brokolice
14 | Sih 14 | Ananas 14 | Spenat
15 | Krab 15 | Bandan 15 | Zampidny
16 | Garnat 16 | Vodni meloun 16 | Mrkev
Cantaloupe
17 | Slavka jedla 17 | (Ananasovy 17 | Celer
meloun)
18 | Kava 18 | Datle 18 | Brambory
19 | Kakao 19 | Olivy 19 | Cibule
20 | Zazvor 20 | Zelena paprika 20 | Cesnek
28.02.2019 9/16 verze 2
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7. Potrebny material, ktery neni soucasti soupravy
e Mikropipety

e Zkumavky k nafedéni séra (volitelné)

e Rocker

e Podtlakové Cerpadlo

e Deionizovana voda

8. Odbér vzorkd a manipulace

Pro stanoveni se mlzZe pouzit pfedevsim sérum nebo plazma (EDTA, heparin). Sérum
se po vysrazeni a centrifugaci oddéli od krve, ktera byla sterilné odebrana ze zily.
Vzorky séra ¢i plazmy se mohou uchovavat zchlazené (pti 2-8 °C) az po dobu 7 dn.
Pro delsi skladovani se musi uchovavat pfi teploté -20 °C. Vzorky by se nemély
opakované zmrazovat a rozmrazovat. Lipemické, hemolytické nebo bakteriemi
kontaminované vzorky mohou zpUsobit falesSné pozitivni nebo faleSné negativni
vysledky.

Pred provedenim testu je nutné vzorky naredit v poméru 1:51 s diluentem vzorku
pfipravenym k pouziti (kupr. 20 ul séra + 1 ml diluentu vzorku). Na otestovani
20 antigen( postacuje pouze 20 pl séra na pacienta.

9. Pracovni postup

9.1 Priprava pracovnich roztoka
Promyvaci roztok

Pfred pouzitim se naredi v poméru 149 deionizovanou vodou. Pokud dojde pfi
skladovani v chladu k vysrazeni krystal(, koncentrat se na 15 minut zahreje na 37 °C.

e Pro spolehlivé provedeni testu se doporucuje postupovat disledné podle
protokolu. Za veSkeré zmény a modifikace odpovida uzivatel.

e V\Sechny reagencie a vzorky musi byt prfed pouzitim vytemperovany na
laboratorni teplotu, ale nemély by se této teploté vystavovat po dobu delsi, nez
je nezbytné nutné.

Provedeni testu

1. UloZte pozadované mnoiZstvi testovacich prouzkl do inkubacniho nosice.
Viditelné znacky na jednotlivych testovacich prouzcich musi byt smérované
nahoru.

2. Do kazdého kanalu aplikujte 1 ml diluentu vzorku a inkubujte testovaci prouzky
na rockeru po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Poté roztok aspirujte pomoci
podtlakového cerpadla.
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3. Do kazdého kanalu nosice aplikujte 1 ml vzorku naredéného v poméru 1:51 a
inkubujte testovaci prouzky na rockeru po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.
Poté roztok aspirujte pomoci podtlakového Cerpadla.

4. Pozndmka: Pro snadnéjSi manipulaci miZe byt vzorek pfimo zfedén v
inkubacnim kanalu. V tomto pripadé aplikujte 1 ml diluentu vzorku do kanalu a
pridejte 20 pl vzorku. Ihned po pfidani vzorku zacnéte trepat.

5. Do kazdého kanalu aplikujte 2 ml nafedéného promyvaciho roztoku a promyvejte
testovaci prouzky nejméné po dobu 2 minut na rockeru pfi pokojové teploté.
Poté roztok aspirujte pomoci podtlakového cerpadla. Tento krok zopakujte
celkem 3x.

6. Do kazdého kanalu aplikujte 1 ml konjugatu pripraveného k poutziti a inkubujte
testovaci prouzky na rockeru po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Poté roztok
aspirujte pomoci podtlakového cerpadla.

7. Zopakujte krok promyvani dle popisu v bodu 4.

8. Do kazdého kandlu aplikujte 1 ml substratu pfipraveného k pouziti a inkubujte
testovaci prouzky na rockeru po dobu 60 minut pfi pokojové teploté. Poté roztok
aspirujte pomoci podtlakového cerpadla.

9. Do kazdého kanalu aplikujte 1 ml nafedéného promyvaciho roztoku a ukoncete
tak reakci substratu. Roztok aspirujte pomoci podtlakového cerpadla.

