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1 Informace o vyrobku

IMMUNOLAB IgG, Screen Nutritional 20 ELISA souprava pro detekci a kvantifikaci
specifickych protildtek I1gG, proti potravinovym antigenlim séru nebo plazmé.
K dostdani jsou i dalsi varianty testu uréené pro jiné télni tekutiny a lze si je vyZzadat u
Technického servisu spole¢nosti IMMUNOLAB.

Souprava je uréena pouze pro in vitro diagnostiku.

Sérologicky ndlez je mozino interpretovat pouze v kontextu s vysledky ostatnich
laboratornich testl a s klinickym obrazem pacienta.

2 Uvod

Neprimérené reakce lidského organismu na potravinové alergeny mohou vyvolat
rizné symptomy, které se v imunitnim systému projevuji tvorbou specifickych IgE,
ale i IgG a/nebo IgG, protilatek.

Statistiky ukazuji, Ze 60 % populace trpi nesnasenlivosti viici alespon jednomu druhu
potraviny, ktery mlze vyvolat klinické priznaky s rliznou intenzitou projevu. Projevy
mohou byt od podrazdéni kGiZze ptes zaZivaci poruchy az po migrény. Pro stanoveni
diagndzy pfi nespecifickych obtizich by mély byt provedeny testy na alergie nebo
nesnasenlivost vici potravindm.

Potfeba stanoveni specifickych 1gG nebo IgG, v diagnostice potravinové intolerance
vychazi z poznani, Ze in vitro nékteré podtfidy IgG (zejména 1gG,) jsou spojeny
sdegranulaci bazofilnich bunék a mastocytd a aktivaci kaskddového
komplementového systému. Vysoké koncentrace cirkulujicich 1gG byly naméreny
rovnéz u atopickych osob.

Dalsi prizkumy ukazaly, Ze u osob se zanétlivymi reakcemi na potraviny byly
detekovany IgG, nikoli IgE protilatky. Vyrazné titry 1gG a 1gG, protilatek byly také
nalezeny u pacient(l s potravinovymi intolerancemi.

KoZni testy jsou na potravinové alergie zaméreny relativné malo a jsou prinosné
pouze v pritomnosti reakci souvisejici s tvorbou IgE protilatek. Jako dalsi alternativa
pro ureni potravinové alergie a intolerance byva doporuéeno drieni eliminacni
diety. Tato metoda vsak silné zavisi na motivaci pacientll k dodrZovani diety.
Vzhledem k témto omezenim se v soucasné dobé stale vice vyuZivaji sérologicka
stanoveni protilatek proti riznym potravinovym alergena.

V imunitnim systému, muizZe dochdzet ke dvéma reakcim. Pti alergické reakci na
potraviny dojde k produkci IgE protilatek do hodiny po jidle, zatimco pfi potravinové
nesnasenlivosti mlzZe nastat opozdénd reakce a dochazi ke vzniku potizi a produkeci
IgG/1gG, az po 24 — 120 hodinach.
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3  Princip testu

Souprava IMMUNOLAB IgG, Screen Nutritional 20 ELISA je zaloZena na principu
ELISA, typ sandwich. Dvacet rGznych antigen( a Ctyfi referenéni antigeny (vajecny
bilek, f01) jsou navazany na povrchu jednotlivych barevné odliSenych
mikrotitracnich jamek. Naredény vzorek pacienta nebo pripravené standardy se
pipetuji do jamek mikrotitracni desticky. Vznika vazba mezi 1gG, protilatkami séra a
imobilizovanym antigenem v jamce mikrotitracni desticky. Po jedné hodiné inkubace
pfi 37 °C je desticka promyta zfedénym promyvacim roztokem, ¢imZ se odstrani
nenavazany materidl. Nasledné se pridd pfipraveny peroxidazovy konjugat
s obsahem protilatek proti lidskému IgG, a inkubuje se 30 minut pfi 37 °C. Po dalSim
promyti je pipetovan substrat para-Nitrophenyl Phosfate (PNPP) a inkubuje se 60
minut, ¢imz se v jamkach vytvofi zluté zbarveni. Vyvoj zabarveni se ukonci pridanim
zastavovaciho roztoku. Vysledné zbarveni se zméri spektrofotometricky pri vinové
délce 405 nm. Koncentrace 1gG, protilatek je pfimo Umérna intenzité zbarveni.

4  Omezeni, bezpecnostni opatreni a vSseobecné pokyny

e Pouze pro poutziti in vitro! Nepozivejte ani nepolykejte! Je nutné dodrzovat
mistni predpisy tykajici se bezpeCnosti prace, zakaz jidla, piti a koureni
v laboratofi.

e \Sechna séra, plazmy a pufry byly testovany vSeobecné uzndavanymi metodami
na HBsAg a protilatky proti HIV a HCV a jsou negativni. Pfesto je nutné
respektovat preventivni opatreni, napr. pouzivat latexové rukavice.

e Rozlity vzorek a reagencie je tfeba setfit za poutziti dezinfekéniho roztoku
(napf. 5% chlornanu sodného) a nalezité znesSkodnit.

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

e Pred pipetovanim by se vSechny reagencie mély dlikladné promichat Setrnym
naklanénim nebo kyvanim lahvicky. Vyhnéte se dynamickému tfepani, které
vede k tvorbé pény.

e Je dulezZité pipetovat reagencie ve stejnych intervalech, aby ve vSech jamkdach
mikrotitracni desticky byly zajistény stejné podminky testu.

e Pri 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 omezenou dobu.

e Aby nedoslo k prenosu nebo kfizové kontaminaci, je nutné pouzivat Cisté
jednordzové Spicky na pipety.
e Vsechny reagencie se musi spotfebovat do data jejich exspirace.

e V souladu se spravnou laboratorni praxi (SLP) a normou ISO 9001 by mély byt
veskeré pouzivané laboratorni pfistroje pravidelné kontrolovany z hlediska jejich
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presnosti a spolehlivosti. To se tyka predevsim mikrotitracnich pipet,
promyvacich a odecitacich zafizeni (ELISA Reader).

e Je nutné zabranit kontaktu nékterych reagencii, predevsim Zastavovaciho
roztoku a Substratu, skdzi, o¢ima a sliznicemi, nebot muizZe dojit k jejich
podrazdéni nebo poleptdni a hrozi zde riziko intoxikace.

5 Slozeni soupravy

Kit obsahuje komponenty postacujici pro otestovani ¢tyr pacientd (20 stanoveni).
Pro kazdého pacienta tfi barevné oznacené stripy (zeleny, Zluty, Cerveny). Prvni
stripy desticky obsahuji referencni antigeny (vajecny bilek, f01) umoznujici sestaveni
kalibracni krivky.

Mikrotitrac¢ni desticka potazend potravinovymi antigeny 1 x 12 strip(
Standard v koncentraci 0,35 U/ml 1x0,5ml
Standard v koncentraci 0,7 U/ml 1x0,5ml
Standard v koncentraci 3,5 U/ml 1x0,5ml
Standard v koncentraci 17,5 U/ml 1x0,5ml
Konjugat 1x15ml
Substratovy roztok (TMB) 1x15ml
Zastavovaci roztok 1x15ml
Redici roztok vzork 1 x 40 ml
Promyvaci roztok (10krat koncentrovany roztok) 1 x 60 ml
Pracovni navod 1 ks
Distribucni schéma 1 ks

Skladovani a stabilita (viz data exspirace na Stitku krabicky)

Soucasti soupravy uchovavejte pri teploté +2°C az +8 °C. Po pouziti je nutné
desticku opét zabalit, uzdvéry lahvicek tésné uzavfit a soupravu uchovavat pfi
teploté +2 °C az +8 °C.

Mikrotitracni desticka

4 x 3 stripy, kazdy s 8 odlamovacimi jamkami potazenymi 20 rliznymi potravinovymi
antigeny. Pro kazdého pacienta jsou 3 stripy (oznacené zelenou, Zlutou a ¢ervenou
barvou). V zeleném stripu jsou pouze 4 antigeny a 4 referencni antigeny. PouZijte
pfiloZzené distribucni schéma, jehoZz Cesky ekvivalent je soucasti navodu (viz 10
Distribuéni schéma). Pripravené k pouZiti.
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Standard 0,35 U/ml

0,5 ml, lidska plazma redéna PBS se stabilizatory bilkovin (BSA), obsahujici specifické
lgG, protilatky proti vaje¢nému bilku (f01) v koncentraci 0,35 U/ml. Roztok obsahuje
0,05 % azidu sodného. Roztok v pracovnim redeéni.