10.Testovaci prouzky vysuste na vzduchu a vyhodnotte.

Poznamka: Rychlost rockeru pouzivaného ve vsech inkubacnich krocich zavisi na
geometrii daného pfristroje. Valida¢ni experimenty ukazaly, Ze rychlost > 90/min u
béZznych zafizeni vedla ke spolehlivym vysledk{m.

10.Hodnoceni

VIhké testovaci prouzky mlzou vykazovat uréité barveni pozadi, které schnutim
vymizi. Z toho dlvodu se prouzky vyhodnocuji, pouze kdyz jsou zcela suché.

Nezapominejte, Ze nékteré vzorky vykazuji barveni pozadi, které schnutim nevymizi.
V takovém pripadé se mlzou v poloze potazené antigeny objevit bilé prouzky. Tyto
signaly interpretujte jako negativni.

Nékteré vzorky vykazuji velmi slabé reakce na vice antigenl. Nelze zcela vyloudit, Ze
tyto vzorky budou mit tendence vykazovat nespecifické reakce. V takovém pripadé
je tfeba je povaZovat za negativni pro vSechny antigeny s podobné slabymi
reakcemi.

Test povazujte za validni, kdyZz béhem inkubace substratu vznikne jasné viditelna
kontrolni linie. Tato linie se objevi, i kdyZz budou vSechny potravinové antigeny mit
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evVvys

na testovacim prouzku primo vytistén.

10.1 Vizualni metoda

Kontrolni linie vysusenych testovacich prouzkll je zarovndna s oznacenim na Sabloné
(,CL*). Cisla 1-20 oznacuji polohu potazenych antigentl dle pofadi uvedeného v &asti
,Distribucni schéma*. Signaly se u vSech antigenl interpretuji dle nasledujiciho
schématu:

Trida Signal Interpretace
0 iéd.m'/ soignél nebo slaby signdl u vice negativni
antigen(
1 slaby signal hranic¢ni vysledek
2 stredni signal pozitivni vysledek
3 intenzivni signal silné pozitivni vysledek

10.2 Metoda skeneru

IMMUNOLAB immuno'™E [gGs Nutritional MX Lineblot testy mohou byt
vyhodnoceny pomoci skeneru v kombinaci s IMMUNOLAB's imuno“Nt Evaluation
Tool softwarem k ziskani kvantitativnich vysledk(. Pfectéte si prosim navod k pouZiti
softwaru.
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11.Charakteristiky testu

. C e K ké . . -
Spec. I1gGs Lineblot | Vajecny bilek r:'na:\é?(oe PSenice Arasid

Pfesnost v rdmci testu |8,9—16,5% |4,4—8,2% 43-244% [8,9—14,6%

Pfesnost mezi testy 3,6—25,7% |3,5-165% |51-291% |2,0—10,3%

Pfesnost mezi Sarzemi |5,4—34,4% |(45-18,6% |51—29,1% |2,0—10,3%

Zachyt 105—-113% |120—129% |90— 107 % 90— 107 %

Linearita 93—-119% [93-111% 116 -127% |97—-114%

Zkfizena reaktivita Bez zkfizené reaktivity vici jinym izotoplm Ig

Interference Bez interference s bilirubinem do 0,3 mg/ml, hemoglobinem
do 8,0 mg/ml a triacylglyceridy do 5,0 mg/ml

Klinicka specificita 93 % 88 % 95 % 91 %

Klinicka senzitivita 96 % 94 % 94 % 94 %
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12.Kratky navod

1. Reakce: Diluent

2. Reakce: Sérum

3. Reakce: Konjugat

4. Reakce: Substrat

1ml Diluent vzorku
5 min WV p¥i pokojové teploté
Sérum pacienta (naredéno v
1ml P (

poméru 1:51)

30 min W pii pokojové
teploté

Promyjte 3x, 2 ml promyvaciho pufru
(nafedén 1:10)

3x2 min W pfi pokojové
teploté

1ml

Konjugat (pripraven k poutZiti)

30 min V¥ pfi pokojové
teploté

Promyjte 3x, 2 ml promyvaciho pufru
(nafedén 1:10)

3x2 min W pfi pokojové
teploté

Substrat (BCIP/NBT, pfipraven

L
60 min W pfi pokojové
teploté

1ml Promyvaci pufr (nafedén

1:10)

v
Vyhodnotte

28.02.2019
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