Standard 0,7 U/ml

0,5 ml, lidska plazma redéna PBS se stabilizatory bilkovin (BSA), obsahujici specifické
lgG, protilatky proti vajecnému bilku (f01) v koncentraci 0,7 U/ml. Roztok obsahuje
0,05 % azidu sodného. Roztok v pracovnim fedéni.

Standard 3,5 U/ml

0,5 ml, lidska plazma redénd PBS se stabilizatory bilkovin (BSA), obsahujici specifické
lgG, protilatky proti vajecnému bilku (f01) v koncentraci 3,5 U/ml. Roztok obsahuje
0,05 % azidu sodného. Roztok v pracovnim redéni.

Standard 17,5 U/ml

0,5 ml, lidska plazma redéna PBS se stabilizatory bilkovin (BSA), obsahujici specifické
lgG, protilatky proti vaje¢nému bilku (f01) v koncentraci 17,5 U/ml. Roztok obsahuje
0,05 % azidu sodného. Roztok v pracovnim redéni.

Konjugat
15 ml, proteinovy pufr obsahujici mysi imunoglobulin proti lidskému IgG, znaceny
kfenovou peroxidazou. Roztok v pracovnim redéni.

Substrat (TMB)

15 ml, substratovy roztok PNPP (para-Nitrophenyl Phosfate). Roztok v pracovnim
redéni.

Zastavovaci roztok

15 ml, 1 M roztok hydroxidu sodného. Roztok v pracovnim redéni.

Redici roztok vzorkd

40 ml, TRIS pufr se stabilizatory bilkovin (BSA). Roztok obsahuje 0,05 % azidu
sodného. Roztok v pracovnim redéni.

Promyvaci roztok

60 ml, 10krat koncentrovany roztok PBS a Tween 20. Pracovni koncentrace: redte
koncentrovany Promyvaci roztok v pomeéru 1+9 deionizovanou vodou. Pokud dojde
pfi skladovani v chladu k vysrazeni krystalQ, koncentrat zahtejte na 37 °C po dobu
15 minut.
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Plastové félie
2 kusy na prekryti mikrotitracnich stripl béhem inkubace.

Plastovy sacek

Opakované uzaviratelny obal pro skladovani nepouzitych stripl mikrotitraéni
desticky v suchu.

6 Dalsi potrebné vybaveni k provedeni testu

Jedno a vicekanalové pipety pro pfesné davkovani objemu 5 pl, 100 pl a 500 pl
Spicky pro jednorazové poufiti

Fotometr pro mikrotitracni destic¢ky (405 nm)

Promyvaci zafizeni

Zkumavky pro rfedéni vzork(

Deionizovana voda

7 Priprava pracovnich roztoku

Promyvaci roztok

Pfed pouzitim se naredi v poméru 1+9 deionizovanou vodou. Pokud dojde pfi
skladovani v chladu k vysrazeni krystal(i, koncentrat se zahfeje na 37 °C po dobu
15 minut.

8 Odbér a skladovani vzorka

Jako vzorek k vySetfeni mlze byt pouZito lidské sérum nebo plazma (EDTA, heparin).
Chyldzni, hemolytické nebo bakteridlné kontaminované vzorky mohou zpusobit
faleSné pozitivni nebo falesné negativni vysledky. Sérum se po vysrazeni
a centrifugaci oddéli od krve, ktera byla sterilné odebrana ze Zily.

Vzorky séra ¢i plazmy se mohou uchovavat pfi +2 °C az +8 °C maximalné 1 tyden. Pri
delSim skladovani zmrazte na -20 °C. Vzorky by se nemély opakované zmrazovat a
rozmrazovat.

Pfed provedenim testu se musi vzorky (nikoli standardy) nafedit v poméru
1:101 Redicim roztokem vzorkd:

Napf. 30 pl séra + 3 ml Rediciho roztoku vzorka.

Pro testovani vSech 20 potravinovych antigenl u jednoho pacienta je potfeba 30 pl
séra.
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9 Pracovni postup

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

Vsechny reagencie a vzorky musi byt pred pouzitim vytemperovany na laboratorni
teplotu, ale nemély by se této teploté vystavovat po dobu delsi, nez je nezbytné
nutné.

NepouZijete-li celou destic¢ku, zbylé stripy vratte zpét do obalu, hermeticky uzavrete
a skladujte pri +2 °C az +8 °C. Dlsledné chrante pred vlhkosti!

1. Pripravte si pro stanoveni kazdého pacienta tfi stripy (zeleny, zZluty a Cerveny),
pro orientaci pouzijte distribu¢ni schéma (viz 10 Distribu¢ni schéma).

e Pipetujte 100 pl standard( v pracovnim fedéni do prvnich 4 jamek zeleného
stripu.

e Pipetujte do zbyvajicich jamek jednotlivych stripl 100 ul kazdého z fedénych
(1:101) vzorka.
Desticku prekryjte prilozenou félii a inkubujte 60 minut pfi 37 °C.
Odsajte obsah jamek mikrotitracni desticky a pridejte 300 ul zfedéného

promyvaciho roztoku do kazdé jamky. Tento postup se opakuje celkem trikrat.
Na zavér vyklepejte zbytky roztoku do savého materidlu.

Davkujte do kazdé jamky 100 ul Konjugatu.

5. Desticku prekryjte priloZzenou félii a inkubujte 30 minut 37 °C.
Odsajte obsah jamek mikrotitracni desticky a pfridejte 300 plzfedéného
promyvaciho roztoku do kazdé jamky. Tento postup se opakuje celkem trikrat.
Na zavér vyklepejte zbytky roztoku do savého materialu.

7. Davkujte do kazdé jamky 100 ul Substratu.

8. Desticku prekryjte priloZzenou félii a inkubujte 60 minut pfi 37 °C v temnu.

9. Reakce Substratu se ukonci pridanim 100 ul Zastavovaciho roztoku do kazdé
jamky.

10. Po dUkladném promichani a setfeni dna desticky odectéte absorbancii pfi

405 nm (podle uvazeni pouzijte referencni vinovou délku 620 nm). Vytvorené
zbarveni je stabilni nejméné 60 minut.
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10 Distribucni schéma
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11 Hodnoceni vysledku
Vyhodnoceni mlze byt provedeni v arbitrarnich jednotkach (U/ml), nebo ve tfidach.

Tabulka 1 Orientacni hodnoty absorbanci standardu a jejich zarazeni do t¥id

Trida Absorbance
Standard 0,35 U/ml 1 0,145
Standard 0,7 U/ml 2 0,250
Standard 3,5 U/ml 3 0,620
Standard 17,5 U/ml 4 1,715

Poznamka

Vyse uvedena tabulka (Tabulka 1) popisuje pouze pfriklad, ktery byl dosazen pfi
urcité teploté a podminkach prostredi. Popsané udaje tedy nepredstavuji referencni
hodnoty, kterych je mozné dosahnout stejnym zplsobem v jinych laboratofich.

Kvantitativni hodnoceni
Koncentrace protilatek ve standardech, které jsou obsazeny v soupraveé IgG, Screen

Nutritional 20 ELISA, jsou definovany a vyjadreny v arbitrarnich jednotkach (U/ml).
Tim je umoZnéno presné a reprodukovatelné kvantitativni vyhodnoceni. Zaroven
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jsou pak moziné i nasledné kontroly daného pacienta. Hodnoty koncentraci
standard( v téchto jednotkach jsou uvedeny na Stitcich prislusnych lahvicek.

Sestrojte kalibracni krivku tak, Ze na osu X vynesete koncentrace standardd v U/ml a
na osu Y odpovidajici absorbance. Propojenim jednotlivych bod( vytvorte kalibraéni
krivku. Hladinu protilatek ve vzorcich (U/ml) stanovte odectenim téchto hodnot

z kalibracni krivky. Také je mozné vyuzit automatické pocitacové programy.

12 Charakteristika soupravy

Tabulka 2 Charakteristika soupravy

IgG, Screen Vajecny bilek Kravské mléko Rajce
Nutritional 20 ELISA

Intra-assay 7,7 % 8,0 % 8,7 %
Inter-assay 6,6 a7z 10,9 % 8,3az13,0% 4,6az7,4%
Inter-lot 2,53711,4% 5,6az11,8% 0,5az9,6 %
Analyticka citlivost 0,22 U/ml 0,17 U/ml 0,16 U/ml
VytéZnost 90 az 107 % 89az 103 % 87 az97 %
Linearita 81az114 % 732z 100 % 102 a7 120%

nebyla pozorovana zkfizena reaktivita s IgE protilatkami az

Zkfizena reaktivita do titru 100.000 1U/ml

nebyly zjistény interference bilirubinu az do koncentrace

Interference 0,3 mg/ml, hemoglobinu aZ do 8,0 mg/ml a triglycerid( az
do 5,0 mg/ml

Klinicka specificita 88 % 86 % 90 %

Klinicka senzitivita 86 % 94 % 80 %

22.12.2015 10/12 verze 6




IgG4 Screen Nutritional 20 ELISA

13 Literatura

1. Aas K: The diagnosis of hypersensitivity to ingested foods. Clinical Allergy 1978;
8:39-50.

2. AMA Council on Scientific Affairs, In Vitro Testing for Allergy. Report Il of the
Allergy Panel Council on Scientific Affairs. JAMA, 1987, 258(12):1639-43.

3. AMA Council on Scientific Affairs, In Vivo Diagnostic Testing and Immunotherapy
for Allergy. Part |, JAMA, 1987, 258:1363-7.

4. Bleumink E: Food Allergy; the chemical nature of the substance eliciting
symptoms. World Reviews in Nutrition and Diet 1970; 12:505-570.

5. Bubl, R. Schon, B., Rakoski, J.: Allergenspezifische IgG-Antikorper bei Atopikern;
Allergologie 16, 7, 299-304 (1993).

6. Canadian Paediatric Society, Allergy Section. Blood Tests for Allergy in Children.
Can Med Assoc J, 1990, 142(11):1207-8.

7. Cohen, G.A., Hartmann, G., Hamburger, R.N., O’Connor, R.D.: Severe anemia and
chronic brochitis associated with a markedly elevated specific 1IgG to cow’s milk
protein; Annals of Allergy 55, 38-40 (1985).

8. Devey, M.E., Wilson, D.V., Wheeler, A.W.: The IgG subclass of antibodies to grass
pollen allergens produced in hay-fever patients during hyposensitization; Clin.
Allergy 6, 227 (1976).

9. Durham, S.R., Lee, T.H., Cromwell, O., Shaw, R.J).,, Merret, T.G., Merret, J.,,
Cooper, P, Kay, A.B.: Immunologie studies in allergen-induced late-phase
asthmatic reactions; J. Allergy Clin Immunol 74, 49 (1984).

10. Djurup, R., Osterballe, O.:1gG subclass antibody response in grass pollen-allergic
patients undergoing specificimmunotherapie; Allergy 39, 433-441(1984).

11. Rowntree, S., Platt-Mills, T.A.E, Cogswell, J.J, Mitchell E.B.: A subclass 1gG,-
specific antigen-binding Radioimmunoassay (RIA): Comparison between IgG and
lgG, antibodies to food and inhaled antigens in adult atopie dermatitis after
desensitization treatment and during development of antibody responses in
children; J.Allergy Clin. Immunol 80, 622-630 (1987).

12. Shakib, F., McLaughlan, P., Stanworth, D.R., Smith, E., Fairburn, E.: Elevated
serum 1gG and IgG, in patients with atopic dermatitis; Br. J. Derm: 97, 59-63
(1977).

13. Wojdani, A., Etessami, S., Cheung, G.P.:IgG is not the only inhibitor of IgE in the
RAST test; Annals of Allergy 55, 463-468 (1985).

14. Withrich, Brunello: Neurodermitis atopica (atopische Dermatitis) in
Fuchs/Schulz, Manuale Allergologicum V, 14, 21-22.

22.12.2015 11/12 verze 6



IgG4 Screen Nutritional 20 ELISA

14 Schéma testu

IgG, Screen Nutritional 20 ELISA

Krok Symbol Jednotlivé kroky testu

Redéni vzorkd

1

séra/plazmy 1:101

Davkovani
e standard( (v pracovnim fedéni)

e fedénych vzorkl 100 pl

Inkubace 60 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 3 x 300 pl promyvacim roztokem
(fedény 1:10)

Davkovani Konjugdtu 100 pl (v pracovnim rfedéni)

Inkubace 30 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 3 x 300 ul promyvacim roztokem

Davkovani Substratu 100 ul (PNPP, v pracovnim fedéni)

Inkubace 60 min pfi 37 °C

Davkovani Zastavovaciho roztoku 100 pl (NaOH, v pracovnim
fedéni)

@ HO|R DS RIBD & a&

12 ll Fotometrické méfenf pfi 405 (alternativné 620 a7 630) nm

Souprava je distribuovana spole¢nosti TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
V pfipadé dotazl nds kontaktujte.

Tel: +420 541 248 311

Email: info@testlinecd.cz
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